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Introduccion

La busqueda de donantes raros es una de las tareas esenciales de los laboratorios de
inmunohematologia (1). Tener pacientes que requieran unidades raras es relativamente
poco comun, pero puede representar una de las situaciones mas estresantes a las que
se pueden enfrentar los bancos de sangre. Para satisfacer las necesidades de transfusién
de pacientes sensibilizados con fenotipos raros, el servicio debe tener una rutina bien
implementada para la busqueda de donantes raros, utilizando herramientas tanto
serolégicas como moleculares. Sin embargo, multiples factores audn dificultan la

identificacion de donantes raros en todo el mundo.

Para prepararse en la creacién de un banco de donantes raros se deben seguir algunos
pasos. El objetivo de este manuscrito es describir alternativas para buscar donantes
raros utilizando herramientas tanto serolégicas como moleculares, asi como discutir

algunos puntos importantes para que esta tarea tenga buenos rendimientos.

1- éQué debo buscar?

Un determinado fenotipo de eritrocitos se considera raro si presenta una frecuencia
inferior a 1:1.000 individuos. Hay dos tipos diferentes de donantes raros. El primero
comprende donantes que carecen de antigenos de alta frecuencia poblacional mientras
que el segundo corresponde a donantes con tipificacién negativa para multiples
antigenos eritrociticos de frecuencia poblacional intermedia. Un banco de donantes
raros debe incluir ambos tipos de donantes y las estrategias aplicadas para identificar

cada grupo difieren.



Los fenotipos considerados raros varian segun la ascendencia étnica de la poblacidn (2).
Mds comunmente Fy (ab-); Js (b)-; U-; Hy-, Jo(a)-; los fenotipos Fy3 se encuentran en
donantes de ascendencia africana. Por otro lado, se encuentran otros fenotipos en
donantes de origen étnico bastante diverso como Jk (ab-) (tailandeses); Ah (indios); Ge:-
2,-3,4 (melanesios), Jr(a)- (japoneses); Vel - (caucasicos) y Di(b)- (nativos americanos).
Esta informacién es importante para identificar el grupo de donantes a incluir en el

protocolo de busqueda, aumentando las probabilidades de identificar la rareza.

La Sociedad Internacional de Transfusidon de Sangre (ISBT) tiene un grupo de trabajo
dedicado a centralizar la informacion sobre donantes raros en todo el mundo. En una
importante publicacion de este equipo (3), se proporciond una descripcion de la
heterogeneidad de los fenotipos raros que necesitan los paises que actualmente
trabajan con donantes raros. En el texto se puede comprobar, que en paises de
poblacién mayoritariamente caucdsica, como Alemania, son dificiles de encontrar
fenotipos tipicamente asociados a ascendencia africana, como Fy (a-b-); U-; Gy (a—-);
Hy-; Jo(a-); Js (b-). Por otro lado, si nos fijamos en Sudafrica, los fenotipos mas dificiles
son totalmente diversos: Ge-; Lan-; Jk (a=b-), Lu:= 5; PP 1 P ~. El mensaje que nos deja
esta publicacion es que saber qué necesita una determinada poblacién es crucial para

establecer un buen programa de donantes raros.

El primer paso para seleccionar los fenotipos a buscar en una determinada ubicacion es
observar detenidamente las especificidades de los anticuerpos contra antigenos de alta
frecuencia que tienen los pacientes. Los antigenos implicados mas comunmente deben
ser los primeros en seleccionarse para el cribado serolégico o molecular. Ademas,

implementar una rutina de almacenamiento de sueros raros y convocar a los hermanos



de pacientes con anticuerpos raros para realizar el fenotipado/genotipado es una
estrategia importante en el programa de donantes raros. El segundo paso es evaluar el
origen étnico de la poblacién de pacientes multitransfundidos. En el caso de pacientes
con anemia de células falciformes (SCD), el objetivo debe ser conseguir fenotipos raros
de origen africano. Por otro lado, si la poblacién de pacientes mas transfundida y
aloinmunizada es de origen caucdsico o nativo americano, entonces el protocolo debe

modificarse en consecuencia.

2- éComo debo buscar donantes raros?

Métodos seroldgicos

Los antisueros comerciales no estdn disponibles para la mayoria de los antigenos de alta
frecuencia. Sin embargo, fenotipar de forma rutinaria parte de los donantes es crucial
para identificar algunos fenotipos raros. Hay algunos fenotipos negativos que pueden
identificarse utilizando antisueros comerciales convencionales como Fy (ab-); Jk (ab-);
Ss-; MN- y Kp (b)-. Otros pueden evaluarse mediante la identificacién de los antigenos
antitéticos de baja frecuencia usando antisueros comerciales (Di(a)+; Js (a)+; Kp (a)+;

K+).

El uso de sueros humanos también es posible y requiere un inventario de muestras
congeladas de pacientes que presenten anticuerpos. Es obligatorio validar estos datos
de entrada antes de utilizarlos en la rutina y lo mds importante, siempre se debe probar
un control positivo en paralelo. En caso de un resultado negativo, se requiere
confirmacién molecular para evitar resultados falsos negativos debido a variantes que

causan una baja expresion del antigeno.

Métodos moleculares



Existen multiples ensayos moleculares descritos para el genotipado de gldébulos rojos
gue pueden usarse para la busqueda de fenotipos raros. Sin embargo, un buen
programa de busqueda de donantes raros siempre debe incluir herramientas tanto
seroldgicas como moleculares para que sea rentable. No se recomienda genotipificar
aleatoriamente a los donantes de sangre para identificar la rareza a menos que los
recursos para el genotipado sean ilimitados. Si ese no es el caso, el flujo de trabajo mas

apropiado es comenzar con el fenotipado y luego pasar al genotipado.

Muchos laboratorios de inmunohematologia han utilizado durante décadas métodos
moleculares convencionales principalmente la reaccién en cadena de polimerasa alelo
especifica (Allele Specific (AS)-PCR siglas en inglés) y PCR de fragmentos de restriccion
de longitud polimérfica (Restriction Fragment Length Polymorphysm (RFLP)-PCR, siglas
en inglés) para genotipar todos los genes que codifican antigenos de gldbulos rojos.
Aunque los ensayos sélo permiten en la mayoria de los casos la genotipificacién de una
variacién genética por reaccion, estos métodos pueden estar indicados para la
confirmacién de fenotipos antigeno negativos identificados por serologia. Por ejemplo,
los casos sospechosos de fenotipo U se pueden confirmar y distinguir del fenotipo Uvar
mediante PCR convencional. Esto también es véalido para otras situaciones de fenotipos
antigeno negativos que deben confirmarse para excluir variantes que causan la
reduccion de la expresidon del antigeno, como Vel - y k-. La mayor ventaja de estos
métodos es que el costo es muy bajo y la infraestructura requerida para los ensayos es
bastante bdsica. Sin embargo, la limitacién en cuanto a muestras y antigenos evaluados

por reaccién es un inconveniente importante.



Las técnicas de matriz de ADN son una gran opcion para la busqueda de genotipos raros
(4,5). El principio de este método es la hibridacién de multiples sondas (oligonucledétidos
que codifican antigenos de gldbulos rojos) con el ADN estudiado. Se pueden analizar
multiples muestras y multiples alelos de glébulos rojos en cada lote y el tiempo prdctico
es mucho menor que el requerido para los métodos moleculares convencionales. Hasta
ahora, disponemos de algunas opciones comerciales de matrices de ADN para el
genotipado de glébulos rojos. Los mdas importantes son el HEA BeadChip ™ (Immucor,
EE. UU.) y BloodChip ™ (Grifols, Barcelona), ambos validados mediante multiples

estudios y que comprenden los antigenos de glébulos rojos clinicamente relevantes.
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Figura 1. Principio del método de matriz de ADN. Por Squidonius (discusién) - Trabajo propio
(Dominio publico original, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=39422948

La aplicacién mas racional de los métodos de matriz de ADN para buscar donantes raros
es utilizar los resultados serolégicos como criterio para seleccionar las muestras que se
van a analizar. En este sentido, seleccionar muestras de donantes autodeclarados

negros y con fenotipo de eritrocitos extendido sugestivo de esta ascendencia africana
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(ROr; Fy (a)-; Jk (b)-; S- o Fy (ab-)) para ADN. La prueba de matriz es una buena opcién
para identificar fenotipos raros como Hy-, Jo(a)-, Js (b)-. Por otro lado, si el objetivo es
identificar fenotipos raros identificados mas comunmente entre los caucasicos,
entonces los criterios fenotipicos extendidos deberian ser diferentes. En todos los casos,
realizar pruebas a los donantes repetidos de sangre es siempre la mejor estrategia para
aumentar las probabilidades de contar con el donante cuando se necesita una unidad
rara. Si el pais no tiene un porcentaje significativo de donantes recurrentes, entonces es
crucial la posibilidad de dedicar esfuerzos para mantener a los donantes raros después

de la identificacion.

Ademas de la matriz de ADN, la secuenciacion de ADN se puede utilizar para la busqueda
de fenotipos raros. Se han probado y validado diversas plataformas de secuenciacién de
nueva generacion (NGS) para genotipar antigenos de gldbulos rojos (6,7). Este método
permite la secuenciacion de multiples muestras por lote, aunque el desarrollo de canales
para el andlisis de los datos generados sigue siendo un desafio. Sin embargo,
considerando lo rapido que estdn disminuyendo los precios de la secuenciacién del
exoma o del genoma completo (Figura 2), se puede prever que, en el futuro, los bancos
de sangre tendran el genoma completo de los donantes y de ello se derivard la
identificacion de genotipos raros. Este futuro no estd tan lejos, ya que contamos con
canales dedicados a predecir fenotipos de gldébulos rojos a partir de datos de

secuenciacion del genoma completo (8).
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Figura 2. Costo por genoma, 2022. https://www.genome.gov/about-genomics/fact-
sheets/Sequencing-Human-Genome-cost

3- ¢Como debo cuidar mi banco de donantes raros?

Después de la identificacién de un donante raro, el banco de sangre puede congelar la
unidad correspondiente y descongelarla cuando sea necesario. El protocolo de
congelacion implica el uso de glicerol y requiere infraestructura para almacenar las
unidades congeladas. Lamentablemente, esta no es la realidad para muchos bancos de
sangre.

Una estrategia alternativa es crear un grupo de donantes raros en el banco de sangre y
establecer comunicacion directa con ellos. Esto comienza con informar al donante sobre
la rareza encontrada y las implicaciones que tiene. Es importante resaltar que este
donante solo debe donar sangre si se le solicita, para evitar situaciones en las que se
necesita la unidad rara pero el donante ha donado recientemente. También se
recomienda identificar a los hermanos de donantes raros y pedirles que se hagan la

prueba. Finalmente, inscribir a los donantes en un programa nacional o continental de
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donantes raros ayuda a centralizar las rarezas regionales y satisfacer las necesidades de

transfusidon de mdas pacientes.

4- Desafios

Uno de los factores mas relevantes que impacta negativamente en la blisqueda exitosa
de donantes raros es la disponibilidad de herramientas seroldgicas o moleculares para
identificar fenotipos raros, que es altamente heterogénea entre los paises (y a veces
incluso dentro de un pais en particular). En cuanto a los insumos serolégicos, sélo los
laboratorios de inmunohematologia con un alto nivel de experiencia cuentan con
antisueros humanos o comerciales dirigidos a antigenos de alta frecuencia disponibles
para tipificar a los donantes de forma rutinaria. Esto se ve agravado aun mas por la
escasez de consorcios internacionales para intercambiar sueros/glébulos rojos raros,
especialmente para los paises en desarrollo. En muchos paises, los ensayos moleculares,
como la matriz de ADN o la secuenciacién, todavia estan restringidos a unos pocos
laboratorios de referencia. En consecuencia, el nUmero de donantes raros identificados

estd por debajo de lo esperado.

Otro factor critico que limita la busqueda de donantes raros es la falta de protocolos
apropiados geograficamente, teniendo en cuenta el origen étnico de los donantes. Los
servicios deben contar con protocolos de identificacién de donantes raros claramente
descritos y los resultados deben ser monitoreados continuamente. Si no se aplican
protocolos, los costos asociados con la busqueda de donantes raros pueden resultar

inasequibles para muchos paises.



Finalmente, existe una gran diferencia entre identificar un fenotipo/genotipo raro y
tener efectivamente al donante raro disponible para una donacién una vez solicitada. La
congelacion de unidades de glébulos rojos raros es la mejor alternativa para garantizar
la disponibilidad del producto durante un periodo prolongado, pero lamentablemente
esto requiere experiencia técnica e infraestructura de laboratorio que no estan
disponibles en muchos lugares. Ademas, el transporte internacional de unidades raras
entre paises sigue siendo un desafio para algunos paises, especialmente considerando

los altos costos y la legislacidn local especifica.

5- Oportunidades
¢Cémo podemos identificar donantes raros y hacer que sus unidades estén disponibles
de manera mas efectiva? El primer paso es la educacion. La difusion de ejemplos
exitosos de identificacidon y registro de unidades y donantes raros, como el del American
Rare Donor Program (9) o el International Rare Donor Panel (10), ayuda a los centros de
inmunohematologia de todo el mundo a comenzar a implementar su busqueda local de
fenotipos raros. El segundo paso es aumentar la disponibilidad de herramientas
moleculares para el genotipado de glébulos rojos en los paises en desarrollo,
considerando que los costos asociados con el genotipado se estdn reduciendo
progresivamente y que esto puede aumentar la efectividad de la identificacion de
donantes raros. Y por ultimo (pero no menos importante), mejorar la colaboracién
internacional para registrar donantes raros y reducir las dificultades y retrasos asociados

con el transporte de unidades raras. jJuntos somos fuertes!
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