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1 RESUMEN

El eritrocito es una célula anucleada, la membrana esta comprendida por
52% de proleinas, 40% de lipidos, 8% de Carbohidratos. Al realizarse estudios
en la membrana se han logrado conocer los sistemas sanguineos, de los
cuales se ha tomado mas importancia en esta tesis al sistema Rh, el cual fue
descrito en 1939-1940, aun no ha sido definido bien todavia, pero se sabe que
liene un peso molecular de 30,000 dallones y una densidad antigénica de
20,000 sitios por célula.

Los eritrocitos Rh positivos poseen un antigeno. Denominado Rh, en la
nomenclatura de Wiener, Rh, por Rosenfiel y D por Fisher-Race, la indicada
por el comité de la Soctedad Internacional de Transfusiones Sanguineas es la
de Rosenfiel.

Dentro de los avances genéticos se encontraron los genes RHD y RHCE,
localizados en el cromosoma 1 y para las glicoproteinas Rh se encuentran
codificadas en el cromosoma 6. Los genes se encuentran dentro de 10 exones.
El grupo sanguineo Rh abarca un minimo de 45 antigenos, et RhD tiene 37
epitopos, dadndose mulaciones en los rearreglos, pierde asi algunos de estos
creando los fenotipos parciales D, el de mayor importancia es D¥. El Rh null es
muy raro, causado principalmente por un gen autosomal! { X° ), siendo el
responsable de la supresion del antigeno Rh.

El sistema Rh tiene un papel importante dentro del erirocito, ya que se
considera como un transportador de amonio intercambiado por olros cationes,
junto con las proteinas accesorias tiende a transportar iones y ayuda en la vida
media del eritrocito, por medio del mantenimiento de la asimetria de los lipidos
de membrana.

A nivel clinico su valor radica en crear una respuesta inmune en 80% de
las personas D negativos, que reciben 200 mi de sangre D positivo; hallando
importancia especial en las madres Rh negativo, con el fin de ewvitar la anemia
hemolitica del recién nacido, que provoca desde una simple ictencia hasta fa
muerte del feto o bebé al poco iempo de nacer.

La determinacion no solo es para el antigeno D, sino también para los
fenotipos parciales y el Rh nulo, dado que [a de igual forma provocan la anemia
hemolitica del recién nacido, uno de los problemas radica en oblener sueraos
tipificadores seguros, dado a una alta nestabiidad de los mismo al ser
obtenidos y en el proceso de su fabricacion y almacenamiento, ruinariamente
las pruebas se realizan para determinar fenolipos que se consideran é1nicos.



2 INTRODUCCION

La sangre en un microlitro (mm’* )contiene 4.5-5.5 millones de eritrocitos,
7,000-12,000 leucocitos y 150,000-400,000 plaquetas, comprendiendo el otro
porcentaje el plasma que contiene normalmente agua, electrolitos, proteinas,
glucosa y lipidos. La principal funcién de la sangre es transportar nutrientes y
asi como productos de sintesis, provenientes de diferentes tejidos y células,
los eritrocitos que transportan oxigeno e intervienen en el equilibrio acido-base,
los feucocitos realizan mecanismos de defensa al organismo junto con
proteinas que viajan en el plasma. Las plaquetas intervienen en procesos de

coagulacion (Nucci, 1998)

Los eritrocitos expresan antigenos en su superficie que da inmumidad a
cada individuo dependiendo del grupo sanguineo que este tenga, es importante
para las transfusiones sanguineas y transplantes de érganos y tejidos. También
son causantes de provocar diferentes enfermedades por ejemplo; la anemia
hemolitica del recién nacido, causada en la mayoria de los casos por ef
anligeno RH, debido a la ausencia de ésle en la madre y la presencia en el
felo, provocando una reaccion de inmunidad, de aqui la importancia de estudiar
y comprender estos antigenos sanguineos (Bernard, 1982, Mezrano, 1997 Rossel,

1997, Whitlock, 1937).

El sistema Rh fue descrito en los afos 40 cuando por una investigacion
realizada con el mono Rhesus, al obtener sus anticuerpos y el antigeno
correspondiente, se observo que causaba hemoélisis en algunas sangres de
origen humano y en olras no, déndose el nombre a las personas que lo
portaban como Rh positivo asi como es el causante en la mayor parte de los
casos de la anemia hemolitica del recién nacido. Aquellas personas que no lo
portan se les conoce como Rh negalivo ( Hardisty, 1974, Edger. 1996. Mezzano.

1997).

Es muy dificil el aislamiento del antigeno Rh debido a que es muy
termolabil, no se puede guardar facilmente en refngeracion, m en congelacion,
ademas de ser el sistema sanguineo con mas polimorfismo, estando
comprendido alrededor de 50 antigenos diferentes, ios cuales en su mayoria
pueden causar inmunogenicidad, si esta ausente en la olra persona.

La vanacion del sistema Rh se debe a un cambio dentro de 1a estructura
o a la ausencia de amonoacidos que hacen posible 1a presencia o ausencia en
la membrana entroide. El sistema Rh es codificado por dos genes el RHD y el
RHCE, son simifares en la mayor parte de la estructura (Avent, 2200)

Esta civersidad ocasiona que sea complicado determinar el numero
exacto de los anligenos, ademas, se debe lener cwdad al momento de la
preparaciéon y elaboracion de los reactivos, al gual que su almacenam:ento, si
no es asi se crean errores o perdida del subgrupo Rh. El mas importante
antigeno RhD que se encuentra presente en la mayor parte de la poblacion
mundial es D, habiendo grupos que en algun tiempo fueron especificos de
razas o grupos humanos, que en la actualidad por el mestizaje se provoca gue
estos ipos raros ya no se localicen solo en 1a region o poblacion conocida, sino



en otras partes también, por lo que hay que tomar medidas adecuadas para
evitar enfermedades relacionadas a estos (Hyland, 1998; Avent, 2000).

Se han descubierto ciertos tipos de comportamientos celulares por parte
del eritrocito que se asocian a la presencia del sistema Rh, al estar dividido con
una proteina como la banda 3 (cdb3), ayuda al transporte, esfructura y
viabilidad del eritrocito, debido a que es causante de que el eritrocito viva en
tiempo determinado; asl como sus funciones normales, pero estando ausente
estos se ven disminuidos o alterados , en forma parcial la vida del eritrocito
disminuye considerablemente, se ha visto que actliva de cierta forma al sistema
del complemento que ayuda a la destruccidn de las células (Kiensmith, 1995,

Zhang, 2000; Avent, 2000).

La anemia hemolitica provoca una destruccion de los eritrocitos, y
ocasiona desde una simple ictericia hasta el nacimiento del feto muerio. Solo
se loman las precauciones necesarias en el segundo embarazo si el feto es Rh
positivo nuevamente, si es Rh negativo no hay problemas. Esto no es siempre
cierlto ya que  los anticuerpos que reconocen al sistema Rh son
inmunoglobulinas (lg) de tipo G, que pueden pasar la membrana placentaria y
pueden provocar una respuesta contra el feto, aun sin que la madre haya
tenido contaclo previo con el antigeno, siendo esta reaccidn muy rapida y solo
necesita del primer contacto para ser desencadenada, en estos casos el primer
bebe liene los problemas de la anemia hemolitica del recién nacido, y hay
casos totalmente contrarios en donde a pesar de ser el segundo embarazo y
ser ei feto Rh positivo, no se desencadena en ningun momento la respuesta
{ Rapaport, 1980, Bernard, 1982, Hadrod, 1999, Avent 2000).

Por esto se deben de tomar las precauciones necesarnas desde el primer
embarazo, realizando pruebas que determinen la cantidad de anticuerpos en la
madre contra el Rh positivo 0 Coombs indirecto durante el embarazo, debido a
qQue se pueden dar abortos por la intensidad de la respuesta inmune, en la
actualidad hay técnicas que permiten saber el Rh del feto antes de nacer y
tomar las medidas correspondientes ( Bernard, 1982, Avent. 2000, Whelan, 2000).



3. OBJETIVOS
> Dar a conocer los nuevos avances genétlicos que se han obtenido
sobre el sistema Rhesus (Rh).

.

» Conocer la funcidn del sistema Rhesus (Rh) dentro de la
membrana del eritrocito.

.

» Mostrar los aspectos importantes en el ambito clinico. mostrando
los riesgos y enfermedades que causa la ausencia del sistema
Rhesus (Rh).



4. ERITROCITO.

Aproximadamente 2.5 billones de eritrocitos circulan en 450 Km de nuestro
organismo, miden entre 7 y 8 micras de diametro y tienen que atravesar la luz
de los capilares mediante la capacidad eritrocitaria para deformarse, debido a
que su didmelro excede al de los capitares (2-3u) (Mezzano, 1997) depende de la
integridad de la membrana celular, su citoesqueleto y del mantenimiento de un
equilibrio idnico y osmotico, implicando un gasto de energia (Gngnashi, 1991).

La fuente de energia del eritrocito es la glucosa, penefra y emplea la via
glucolitica anaerébica para producir ATP (Adenosil-Tri-Fosfato), este es
necesario para las bombas idnicas, el equilibrio osmoético y la preservacion de
las proteinas de membrana (Gngnashi, 1991)

Es una célula anucteada, la expulsidn de su nucleo es el principal factor
responsable de que en reposo, tenga la forma de disco bicéncavo, refleja el
exceso de superficie celular, tiene un volumen de 90 micras ' en una
superficie 140 micras ’ (Gngnashi, 1991)

La forma depende dec multiples factores como son el medio que lo rodea,
la actividad metabdlica que realice y la edad de! eritrocito. Durante los 100 a
120 dias de vida, éste viaja el equivalente a 250,000 Km, dentro de los
capilares la deformabiidad entrocitaria es el principal determinante reolégico
del flujo y ia viscosidad sanguinea (Phoenie, 1996).

Las propiedades wviscoeldsticas de la membrana del eritrocito son
importantes, una suspension de eritrocitos tiene una viscosidad infenor a la de
una solucidon de hemoglobina de la misma concentracion, por lo que se han
apreciado movimientos Que semejan a una cadena de tanque alrededor del
citosol, esto implica que el entrocito no obstruye el flujo sanguineo, sino que
participa en él como si fuera una gota de liquido dentro. La membrana
eritrocitania, ademas de sirve como barrera, contliene bombas y canales para
sodio, potasio, caicio; facilita el transporte de glucosa y otras moléculas de
menor tamano (Phoeme. 1996, Rossel, 1997 Mezzano, 1997).

4.1 Organizacion estructural de la membrana

La membrana del entrocito representa el modelo arquetipico para otros
sistemas de membranas celulares. Al igua! que otras células, tienen una bicapa
lipidica. de 4 a 5 nm de espesor, formada principalmente por fosfolipidos,
colesterol y algunos glucolipidos, una serie de proteinas de membrana dingidas
hacia el medio citoplasmatico. eslas pueden ser divididas en penféncas e
integrales, las pnmeras pueden disociarse faciumente y las segundas
unicamente se disocian después de un tratamiento enérgico. (Henry, 1993) Esta
compuesta globalmente por alrededor de un 52% de proteinas, 40% de lipidos
y 8% de carbohidratos. (Mezzano. 1997)



Se compone de tres elementos basicos: la bicapa de fosfolipidos; las
proteinas integrales, enclavadas en la bicapa, y las proteinas periféricas, que
forman el esqueleto de la membrana (espectrina, ankirina, proteina 4.1, actina
y troporniosina) (Fig. 1), localizadas por debajo del lado citoplasmdtico de la
bicapa. Algunas proteinas estan andadas en el citoesqueleto y se insertan en
el interior de la membrana celular, la "banda 3° (cdb 3) constituyen
aproximadamente el 25% de las proteinas, se encuentran en forma dimeérica,
con un ‘canal” central que es importante para el transporte i6nico. Las
moléculas glucoproteicas son responsables de la mayor parte de la carga
negativa neta en la superficie de ta membrana entrocitaria, se ongina a partr
de las porciones carbohidratadas superficales consthados prinapatmente de
acido sidlico (Sialoglucoproteinas). (Henry, 1993)

cuo.!' > ok - >ecina 4.1
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4.2 Lipidos de membrana

En el eritrocito maduro, todos los lipidos de la célula estan contenidos en
la membrana y son parcialmente responsables por sus caracteristicas fisicas
como son: permeabilidad pasiva de cationes y la flexibilidad mecdnica.
(Mezzano, 1997).

Composicién lipidica. Los fosfolipidos y el colesterol no esterificado
constituyen alrededor del 95% del total de los lipidos de la membrana, existen
pequefas cantidades de glicolipidos, glicéridos y acidos grasos libres. La
concentracion aproximada es: fosfatidilcolina 30%, fosfatidiletanolamina 28%,
fosfatidilserina 14% y esfingomelina 25%, no estan dispuestos simétricamente
entre las superficies intemas y externas de la membrana, el 82%
fosfaditiletanolamina y la fosfatidilserina estan localizados en su mayor parte
dentro de la superficie interna de la membrana, la fosfatdilcolina en un 76%, y
en un 82% estan hacia la superficie (Mezzano, 1997)

Los esteres polares de acidos fosféricos son hidrofilicos y las colas de los
acidos grasos son hidrofobicos con un arreglo en las partes determinantes de
los fosfolipidos de membrana. Los eritrocitos no pueden sintetizar en su
composicion lipidos, su unica oportunidad es mediante la incorporacion de
diferentes acidos grasos libres (FFA), que cambian entre la membrana y el
plasma, y en la conversion de fosfatidiletanolamina a fosfatidicolina, esté
cambio es lento y esta influenciado por los fosfolipidos y FFA del plasma, la
composicidén en la membrana del entrocito puede ser alterada por cambios en

la dieta (Hall. 1991)

Las interacciones moleculares entre el colesterol y los fosfolipidos son
responsables de la empaquetada interposicion de las dos estructuras. que es
fundamental para el mantenimiento de la integridad de 1a membrana. El grupo
hidroxilo polar del colesterol se encuentra inmerso y en contacto con las
cabezas polares de fosfolipidos, mientras que la reg:on esterol se intercala con
las cadenas hidrocarbonadas no polares de los fosfo.pidos, esta interpolacion,
inmowvihza los 10 atomos de carbono mas proximos a la superficie de la
membrana, estabilizando fas proteinas subyacentes del esqueleto, los
extremos hbres para moverse, creando una zona mtermedia fluida, dando
flexibilidad y fluidez lateral; esta se da por la union fosfolipido -colesterol (F:C),
la proporcion relativa de los distintos fosfolipidos y 1a presencia de cadenas
laterales de ios acidos grasos insaturados (Fig. 2) (Mezzano, 1997)

La ausencia de fosfatidilsenina enddgena en la capa externa y el rapido
movimiento al intenor de los analogos exodgenos, indca que existen
mecanismos para el mantenimento y va en contra de esld asimetria Se han
propuestos dos mecanismos distintos
1) Interaccion selectiva de las proteinas del citoesquelete con los amino

fosfolipidos. se ha demostrado una interaccion directa entre la fosfatidilsenna
y proteinas del citoesqueleto las cuales son; la espectnna y ia banda 4.1, se
sugiere que contnbuyen al mantenimiento de Ia simetria de los fosfolipidos,



los fosfolipidos, por anclaje de la fosfatidilserina a la cara interna de la
membrana del eritrocito.

2) Movimiento de la fosfatidilsenna a través de la membrana, se da mediante ia
existencia de un proceso de transporte dependiente de energia, que
especificamente mueve fosfolipidos desde la capa externa hacia fa intemna,
dada por un mecanismo de transporte faciitado, que comprende
transportadores especificos de lipidos y requiere de ATP. una proteina es
asociada al sistema Rh, proponiéndose como una translocasa que mantiene
la asimetria de los lipidos, estd forrma un compiejo con una ATPasa o
protelna quinaza (Mezzano, 1997)

Cole epoler

)

Region de cabexas

o, - [
cabeza polay y dos colas hidrefebicey. mmmm.uhwum
enire 12 y 14 Atomos de carbono. Una de jes cadh de scikdos gy

Cis (i do), o que fiere rigidez & la cadens;
mhhwmmadmnmhmﬁu_dmhm
de membrana. La swobdicula de cob " ovi

junto & las cabex dares de fou (outoligrisd

ada-demm ala cab

1997).
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4.3 Composicién proteica

Las proteinas de la membrana estan divididas en dos grupos generales:
proteinas integrales y periféricas. Las proteinas integrales estan fuertemente
unidas a la membrana a través de interacciones hidrofobicas con los lipidos de
la bicapa, como son cdb 3 y las glicoforinas, estas proteinas atraviesan la
membrana y tienen dominios funcionales y estructurales, en ambos lados de
la bicapa lipidica; pueden ser liberadas por manipulacion de la fuerza idnica u
otras sustancas capaces de alterar las proteinas. Las proteinas pernféncas
que incluyen la espectnna, la actina y la proteina 4.1 constituyen el
citoesqueleto de (a membrana (Fig. 3) (Basthan, 1993, Meszano, 1997y

Glicoforina

Interaccion Espectrina Dimero-Dimero

Fspecmna-
Proteinad.l-

-m blgmhmm-*ahqmd_q-dm
como un h (b ko por wna rexd fibross, las imteTaccionss
ml-prﬁd-sq-mhwnhsnhmbhmm
de la membrana sosc interancion  diswevo-dimero  de espectring;  eapex trive-actine-
pm&d:-tl;w“myﬁdum&l La adwcida proteims
integrante de caloduline pecticips en s inktveccion entre cwpectrina Y actioa.

Las proteinas de membrana entroide mas abundantes son la cdb3 y una
famiha de Sialoglucopfoteinas Hamadas gQlicofonnas La cob3, intercamixa
aniones, constituyendo alregedor ded 25%, existen alrededor de un milibn de
copias, compuesta de btes domerwos uno hidrofihco, que nteractua con
Ankirina, proteina 4 1, proteina 4 2, hemogiobina y enzimas ghcolitcas el
hidrofébico transporta amones y acidico lermenal de funaon desconocda,
también contiene oligosacandos que expresan el grupo sanguineo V4. Las dos
funciones establecydas para la cdb 3 en la membrana son:

1) su capaoadad de transportar iones



2) Su papel en la unién entre la bicapa lipidica y las proteinas del esqueleto
a través de su interaccién con Ankirina y secundariamente con

proteinas 4.1 0 4.2. (Mezzano, 1997)

Las glicoforinas A, B, C y D son glicoproteinas ricas en acido sidlico; que
constlituyen aproximadamente el 2% de las proteinas de membrana, poseen
dos dominios citoplasmatico, el hidrofdébico que forma una doble hélice a través
de la membrana y un dominio extracelular que esta fuertemente glicocilado:
glicoforina A expresa al grupo sanguineo MN, glicoforina B Ss y glicoforina C el
Gerbich, la presencia de carbohidratos en estas glicoforinas da una carga
negativa a la superficie de la célula, importante en la reduccion de la
interaccion entre los eritrocitos y otras células. Ademas, la glicoforina C une el
citoesqueleto a la bicapa lpidica a través de su interaccion con la proteina 4.1.
Aparte de las glicoforinas existen otlras proteinas integrales que expresan
determinantes de los grupos sanguineos, como RH, Kell y Duffy; no han sido
completamente caracterizadas (Tabla 1) (Mezzano, 1997),

Proteina Grupo
sanguineo
Glicoforina A |MN
GlicoforinaB__{Ss
Glicoforina C | Gerbich
Oligosacaridos i /i

Tabla 1 Glicoforings. S mucstran las  ghcoforinas vy su
correspondicnte grupo sanguineo que expresan, al rgual que ol
olhigosacarido (Propia, basada en Mezzano, 1997) .

Una red filamentosa de proteinas penféricas conocida como esqueleto de
membrana, posee lres componentes principales: espectrina (proteina 1y 2).
Ankirina (proteina 2.1) y proteina 4.1.se anclan a la bicapa a través de
proteinas integrales. (Merzano, 1997}

La union fisica det esqueleto de la membrana a la bicapa lipidica se logra
mediante dos interacciones importantes:
A)lLa pnmera es dependiente de la Ankirina, la cual interactua con la espectnna
en el esqueleto y la cdb 3 en la bicapa.
B)La segunda union se realiza a través de la interaccion de la proteina integrai
glicoforina C y la proleina del esqueleto 4.1, (Mezzano, 1997

Esta estructura es la responsable de las propiedades de la membrana
Durante su circulacion el entrocito sulre constantes ciclos de deformacion y
relajacion, lo que requiere que el esqueleto se acomode a extensos y
dindmicos cambios en la forma celular; esto se logra por regulacién dinadmica
de las interacciones entre proteinas, los mecanismos para 1a asociacion entre
proteinas incluyen:

1) Fosfonlacion
2) Vanacién en el magnesio intracelular



3) 2-3 DPG que acompana el ciclo de oxigenacidn-desoxigenacion
4) Asi como aumento de calcio intracelular mediado por calmodulina (Mezzano,
1997).

El 8% de los carbohidratos esta integrado por glicoproteinas y
glicolipidos, en estos predomina sobre el exterior siendo Sialoglucoproteinas,
a, 3,y y & que se localizan, la u lleva la actividad de los grupos M o N, las dos
Sialoglucoproteinas 3 y y, se asocian con el mantenimiento de la forma del
eritrocito. £l dcido sidlico es progresivamente requerido para la superficie de la
red celular en el tiempo de circulacion (Hall, 1991)



5. CLASIFICACION DE LOS GRUPOS SANGUINEOS DE
ACUERDO A SU ESTRUCTURA.

5.1 Grupos asociados a estructuras de hidratos de carbono.

Tras extensos estudios de las secreciones y extracto de la membrana
eritrocitaria, se han logrado conocer los determinantes de H, A, B, Le, P, |, e i.
La sustancia precursora esta conformada por 2 D-galactosa, N-acetil, D-

glucosamina, y D-glucosa-ceramida. La accian de lo fusesiltranofcrasa sulne L-
fuseew JG g SUSIANCIA precursora forma el determinante H (Henry, 1993)

5.1.1Sistema ABH

Las especificidades antigénicas del sistema A, B y H estan determinadas
por carbonos terminales que se unen a la membrana eritrocitaria, la sustancia
H por medio de transferasa, las cuales al integrar a la estructura una molécula
de N-acetilgalactosamina se forma la sustancia A y si es D galactosamina la
sustancia es B (Henry, 1993)

Sistema ABO. Kart Landsteiner describe el sistema sanguineo ABO en
1900, con Ia presencia de dos aloantigenos A y B, que representan a los
grupos sanguineos correspondientes, los individuos que tenian el antigeno
carecian del anticuerpo correspondiente en el suero (Whitlock, 1997)

Caracteristicas especiales, El sistema ABO posee dos rasgos:
1) La presencia usual de aglutinas fuertemente reactivas en el suero de
aquellos que carecen de los antigenos correspondientes.
) La presencia regular de antigenos ABH en muchas células histicas y de
anticuerpos en las secreciones, con lo cual su importancia radica en las
transfusiones y transplantes de 6rganos(Tabla 2} (Henry, 1993)

GRUPO SANGUINEOQ AGLUTININAS EN SUERO ANTIGENCS DE CELULAS
HISTICAS
[¢] Anti-A, Ants-B, Anti- AR H©O)
A Anti-B HA
i Anbi-A AR,
Al Ninwuna A.B. H
Tabla 2 Sistemna ABO. Dos furmas espeviales prdecibles del sistema ABO (Henry. 1993) .

La presencia regular de anticuerpos Anti-A o Anli-B, o ambos, que es faci!
demostrar en el suero Es el umco sistema sanguineo que puede realizar el
examen de suero (deterrminacion inversa) para confirmar los resultados de la
determinacion directa de los entrocitos (Menry, 1993)

Antigenos comunes ABQ. Se han demostrado diversas variantes de
estos antigenos, sdélo A, A:; y B tlienen importancia practica,
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As, Am, A., Bs y On se observan ocasionalmente, mientras que olros subgrupos
son raros (Tabla 3) (Henry, 1993).

Entrocitos + anti Suero + eritrocitos | Fluato [Sustancia en  saliva
Fenotipo A A B [AB H A |A: B [¢] anti*** | del secretor
Ay 4+ 14+ - 4 L - 4+ - A H.A
A 4+ |2+ - |4+ 2+ |- |- 4+ ]- A H. A
Az 4+ - - 4+ 2¢ |* |- 4+ . A H, A
A 2+ - |- j2¢* 3¢ | - 4+ |- A H, A
Am AN A 4 1. 1- 14+ |- A H.A
A, AN G 1-:2+ {4+ J1+ |- {4+ |- A H
reneralidades)
i . FERER 2+ 14+ - - B H, B
. - 2¢ [2¢° 3+ {4 - - B H.B
O - - . 4+ [4+ 14+ |4+ - H H
Oy - . . - 4+ |4+ [ 4+ 3+ - .

‘Poblacion menor de aglutinados, en campo mixto  ** Puede tener anti -A
°**El cluato de célutas sensibitidad con anti-A, anti-B o anti-H, deberfa poscer la espevificidad de

anti-A, anti-B o anti-H

Tabla 3 Diferenciacidn de los grupos sanguineos ABQ comunes (Henry, 1993)

Los antigenos son heredados por simple herencia mendeliana de los
padres hacia el individuo, estas poseen un par de genes, localizados en el
cromosoma numero nueve, Este puede activar a tres genes: A, B y O; los dos
primeros producen un producto detéctable que es un anticuerpo, el gen O es
considerado amorfo, debido a que no produce un producto detéctable, estos
genes heredados se expresan en la sangre y pueden ser detectados con
muestras control, muchas semanas antes del nacimiento Kemp (1930);
descubrio un antigeno A en un feto de 37 dias de gestacion (Tabla 4) (Whitiock,
1997)

GRUPO SANGUINEO COMBINACION DE GENES
A AA 0 AOQ
B BH o BO
(8] [9.8)
AR AR

Tabla 4 Deternminacidn del grupo sanguinea ABQ por la combinacion de genes
(Whitlock, 1997).

La terminologia asociada con la herencia de los grupos sanguineos, en
donde el genotipo hace referencia al gen presente dentro del cromosoma, por
ejempio AA o AO, no es frecuente determinar ABO para un individuo sin
conocer el grupo sanguineo de sus padres, en comparacion de los
deternminados con tesligos; por ejemplo, cualquiera de los dos pares genéticos
crea el fenotipa A (Fig.4) El cuadro de punnet se emplea para determinar la
descendencia conociendo los tipos sanguineos paternos o sospechando el

genolpo (Wh.oock, 1997)




Padre # 1 Genotipo

Padre # 2 A o Fenotipos descendicntes posibles de
Genolipo A _|AA [AB A, AB, B
B8 {AB BO

Lo contenido en letras claras representa et posible genotipo por descendencia de los
padres

Padre 4 1 Genotipo
A A
-enot )
Pagron2 (B _|AB [AB ;«i;xo,\lpos descendientes posibles de
Genotipo. |0 [AO | AO g

i 4. Cuadro de punnet Metodo para la determunacion del fenotipo descendiente. Se
presentan dos cjemplos de Jos cuales s presentan los posibles fenotipos a encontrarse en
los descendientes de la pareja (Whitlock, 1997)

Los genes A y B no producen sus antigenos directamente, producen una
enzima conocida como transferasa, alaca una molécula de azucar de la
estruclura quimica del antigeno, la cual da especificidad antigénica, el gen O
no codifica para una transferasa por lo tanto este no produce antigeno (Whitliock,
1997).

Naturaleza quimica de los antigenos del sisteima ABO. Las
sustancias quimicas asociadas con las especificadas del sistema del grupo
sanguineo ABO son las glucoproteinas, son macromolécutas compuestas de
péptido, que se le unen cadenas cortas de carbohidratos. Independientemente
de la especificidad dentro del sistema ABO, cada macromoiécula contiene
azucares como L-fucosa, D-galactosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetd-D-
galactosamina y aproximadamente 15 aminodcidos (Henry, 1993, Mezzano, 1997).

El esqueleto peptidico no influye sobre la especificidad serolégica de la
molécula, pero sosliene a las cadenas de carbohidratos cuyos grupos
terminales son los responsables de la especificidad, en una relacion espacial
particular una con la otra y con el resto de ia molécula, la especificidad esta
determinada por el azucar como grupo no reductor al extremo de la cadena:
cuando esta es la N-acetil-D-galactosamina la especifictdad es A y D-galactosa
es B, mientras que ia L-fucosa es asociada con H (Henry, 1933 Mezzano, 1997).

Los productos pnmarios de los genes A, B y H son enzimas especificas
denominadas transferasas que catahizan la adicion de las unidades apropiadas
de azucar para dar las diversas especificdades A, B y H {Henry 1993, Mezzano,
1997).

Division del grupo A. Se subdivide en dos subgrupos anti-A:, este es
un componente normal que se encuentra en 0s individuos del grupo B y el
grupo O, y los grupos A y AB pueden subdividirse en Ay A: , A8y AB.
aproximadamente el 20% de los indinduos que tienen el antigeno A son A:,
este es mas débil que el del grupo A: y entre l0s cuatro grupos ( Tabla 5). el
mas débil es AB (Dodd. 1976)



GRUPO | SUBGRUPO | REACCIONCON AB | PORCENTAJE DE OCURRENCIA DE AB
ANTI-At ATIPICOS ANTI-A1 EN EL PLASMA
A A * 0
Aze - 2
AB AB + )
A:B+ - 26

Tabla5 Subdivisién del grupo A. Mostrando La relacion con Anti-Ay y el porcentaje
cn el plasma (Dodd, 1976)

Entre los antigenos que se pueden manifestar sobre el eritrocito aparte
del antigeno A y A. en forma mas débil queA: se encuentran A, A,, Yy A; en
Ai, se caracteriza porque muestra solo aglutinacion parcial con el suero con
anticuerpo Anti-A agrupadores, se encuentran eritrocitos libres, por lo que se
da un aspeclo de una poblacion celular mixta; el suero de los individuos con
antigeno A» contiene comunmente al anticuerpo Anti-A. como aglutinina fria
(Dodd, 1976)

Los erntrocitos de A. se distinguen de los anticuerpos A ya que son
completamente negativos con los anticuerpos Anti-A provenientes del grupo B,
pero se aglutinan con un porcentaje vanable de los sug2ros provenientes del
grupo O, en especial los que tienen un titulo alto de anticuerpos Anti-A. Con
esto se hace mencion de que los donadores O son inseguros para una
transfusion a los receptores del grupo A (Docd. 1976)

Division del grupo B. Existen subgiupos del grupo B; pero no hay
ningun subgrupo del grupo analogo a A:. Rara vez se encuentran en medicina
(Dodd, 1976)

Antigeno H. Es una sustancia precursora de los antigenos A y B. Esto
explica porque el antigeno H es altamente activo en los individuos del grupo O,
sin embargo es menos activo en los individuos del grupo AB, debido a la
conversion por enzimas transferasas Ay B

El antigeno H tiene importancia sélo si1 algun individuo carece de ¢!
(genotipo hh). requiere una transfusién, no pueden formar los antigenos A y B,
aunque estén presentes los genes y lodos ellos tienen poderosos anticuerpos
Anti-H, al igual que Anti-A y Anti-B en su ptasma por lo que son incompatibles
con todos los entrocitos, menos os del musmo tipo sanguineo. es conocido
como Bombay y se designa como sangre O- (Dood 1976 Whilocs 1997)

5.1.2 Sistema Letwis, La sustancia Le* se forma por ad:icion de L-fucosa
al azucar subterminal de la sustancia precursora, en Le®, la L-fucosa se ahade
tanto a ese azucar como al terminal Se compone de antigenos solubles de los
liquidos corpotales provenientes del plasma, se absorben mnespecificamente
sobre las membranas entrocitanas. no se unen integramente a ias estructuras
de la membrana, lo que explica la pérdida de especificidad de! antigeno por
parte de las celulas transfundidas (Henry, 1993)



tanto a ese azucar como al terminal. Se compone de antigencs =oiubles de los
liquidos corporales provenientes del plasma, se absorben inespecificarmnente
sobre 1as membranas eritrocitarias, no se unen integramente a las estructuras
de ia membrana, fo que explica la pérdida de espeafiddad del antigeno por
parte de las céiulas transfundidas (Henry, 1993).

5.1.3 Sistema P. La mayoria de los individuos poseen el antigeno P
sobre sus hermaties (1/100,000 son negativas), con fenotipo P: o P:, existen
tres tipos antigénicos que se debe a los hidratos de carbono (D-galactosa) y
que se anaden a los glucosfingolipidos de la membrana entrocitaria por Ia
accion de las transferasas codificadas por los genes del sistema P (Henry, 1993)

5.1.4 Sistema i Los antigenos | e i son estructuras relacionadas entre
si, i representa la sustancia precursora de |, det mismo modo que H es ia
sustancia precursora, se encuenfran en relacadn inversa en cuanlo a su
concentracon en la membrana. Asi, nventras en los hermaties del recién
naado es elevado el antigeno i, los adultos tienen un predominio casi absoluto
de |, con poco o nada de i. El determinante de la antigénicidad i es una cadena
recta de oliqolisacandos que posee repetidas unidades de D-galactosido-N-
acetl-glucosamina, ligadas a una ceramina 0 una proteina. La espedficidad |
es consecuencia de la unidn de hasta cinco ramificaciones de D-glucosamina-
N-acetil-D-galactosarina a las galactosas del determinante i sin ramificar
(Fig. 5) (Henry, 1993).

= N-acetil-D-galactosamina 0" L-Fucosa o-" N-acetil-D-
gNfcosamina
= D-galactosa <> = D-glucosa-ceramida

Fig. 5 De inantes en s Se musstra ls
sustancia wecursors y o diferenies antigenos que sr forman 4 pertir de oita, sl Teno Jos
hikdratos gque bos conforman. (Henry, 1993)




5.2 Grupos asociados a estructuras de proteinas

5.2.1 Sistema Rli. Los antigenos Rh no estan bien definidos, parecen
ser de naturaleza proteica, con un peso molecular aproximado de 30,000
daltones. Se encueniran incluidos en la membrana bilipidica, con porciones de
su molécula expuestas sobre la superficie externa. Se ha observado que las
células Rh nulos en las que faltan todos los antigenos Rh, carecen de dos
proteinas que se encuentran en las células poseedoras del antigeno Rh
normal. Se cree que la ausencia de estas proteinas contribuye a la morfologia y
supervivencia anormales de los hematies Rh nulos. La antigénicidad de los
determinantes Rh depende de la presencia del fosfolipido de la membrana
(Henry, 1993)

5.2.2 Sistema Kell. Los grupos sulfhidrilo desempenan un importante
papel en la estructura y antigénicidad de los antigenos del sistema Kell. El
tamafo del antigeno es igual a! de la proteina de la banda 3; sin embargo, es
una glucoproteina expuesta de modo dferente sobre la superficie de la
membrana, con un peso molecular de 93,000 daltones. Se sabe ademas que
hay varios antigenos Kell sobre la misma glucoproteina (Henry, 1993)

5.3 Grupos asociados a Sialoglucoproteinas.

5.3.1 Sistema MNSs

En el sistema MNSs existen cuatro tipos diferentes de cadenas
peptidicas; «,B,yy S, que se han aislado a partir de las membranas
eritrocitarias y se conocen como Sialoglucoproteinas. Las cadenas «
{glucoforina A) contienen probablemente las especificidades MN, y falta en los
individuos con fenotipo (a-)(M-N-). Las cadenas & (glucolorina B) contienen las
especificidades Ss, y estan ausentes en los individuos de los fenotipos (S-s-
U+/-). Se conocen los determinantes antigénicos My N, ademas delos Ty Tn
(Fig. 6). EI M posee mas acido sidhco que el N, antigeno M tiene serina y
glicina en las porciones 1 y 5 de la porcidon peptidica; el antigeno N tiene
leucina y glutamina (Henn 1991

La especificidad antigémca de MNSs parece hallarse definida por las
caracteristicas de los aminoadcidos y por los tetrasacaridos fijados. EI
tratamiento de los hematies con enzimas, como la neuraminidasa, da lugar a
que disminuya la reactividad serologica antigeno especifica, a causa de la
eliminacion del 4cido N-acetiineuraminico de 1a membrana (Henn, 1993)

La glucoforina A penetra en la membrana, con una porcién incluida dentro
de la bicapa lipidica y otra que se extiende hacia el intenor del citoplasma: La
glucofonna B es mas corta que 1a A, y aunque también se halla incluida en la
bicapa Ipidica, se cree que no hace prominencia en el interior del
comportamiento citosoOhCo (Henn, 1991)

Las moléculas que expresan antigenos sobre la membrana son
glicoproteinas y glicoesfingolipdos. Las ghcofonnas A y B junto con 1a cdb
poseen péptidos que se extienden mas alid de 1a superficie celular, a los cuales



incluida en la bicapa lipidica, se cree que no hace prominencia en el interior
del comportamiento citosélico (Heary, 1993).

Las moiéculas que expresan antigenos sobre ia membiana soN
glicoproteinas y glicoesfingolipidos. Las glicoforinas A y B junto con ia cdb
poseen péptidos que se extienden mas alld de la superfice celular, a los
cuales se encuentran unidos un gran Nimero de cadenas de Carbohidratos.
Estas propiedades también se encuentran presentes en glicoesfingolipidos
unidos a la membrana por ceramida (Fig. 7) (Henry, 1993)

Tn (] ~oser-Thr-

N-acetil-D-galactosamina

" [ ~Oserm

D-galactosa
N > }—{ ) ~OSer-Thr-ThrGiu-Val
Acido sislico
M <> }—{__] ~O-Ser-Thr-Thr-val
L Le,-

Fig. 6 Grupes srwcieden o Sislarinconrvtnimes (Hexxy, 1993) .
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Fig. 7 Re tacidn werndtica de los i on_la_mrwmbrene
ert taria. Lom grupos sang 0N & y anticuerpos que lienen implicaciones
penclicas, bioquimicas, i Mogices. Los antigenos ae local, en la supecficie de las
cclulas y los antkuvrpos en o b de lan tromunopiobul (Modifcado de

Facdhvn 1990
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6. Sistema Rh

Un importante sistema antigénico de los eritrocitos es el llamado sistema
Rh, descrito en 1939-1940, su estructura molecular es poco conocida. Tiene
una densidad antigénica de aproximadamente 20,000 sitios por célula, (Mezzano,
1997) radicados en una proteina integral de membrana, de peso molecular de

30,000 daltons. (Henry. 1993)

El sistema Rh es muy completo, existen multiples antigenos dentro de
esté, conocidos como D, C, E, c y e. (Mezrano. 1997} Una caracterislica
importante es la ausencia del antigeno; sin la existencia de anticuerpos
naturales como el sistema ABO. (tienry, 199))

6.1 Historia

En 1932 Diamond, Blackfan y Baty s¢ precartaron de que la hidropesia
fetal, la anemia hemolitica del recién nacido y la ictericia neonatal grave
presentaban estrechas relaciones, y dependian del mismo fenébmeno como
base, estos trastornos se agrupan actualmente bajo el nombre de

eritroblastosis fetal. (Eiger, 1996)

En 1939 Levine y Stetson reportaron que la anemia tenia una base
inmunolégica, esto se dio dentro de un suero de tipo O, en una paciente que
habia recibido una transfusién del mismo tipo proveniente de su marido. La
paciente no presento problemas por la transfusién; pero en su segundo
embarazo tuvo un feto muerto, después de la reaccion de transfusion la
paciente no solo aglutinaba con los eritrocilos de su mando sino también con
80 de 104 grupos O tesligos. (Eiger, 1996}

En 1940 Landsteiner y Wiener inmunizaron conejos y puercos de Guinea
con erntrocitos del mono Macacus Rhesus y estudiaron los anticuerpos
resultantes, denominados anticuerpos Anti-Rh pero estos no soélo aglutinaban
con los eritrocitos de! mono, sino también con los entrocitos humanos pero sélo
el 85% aglutinaban. Después, Wiener y Peters; reportaron una similitud entre
anticuerpos obtenidos en una reaccidon de transfusibn y e! Anti-Rhesus, y
sugiriendo con esto que los anticuerpos tanto humanos como arimales eran los
causantes de la aglutinacion de los entrocitos El nombre de Rh se debe al
mono Rhesus, también recibe el nombre de anticuerpos Ant-LW por sus
descubndores (Hardisty, 1874, Elger. 1996)

En 1941 Levine, Katsin y Burnham Comprobaron que este antigeno era el
responsable ce la incompatibiidad entre la madre y el nino explicando la mayor
parte de los casos de entroblastos:s (Hardisty, 1974)

En 1943 Mollison presentd estudios que avalaban la idea mencionada
demostrando que los entrocitos Rh posilivos eran destruidos rapidamente
cuando se transfundian a los nitios con entroblastosis durante ias dos pnmeras
semanas de wda, mientras que los entrocitos Rh negaltivos tenian una wda
media normal (Harcksty, 1974}
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semanas de vida, mientras que los eritrocitos Rh negativos tenian una vida
media normal (Harasty, 1974)

Sustancia procursora I.
IDonde ¢l paguete de un individuo es X*/X% 1 ¢

Gen regulsdor X'r hamocigolo para un misino Alelo resccivo raro de ¢l
¢ gen regulador

Sustancia procursora 11

Donde ¢l paquete de un individuo es R™ R™ (¢
Gen Rh hamaigato para un miSmMo gen 31leNcion 1oCesvo 1aro
cl aul es el locus Rh

v

Rh

Gen LW ¢ Paquete /W/ W en personas

Y
Fig. 8 Caminos genéticos en_la sintesis del antigeno Rh y LW. Se muestia como una
sustancia procursora se forman los antigenos Rhy LW dentro de las Lineas superidas por
Giblett (Hardisty, 1974)

6.2 Nomenclatura

Los entroatos Rh-positivos poseen un antigeno denorminado Rhe en una
nomenclatura y D en otra. Una persona Rh positiva es homoagética (D/D) o
heterocigética (D/d); un individuo Rh negativo es genéticamente (d/d). E!
sistema Rh contiene otros antigenos ademas de los D y d encontrando Clc, y
E/e situados juntos en cromosoma que se hereda de cada progenitor como una
sola unidad (Leavell, 1978)

El rapido descubnmrento de vanos antigenos diferentes en este sistema,
y la aparicion de distintas terminologias para los antigenos, ha creado una
confusion, esto es debido a diferentes teorias de como el sistema es heredado
(Tabla 6) (Leaveil 1978)

6.2.1 Teoria de Wiener

Considera que un gen da lugar a un agiutindégeno sobre {a superfice del
entrocito y que éste a su vez posee un numero detemunado de factores
sanguineos (Coombs. 1980) Tomando en cuenta la exstencia de una sene
basica de ocho genes alélicos. de los cuales pueden estar presentes
cualquiera de ellos en un individuo heteroagétco. Cada uno de estos genes
es responsable de la exstencia de un antigeno capaz de incitar fa produccion
de una o mas clases de antcuerpos y de combinarse entre ellos (Dodd, 1976)



factores sanguineos y su correspondiente anticuerpo, que se expresan para
ambos casos con dos letras seguidas de un subindice o exponentes
{Dodd. 1976).

FRECUENCI
GENOTIPOS A
SINONIMOS WIENER Rh-itr FISHER-RACE APROXIMAD
A
Wiener | Fisher Alelo | Aglut | Factores { Com { Anti | Notacién |Raza | Raza
négen plejo [ geno blan |negra
o de ca
gene
s
R'R° Cbe/cDe [ Ry Rhi [Rho, [CDe ICD=2 [Ry 34 [
R 1 CDe/cde h'hr”
R? Re [cDEcDe |R2 Rh: |Rh., e¢DE |cDE [R2 12 12
R? CDE/ede he', th”
8
Rhoty [R°R® [eDeiche |Re Rha |Rho, [cDe [cDe |Rhs 2 4
R°r cDesede hr’, e
Positivo
R'R* CheCe | R? Rh: |Rha, CDE |CDE: | R, 18 4
th', h™
R'R? CDeicDE 13 3
R?R? |COE 2 2
Chi:
OTROS <2 <2
TOTAL DE Rho (D) POSITIVOS 83 {93
" cde/cde |r rh he', " lcde [ce r 16 6
r Cdelcde |1 ' ', h* {Cde ICe |r
Rho (d) <2 <2
Negativo  {r'r cdE/cde {r h* he', " {cdE {cE r
Muy raro
4 Cdelcde [ h’ m,h® [CdE (CE Iy
JOTAL DE Rho (I NFGATIVOS

Tabla 6 Simboles genérices empleados por Wiener x Fisher-KRece, bos simbolos peneticos equinalentes
empleadas por Wienct y por Fisher-Race, asi comu la frocuencia apronimads Je cada uno de chios Son
tres termunologias o nomenclaturas las empleadas que son las de Wiener, Fisher-Race s Rosenfieid, las
cuales se mencionan a continuacion (L cavell, 1978} .

El simboio Rh: lleva mayuscuta, porque representa al pnmer antigeno Rh
descubierto y porque todavia sigue s:endo el mas importante en |la enfermedad
hemolitica del recien nacido. Los simbolos rh’ y rh”, designan antigenos
encontrados posteniormente; los Rh: y Rh: se refieren a antigenos complejos.,



con doble especificidad; el Rh: se compone de las unidades Rho y rh' y Rha
consta de las unidades Rho y rh”. Los simbolos Rh,y Rh, se aplican a
antigenos con especificidades muoltiples, el mismo simbolo rh como
representante de un antigeno complejo con las dos especificidades, hr' y hr”
(Dodd, 1976). Ademas, dos nuevos antisueros han permitido ampliar la
descripcion de los otros simbolos. Un ejemplo, es que el gen R’ produce
aglutindgenos (antigenos) Rh,, el cual es compuesto por tres factores: rh’, Rh
0y Y hr", los tres factores son analogos a C, D y e respecto a la nomenclatura
de Fisher-Race. El locus Rh produce un gen; pero este tiene alelos miltiples
(brie.Medlabs, 2001)

6.2.2 Teoria de Fisher-Race.

Esta teoria tiene su origen en Inglaterra con la concepcién analitica del
genético y matematico britanico R.A. Fisher quien propuso en una propuesta
presentada por Race en 1944, que los antigenos Rh entonces conocidos,
podrian considerarse como producto de la accidn de tres pares alelomorficos
muy estrechamente ligados se postulaban como basicos del sistema: C/c, D/id y
E/e, produciendo cada gen de cada par un solo antigeno con la facultad de
reaccionar con ¢l;, cada uno producira un antigeno designado con idéntica letra
(Coombs, 1980). Cada locus tiene dentro de los alelos Dd, Cc y Ee, el gen D es
dominante al gen d, pero Cc y Ee son codominantes, los tres loci se encuentran
encerrados, los cruces dentro de estos no ocurren, los tres genes se localizan
dentro de un cromosoma, son siempre heredados juntos (bne Medlabs, 2001)

El uso de mayusculas o minGsculas no hace referencia a la dominancia o
recesividad, sino solo para indicar que se trata de caracteres alélicos. Cualquier
individuo recibe un miembro de cada par de genes de cada progenitor, de
manera que son posibles ocho complejos de genes. Las relaciones de estos
genes en los cromosomas de un individuo heterocigotico para todos ellos, son
las siguientes:

COE
“cde
Naturalmente, también puede haber otras combinaciones de los tres
alelos en determinados cromosomas, por ejempla; Cde, cDE, Cde, etc.

Cuando se formulo esta teoria se conocian antisueros para los antigenos
Clc, D y E. se sugeria la existencia de antisueros para los antigenos d y e.
Ademas, se intuyd la existencia del entonces desconocido gen C(d)E; que
posteriormente fue demostrada su existencia, al igual que el antisuero anti-e,
pero a la fecha no se ha demostrado {a existencia del antisuero anti-d, por lo
que a los Rh negalivos se les considera d/d genotipicamente (Cushing, 1960)
Hay (Tabla 7) un paraleismo entre ambas terminologias. semejantes las dos
series de simbolos para cinco clases de anticuerpos Rh tienen las siguientes
equivalencias.

Antli-Rh. = anh-D Anti-hr'= anti-c
Anti-th'= anti-C Anti-hr'= anti-e
Anti-th™= anti-E (Anti-Hr.=anti-d)*



* No todos admiten su existencia (Cushing,1960).

Fisher 1944 Notaciones abreviadas mas | Wiener 1949
usadas
CDe R' R
cde r (4
cDE Rz R?
cDe Re R®
C"De b R™
cdE R* r
Cde R’ [d
CDE R; R*
C*de - e
CoE Ry r
C"DE H muy baja
C"dE H frecuencia
Tabla 7 Notaciones_abreviadas_de Fisher y_Wiener, (Cushing, 1900,
teavell, 1978)

6.2.3 Comparacion de los conceptos de Wiener y Fisher-Race.

Un punto fundamental es; si existente o no la relacion 1:1 entre las clases
de anticuerpos Rh con que un entrocito se combinara, y los genes
determinantes de las especificidades antigénicas responsable de tal
combinaciéon, si se considera que son capaces de combinarse con tres
diferentes anticuerpos. anti-1, anti-2 y anti-3. Segun Wiener la molécula se
combina en tres diferentes partes de la misma, cuyas complejas
especificidades estdn determinadas por un solo gen. Fisher-Race, considera
que cada anticuerpo se combina con una molécula de anligeno. provista de
una sola especificidad determinada por un solo gen (Fig. 9) (Cushing. 1960)

6.2.4 Nomenclatura segiin Rosenfiel.

Este adopta una notacién numérica, propuesta principalmente por Murray,
enlazada fenolipicamente en reacciones seroldgicas por lo que los cinco
anlisueros para el Rh son Rh. Rh:, Rhs, Rh.y Rh: representa los cinco
antigenos basicos. Como ejemplo si se tiene Rh: 1, 2, -3, 4 y -5 que indican
que los entrocitos son positives con Anti-Rhy, Anli-Rh: y Anti-Rhs y negativos
con Anti-Rh: y Anti-Rhs Eslos corresponden al fenolipo Rh: de Wiener y al
CcD/dEe o el CDE/cde de Fisher-Race (CDE) (Tabla 8) (Hardisty, 1874)

Esta nomenclatura es la recomendada por el comite de fa Internatonal
Society of Biood Transfusion (ISBT) para la terminologia de los antigenos de
los grupos sanguineos (Avent, 2000)

Los antigenos comunes Rh: D, C/c, y E/e, fueron escntos originalmente
en orden alfabético (CDE) pero después, una recrganizacion de estos
antigenos C y E son inherentes en el bloque: el orden cambio 3 DCE. Aunque
el antigeno d. no se ha encontrado se considera como el antitetico de D. por lo
que la letra "d" es usada como indicador del fenotipo negativo-D. Las formas



Los antigenos comunes Rh: D, Clc, y E/e, fueron escritos originalmente
en orden alfabético (CDE) pero después, una reorganizacon de estos
antigenos C y E son inherentes en el bloque; el orden cambio a DCE. Aunque
el antigeno d, no se ha encontrado s& considera como €l antivético de D, por lo
que la lefra "d" es usada como indicador det fenotipo negativo-D. Las formas
que mas frecuentemente se presentan son RHCE y RHD, que codifican ocho
haplotipos: Dce:, dce, Dce, dCe, DcE, dcE, DCE y dCE, conocidos como R, r,
R1, ', Rz, I", R: y 1y, en su forma corta respectivamente. La letra “R” mayUscula
es usada donde el antigeno D es expresado, y la “r" mintscula donde no se
presenta. Esta notacion se evalGa en la practica de transfusiones sanguineas
como significado del fenotipo usado en la delecion con ia cuak se indica una
carencia de antigenos antitéticos, ejemplo Dc- el eritroato carece de antigeno
E. y D-- estos antigenos carecen del antigeno C/c, E/e; el Rhaa no expresan
ningGn antigeno Rh o fenotipo. (Avent, 2000)

Ef RH30 y RH50 son empleados para describir los genes que codifican
para la proteina Rh (RH30) y glicoproteina Rh (RH50); respectivamente donde
el nimero es relativo al peso molecudar de las proteinas dentro de un gel de
poliacrilamida-SDS. Porque RH30 y RHSD son también relstivos a Ge y
antigenos FPTT, respectivamente, se usa al RH como un tdérmino genérico
para los genes codificadores para las proteinas RhD o RhCcEe (ademas del
conocido RhCE) y enplea al RHGA para el gen codificador de la glicoproteina
asociada al Rh (RHGA) (Avent, 2000)

Antkucrpo Especificidades moleculares Clases de genes.
de antigenn
Anti-1 Un pen resporvabie de
tres espocificidades
Wicner Anti-2 123
Anti-3
A
Uns mvolécula, tres expecificidades
Antil @‘ Gen )
Anti-2 @ Gen 2
Fisher-Race
Anti-3 @ Gen 3
B Tres mokiculas, cada une Tres gence respormabies
con una sulo eapecifichded cada uno de une especificided
Fig. 9 tncidm cxquemdtion de 199 trovies de Wirwey y Fis . A sr obwerva

troria de Wiener en donde se ven las trem dilerenies especificidades y ana sola
que las origina, y en B se presrnis s tearis de Fisher-Race en dode se presendan las
©con su respectiva moldcade (Cushing, 1960) .




Rosenfiel | Rh-Hr { CDE y notaciones | Rosenfiel | Rh-Hr CDE
diversas
Rh 1 Rho D 27 cE

2 rh’ C 28 hrt

3 rh” E 29 e Totel RN

4 hr' c 30 Go*, D~
5 hr* 1] 31 hr®

6 hr ceof 32 Troll,

Reynolds

7 th Ce 33 R Hill, Hawd
8 ™ (ond 34 He®

9 th" c 35

10 hr" V,ce’ 36

11 th*? [l 37

12 rh® G 38 Be*
13 Rh* 39 Evans
14 Rh® 40 C-like
15 Rh® 41 Tar
16 Rh? 42 Ce’
17 Hre 43 Craw
18 Hr o He* 44 Nou
19 he* 45 Riv
20 VvS,e* 46 Sec
21 ce a7 Dav
22 CE 48 JAL
23 D 49 STEM
24 E! 50 FPTT
25 LW 51 MAR
26 Deal (C-like) 52 BARC

Tabla (8) Nomenclaturas de Rosenfiel, Wiener, Fisher-Race y otras. (Hardisty,1974)

Para el estudio de los genes Rh se emplean células K562, las cuales
tienden a expresario mediante ia manipulacién genética, por medio de un gen
transfendo por medio de un rotavirus {Smythe, 1996).
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7. BIOQUIMICA DEL SISTEMA Rh

Se han llevado acabo numerosas investigaciones para aclarar la
naturaleza quimica de los determinantes Rh, todavia no se conoce su
estructura exacta. Los antigenos Rh, se encuentran sobre una proteina de 28
Kd, o un glicolipido de bajo peso molecular. Los lipidos de la membrana
eritrocitaria presentan apoyo y orientaciéon al determinante Rh, los diferentes
fenotipos pueden estar relacionados con la sustitucion de aminoacidos de la
cadena polipeptidica, asi como la expresion respectiva de los determinantes
sobre el exterior y interior de la membrana eritrocitaria (Henry,1993). Es probable
que las porciones inmunodominantes sean polisacaridos y que el acido
neurominico y otros sacaridos comunes formen parte de su estructura. La
incognita importante acerca de como se unen estos sacandos por medio de
uniones glucosidicas se esta investigando. Estos antigenos son mucho menos
numerosos que los antigenos A y B de la supericie del eritrocito (Avent, 2000)

El antigeno Rh que fue aislado en 1982; en personas con entrocitos Rh D
positivos, se encuentran presentes dos genes RHD y RHCE. El termino RHCE
incluye a los alelos RhcE, RhCe. Rhce y RhCE, en personas D negativo, es
suprimido et RHD. Los dos genes aparecen organizados dentro de 10 exones
arriba de 75 Kb de DNA |, cada uno de ellos codifican para diferentes partes del
antigeno Rh, los exones 1-7 codifican para 50-60 aminoacidos, los exones 8-10
codifican los 58 residuos de los carbonos terminales y de las proteinas, el
cuarto intro de RHD contiene una delecion de 60 pares de bases (pb.)
comparadas con RHCE, los dos genes codifican polipéptidos sin glicosilar,
acilacion de acidos grasos, polipéptidos, conlenidos en 417 aminoacidos (lo
mician metionina y estan unidos para la maduracion de proteinas) Son
considerados homologos los RhD negativos y RHCE negativos entre sus
proteinas codificadoras; de los 417 aminoacidos solo 36 son diferentes. Del
amino terminal los pnmeros 42 aminoacidos son codificagdos idénticamente
para RHD y RHCE, para el carbono terminal Gmicamente cuatro de los 84
aminoacidos son diferentes son altamente conservados, algunos codifican para
varios alelos del RHCE se tiene una correlacion con la expresion dei antigeno
Rh en el entrocito (Tabla 9). Las situaciones parciales D, en personas con
algunos epitopos pero no todos los epitopos D, dentro de los eritrocitos que
pueden ser marcados con anti-D aloinmune, siendo algunos de los niveles
moleculares dentro del gen de delecion y puntos de mutacion, resultando un
gen RHD faltante de la codificacion de todos los epitopos D ( Tabla 10) (Avent,
2000)

Los polipéptidos aislados, no ghcosilados det Rh resultan de la pérdida
dentro de ta integracion del antigeno. esto se ha pensado n situ, los
polipeéptidos Rh son parte de un complejo no covalente incluidos en asociacidn
al termino ce las ghcoproteinas -Rh, (estos son coprecipitados con ios
polipéptidos no glicosiiados) CD47, glicoproteina LW, glicoproteinas B y un
componente el cual acarrea al antigeno Fy5. De estos componentes vanos son
codificados por diferentes genes Rh y otros proporcionados, estas proteinas no
glicosiladas hacen la mejor contnbucidn en 1a estructura del antigeno Rh (Avent.
2000)
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Polipéptidos Aminodcidos en posicién

acarreadores
I6a 36 1 J60a p8a §103b J226c §245¢
ye Cys a  JGinJlie r §Ser a Jleu
CyE Cys JAla [Gin Jlle f5er ISer ([Pro
cye Trp JAla JGIn Jleu JAsn] Pro | Ala ] Leu
cyE Trp JAla JGinjleuf Asn] Pro [ Pro
CyCw Ala  JArg Ser
cyCw Al JArg Pro
CyCx Thr JGin Ser
cyCx Thr KGIn Pro
V4] Ala } Val

a Las diferencias entre C y ¢ dentro de las posiciones 16, 60 y 68 estos son usualmente
pero no invariables.

b Ser 103 en C, Pro en ¢ aparecen invariantes

¢ Asume todos V5+ en las células rojas son e+,

2000)

Las proteinas Rh acarreadoras solo se expresan dentro de la superficie
del eritrocito, si esta presente RHAG. La secuencia homologa de aminoacidos
(aproximadamente 40%) de las proteinas Rh y RhAG indicadas dentro de
relaciones y colectivamente como la - Familia de proteinas Rh™. Perfiles
hidrofobiciticos, analsis inmunoquimicos, y datos obtenidos sitios-directos
implicando mutagénesis estas proleinas Rh y RhAG tienden a extenderse de
un lado a otro de la transmembrana 12 veces con dos botones el amino
terminal y el carbono terminal onentados hacia el citoplasma (Fig. 10) (Avent,
~2000)

Proteinas accesonas es un término colectivo empleado para ofras
glicoproteinas que estan asociadas con la famiia de proteinas Rh, junto a la
asociacion de la famiia de proteina Rh y las proteinas Rh accesorias son
llamados complejo Rh (Tabla 11) (Avent. 2000)
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Categorifa parcial

Epitopos presentes

Cambios genéticos

Incidencia Ag. Rh

deD de D en RHD bon baja expresién
1l ep D1,3,5.6/7,8b nkc Ninguno d
lla Todos nke Ninguno d
b Todos Exon 2 para RHc¢ Ninguno d
lle Todos Zxon 3 para RHCEe¢ [Ningunod
Va ep D4,56/78 ixon 3 y probable Goa (Rh 30)
Ixon 7 para RHCEe
Vb epD5,6/78 Fxones 7y 9 para Rh37f
RHCEe
Va cp D23,4,6/78 ixon 5 para RHCEe | Dw (Rh23)
VLIg ep D3,4,9 Exones 4 a 6 de Ninguno d
RHD delecion.
VLILh ep D3,4,9 Exones 4 a 6 para BARC (Rh52)
RHCEe
vil ep D1,23,4,5,6/7,9 |T o C sustitucion Tar (Rh40)
[ el nucleotido 329
oy exon 2 de RHD
b-ausando cambio
en la proteina 110
lcu-Pro.
DFR ep D3,4,9i Exon 4 para RHCEe FII'T (Rh50)
DBT ep D8j Exones5a7y tal Rh 232
vez el exon 8 para
RHCEe
D o RoHar Seck Exonlady6al0 JRh33yFPTT
para Rhcl Rh o0

¢ nk = no conacido.

v&/7.

/7.

cxon S de RUD

d Todavia ninguno detectado.
¢ Alelo de RHCE dandose al exon de RHD, no conacido
{ Probable pero todavta no probado.

8 Usualmente coificado por <DVI E.

h Usualmente codificado por CDVI e
1t Reacciones vanables dan entrocitos con anti-D monaclonal aparentemente contra ep D125

a Basado en nueve epitopos, ep D1 a ep D9, modelo.
b Reacciones variables en entrocitos con anti-D monoclonal aparentemente contra ep D2

1 Reacciones varsables dan eritracitos con anti-D monaclonal aparentemente contra ep Dé/7
k Reacciones vanables dan entrocitos con anti-D monaclonal aparentemente contra ep D3y

1 Gen eserxaal en un Rlce alelo convertido por e emplazamuento del exon 5 de RHce concel

Tabla 10, Categorias de entrocitos parciales D con diferentes caracteristicas (Avent, 2000)




PROTEINA] ANTIGENO | LOCALIZACION Mr. NUMERO DE ACCESO
DEL GEN PARA ¢cDNAs
Famulia de [ proteinas Rh
RhD D 1136.13-pH I 30-32 Kd NOAO9H,X63097, Use3I
RhCcEe Ce,CEce, ¢E |1p36.13-p3i 3100 2-34 Kd X54534, M34015, U66340
RhAG Acarrcador  J6p21.1-p11 45-100 Kd  Jx64594
MB2D10 5s
17.75.274
Proteinas | Rh accesorias
L Lw 19p133 11 3747 Kd LJ?()?U, 127671,
1AP Ninguno G135 4752Kd pess2
Conacido
(@] 'NSs.U 4428431 20-25 Kd 02982
Banda 3 Diego 17q12q211m 90-100 Kd X777, NM27819

Tabla 11. Proteinas en el compieo Rh en membranas normales RBC, estas pueden estar
ausentes o reducidas en el Rh nutl (Avent, 2000)
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COO 437

representado poe cajes numeradas, of cusl emta representado desde of principio al finel de
exon De ks aminoichkios especifcos-D, lmn-uhehu-pulktm(éukn arnarilios),
24 ~on reprosentan hos residwos on e y tnbon ded citopd ( Ovalos negros)
lmowbsmmnb-mho‘rﬂmnﬂkmmth/c&rlmM)yE/e
Pro 226 Ala), los ¢valos porpurss representan Ser 100 Las lincss on 2igzag represontan la
Leu-Pro son la causa de s protuble envolturs de jos sitios ew I palmitobacion. £l amino
dentro de la prmors curva de RRAG o indicado por la ramificacion estractural en

rojos (A vond, 2000)




7.1 Familia de proteinas Rh.

Primero la familia y linajes del locus Rh se encuentran presentes dentro
del cromosoma 1, segundo un analisis somatico de cualro células hibridas,
hibridacion in situ, se localizan los genes RHD y RHCE dentro de 1p36.1-p34
{cromosoma 1, en el brazo corto, region 3, banda 4, subbanda 1, a lo largo de
la banda 6); terceto, estudios similares localizaron los genes codificadores de
las glicoproteinas Rh en 6p21.1-11 (cromosoma 6, en el brazo corto, regiones 2
y 1, banda 1, subbanda 1, a lo largo de la banda 1), cuatro, estudios de
transfeccion, usando DNA de RHD y RHCE; obtienen la expresién del antigeno
Rh por células K562 ( Wagner & Flegel, 2000, Axcnt, 2000

Se presenta el genotipo Rh, determinado en los estudios realizados con el
DNA, fenotipos que no correlacionan con las pruebas de tipificacion dentro de
los eritrocitos, indicando que no son expresados en RHD y RHCE (Avem, 2000

La familia de proteinas Rh es evaluada mediante una ultracentrifugacion,
empleando una densidad de 170,000 daltons y un tralamiento con dos
moléculas proteicas RhCcEe o RhD, estabilizandose por los dominios
asociados al amino-terminal (N-terminal) y el carbono terminal (C-terminat), las
formas de asociacion de estos con el centro del complejo de proleinas Rh
accesorias, interactuando directamente con el esquelelo de la membrana,
siendo estos restos no identificados (Asent, 2000)

7.1.1 Proteinas Rhl) y RhCcEe. La proteina RhD expresa el antigeno
D, al igual que la proteina acarreadora RhCcEe tiene dos antigenos C o ¢
{envuelto en la segunda curva extracclular), E o e (envuello en la cuarta curva
extracelular) (Avent, 2000

Las caracteristicas de la proteina RhD (sinébnimos  Rh30, Rh308, Rh30D,
D30. polipéptido Rh30 {30Kd), RhXll, Rh13) y de la proteina RhCcEe
(sindnimos: Rh30, Rh30A, Rh30C, RhCe, polipéptido Rh30 {32Kd}, Rh IXB
cDNA {RhcE}, Rh21 cDNA {RhcE}, R6A32, Rhce, RhCe. RhCE, RhcE, CcEe)
(Tabla 12) (Fig. 10). EI analisis pnmano de la secuencia de aminoacidos
(reducciéon de la cDNAs) muestra hasta el amincacido 41 del pnmer amino
terminal de RhD y RhCcEe son idénticos y diferentes por sélo los aminoacidos
30-35, a lo largo de la proteina completa. A pesar del alto grado de homologia
las diferentes proteinas RhCcEe, no se expresan en ningun epitopo D, y las
proteinas RhD no presentan 1os antigenos C 0 @ (Avem. 2ivuy

Se piensa que las proteinas Rh interaccionan con la membrana por medio
de acelilaciones con los residuos de acido palmitico. siendo atacadas las
pantes de la cadena hacia la Cisteina. Estos residuos de Cisteina son
predeterminados, locahzados en el citosol y la bicapa lipidica (Fig. 10). Estan
ordenados Cys-l.eu-Pro al lado de cada aminoacido {dos estan dentro del RhD
y tres en RhCcEe), por eslos motvos son posibies otros dos residuos de
Cisteina (315 y 316) pueden estar en sitios allernos. estas interacciones
pueden aclarar ¢l porque la alteracidn de la concentracion de colesterol en la
membrana y los efectos de accesibiidad al antigeno La capacidad de marcar
proteinas Rh con &cido palmitico. indica que esta es una coenzima A
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reversible, y adenosiltrifosfato (ATP) dependiente del ciclo de acetilacion-
desacetilacidon, ocurre dentro de |la maduracion de ia membrana de! eritrocito, la
cual es de significado desconocido (Maaskant-Van, 1997)

E! grupo sanguineo Rh es de interés clinico porque los anticuerpos, estan
involucrados en la respuesta inmune del eritrocito, después de una transfusion
con sangre incompatible Rh o en la anemia hemolitica del recién nacido (HDN).
Mas cominmente, HDN por anticuerpos maternos directos contra el antigeno
RhD, son formados por una aloinmunizacion de la madre a los eritrocitos del
feto después del primer parto, se da si el feto es incompatible con la madre, no
obstanle comunmente se usa una profilaxis con inmunoglobulinas Rh, la
determinacion prenatal del genotipo Rh D ayuda al manejo del riesgo prenatal

del feto (Maaskant-Van, 1997).

Las primeras numeraciones acordes a la secuencia codificadora descrita
por Mouro et al y Siemsek et ul. Primero A4 es definido para la secuencia
codificadora de la region del gen RHD. El nucledtido especifico de RhD en los
primeros oligonucledtidos A7 y A8 son subrayados. Dentro de A10 y A11, los
nucledtidos con minusculas no son parte de la secuencia codificadora. Estos
nucledtidos no se encuentran dentro de los primeros numerados. (Tabla 12)
A3 y A4 producen 186 pb. Derivadas del gen RHD (Maaskant-Van, 1997, Avent,

2000).

Scecuencia de ohiggonucledtidos Posicion

Al 5STGIGCTIGTAACCGAGTY (sentido) 914-956
A2 5 ACATGCCATTGCCGY (contrasentido) 1073-1062
AY 5 TAAGCAAAAGCTCCAAY (sentido) 1252-1268
A4 5 ATCGIGAGATTCTCCID (contrasentido) 1437-1422
A5 5 GCCCICTTCTTGTGGA TGS (sentido) 637-654
A6 5 TGACCCTGAGATGGCTGTY (contrasentsdo) 768.751
A7. 5 AGCITCCATCATGGGCTACAAY (wenthido) 973-992
AR 5 ATTGCCGGCICCCGACGOGTATCS' (cuntrasentido) 10668-1048
A9 5" ACCGATACCAGTTTGTCTS (sentido) 607624
A10 5 tagaattt ACAGACTACCACATGAACY (sentido) 4K7-504
A11.5ataaGCITIGGCAGGCACCAGGCCACR’ (contrasentido) 568-547

Tabla 12 Primeras selecciones de la secuencia de los oligonucledtidos por PCR (Ascnt, 2000}

El grupo sanguineo Rh, abarca un minimo de 45 antigenos estos son
llevados por dos proteinas a la membrana entrocitana, codificados por dos
genes homdlogos, que son RHD y RHCE. El antigeno RhD es un mosaico
estructural que comprende un minimo de 37 epitopos. Al realizarse el arreglo
de los genes, se da el punto de mutacion en el gen RHD, provocando una
pérdida de uno o mas epitopos D. En el individuo con fenotpos parciales D
puede producir anticuerpos, perdiendo epitopos en la respuesta al transfundir
sangre D positiva o por un feto D positivo durante el embarazo. conociendo de
estéi D". Dllla' Dlllb' DIJK‘ DN., DI\’D' Dv.._ Dw, DVH. DDNU‘ DM. DNW. DDGY y

R,"¥? (Maaskant-Van. 1997)
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De los fenotipos parciales DY, es la categoria mas frecuente que lleva a
la aloinmunizacién, dos genotipos lienden a ser descritos; dentro de tipo de
conversion y en la delecidn. En la primera, los exones 4, 5 y 6 de los genes
RHD son remplazados por equivalentes RHCE, sucediendo en individuos
fenotipo D' Ccee, son descritos como pertenecientes de! tipo de delecién en
donde los exones 4, 5 y 6 se pierden del gen RHD (Maaskant-Van, 1997).

El locus Rh y el uso del mélodo PCR por medio de una ampliacion det
intron 4 entre los exones 4 y 5, el primer oligonucledtido A9 en el exon 4 y A6
gendémico en el fenotipo Rh, siendo individuos RhD positivos, generan un
producto de 1200 y 600 pb, considerando que los individuos Rh negativos s6lo
producen 1200 pb debido a la delecidén se carece de las 600 pb (Simsek, 1995)

Este antigeno D estd comprendido por un minimo de 30 epitopos, se
localizan fenotipos parciales RhD, donde se encuentra ausente uno o mas de
estos, con la expresion de restos. Los mecanismos antes mencionados, donde
un gen de conversién genera un evento de hibridacién en RHD-RHCE, dentro
de individuos fenotipo D' Ccee, y segundo ocurre una conversion igual
generando hibridacion en RHD-RHCE-RHD; esto dentro de individuos fenotipo
D" ccEe. el mecanismo causa una delecion parcial por el gen RHD, mientras
que en el fenotipo cuatro D' Ccee, no crea este una delecion parcial en el gen
RHD, pero ocurre un mecanismo similar en el fenotipo DY Ccee. Se han
localizado en individuos RHD-RHCE-RHD hibridos de las transcripciones de los
haplotipos D¥' Ce y D' eE. Estas diferencias en la transcripcion DY' Ce son
derivadas del gen RHD. se remplazan los exones 4-6 con equivalentes RHCE
{Codsficando Ala 226); la transcnpcion D' cE desde un gen RHD, empleando
los exones 4 y 5 equivalentes del RHCE (codificando Pro226) (Fig. 11). El
esquema del analisis multiple del RHD, da la posicidn aproximada muestra la
ampliacién, las localizaciones de la delecion especifica del RHD o RHCE; la
insercidn dentro def intron 4 de estos genes (Fig. 12) (Avent & Lur. 1997)

Se presenta ta proliferacion en el entrocito dervado de individuos fenotipo
D" usando Mo Abs (anticuerpos monocionales) con definicidn especifica (Tabla
13) (Avent & Lui, 1997)



Gen RHCE
531 pb. Intron 4 RhCE
> <«

—_—
EXON 4 EXON 5 ___//_‘

Secuencia especifica RHCE
Gen RHD
299 pb. Intron 4 RhD 196 pb.

EXON 4 EXONY /[ EXON 10

Delecién especifica RHD AmpHacion especifica de RHD

Fig, 11 Representacion esquemdtica de las posiciones de la delecidn especifica de RHD o
fnsercion especifica de RhCe localizada dentro del intron 4 de los genes respectivos. (Avent,
Lui, 1997)

Anti. epD Mo Ab Ernitrocitos
DViCcee (8512) DVviecEe (wvi)
ep DI REG-A - -
ep D2 Pax249 - -
cp D3 HD?7 + +
ep D4 VCHD4 + +
ep DS HAM-A - -
epD6/7 RUM-1 - -
ep D8 p3x2111F1 - -
ep D9 BRAD-2 + +
TABLA 13 Reacciones de proliferacion dentro del eritrocito de indsriduos
fenotipo DV ( Avent &Lui, 1997) .




La expresion del antigeno Rh es posible dentro del polipéptido Rh con
isoformas cortas eslas uniones suben allernadas en el RNA nuclear
heterogéneo Rh (hnRNA) un modelo diferencial de ia expresiéon de RhC o ¢ por
una trascripcion alternativa de la union del gen RHCE tende a proponer a la
expresion del antigeno RhE o e, esta localizado dentro del polipéptido Rh
propuesto (Fig. 12) (Avent & Lw, 1997) . El fenotipo DY puede ser asociado con un
minimo de dos tipos de arreglos gendmicos del gen D, llamados |y li (Mouro;
1994).

En las variantes del tipo I, es una delecion del gen D comprendiendo jos
fragmentos 4, 5 y 6 del exon, el punto de ruptura esta localizado dentro de los
intrones 3 y 6 del gen D, se da frecuentemente la delecion parcial del gen; este
defeclo obtiene mas resultados adentro de un cruce nico, causado por la
recombinacién entre regiones intronicas homologas (Fig. 13). El residuo
producido por la translacion del gen DY, en la delecion del aminoacido 226 de
la proteina, carece del aminoacido 151 (calculado Mr. 29.2 Kd). en
comparacion con el aminodacido 417 del polipéptido D normal (Calculador Mr.
455 Kd). Sin embargo el polipéptido acortado puede no ser separado la
expresion normal de! polipéptido Rh de varios fenolipos, migrando todo con un
Mr. de 32 Kd aparentemente. Esta observacion puede explcar que proteinas
Cc y Ee son trasladadas, diferentes umiones se transcriben en isoformas el gen
Cee, uno de los cuales carece precisamente de los exones 4, 5 y 6 (Mouro; 1994)

En las variantes de tipo I, el gen D" se identifica. los exones 4, 5y 6
estan presentes pero acarreados por una restriccion anormal mediada en el
fragmento. La secuencia analizada del cDNA indicada para esta region de la
codificacion en transcripcion del DY por estos tres exones correspondientes a
los mRNAs del no-D, y con mas precision del producto de transcripcion aléhco
Cc o ce. Acorde a la presencia de un residuo de Alarina asociado al
polimorfismo E/e en la posicion 226, se desplaza al segmento del DNA del gen
D de los exones 4, 5 y 6 de esta vanante por la regidén equivalente del gen
CcEe lienen secuencias relativas, asumiendo esto al momento de transferirse
el DNA ocurre después en el cromosomal entre los dos genes Rh durante la
meiosis (Fig. 14). si el hibndo resultante "D-CcEe-D” es el producto de un
intercambio dentro de un cruce doble una combinacion enlre el gen CcEe
(como donador) y el gen D (como receptor) (Mouro, 1994)

E!l gen SMP1 contiene aproxmadamente 30,000 pb. El gen RHD esta
flanqueado o en vuelto por dos segmentos de DNA, dobles cajas Rhesus, con
una longitud de aproximadamente 3000 pb, 98 6 % homologos y onentaciones
idénticas. La caja Rhesus RHD contiene 1a delecidon ocurre dentro de 1463 pb
( \Wagner & Fiegel, 20:00)

Los dos genes, RHD y RHCE tienen onentacion opuestas y volviendose
una contra el otro, tenen 30,000 pb y son homoiogos en mas del 90% de la
identidad (Wagner. Frohmaser. 2001} esto en el 3° hinal 1a distancia fisica entre
ambos de 30,000 pb y se llenan con una caja Rhesus y haplotipos prevalentes
RHD negativos son localizados en las 1463 pb dénticas en la region de las
cajas Rhesus. El gen RHD trene como borde las dos cajas Rhesus altamente

homologas ( Wagner & Flegei. 2000}
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Basandose dentro de la estructura del locus det gen RHD (Fig. 15) se
hacen las propuestas de los eventos de delecion del gen RHD (Fig. 18).

B .

PCR2

FIG. 15 Esquema de la estrwctura locws del gen R A) Sc muestran lez posiciones )
orientacion de las cajas Rhesus y gones bos cuaales se repeesontan por trdngulos y (echa
shicrias, respoctivamente Los exones mostrados por barras verticales y Lambien indicando
el numero. Los dos penes RH licoen onontacin opuests, volvidndose uno en conira de otny
con ol 3' final y son seperados por 30,000 ph. Un tercer pon, SMPL Liene alguna orientackn
con RHD y RHCE, e gen esta flanquesdo o envuelto de los dos lados por las dos cajey
Rhesus homolopas altamente, las cuals ostdn denoladas por {bl. todos Jos cxones
cuctos.  estdn inlegrados por 200 pb, con excrpoidn del exon erminal 3° RHD y SMPY (B]
Mucstra los datos empkados para integrar la figura { Wagner & Flegel, 2000).

La delecion se exphca como un UNco cruce abtrerto disparado por ia alta
homologia de las ca@s Rhesus que comprenden ei gen RHD. La regitn del
punto de ruptura la comprenden 903 pb de las ca@s, localizadas en una
extension de 1463 pb de 99.9 % homdlogamente semejantes a THE-AB y un (2
repetitivo en el elemento del DNA (Fig. 17) ( Wagner & Fleget, 2000)

inleresantemente los segmentos de DNA con mas de 60,000 pb estdn
doblados en el haplotpo RHD negatvo, el cual consiste unicamente de un
contenido de todas las secuencias de este en un haplotpo RMD positivo
duplicado. Hay tres genes iocalizados en el locus RH: RHD, RHCE y SMP1.
Los genes bomdiogos, tenen una lectura abierta dentro del cromosoma 21,
esta es la posicion entre los dos genes RH, imphcando un polmorfismo del
gen SMP1 observendo un supuesto hapiotipo hermétco especifico ( Wagner &
Flegel, 2000)



FIG. 16 Heapdotipo Rk Neputivo. Prop dal modelo de los mocanismos caumntes
prevalenie aplotipo RHD nepativo, on wenlde. A) La ostncturs fisica Jde los genes RHD
RHCE. B) Un unico cruce alicrto entre las cajas Rhesus de la parie superior e inferior,

wor disparado por ¢sta alis homologia La region del punio de ruptura se encucntra 100%
homolopa para 903 bp. C) Remolviendo of cruce abierto producido en of cromosoma de
estructura del pen RH ded haplotipo ausente RHD negativo. ( Wagner & Fleged; 20000) .

TRXGER N
B THE1B Ala t1 MLT ) 12 1 OTROS 1,000 bp.
FIG. 17. izacidn oscrmal de la cuja . La cxlermidn fiskon de lo caps de arriba (57 de

RHD) son 9145 ph. (rays obwacura), aproximedemente 63% de las secuencias de Jos necleotidos de les
cajas comisie de DNA respoctivo, los tpos de (emilies son imdscsdas. El homologo compio entre lay
cajas Riwsus de arviba y de abujo o de 98.6%, pero dentro de une region identificada por 1463 ph
(cusdros verdes). esios son anicamenie une sencills eercion de 4 ph (s nogra). La dala opg, (con
doble Necha) es kocalizado on of 37 (nel y en ia cape Rhwwas de abaygo (37 de RHD) adyaconse al
promotor SMP1 ( Wagney & Flepel. 20003 .

La conservacion del gen pusde también involucrar al intron 2, ocurmendo
en Cis, llevandose durante la formacion de ia horquiila, 1a cusi es favorecida
por los rearreglos en las agrupaciones del gen. El analisis detallado incluye el
polimorksmo del intron, Mostrandose por e prwnes gnupo de alelos ( probables
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hibridos RHD/CE) representando un minimo de nueve eventos moleculares
diferentes, la proximidad y la orientaciéon inversa de los dos genes Rh
favorecen la conversién del gen en Cis, también tienden a ser mostrados en un
D parcial. Una definicién exacta de las bases moleculares de los hibridos
RHD/CE concede una deteccién especifica, igual en la posicion Trans es
regulada por el alelo RHD. Una deteminacién serd necesaria, sl el testigo
molecular cigotico Rh, es destinado para realizar una prediccion idéntica al
antigeno D (Fig. 18) (Wagner & Frohnajer, 2001)

RHD-CE(4-7)-D RHCE

ﬁ Fip, 18_Mecamsmos de comversiom _del _gem RM en Cis, i) los genes RHD y RHCE son
orientados inversamente COMO LipKas afrupscoes, i) un panto on la horquitla al formarse
el cromosoma |, da la proaimidad de los segmentos homologos, en onentaciones sdénticas,
osta estructura o caradteristica siondo un instrumento pasa ks eventos de conversion en Cas,
i) al deshacerse o orquitla s prodsce una estrcturacion hibrida del gen RHD-CED,
muchas de las cuaks iendin a ser obwrvadas en el kxus del gen RH Como un qemplo, la
estructura del pen hibndo RHD-CE(4-7) D es mostrada (Wagner & Frohnmer, 2001) .




7.2. Rh asociado a glicoproteinas.

Las caracteristicas del RhAG (Tabla 13) (Fig. 11). Uno de los dos sitios N-
glicano estan glicosilados, un tercer sitio predeterminado dentro del citoplasma
y, no es accesible la glicolizacién. Las antigenos ABH acarrean N-glicano, pero
RhAG no se conoce que posee un polimorfismo en la proteina base del grupo
sanguineo. Basandose dentro de una secuencia de aminoacidos
predeterminados, dentro de RhAG son 39.2 y 38.5 % idénticas, a las proleinas
Rhce y RHD, respectivamente (Avent, 2000).

Rara vez individuos carecen de todos los antigenos Rbh; siendo Rh null
(nulos) y callados, mas se codifican como tipos reguladores amorfos, se
atribuye mas a una mutacion en el gen RH50, el cual es independiente del
locus RH. EI gen RH50 codifica una glicoproteina 1a cual interactia con las
proteinas Rh de forma funcional dentro de!l complejo de la membrana del

entrocilo (Hytand, 1998)

L.a secuencia de las clonas cDNA desde un mRNA en Rh50 revelan un
cambio sencillo de la base (GB36A) produciendo un envio o sin conservar (Gly
279 Gluc) dentro del dominio hidrofdbico produciendo una mutacion para esta
proteina de membrana, se encuentran secuencias propuestas de Rh null
teniendo un componente heterocigdtico por mutacion, llevando los alelos con é!
Ay G en el nucledtido 836 respectivamente, estando presentes solo A836, con
lo que se sugiere que el segundo alelo con G836 es aparentemente silencioso
{no detectado en la transcripcion) (Hyland, 1998)

Estd mutacidon de los nucledtidos G -> A ocurre en la transicidn en la
posicion Trans; en diferentes regiones blancos de las dos copias del gen Rh,
en 836 se localiza el envio cambiado el exon 6, esta la conversion Gly dentro
de Gluc en la posicion 279, un aminoacido central del segmento
transmembranal 9 (TM9) se encuentran los dos aleilos presentes 836A (Gluc
279) y 836 G (Gly 279). Esto da una nueva visidn dentro de la diversidad de la
enfermedad Rh null y sugiere que 1a region C-terminal del Rhc, participa algo
mas en la interaccion de formacion, en la envoltura del complejo proteico Rh

(Hytand. 1998)

Al realizarse la organizacion del alelo Rh50 en el sitio donador (836G)
creandose un defecto, causado por una mutacion G -> A en los elementos
invariantes GT del inlron 1, con un fenotipo silencioso en ta copia Trans, la
carga negativa en la proteina de envio con el polipéptido Rh30 (Hyland. 1998)

Las familias estudiadas que muestran este fenolipo Rh null; es a menudo
desplazada por homocigotos dando una mutacion, transmitiendo dentro del
ulimo termino consanguineo, sin embargo, la forma de regular Rh null es
resultado de un componente heterocigolo en el gen RH50. El Rh null (TB)
aparece como un ¢caso observado. aunque el defecto exacte en una o dos
copias del Rh50 no se tiene definido, al caractenzarse ¢l doble reguiador
heterocigoto, esle muestra RhS0 llevando una mutacidn en la umidn del
donador y enwviandola, las dos encontrandose en Trans o se observa la
expresion de otro modo de un tipo extraffo de alelo, siendo heredado de los
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padres, es algo evidenle que tiendan a contribuir al fenotipo nuli, con ninguno
de los antigenos o proteinas Rh, Rh30 y Rh50 se detecto en la membrana del
eritrocito. Se encuentra un modelo molecular, en el cual la mutacién afecta
cada RH50 esto en diferentes niveles de expresion del gen (Fig. 19) (Hytand,
1998: Huang. 1998)

Los intrones de transicidn los elementos invariables GT de la union del
donador estos procesos directos en el exon 1 de G -> A en los residuos, y se
define un defecto en la unibn postranscripcional, varias lineas de ewvidencia
indican gue esta mutaciéon se encuentra presente en el alelo Rh50 (836G)
desde uniones funcionales en células Rh null como son:

1) No aberrante (considerando truncado o enlogado) en formas contenidas en
cDNA son detectados 836G.

2) Secuencias directas mostrando Unicamente la expresion del alelo 836G
(Gluc 279).

3) Cuatro independientes clonas de cDNA son mostradas por el andlisis
SSCP no derivado desde el alelo 836A, y no el alelo 836G.

Con vida media del hnRNAs es completamente corto, el fracaso de desunion

del intron 1 causando por la inactividad del donador el sitio puede ser llevado

mas rapido a una degradacion en la mutacion del pre-mRNA (Fig. 19). Esto en

contraste de la mutacién G -> A en la union del donador del intron 7 estos

resultados en el exon saltan y producen un corto mRNA en otro paciente Rh

nuli regulador (Huang. 1998)

En la enfermedad al medirse los genes relacionados en la union del RNA,
ocurren mas mutaciones en 10os elementos invariantes en el donador GT y el
receptor AG, estas causan un efecto de sallo en el exon y en algunos casos
mas llevan uniones aberrantes para activacion de sitios de unmién ocultos. Las
mutaciones en la unidon del donador; se encuentran primero envuelto en
multipases del gen, segundo se localiza en los genes f3-globina de la tatasemia
humana esta suprime en su lotalidad la produccidon natural de los mRNAs.
Estas comparaciones sugieren que la mutacion en la union del donador se da
en el intron 1, teniendo un mayor efecto en los intrones intemos del
procesamiento del pre-mRNA. En realidad, el mecanismo rige la unidon de los
exones 5 de un gen no son plenamente entendidos como multiexon. esta
ofrece mas un modelo interesante del extremo 5' del exon a nombre de un
repaso y es considerada esta unidon de transcnpcion en pares (Huang, 1998)

Como se muestra, el alelo envia BIGA se expresa como una transcnpcion
anormal de union. Dando esta locahizacion, el punto de mutacion impidiendo la
iniclacion o la translocacion.  Asi, esta perdida de funcidn es mas
probablemente relativa en Glyary ---> Glu, causando alguna la oportunidad en el
defecto de eventos postranslacionales (Fig. 19), Gly :19 es predeterminado
falsamente en el centro de TM9 de 1a proteina Rh50, y este es reemplazado
con una carga negativa, a la ruptura hidrofébica continua de TM9 de la pesada
Glu. Esta perturbacion algo mas gue suficiente para causar una oportunidad
conformacional, rompiendo la union del Rh30 y Rh50 como un complejo en la
membrana celular (Huang, 1998)
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Segundo Glu,;, transmite mas el envio del defecto en la proteina celular,
esto se ve en el conducto regulador de transmembrana fibrosistica Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) y la mutacién
acuaporin-2. El tercero, contiene la mutacion Glu,;; el mismo y la proteina
Rh30 convenientemente vulnerable a la proteolisis si este le faltara una forma
estable, doblandose correctamente el complejo. El complejo Rh con la
oportunidad del envio en la mitad del C-termina! del Rh50 (Huang. 1998)

El gen en el paciente Rh null, es alterado por medio de las mutaciones
con mas probabilidad hacia una carencia o reduccion severa de la expresion
en la superficie del entrocito de la ghcoproteina Rh50 Siendo estas proteinas
las mas esenciales para la expresion de los antigenos Rh dentro del eritrooito:
otras mutaciones que afectan a diferentes sitios de umion en el gen RH50
(Chemnf-Zahar & Detaunay, 1998)

Se encuentra la homogocigosts para la transiaon G -> A en la base
invanable del sitio de umén aceptor 3'. los cuales llevan un salto de la
superficie baja del exon 7 ( Fig 20) (Chénl-Zahar & Delaunay. 1998)

EXON 6 EXON 7 EXONB
INTRON 6 . INTRON7?

FIG. 20 Homozigosis del pen RH 50 analizado 2 residuo G osta en el sibo de
unridn aceptor 3 ded intron 6 . mutado hacia (a). resultando un santo en el
exon 7. Las uniones de bos intrones 6 y 7 son indicados por lineas puntcadas
La pomxion aprosimada de ks primeron A3 y A4, usando la ampluaon de
intron ¥ ¢l exon on la wap de abujo y armiba sespoectivamente (Chenf-Zahar,

Delaunay; 1998)

La presenaa de un siio de union potencialmente ocullo en las regiones
del intron 6 o del exon 7, que se dinge afuera por un factor no detectado. la
terminacidon  prematura de la transiacion da un cambio estructural y
conformacional de la proteina. Realmente, la predeterrminacion de la proteina
truncada esta supuestamente a io largo del aminoaado 35 (proteina normal
Rh50 para los 409 residuos) incluyendo una region C-termsnal que contiene 36
nuevos aminoacidos. la secuencia predetermynada da una onentacion reversa
de la region C-termunal, la cual es expuesta extracelularmente Sin embargo
esta proleina no esta presente en la superficte del entrocito, esta proteina es



La homogocigosis se asocia al fenotipo con algunas carencias o
reducciones de la expresién de las glicoproteinas (Rh50, CD47, LW vy
glicoforinas B), las cuales interacttan con el polipéptido Rh al formarse el
complejo de multisubunidades Rh de la membrana. Se localizan dos
mutaciones, en la primera mutacién, se localiza en el sitio de union del donador
en el intron 4, el cual induce la activacidén de dos sitios de union criticos dentro
de este intron y un sitio similar en el exon 4, generandose una total
transcripcion aberrante (Cheinf-Zahar & Delaunay; 1998: Cheéinf-2ahar & Mempel, 1998:
Sujama, 1999)

El segundo tipo afecla la region del cédigo e introduce un cambio en el
esqueleto y un prematuro resultado en el codon stop, en la prediccion de la
proteina corta ( residuos 398 u 417), incluyen una diferencia completa de 76
aminoacidos del C-terminal con lo cuat se sugiere que esta proteina es plegada
y da una interaccion proteina-proteina, mediadas por el dominio C-terminal de
1as proteinas Rh (Cheinf-Zakar & Mempel, 1998)

Otro caso ocurre en la posicion cntica del sitio de union §° del intron 1 en
el gen RH50, por competencia e inactivas uniones. La mutacion es candnica de
los dinucleotidos GT del sittio de unidon del donador, después del proceso del
RNA y causa severos defectos en la union, esto afecta al mRNA del Rh50
existiendo una carencia, acontece mas por la inestabilidad y la degradacioén
consecuente de la unton errada del RNA en el nucleo de inclusion del duo de
intrones 1 dandose en ambos (aproximadamente 17.7 Kb) y/o la aparicién
prematura de un codon stop, reduciendo ios niveles de mRNA, asocidndose la
unidn y terminacion prematura del codon, reporiandose para los alelos como
una mutacidn severa (Chent-Zahar & Mempel, 1993)

Los individuos con el sindrome silencioso en la deficiencia del Rh, se
caractenzan por la anemia hemolitica cronica con severidad vanable,
mostrandose estomacitos y esferocitos, incrementa la fragiidad osmética,
altera el transporte de cationes y una anormal organizacion fosfolipidica. E!
fenotipo Rh null es generalmente distinguido dentro de dos reguladores y tipos
amorfos callados o silenciosos El tipo regulador, es el mas comun dentro de
los RH null, es causado por la homogocigosts de un gen autosomal raro (X°),
responsable para el fenolipo supresor de la expresion del antigeno Rh,
diferente del locus Rh dentro del entrocito. Se han diferenciado del fenotipo la
base molecular e identificando seis diferentes alelos mutantes del gen RH50, lo
que se considera el mas probable canddato supresor del gen (Chenf-Zahar &
Mempel, 1598)

El tipo amorfo es raro y alto desde la homogocigosis de un alelo amorfo
silencioso del locus Rh en el cual el gen RHD esta ausente. En contraste, el
locus Rh se compone mas de uno de los genes en el fenolipo regutador Rh null
{Cheénf-Zahar & Mempel, 1998)

La mutacion del siio de unidn de 5 del donador lleva una g- a t del intron
4, la transcnpcién del Rh esta indicada por tres sitios minimos de union criticos,
son inactivados como resultado, dos de estos sitios generan una incorporacion
de 11 y 16 nucledtidos de 1a transcnpcidn del intron 4. Esta insercidn es la que
causa un codon stop prematuro en t1 y 12 ( en las regiones de transcnipcion
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correspondientes al exon 7 y exon 5, respectivamente) pero no en la
transcripcion t3, porque el salto de la region del exon 5 forma el resto de |la
lectura. La transcripcion t4 es detectada en todo el fenotipo. La activacién del
sitio tres de unibn critico genera la transcripcion 15, la existencia de esta
transcripcion tiene la inconsistencia con el dato previo de la transcripcion
normal Rh. Ambas transcripciones anormales y/o la ruptura pausada de las
proteinas se degradan dentro de las células (Chéint-Zahar & Mempel, 1998)

El alelo silencioso; el cual corresponde al haplotipo dce, es causado por
la mutacion dentro del intron 4 en el sitio de union, olra se da en la
transcripcién Rh llevada por un nucledtido cambiado TCA --> C en el exon 7 en
el gen RHCE. esta alteracién unica se encuentra en la cDNA Rh, y esto es
probable en la expresion del antigeno Rh estando carente (Chenf-Zahar & Mempel,
1998)

La mutacion del gen RHCE introduce un cambio en el esqueleto en la
transcripcidn, pero estas no son razones obvias para que el mensaje, sea
correctamente unido; No muestra la translacion de la proteina Rh dentro de la
variante, predeterminada esta en el aminoacido 398-(u 417) de la proteina,
incfuyendo una completa diferencia de 76 aminoacidos en el C-terminal, y
organizado dentro del dominio 10 de la transmembrana, en vez del doce. El
punto de mutacién en la proteina tiene por esto mas de un diferente Rh,
cambiado rutinariamente la superficie celular, alternamente, la carencia de la
expresion en la superficie celular resulta mas desde un defecto proteina-
proteina interaccionando normalmente por el C-terminal final de las proteinas
Rh (Cheinf-Zahar & Mempel, 1998)

La interaccion entre proteina-proteina Rh y Rh50 es esencialmente para
la reunion y/o el transporte del complejo Rh la membrana, esta involucra las
regiones N-ternunal de las dos proteinas; sin embargo la mutacion concierne a
la proteina mutante Rh del gen RH50 en el fenolipo regulador Rh null en el
punto critico del C-terminal en el procesamiento de l3s dos proteinas (Chemt-
Zahar & Mempel, 1998)

7.3 Expresion de proteinas Rlt y RIAG durante la eritropoyesis.

Los antligenos Rh aparecen durante la pnnutiva diferenciacion de la
entropoyesis. En las células BFU-E o UFE-E (célula formadora del estalhdo
entroide) se une un 3% de anti-D, 68% en las células CFU-E o UFC-E (unidad
formadora de colonias entroides), y totalmente en la célula madura eritroide.
Sin embargo. la unién  del anti-D dentro del promonormoblasto, entroblasto
baséfilo. normoblasto policromatico y normoblasto ortocromatico, se da 25%,
50%. 66% y 75% respectivamente comparado con la maduracion del ernitrocito.
La proteina RhAG es detectada dentro del progenitor CD34 aislado desde el
cordbn sanguineo. después de 3-5 dias de cultivo, en los 5-7 dias aparecen
RhCcEe y de 9-11 dias después aparece RhD. En el feto los antigenos Rh son
expresados dentro de 13s seis semanas de concepcion dentro del entrocito

(Fig. 21) (Avent. 2000)
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cordon sanguineo, después de 3-5 dias de cultivo, en los 5-7 dias aparecen
RhCcEe y de 9-11 dias después aparece RhD. En el feto los antigenos Rh son
expresados dentro de las seis semanas de concepcion dentro det eritrocito
(Fig. 21) (Avers. 2000).

Célula Madre CHula Madre UFE-E 3% de UFC-E68% dec

Pluripotencial Hematopoydtica Anti-D Ant-D
Normoblaste policromédtico Normoblasto hasifilo 2% de Anti-D
66 % de Anti-D SO% de Anti D

Normobiasin Ortocromatico Reticuloci Eritrocito 100%
75 % de Anti-D 100% de Anti-D de Anti-D

R RECH T

FIG. 21 Apariciém del complejo Rk w las céluiss somguiness de la limea eritroide. Tienc
apareces primero s proteine RhAG y despuds La protcine RECeBe, la ultima apaerecer s I
proteina RhD, por o que e compiey Rh en un fedo me exp & los wris de gostacion
al mismo tempo aparecen los antiprnos Rh dentro del evitrocito. (modificacdo de Huang 1998)

7.4 Posible funcion de la familia de protefnas Rh.

La funcidn del complejo Rh no es muy clara. La proteina Rh tiene
aproxamadamente 20% de homologia con la permeasa de tTansporte
metilamina (Mep). permeasa de transporte de amonio (Ant) en levaduras,
bacterias y plantas simpies Estas familias de transporte son uniportadores que
estdn envuellos en una concentracdn de sales de amonuo que los rodea. Los
animales superiores usan mas el compiejo nitrégeno. y estos efiminan OXINas
de amonio via ciclo urea y transportandolo en forma de Glutamina y Alanina. El
papel del compieo Rh como un dedicado transportador de amonio diferente al
que realizan oéaluias unicelulares, pero el complejo puede cotrasportar el
amonio por otros cationes (Fig. 22) (Avent, 2000)

El Rh es asocado al movimeento de la fosfabdiserina a través de la
membrana por medio de una transiocasa mantene la asimetria de los lipidos
formando un compiejo con un ATPasa o proteina QUINaza (Mezrano, 1997)

€1 orden de Cys-Leu-Pro al iado de cada M¥Mnoacdo I0CAAZANGO dos en
RhD y tres en RhCcEe, hacendo posible otros dos residuos de Cisteina, en
sitios alternos a jos nomales estas interacciones pueden ser |las causantes de



1a concentracion de colesterol en la membrana y los efectos de accesibilidad al
antigeno ( Maaskant-Van, 1997).

FIG. 22 Diversos trams de awiowes y cationes. a) El canal de K* transporta pasivamente K-
hacia ¢l exterior. b) Bl mecanismo de Na® hacia of inlerior arrastra giucosa, ambos procesos tenders
a anular los respexctivos gradienics transmembrana. Esios son mantenidos gracies o la funcidn de is
c) bomba Na*K*ATPasa .d) La scumulsion de HCO s por la entrada de CQO; a nivel de lejido exiged
un intercambio transmemivane con Ch, o través de un canal anionico ( moditicado de Kiensmith)
1995 y Povnae, 1996) .

Al marcarse el Rh con el acido palmitico indica que es una coenzama A
reversible y adenosiltrifosfato dependiente del cido de acetiacion-
desacetilacion, llevandose dentro de ia maduracion del entrocito. ( Masskant-
van, 1997) Ofras posibles funciones se realizan junto con las proteinas
accesorias al Rh las cuales son mencionadas a continuacon.

7.5 Proteinas accesorias Rh.

Los antigenos sanguineos asociados con la familia de proteinas Rh, al
gen de localizac6n, de estas masas moleculares, nisnero de copias por
eritrocito, y el numero de acceso, se les conoce como proteinas accesonas Rh
(Avent, 2000)

Ghlicoproteinas LW: Las ghcoproteinas LW (sindnimos: ICAM-4) es un
sencillo pozo (bpo Y) de proteinas de membrana con homologia ha adhesion
intraceiular de la molécula (ICAMs), los cuales son logrados por imtegrinas 32,
tienden a reportarse un ligando LW por la integrina LFA-1 (sindnimos: al 2,
CD11a/CD18) (Avent. 2000)

Se encuentran ausentes en individuos Rh null los eritrocitos son LW
(a-b-), pero tambén la expres:6n del antigeno Rh es nonmel si los entrocitos
son LW (a-b-). Los antigenos LW son mas abundantes dentro de los erntrocitos
adultos D-posiivos, mas que en tos D negativos, el cual fleva a la iMeraccion
iniaal, de estos anti-D y ant-LW, esto es posible en interscciones de
glicoproteinas LW con el complejo RH comparado con el complew RhCeEe.

., los antigenos LW son expresados iguaimente dentro del
feto y el recién nacido (Avent, 2000)



Proteinas ssociadas a integrinas. Proteinas asociadas a integrinas de
isoformas dos (IAP; sinonimos: CD47, Glicoproteinas BRIC 125, antigenos
DAB, ID8) estan presentes en la membrana del entrocito; predeterminados a
pasar a fo largo de fa membrana 5 veces, tiene seis polencyies N-
glicanos.(Avent, 2000)

LAP lleva antigeno ABH pero no se conoce la proteina base del antigeno
sanguineo, tiene diferentes isoformas en vanos tejidos donde estan ligados a
integrinas, pero se unen a trombospodina y esta envuelto en el transporte de
calcio, posiblemente como un canal portal, la cantdad es reducida en la
membrana del entrocito de RH null y gente D, este se presenta en niveles
normales en lineas celulares linfoblastoides de estas personas (Avent, 2000)

Glicoforina B. La ghcofonina B (GPB, sinbnimos. Ss sialoglicoproteina
{SGP}, S-SGP, PAS-3) es una glicoproteina de membrana de tipo 1 esta tiene
O-glicanos pero no N-glicanos. E) compiejo Rh ayuda a la presencia, pefo no
es esencial para la comrecta insercion del GPB en la membrana. En entrocitos
S-8-U- que carecen de GPB, y las proteinas Rh son aparentemente normales,
pero RhAG tienen incrementadas glicosilaciones, sugiriendo una megracion a
lo largo del reticuio endoplasmasbco y aparato de Golgi. Una interaccion de
GPB y RhAG es requenda para la expresiéon total del antigeno U y los
antigenos S y s. GPB méas la unitn del complejo Rh, con ia banda 3 y GPA,
forman una larga unidad en la membrana del eritrocito ( Fig. 23 ) (Avent, 2000).

Glxoforine
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Glicoproteina Fy. Una posible asociacion entre la glicoforina Fy
(sindnimos: Duffy, DARC) y el complejo Rh es indicado por el antigeno Fy5, el
cual esta ausente en Fy (a-b-), y eritrocitos Rh null. Sin embargo. normalmente
tiene antigenos Fya, Fyb, Fy3, y Fy6; y en los eritrocitos Fy (a-b-) normaimente
tienen el antigeno Rh (Avent, 2000)

Banda 3. La membrana del eritrocito es un modelo primario para las
membranas plasmaticas de las células animales. Una de estas es la
organizacién mayor del dominio central citoplasmatico de la banda 3 (cdb3)
(sindbnimos: AEl, Cambio de anion, Miembro 1 del cambio de anién del soluto
de la familia acarreadora 4), la cual une a muitiples proteinas de membrana,
sumandose las proteinas periféricas ligadas a membrana, incluyendo Ankirina,
la mayor unién dentro del esqueleto espectrina-actina, proteina 4.1, proteina
4.2, aldosa, gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa, fosfofructocinasa,
deoxihemoglobina, p72syk, proteina tlirosincinasa y hemicromos. Un dimero
hermético simétrico es formado por cdb3, estabilizado por interlocaciones de
brazos diméricos constituidos por dos monomeros; cada subumdad también
incluye una larga proteina periférica formando un puente con el dominio u-{§
plegados. El puente forma severos silios de proteinas periféricas, se localizan
en la estructura, ¥y en mayor parte en el cambio conformacional natural. Esta
regulando la evaluacién de la interaccion membrana-esqueleto (Fig. 23) (Zhang,

2000)

La membrana del entrocito esta consutuida primordialmente por la
proteina espectnna-actina conectada al esqueleto en intervalos reguladores de
las proteinas integrales de membrana, cdb 3 y glucoforina C; las proteinas via
puente, ankirina y proteina 4.2. Debido a que es dificil de aslar, es de
arquitectura simple y composicionalmente relacionada a muchas otras
membranas, esta se presenta como un modelo de las membranas plasmaticas
animales en textos de bioquimica (Zhang. 2000}

Sin embargo, la cdb 3 constituye el polipéptido mas abundante, que
comprende el 25% del total de las proteinas, nombrindola el anion cambiante
(AEl), como parte de los dominios estructurales independientes, estos
conservan las caracteristicas funcionales de los donmunios intactos en las
proteinas. El dominio de 55 Kd atraviesa la membrana bilateralmente a lo largo
en forma transversal doce veces y sinve de andn catalizador cambia
principalmente el CI" por HCO 3, durante el transporte de gas en la sangre a
través de la membrana (Fig. 24). El dominio atraviesa la membrana ademas
interviniendo en el envejecimiento del entrocito por la crculacion y esto se
demuestra lleva un numero coman de antigenos (Zhang. 2000)

Ef dominio citoplasmitico de la cdb3 pnmarnamente funciona como un silo
sujetador por las proteinas asociadas a la membrana. Cada interaccion tiene
consecuencias para la estructura y funcidn no trivial de la célula, incluyéndose
con el control de flexibilidad y forma celular. regulacion del metabolismo de
glucosa, transporte de iones y salvando la vida celular (Zhang. 2000)
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Reconociendo la constitucidn de esta, en una mayor organizacion del
centro de la membrana eritroide y esta formacion estructural dentro con mayor
exactitud del modelo arquitectdnico y funcional del entroato, las mutaciones
pueden hacer camiros en la forna y deformmabilidad del eritroato. Aunque los
efectos nocivos de 1 0 2 de estas mutaciones al sustiturr un aminoacido, se
puede explicar por la formacion de un puente importante de proteinas
penféncas. otras aparecen mas probablemente derivadas del impacto
potencial dentro de cdb3. Realmente, 3 mutaciones benen efecto significativo
dentro de la morfologia del entrocito, residen en conservar regiones de la
estructura secundaria, esta debe de ser removida lejos asumeendo sitios cortos
en las proteinas periféncas. Asi, Banda 3 Tuscoilosa (Pro 327 — Arg), banda 3
Boston (Alanina {Ala} 285—> Asp) y banda 3 Nachod (delecion GTVLL 117-
121). todas contenen mutaciones iocalizadas en las hélices u hojas las cuales
SO mury criticas para el plegado comecto del polipéptdo (Fig. 25). Los efecios
de estas mutaciones dentro de la morfologia del eritrocitc asumen la
conformacién nativa de cdb3 en esencial en fa estructura y funcion del
eritrocito completo (Zhang, 2000)

La funcitn que se expresa en ia superfice celular se demuestra en
ensayos de transporte de cioro, en céiulas K562 que expresan la cdb 3,
algunas desplegaron altos niveles del antigeno sanguineo Wr°, confirmando
su papel en la expresion y el incremento de los bajos reveles de actividad de
los antigenos Rh endogenos, incrementa los niveles de actividad del antigeno
RhD y RhcE expresado dentro de las céiulas y la reactividad de las células con
anbcuerpos de (a gicoproteina endiogena Rh (Rh GP y Rh50). E] incremento
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la actividad del antigeno Rh es resultado mas de la superficie celular o
interaccién de la cdb 3 con el complejo de proteinas las cuales contienen
polipéptidos Rh y RhGP, o de efectos indirectos dentro de la cdb 3 rodeando la
membrana (Beckmann, 1998, Zhang, 2000)

La cdb3, en el cambio de anion proteico (AEl), del eritrocito es la mas
abundante proteina integral de la membrana, encontrada en el eritrocito
caracterizandose por un buen transporte ( Fig. 26) (Zhang, 2000)

La expresion de la cdb 3 en sistemas heterologos son de interés para
reacciones severas, propofrciona primero la habilidad de expresar mutaciones
siendo necesarias para la conversion estructural improvista y modelos
funcionales para la proteina; segundo, es importante en la comprensién como
la biosintesis reguladora en el transporte activo, dando la maduracién del
entrocito o venciendo cualquier problema asociado al potencial con la presencia
transitoria de una modificactdn del pH que se transporta en ias membranas
intracelulares. Tercero, con oftras proteinas presentes en 13 membrana
plasmatica eritroide y el esqueleto son esencial para comprender la
maduracion eritroide (Zhang. 2000)

l.a cdb 3 aparece normal en ernitrocitos Rh null, sin embargo, por estudios
de hemoaglutinacién, son disminuidos el antigeno Rh y la cdb 3 en eritrocitos
en forma de ovalocitos del sureste de Asia. Los defectos moleculares
asociados a estos, resultan de una delecion del segmento de DNA que codifica
nueve aminodcidos, localizados en ¢l amino terminal citoplasmatico y en el
dominio de la cdb 3 en la membrana, de células entroides iAvent. 2000)

En contraste las mutaciones diferentes, al susttuir anunodcidos en
regiones no estructurales de la cdb 3 no causan alteracion en la morfologia de
la célula. Un ejemplo de estas clases tla conforman banda 3 Memphs, donde
Lys 56 es remplazada por Glu directamente del pnmer centro, solo de la hoja
plegada (38, aqui la sustitucion resulta en un 20% de reduccion en el anion de
transporte, rara vez de la membrana Desde la posicion de {a sustitucion de
Lys-Glu proxima que atraviesa la membrana atado al dominio de la cdb 3. se
considera un cambio en el poder electrostatico cambiando 1a concentracion de
aniones proximos al transporte de la superficie (Zhang. 2000!
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FIG. 26 _Qrgarmizacion tetranserica de odd 3, Poxibde organizacion del coem picy

ico dentro

de cdb 3 en forma letramerica. La protcina 4.1 no se muewtra yorqueauupu;omlmumum
forma de compbejo cubriendo of sitio. Deoxi Hb indica deoxihemogiobine; CIPD, ghiceraldehido-3

fosfato dehidrogenase (Zhang, 2000) .




8. ESTRUCTURA DE LOS GENES RH Y RHAG.

Los genes RHD y RHCcEe son altamente homdlogos. El gen RHAG
codifica al menos un 40% de la homologia . Los tres genes estan compuestos
por 10 exones cada uno, RHCE y RHD uno de tras de otro comprenden 69
Kilobases (Kb) de DNA ( Fig. 27), RHAG comprende mas de 32 Kb. La
proteina RhD es codificada por RHD (sinonimos). RH30, RH308, RH30D,
RHXIIl, RH13), la proteina RhCcEe es codificada por RHCE (sindnimos: RH30,
RH30A, RH30C {RHCE). RHIXB; RH21); y la glicoproteina RHAG es
codificada por RHAG (siné6nimos. RH50, RHSOf\)(Avem, 2000}

RHCE RHD
P R I |
MBIK7 151 148167136 130 KO 74 24 148 187 151 148 167 138 1M HO 74 24
Er 2 BV B IS Th E7 B I E10 El B2 B3 B4 E5 E» E7 EB B9 El
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‘Llll m Tihai e 15152112 shonn 100 2 TR aSas 13500 LA77 1,a1d L2 xS

Fig 27 ()rxamnu 16n de los xrnr: RHCE y RHD y dr los exones (r) e intrones de RH(T

lll\!'(l Je la tinea Un C espevitco coloe udn uno Je lras dl otro (STR) s kxalizado en ¢

| m"avl "I II” ﬁ“i i e ﬂm'lmlnmx elaptron 6 el RIID (A vent MUE)

Los intrones y exones limitan al gen RHCE y la secuencia nucieotida
completa de algunos intrones tienden descnben a RHCE y RHD (Fig. 25). La
estructura de los exones e intrones del gen RHAG se tienen algo definidas y
es remarcado sinwlar en RHCE y RHD (Avent, 2000)

7.1 Lvolucion del gen de la familia Rh

Se ha pensado que estas proteinas Rh son entroides-especificas y se
confieren a verebrados supenores Sin embargo, el descubnmiento de
secuencias homologas RHAG en invertebrados sugiere otra cosa. Estos
homdlogos tienen a ser fundamentados como dos genes diferentes, iguales a
RHAG en las especies de Caenorhabdita elegans ( un nematodo) y minimo en
Geodia cydonium { una esponja manna), son determinados por proteinas
codificadoras con alta remarcabiidad (46%. 36% y 47% respectivamente)
identificando a los aminodados RhAG La alta homologia dentro de los
dominios de transmembrana, sugieren una conservacién funcional para la
famiha de proteinas Rh.  trabajos tienden a demostrar la presencia de
contrapartes de RHAG en ratones, macacos. y otros Rh en chimpanceés,
gonlas, orangutanes. mono de Asta, mandn! o baubino. macaco. monos dei
nuevo MuNdo y vaca (Avent 2000)

Los homologos invertebrados se parecen mas a los RHAG del Rh
humano. 1qual en la duplicacion siendo estos probablemente los antepasados
del gen Se tiene estimado que ocumo de 250-346 miliones de afos atras,
causando diferencias del Rh desde RhAG, subsecuentemente la duplicacidon
del gen RH y RHAG sufnieron diferentes pasos evoiutivos Un segundo gen
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duplicador, origina de los genes RHCE y RHD en humanos, sucediendo en un
primate después de 5 a 12 millones de aflos. Basados dentro de la evolucion
genes raros RHAG y RH eslos aparecen en diferentes especies, RHAG se
desarrolla en poco tiempo, 2.6 mitlones aparece el RH, este tiene una mayor
importancia en el papel funcional de las proteinas Rh (Avent, 2000)

El orden probable de los genes RH dentro del cromosoma 1 es RHCE y
RHD. El principal haplotipo Rh humano se piensa que sea Dce, y los otros siete
son haplotipos comunes, probablemente colocar cada gen desde el complejo
por otro gen igualmente sencillo. Ei predominio del haplolipo D-negativo
Caucasico (dce) colocado por una delecién del gen RHD del compiejo
Rhce/RhD, considerando al haplotipo DCe, elevado por la conversiéon del gen
con los exones 1 y 2 del RhD, remplazando al mismo exon de RhCe. Los
restanles haplotipos elevados por los puntos de mutacion (ejemplo. El
polimorfismo E/e) o eventos raros de recombinacidon en varios haplotipos, es
igual o similar (Avent. 2000)

8.2 Bases moleculares de los antigenos Rl

Desde la primera descripcion de las cDNAs del Rh, en diferentes bases
moleculares se fundamentan los sistemas antigénicos del Rh. Los diferentes
mecanismos proporcionan el riesgo clinico asociado, incluyen al gen de
delecion (fenolipo D-negativo); gen de conversion (C/c  polimorfismo),
mutaciones antitéticas (E/e y otras mutaciones Vs y V) Los genes parecen ser
una fuente de la masiva diversidad y combinaciones de estos rearreglos
genéticos diferentes aproximadamente entre todos tos grupos étnicos (Fig. 29-

32) (Avent, 2000)

ANTIGENO D. Los entrocitos del subtipo D" reaccionan con algunos
sueros con anticuerpos anti-0, hay grados diferentes, él mas bajo sblo es
localizable mediante técnicas antiglobulinicas o enzimalicas. mientras que el
grado mas alto de DY solo pasa desapercibido para algunos anticuerpos anti-d
habitualmente completos, se observa con mayor frecuencia en los genotipos
Cd“e cde y cD"E cde. E! antigeno D" que acompana al antigeno D esta
enmascarado por este LItmo cuando se lleva acabo las pruebas de tipificacion.
Los individuos con D" ocasionalmente forman anticuerpos ante-D (Avent. 2000)

En la categoria DY . el exon 5 del RMD o partes de este son remplazadas
por los correspondientes segmentos de DNA del RHCE. en los tipo | y II. el
aminoacido en la posicion 226 es Alanina, el cual es tipico en la prevalecia del
alelo RhD y es observado en todos los RhCE codificando al antigeno e, una
Prolina en esta posicion en RhCE codifica al antigeno E. Un nuevo D parcial,
DBS, es codificado por el alelo hibndo RhD-RhcE(5)-RhD. aunque este difiere
del D¥? tipo Il por la sustitucion anica de A226P, careciendo de los epillopos
epD4. epD12, epD17, epD18 y epD22 que estan presentes en DY, La regién
del punto de ruptura se localza entre la delecion en el intron 4 del RHD 5' y el
pnmer nucledtido polimorfico del exon 5 para DBS. (Wagner & Sonnerborn | 20013

El antigeno D es una coleccion de epitopos dependientes-
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conformacionales a lo largo de la proteina entera RhD; dando el tipo D negativo
méas en Caucasicos, poblaciones japonesas y africanas. Los fenotipos D
negativos se asocian con un RhD normal, y la razon para la expresidn carente
del antigeno D no es conocida excepto en Africanos (Fig. 28) (Avent, 2000)

Gente cuyos eritrocitos tiene una alleracion de la forma proteica RhD
(Parcial D) proyecta mas un aloanti-D. Tales eritrocitos, dependen de una
fuente allerada de los epilopos, son aglutinados por una proporcién de reactivo
Anti-D. (Fig. 28) comprende los cambios moleculares estos son asociados con
antigeno parciales D (Avent, 2000)

Analisis de genes codificados del fenotipo débil D (previamente conocido
como DY) muestran una secuencia normal RhD pero una reduccion en la
expresion del RNA mensajero (mRNA) RHD, o que sugiere un defecto a nivel
transcripcional (Avent, 2000}

Las transcripciones RHD donde eritrocitos expresan una débil forma del
antigeno D se tiene un envié fundamentando en mulaciones dentro de la
transmembrana predecido o dominios citoplasmaticos (Fig. 28), entrocilos con
algunos antigenos débiles D, no son aglutinados por todos los anti-D
monoclonales (Avent, 2000)

8.2.1 Antigenos Ccle El polimorfismo RhC/c y RhE/e son causados
por sustitucién de nucledtidos en RHCE. Son suslituidos seis provocando un
cambio en cuatro aminodcidos (Cys16Trip, lle60Leu; Ser68Asr, Ser103Pro),
asociados con el polimorfismo C o c (Fig. 29). unicamente correlacionan con el
antigeno C/c. Sin embargo, Pro 102 aparece en una pare critica del antigeno
C. La presencia de dos residuos de Prolina adyacente (102 y 103) forman una
estructura rigida relativa es supuesta en aminoacidos cerca a los residuos, y
expuestos relativamente a un nimero bajo de variantes C como comparacion a
olros antigenos Rh. Esto tiende a ser generalizado aceptando una sencilla
sustituciéon del nucledtido, siendo suficiente para la expresiéon del polimorfismo
E o e (Pro226Ala). Sin embargo. vanantes del antigeno e, tienden ha ser
descritas mostrando los requenmientos para la expresion del antigeno e. que
no se comprenden aun. Por ejemplo la presencia de Val en el residuo 245 al
cambiarse por Leu, una delecidn del aminodcido Arg del residuo 227, o la
presencia de aminodcido Cys insertando Trp en el residuo 16, afectan la
expresion del antigeno e Las bases moleculares del antigeno parcial E

categorias |, It, Hl y DY tipo 111 (Fig. 29-31) {Avent. 2000)

Cuando Los antigenos C y ¢ se locaiizan en posicion Cis (es decir sobre el
mismo cromosoma), como en la combinacidn del gen cDe, son capaces de
producir un antigeno compuesto Ce, ha sido demostrado por el hecho de que
ocurren al momento que el eritrocito reacciona se tenga Ce en la posiciéon Cis,
pero no hay reaccién de los eritrocitos que tienen C y e provenientes de los
genes de cromosomas diferentes (posicion Trans) (Avent, 2000)
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Tipo I}{(M29)
Tpo ls«m Tipo 9 (ATNP)

cnviadas en o pen RHD asocisde con ks fenotipus débiles D. La localizacion de estad
mulacioms dentro de la lopologia predeicrminada de la proteine RhD son representada
como dvakes pumtoados; los aminodcixdos cspecificos D son mostrados como dvalos blancos
Mas mulaciones iadas mon locslizadas dentro de las cxtermiones no conwervadas de la
membrana (azul) y regionces ciloplasmaticas. La sccuencia de la regidn conservada de L
familia de proteinas Rh son indirsdas como nctdngukos verdes (Avent, 2000).

Otro antigeno compuesto que se ongina en la misma forma es ce con
un correspondiente anticuerpo Anti ce, el cual reacciona con los productos de
los complejos cde y cDe (Avent. 2000)

Los sueros con anticuerpos anti Ce y anti ce constituyen reactivos
valiosos para distnguir entre ciertos genotipos que no logran ser localizados
mediante los sueros tificantes monoespeaficos anti-Rh (Avent, 2000).
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antipenos asoviedos. B polinarfismo no we ticne al 100% la corredaciin con la expresion
de kxs antigenas ¢ y C (Avent, 2000).
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8.2.2. Antigenos Vs y V. La presencia simultdnea de los dos
antigenos es de baja incidencia (VS y V) ocurre con una sencilla sustitucién de
aminoacidos (Leu245Val) (Fig. 29). el antigeno V (en presencia de VS) no es
expresado en otras susliluciones de aminoacidos, estan presentes en el
residuo 336 (Gly-->Cys) (Fig. 26). La localizacién en la membrana de los
residuos 245 y 336 estan ilustrados en la expresion del antigeno Rh, siendo
afectado significativamente por aminoacidos no exofaciales y sugiere que
algunos epilopos Rh no son expresados, basados solo en los residuos

exteriores (Avent, 2000).

8.2.3 Antigeno G. Las proteinas RhD y RhC acarrean al antigeno G,
el cual es asociado con residuos en la segunda ondulacion extracelular
codificado por el exon 2. En entroctos DY cE ( D' tipo 1) el cual es
predeterminado tiene una proteina hibrida RhD (exones 1-3), RhCE (exones 4
y 5)., RhD (exones 6-10), el antigeno G no se detecta por anti-G, de dos
monoclonales; asi parece ser que los antigenos G son dependientes
conformacionales y no solamente de las proteinas de RhC (</E) o RhD (Avent.
2000).

8.2.4 Variantes Rh. Existe un nomero considerable de alelos raros
que aparecen ocasionalmente en el locus Rh, aquellos que pueden tener
importancia clinica son:

C¥, un sustituto para C, C" ocurre en menos del 2% de la poblacion
britanica. El antigeno C™ es capaz de estimular fa formacidon de anlicuerpos
Anli- C%, los cuales en ocasiones aisladas han provocado reacciones
hemoliticas durante las transfusiones y anemia hemolitica del recien
nacido(Dodd. 1 976)

C* es aun un alelo raro, ocurre en aproximadamente 1 de 1000 personas
También es capas de estimular los anlicuerpos correspondientes y es el
responsable de la anemia hemolitica del recién nacido (Dosd. 1876)

D-- son entrocitos raros que no reaccionan con fos anticuerpos Anti C. ni
Anti ¢, Anti E 0 Anti e Faltando los antigenos C y ¢, E y e, hay prolferacion de
D con elevacion de los sihos para dichos antigenos Rh cero o null, significa
entrocitos que carecen de todos los productos de los genes Rh estas personas
tienen los genes Rh pero no lo expresan (Doad. 1976)

Fenotipo D, es definldo por cantidades expresadas en lineas del
antigeno D estas pueden ser detectadas por estudios de adsoraon/ elusion
unicamente. porque en serologia rutinana no puede diferenciarse el fenotipo D
negativo del D, ocurnendo en minimo dentro de cada alelo en los entrocitos
(Fig. 32). Tres alelos representan el fenotipo D, (Fig. 32B) y se caractenzan
por un envio y dos sihos de mutacidén umidos, respectivamente . para cada alelo
unicamente una secuencia sencilia y 1a influencia de la mutacion dentro de la



Alelo Haplotipo  Fenatipo n
RHCE(1-9)-D cdE D negative 1
RHD-CE(2-9)-D, Cde D negative
RHD-CE(2-7) D Cde nd.
-oo—mo- RHD-CE(2-9)-D, Cde D negative
U RHD-CE(2-7)-D, Cde D negative
—~O0—Coa-mmee-0-0-0— RHD-CE(3-7)-D  Cde® D negative 1
—~0—0-O-emeaer0—0— RHD-CE(4-7)-D, cdE D negative
~O—0-0-‘meee-00-0— RHD-CE(4-7)-D, n.d. D negative 1
~0-—D-D—{Do0--0H-0— RHD-CE(8-9)-D Cde D negative
B % oo-moo—oo-o- RHD(WI16X) Cde D negative 2
~0—04-Bon-00-0- RHD(IVS3+1G>A) CDe Dg, 3ﬁ
~0—0-0—o0—00-0— RHD(G212V) Cde D negative 1
~0—0-0—O§0—0-0-0— RHD(M2951) CDe Dy 7
O —0-O—~DOS-0-0-0— RHO(Y330X) Cde D negative 1
~0—0-0-@oo-A4o-0— RHD(IVS8+1G>A) Cde D negative 1
~0—0-0—000-0°4 -0~ RHD(K409K) CDe Dy, 5
SO Fobo-< RHD'\Y cde D negative 1

Fig, 32 Estructuras moleculares detectadas de 17 RHD positivos, D negativos o alelos Dyg Para
cada haplotipo, una representacon esquematia a bo largo muestra b estructura molecular con
una desipnacon, asxtando al laplotipo, fenotipoe y numeros observados, cada exon Rh D s
indicado por una cap, vhintron v portador det polimortismo investipado s montrado con cisculos,
Las cajas blancas indwan la proscinia de savuenaas RhD especificas, las cajas nepras careven de
predeternunaoon dad eron espexitc o RhD mediants nesuitados PCR-SSP Los exones 1,2 y 8 son
mentrados en pras, dado que we idenbifxoan en algunos aleks RhD y RWCE El panel A mucstra ks
alelos lubridos, las esiriccturas moky ulares son mostradas como abelos sencilios ubwados, y en el

pancl B olros alekm, mostrados puor una barra vertcal El aleko RhD (M2951) e sumilar a ¢l tipo
detd Dy pero representa diferentes haplotipos y fenohipos (Wagner, Frohmager, 2001)




union mMRNA son ejempios no verificados por el andlisis cONA; porque carecen
de material no se pueden formar el fenotipo Dy excluyente para los 2 RHD-
CE(2-7)-D,. Sin embargo, una expresion D, por este alelo es muy diferente,
como ofros alelos hibridos acarrean varios genes pequenos de conversion,
probablemente RHD-CE (2-7)-D,, son equivocacion de D negalivos (Wagner &
Frohmajer; 2001)

Las frecuencias de las poblaciones esta calculado (Tabla 14), los
antigenos D negativos con haplotipos del gen RHD positivo estan estimados en
1:1,537, el mas frecuente alelo es RHD-CE(2-9)- D, con una frecuencia de
1:5,682, representa aproximadamente el 27%, los alelos hibridos RHD que
carecen del exon 4 al 7 se estiman en un 68%, los antigenos D negativos con
haplotipos acarreadores del antigeno C representan el 84%, en comparacién
son sélo el 3% de todos los haplotipos D negativos, tienen una frecuencia
acumulada del alelo D, de 1:3,030, del antigeno D negativo en alelos positivos
al gen RHD (Wagner & Frohmayer, 2001).

Fenotipos documentadas ocultos PCR-SSP postivos D positivos®
Ejemplos de testigos sencitlos?

Ceddee 433 34 o]

ccddEe 271 2

CCddee 24 4 i)

CeddEe 19 4 2

ccddEE 6 1 0

CcddEE 1 0 0

ccddee 314 0 0
Fjemplos de un pool de 20 como tcs(ig’nt

ccddee 374 2 1

Total 50 5
Tabla 14 Poblacidn de donadores D-megativos observados, documentados y
teniendo _ocultos RhID por medio_de PCR. * Los cemplos involucran futuros
andlisis como débil D, parcial D o falsos D /-, 1 positivos en un minimo para 1
de 4 testigos polimorficos RDH espexificos (promotor, intron 4, exon 7 y 37 VTR),
! positives en un minimo de 1 de 3 RHD (promotor, Intron 3y 3 VTR) ( Wagner
& Fraohmuawer 2010

Los fenolipos vanantes RH eslan a lo largo se conocen como minimo

cuatro mecanismos
1) Rearreglos RHCE y/o RHD. (Fig. 26,27 y 29),
2) Punio (s) de mutacidn en uno y otro gen causando cambio(s) en
aminoacidos. con subsecuentes perdidas de algunos epitopos y 1a
incidencia baja de la expresidn del antigeno.

3) Mutaciones sin sentido
4) Deleciodn de nucledtidos causando una fragmentacion y perturbacion del
codon stop Estas son algunas evidencias. siendo recombinaciones

fuertemente de los genes Rh (Avent, 2000).
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Los genes RHCE arreglados, asociados con O— y D, hablando de la
expresion de los antigenos C, ¢, E y e, pasan la expresion del antigeno D de la
inmunoglobulina (lg) G anti-D, pueden ser agiutinados los efritrocitos en
solucién salina, debido a un aumento de los dos denfro de RHCE en una
larga insercdén de RHD colando uno detras de otro con un gen RHD (Fig. 26):
Esto aparece como una delecidn de los fenotipos RHCE dentro del nivel
proteico, esto codifica por rearreglos RHCE y asi son vaciados RHCE (Avent,
2000).

Una nueva variante del RHD, DAR y una nueva variante de RHCE, ceAR,
son descrnitas en cuatro personas de color de origen africano-holandés.
Serologicamente DAR muestra una débil reacaén con un  anticuerpo
monodonal y un antisuero polidonal D. El fenotipo DAR se caracterizo por la
perdida compieta de un minimo de 9 de 37 epitopos RhD. Los eritrocitos que
expresan ceAR son todos los tipos con VS-; V+, El analisis de DNA muestra un
alefo parcial D con unicamente 3 mutaciones, C602G (exon 4), T667G (exon
5), y T1025C (exon 7) El alelo ceAR lieva G48C (exon 1), una hibridaciéon en
el exon § (A712G, C733G, AT87G y TBOOA), y A916G (exon 6) (Fig. 33). Estas
variantes se encontraron al analizar 326 pacentes de color Sudafricanos,
ocultandose gendmucamente, de 326 donadores, 16 (4 8 %) lievan el alelo
DAR, 20 (6.14%) e! alelo ceAR y 14 (4.3%) los dos alelos mutados, cinco de
estos donadores (1.5%) tienen el fenotipo DAR, indicando con esto que llevan
el aleio DAR homogocigoticamente o proximamente un alelo D-negativo.
{Hemker, 1999)

L.a inmunogenicidad del antigeno D para individuos con el fenotpo DAR
se comprueba, porque uno de cuatro individuos holandeses producen
aloanticuerpos contra D después de multples transfusiones con ta sangre D
positiva. En una sociedad multietnica, ia prevalencia puede incrementarse y es
por esto una prachca relevante en transfusiones y prevencion de |a anemia
hemolitica del reaén nacido. (Hemker, 1999)

Transcripcion 1: alelo ce normal

ranscripeion 2 alelo ce paraal; ceAR
712G TR
48C NG A A G

Transcripcion 3: alelo D parcial; DAR

SO WS I

Exonl Exon2 Exon3 Exond Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon$ Exon9 Exon 10

FIG. 33 Traws cripciones MW&;EA;NxMMWM
las secuerncias RHCE won repre por Hmoas, do que los pucindtidons derivados desde

hmmk}ibq«d&ammlﬁnm Lo exovers RHD son repwesentados por reclingralos
aznbes, y los exones RHCE son rey por rectangulos blancos (Homker, 1999) .

7t




8.2.5 Baja incidencia de antigenos asociados con antigenos
parciales D Son duos de estructuras nuevas dentro de la superficie del
eritrocilo y son atiles para marcar la identificacion parcial de D (Fig. 39). Una
baja incidencia de los antigenos son poco asociadas con mas de un termino
final molecular, ejemplo: el FPTT (Rh50) es expresado dentro de eritrocitos
DFR, fenotipos Ro'?, y D™ (C)-. el antigeno Rh32 es manifestado dentro de
eritrocitos DBT y R™™. El antigeno Evans es expresado dentro de eritrocitos D**
y una débil forma de Evans, esta presente dentro de eritrocitos DY'° poseen
unos antigenos (Rh23/32), expresados en entrocitos Rh23 o Rh32, presenta
los dos fenotipos. En estos casos, son probablemente localizados en sitios
similares a los extremos de la superficie de las proteinas alteradas (Avent. 2000).

8.3 Mapas de epitopos RhD.

LLos antigenos parciales D de entrocitos son clasificados e identificados
por testigos con buena caracterizacion policional anti-D, hecho por otras
personas con fenotipo parcial D y, también, por eritrocitos testigos de pacientes
D contra anti-D. Los anticuerpos monoclonales humanos estan siendo ahora
aislados para la clasificacion de antigenos parciales D enunciado en términos
de epitopos. El modelo original consiste de 8 y 9 epitopos D (ep D) pero se han
extendido consistiendo de 16, 30 y 37 epitopos, emplea un anti-D monoclonal
definido para cada epitopo, es importante reahzar el testigo en el pH adecuado,
temperalura, fuerza iénica y concentracién de anticuerpos, esto utiliza un
almacenamiento apropiado, e incluye controles mas epitopos D, siendo
dependientes de la conformacién e influencia por otras proteinas y lipidos de fa
membrana del eritrocito. Realmente solo un anti-D monocional describe estos
reaclivos fuertemente por inmunoblot, imphcando mas al epitopo reconocido
linealmente (Avent, 2000)

Prediciendo la localizacion de varios epitopos D, se tiene como base el
saber s1 estan presentes a ausentes del eritrocito, con una parciakdad D para
cada base conocida. Sin embargo, la ausencia de un epitopo D no es siempre
resultado directo de un cambio en 1a eslructura molecular, y en presencia de
proteinas codificadoras Rh por genes Cis y Trans, pueden afectar la union de
monoclonales fijos anti-D, por ejempio Ro™* y D ¥* no tienen ningun exon RhD
en comun, pero si una reactividad de translacion con un anticuerpo monocional
anti-D, demuestran la dificultad de la definicidén correcta de los epitopos D con
las bases moleculares. Un modelo propuesto por Chang y Siegel sugiere al
anti-D como esencialmente similar a la huella basica de ia proteina D en estos
reactivos. En estos modelos, un cambigo, una sustitucion en un amnoacido o en
una hibridaciéon de la proteina, predetermina la interferencia con ta unién de
anti-D. Los residuos fijos de la envoltura para la unidn del ant-D monocional,
tenden a ser investigados los sitios por mutagénesis directa (sie-directed
mutagénesis {SDM}), como se muestra esta incorporacion de tres amunoacidos
D especificos ( Asp 350, Gly 353. y Ala 354) dentro de una construccion
generada en RhcE, algunos generan epD3 y epD9, y una incorporacién de
residuos generados por epitopo 9 exofacial D estos son reconocidos por 40 de
50 anti-D monocionales. Eslos datos argumentan como minimamente algunos
epitopos D, son distintos espacialmente. Sin embargo, estudios SOM tienden a



no nombrar la localizacidn de aminoacidos de impacto
dentro de la bicapa lipidica o del lado citoplasmatico de la membrana del
eritrocito. Determinaciones exactas de puntos de contacto de interaccion (es)
entre antigeno y anticuerpo concuerdan con los datos de cristalografia. (Avent,

2000)
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9. ASPECTOS CLINICOS

Complicaciones clinicas resultan de la hemolisis de eritrocitos; se da por
la interaccién entre un aloanticuerpo con el antigeno correspondiente llevado
por eritrocitos. El antigeno D es aitamente inmunogenico e induce una
respuesta inmune en 80% de personas D negativo, al transfundir 200 ml de
sangre D posilivo, por esto la tipificaciéon del antigeno D es ejecutada de rutina
dentro de cada donador de sangre y transfusiones del receptor, evitando
errores de transfusion y complicaciones clinicas, no obstante el uso de terapia
inmunosopresora por profilaxis de inmunoglobulina anti-D, aloinmunizacién D
durante el embarazo (Avent, 2000)

9.1 Aloanticuerpos.

Las células dentro de su actividad bioldgica expresan moléculas que
incluyen componentes, enzimas, receplores, sistemas de transporte, proteinas
virales y moléculas accesorias, muchos llevan determinantes unicos que
lienden a generar respuestas inmunes genogenicas y/o aldgenas. Los
aloantigenos juegan un papel importante en los mecanismos de defensa del
cuerpo y son de imporiancia clinica con respecto de las transfusiones
sanguineas y lransplantes de tejidos y 6rganos (Roit, 1999)

El polimorfismo de los aloantigenos puede dar varios pasos 0 caminos:

1° variaciones secuenciales en genes estructurales; (ejemplo: Complejo
Mayor de Histocompatibiidad {MHC)}, antigenos, antigenos del grupo
sanguineo Rh);

2° variaciones en las aclividades de enzimas involucradas en {a sintesis
de epilopos antigénicos ( ejemplo determinantes de carbohidratos en los
grupos sanguineos ABH o Lewis)

3*, secuencias de vanacion en elementos reguladores controladores de la
expresion de genes estructurales. La respuesta de aloantigenos puede ocurrir
en varios pasos o caminos

1) Aloinmunizacion

2) Inmunizacion natural (ejempio. Ocurren naturalmente anticuerpos conira
antigenos ABH)

3) La respuesta inmune., maternal contra los antigenos fetales durante el
embarazo (ejemplo. anticuerpos contra los antigenas humanos MHC).
(Tabla 15) (Rod, 1999)

La presencia de aloanticuerpos frente a los antigenos eritrocitarios exige
que para efectuar una transfusion se ehja una sangre negativa con respecto al
antigeno especifico presente. La dentificacién de los aloanticuerpos y la
seleccion de la sangre compatible es una de las principales funciones de un
servicio de transfusiones. Los aloanticuerpos para los eritrocitos pueden ser:

1) Presencia natural; es decir, 10s estimulos antigénicos son desconocidos;
2) Un resullado de inmumizacion por transfusion;
3) Inducidos por enitrocitos fetales durante el embarazo o en el momento

del parto (Henry, 1993)
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1. Antfgenos sanguineos.
Sistermnas mayores: ABO (H), R
Sisternas menores: Lewis, MNS, Lutheran, Kell, Duffy, Kidd.
Significado funcional y clinico: Transfusiones sanguineas, transplante de organos y tejidos)]
enfermedades hemoliticas y respuesta inflamatoria.
2 Antigenos de histocompatibilidad.
A. Antigenos de histocompatibilidad (MHC) mayores:
(a) Clasicos

Clase I: Humano HLA-A, B, C
Raton H2-K, D, L.
Rata RTLAF E

Clase II: Humano HLA-DP, DQ, DR
Raton H2-AE
Rata RTILH, B, D

Significado funcional y clinico: presentacion de antigenos peptidicos a células T, asociacion cory

susceptibilidad a un nimero de enfermedades; transplante de tejidos y organos.
(b) No Clasicos:
Clase I Humano HIA-E F, G, H, }. K L; MIC (MHC clase I cadena relativa)
Raton H2-Q, T, M
Rata RTI.C, K. G, O, N. M.
Clase II: Humano HLA-DMA, DMB
Raton  Ma, Mby, Mb,

Significado funcional v clinico: presentacitn de antigenos peptidicos espevificos a células T,
DMA/DMB actuan como moléculas acvesorias en la presentacion de antigenos por antigenos de
clase I
{©) Antigenos MHC clase I

Humano: Q2. factor B (Bf), C4A y C4B ( proteinas de complemento) ; TNFa, TNF(\%
(factores de necrosis tumural) | esterosde 21-hidroulasa (CYP213; mayor 70 &Da proteina csxrm.amw
Hep 70, y TAP (transportador de péptido antigénico)

Raton C2, C4, BL, Slp (Sex-imutedprotein), 21-hidroavlase (21-OH) |, Hsp?0 v TNFa,
I™NTR
Rata 2, C4, Bf, Hsp?0, Cyp2l, TAP, TNFa
Signuficado tuncional v clinico’ funciones de complemento; transporte del antigeno péptidico,)
chaperonas en procesamiento y presentacion Jdel antigeno
(f) Antigenos debites MHC codificado por genes residentes tuera del MHC
Clase I- detnl
Humano, Raton, Rata. FcRn, CD1
Humano Zinc ar-glicoproteina (ZAG)
Stermufiwcado tuncional v dimico FeRn une 1gG desde la imgesta de loche materna v transfiere esta)
atravez de las celulas intestinales al torrente sanguineo, CDY presente predominantemente ey
hpidos no pepbidicos voantigenos ghoolipidos de células T, v ZAG no se conoce su funcidny
fricoiogica

B Antigenos menons de histocompatitnhidad

() Sev-sprvific, H-Y (raton, rata, humano)
(b) Muchos antigenos espevificos de tepido en todas Las especies
() Super antigenos endogenos Mls
Raton Mis-1e, Mis.2e N3

sgnihicado funcional v clinico. Fstimula la mezcla de infocitos

3 Antgenos de diferemviacion (CD)
En eweso de 100 desordenes ienden a ser adentificados en humanos
Sigmificado funcional v cdinico envelvente en interacaiones celulans

Tebla 15 Aloantigenos_del sisterna _mayor com_sus funciones bdsicas y_significado _clini
(Roit 1999)




Algunos anticuerpos presentes naturalmente aparecen de forma regular
en personas que carecen del antigeno correspondiente, como el anti-A en el
grupo B, el anti-B en el grupo A, el anti-AB en el grupo O o anti- P,PP* en
personas p. Olros anticuerpos naturales pueden aparecer tan solo en un cierto
porcentaje de la poblacion que carece del respectivo antigeno. Por ejemplo, el
5-20% de los individuos Le (a-b-) son anti-Le*(Henry. 1993)

Las pruebas de compaltibilidad sistematica (pruebas cruzadas) indican
que no existe incompatibilidad detéctable entre el donante y el receplor. La
transfusidn sanguinea puede introducir eritrocitos que contienen una cantidad
de antigenos de los cuales el receptor carece. Algunos de estos antigenos
pueden ser altamente antigénicos e inducir la produccion de anticuerpos
especificos en cl receptor; el significado climnco de estos anticuerpos vuria
(Henry, 1993)

Los aloanticuerpos que reconocen antigenos Rh son usualmente 1gG y
reaclivos por pruebas indirectas de IgG, estas consisten en incubar eritrocitos
en suero y luego lavados, se remueven las inmunogiobulinas hbres; y se
exponen a un reactivo con antiglobulinas esté esta formulado para detectar en
las células las IgG ligada a ellas, siendo el punto final de la prueba de
hemoaglutinacién, Los aloanticuerpos en sistemas sanguineos Rh pueden
causar la hemdlisis en la transfusion de eritrocitos y la anemia hemolitica det
recién nacido (HDN); personas que tienen en los eritrocitos una delecion rara
del fenotipo (Rh null, D--) crean faciimente aloanticuerpos Personas con cf
fenotipo amorfo regulador del tipo Rh null pueden tener anti-Rh29 (un
anticuerpo total Rh=, anti- Rh17, un anticuerpo de la proteina RhCc/Ee}, anti-
D, anti-C, o una mezcla de estos. Las transfusiones de pacientes con anti-Rh29
son un problema ya que unicamente los enfrocitos Rh null tienden a ser
compatibles; raros, ademas de tender a causar una anemia hemolitica, la cual
es corregida y es por esto las diferencias encontradas en el cnterio de la
donacioén. Personas con uno de los fenotipos D--, D**, DCW- y/o Dc- tienen anti-
Rh17. Un paciente con anti-Rh17 también representa un problema complicado
en fa transfusidon porque unicamente los entrocitos con el mismo fenotipo son

compatibles (Avent, 2000)
9.2. Autoanticucrpos.

El término autoanticuerpo se usa para designar todo anticuerpo que
reaccione con un antigeno encontrado en el mismo sujeto que lo produce,
ademas, de reaccionar con el misma antigeno descubierto en otros individuos
normales. Los resullados de la reacaén antigeno-anticuerpo puede crear la
anemia hemolitica, leucopenia y trombopenia, pero frecuentemente los
autoanticuerpos no dan lugar a sintomas clinicos manifiestos, si se utiizan ios
reactivos adecuados para su valoracion, frente a los entrocitos, la prueba de
antiglobukina directa suele ser positiva, mientras que la prueba de antigiobulinas
indirecta puede serdo o no De acuerdo a la temperatura se clasifican en dos
categorias: los frio (generaimente IgM) y los calientes (generalmente IgG) entre
los anticuerpos productores de anemias cerca del 15% pertenecen a las
categorias de los frios y el 85% restantes pertenecen a la categoria de los

calientes (Fi1g. 34) (Henry. 1993)
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La prueba de Coombs es de dos tipos, el directo muestra, la presencia
de complejos antigeno-anticuerpo y el indirecto detecta anticuerpos que
reaccionan unicamente en un medio que los potencializa, constituye un
diagnéstico para:

1. Enfermedad hemolitca del recién nacido. Coombs indirecto.

2. Anemia hemolitica del recén nacido. Coombs indirecto.

3. Reaccion de transfusion. Se emplean ambos

4. Sensibilizacion de los entrocitos por farmacos. Se emplean ambos.

La indirecta es positiva, en presencia de anticuerpos especificos;
generalmente por una fransfusion previa o embarazo;, antcuerpos
inespecificos como en fa enfermedad de agiutininas frias o en la anemia
hemolitica dei recén nacido { Bach, 1997)

Test de Coambe directo Test de Coombs indirecto

% Anticucrpos del A A A A
Enfermo A A
1.Los anticoerpos cstén litves en ef
Suero del paciente
2 Se anade osic sucro sobre G.R.

1. Los G.R del enfermo rodan ya recubicrios de
anticuerpos (r-globuline humana anti-G.R) que lievan kos supucstos antipeno

ﬁ correspondicnio a cxios anticucrpos.
Ad. det concjo

i % ‘ ( 4 A @ ‘

2 Sc anusle un anticwerpo de conou. A

A A
{ r-globulina de concjo anti-y—globuline) 3. Los anticucrpos se fijan sobre ks
G.R prucs reconocen o los antigenos

L

3. Ester anticuerpo atad ko nvonoce les v-glotulines *
y sc pone on puente onire las que estén sobre
diferentes GR. Provocando e aghutinackn 4. Sobo queds por hacer un sl
Coxenbm Diree br,

Fig, 34 wrds de anti dirigidos contra los giébulos Tret de Coombs
(Bernand, 1982)

Los antcuerpos IgG (peso molecular aproxmado de 160,000) son
moléculas mucho mas pequenas que los anbcuerpos igM, posee tambsén dos
puntos de combinacion, una sola de estas moiéculas NO pueden reacaonar
con dos entroatos suspendidos en solucon salina, pues 1os entocrtos estan
demasiado separados. los anticuerpos IgG recubren, pero no agiutinan, los
hematies en soluaon salina, Por lo tanto, se denomnan anbcuerpos
incompietos o anticuerpos bloqueantes Son anbcuerpos IgG Jos sigulentes.

1 Isoanticuerpo Rh que se forman en la exposicion repetida a un antigeno Rh
2. E! bpo caliente de autoanbcuerpos Que se encuentran en las anemias
hemoliticas autoinmunes diopaticas o adquandas secundanamente



3. La mayoria de anticuerpos relacionados con medicamentos y que producen
hemolisis (Rapaport. 1980)

Hay cuatro isdtopos estructurales de IgG humana (Fig. 35). La hemolisis
causada por anticuerpos IgG se conoce por anemia hemolitica autoinmune
adquirida; se afade a menudo al término “de tipo caliente” para distinguir este
sindrome hemolitico de la hemdlisis secundaria a las criaglutininas IgM. Este
trastorno es bastante frecuente y puede dividirse en:

1. lidiopatico. Esta forma se observa con mayor frecuencia en individuos de
mas de 40 anos, que subilamente presentan una hemdlisis grave y
persistente, sin que un estudio cuidadoso revele una enfermedad

subyacente.

2. Secundario
a) Como complicacion frecuente de algunas enfermedades que se

acompanan de alteraciones de la reactividad inmunoloégica

b) Como complicacion en muchas otras enfermedades en las cuales resulta
a veces alterada la reactividad inmunologica.

c) Tras el empleo de farmacos (Rapaport, 1980)

A menudo el autoanticuerpo liene un caracter Rh que consiste en no
reaccionar con los hematies de un ipo Rh en extremo raro (Rh null), donde no
es detectable ninguno de los antigenos del complejo Rh (Hadrod, 1999)

Los anlicuerpos son reactivos contra los antigenos. hecho por el propio
eritrocito, fos autoanticuerpos tienen una reaccion optima a los 37°C estando
presentes en el suero de aproximadamente 80% de los pacientes con anemia
hemolitica autoinmune. Aunque mas de estos auloanbicuerpos parecen no
tener especificidad hacia un antigeno Rh, notablemente hacia e. Los
anticuerpos Rh son mas o menos IgG, aunque algunos pueden ser igM o una
combinacion de ambos anticuerpos, para el anti-E es mas probable que sea de
tipo IgM, otros son Anticuerpos R, anti-D dan este mismo anticuerpo en una
respuesta primaria, raramente, algunos anticuerpos Rh tales como Anti-e hay
anticuerpos IgA (bne mediab, 2001)  Raramente esta especificidad da un claro
corte, pero el auto anticuerpo, comunmente reacciona mas rapidamente con el
antigeno negativo de 10s entrocitos estos son antigenos posentrocitarios, sin
embargo, en estos casos, transfusiones con antigenos negativos los entrocitos
s0N raros sobrevivientes. que con los antigenocs positivos {Avent, 2000}

Cuando la 1gG anti-Rho materna entra ha crrculacion fetal y se combina
con los entrocitos Rh positivos. la presencia del complejo asegura que se
produzca l1a lisis. entrando a circulacion 10s entroblastos para compensar la
perdida de celulas maduras y crean un estado de entroblastosis (Barrett, 1978)

Los autoanticuerpos en pacientes con anemia hemolitica autoinmune son
no sélo reactivos con los eritrocitos Rh null y D-- {autoanti-Rh17) o umicamente
con los entrocitos Rh null (autoant-Rh29) en tales casos, los antigenos
negalivos en sangre no son aprovechables, mientras que con el Rh positivo en
la transfusion se crea una polente amenaza para el paciente ya que esios son
aprovechados para desencadenar Ia respuesta inmune (Avent. 2000)
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9. 3 Fenotipos parciales y débiles.

Las personas que tienen la vanante D con el fenotipo débsl cuaiitativo no
tienen anti-D, considerando que tienen un fenobpo parcial D (vafiante D
cualitativa con o sin antigenos D débiles) pueden marcarse coma aloanti-D
(Avent, 2000), se presentan en un 0.2% y 1%, (www ncbinim nih gov) diferentes
problemas dependiendo si dentro de 13 persona es un donador 0 un paciente.
Para los donadores la deteccion de los antigenos débiles o parciales D, es
requenda para eliminar la posibiidad de inmunizacén que puede mostrar el
paciente en la transfusion de un D negativo verdaderu. Sin embargo, datos
muestran estas expresiones débies del antigeno siendo diferentes mas
inmunogeneticamente, para las transfusiones de receplores y muyeres
embarazadas, es usado comunmente en la practica, el procedimiento para
clasificar jos entrocitos con un antigeno débel o algunos antigonos parciales D
como D negativos. Algunos son dentificados Uinicamente como D positivos (Rh
positivo) y otros como D negativos (rh negativo), pero cuando estos Gltimos
son receplores es necesano descartar la parcaihdad o la detdidad del
fenotipo. En las transfusiones se asegura que sea Rh negativo, y durante el
embarazo se da una profilaxis con IgRh, previrvendo asi una aloinmunizacon.
Aunque la mujer embarazada con el fenotipo parcial DV es muy marcado el
aloant-D, ya que tende raramenie a causar problemas dirscos en el feto D
POSIIVO (Avent, 2000)

La aplicacon dei fenotpo Rh no se realiza de rubna en todos los
pacentes, diferentes laboratorios lo benen, en certas arcunstancas el
fenotipo debe ser realizado si se tiene:

1. Pacientes con un aloantcuerpos Rh.
2. Pacientes con autoanbcuerpos (anticuerpos Rh son  usualmente

envueltos) (bne mediad, 2001).



Se emplean cinco antisueros del fenotipo Rh; anti-D, anti-C, anti-E, anti-c
y anti-e, este Gltimo es raro y caro, no es empleado por algunos laboratorios,
tomando como positivo al paciente si es negativo a Anlti-E, otorga un e positivo.
La determinacién del genolipo mas probable, es determinado mediante la
tipificacion (www bne.medlab, 2001).

Hay 16 diferencias moleculares totales en los tipos débiles D y dos alelos
caracteristicos del parcial D, los aminoacidos sustiluidos del tipo débil, y
localizados intracelularmente y en segmentos de proteinas de membrana y en
el grupo de las cuatro regiones de {a proteina (posiciones 2-13,
aproximadamente 149, 179 a 225, y 267 a 397 aminoacidos). Hay diferencias

entre el antigeno D y uno DY (Fig. 36) (www .ncblnlm nih gov)
9.4 Anemia hemolitica del recién nacido (HDN) y Rh,

9.4.1 Mecanismos de produccion de la enfermedad. La anemia en
la eritroblastosis fetal es de tipo hemolitico. La destruccion de los eritrocitos
fetales depende de la presencia en la circulaciéon fetal de isoanticuerpos
formados en la madre en respuesta a un antigeno del cual ella carece. Los
aglutinbgenos A, B y D son frecuentes antigénicos; los demas lo son menos.
Allen y Diamond aseguran que las incompatibilidades A y B son responsables
de los dos tercios de casos de eritroblastosis fetal; la D (Rh) de un tercio
aproximadamente; los demas factores sanguineos, del 2-3% de los casos. Sin
embargo la incompatibihdad Rh reviste una mayor importancia clinica, pues
ocasiona una enfermedad mas grave. Hay grandes diferencias individuales en
cuanto a la capacidad para formar anticuerpos, y menos del 10% de las madres
Rh negativas que tienen esposos Rh positivos se sensibilizan; incluso si es
homocigoto Rh posiivo (DD) ta madre puede tener varios hijos sin
sensibilizarse (Leavell. 1978)

Ei mélodo de sensibihizacidon de la madre a los eritrocitos del feto en
casos de incompatibiidad Rh (D) es un problema muy complicado. Allen y
Diamond senalan que cantidades de sangre tan pequenas como 0.1 a 1.0 mi
bastan para causar sensibihizactdon. Se ha comprobado que pequehas
cantidades de entrocitos fetales alcanzan la circulacién materna durante todo el
embarazo. Esto ocurre sobre todo en el ulimo trimestre. Después del parto,
puede comprobarse que la mutad, aproximadamente, de las madres lienen
eritrocitos fetales en la crculacion. En un pequeho porcentaje de los casos I3
hemorragia transplacentana es suficiente para causar anemia en el recién
nacido o en el muerto in Gtero {(Leavell, 1978).En los abortos espontaneos
repetidos deberan investigarse la sensibihdad al Rh en ambos conyuges (San
Martin, 1992)

Algunos pasos a traves de la placenta. pero mas cuando son hberados
dentro de ta crculacion placentaria a través de difusidn, causan una respuesta
inmune en la madre Rh negativa, dandose ya que el RhD es considerado por
la respuesta inmune como un antigeno y anticuerpos marcados (Fig37) (Ro,
1997)



Fig. M6 Representacion esquemdtica del gntf; de la

La proteina RhD normal se mucstra a la izquicrda, las esforas n-pm-nun os
aminodcidos, seis ondulsciones extracclulares de los sridos son ias en
culor amarilio claro y gris clara, los segmenion de Las 4 de b won
presentados en rojo. La protcine RhD difiere solo de Ia proteina RYCE (no mostrada) en
7 aminuacidos unkamenic de color amarilia, todos kos otros aminodcidos extracciulanes
de color amarilio claro y azul clern, son idénticos entre las protcinas RhD- y RhCE-. En
{a protcina DV, las dos ondulacionds licvan la ancuencia especifica RhCE (arul claro),
siendo esla la sccuencie espocifica RhD. Asd, las parkes oxtracciulares de la proteina DV
difiere de I proleina RhD normal por tros aminoécikdos onicamente (arzul) otras
diferencias ltansmembransles ¢ intracriulares mas; sin embarga, poco afectan la
conliguraciin de la proteine y no son mostrados por smplicidad (www.uni-ul).

El antigeno rh’(C) estimula la producaiéon de anticuerpos, generalmente
asociados con el anti-Rho (D), s6lo un segundo lugar tras el antigeno Rho. Al
recibir la madre entrocitos a través de la barrera placentana, otra posiilidad es
que el antigeno Rh soluble sea segregado o no, pasando a la madre, con lo cual
esta claborara sustancias anti-Rho (D), que regresan al feto a través de la
placenta, junto con otros componentes protewcos normales del suero,
sensibilizando a los entroaitos del feto. Esto lleva dispuesta la destrucaén de
los entrocitos del nifo, cuando los anticuerpos llegan a su airculacion, y va
seguido de complicaciones relacionadas con la producaidon compensadora de
mas hematies, la necesidad de elimunar el exceso de hemoglobina soluble, la
falta de oxigeno, los efectos de la ictencia sobre el sistema nervioso entre otras.
El rufo puede estar tan afectado, que muere antes del parto o poco después.
Cuando las lesiones son menores se reflejan en la apanciéon de nifos xténcos y
anémicos. Para que sobrevivan puede ayudarseles con transfusiones de sangre
de personas exentas del antigeno Rho (D) y de tipo sanguineo compatible con el
nifio. S) éste sobrevive, la pnmera semana o algo mds, después del naamuento,
es posible que no sufra efectos desagradabics (Whelan, 2000)
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penciran on of sistema circulstono fetal (las IgM no pucden atravemar placenta) sl o feto
s incompatible mios anticuerpos destruyen sus eritrocitos (Roitt, 1997).

La ictericia nuclear (keructerus), se da en zonas circunscritas de
coloracidén amarilla en el encéfalo, que induye sobre todo areas nucieares,
constituye una de las manifestaciones mas graves de la entroblastosis fetal.
Causa la muene en plazo de una semana en el 70% de jos lactanes que
sufren tal complicaciéon. Se ha comprobado que la lesion cerebral no existe al
nacer, guarda relaci6n con la concentracion senca de la bilirrubina, ya que se
produce ictencia nuciear en el 50% de 10s recén nacdos cuya conceniracion
serica de bilirubina es mayor de 30 mg por 100 mi. Se ha dentificado a ia
bilirubina no conjugada como el pigmento existente en el cerebro de niNos
muertos con ictencia nuclear (Leavell, 1978)

El antigeno D tene aproomadamente el 50% de los casos por
aloinmunizacion matermnal, los restos son  detwdo principalmente a
incompathihdad por antigenos K, ¢, C/G, E y Fy*" y una ba@ inadencia de
antigenos en grupos sanguineos Rh, MINS y Diego. Por esto La
incompatbihdad feto-matema Rh representa la mayor causa de anemsa
hemolitca del recién naado. Se emplean fototerapia ultravioleta vy,
ocasionalmente, transfusiones o igualmente transfusiones intradérmcas,
procesos iNvasivos son usados como opaon final en Monitoreos y tratamiento
para la enfermedad, debido a8 que estos ocasionan una pequefa fuga de
efitrocitos fetales dentro de la circulacion matema; medidas tales como la
detenmunacdn de la densidad 6pbca del luido anNNiGhco Y ensayos funcionales
como tratamiento o diagnNGsHco (Avent, 2000)



Interesantemente; fetos con incompatibilidad ABO los Anti A/B maternos
no dan una anemia hemolitica ya que es poco probable; presumiblemente
debido a una remocion rapida de los eritrocitos ABO incompatibles llevada por
los Anti A/B naturales. EI nimero de copias del antigeno D por eritrocito es alto
tiene en el haplotipo R, (un rango de 14,000-16,000) y en el haplotipo R, ( en
un rango de 9,000-14,600). fetos cuyos eritrocitos tiene R, son mas severas las
anemias ya que duplican a R,, siendo esto mas evidente en los fetos
masculinos pero teniendo mas severidad en los fetos femeninos la anemia
hemolitica del recién nacido (Avent, 2000)

9.4.2 Manifestaciones clinicas. La eritroblastosis se observa en el
1%. aproximadamente, de 105 embarazos. La quinta parte de los nifos
afectados muere in Ulero o nacen gravemente enfermos con anemia (Leavell,
1978. www uni-ulm, 2001)

Muchos lactantes eritroblastéticos parecen normales al momento de
nacer, dado que la madre es capaz de excrelar la bilirrubina fetal. Pero puede
aparecer en un plazo de 2-3 horas, y aumentar rapidamente a menos que se
establezca el tratamiento. En ocasiones, poco después del nacimiento se
desarrollan hemorragias petequiales. En la enfermedad por Rh casi
invariablemente hay hepatomegalia y esplenomegalia. Cuando fa entroblastosis
depende de incompatibilidad A o B ¢l bazo suele estar aumentado de volumen,
pero en menor grado que con el Rh. El edema pulmonar, tos derrames
pleurales, la ascilis y el edema generalizado pueden ser manifestaciones de
insuficiencia cardiaca. La iclericia nuclear, que suele manifestarse tarde en el
segundo dia de vida, es rara en ausencia de la ictericia intensa. Todo recién
nacido que sufre eritroblastosis debe examinarse neurolégicamente con todo
cuidado y muy repetidamente. En la primera etapa la ictencia nuclear puede
acompafares simplemente de signos neurolégicos mimmos facilmente
inadvertidos, es mas intensa, el lactante afectado emite gntos en tono alto, esta
umable, tembloroso, y tiene reflejo de Moro hiperactivo 0o sea movimientos
rapidos sin control, pero incomplelo, puede haber asinmusmo opistdlonos,
convulsiones, contorsiones y molestias respiratorias. St el mfo con ictericia
nuclear sobrevive pueden quedar secuelas como sordera. retraso mental,
movimientos ateloides y ataxia espasmatica. En los miAos que presentan un
cuadro mas grave, y cuya hemoglobina en sangre de cordon es infenora 7.5g
por 100 ml, es frecuente que la muerte se deba ha hemorragia pulmonar

{Leavell. 1978)
9.4.3 Exdamenes de laboratorio.

Se ha considerado que hay anemia si la concentracion de hemogiobina
en la sangre del cordon contiene menos de 13 g por 100 mi, sila concentracidn
en sangre venosa es menor de 15g por 100 ml o 1a hemoglobina en ia sangre
capilar es menor de 16 g por 100 mi en el pnmer dia de wvida. Una
concentracion hemoglobinica menor de 9 g por 100 mi al nacer indica una
anemia grave. Suele haber retliculocilos. Un porcentaje eievado de relicutocitos
indica proceso hemolitico grave, incluso si se acompaia de hemogiobina.
Suele haber entrocitos nucleados en sangre pernfénca, pero en la tercera parte
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de los casos pueden estar ausentes el primer dia. Habituaimente no hay
esferocitos cuando existen anticuerpos Rh. De ordinario esta aumentado el
numero de leucocitos, dato de poco valor pronostico. En casos graves es
frecuente la trombocitopecnia (Leavell, 1978)

Se considera que la concentracién normal de bilirrubina sérica en la
sangre del cordon es de 0.8 a 2.6 mg/100ml, y rara vez una cifra superior a 4
mg por 100 ml en la erilroblastosis. La concentracion de bilirrubina sérica de
reaccién indirecta en los recién nacidos en 48 horas rara vez es mayor de 13
mg por 100 ml. En el caso de eritroblastosis la concentraciéon puede ser normal
al nacer y aumentar rapidamente. Por tal motivo en el tratamiento es de
primordial importancia (Leavell. 1978)

Se puede considerar realizar pruebas de titulacion de anticuerpos anti-Rh,
este estudio sirve para verificar los anticuerpos anti-Rh en la embarazada de
tipo Rh negativo cuya pareja es Rh posilivo. St la mujer Rh negativo tiene un
feto Rh positivo, el antigeno de los eritrocitos fetales provoca ta produccion de
anticuerpos en el suero materno. El primer hio suele ser sano pero, con los
embarazos subsecuentes, aumentan los anticuerpos séricos de la madre y
finalmente destruyen los erntrocitos del feto. Normalmente el valor normal es de
cero (Talask, 1997)

Prueba de la Roseta, erilrocitos fetales (sangre feto-materna). Esta
prueba sirve para identificar eritrocitos en circulacion materna y es primordial
en el diagnoéstico de anemia del recién nacido cuando se sospecha de
hemorragia feto-placentaria y riesgo de inmunizacidbn materna contra el grupo
de los eritrocitos fetales. En este caso, tomar una muestra de sangre de la
madre inmedialamente después del parto para buscar eritrocitos fetales. La
prueba de roseta tiene una precisién de 97% en la deteccidon de hemorragia
feto-materna mayor de 30 mililtros (Talask, 1997

Prueba de Kleihauer-Betke o tincidn de hemoglobina fetal, esta prueba
cuantifica la hemorragia feto-materna en la madre RhD-negativa y la cantidad
de Rhig (Rho GAM) necesaria para prevenir complicaciones en el futuro. Esta
prueba se realiza después del término del embarazo cuando hay anemia en el
recién nacido o cuando la madre es Rh negativa o DY negativa (Talask, 1997)

9.4.4 Diagndstico

La entroblastosis fetal debe distinguirse de otras causas de anemia, como
esferositosis hereditaria y hemorragia, y otras causas de ictencia, como
hepatitis infecciosa. infecciones bactenanas, sifilis, enfermedad de inclusion
citomegalica y micosis, que pueden observarse durante los prnmeros dias de
vida. Hay eritrocitos nucleados en la sangre penférica en diversos trastornos,
pero la apancidn de un numero elevado de normoblastos o reticulocitos suele
indicar que existe una enfermedad hemolilica, del ipo que sea (Leavell, 1978)

Hay que determinar el tipo sanguineo ABO, y buscar sistematicamente la
presencia de factor Rh en todas las mujeres embarazadas, s la tutura madre
es Rh negativa, hay que determinar el Rh del padre, y en la madre hay que



investigar una posible sensibilizacién a los siecle meses, y a los dos o tres
semanas del parto. Si enlonces no se descubren anticuerpos anti-Rh la
eritroblastosis es poco probable; si hay anticucrpos cual sea su concentracion,
la paciente debe de estar alerta ante la presencia de la enfermedad. Ei
diagnostico se establece definitivamente por una prueba positiva de Coombs
(antiglobulina) con entrocitos fetales (sangre del nino o del corddn), si el padre
es Rh-positivo hay que vigilar cuidadosamente a la madre en busca de
sensibilizacion durante cada embarazo;, e¢n ¢l caso que los embarazos
precedentes fueron normales no garantiza que no se puede desarrollar
enfermedad isoinmune en embarazos posieriores (Scii, 1981, Singleton & Gree,
2000)

Se ha identificado un seudogen RHD (RHDuw) en Rhd negativos
africanos, este consta de 37 pb insertadas en el exon 4. el cual introduce un
codon stop en la posicion 210. La insercion es una secuencia de duplicacion a
traves del timite del intron 3 y exon 4. RHDy contiene otro codon stop en el
exon 6. La frecuencia de RHDy en sudalricanos de color D negativos es de
aproximadamente 0 0714, 66% ticnen RHDy, 15% tienen un gen hibrido RHD-
CE-D asociado con el fenotipo VS+V, y uncamente 18% carecen
complelamente de RHD RHDy esta presente en el 24% de los alnicanos
americanos D-negativos y 17% de los sudafricanos esto debido a la mezcla de
razas. No se puede detectar la transcripcion de individuos con RHDwy,
probablemente como un resultado de una error del DNA mediante una decaida
del mRNA. Existen meétodos basados en PCR para predecir el fenotipo D desde
el DNA es confortable en testigos africanos o toda la poblacion contiene una
proporcion sustancial de gente con procedencia africana  (Singleton, Gree, 2000)
Es asociado a un alelo mayor mediante una mutacion enviada en G314V, y
vanos alelos representados por RHD-CE-D (wagner, trohma.er 2001)

9.4.5 Profilaxia. Un adelanto considerable en el tratamiento de la
enfermedad hemolitica Rh, ha sido la administracion de una canhidad adecuada
de globulina gamma anti-Rh a una madre Rh negativa, antes de las 72 horas
de haber terminado el parto de un hyo Rh positivo, evitando la sensibihizacion
para el antigeno Rh en casi lodas las pacientes tratadas. la proporcion de
fracasos de esta terapeutica es del 1% o menor. La protecaon natural depende
de la destruccidn por anticuerpo de entrocitos fetales antes que la madre sufra
una exposicion suficiente al antigeno Rh para inmunizarse De forma similar 1a
administracion pasiva de globina gamma ant-Rh impide (3 sensibdizacon de la
madre Rh-negativa por entrocitos fetales Rh-positivos (Lea.e 1a78)

Este tipo de profilaxis no es all para la madre que ha sido sensibihizada
Por lpo tanto las madres con un titulo elevado anti-Rh gque dan @ luz a un hijo
Cocmbs positivo no deben tratarse con globulina gamma anti-Rh, pues ello no
evitara una respuesta Todas las madres Rh negalivas que estan en peligro de
sensibilizarse deben de recbir dosis adecuadas de globuhina gamma anh-Rh
inmediatamente despues det parto (Leaves, 1978)

Para la prevencion del producto materno siguiends ung admunistracion

profilactica de inmunoglobulinas Rh anti-D, se tienen ccmo responsables los
mecanismos inmunologicos en donde, los anticuerpos bloquean e inhiben 1a
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respuesta inmune central mediante una realimentacion negativa en el higado.
En algunas instandas, tienen recombinaciones hechas al administrar anti-D,
se seleccionan las madres del tipo D¥' como D negativo y asi, asegurar a tales
madres, recibiendo automaticamente terapia profildctica con inmunogiobulinas
Rh siguiendo también el embarazo (Avem, 2000)

La preparacion para la administracion profilactica con inmunoglobulinas
Rh, se proponen usuaimente inyecciones intramusculares. Sin embargo,
algunos productos aprovechados por la inyeccion intramuscular son usados
para el tratamiento de trombocitopenia idiopatica (Avem, 2000).

Restncciones fegislabvas por voluntarios D negativos inmunizados con
eritrocitos D positivos son responsabies en parte de 1a declinacon de la fuente
para respuesta policional anti-D. Para la dinica, se tene la posibiidad de
explorar y probar los usos de anti-D monoclonales y asi prevenir la
aloinmunizacién anti-D. Es la profilaxis sin embargo el uso en vivo de
anticuerpos monocionales denvan en  transformaciones  celulares
controversialmente Esto es posible recombinando formas de ant-D, pueden
prepararse como un producto profilactico inyectable al emplearse la profilaxis
frente a los antigenos Rhesus se ha reducido notablemente la incidencia de la
anemia hemolitica del recién nacido debido a esta incompatbiidad (Fig. 38)
(Rostt, 1997, Avert.2000)
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9.4.6 Tratamiento. Los recién nacidos con eritroblastosis fetal deben
tratarse en un hospital bien equipado, por personal que vigile lIa evolucion del
proceso y lleva acabo una transfusion de recambio en cualquier momento del
dia o de la noche. Una vez establecido, el fralamiento dependerd de la
gravedad de! proceso. La terapia se dinge a evitar la ictericia nuclear,
dependiente de la accion toxica de la bilirubina no conjugada sobre las células
del cerebro. Las indicaciones para las transfusiones de recambio en casos de
eritroblastosis fetal, resumidas por Allen y Diamond.

1. Anemia:

2. Aumento de la bilirrubina sérica { de reaccién indirecta); se electuaran
transfusiones de recambio tan frecuentes como resulten necesario para
mantener una concentracion serica menos a 20 mg por 100 ml

3. Prematuridad, exceplo en casos mas leves.

4. Antecedentes de un hijo nacido previamente con ictencia nuclear.

5. Reticulocitos mayor de 15%

6. Titulo materno anti-Rh de 1.64 o mayor
En general se deben de mantener transfusiones (Leavel, 1978) Otra forma de
emplear la inmunoglobulina Rho intravenosa (anti-D-1IGIV) es en pacientes con

trombocilopenia purpura ( Gaines, 2000)

El descarte de D negativos en madres es particularmente de interés
clinico, mediante un anti-D. el riesgo de afectar al nino es 100% con un padre
RHD+/RHD+, pero unicamente el 50% con padre RHD positivo/ RHD negativo.
Se aprovechan varias aplicaciones en la determinacion aigotica o del cigoto:

1. Una simple suposicién basada dentro del fenotipo es correcta en
aproximadamenle un 95% de todos los casos.

2. Determinacion de la densidad antigénica D, la cual puede ser
confundida por factores tales como la presencia de antigeno C

3. Varios métodos involucran la cuantificacion paraleta, amplando
secuencias especificas de RHD negativo y RHCE ., sin embargo estas
técnicas no se practican en laboratonos rutinanamente (Wagner & Flegel,
2001)

9.5 Genotipos prenatales R,

El beneficio potencial de dentficar un feto cuyos eritrocitos son
predeterminados como antigenos negatlivos, s de enorme necesidad para que
fa utilizacion de técmcas sea minima. El DNA fetal puede obtenerse desde
anmiocitos, limpreza vaginal, y sangre materna. Se siquen clonaciones y
secuencias de RHCE y RHD, basados en { PCR), analisis de DNA oblenido
desde anmiocitos testigos para su reporte. Sy embargo, 1a diversidad de los
genes Rh, particularmente entre personas de color y japoneses. henden a
reducir esla proximidad porque se pueden dar falsos postivos o falsos
negativos. £l diagnéstico prenatal de felos RHD empleando diferentes estatus
estructurales de los genes RHD y RHCE. esta basado dentro de la suposicion
de individuos D negalivos, estos tienen una delecion del gen RHD. observando
las bases moleculares, despeando  antigenos  parciales D, usando
heteroduples  y multiples secuencias  especificas de reacaones de PCR,
temiéndose un reemplazo del ensayo genotipico sencilio del exon en un intento
de invahdar tipificaciones “falsas negativas™ en fetos con un antigeno parcial D
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Sin embargo, en fetos cuyos eritrocitos tienen antigenos parciales D es rara Ia
anemia hemolitica del recién nacido. La evaluacién clinica de multiples analisis
RHD tienen unicamente valoraciones agregadas marginalmente (Avent, 2000).

Todos los ensayos genotipicos comunes de RHD para personas cuyos
eritrocitos son D negativos y llevan un no funcional RHD intacto, descritos en
personas Caucasicas (raro), gente de color Afncana (comun) y Asiatico
{comun). El genolipo molecular tiene limites clinicos; utiizados en poblaciones
en donde la presencia de RHD no es expresada frecuentemente, el fondo
molecular de estos fenotipos D-negativos son usados de emergencia, como
ejemplo: al expresarse en dos personas Caucasicas el fenotpo dCe, uno tiene
dentro de un fragmento el condon stop en ¢l exon 1 det gen RHD y el otro
pacienie una delecién de cuatro nucledlidos en ef exon 4 Muy recientemente
las bases moieculares del mayor alelo silencioso RHD (nombrado RHDYW) se
enconlrd en personas de descendencia Africana, tiene 37 pb en una insercion
de DNA, segquida de una duphcacidn del intron 3 en el limite del exon 4, y
tienden a mutaciones enviadas en el exon 5 forma de errores; y mutaciones
enviadas en el exon 6 EI fenotipo D, (ejemplo. Et Antigeno de es solo
detéctable por la prueba de adsorcion-elusion) se ha pensado que se tiene una
delecion de 1013 pb comprendidas en el intron 8, exon 9 e intron 8 (Fig. 31}
(Avent, 2000)

Claramente, se sabe que grupos étnicos de dos panentes ayudan a la
seleccion de testigos apropiados al genotipo. Sin embarqo es posible, un pool
de genes hmitado. analisis comunes de fenolipos sanguineos maternos y
paternos, y se muestran los genotipos, Esto no es de valor, estos tienden a ser
empleados por instrumentos clinicos automatizados con lo cual a menudo son
contaminados con mueslras antenores (Avent, 2000)

Los analisis moleculares son convementes, mas comunegs, son de valor
ya que perpeluan algunas vanantes D mas comunes deliberadas
anieriormente. Un ejemplo de esto es el gen hibndo que codifica el fenotipo
D', el cual tiene recientemente a ser mostrado presente en el 18% de las
personas de color en Nueva York y 28% en las personas de color de Brasii
Ademas, una similar reactividad palerna mas se obtiene con (3 prueba ce
entroctos de personas con diferentes genes Rbh anti-D monoclonal Eslo es
liustrado por el largo numero de eventos monoclonales asociados con D' (o un
probable D*-) como ejemplos defimdos por 1a reactividad parcial C/anti-D
monoclonal No todos los eventos moleculares dan un antigeno D™ en la
presencia dentro de los entrocitos de la categoria D™ (Avent 2000)

Aunque l1a enfermedad hemolitica detrda a otros anticuerpos Rh es poco
frecuente. La prueba de bases-PCR tene a ser designada a defiir alelos
RHCE wusando DNA derivado del feto Mas estos son relativamente
imparciales; sin embargo,; genotipicamente C en 1o presencia de D es dificy
porque RHC(E/e) y RHD tienen secuencias identicas en el exon 1y 2 El tpo
Rhc es posible mediante aphicacion de un polimorfismo en el intron 2 o el
RHCE, el cua!l rodea a 109 pares de bases insertadas en ¢! DNA de RHC (E'e)
pero no Rhe (E/e o RHD) (Avent 2000)



9.6 Genotipos no invasivos prenatales Rl

Eslo es ahora posible al obtener DNA derivados del felo usando
procedimientos no invasivos. Ei RHD derivado fetalmente tiende a ser
delectado por analisis de PCR anidando dentro del NDA geonoémico (gDNA)
exiraido de la sangre periférica o plasma materno o desde muestras
transcervicales. Una proxima alternativa es usar templeles derivados de cDNA
por PCR transcriptasa reversa de la sangre penfénica materna y deteccion de
blancos de mRNA provenientes del RhD fetal. Todo proceso no invasivo tiene
valores normales, debido a que no son caminos convenientes de aseso, la
presencia de células fetales en la muestra dada y, asi pueden no ser resultados
negativos interpretados acertadamente. No obstante, El factor derivado Rh del
mMRNAs y gDNA fetal puede ser detectado en sangre materna indicando él
diagndstico prenatal tervendo un impaclo en el feto. Sin embargo, esto es
posible con nucleacion de entrocitos fetales son los blancos mas adecuados,
este tipo de células parale diagnostico no invasivo, porque otras células CD34
positivo derivadas del leto tienden a ser detectadas en sangre materna tan
largo como 27 anos posparto y asi se puede interferir con los analisis en la
mujer que tiene mualtiples embarazos (Avent. 2000)

9.7 Rl y otros estados de enfermedad.

La enfermedad Rh null, personas cuyos entrocitos tienen el fenotipo Rh
null (sindnimos: Sindrome Rh null, Enfermedad Rh null) carecen de la proteina
Rh y asi el antigeno Rh. Este fenotipo es raro ( aproximadamente 1 en 6X10*
individuos) y mas a menudo resulta de hermanamuentos consanguineo. El
sindrome se asocia con estomatosis, esferocitosis, incrementa la fragilidad
osmdética, altera 13 asimelria fosfolipidica. altera el volumen celular, deficiencia
de flujos catiomcos, y eleva la actividad de ATPasa, Na+/K+ Los entrocitos Rh
null tienen mas una vida media mas corta, y la persond tene una benigna
anemia hemolitica compensada (Avent. 2000) La anenua se caracternza por una
disminucion ligera de hemoglobina y hematocnito, y la presencia de esferocitos.
{www bne Mediadbs, 2001)

El anti-Rh29 reacciona con los entrocitos de todos los tipos excepto con
los Rh null; pueden estar aumentados los antigenos M, N En®, Fy®, Kidd,
Dombrock, e, 1y disminuidos S. s y U (Henry, 1933)

Se tienen dos tipos de Rh null, amorfo y regulador. Esta clasificacion
histonca se basa dentro de la anemia paterna, s ahofa conocica como upo
amorfo, el resultado de cambnos moleculares en el RHCE uno de tras de otro
con una delecdn RHD (Fig 39) Considerando que ¢! tpo regulador es
asociado con un defecto molecular en RHAG pasando a ser RhAG
aparentemente cntico para el correcto ensamblye de las proteinas Rh en la
membrana del entrocito, RhAG por el mismo puede formar compleos estables,
aunque en reduccion cuantitativa, en ausencia ce proteinas (Avent. 2000)

Pacientes con leucemia mieloide cronica (LMC). metaplasia mieloide,

policitemia, o mielofibrosts ocasionaimente tienen dos poblaciones de entrocitos
de diferentes tipos de Rh En aigunos casos, pocos antigenos Rh son
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membrana del eritrocito, RhAG por el mismo puede formar complejos estables,
aunque en reduccion cuantitativa, en ausencia de proteinas (Avent, 2000)

Pacientes con leucemia mieloide cromica (LMC), metapiasia mieiowde,
policitemia, o mielofitrosis ocasionalmente tienen dos poblaciones de
eritrocitos de diferentes tipos de Rh. En algunos casos, pocos antigenos Rh
son asociados con aberraciones cromosomales. Recientes analisis de sangre
de padentes fenotipo D positivo con LMC conaben convenientemente D
negativo mediante tres anos se estudio observando una delecidon en el exon 4
del RHD esto ocurre por mutaciones somaticas (Avent, 2000).

Fragmento (Y51) SEJL  Envio (G2ZPE)YT, Envio (G280R)HT
Sitho de union de le mutacion y Dederian del nucloitido 1y
{ragmueniacion def intron 1

PRl
) COOH &9
NH.
Sitio de mutacion Envio (M1T}/ Envic (S?ON)VL
del intron 1 iniciacion Envid (VZAN) HT  Sitio de union de
(G->A) YT alternativa SM la mutacion/ fragmenio

(V316) TT.AC.

Fig. 39 Tipos de regulacidn del R nvll. _Los tpos de rogulecion dd RH null e
asciedo con dos mutaciones del gen RHAG ( Homocigoto o un doble helerocigoto), Ls

mutacion incluye sitios/ frap de unicn al dom y ton (Circulos Bancos), los
envios cambiados predominen dentro de los dominios conmervados de la familia de
proteinas Rh on las regiones de unidn de la membrana. Estas mutaciones alectan cade
envid, las asovieciones RAAG-RhAG y RAAG-Rh, obicnindose unme ausencia de la
familia de peroleinas Rh desde ta maduracion de la memiwana ded eritrocito. E
fenolipo Ritguas ¢5 asociado con mutaciones enviedas (circulos motondos) of cual theva
un manador de redoccion de los compicies de proteines RAAG-Rh on las membranas
del erilrocito naturalzwente (Avent, 2000).




10. DISCUSION

Mediante el presente trabajo se dan ha conocer los diferentes tipos de Rh
que pueden existir en las poblaciones, remarcando la importancia de dar un
buen diagnostico respecto al Rh positivo y Rh negativo en las personas, y que
este ultimo en realidad si es negativo y que no sea algun subtipo, ya que
debido a su alla diversidad es imposible saber si el empieo de un suero anti-D
monoclonal se obtiene un buen resultado el cual sea confiable, en la actualidad
se crean algunos sueros con anticuerpos IgG e IgM para una mejor
determinacion.

Esto es debido en la actuahdad al allo indice de mezclas étnicas que
exisien y en donde solo se encontraba un fenotipo, se iocaliza no solo en este
sino en olros silios que no sc tenian en cuenta hace afos, de aqui la
importancia de realizar una buena determmnacion del Rh, detndo a ios fenotipos
que crean una hemohsis alta, creando anticuerpos en la persona que carece de
este. dadndose por una transfusion o en mujeres con Rh negativo y fetos Rh

positivos.

En la actualidad se emplean un gran numero de pruebas para determinar
si en realidad se tienen un Rh negativo puro, o es debit o parcial, de los cuales
se determuna el fenotipo al cual pertenece, 1a diversidad del antigeno se da por
mutaciones y delecion dentro de ciertos aminoacidos 1o que confiere fenotipos
distintos con un solo camino

Su imporntancia es 1a de evitar en gran parte anenuas hemoliticas en el
recien nacido y que se realicen transfusiones en donde se encuentren
presentes anticuerpos contra el tipo de Rh del individuo. provocado por un mal
diagnostico y una sensibihizacion previa del donante hacia el tipo Rh del
receptor, aligual que evitar sensibilizaciones a madres, que tienen el riesgo de
tener un feto de otro tipo de Rh, con lo cual se reahzarian transfusiones

adecuadas unicamente
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11. CONCLUSIONES.

Dentro de los avances genéticos que se han tenido dentro del sisterna
Rh, se encuentra la localizacion de los genes RHD y RHCE dentro del
cromosoma 1; en la banda 4. en la regién del brazo corto, sudbanda 1 a lo
largo de ia banda 6; (1p36.1-p34) y los que codifican para las glicoproteinas Rh
en el cromosoma 6; en el brazo corto, regiones 2 y 1; banda 1, sudbanda 1, a
lo largo de la banda 1; (6p12.1-p11). Los genes se encuentran dentro de 10
exones, los cuales codifican para diferentes partes de | antigeno Rh, del 1-7
para los aminodacidos 50-60. del 8-10 los 58 residuos de carbono terminal son
codificados en ellos al igual que las proteinas; el cuarto intron RhD contiene
una delecion de 60 pb., los dos genes codifican para polipéptidos sin ghcosilar,
acilacion de acidos grasos, polipéptidos; y contiecne 417 arminoacidos de todos
estos son diferentes en sélo 36 amonoacidos, se conservan del amimo terminal
los pnmeros 42 aminodcidos en ambos casos, y el carbono solo 4 de 84
aminodcidos son diferentes

Las proteinas acarreadoras Rh son expresadas dentro de a superficie del
eritrocito, si esta presente RHAG, se piensa que mteractuan con la membrana
por medio de acetaciones con los residuos de acido paimitico, atacando las
partes de la cadena en el residuo de Cisteina; que se localiza en el citosol y la
bicapalpidica, en el orden Cys-Leu-Pro; encontrandose dos en RhD y tres en

RhCcEe.

El grupo sanguineo Rh abarca un minunoe de 45 antigenos, el RhD tiene
un minimo de 37 epitlopos, en los rearreglos se dan mutaciones con lo cual se
pierden epitopos D; produciendo fenolipos parciales D, el mas [recuente es el
DY, se descnbe por una conservacion en los exones 4, 5 y 6 de los genes RHD
siendo remplazados por sus cquivalentes de RHCE, y en la delecidon donde son
perdidos.

El fenotipo Rh null es muy raro, pero ocurre por un tpo regulador,
causado por la homozigosis de un gen autosomal raro (X,). que es el
responsable de la suspension del antigeno Rh y un tipo amorfo el cual es raro y
al estar allo dentro de la homozigosts el gen RHD se encuentra ausente

Los fenotipos vanantes Rh estan a k largo. se conocen cuatro
mecanismos que son
1. Rearreglos RHCE y RHD.
2. Punlos de mutacion en los genes provocando cambios en los
aminoacidos.
3. Mutaciones sin senlido
4. Delecion de nuciedtidos

El sistema Rh tiene un papel importante dentro del entrocito, detudo la
homologia que comparte con algunas permeasas de transporte de metilaming y
de amino, provenientes de levaduras, bactenas y planteas simples, por lo que
es considerado como un transportador de amonio; el cual es cambiado por
otros cationes. Junto con las proteinas accesonas tiene diferentes funciones, al
encontrarse con 1a proteina asociada a integnnas, que es la transportadora de
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Ca 2‘. se encuentra en niveles normales si esta presente el Rh, pero en su
ausencia se encuentra disminuida dentro de la membrana; al igual tiene que
ver con la vida media del eritrocito ya que disminuye en su ausencia, se
encuentran deformaciones en estos como ovalocitos; con lo cual se crea una
anemia hemolitica benigna.

A nivel clinico se ha demostrado que las personas que son D negativo en
un B0%, producen una respuesta al administrase 200 mi de sangre Rh positivo;
de aqui la necesidad de comprobar que sean en realhidad Rh negativo, debido a
la presencia de fenotipos parciales y débiles como DY capaz de producir una
respuesla igual 0 mas intensa que la producida por os D positivo, el problema
es la elaboracidén de los reactivos para dentificar los diferentes fenotipos
rarciales y débilcs ¢ incluso del tipo D, esto es dado por la alta mezcla de
razas, el dificil aislanmiento y mantener los sueros tpficadores, ya que se
degradan facilmente si las condiciones no son las adecuadas dentro de su
elaboracién y manterumiento.

De rulina se realizan la deteccion de los Rh que se conswderan élmcos del
lugar y para los problemas no se tienc facimente los antisueros debido a que
no se realizan de rutina, produciendose al haber incompatitridad det Rh en los
nifos una anemia hemolitica, teniendo gran importancia, presentandose
hepatomeqgalia y espelomegalia, se manifiesta una ctencia nuclear al seqgundo
dia de nacido, habiendo una ictericia inlensa permanente, ademas hay que
examinar al recién nacido neurologicamente.

Los examenes de laboratono que se realizan os la medicion de la
hemoglobina, reticulocilos, ertrocitos nucleados, anticuerpos Rh concentracion
de bilirrubina, se reahzan las pruebas de roseta y prueba de Kieihauer-Betke o
tincion de hemoglobina fetal, sirviendo para el diagnostico Se han identificado
un seudogen RHD gue es RHDYW en personas negativas con descendencia
afnicana, consta este de 37 pb . también es causante de 3 anemia hemolitica
para él diagnéstico se emplea PCR; al igual que para los olros genolipos
parciales, estos pueden ayudar a dar un tratamiento adecuaaco y a predecir el
futuro Rh del feto, el unico problema es que no son tecnicas que se puedan
realizar de rutina en los laboratorios normales. para esto se puede obtener
sangre del cordon o entrocitos del feto que se encuentrtan en crculacédn
materna, en la actuakdad se sigue empleando la profilaas y medicidn de
anticuerpos anti-Rh para evitar las comphcaciones
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12. GLOSARIO.

Adengsina {rifosfato (ATP): Una molécula que sirve como transportador
universal de energia y agente de transferencia en los procesos bioquimicos.

Aglutinacién; Accién y efecto de agrupar o pegar. 2 Agrupamiento de células
difusamente distribuidas en el liquido.

Aglutindgeno: Anticuerpo que provoca aglutinacion de células, particularmente
eritrocitos. 2. Cualquier sustancia que provoque aglutinacion.

Alelo: Cada una de las distintas variantes de un locus génico dentro de una
misma especie.

Aloanticucrpo: (1soanticuerpo) Termino empleado fundamentalmente en banco
de sangre e inmunopatologia para designar anticuerpos producidos por un
individuo. que reaccionan con antigenos de otro individuo de la misma especie.

Anewmia Hemolitica: Presenta destruccion de eritrocitos, o sea, una disminucion
de {a vida media de! eritrocto, se divide en congenitas y adquindas.

Antigeno: Es cualquier sustancia que cuando es introducida a un individuo
estimula Ia formacion de anticuerpos, formado previamente en ios receplores
especificos de los linfocitos

Anticuerpo: Molécula producida por los individuos como respuesta a un
antigeno, tiene 1a propiedad de combinarse especificamente con el antigeno

que indujo su produccion

______ a 37 °C que a

Anticuerpo_caliente; Es el antcuerpo que reacciona mejor
temperaturas mas bajas como la ambiental.

Auticuerpo frio: Aquel cuya lemperatura optima de reacltividad se da mejor en
fn6 o sea a temperatura ambiente, y no a 37 °C

Canales _ionicos: Poros que se encuentran en las proteinas integrales de
membrana que se pueden abnr y cerrar cComo compuertas

Carboailo_tenminal: El aminoacido de un extremo de una cadena pohpeplidica
que tiene un grupo carboxdo alfa que no ha reaccionado o gue esla como un
dernvado

Cis: Genes que se encuentran en {a posicion Cis, es decr, situados sobre el
mismMo cromosoma

Clonacion_genética: Produccion de un numero grande de copias de un
segmento de DNA despues de que dicho segmento de DNA sea insertado
dentro de un vector e introducido en una celula La clonacidon tene lugar

cuando el veclor se replica



Codominancia: Relacidon entre los alelos tal que el fenotipo del heterocigoto
muestra la expresién individual de cada alelo.

Coddn: Una secuencia de tres bases de nucledtidos del mRNA que interactua
con un anticoddn del tRNA; especifica la incorporacion de ciertos aminoacidos

en un polipéptido.
Coddn de ternmninacion (stogy): Cada unc de los tres tripletes UAG (ambar), UAA

(ocre) o UGA que provocan la terminacion de la sintesis de proteinas; también
se les denomina codones sin sentido.

Comprlemento: Grupo de proteinas séricas que intervienen en los procesos
inflamatorios, en la actvacion de los fagocitos y en los atagues liticos a las

membranas celulares

Lritroblustosis; Presencia de entrocitos nucleados en la sangre circulante
Estos eritrocitos que normalmente se encuentran en  numero pequeno
aumentan en forma considerable en condiciones que causan hemolisis

Eritropoyesis: Formacion de entrootos maduros no nucleados sumamente
especializados, a partir de células precursoras primitivas de la medula 0sea.

Esplenomegalia: Estado caractenzado por agrandamiento del bazo.

Exon: Region del DNA que codifica para la transcnpcion; 1o contrario a un
intron

F'enotipo: Las caracteristicas fisicas que expresa un individuo

Gen:  Es una porcion de cromatina con arreglo ineal a lo largo de los
cromosomas, que controla el desarrollo de una caracteristica heredada.

Genotipo: EI material genético heredado de los progenitores, solo se suele
expresar parte del mismo. Caracteristicas no expresadles en un individuo.

Glucoprrotefnas:  Proteinas que contienen umnidades de carbohidratos unidas
por medio de enlaces covalentes

Haplotipo: Conunto de determinantes genéticos situados en uno de los
cromosomas heredados

Hepatomegalia: Agrandamiento del higado

Heterocigoto:  Individuos  que  tienen  alelos  diferentes  en  los  loci

correspondientes de un par de cromosomas homologos

IMRNAARN  heteronuclear): Parte del RNA nuclear que procede de la
transcnpcion def ADN y que aun no ha sido procesado para aar lugar a mRNA




Homocigoto: Individuos que en apariencia tienen alelos idénticos en los loci
correspondientes de un par de cromosomas homdlogos.

Inmunofiluorecencia: Técnicas para identficar microscopicamente
determinantes antigénicos en tejidos o células, mediante su unién a un

conjugado de anticuerpos y una molécula fluorescente
Intron: Region del DNA que no codifica; lo contrario de un exon.
Leucopenia: Disminucion del namero total de leucocilos sanguineos.

Locus: Posicion en que sc encuentran situados un gen dentro de un
cromosoma.

Prononmoblasto;  (Normoblasto) Ceélula inmadura nucleada de la  serie
eritrocitica; es el mas joven precursor reconocible del entrocito.

Radioinmunoanalisis (RIA): Una serie de diversas técnicas muy sensibles para
determinar la concentracion de antigenos o anticuerpos mediante reactivos
marcados radiactivamente.

Trans: Genes que se encuentran en la posicion Trans. es decir, en
cromosomas opuestos.

Transcripeidn: Proceso por el que se sintetiza RNA utiizando DNA como
molde.

Transferasas: Enzimas que catalizan la transferencia de un grupo funcional de
una molécula a otra.

Transferencia: Proceso en el que las moléculas (en especial el DNA
recombinante) se transfiere de genes a papel para el analisis genético

Trombocitopenia: Disminucion en el numero de plaquetas sanguineas.

XNenogénico: Se aplica a las diferencias existentes entre 13s especies
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