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Fenotipo D variante

Los individuos portadores de variantes D poseen una expresion heterogénea del
antigeno D en la membrana eritrocitaria. Estas variaciones pueden ser cualitativas o
cuantitativas. Los individuos portadores de variantes cualitativas son susceptibles de
desarrollar una aloinmunizacién hacia los epitopes ausentes del antigeno D cuando son
expuestos a eritrocitos D positivo. Sin embargo, los portadores de variantes cuantitativas no
se encuentran en riesgo de aloinmunizacion anti-D.12

Las expresiones aberrantes del antigeno D reciben, en conjunto, el nombre de
“variantes D” ya que su discriminacién seroldgica tiene limites confusos y depende
principalmente de la sensibilidad y avidez de los reactivos utilizados. Los estudios de biologia
molecular han sido fundamentales para el conocimiento de la complejidad genética
responsable de la generacion de las distintas variantes D. En caucasicos, aproximadamente el
1% de los individuos son portadores de alelos RHD que codifican para un fenotipo D variante,
mientras que en poblaciones africanas esta incidencia es mayor.12345

Las diferencias entre las variantes que tenian una expresion anémala del antigeno D
fueron establecidas considerando el concepto de epitopes D desarrollado a partir de la
produccion de anticuerpos monoclonales en la década de 1980.1

Las variantes cualitativas, caracterizadas por la ausencia de uno o mas epitopes del
antigeno D, son denominadas “D parcial”. Estos fenotipos D parcial, fueron clasificados
originalmente en categorias -II a VII- y éstas a su vez, en subcategorias en funcién de las
intensidades de hemaglutinacién observadas. Posteriormente surgieron nuevos fenotipos D
parcial que han sido denominados con diferentes siglas como DBT, DFR, entre otras. Los
eritrocitos portadores de estas variantes muestran patrones de aglutinacién con diferente
fuerza de reactividad cuando son analizados por serologia con reactivos anti-D monoclonales.
Algunos de estos fenotipos presentan reacciones de aglutinacion similares a los glébulos rojos
D positivo (Ej: DIlla, DBT), mientras que otros generan patrones de aglutinacién con menor
(Ej: DVII) o incluso mayor (Ej: DIVa) fuerza de reactividad que los glébulos rojos D positivo
normal. El fenotipo DVI, es el de mayor importancia clinica dentro de las variantes D con
fenotipo D parcial: su incidencia es del 0,02% en ingleses y estadounidenses, 0,03% en
australianos y 0,05% en holandeses. El fenotipo DVI es producto de alelos hibridos que se
originan por un evento de conversion génica entre los genes RH. Los globulos rojos
portadores de esta variante carecen de la mayoria de los epitopes D (epD1, 2, 5-8, segun el
modelo de los 9 epitopes), entre ellos el epD6/7, el cual se caracteriza por ser altamente

inmunogénico. Los aloanticuerpos producidos por individuos DVI pueden provocar



Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal grave e incluso la muerte neonatal. La identificacion de

este fenotipo en receptores es importante porque deben recibir sangre D negativo para evitar

la formacion de aloanticuerpos anti-D. Por esta misma razon, las embarazadas con fenotipo

DVI deben recibir la profilaxis con inmunoglobulina anti-D.167

En cambio, las variantes cuantitativas del antigeno D poseen un nimero menor de
sitios antigénicos por eritrocito comparado a un fenotipo D positivo normal y reciben el
nombre de “D débil”. Los glébulos rojos con este fenotipo presentan generalmente una
reaccion de aglutinacién débil con los anticuerpos monoclonales anti-D de clase I[gM en medio
salino que se potencia en fase antiglobulina utilizando reactivos anti-D de clase IgG. La
clasificacién de los distintos alelos en diferentes “tipos” se realiz6 en base a la mutacién
responsable de la expresion disminuida del antigeno D. Se han descripto mas de 140 alelos
responsables del fenotipo D débil, algunos de los cuales se dividen, a su vez, en varios
subtipos. A pesar de estar asociados a diferentes grados de debilidad estos tipos de D débil no
pueden ser distinguidos serolégicamente. Los fenotipos D débil tipo 1, 2 y 3 representan las
variantes mas frecuentes en poblaciones europeas, superando en conjunto el 80% de todos
los D débil. Se ha reportado que individuos portadores de estos fenotipos no son susceptibles
de aloinmunizacién anti-D ante un desafio con glébulos rojos D positivo.1245638

Las variantes D son originadas principalmente por algunos los siguientes eventos
moleculares?238:

- Cambios en uno o pocos nucleétidos en el gen RHD, con las consecuentes sustituciones de
aminoacidos (AAs) en la proteina RhD.

- Conversion génica, mediante la cual se producen genes hibridos donde un segmento del
gen RHD se sustituye por el mismo segmento correspondiente al gen RHCE. La seccién
recombinada puede consistir en una parte de un exén, todo un exoén, o varios exones del
gen RHCE.

- Duplicaciones de regiones exonicas e intronicas del gen RHD, que puede incluir exones
completos y/o parte de éstos, e intrones y/o segmentos intrénicos.

Entre los mecanismos moleculares que conducen al fenotipo D parcial podemos
mencionar a los intercambios de segmentos de ADN entre los genes RHDy RHCE que originan
alelos hibridos RHD-CE-D, sustituciones multiples de nucle6tidos que no involucran grandes
fragmentos de ADN y mutaciones de cambio de sentido. Estos eventos genéticos producen
tanto la pérdida o sustitucion de aminoacidos localizados en dominios extracelulares de la
proteina RhD, modificando la estructura tridimensional del antigeno D y, por lo tanto, algunos

epitopes antigénicos como asi también la formacion de nuevos epitopes. En la Tabla I se



muestran algunos ejemplos de fenotipos D parcial indicando el polimorfismo en el gen RHD

que los originan.128

Tabla 1. Bases moleculares de algunos fenotipos D parcial

Fenotipo Polimorfismo Alelo . Raclles 12345678910
involucrados
DIV tipo 5 Conversién génica RHD*DVL5 7,8,9 S AARRARRBAEM
DVI tipo 1 Conversién génica RHD*DVI. 1 4,5 +HHHHHHHH-
DVI tipo 2 Conversién génica RHD*DVL2 4,5,6 +HHHHHHHH
DVI tipo 3 Conversién génica RHD*DVIL3 3,4,5,6 S AARBRRRARRLRN
DVItipo 4 Conversion génica RHD*DVI.4 3,4,5 ‘H‘l‘!‘l‘""""‘
DVII Mutacion puntua}l de cambio RHD*DVIL1 2 ETTETTTETTS
de sentido
DFR Conversién génica RHD*DFR 4 +HHHHHHH

Los rectangulos color verde representan exones del gen RHCE 'y los azules exones del gen RHD. La linea roja
sefiala un SNP.

Flegel y col han reportado que los alelos D débil presentan mutaciones puntuales en
algunos exones responsables de sustituciones aminoacidicas en los dominios intracelulares o
transmembrana de la proteina RhD. Estos cambios modificarian la estructura secundaria y
terciaria del polipéptido RhD o alterarian su integracién a la membrana eritrocitaria, al
afectar la unién a los residuos de acido palmitico acetilados o al alterar la interaccién con la
glicoproteina RhAG. Estas modificaciones provocarian una disminucién en la expresién de los
epitopes D en la membrana celular de los glébulos rojos reduciendo la afinidad de los
anticuerpos especificos. Estos hallazgos han permitido establecer una clasificacién molecular
del fenotipo D débil basada en la mutacién responsable de la expresién disminuida del
antigeno D.° En la Tabla II se detallan las mutaciones puntales de los cuatro fenotipos D débil

mas frecuentes y su localizacién en la membrana eritrocitaria.

Tabla II. Fenotipos D débiles mas frecuentes

Fenotipo Cambio nucleotidico | Cambio aminoacidico | Exon | Localizacion
D débil tipo 1 c.809T>G p.Val270Gly 6 transmembrana
D débil tipo 2 ¢.1154G>C p.Gly385Ala 9 transmembrana
D débil tipo 3 c.8C>G p.Ser3Cys 1 intracelular
c.602C>G p.Thr201Arg 4 intracelular
D débil tipo 4.0 c.667T>G p.Phe223Val 5 transmembrana
c.819G>A sin cambio 6 --




Fenotipo DEL

Una expresion minima del antigeno D en la membrana eritrocitaria caracteriza a los
glébulos rojos de los individuos con fenotipo variante DEL. El niamero de epitopes D que
expresan los eritrocitos portadores de un fenotipo DEL varia entre 20 y 40 sitios antigénicos
por célula. En los estudios inmunohematoldgicos de rutina los donantes DEL son tipificados
erroneamente como D negativo debido a su escasa densidad antigénica. Solamente una
pequefa cantidad de anti-D puede ser recuperada de glébulos rojos DEL utilizando pruebas
especializadas de adsorcidn-elucion. La densidad de antigeno a veces esta en el limite entre un
fenotipo con expresion débil del antigeno D (pero detectada por métodos seroldgicos) y un
fenotipo DEL porque se observa una reacciéon muy débil en solucidn salina con algunos clones
IgM anti-D. Este patrén de reactividad dificulta, en ocasiones, la clasificacion de un fenotipo
variante como DEL.!

Mutaciones puntuales de cambio de sentido, cambios en los sitios de corte y empalme
del ARNm, recombinaciones homélogas, inserciones y deleciones de nucledtidos en la
secuencia codificante del gen RHD han sido reportados como los eventos genéticos
responsables de los fenotipos DEL. La identificacién de los polimorfismos que generan a estas
variantes es de fundamental importancia para la medicina transfusional, ya que se han
descrito algunos casos de inmunizacién anti-D en individuos D negativo transfundidos con
unidades DEL. Por otro lado, se ha reportado el desarrollo de aloanticuerpos anti-D después
de una transfusiéon o embarazo en pacientes DEL.1341011

Aproximadamente 50 alelos RAD son responsables de fenotipos DEL y casi todos estan
asociados a RHCE*Ce o RHCE*cE. Las variantes DEL son muy frecuentes en poblaciones
asiaticas -prevalencia 10-30% en donantes con fenotipo D negativo- donde mas del 95% de
los portadores de un fenotipo DEL poseen el alelo RHD*DEL1 (RHD(1227G>A)). En cambio,
en individuos caucasicos la detecciéon de alelos DEL es excepcional -0,1%-, siendo RHD*11
(RHD*885T) y RHD*DEL8E (RHD*IVS3+1G>A) las variantes mas frecuentes. En un estudio
previo realizado en nuestro pais, hemos detectado una prevalencia relativamente alta -4,39%-

del alelo RHD*DEL43 (RHD*46C), muy poco frecuente en otras poblaciones.810.11,12,13

Distribucion de alelos D débiles y D parciales en Argentina

Como se mencion6d anteriormente, el fenotipo D variante se caracteriza por una
expresion débil del antigeno D y es reconocido seroldogicamente a través de reacciones de
hemaglutinaciéon con antisueros anti-D que presentan intensidades menores a 3+. Algunos

fenotipos D variante son detectados so6lo en fase antiglobulina y otros por discrepancias en la



tipificacion RhD. Los estudios serolédgicos, en la mayoria de los casos, no permiten diferenciar
las variaciones cualitativas (fenotipo D parcial) de las cuantitativas (fenotipo D débil) de la
proteina RhD, siendo necesario recurrir a métodos de biologia molecular. Actualmente, se
considera que los individuos portadores de una expresion débil del antigeno D originada por
los alelos RHD*D débil tipo 1, 2 3, 4.0y 4.1 no producen anticuerpos anti-D.1415161718

En nuestro laboratorio hemos investigado las bases moleculares responsables del
fenotipo D variante en muestras de pacientes de nuestro pais. Se estudiaron 788 muestras de
sangre de pacientes o donantes portadores de una expresion débil del antigeno D utilizando

diferentes estrategias de biologia molecular. Se identificaron las siguientes variantes alélicas:

Tabla III. Alelos responsables de expresiones débiles del antigeno D

Alelo RHD n=788 Frecuencia
RHD*D débil tipo 1 208 26,39%
RHD*D débil tipo 2 204 25,88%
RHD*D débil tipo 3 75 9,51%
RHD*D débil tipo 4 124 15,74%
RHD*D débil tipo 5 3 0,38%
RHD*D débil tipo 6 1 0,13%
RHD*D débil tipo 8 1 0,13%

RHD*D débil tipo 15 3 0,38%
RHD*D débil tipo 45 1 0,13%
RHD*D débil tipo 48 3 0,38%
RHD*D débil tipo 59 17 2,16%
RHD*D débil tipo 64 1 0,13%
RHD*D débil tipo 93 58 7,36%
RHD*D débil tipo 119 1 0,13%
RHD*DVII 31 3,93%
RHD*DIV 3 0,38%
RHD*DV 3 0,38%
RHD*DVI 28 3,55%
RHD*DMH 3 0,38%
RHD*DFR-2 5 0,63%

RHD*325G 3 0,38%

RHD*763A 3 0,38%

RHD*764A 2 0,25%

RHD*911A 1 0,13%

RHD*437G 1 0,13%

RHD*DAU-4 1 0,13%
RHD*DAU-6 1 0,13%




RHD*DOL 1 0,13%

RHD*DLO 1 0,13%

RHD*DBS-1 1 0,13%

Figura 1. Distribucion de alelos responsables de expresiones débiles del antigeno D
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con fenotipo D variante analizadas son portadoras de alelos D débiles tipo 1, tipo 2y tipo 3. El
predominio de estos alelos, caracteristicos de caucasicos europeos, indica el aporte de esta
etnia al acervo genético de los individuos de nuestro pais. La caracterizaciéon molecular del
fenotipo D variante permite un mejor manejo de las unidades D negativo y un uso racional de

la profilaxis con IgG anti-D.

Distribucion de alelos DEL en Argentina

Los individuos con fenotipo D negativo resultan, principalmente, de la ausencia del gen
RHD debido a un evento de delecion, siendo las personas D negativo homocigotas para esta
delecién. Sin embargo, existen numerosas variantes alélicas responsables de un fenotipo D
negativo. Los alelos RAD nulos originan polipéptidos que no expresan epitopes D o no se
integran en la membrana eritrocitaria mientras que los alelos DEL codifican proteinas que
expresan una escasa cantidad de epitopes D que solo es detectada por técnicas seroldgicas
especializadas. Estos fenotipos estan fuertemente asociados a la expresion concomitante del
antigeno C o E en la proteina RhCE. Debido a la dificultad para identificar los fenotipos DEL,
los donantes portadores de variantes DEL son tipificados erroneamente como D negativo, con

el riesgo de inducir una aloinmunizacién en receptores D negativo.19.20.21,22,23



En nuestro laboratorio hemos caracterizado a nivel molecular las variantes alélicas
responsables de fenotipos D negativo. Se analizaron 1354 muestras D negativo portadoras de
los antigenos C y/o E utilizando diferentes estrategias de biologia molecular. Los estudios
realizados permitieron identificar 229 (16,91%) muestras D negativas portadoras de
secuencias génicas RHD especificas (D-/RHD+). En este grupo de muestras los estudios

moleculares permitieron caracterizar los siguientes alelos:

Tabla IV. Alelos presentes en muestras D-/RHD+, portadoras de Cy/o E

Alelo RHD n=229 Frecuencia
RHD*03N.01 109 47,60%
RHD*01N.75 33 14,41%
RHD*D(329T>C)-CE(3-9)-D 16 6,99%
RHD*01N.03 16 6,99%
Nulo RHD*01IN.41 4 1,75%
RHD*08N.01 3 1,31%
RHD*1001A 2 0,87%
RHD*01IN.07 3 0,44%
RHD*0IN.77 1 1,31%
RHD*DEL43 29 12,66%
RHD*11 7 3,05%
RHD*DEL44 2 0,87%
DEL
RHD*DEL8 2 0,87%
RHD*DEL26 1 0,44%
RHD*DEL30 1 0,44%

Figura 1. Distribucion de alelos presentes en muestras D-/RHD+, portadoras de Cy/o E
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Se encontroé que el 3,18% de individuos D negativo que expresan los antigenos Cy/o E
son portadores de alelos DEL. El conocimiento de las bases moleculares de estos alelos DEL
resulta fundamental para desarrollar estrategias de genotipificacion en individuos D negativo.

Esto evitara la transfusion de unidades DEL a pacientes con riesgo de aloinmunizacion.
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