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RESUMEN

ANALISIS RETROSPECTIVO DE LA FRECUENCIA DEL ANTIGENO D DEBIL Y SU
RELACION CON LOS ANTIGENOS ERITROCITARIOS DEL SISTEMA RH “C Y E”, EN
DONANTES VOLUNTARIOS DE SANGRE DEL HEMOCENTRO DE LA CRUZ ROJA
ECUATORIANA, 2011-2014.

Introduccién: La identificacion de individuos portadores del antigeno D débil es
indispensable a nivel de los bancos de sangre y laboratorios clinicos que realizan
tipificaciones sanguineas, por la probabilidad que presentan estas personas de ser
sensibilizados y producir un aloanticuerpo anti-D. Adicionalmente, al convertirse en
donantes voluntarios de sangre deben ser considerados como Rh D (positivos) y al ser
receptores como Rh (D) negativos. Materiales y Métodos: se trata de un estudio
retrospectivo, descriptivo de cuatro afios 2011-2014 en el que se realizd un analisis de los
registros fisicos y digitales de los donantes de sangre eliminAndose aquellos registros
gque presentaron ausencia o incoherencia de uno o mas datos requeridos en la
investigacion. Para los analisis de los datos se aplic6 una estadistica descriptiva y para la
relacion de las variables se utilizo el andlisis estadistico del chi-cuadrado. Resultados:
Se establecié una prevalencia de donantes Rh (d) negativos del 2,0% y Rh (D) débil del
2,28%. El andlisis de resultados establecié que el fenotipo Rh (D) débil esta relacionado
mayoritariamente con el fenotipo C-c+E+e+; fenotipicamente se identificé que el tipo (D)
débil mas comun en Ecuador es el 1 y 3 y la existencia de aloinmunizaciéon anti-D.
Conclusiones y Recomendaciones: Del estudio realizado se determina la existencia de
individuos aloinmunizados por antigenos del sistema Rh indicativo de que tuvieron
contacto previo con sangre incompatible. Por lo que se recomienda el establecimiento de
algoritmos de tipificacion para pacientes, donantes, mujeres en edad fértil y en estado de

gravidez, asi como la identificacion inequivoca del antigeno D y sus variantes.



ABSTRACT

RETROSPECTIVE ANALYSIS OF THE FREQUENCE OF THE WEAK D ANTIGEN AND
ITS RELATION WITH ERITHROCYTE ANTIGENS OF THE RH SYSTEM “C AND E”, ON
VOLUNTARY BLOOD DONORS AT THE ECUADORIAN RED CROSS BLOOD
CENTER, 2011-2014.

Introduction: The identification of individuals carrying the weak D antigen is
indispensable at blood banks and clinical laboratories that perform blood typing, because
of the probability that these persons can be sensitized and produce an anti-D alloantibody.
In addition, once they become voluntary blood donors, they should be considered as Rh D
(positive) and as receptors as Rh (D) negative. Materials and Methods: It is a
descriptive, retrospective study of four years 2011-2014 where the physical and digital
records of blood donors were analyzed, leaving aside those records that presented
absence or inconsistencies with one or more data required for the investigation. For data
analysis, a descriptive statistic analysis was applied, and for the relationship between
variables, the chi square test was used. Results: A prevalence of Rh (D) negative donors
was established of 2,0%, and weak Rh (D) of 2,28%. Data analysis established that weak
Rh (D) phenotype is mostly correlated with the C-c+E+e+ phenotype; phenotypically, the
weak (D) type most common in Ecuador is identified as the 1 and 3 and the existence of
the anti-D alloimmunization. Conclusions and Recommendations: Out of this study, it
was determined the existence of individuals alloimmunized by antigens of the Rh system,
indicating that they have had previous contact with incompatible blood. It is recommended
the establishment of classification algorithms for patients, donors, women of childbearing
age and pregnant, as well as the unequivocal identification of the D antigen and its

variations.
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INTRODUCCION

En los Bancos de Sangre, Hemocentros y Servicios de Medicina Transfusional se
realizan tipificaciones relacionadas con el factor Rh, sin embargo en la mayoria de estos
establecimientos no se realiza la deteccién de variantes del antigeno D debido a muchas
causas, uno de ellas es la falta de estandarizacion de algoritmos que faciliten la

identificacion de antigenos D débil.

La falta de esta identificacibn trae como consecuencia la sensibilizacion vy
aloinmunizacion por el antigeno D. Estudios han demostrado que el uso de profilaxis en
mujeres embarazadas se ha convertido en una practica con debilidades por la presencia
de otras variantes de este antigeno, como el D parcial y D débil, por lo que actualmente
ya no es una garantia para evitar una enfermedad hemolitica del feto o del recién nacido
(Kacker y otros, 2015), adicionalmente existe una importante aloinmunizacion de
antigenos C y E. Estos datos demuestran la necesidad de establecer la prevalencia de
las variantes del antigeno D en nuestra poblacibn para establecer el stock de
hemoderivados requeridos en los bancos de sangre.

Es reconocido que en el campo de la medicina transfusional la correcta determinacién de
los fenotipos del sistema Rh es de vital importancia para los receptores de
hemoderivados y mujeres en edad fértil, esta accibn permite evitar inmunizaciones que
acarrean graves consecuencias (Ouchari y otros, 2013). Considerando que el antigeno D
es el de mayor relevancia clinica en trasfusiones y acciones obstétricas es el que debe
ser identificado de manera inequivoca, los estudios moleculares han permitido identificar
una docena de variantes alélicas en el gen RHD las cuales pertenecen a caracteristicas
de cada poblacion, grupo étnico, asi en la poblacién caucasica se ha reportado que 0,2 -

1,0% de individuos exhiben el antigeno D débil (Xhetani y otros, 2014)

Uno de los objetivos de esta investigacion fue establecer la prevalencia de donantes que
presentan un antigeno D débil, determinandose una prevalencia del 2%, distribuido tanto
en el género femenino como masculino, asi como también se encuentra en 17 provincias
ecuatorianas, dato de gran importancia para las acciones de cambio que pueden
efectuarse en los bancos de sangre, Hemocentros, y servicios de medicina transfusional

de estas localidades.



Otro aspecto estudiado fue la relacion existente entre el antigeno D y la expresion en el
fenotipo de los antigenos C, c, E y e; autores como Buelvas y otros mencionan que la
presencia del antigeno C esta asociada con la expresion débil del antigeno D y forma el
D débil 1 y 3; mientras que el antigeno E esta directamente asociado con el antigeno D
débil de tipo 2, esta relacion puede ser utilizada para alertar la presencia del grupo
sanguineo D débil (Geoff, 2013). En la poblacién de donantes estudiada de acuerdo al
fenotipo, se encontr6 que el tipo D débil mas comun es el 2 con un 40%, mientras que el
tipo 1 y 3 tuvo una frecuencia del 37,3%, Un hallazgo importante fue la existencia de
doble inmunizacion por antigenos del sistema Rh en donantes tipificados como Rh (d)
negativos, es decir que estas personas tuvieron contacto con eritrocitos de fenotipo
diferente al suyo, este aspecto es importante porque proporciona indicios de que no se
esta realizando una identificacion correcta del antigeno D antes de una transfusién o

durante un embarazo.

En el estudio realizado por Benalcazar y Chiriboga en el 2012 se menciona que la
correcta tipificacion del factor Rh es uno de los principales procesos que se debe llevar a
cabo en los laboratorios y bancos de sangre por las consecuencias que pueden ocurrir,
asi para determinar si una persona es Rh (D) positiva 0 negativa depende de la presencia
0 ausencia del antigeno D y del reactivo utilizado y el algoritmo establecido (Benalcazar &
Chiriboga, 2013). Dentro de las recomendaciones establecidas en este estudio se
encuentra la eleccién de un algoritmo de deteccién tanto en donantes, pacientes y

mujeres embarazadas o en edad fértil.

Mufiiz y Gargiulo recomiendan que la determinacién del factor Rh en donantes y recién
nacidos debe ser realizados con un reactivo policlonal 1IgG o IgM salino o IgG
gquimicamente modificado (Mufiz & Gargiulo, 2009) para pacientes y mujeres en estado
de gravidez se requiere el uso de reactivos monoclonales que reaccionen con antigeno D
débil de tal manera que no pase desapercibido y sea reconocido como Rh (d) negativo,

de ser necesario se debera utilizar dos casas comerciales para la determinacion.

Es importante en la medicina transfusional el manejo de las discrepancias en una
tipificacion del antigeno D especialmente por el uso de varios reactivos de variada
sensibilidad y especificidad; es absolutamente necesario evitar que se sigan produciendo
aloinmunizaciones innecesarias en donantes de sangre, es por esto que este estudio
aporta una invaluable informacion para tomar acciones en la técnica y algoritmo elegido
para proporcionar sangre compatible a quien requiere de sangre como una medida

terapéutica.



CAPITULO |
1.1 JUSTIFICACION

El sistema Rh es uno de los sistemas sanguineos con gran importancia clinica por su alto
polimorfismo compuesto por mas de 50 antigenos, de los cuales 5 tienen importancia
clinica, entre ellos el antigeno D, reconocido por ser el principal causante de las
reacciones postransfusionales graves, enfermedad hemolitica del recién nacido y anemia

hemolitica autoinmune. (Kappler y otros, 2014).

El antigeno D presenta dos variantes: el D parcial y el D débil o anteriormente conocido
como Du, esta variante se caracteriza por presentar un nimero reducido de antigenos en
la membrana del eritrocito, esto puede deberse a una mutacion puntual de los alelos
RHD/RHCE o0 a una supresion de su expresion fenotipica ocasionada por los haplotipos

C en posicién trans, heredada junto con el fenotipo Rh D. (Pham y otros, 2013)

Por esta razon la determinacion de las variantes del sistema Rh, tienen la finalidad de
prevenir una incompatibilidad transfusional, permitiendo una mejor eleccion de los
concentrados eritrocitarios, evitando asi una aloinmunizacién (Al-Joudi y otros, 2011); se
ha determinado que la primera exposicion a antigenos eritrocitarios incompatibles genera
la inmunizacion del paciente con la consiguiente produccién de aloanticuerpos, dando
lugar al fenébmeno denominado evanescencia, es decir la desaparicibn de estos
anticuerpos mientras no exista otra estimulacion. Sin embargo esta sensibilizacién
permanecera en la memoria inmunolégica del paciente, por lo tanto al recibir nuevamente
una transfusién sanguinea incompatible causara una respuesta inmediata provocando

una reaccion hemolitica aguda o tardia.(Al-Joudi y otros, 2011) .

Por esta razén, es necesario establecer la frecuencia de las variantes del antigeno D,
especialmente en los centros de produccién de hemoderivados como el Hemocentro de
Cruz Roja Ecuatoriana; esto permitira alertar a todo el Sistema Nacional de Bancos de
Sangre sobre si se ha mantenido o aumentado la proporcién de fenotipos D,
especialmente del antigeno D débil durante los afios 2011-2014, esto facilitara establecer
un stock de productos para las personas con fenotipo D débil, ademas se podra
determinar si la presencia del antigeno D débil se encuentra relacionando con la
expresion de los antigenos C y/o E; ya que la presencia de estos dos antigenos suprimen
fenotipicamente la expresion del Rh D, teniendo como consecuencia una clasificacion

erronea mediante la tipificacion de donantes y receptores, o que aumentaria los casos de



aloinmunizacion. Con estos datos se corroborara la importancia de la tipificacion de los

fenotipos del Rh, aspecto que no es considerado en laboratorios privados del pais.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aloinmunizacién es uno de los problemas mas frecuentes durante la transfusion
sanguinea, siendo un factor de riesgo en pacientes que requieren recibir sangre como

parte de su terapia. (Branch, 2012)

En el caso de personas que presentan un fenotipo Rh D débil la probabilidad de que
ocurra una reaccion transfusional es alta, ocasionando una anemia hemolitica. En
mujeres embarazadas con fenotipo D débil y fetos Rh D positivos existe una alta
probabilidad de que con su primer embarazo se genere una sensibilizacién, de tal manera
gue en un segundo embarazo ocurra una respuesta inmune agresiva que pueda provocar
un aborto o desarrollar una Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido, esto se debe a
que los eritrocitos de la madre al no tener todos los antigenos en su membrana por ser
Rh D débil reconoce como extrafio a los eritrocitos del feto que es Rh D positivo y posee
todos los antigenos de membrana, lo que genera anticuerpos que son capaces de
atravesar placenta y lo que provoca la destruccién de los hematies del feto. (Orlando y
otros, 2015).

Dentro de los aloanticuerpos considerados de relevancia clinica estan los del sistema Rh,
(Muhiis Diaz, 2013), uno de ellos es la variante D débil cuya caracteristica es presentar un
namero reducido de antigenos D, son cualitativamente normales pero presentan
mutaciones intracelulares o transmembranales de haplotipo Rh D, por lo que presenta

una alteracién cuantitativa. (Wang y otros, 2010) (Pham y otros, 2013).

Esta variante es importante a nivel de Bancos de Sangre, debido a que un individuo que
presente un fenotipo Rh D débil, debe ser considerado como Rh D positivo al ser donante
de sangre, mientras que al convertirse en receptor debe ser considerado como Rh D
negativo y de esta manera evitar problemas hemoliticos posteriores y/o aloinmunizacion.

(Buelvas, Mufiiz-Diaz y Le6n, 2014)

Estudios han determinado que la prevalencia del fenotipo D débil es del 0,2 al 1% en
personas caucasicas; esta prevalencia varia segun la raza y el mestizaje generado por

las migraciones. (Orlando y otros, 2015) (Sandler y otros, 2014)

En Ecuador no se ha determinado la prevalencia de personas portadoras del fenotipo D
débil ni su variacién a lo largo del tiempo, aspecto importante para que un Hemocentro
defina las necesidades transfusionales de la poblacion y las previsiones necesarias que

le permitan evitar aloinmunizaciones innecesarias. Otro aspecto a considerar es la
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relacion que existe entre el antigeno D débil y los antigeno C y E, pues la presencia de
estos fenotipos minimiza o enmascara la expresion fenotipica del antigeno D, por lo que
no es detectado por la prueba convencional del anti-D, y son tipificados errbneamente
como Rh D negativos (Orlando y otros, 2015). Todo esto se debe a la falta de informacion
respecto a la frecuencia de las diferentes variantes del antigeno D, y su relacion con los
antigenos Cy E.

Pregunta del Problema ¢ Cual es la frecuencia del antigeno D débil y su relacién con la
presencia de los antigenos C y E en donantes voluntarios de sangre que acuden al
Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana en Quito?

12



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del antigeno D débil y su relacion con los antigenos eritrocitarios
del sistema Rh “C y E”, en donantes voluntarios de sangre del Hemocentro de la Cruz

Roja Ecuatoriana durante los afios 2011-2014.

1.3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

o Establecer la frecuencia del antigeno Rh D negativo en donantes de sangre del

Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana durante los afios 2011-2014.

e Determinar la prevalencia del antigeno D débil en donantes de sangre que acuden al

Hemocentro de Cruz Roja durante los afios 2011-2014

e Relacionar la presencia del antigeno D negativo y D débil con la edad, género, y
procedencia de los donantes de sangre del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana

gque acudieron durante el periodo 2011-2014.

e Relacionar la presencia del antigeno D débil con la expresion fenotipica de los
antigenos C y E en donantes de sangre del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana

que acudieron durante el periodo 2011-2014.

e Determinar los posibles tipos del antigeno D débil de acuerdo a los fenotipos CDE/cde
en los donantes de sangre del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana que

acudieron durante el periodo 2011-2014

o Determinar la existencia de aloanticuerpos en donantes del Hemocentro de la Cruz

Roja Ecuatoriana tipificados como D débil durante el periodo 2011-2014.

1.3.3 LIMITACION DEL ESTUDIO

Una de las principales limitaciones del estudio constituye el no encontrar los datos
relevantes del donante requeridos en la investigacion, asi como no encontrar datos de

donantes tipificados como Rh D débil.
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CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 ANTECEDENTES

La identificacién de individuos portadores de variantes del antigeno D es una de las
obligaciones que asumen los Bancos de sangre y Hemocentro del pais, o un laboratorio
privado dedicado a realizar tipificaciones sanguineas; el uso de reactivos adecuados y
algoritmos establecidos permite realizar una tipificacion correcta de donantes y/o

pacientes portadores del antigeno D débil (AABB, 2012) (Benalcazar y Chiriboga, 2013)

Asi un paciente identificado como D débil o parcial, va a presentar una mayor
probabilidad de generar un anti-D, esto debido a que este antigeno posee una alteracion,
por lo que su identificacion previa es crucial para evitar una aloinmunizaciéon con graves
consecuencias, una de estas constituye reacciones postransfusionales graves que
pueden ocasionar hasta la muerte del receptor. (De Oliveira Cruz y otros, 2011) (Pham,

Roussel y otros, 2013)

Wang en el afio 2010, reportd discrepancias en la determinacién de las variantes de D.
En este estudio se encontré 11 casos discrepantes, confirmandose 10 de estos como Rh
D débil, obteniendo una prevalencia del 2,2%. Este estudio llegé a la conclusion que la
deteccidn del factor Rh no es sencillo, por lo que se requiere un estudio de la prevalencia
y su relacién con antigenos C y E. (Wang y otros, 2010). En Albania determinaron la
prevalencia de las variantes de D, en donde encontraron que el 10,86% y alrededor del
0,14% presentaba un Rh D negativo confirmado y un Rh D débil, respectivamente.
(Xhetani y otros, 2014) Mediante este estudio se determiné que esta poblacion presenta
una prevalencia baja de pacientes Rh D negativo y Rh D débil, esto permiti6 poner en
alerta al sistema de sangre para prever sus reservas de sangre en caso de emergencia.
Mientras que un estudio realizado en el afio 2014, encontr6 que la frecuencia del
antigeno D débil en la poblacion es del 3,2%, y que el 16,1% de estas muestras tenian
una reaccion positiva para en antigeno C y/o E, presentando una incidencia de 2,7 — 3%

de pacientes tipificados Rh D negativo con gen D positivo. (Orlando y otros, 2015)

Por otro lado Hussein en el 2013 indicé que 33 de 52 pacientes con talasemia, es decir el
63,5% generaron aloinmunizacion al ser transfundidos con sangre Rh D negativo sin

confirmar, presentandose una prevalencia del 0,2 al 5,23% de variantes de D, en
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muestras tipificadas como Rh D negativas. Por tal motivo el estudio de la prevalencia en
poblaciones mixtas por migraciones y mestizaje es importante. (Hussein & Teruya, 2013)

De acuerdo a la serologia obtenida en el estudio Pham y otros en el 2013, de los 748
individuos el 61,3% presentaba una variante de D de los cuales el 5,1% de pacientes
tenian el antigeno D débil. (Pham y otros, 2013). El estudio realizado en una poblacion
indigena, identific6 60 muestras con discrepancias en la tipificacion, de los cuales el
93,3% de estos presentaron variantes del antigeno D, el 12% presenté el antigeno D
débil y el 97% del total de muestras discrepantes presentaron el antigeno C, de acuerdo
a investigaciones se le ha identificado como antigeno cuya expresion fenotipica bloquea
la del antigeno D. (Kulkarni y otros, 2013)

Mientras que en un estudio realizado en Brasil en el 2011 por el mestizaje que presenta
su poblaciéon se encontré6 116 muestras con una prevalencia del 54,2% del antigeno D
débil, del cual 79 muestras presentaron el antigeno C, y 75 muestras presentaron el
antigeno E y solo 12 muestras presentaron el fenotipo Dce. En este estudio también
mencionan que hubo discrepancias al clasificar errbneamente como D parcial a muestras
que eran D débil, esto se debe a la capacidad de reaccién de las variantes de D y su
interaccion con los antigenos C y/o E. (Credidio y otros, 2011)

En el estudio realizado en Tunez en el afio 2013 se encontré que de 223 pacientes
tipificados como Rh D negativo el 1,8% de estos presentaron un antigeno D débil por
presencia del antigeno C mientras que el 97,755% presentd una supresion del antigeno
D. En el estudio se relacioné que el antigeno D débil de tipo 4 se muestra con mayor
frecuencia cuando el antigeno C esta presente. Por tanto se llegé a la conclusién que los
pacientes tipificados como Rh D negativos fueron tipificados erroneamente obteniendo
falsos positivos debido a la supresién del antigeno D por la presencia del antigeno C en

posicion trans. (Ouchari y otros, 2013)

2.1.2 Sistema Rh y sunomenclatura

El sistema Rh fue identificado por Levine y Stetson en 1939, actualmente se conoce
como un sistema de importancia clinica por su gran complejidad al poseer mas de 50
antigenos en la membrana del eritrocito, dentro de estos antigenos se encuentran el D, C
y E siendo estos altamente inmunogénicos; debido a que los aloanticuerpos estimulados
por estos antigenos son responsables de mas del 99% de reacciones postransfusional
(AABB, 2012). A lo largo de los afios se han utilizado varias nomenclaturas pero las mas

usadas son la de Fisher cuando se utiliza la escritura ordinaria y la de Weiner en el
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lenguaje oral, en el cual los haplotipos son identificados con las letras R y r, en donde la
R se usa para aquellos que producen antigenos D y la r para los que no lo producen. En
esta nomenclatura se coloca subindices y superindices para distinguir las diferentes
combinaciones con los antigenos C, c, E, e. Tabla N°1

Tabla N°1 Uso de lanomenclatura para el Sistema Rh

Nomenclatura de Nomenclatura de
Fisher Weiner
D Rhy
C Rh;
E Rh,
c rh’
e rh”
Ce Rh1/rh™
CE Rhz

Autor: Muiiiz Diaz
Fuente: Manual de Medicina transfusional, médulo 3.

2.1.3 Tipos de antigenos del Sistema Rh

Los antigenos del sistema Rh son codificados en el cromosoma 1 por los genes RHD y
RHCE, los que presentan una igualdad del 97% y una alta cercania; por lo que las
variantes del antigeno D probablemente son debidas a una supresiébn o mutacion en
dichos genes. De acuerdo a los patrones de herencia denominados “ligamiento total” se
hereda como una unidad o haplotipo los genes RHD y RHCE, sin embargo existen
circunstancias en la que estos genes codifican y producen proteinas diferentes, esto
ocurre debido al “efecto de posicidn”, este efecto cambia la expresion de un antigeno, si
el alelo esta en posicién “cis”=atraccion, o cuando los alelos se localizan en diferentes

cromosomas o posicion “trans” repulsién. (Buelvas, Mufiiz-Diaz y Leon, 2014)

La presencia del fenotipo D débil puede deberse a herencia o a la atenuacion del
antigeno D por la presencia del antigeno C o E en posicién trans con respecto al D.
(Moussa y otros, 2014) (AABB, 2012). En contraste, cuando se hereda el haplotipo dce o

dcE en posicion “cis” la expresion D es normal.
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2.1.4 Bases genéticas y estructurales del sistema Rh

En el cromosoma 1 existen dos genes homoélogos del brazo corto (1p34.3-1p36.1) que
codifican a los polipéptidos no glicosilados encargados de la expresiéon de los antigenos
del Rh, el primero es el gen RHD el cual determina la presencia de la proteina de
membrana que expresa el antigeno D en los glébulos rojos y el segundo es el gen RHCE
el cual determina la presencia de los antigenos C, c, E y e. (Flegel, 2011) Los productos
de los genes RHD y RHCE son proteinas de 417 aminoacidos, los cuales atraviesan la
membrana del eritrocito 12 veces y solo exhiben en el exterior una vuelta (loop) corta de
ramas de aminoacidos. Los polipéptidos son acidos grasos, los cuales no poseen
carbohidratos a diferencia de la mayoria de proteinas de los grupos sanguineos. (Flegel,
2011) Grafico N° 1

red blood cell surface

@ Aminoacidos que codifican para el antigeno C
@ Aminoécido que codifica para el antigeno E
@ Aminoécidos que codifican para el antigeno D parcial

@ Aminoacidos que codifican para el antigeno D débil
“.__.~ Elvestibulo Rh extracelular

-6- Los nueve exones limites en el ADNc de RHD

Cp Las sustituciones de aminoacidos que distinguen a
la RHCE de la proteina RhD

8' mutaciones
-

& 2% Loop

Gréafico N°1 Modelo de las proteinas Rh en la membrana del eritrocito

Autor: Flegel

Fuente: Molecular genetics and clinical applications for RH

El polipéptido D posee 32 y 35 aminodcidos, los cuales son reconocidos como extrafios
en personas Rh D negativo. Los antigenos C y c difieren en solo cuatro aminoacidos en
las posiciones 16, 60, 68, 103 de los cuales puede variar en la serina o prolina, mientras
que la presencia de alanina o prolina en la posiciébn 226 es la Unica caracteristica que

distingue la presencia de los antigenos E de los e. (Flegel, 2011)

Por otro lado la expresion del antigeno D débil se debe a una mutacion en sentido
erroneo en el gen RHD, por sustituciones de aminoacidos de tipo D débil que se
encuentran en los segmentos de las proteinas intracelulares y transmembranales y

agrupados en cuatro regiones de la proteina Rh. (Flegel, 2011).
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2.1.5 Caracteristicas del antigeno D negativo

El haplotipo negativo D se debe a una delecion homocigota del gen 10 RHD y con la
presencia de la caja Rhesus hibrida (Grafico N° 2.), aunque algunas personas poseen un
alelo RHD no funcional debido a una duplicacion de 37 pares de bases en el intrén 3-
enxon 4 limite, lo que provoca un desplazamiento del marco y la terminacién prematura

del codon, o a una mutacién sin sentido en el exén 6. (Flegel, 2011)

P N SMP1 RH
downstream Rhesus box
e EmYY - ancestral in mouse upstream Rhesus box
duplcat U ! AHD | RHCE
juplication
PN RHD SmP1 RHCE X unequal crossing over
— - I > — I
—>- e P D
upstream downstream
Rhesus box
RHD deletion
human
hybrid| - —
P N""sypi RHCE Riip negative '
50,000 bp hybrid Rhesus box RHD negative

Gréafico N°2: Deplecion del gen RHD

Autor: Flegel

Fuente: Molecular genetics and clinical applications for RH

Las personas con fenotipo Rh D negativo no presentan anticuerpos naturales contra el
antigeno D, por lo que al exponerse por primera vez a células Rh D positivo ya sea por
una transfusién sanguinea o por dar a luz a un bebé Rh D positivo, desarrollan
anticuerpos anti-D, los cuales no presentan efectos adversos en el primer contacto.
Cuando una persona Rh D negativo vuelve a exponerse a células Rh D positivo, la
persona presenta respuestas inmunes que pueden causar hemolisis severas y puede

llegar a darse un aborto. (Kim y otros, 2015).

2.1.6 Caracteristicas del antigeno D débil

Estudios moleculares del antigeno D débil han permitido determinar su gran
heterogeneidad y con ello una amplia variedad de fenotipos D de expresion débil.
(Buelvas, Mufiz-Diaz y Lebdn, 2014) La presencia de estos fenotipos ha ocasionado una
imposibilidad de establecer un protocolo de deteccion serologica en los Bancos de

Sangre que facilite la identificacion de todas las variedades de este antigeno.
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Hasta la actualidad se han identificado 70 alelos distintos del antigeno D, siendo el D
débil 1, el mas frecuente y el DEL conocido anteriormente como “Del” debido a la
extremada debilidad del antigeno D, es poco frecuente en poblaciones latinas, sin
embargo en las poblaciones asiaticas su frecuencia es del 30%. (Buelvas, Mufiiz-Diaz y
Leon, 2014) Para la nomenclatura de los fenotipos D débil se utilizaron nimeros arabicos,
asi los denominados “fenotipos 1 a 4” representan el 94% de todos los identificados en la
poblacion europea; sin embargo estos tipos se dividen también en subtipos asi el 4,2

conocido como DAR es comun en la raza negra africana (Mufiis Diaz, 2010)

El aporte de estudios moleculares también han permitido determinar que entre los
antigenos D débil y D parcial existe mas similitudes que diferencias; por muchos afios se
ha mantenido la creencia que Unicamente los D parciales estimulaban una
aloinmunizacion, publicaciones actuales relacionan casos de individuos con fenotipos D
débil como portadores de anti-D. También se ha confirmado que tanto los D parciales
como D débil son el resultados de mutaciones puntuales y no solo de recombinaciones, la

diferencia radica en si son cualitativas o cuantitativas (Mufis Diaz, 2010) Grafico N° 3.

Antigeno D Normal D Débil Variante D
Epitope: Normal Normal Mutados
Cantidad de Ag: Normal Reducida Normal o Reducida

Gréafico N°3: Caracteristicas de la presencia del antigeno D

Autor: Luciana Lameira

Fuente: Reunidn de expertos en Inmunohematologia

2.1.7 Tipos de Antigeno D débil

Una de las estrategias utilizadas en los laboratorios que realizan tipificaciones
sanguineas es la fenotipificacion del sistema Rh, es decir determinar la presencia de
antigenos C, E, c y e, conjuntamente con el uso de reactivos monoclonales (Mufiis Diaz,
2010)
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Esta determinacion puede predecir la presencia de antigenos D débil o D parciales. Asi:
los D débil de tipo 1 y 3 se asocian al fenotipo CDe (rl); el cDE (R2) lo asocian con el
fenotipo D débil 2 y 5. Y por udltimo el fenotipo cDe (Ro) con el tipo 4.1 y 4.2 conocido
como (DAR). Esta tipificacion seroldgica es una ayuda para orientar la clasificacion de un
antigeno D débil, sin embargo el siguiente paso es la confirmacion alélica mediante
metodologia molecular. (Mufiis Diaz, 2010).

2.1.8 Expresion del antigeno D débil y su relacién con los antigenos Cy E

El antigeno D es reconocido como el mas inmundgeno, seguido por los c y E, por lo que
en la actualidad en alguno paises se ha incluido la deteccion de todos los antigenos del
sistema Rh (D, C, ¢, E y e), con el Unico propésito de obtener sangre totalmente

compatible (Buelvas, Mufiiz-Diaz y Le6n, 2014)

La fenotipificacion del sistema Rh permitié establecer la diferencia existente entre
poblaciones y grupos étnicos, asi por ejemplo en la poblacién europea se identificé el
fenotipo DCe/ce, mientras que en las africanas es el DCE/ce, en Ecuador también se
establecié que el fenotipo mas comun es DCe/ce, seguido del CDE/ce. (Sojo & Chiriboga,
2013) La determinacién de los antigenos C y E tiene importancia en la presencia del
antigeno D débil, pues se ha identificado que la expresion del antigeno D es menor en
presencia de C; esto se determind al utilizar Citometria de flujo donde se concluy6 que la
expresion de este antigeno decrece ante la expresion de C, ¢, E y e; de la siguiente
manera: R2R2 (DcE/DckE) > R1R2 (DCe/DcE) > R1R1(DCe/DCe) > R2r(DcE/ce) >
R1r(DCe/ce). (Muiiis Diaz, 2010)

Los antigenos D débiles se caracterizan por una débil reacciébn con los reactivos
monoclonales por lo que deben ser llevados a la prueba de Coombs para potenciar la
reaccion y de esa manera clasificarlo como D positivo. Los alelos D débil tipo 1 y 3 estan
asociados a la expresion del antigeno C, en cambio el alelo débil tipo 2 esta asociado a la
expresion del antigeno E. (AABB, 2012) También se ha encontrado fenotipos D débil en
presencia de un alelo RH normal, es decir sin ninguna mutacion, esto se debe a un efecto
de posicion del Ce, en individuos con fenotipo ROr” (ce/Ce); R2r" (cE/Ce) y R1r" (CelCe).
Por lo tanto, es importante que los Bancos de Sangre identifiquen a los antigenos C, c, E

y e tanto en individuos con fenotipo Rh D negativo y positivo. (Geoff, 2013)
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Geoff en el 2013 menciona que se ha identificado el fenotipo DEL, el que es
erroneamente considerado como negativo al ser tipificado por metodologias rutinarias
debido a la expresién minima del antigeno en la superficie del eritrocito, este fenémeno
esté relacionado con la expresion concomitante del antigeno C y E, es decir suele ser
detectado en personas tipificadas como r'r (Celce) o r’r (cE/ce); este fenotipo es
frecuente en poblaciones asiaticas, siendo raro en las poblaciones caucéasicas. (Geoff,
2013).

2.1.9 Antigeno D débil y su respuesta inmune

La aloinmunizacién causada por anti-D se debe a que este antigeno presenta una alta
inmunogenicidad por la presencia de 10.000 a 30.000 sitios D por cada hematie, mientras
que los pacientes que poseen un antigeno D débil poseen menos de mil hasta 30 sitios D
por cada hematie. Es por tal motivo que un paciente Rh D negativo que sea transfundido
con sangre D débil puede generar un anti-D y por consiguiente una reaccion
transfusional. (Kérmdczi & Mayr, 2014)

El antigeno D débil es de tipo IgG y de naturaleza caliente por lo que las reacciones
transfusionales ocurren a la temperatura corporal, estas pueden ocurrir ya sea en el
momento de la transfusién o después de recibir un concentrado eritrocitario es por esto
que se dividen en inmediatas o tardias. (Kormoczi & Mayr, 2014) Los signos y sintomas
gue puede presentar un paciente no son especificos depende de la respuesta inmune
gue se genere, presentando diferentes reacciones como fiebre, sudoracién, vomitos,
ictericia, dolor lumbar, prurito, rubor, cianosis, taquicardia, taquipnea, diatesis

hemorragica e incluso situaciones de shock. (Bravo Lindoro, 2014).

2.1.9.1 Hipersensibilidad tipo Il causada por el antigeno D débil.

Cuando antigenos extrafios ingresan al torrente sanguineo y reaccionan con los
antigenos de los glébulos rojos propios del paciente se producen anticuerpos como
consecuencia de una respuesta inmune provocando dafio celular y generando la
liberacion de enzimas liticas como proteasas y radicales libres (AABB, 2014).

El complejo antigeno-anticuerpo formado activa el complemento el cual esta mediado por
los linfocitos NK vy la liberacion de sustancias vasodilatadoras como la histamina, con la
activacion del complemento se generan depdsitos de las fracciones C3b y C3bi en la

membrana celular y las células fagociticas que poseen receptores para los fragmentos,
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favoreciendo asi la union a la célula diana y su posterior lisis.(Abbas, Litchtman y Pillai,
2014)

Las principales causas de este tipo de hipersensibilidad son las reacciones
postransfusionales o la eritroblastosis fetal causados por los sistemas sanguineos en
especial del sistema Rh (Abbas, Litchtman y Pillai, 2014).

Los eritrocitos comienzan a ser destruidos en grandes cantidades por macréfagos
seguidamente se activan los linfocitos B con produccion de anticuerpos, esto provoca una
destruccién masiva de glébulos rojos tanto extrafios como propios, provocando que la
hemoglobina sea liberada en el torrente sanguineo, la ictericia aparece cuando existe una
hemolisis entre 300-500 ml de sangre dentro de las 24 horas, aumentando la bilirrubina
no conjugada, lo que provoca un descenso de esta en el plasma, mientras que la
hemoglobina restante es eliminado por los rifiones generando un dafio tubular. (AABB,
2012)

2.1.10 Método de deteccién de antigenos y aloanticuerpos del sistema Rh

En la actualidad las muestras de donantes que llegan a los Bancos de Sangre son
tipificadas con reactivos IgG o IgM salino o IgG quimicamente modificado, mientras que
las muestras provenientes de los pacientes que necesitan una transfusién sanguinea son
tipificadas con reactivos anti-D monoclonales que permitan una deteccion de primera

instancia y no en fase antiglobulinica. (Benalcazar & Chiriboga, 2013)

Las muestras ya sea de pacientes o de donantes que presentan aglutinacion frente al
reactivo utilizado en el Banco de Sangre son consideradas como Rh D positivo mientras
gue, las muestras de pacientes o donantes en la cual no presentan aglutinacién frente al

reactivo utilizado son tipificadas como Rh D negativo. (AABB, 2012)

Posterior a esto las muestras tipificadas en primera instancia como Rh D negativo se les
realizan la prueba de antiglobulina huma (AHG) y de acuerdo a los resultados obtenidos
es decir si aglutina o no, son clasificadas como Rh D débil o Rh D negativo
respectivamente. (Makroo y otros, 2010). A pesar de esta clasificacion y para evitar
posibles aloinmunizaciones pacientes que sean Rh D débil son considerados como Rh D
negativos; mientras que los donantes que posean este tipo de variante son considerados
como Rh D positivos, para evitar aloinmunizacién y reacciones postransfusionales
(AABB, 2012)
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Sin embargo en estudios realizados se ha determinado que existen varios tipos de
antigeno D débil, los cuales reaccionan de manera diferente con los reactivos utilizados;
por lo que se puede observar discrepancias en las determinaciones seroldgicas, siendo
este el motivo por lo que estas técnicas no son lo suficientemente atiles al momento de
identificar este tipo de antigenos. (Wang, Lane y Quillen, 2010). La recomendacion dada
por la AABB menciona que la técnica para la clasificacién correcta de pacientes Rh D
débil es por la técnica molecular. (AABB, 2012) Actualmente en el pais la técnica
molecular sigue siendo inalcanzable para los Bancos de Sangre por lo que se
recomienda que la tipificacion de aquellos pacientes Rh D débil sea realizada por lo
menos con dos reactivos diferentes, para evitar asi una respuesta inmune en aquellos

pacientes que necesitan terapia transfusional. (AABB, 2012) (Kabiri y otros, 2014).

2.1.10.1 Aglutinacion en tubo, reaccién antigeno-anticuerpo in vitro

La determinacién del antigeno D, C, ¢, E, e se basa en la presencia o ausencia del
antigeno en la membrana del eritrocito, evidenciada por una reaccién de aglutinacion, por
lo que para su identificacion se utilizan reactivos anti-D, anti-C, anti-c, anti-E y anti-e.
(AABB, 2012) (Arbeldez Garcia, 2009)

La aglutinacién se trata de la fijacién de los anticuerpos a los antigenos presentes en la
membrana del eritrocito, cuando estos estan fijados forman un red que permite la unién

de las células, evidenciando la reaccién. (AABB, 2012) (Arbelaez Garcia, 2009)

Pero este tipo de determinaciones va a depender de varios factores, entre estos se
encuentra la fuerza iénica en el cual en una reaccién in vitro los eritrocitos permanecen
distantes entre si, por la carga eléctria negativa que posee su membrana, la fuerza que
permite que los eritrocitos permanezcan separados se conoce como potencial zeta; esta
distancia es minima pero evita que moléculas pequefias de IgG se adhieran a las células
y que se produzca la aglutinacion, lo que no ocurre con las moléculas de IgM que al ser
mas grandes pueden unir los eritrocitos, provocando la aglutinacién. Para reducir el
potencial zeta y aumentar la velocidad de reaccion se utiliza una solucién de baja fuerza
ionica (LISS). (AABB, 2012) (Arbeldez Garcia, 2009)

Otro factor es la temperatura ya que podemos observar anticuerpos frios generalmente

de tipo IgM que reaccionan a temperaturas entre los 4 — 25 °C; por otro lado podemos

observar anticuerpos calientes generalmente de tipo IgG que reaccionan éptimamente a

temperatura de 37 °C, por lo que la incubacién es otro factor determinante ya que en
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tiempos cortos no se unan adecuadamente los anticuerpos, mientras que en tiempos
prolongados se podria disociar la unidon antigeno-anticuerpo. (AABB, 2012) (Arbeldez
Garcia, 2009)

El pH también influye en las reacciones de aglutinacion ya que el pH 6ptimo para las
reacciones es de 6,5 a 7,5, si tenemos pH muy alcalinos o muy basicos estas reacciones
se inhiben. La cantidad de anticuerpos y antigenos es de gran importancia, ya que si
tenemos mayor cantidad de anticuerpos la reaccion es mas fuerte, asi como una cantidad
excesiva de antigenos podria enmascarar la presencia de anticuerpos débiles, por lo que
se recomienda que la suspencién de globulos rojos sea entre en 2 — 5%. (AABB, 2012)
(Arbeldez Garcia, 2009)

La centrifugacién, lectura e interpretacion son los factores con mayor importancia ya que
se debe dar un resultado preciso; para lavar células se debe colocar 15 minutos en la
centrifuga y si se va a leer el resultado solo debemos colocar 15 segundos, posterior a
esto se debe observar el boton de gldbulos rojos en el fondo del tubo, mover suavemente
el tubo con la finalidad de desprender el boton y ver si aglutino o no. (AABB, 2012)
(Arbeldez Garcia, 2009).

2.1.10.2 Microaglutinacion o técnica en gel

El fundamento de la técnica en gel es la exclusién de los elementos sanguineos en una
matriz inmunolégica inerte, en el periodo de centrifugacion los glébulos rojos que no son
sensibilizados forman un sedimento o botén en el fondo del microtubo, mientras que los
glébulos rojos sensibilizados se distribuyen por el microtubo dependiendo de la fuerza de
reaccién, es asi que los glébulos rojos pueden encontrarse en la parte superior del

microtubo o estar disperso en el mismo. (Golffed, 2014)

Las tarjetas de gel pueden ser de gel neutro que posee NaCl, gel especifico que posee
una mezcla de gel y un antisuero especifico o gel de antiglobulina humana. Una de las
ventajas de la técnica en gel es que necesita volimenes pequefios es decir 50 ul de la

suspension de glébulos rojos y 25 ul de suero o plasma. (Golffed, 2014)

Este tipo de determinaciones depende mucho de mantener el orden al dispensar los

reactantes y sobre todo la forma de pipetear. Es asi que para dispensar la suspension de

glébulos se debe colocar a la pipeta en angulo de 45° y apuntando hacia la pared del

microtubo se colocan los 50 pl, mientras que para dispensar el suero o plasma se debe
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colocar la pipeta en posicién vertical y se colocara los 25 pl. De la misma forma es
importante respetar los tiempos y temperaturas de incubacion, asi como los tiempos y
velocidad de centrifugacién ya que si se alteran estas condiciones podriamos generar
falsos resultados. (Golffed, 2014)

Uno de los factores determinantes en esta técnica es la lectura de las tarjetas que puede
ser subjetiva, ya que depende de la fuerza de reaccion y del analista al diferenciar los
diferentes resultados positivos, por lo que es necesario que el personal que trabaje en el

area de inmunohematologia sea capacitado. (Golffed, 2014)

2.1.10.3 Deteccién de antigenos del sistema Rh por métodos de biologia
molecular.

Las pruebas moleculares se basan en un proceso enzimatico en donde se replican
fracciones especificas de ADN mediante ciclos repetidos de desnaturalizacion,
hibridacion y extension; esto nos permite caracterizar las bases genéticas de los grupos
sanguineos asi como desarrollar herramientas para el diagnéstico clinico aplicado en
inmunohematologia y en medicina transfusional mediante la identificacion de la varianza
genética exacta en relacion de la homocigosidad y a la heterocigosidad de una persona,
con la finalidad de garantizar la tipificacion exacta de donantes y pacientes que las
técnicas serolégicas habituales no podrian realizarlas. (Flegel, 2011) (Martinez-Alvarez y

otros, 2007) Gracias a las técnicas moleculares se ha logrado:

e Conocer las bases moleculares del haplotipo RhD negativo comin y sus
polimorfismos asociados con los antigenos Rh comunes, logrando asi prever el
riesgo de enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido.

e Conocer las bases moleculares de la expresion del epitopo del antigeno D en el
polipéptido RHCE.

o Determinar las diferencias moleculares entre los alelos D, D débiles, parciales y
DEL. (Flegel, 2011)

El enfoque de la terminacion de los antigenos Rh mediante técnicas moleculares es la
prevencion de la incompatibilidad de los grupos sanguineos con la finalidad de evitar

aloinmunizaciones y reacciones transfusionales.

En el estudio realizado por Kappler y sus colaboradores en el afio 2014 se utiliza un kit

para la identificacion de las variantes del Rh llamado RHCE and RHD BeadChipTM de la

casa comercial BioArray, este kit utiliza tecnologia eMAP el cual le permite estudiar las
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variaciones en la expresion del Rh en pacientes multitransfundidos, la identificacion de
polimorfismos del Rh clinicamente significativos que son indetectables por las técnicas
seroldgicas, investigacion en tipificaciones de reaccion débil, anticuerpos inesperados, y
sobre todo en las variaciones de reaccion producidas por los reactivos, determinacion
detallada de las variantes del Rh en mujeres embarazadas, y la realizacion de pruebas
selectivas sobre donantes/paciente. (BioArray Solutions, 2011) (Kappler-Gratias y otros,
2014) En este estudio se analizaron 280 muestras de donantes con una expresion
“‘normal” de RhD siendo tipificados como RhD positivo; las pruebas seroldgicas se
realizaron con dos reactivos monoclonales, IgG e IgM para el antigeno D y un reactivo
IgM para los antigenos C, c, E, e; estas muestras fueron analizadas molecularmente
permitiendo conocer que el 11% presentaba una variante del antigeno D, este tipo de
inconsistencias en las tipificaciones puede deberse a que las técnicas serolégicas
comunes no permiten detectar la expresion débil de los antigenos RHD y RHCE; por lo
gue los investigadores concluyeron que las técnicas moleculares para el andlisis de RHD
y RHCE son las que permiten la identificacion de los fenotipos raros del Rh, que en

técnicas serolbgicas pasarian inadvertidos.

Mientras que St-Louis y colaboradores analizaron 26 muestras las cuales presentaron
una reaccion débil del antigeno D, se determiné el fenotipo D mediante la técnica en tubo
por triplicado en donde se utilizaron diferentes reactivos anti-D, un reactivo gamma IgM +
IgG, un reactivo novaclone DBL IgM + IgG y un reactivo bioclono IgM + IgG policlonal, se
rastreé anticuerpos D mediante la técnica IAT en tarjeta en gel; para el andlisis molecular
se utilizaron cebadores especificos para cada parametro. En la técnica en tubo se
presentaron variaciones en la reaccion con los diferentes reactivos, presentando en la
mayoria de las muestras una reaccion de 1+ a 2+ con los reactivos gamma y novaclone,
mientras que en una sola muestra presento una reaccion de 3+. En el andlisis molecular
las 26 muestras presentaron polimorfismo, de las cuales 65,4% muestras dieron positivo
para el antigeno D débil tipo 42, 19,2% dieron positivo para el antigeno D débil tipo 1, el
3,8% dieron positivo para el antigeno D débil de tipo 2, el 3,8% dieron positivo para el
antigeno D débil de tipo 45y el 7,7% dieron positivo para DNBS. (St-Louis y otros, 2011)
Las técnicas moleculares nos permiten tener una mejor vision de todas las mutaciones, o
supresiones que nos permiten prevenir aloinmunizaciones por una transfusiébn no

compatible.
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2.1.11 Anticuerpos del sistema Rh

Los anticuerpos del sistema Rh son proteinas plasmaticas del tipo IgG, que se generan
debido a la respuesta inmune, ya sea por una transfusion incompatible o por el
embarazo, esto se debe a que el sistema Rh es el que presenta mayor inmunidad. (Kabiri
y otros, 2014)

Cuando un paciente carece en sus eritrocitos de todas las partes del mosaico del
antigeno D y se exponen a eritrocitos con el antigeno D completo, se producen
aloanticuerpos anti-D que estan dirigidos a uno o mas de los epitopos que faltan en el

eritrocito. (Kabiri y otros, 2014).

2.1.12 Enfermedad Hemolitica del Feto y del Recién Nacido asociada al

antigeno D Débil.

La enfermedad hemolitica del recién nacido se debe a una incompatibilidad sanguinea
materno fetal; esto se produce cuando la madre no posee en sus eritrocitos uno o mas
antigenos de los que posee la membrana del eritrocito de feto, generando una respuesta
inmune que en un primer embarazo existe la sensibilizacién la madre y en un segundo
embarazo la madre produce anticuerpos de tipo 1gG que pueden atravesar placenta,
estos anticuerpos reaccionan con los antigenos de la membrana de los eritrocitos del feto
formando un complejo antigeno — anticuerpo, provocando la hemdlisis. Los principales
causantes de esta inmunizacion son los sistemas ABO y Rh, siendo este ultimo el de
mayor importancia clinica; ya que posee los antigenos D y sus variantes, los antigenos C,

c, E y e; siendo el primero de mayor frecuencia. (Bennardello y otros, 2015).
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2.1.13 MARCO CONCEPTUAL

Aloanticuerpos: Son anticuerpos producidos por la reacciébn inmune causada por la

presencia de antigenos ajenos a los antigenos propios. (AABB, 2012)

Aloinmunizacién: Es una complicacion esperada de la transfusién incompatible en la
cual se producen anticuerpos contra antigenos diferentes a los propios; es frecuente en

pacientes multitransfundidos. (Branch, 2012)

Anticuerpo: Es una inmunoglobulina producida durante una respuesta inmune contra un
antigeno extrafio. (AABB, 2012)

Concentrado eritrocitario: Se lo conoce también como paquete globular, es un
concentrado de eritrocitos obtenido de la extraccion del plasma de sangre total. (AABB,
2012)

Diatesis hemorragica: Condicion de una persona que sangra de manera anémala

debido a un trastorno en la coagulacion de la sangre. (Miller, 2010)

Fenotipo: Es la expresion de una caracteristica fisica, bioldgica o fisiolégica la cual ha
sido heredada. (AABB, 2012)

Haplotipos: Alelos adyacentes que pueden encontrarse juntos en un segmento del

cromosoma. (Goldman & Schafer, 2013)

Hemolisis extravascular: Destruccion de eritrocitos principalmente en el bazo. (Green,
2011)

Evanescencia: Capacidad de desaparecer (AABB, 2012)

Enfermedad hemolitica del recién nacido: reaccion inmune producida por una

incompatibilidad sanguinea entre madre e hijo causada por el factor Rh. (Geoff, 2013)

Inmunizacién: Proteccion adquirida por la administracién de antigenos o anticuerpos
especificos. (AABB, 2012)
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Inmunogenicidad: Es la capacidad de un antigeno de provocar una respuesta inmune.
(Herrdez & Sanchez, 2012)

Mutaciones: alteracion que se produce en la estructura o niumero de genes y que es
transmitida a los descendientes. (AABB, 2012)

Reaccién transfusional inmediata: Signo o sintoma que presenta un paciente dentro de

las 24 horas a una transfusion sanguinea incompatible. (AABB, 2012)

Reaccion transfusional tardia: Signo o sintoma que presenta un paciente posterior a

las 24 horas de una transfusion sanguinea incompatible. (AABB, 2012)

Respuesta inmune: accién en la que el cuerpo reacciona y se defiende contra

sustancias que son extrafias. (Guzman, 2010)

Sensibilizacién: Es el estimulo que genera una respuesta inmune producido por un
antigeno extrafio. (AABB, 2012)

Supresién: Pérdida parcial o total de nucleétidos de una secuencia de ADN, alterando la

composicion del cromosoma. (Herrdez y Sanchez, 2012)
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CAPITULO 1l

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 Tipo de Estudio:

Estudio descriptivo transversal; descriptivo porque se recolectaron datos de variables que
buscan explorar algunas caracteristicas de la muestra y de corte transversal debido a que
se deseaba conocer todos los casos que presentan el antigeno D débil en un momento
dado, es un estudio retrospectivo porgue la informacién se obtuvo de un periodo anterior

a la presente fecha, comprendida entre los afios 2011 — 2014.

3.1.2 Muestreo, tamafio muestral y seleccion de unidad de muestra:

a) Tipo de muestro:

Muestreo aleatorio, revisién de datos de los reportes realizados desde el 2011 hasta el

2014 en el Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana.

b) Tamafo de Muestra:

Para el calculo del tamafio de muestra se utilizé la formula de poblacion finita.

N x Zl_ocz xXpxq
n = onde:
d2x (N-1)+ Z;_«%xpxq Dénde

N: tamafio de la poblacién
N: tamarfio de la muestra

: proporcién esperada
90000 * 1.96% % 0.5 * 0.5 p: prop p

™= 0.052% (120000 — 1) + 1.962 % 0.5 % 0.5 a: 1-p
d: precision del estudio 0,3%
Z...% nivel de confianza

n = 1067

Decision: al no conocer la frecuencia exacta de la presencia del antigeno D débil se
utilizé la férmula finita para determinar el n muestral en la cual se asumié una proporcion
esperada del 0,5, con un nivel de confianza del 95% y una precision del 3% obteniendo
un tamafio de muestra de 1067 registros por afio. Sin embargo y considerando el sub-

registro se toma la decision de revisar todos los registros obtenidos en cada afio.
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c) Criterios gue sustentan la eleccion de poblacién y muestra

e Criterios de inclusion: Se utilizaron los archivos que poseian todos los datos

requeridos en la investigacion.

e Criterios de exclusidon: Los archivos incompletos no se utilizaron en la

investigacion.

3.1.3 Analisis Estadistico:

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utiliz6 estadistica descriptiva
basandose en la aplicacion del software informatico SPSS Statistics version 22.0, esto
con la finalidad de presentar la frecuencia y la prevalencia de los antigenos D negativo y
D débil, para la relacién entre variables independientes se utiliz6 el andlisis de Chi-

cuadrado.

3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1 Variable dependiente: Frecuencia del antigeno D débil.

3.2.2 Variable independiente: Edad, género, procedencia, antigenos C y E.
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Operacionalizacion de Variables

Variable Definicion S . . . . . .
. Definicion operacional Dimension Indicador Escala Tipo de variable .
dependiente conceptual Técnica
Variante del antigeno D que . . . .
Frecuencia del antigeno | presenta un nimero reducido de Este_ fintlgeno se car_a,ctenza por su Presencia/ Frecuencia del antigeno D . —
o h reaccion de aglutinacién en la prueba - s Nominal Cualitativa
D débil. antigenos en la membrana del de antiglobulina humana Ausencia débil/Total de donantes Analisis de resultados
eritrocito. (AABB 2012) Y :
Variables Definicion S . . L . . .
. . Definicion operacional Dimension Indicador Escala Tipo de variable .
independientes conceptual Técnica
Porcentaje de donantes de 17-27
. A Rangos de edad: afios.
Tiempo de vida de una 17-27afios Porcentaje de donantes de 28-38
persona desde el momento = : 28-38afios afios . - ;
Edad en el que nacid hasta el Afios cumplidos 39- 49afios Porcentaje de donante de 39-49 Razon Cuantitativa Formulario del donante
momento 50-60 afios afos
Porcentaje de donantes de 50 a 60
afios.
Frecuencia de hombres / Total de
donantes
Diferenciacion de aspectos Frecuencia del antigeno D débil en
. . . . Hombre hombres/ Total de donantes . .
Género fisicos entre un hombre y Femenino-Masculino Mujer Frecuencia de mujeres / Total de Nominal Cualitativa Formulario de donantes
una mujer. donantes
Frecuencia del antigeno D débil en
mujeres/ Total de donantes
Porcentaje de donantes por
Lugar natal o de vivienda de . - provinclas. ’ "
Procedencia una persona por largo Lugar de origen del donantz de Provincia Frecuencia del antigeno D débil en Nominal Cualitativa Formulario de donantes
! sangre cada provincia
tiempo. Frecuencia del antigeno C y E por
provincia
. Uno de los antigenos del . . N Porcentaje de muestras tipificadas . P .
Antigenos C sistema Rh. Presencia del antigeno C Aglutinacion como RhD débil con fenotipo Cde. Nominal Cualitativo Registro de resultados
. Uno de los antigenos del . . Porcentaje de muestras tipificadas - - :
Antigeno E sistema Rh Presencia del antigenos E Aglutinacion como RhD débil con fenotipo cdE Nominal Cualitativo Registro de resultados
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3.3 PROCEDIMIENTO

Fase |: Autorizaciones

Se pidié la autorizacién para la realizacion de la investigacion a las autoridades del

Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana.

Fase Il: Validacion de la informacion

La informacién se analizé de acuerdo al protocolo de validacién de los registros de
McGraw-Hill, que constituyo la verificacién de los registros tanto en forma fisica como en
digital, los cuales se evaluaron todos los registros proporcionados corroborando la
existencia de todos los datos necesarios para la investigacion, se analizaron los registros
primarios y las bases de datos en el sistema del Hemocentro con la finalidad de encontrar

incongruencias entre los datos obtenidos. Para lo cual se realizé:

¢ Clasificacion de los registros primarios por mes y afio.

¢ Verificacion de los datos en el sistema: cddigo, numero de cédula, género, edad,
procedencia, grupo sanguineo, factor Rh, fenotipos del Rh, prueba Du vy
aloanticuerpos presentes en la base de datos de cada donante.

e Se eliminaron los registros de aquellos donantes que no eran ecuatorianos.

e Se eliminaron aquellos registros que presentaron incongruencia entre el cuaderno
utilizado en el area de Inmunohematologia y la base de datos electrénico.

e Aguellos datos que cumplieron con todos los parametros fueron validados y

recolectados en la base de datos.

Fase Ill: Base de datos

Se cre6 una base de datos en una hoja electrénica (Excel versiéon 2010) para la
informacién recolectada necesaria para la investigacion, esta base consta de la fecha de
donacion, el codigo utilizado en el Hemocentro, el nimero de cédula, edad, género,
procedencia, grupo sanguineo, factor Rh, fenotipos del Rh, prueba Du, y aloanticuerpos

del donante. (Anexo 1)

Fase IV: Recoleccion de lainformacion

Los datos se obtuvieron de los registros primarios es decir de los cuadernos utilizados en
el area de Inmunohematologia, previamente validados; mientras que los datos del
donante se recolectaron de la base de datos electronica del Hemocentro Nacional. Todos
los datos obtenidos en la investigacion fueron copiados en la hoja electronica (Excel

version 2010) que se cred para esta investigacion. (Anexo 2y 3)
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Fase V: Analisis de la informacion

Se analiz6 estadisticamente los datos obtenidos mediante el programa estadistico SPSS
V.020 en el cual se realizé un andlisis descriptivo.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

Descripcion de la Poblacion de Estudio

Se revisé un total de 461176 registros de donantes de sangre en las bases de datos del
Hemocentro de Cruz Roja Quito, determindndose su aumento al pasar de los afios.
(Gréfico N°4.1).

i Tota de donantes de sangre @ Afio

4 153447
2014

136972

2013

100132
2012

70625
2011

Grafico N° 4.1 Total de donantes de sangre por afio de captacion

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos del Hemocentro de Cruz Roja

El grafico muestra un aumento de donantes de sangre en el afio 2014

Del total de registros revisados se eligieron todos aquellos documentos que
correspondian a donantes de sangre identificados como Rh D negativos, estableciéndose
gue en los cuatro aflos existi6 un total de 9411 donantes de sangre tipificados

inicialmente como portadores del factor Rh D negativo.
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Se establecié que la frecuencia del género en la poblacion de donantes de sangre se
encuentra distribuida mayoritariamente por hombres que por mujeres. (Grafica N°4.2).

2014

2013

2012

2011

|

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

2011 2012 2013 2014
& Masculino 1051 1214 1737 1707
B Femenino 691 738 1172 1101

Gréfico N° 4.2 Total de donantes de sangre tipificados como Rh D negativos de
acuerdo al género

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos del Hemocentro de Cruz Roja

En el grafico se observa la distribucion de los donantes tipificados como Rh D negativos
de acuerdo al género.

Frecuencia del antigeno D negativo y débil en donantes de sangre durante
los afios 2011-2014.

En el andlisis de la prevalencia de donantes identificados como Rh D negativos en
relacion al afio de donacién, se establecid que existe un porcentaje cuyo rango varia
entre 1,8 a 2,5%. (Tabla N°4.1).

36



Tabla N° 4.1 Prevalencia de donantes de sangre tipificados como Rh D negativo

Total
Donantes Rh D

ARo negativo Porcentaje
2011 1742 2,5
2012 1952 1,9
2013 2909 2,1
2014 2808 1,8
Total 9411

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

La tabla muestra una prevalencia variable en cada afio revisado que llega hasta el 2,5%.

Del total de donantes identificados inicialmente como Rh D negativos 191 muestras
fueron confirmadas posteriormente como Rh D débil, es decir un 2,02% de prevalencia
del total de muestras, las cuales fueron consideradas como Rh D positivo para despachar
la pinta de sangre. Al analizar por afio se establecié que existe un rango de prevalencia
de 1,79% a 2,28%. La tabla muestra una prevalencia similar en los afios 2011, 2012 y
2014. (Tabla N°4.2).

Tabla N°4.2 Prevalencia de donantes de sangre tipificados como Rh D débil

Total
Donantes Rh D
Afo Débil Porcentaje
2011 35 2,01
2012 40 2,05
2013 52 1,79
2014 64 2,28
191

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

Relacion de la presencia del antigeno D negativo y débil con el género, edad
y procedencia de los donantes de sangre que acudieron durante el periodo
2011-2014.

Al analizar la frecuencia del antigeno D negativo y débil con el género se determiné que

existe una similitud en la distribucion de los dos antigenos, sin embargo es
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estadisticamente poco significativa. Los graficos muestran una distribucién del antigeno

Rh D en forma mayoritaria en hombres que en mujeres. (Grafico N°4.3 y 4.4) (Tabla

N°4.3). Estos resultados demuestran que el 39 y el 34% de la poblacién femenina tienen

riesgo de sufrir una aloinmunizacion durante un embarazo, debido a la falta de profilaxis,

por otro lado el mayor porcentaje de estos antigenos se encuentra en el sexo masculino

lo que representa un factor de riesgo ya que es la poblacién que dona con mayor

frecuencia,

innecesarias.

los cuales al ser mal tipificados podrian generar aloinmunizaciones

Femenino
39%

Masculino
61%

Femenino
34%

Masculino
66%

Grafico N°4.3 Distribucion porcentual del
antigeno D negativo de acuerdo al género

Autor: Catherine Gallegos

Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

Tabla N°4.3 Pruebas de chi-cuadrado: Género vs Variantes del antigeno D

Significacion | Significacion | Significacion
asintética exacta exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de a
2,776 1 ,096
Pearson
Razoén de
Lo 2,831 1 ,092
verosimilitud
Prueba exacta de
. ,100 ,055
Fisher
N de casos validos 9411

Autor: Catherine Gallegos

Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja
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También se analizé la procedencia de los donantes de sangre tipificados inicialmente
como Rh D negativos determindndose que procedian de 24 provincias ecuatorianas,
siendo la de mayor prevalencia la de Pichincha; seguida por la de Guayas, Manabi y Loja
durante los cuatros afios de estudio. La tabla muestra la frecuencia de donantes de
sangre identificados como Rh D negativos siendo las de menor prevalencia Galapagos
(0,04%), y las provincias del Oriente (0,07-0,09%) al no tener un mayor namero de
donantes que acuden al Hemocentro. (Tabla N°4.4).

Tabla N°4.4 Distribucién de donantes de sangre Rh D negativo de acuerdo a la
procedencia

Afios

Provincia 2011 % 2012 % 2013 % 2014 %
Azuay 10 0,57 14 0,72 20 0,69 56 1,99
Bolivar 19 1,09 20 1,02 22 0,76 29 1,03
Caiiar 2 0,11 5 0,26 6 0,21 11 0,39
Carchi 59 3,39 54 2,77 61 2,10 68 2,42
Chimborazo 24 1,38 18 0,92 30 1,03 45 1,60
Cotopaxi 37 2,12 21 1,08 65 2,23 71 2,53
El Oro 17 0,98 19 0,97 27 0,93 68 2,42
Esmeraldas 59 3,39 54 2,77 54 1,86 54 1,92
Galapagos 0,00 0,00 3 0,10 1 0,04
Guayas - Guayaquil 42 2,41 261 13,37 577 19,83 346 12,32
Imbabura 80 4,59 70 3,59 108 3,71 136 4,84
Loja 138 7,92 117 5,99 142 4,88 148 5,27
Los Rios 30 1,72 65 3,33 156 5,36 107 3,81
Manabi 118 6,77 216 11,07 211 7,25 252 8,97
Morona Santiago 1 0,06 1 0,05 3 0,10 6 0,21
Napo 4 0,23 2 0,10 1 0,03 0,00
Orellana 0,00 1 0,05 3 0,10 2 0,07
Pastaza 2 0,11 2 0,10 3 0,10 1 0,04
Pichincha 985 56,54 878 44,98 1165 40,05 1155 41,13
Santa Elena 0,00 1 0,05 5 0,17 4 0,14
Santo bomingo de los 57 327 69 353 95 327 104 3,70
Sucumbios 3 0,17 3 0,15 4 0,14 5 0,18
Tungurahua 52 2,99 56 2,87 140 4,81 130 4,63
Zamora Chinchipe 3 0,17 5 0,26 8 0,28 9 0,32
Total 1742 1952 2909 2808

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos del Hemocentro de Cruz Roja
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Del analisis de la procedencia de los donantes de sangre confirmados como Rh D débil
se identificO que procedian de 17 provincias ecuatorianas, siendo las de mayor
prevalencia la de Pichincha y Guayas. La tabla muestra la frecuencia de donantes de
sangre identificados como Rh D débil siendo 15 provincias las que exhiben una
prevalencia entre 0,52 a 44,23%. (Tabla N° 4.5).

Tabla N°4.5 Distribucion de donantes de sangre Rh D débil de acuerdo ala
procedencia

Afos

Provincia 2011 % 2012 % 2013 % 2014 %
Azuay - Cuenca 0 2 5 0,00 2 3,08
Bolivar 1 2,94 0 0,00 0,00
Carchi 2 5,88 1 2,5 1 1,92 1 1,54
Chimborazo 1 2,94 0 1 1,92 2 3,08
Cotopaxi 0,00 1 25 1 1,92 3 4,62
El Oro 1 2,94 2 5 1 1,92 2 3,08
Esmeraldas 3 8,82 1 25 2 3,85 2 3,08
Guayas - Guayaquil 1 2,94 5 12,5 12 23,08 12 18,46
Imbabura 1 2,94 2 5 0,00 3 4,62
Loja 4 11,76 5 12,5 3 5,77 6 9,23
Los Rios 0,00 3 7,5 5 9,62 3 4,62
Manabi 4 11,76 2 5 1 1,92 4 6,15
Morona Santiago 0,00 1 25 0,00 0,00
Pichincha 13 38,24 13 32,5 23 44,23 24 36,92
iggé%iizm'”go de los 1 2,94 2 5 1 1,92 0,00
Sucumbios 1 2,94 0 0,00 0,00
Tungurahua 1 2,94 0 1 1,92 1 1,54
Total 34 40 52 65

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos del Hemocentro de Cruz Roja
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El andlisis de la distribucion del antigeno D negativo y D débil en relacién a la edad se
establecié que se encuentran distribuidos en los grupos considerados en edad fértil 16 -
45 afos, sin existir diferencias significativas entre ellos. (Gréfico N°4.5-4.6)

56-74

5% \

46-55
13%

\

e

27%

16-25
36%

36-45
19%

Gréfico N°4.5 Distribucién porcentual del antigeno D negativo de acuerdo al grupo
etario

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

16-25
39%

27%

Gréfico N°4.6 Distribuciéon porcentual del antigeno D débil de acuerdo al grupo
etario

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja.
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Relacion de la presencia del antigeno D débil con la expresién fenotipica de
los antigenos C y E en donantes de sangre que acudieron durante el periodo

2011-2014.

El andlisis de los resultados permitié identificar que los fenotipo Rh D débil estan

relacionados mayoritariamente con el fenotipo C-c+E+e+ (39%) y C+c+E-e+ (32%).
p<0.005 (Gréfico N°4.7) (Tabla N°4.6)

C-c+E+e+
39%

C-ct+E+e-
1%

C+c+E+e+
6%

C-c+E-e+ _——=

16%

C+c+E-e+
32%

C+c-E-e+
6%

Gréafico N°4.7 Frecuencia del fenotipo Rh D-CDE con el antigeno D débil

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

El grafico muestra la distribucién de los fenotipos del sistema Rh-CDE en los donantes

confirmados como D" positivos.

Tabla N° 4.6 Pruebas de chi-cuadrado: Presencia D débil vs antigenos C/E

Significacién Significacion
asintética Significacion exacta
Valor gl (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 21,2477 1 ,000
Correccion de continuidad 11,258 1 ,001
Razon de verosimilitud 6,856 1 ,009
Prueba exacta de Fisher ,011 ,011
N de casos validos 9411

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja
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Al analizar los antigenos CDE por separado se identific6 que los mas frecuentes en
donantes con antigeno D débil son el c+ (24%); e+(25%). (Grafico N°4.8).

e+ 0%

C-
14%

c+
24%

12% c-
1%

Grafico N°4.8 Frecuencia de los antigenos CE/ce con el antigeno D débil

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

El grafico muestra la distribucion de los antigenos del sistema Rh-CDE en los donantes
confirmados como D" positivos.

Determinacion de los posibles tipos del antigeno D débil de acuerdo a los
fenotipos CDE/cde en los donantes de sangre que acudieron durante el
periodo 2011-2014

Del andlisis realizado de acuerdo a los resultados fenotipicos del sistema Rh se identificd
que el Rh D débil mas comudn en los donantes de sangre ecuatorianos es el tipo 2 y 5
(con una frecuencia de 40%) en el que se identificaron la existencia de homocigotos y
heterocigotos para el antigeno E/e; seguido por el Rh D débil de tipo 1 y 3 (con una
frecuencia de 37,3%) el que presenta la forma homocigota y heterocigota para el
antigeno C/c; mientras que el Rh D débil de tipo 4,1 - 4,2 (con una frecuencia de 16,3%)

es el mas escaso, este presenta el fenotipo homocigoto para los antigenos c/e.

Adicionalmente existe el fenotipo CcEe en 12 donantes tipificados como Rh D débil.
(Tabla N°4.7)
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Tabla N°4.7 Tipos de antigenos D débil de acuerdo a la clasificacion seroldgica de

Tipo de D

los fenotipos del sistema Rh

Tipificacién débil Heterocigoto Homocigoto Fenotipo Total Porcentaje
C+c+E+e+ CcEe Tipoly3 CcEe CDE/cDe 12 6,32%
C+c+E-e+ Ccee Tipoly3 C e CDe/cDe 60 37,371%
C+c-E-e+ CCee Tipoly3 C-e CDe/CDe 11
C-c+E+e+ ccEe Tipo2y5 Ee c cDE/cDe 75 40%
C-c+E+e- cCEE Tipo2y5 c-E cDE/cDE 1
C-c+E-e+ ccee Tipo 4,1-4,2 c-e cDe/cDe 31 16,32%

Autor: Catherine Gallegos

Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

El grafico muestra el tipo del antigeno D débil del sistema Rh-CDE en los donantes
confirmados como D" positivo (D débil)

Determinacion de la existencia de aloanticuerpos en donantes tipificados
como D negativos y D débil durante el periodo 2011-2014.

En el Ultimo pardmetro de analisis se establecié que un donante de sangre de género

femenino procedente de Morona Santiago confirmado como Rh D débil presentaba una

aloinmunizacion doble, es decir dos anticuerpos anti-D y anti-C.

En contraste, en los donantes que fueron confirmados como Rh D negativos se

establecio la existencia de aloinmunizacion por antigenos del sistema Rh-CDE asi: 156

presentaron una aloinmunizacién relacionada con el antigeno D (anti-D); 24 donantes

presentaron una doble aloanticuerpo (anti-D-anti-C); 1 donante presento (anti-D-anti-E) y
en 3 donantes fue identificado un anti-E. (Tabla N°4.8) (Grafico N°4.9)
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Tabla N°4.8 Presencia de aloinmunizacién en donantes tipificados como RhD
negativos y D débil

Donantes RhD negativos

Anticuerpos Total de donantes
anti-D 184
anti-D; anti-C 24
anti-D; anti-E 3

Donantes RhD débil
Aloanticuerpo Total de donantes
anti-D; anti-C 1

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

Anti-D;anti-E
[ 2

Anti-D; anti-C
11%

87%

Gréfico N°4.9 Porcentaje de aloinmunizacion por los antigenos del sistema RH-CDE

Autor: Catherine Gallegos
Fuente: Base de datos Hemocentro de Cruz Roja

El grafico muestra la distribucion porcentual de aloinmunizacion en donantes confirmados
como Rh D negativos.
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5 DISCUSION

El analisis de registros primarios en un proceso investigativo tiene la ventaja de obtener
informacién original, no abreviada ni traducida lo que la transforma en una fuente de
datos precisa. (Hernandez y otros, 2010) Sin embargo debe tenerse en cuenta la
confiabilidad de los datos obtenidos, en este estudio se revisaron un total de 461176
registros antes de elegir aquellos que permitirian medir las variables planteadas en cada
uno de los objetivos, es asi que se eligieron un total de 9411. Herndndez y sus
colaboradores mencionan que un aspecto dentro de la utilizacion de registros primarios
es la objetividad que evita que el investigador introduzca sesgo y tendencias durante la
obtencion de resultados bajo este criterio se eliminaron del estudio aquellos registros que
carecian de informacion o mostraban escritura defectuosa. Los registros elegidos
pertenecian exclusivamente a donantes tipificados inicialmente como RhD negativos.

(Hernandez y otros, 2010)

La poblacién estudiada se encontré formada mayoritariamente por hombres que mujeres
esto debido a los requisitos previos necesarios para donar sangre como son: niveles de
hematocrito y hemoglobina; de acuerdo al Manual de la OPS las donantes mujeres
disminuyen sus valores de hematocrito y hemoglobina durante el periodo menstrual por la
pérdida de aproximadamente 40-50 mL (OPS, 2009). De acuerdo al estudio realizado por
Torres, 2011 la tercera causa para el diferimiento de los donantes de sangre fueron los
valores bajos de hematocrito y hemoglobina (6,2%) (Torres Padilla, 2010), esto ocasiona

un numero menor de donantes femeninos.

La determinacion de la prevalencia del antigeno D negativo y débil en donantes de
sangre facilita a los bancos de sangre y Hemocentro los calculos del stock de sangre
disponible, en este estudio se establecié que la prevalencia del antigeno D negativo en
donantes de sangre fue entre 1,8 a 2,5% a lo largo de cuatro afos. El estudio realizado
en Albania identificé una prevalencia de 10,86% y en la poblacion caucasica fue del 15 al
17% (Xhetani y otros, 2014); sin embargo en la poblacion africana es entre el 3 a 7% y en
la Asiatica es menor al 1% (Martin y otros, 2013)

En relacién a la prevalencia del antigeno D débil se establecié que en los cuatro afios de
estudio existe entre 1,79 a 2,28% en donantes de sangre ecuatorianos tipificados
inicialmente como D negativos. De acuerdo a las investigaciones realizadas en poblacion
caucasica se establecié una prevalencia de este antigeno del 0,2-1,0% (Xhetani y otros,

2014) en contraste en la poblacion de Albania es del 0,14%, y en la africana es del
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1,55%. Estos datos demuestran la afirmacion dada por los investigadores que
manifiestan que las frecuencias y prevalencias de los antigenos eritrocitarios son

caracteristicos de cada poblacion o etnia.

El andlisis de la relacién del antigeno D negativo y D débil con el género y la edad no
existieron diferencias estadisticamente significativas p>0,005, encontrdndose distribuidos
equitativamente para cada variante del antigeno D, sin embargo es un dato que permite
establecer la probabilidad de aloinmunizacion ya sea a través del embarazo como
transfusiones sanguineas, estos célculos pueden ser realizados cuando se establece la
frecuencia de cada antigeno (Del Pedn-Hidalgo y otros, 2002) (Sojo y Chiriboga, 2013).
Adicionalmente estos datos permiten crear “regulaciones por ley’” como en el caso de
Alemania, Reino Unido, Francia y Holanda paises en los que se establecié el uso de
reactivos monoclonales de clase IgM que no aglutine variantes del antigeno D (Muiis
Diaz y otros, 2010); de esta manera en mujeres embarazadas y pacientes portadores de

antigeno D débil no aglutinaran y se evitara tipificaciones erradas.

En este estudio se determind la distribucion y frecuencia del antigeno D negativo en 24
provincias ecuatorianas siendo la de Pichincha la de mayor prevalencia con 56,54% en el
afo 2011, seguido de la de Guayas con 19,83% en el afio 2013 siendo las de menor
prevalencia Galapagos 0,04% vy el Oriente 0,07-0,10% en todos los afios de analisis en
contraste el estudio realizado en La Paz identific6 una prevalencia de 4,6% similar a la
de México que es del 4,1%, siendo Monterrey la de mayor prevalencia con el 7,7% (Del
Pebn-Hidalgo y otros, 2002). Los datos relacionados con el antigeno D débil muestran
que se encuentra distribuido en 17 provincias ecuatorianas al igual que el antigeno D
negativo es mas frecuente en la de Pichincha y Guayas, sin embargo en las provincias
restantes su frecuencia esta entre 2,94 al 8,82%, similar a otros estudios la distribucion
de los fenotipos del sistema Rh son tipicos de cada poblacién y etnia. (Mudis Diaz y
otros, 2010) (AABB, 2012)

Se analizé la presencia del antigeno D débil con la expresion fenotipica de los antigenos
“Clc” y “Ele” determinandose que se encuentran relacionados con el fenotipo c+e+ en un
24 a 25%, una de las estrategias tomadas en consideracién en los paises que no cuentan
con reactivos clasificadores o técnicas moleculares fue la introduccién de fenotipaje CDE
a todos los donantes portadores de este antigeno para la clasificacion del antigeno D
débil, asi determinaron que el fenotipo tipo 1 es el méas frecuente en la poblacion europea
mientras que en la peninsula ibérica el tipo 2 es el mas comun dentro de los individuos

portadores del fenotipo D débil, en contraste en la poblacion africana donde es mas
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frecuente el fenotipo D débil tipo 4 y 2 (Mufiis Diaz y otros, 2010), en el presente estudio
se establecié que los tipos mas comunes fueron el 2 y 5, seguidos del 1 y 3 cada uno
representados por fenotipos heterocigotos y homocigotos.

En el estudio realizado por Mota y sus colaboradores en Brasil en el afio 2012 se
determinaron por métodos serolégicos muestras de donantes tipificados como D negativo
y que al ser confirmados por métodos moleculares se identificaron a los verdaderos D
negativo y sus variantes, determinandose que existe un 0,8% de muestras errbneamente

tipificadas. (Mota y otros, 2012).

En este estudio se analizé la existencia de aloinmunizacion en la poblacion de estudio
identificAndose que una mujer confirmada como Rh D débil, la cual presenté una doble
aloinmunizacion (anti-D y anti-C), este dato es de suma importancia para el futuro manejo
de estos donantes especialmente cuando exista el requerimiento de transfusiones
sanguineas o en caso de embarazo. El estudio realizado por Al-Dughaishi y otro 2016,
afirma la importancia del estudio de la prevalencia del antigeno RhD negativo en mujeres
COMoO un importante proceso para evitar una aloinmunizacion durante el embarazo ya que
la informacién obtenida facilitaria el desarrollo de programas de tamizaje que les permita
identificar a los verdaderos RhD negativos. (Al-Dughaishi y otros, 2016)

Asi mismo el estudio realizado por Studni¢kova M y otros, menciona que la identificacion
de mujeres portadoras del factor RhD negativo, es de suma importancia ya que pueden
desarrollar un anticuerpo anti-D espontaneo antes del parto debido a una hemorragia
feto-materna, por lo que se debe realizarse examenes previos de identificacion
inequivoca del antigeno D y de anticuerpos irregulares tomando en cuenta que los
anticuerpos anti-D, anti-C y anti-K son de gran importancia en el desarrollo de la

denominada enfermedad hemolitica del recién nacido. (Studni¢kova y otros, 2016)

El andlisis de los datos permiti6 establecer que los donantes que fueron confirmados
como Rh D negativos presentaron aloinmunizacion con anticuerpos solos y combinados
asi: anti-D, anti-C y Anti-D, anti-C y el anticuerpo anti-E. De acuerdo a Farnault y otros, la
enfermedad hemolitica del recién nacido debida al anticuerpo anti-D ha disminuido en los
ultimos 10 afios por la introduccion del tratamiento con Rhogam, sin embargo existe un
aumento en la incidencia de casos debida a la produccion de otros anticuerpos como
anti-c y anti-E y en un 14% debido a la existencia de anticuerpos combinados. Farnault
reporta un caso de enfermedad hemolitica leve debida a anti-E complicada con
hiperbilirrubinemia que fue tratada a tiempo, pero la anemia en el recién nacido se

manifestd progresivamente hasta el mes de edad por lo que requiri6 un seguimiento
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continuo. Este hecho pone en evidencia la falta de un tratamiento profilactico para este
tipo de anticuerpos. (Farnault y otros, 2011)

La aloinmunizacién por el antigeno D no solamente es debida a la transfusion de
concentrado de glébulos rojos sino también a concentrados plaquetarios asi lo demostré
el estudio realizado por Joan Cid y otros, quienes identificaron una prevalencia del 1,44%,
su teoria indicaba tres posibilidades asi: la primera debido al paso de pequefias cantidad
de globulos rojos (D+) a receptores Rh D negativos; la segunda teoria enfocada a la
capacidad de respuesta inmune asi los pacientes (D-) que tenian contacto con
cantidades pequefias de D+ pero que eran inmunocompetentes desarrollaban
aloinmunizacion en el 80% de los casos y la ultima las técnicas y algoritmos de deteccién
son variadas y Unicas de cada centro de tipificacion, todo esto ocasiona diferencias
significativas en las posibles causas de produccién de aloanticuerpos, sin embargo es
claro que debe realizarse una adecuada e inequivoca identificacion del antigeno D y sus

variantes.
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CONCLUSIONES

®  Se determind que existe una prevalencia variante de donantes tipificados como

Rh (d) negativos a lo largo de cuatro afios pero que no superaba el 2,5%.

® La prevalencia de donantes confirmados como Rh (D) débil fue del 2,28% en el
ano 2014.

= | a distribucion del factor Rh (d) negativo en mujeres fue del 39%, mientras que
del antigeno D débil fue del 34%. En relacién al género masculino fue del 61 y
66% respectivamente, a pesar de esto se determind que no existe significancia

estadistica entre la presencia de estos antigenos y el género.

= El andlisis de la distribucién del antigeno D débil se establecié que se encuentra
en 17 provincias ecuatorianas, siendo la de Pichincha la de mayor prevalencia.

= Se establecio que el 39% de donantes entre 16-25 afios presentaron el antigeno
D débil y el 27% de donantes entre 26-35 afos.

® Se determind una relacion estadisticamente significativa del antigeno D débil con
los antigenos c, E, e (39%).

= Al analizar estadisticamente la relacion entre la frecuencia de los antigenos CDE
con el fenotipo D débil, se identificd que existe relacidon entre estas variables, de
esta manera se correlaciona con la teoria de que estos causan una disminucion
en la expresion del antigeno D.

®  De acuerdo a la fenotipificacion de los antigenos del sistema Rh se encontr6 que
el tipo D débil 2 (ccEe) y 4 (ccee) fueron los mas frecuentes.

®" En relacion a la aloinmunizacién se identific6 que 184 donantes presentaron
aloinmunizacién por el antigeno D y 27 donantes presentaron anticuerpos dobles
(anti-D; anti-C) (anti-D; anti-E). Comprobandose asi que existe aloinmunizacion en

donantes de sangre tipificados inicialmente como Rh (d) negativos.

50



RECOMENDACIONES

= Se recomienda que se establezca un algoritmo de deteccion del antigeno D tanto
en bancos de sangre como en laboratorios clinicos dedicados a esta actividad.

= Es indispensable que sea confirmada una tipificacibn que inicialmente fue
identificada como Rh (d) negativa por la probabilidad de que se trate de otra
variante del antigeno D.

= Es necesario establecer un esquema de deteccion del antigeno D en mujeres en
edad fértil, antes, durante y después del embarazo.

= Se debe mantener un estricto cuidado en el momento de una transfusion
sanguinea a pacientes con fenotipo Rh (d) negativo.

= Se debe establecer un sistema de identificacién para individuos tipificados como
Rh (D) débil especialmente al momento de que se conviertan en donantes de
sangre para que sus hemoderivados sean utilizados en pacientes Rh (D)
positivos.

= Se recomienda que en individuos tipificados como Rh (d) negativos se realice la
tipificacion de los antigenos CDE para de alguna manera alertar sobre la
posibilidad de ser portadores de una variante del antigeno D.

= Estos algoritmos de deteccion deben ser considerados por el Programa Nacional
de Sangre e incluidos en el Programa de Maternidad Gratuita.
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9 ANEXO

Anexo 1: Base de datos electronica
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Anexo 2: Documentos Fisicos
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Anexo 3: Base de datos electrdonica e-Delphyn del Hemocentro de la Cruz Roja
Ecuatorianay hoja electrénica creada para la recoleccion de datos.
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