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Una vision practica de las variantes D

El Sistema Rh: de los genes a las proteinas

El sistema Rh es el grupo sanguineo mas complejo y polimérfico de la membrana
del globulo rojo. Las proteinas Rh (RhD y RhCE) expresan numerosos antigenos, siendo
las determinantes D, C/c, E/e los epitopes de mayor inmunogenicidad. El sistema Rh
presenta gran interés clinico en Medicina Transfusional y Obstetricia debido a la
participacion de sus anticuerpos en los procesos de destruccion inmune de los eritrocitos.
Los antigenos Rh desempefian un papel central en las reacciones hemoliticas
transfusionales, en la inmunizacién de pacientes politransfundidos y en la patogénesis de
la Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal. Este grupo sanguineo eritrocitario esta formado
por 55 antigenos identificados por métodos serologicos y mas de 400 alelos definidos por
biologia molecular.?

Las proteinas RhD y RhCE estan codificadas por los genes RHD y RHCE
respectivamente. Estos genes, dispuestos en tandem y enfrentados por sus extremos 3’,
poseen un 92% de homologia y segregan como haplotipos con frecuencias caracteristicas
en los distintos grupos étnicos. Las proteinas Rh estan compuesta por una Unica cadena
polipeptidica de 417 residuos de aminoacidos y atraviesan la membrana eritrocitaria 12
veces formando 6 dominios extracelulares. La proteina RhD expresa el antigeno D
mientras que la proteina RhCE porta los antigenos C 6 ¢ en el segundo dominio
extracelular y los antigenos E 6 e en el cuarto dominio extracelular. Existen, por lo tanto,
cuatros variantes de la proteina RhCE en globulos rojos normales: RhCe, RhCE, RhcE y
Rhce.**

El gen RHD posee un alelo responsable del fenotipo D positivo (alelo RHD
convencional) y numerosas variantes alélicas que dan origen a los fenotipos D parcial, D
débil y DEL - denominados en conjunto fenotipos D variante - y a proteinas RhD que no
expresan epitopes D 0 no se ensamblan en la membrana eritrocitaria.>®
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Figura 1: Organizacion genética del locus RH y producto de sus genes.



Los individuos D positivos poseen uno o dos genes RHD por célula, mientras que,
en las personas de origen caucdsico, el fenotipo D negativo resulta, principalmente, de la
ausencia de este gen. El gen RHD esta flanqueado por cajas Rhesus, secuencias de ADN
altamente homdlogas cuyo anélisis es (til para investigar la cigosidad RHD.’
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Figura 2: El locus RH en individuos D+ y D-.

El antigeno D

El antigeno D es el mas inmunogénico de todos los antigenos del Sistema Rh,
seguido por c y E. Estd compuesto por un mosaico de epitopes (epD) expresados en los
dominios extracelulares de la proteina RhD que fueron originalmente definidos con
anticuerpos producidos por individuos D positivos que habian desarrollado anti-D.
Posteriormente, con el advenimiento de la ingenieria genética y el desarrollo de
anticuerpos monoclonales fue posible una mejor caracterizacion de los epitopes D. Se
han descripto modelos que proponen la presencia de 9 epitopes, 30 epitopes y 37
epitopes en el antigeno D. Si bien, el nUmero exacto de epitopes D no esta totalmente
definido, se ha demostrado que los mismos no son una simple secuencia lineal de
aminoacidos, sino que representan estructuras conformacionales, generadas por la
interaccibn de aminoacidos localizados en diferentes regiones de los dominios
extracelulares cuando la proteina RhD adquiere la estructura espacial terciaria correcta.®
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Figura 3: Epitopes D.



Variantes D

La determinacion del antigeno D se realiza rutinariamente utilizando anticuerpos
monoclonales. Las formulaciones comerciales consisten en reactivos compuestos por
anticuerpos dirigidos contra un Unico epitope D o mezclas de anticuerpos con
especificidades hacia diferentes epitopes D. Estos anticuerpos pueden ser IgM 0 IgG y se
deberan utilizar segun las especificaciones del fabricante. Cabe destacar que algunos
reactivos anti-D estan elaborados con anticuerpos policlonales de origen humano?*2,

La tipificacion de rutina permite clasificar a los individuos como D positivos
(aglutinados de 4+ o 3+) y D negativos (ausencia de aglutinacién). Cuando la reactividad
de la muestra no es la esperada, ya sea porque la reaccion de intensidad es inferior a lo
habitualmente observado para el fenotipo D positivo (aglutinados <2+) o bien por una
discordancia entre la reactividad de dos anticuerpos diferentes, los glébulos rojos poseen
un fenotipo D variante o, lo que es lo mismo, una variante D. También son portadores de
un fenotipo D variante los individuos en cuyos eritrocitos se detecta el antigeno D en fase
antiglobulina, es decir a través de la Prueba de Coombs Indirecta y aquellas personas que
siendo D positivas desarrollan un aloanticuerpo anti-D luego de un evento
inmunizante.>**
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Figura 4. Posibles fenotipos D obtenidos en la tipificacién de rutina.

Las variantes D comprenden un conjunto de expresiones heterogéneas y
aberrantes del antigeno D que pueden clasificarse como D débil y D parcial.
Ademas, dentro de las variantes D se encuentra el fenotipo DEL.

Los globulos rojos portadores de un fenotipo D débil poseen un menor niumero de
sitios antigénicos que los eritrocitos D positivos (variacion cuantitativa del antigeno D).
Histéricamente, se clasificaba como D débil a aquellos glébulos rojos en los que la
expresion del antigeno D era detectada por la Prueba de Coombs Indirecta. Actualmente,
esta clasificacion depende, en cierto modo, de la avidez de los reactivos que se utilizan
para la asignaciéon del fenotipo D. Generalmente, los globulos rojos con fenotipo D débil
presentan una reaccion de aglutinacion débil o negativa con anticuerpos anti-D
monoclonales en medio salino que se potencia en fase antiglobulina utilizando reactivos
anti-D de clase 1gG.»**



Los glébulos rojos con fenotipo D parcial se caracterizan por la ausencia de uno o
mas epitopes del antigeno D (variacion cualitativa y, en ocasiones, cuantitativa del
antigeno D). Los individuos con este fenotipo son capaces de producir aloanticuerpos
anti-D contra los epitopes ausentes tras una inmunizacion con hematies D positivos. El
fenotipo D parcial fue inicialmente clasificado en categorias en funcién de la presencia o
ausencia de 9 epitopes en la proteina RhD. Asi, se caracterizaron los fenotipos D parcial
categoria DIl hasta DVII con subdivisiones en algunos de ellos basadas en diferencias
serologicas muy sutiles. Posteriormente, surgieron nuevos fenotipos D parciales que han
sido denominados con diferentes siglas como DBT, DFR, DMH, DHAR, etc."%*
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Tablal: Epitopes expresados por diferentes fenotipos D parciales.

El fenotipo D parcial puede reaccionar de forma débil con los anticuerpos anti-D
pero también puede mostrar una reactividad equivalente a la de un fenotipo D normal (por
ejemplo, el fenotipo DIl o la variante DBT) e, incluso, puede observarse una
sobreexpresion del antigeno D o “D de expresion aumentada” (por ejemplo, el fenotipo
DIVa). El fenotipo DVI es el mas frecuente de todas las variantes D parciales reportadas.
Los glébulos rojos DVI carecen de la mayoria de los epitopes D, entre ellos el epD6/7, el
cual se caracteriza por ser altamente inmunogénico. El fenotipo DVI presenta gran
importancia clinica, ya que los individuos portadores de esta variante se inmunizan
facilmente tras el contacto con hematies D positivos. Los aloanticuerpos producidos por
individuos DVI estan implicados en reacciones hemoliticas transfusionales y pueden
provocar una Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal grave e, incluso, muerte neonatal. La
identificacion de este fenotipo en receptores es importante porque deben recibir sangre D
negativa para evitar la formacién de aloanticuerpos anti-D. Por esta misma razoén, las
mujeres embarazadas con fenotipo DVI deben recibir la profilaxis con gammaglobulina
anti-D. Por tal motivo, las formulaciones de reactivos para la tipificacion de rutina incluyen
anticuerpos anti-D obtenidos de clones que no detectan la variante DVI (reactivos aptos
para la tipificacion de pacientes y embarazadas) y anticuerpos anti-D obtenidos de clones
gue si reaccionan con esta variante (reactivos aptos para el estudio de donantes). De esta
manera se pretende que los pacientes y las gestantes portadores de esta variante sean
catalogados como D negativos mientras que los donantes sean tipificados como D
positivos.?



Los individuos portadores de un fenotipo DEL expresan una cantidad minima de
antigeno D en la membrana del glébulo rojo que no es suficiente para ser detectada
mediante los métodos serolégicos convencionales utilizados en la tipificacion de rutina.
Solo una pequeia cantidad de anti-D puede ser recuperada de hematies DEL utilizando
pruebas especializadas de adsorcion-elucion. Debido a la dificultad para identificar estos
fenotipos mediante las técnicas seroldgicas, la mayoria de los donantes portadores de
variantes DEL son tipificados errbneamente como D negativos, con el riesgo potencial de
inducir una aloinmunizacion en receptores D negativos. El fenotipo DEL esté fuertemente
asociado a la expresion concomitante del antigeno C o E, es decir suele detectarse,
generalmente, en individuos tipificados por los métodos de rutina como r'r o r’r.2

La dicotomia D débil / D parcial tiene, en realidad, limites confusos y
depende principalmente de la sensibilidad y avidez de los reactivos utilizados
para intentar establecer diferencias entre ambas variantes. Debido a la
dificultad que presenta la discriminacion serologica de estos fenotipos, se los
agrupa bajo la denominacion ‘“variantes D” o fenotipo “D variante”,
permitiendo asi una vision unitaria de los mismos.

Por lo expuesto anteriormente, es oportuno recordar que la tipificacion de rutina
del antigeno D presenta ciertas limitaciones:*®
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Figura 5: Limitaciones de la tipificacion D de rutina.

Interpretacion del fenotipo D variante

La interpretacion clinica del fenotipo D variante es diferente segun sea un
receptor, una embarazada o un donante de sangre la persona que esta siendo estudiada.

Pacientes y embarazadas: cuando la reactividad de las muestras no es la esperada, ya
sea porque las reacciones son de una intensidad inferior a lo habitual (<2+) o bien por una
discordancia entre la reactividad de distintos anticuerpos o porque el antigeno D ha sido
detectado en fase antiglobulina, es aconsejable adoptar la solucién méas favorable para el
paciente o la gestante, es decir catalogarlos como D negativos. Esta actitud permitira que
se realice la transfusion con hematies D negativos y que se administre la dosis profilactica
de gammaglobulina anti-D, respectivamente. De esta manera se protege al paciente de
una posible aloinmunizacién al no poder descartar un fenotipo D parcial.*>*%*’




Donantes: en la tipificacion de donantes, el fenotipo D variante debe ser catalogado como
D positivo ya que existe la posibilidad de que esa expresion disminuida del antigeno D
sea suficiente para desencadenar un evento de aloinmunizacion en pacientes D
negativos.*®

Bases moleculares del fenotipo D variante

Como se mencioné anteriormente, el gen RHD es muy polimérfico y posee mas
de 400 alelos descriptos por biologia molecular.’® Estos alelos surgen por diferentes
mecanismos moleculares, entre ellos:

- Sustituciones, deleciones o inserciones de uno o varios nucleotidos.
- Duplicaciones de varios nucle6tidos o exones.
- Conversion génica: transferencia de segmentos de ADN entre genes homologos.

Algunos alelos originan proteinas RhD “alteradas”, es decir diferentes a la
proteina RhD convencional, que expresan en forma débil el antigeno D. Por otro lado,
muchas variantes RHD son responsables de un fenotipo D negativo (alelos nulos) porque
la proteina originada pierde los epitopes D o es trunca y no se integra en la membrana del
globulo rojo. También, ciertas variantes alélicas son responsables de un fenotipo DEL
mientras que otras, si bien generan un fenotipo D positivo en la tipificacion de rutina son,
en realidad alelos D parciales.'®#

Segun la mutacion que porta el alelo y el efecto fenotipico al que conduce se han
descripto alelos D débiles, alelo D parciales, alelos DEL y alelos nulos.
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Figura 6: Polimorfismo del gen RHD.

En la siguiente tabla se muestran algunos de los mas de 400 alelos RHD.



DIl DHMi weak D type 1 weak D type 14 RHD*DEL1
DIl DHMii weak Dtype2  weak D type 15 RHD*DEL2
DIV DHO weak Dtype3  weak D type 16 RHD*DEL3
DV DHQ weak D type 4.0  weak D type 17 RHD*DEL4
DviI DHR weak D type 4.1 weak D type 18 RHD*DEL5
pvii DUR weak D type 4.2 weak D type 19 RHD*DEL6
DAR DMI weak D type 5 weak D type 20 RHD*DEL7
DAR-E DNAK weak Dtype 6  weak D type 21 RHD*DEL8
DAU DMH weak D type 7 weak D type 22 RHD*DEL9
DBS DNB weak D type 8 weak D type 23 RHD*DEL10
DCS DNS weak D type 9 weak D type 24 RHD*DEL11
DBU DNT weak D type 10 weak D type 25 RHD*DEL12
DB DNU weak D type 11 weak D type 26 RHD*DEL13
DFR DOL weak D type 12 weak D type 27 RHD*DEL14
DHAR DTO weak D type 13 weak D type 28 RHD*DEL15

Tabla2: Algunos alelos RHD.

Se han descrito numerosos alelos responsables de una expresion debil del
antigeno D, sin embargo, las variantes D débil tipo 1, D débil tipo 2, D débil
tipo 3 y D debil tipo 4 representan los alelos mas frecuentemente
encontrados en muestras D variantes de poblaciones caucasicas, superando,
en algunos casos, el 90%.

Genotipificacion del fenotipo D variante

Una de las aplicaciones mas relevantes de la genotipificacion RHD es la
deteccion del alelo responsable del fenotipo D variante. En este punto cabe preguntarse
cudl es el sentido de dicha deteccion, es decir, qué utilidad tiene determinar si un fenotipo
D variante es causado por un alelo D débil tipo 1, D débil tipo 59, DIV, DFR, etc. La
respuesta a esta pregunta surge de las evidencias clinicas disponibles:

Esta documentado en la literatura que los individuos con fenotipo D variante portadores
de los alelos D débil tipo 1, D débil tipo 2, D débil tipo 3, D débil tipo 4.0 y D débil tipo 4.1
no son susceptibles de desarrollar una aloinmunizacién hacia el antigeno D luego del
desaffo con eritrocitos D positivos.?*?’

Hasta el presente, no hay suficientes evidencias clinicas con respecto a otros alelos RHD.



Ergo, la genotipificacion del fenotipo D variante permite definir la conducta
transfusional y obstétrica. Los receptores de sangre y las gestantes portadores de un
fenotipo D variante originado por un alelo D débil tipo 1, D débil tipo 2, D débil tipo 3, D
débil tipo 4.0 6 D débil tipo 4.1 pueden ser catalogados como D positivos. Por lo tanto,
pueden ser transfundidos con unidades D positivas y no requieren la administracion de la
profilaxis anti-D. La confirmacion del caracter D positivo posibilitar4 aliviar el stock,
habitualmente mermado, de unidades D negativas, y en el caso de las pacientes
embarazadas permitira ahorrar la administracion innecesaria de gammaglobulina anti-D.
En aquellos pacientes en los cuales el fenotipo D variante es causado por otro alelo RHD
distinto a los mencionados anteriormente, la conducta recomendada es considerarlos D
negativos. Cabe destacar que en el caso de pacientes portadores del alelo D débil tipo
4.0, frecuentemente de descendencia africana, algunas consideraciones deben ser
tenidas en cuenta y, en ocasiones, se recomienda la transfusion con unidades D
negativas y la administracién de la inmunoprofilaxis.?®%

Como se mencioné anteriormente, los alelos RHD estan originados por cambios
de nucledtidos conocidos, por lo tanto, es posible identificarlos por métodos de Biologia
Molecular. La complejidad genética del Sistema Rh y el elevado numero de variantes
alélicas descriptas suponen un verdadero desafio para la genotipificacion RHD. Con
respecto a la caracterizacion molecular del fenotipo D variante, una estrategia
relativamente rapida y no muy costosa consiste en analizar solo la presencia de los alelos
D debil tipo 1, D deébil tipo 2, D débil tipo 3 y D débil tipo 4. Este abordaje, ademas de
cubrir aproximadamente el 90% de los alelos responsables de las variantes D, permite
identificar aquellas de mayor importancia clinica. En caso de detectar un alelo D débil tipo
4 cabria la posibilidad de continuar con el estudio para definir si se trata del subtipo D
débil 4.0 o D deébil 4.1. Es decir que, con una estrategia relativamente sencilla se puede
avanzar en la toma de decisiones médicas importantes.?®%°

En la siguiente figura se muestra un protocolo de tipificacion del antigeno D con
su interpretacion clinica.

Protocolo para la tipificacion RhD en pacientes y gestantes

Sandler et al. Transfusion 2015; 55(3): 680-689. Flegel et al. Transfusion 2020; 60(4):855-859.
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Conclusiones

Desde el punto de vista serologico, la vision unitaria del D débil y D parcial bajo el
fenotipo D variante ayuda a decidir la conducta transfusional y obstétrica en los pacientes
portadores de dicho fenotipo. Si la aglutinacién obtenida no se corresponde con la que
habitualmente presentan las muestras D positivas, se recomienda considerarla como D
negativa para proteger al paciente de una posible aloinmunizacion.

La Biologia Molecular permite identificar el alelo responsable del fenotipo D
variante y obrar en consecuencia segun la evidencia clinica disponible para cada alelo.
Teniendo en cuenta que aproximadamente el 90% de las variantes D pueden ser
consideradas como fenotipo D positivo, el impacto de la genotipificacion del fenotipo D
variante es contundente.
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