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INTRODUCCION

1. Grupos sanguineos humanos

Los sistemas de grupos sanguineos se definen como variaciones o polimorfismos
heredados en la superficie de células sanguineas. Estas variantes son codificadas por un gen o un
complejo de 2 o mas genes contiguos altamente homaélogos, denominados haplotipos, que se
transmiten independientemente durante la meiosis de una generacién a la siguiente (1,2).

Los antigenos de los grupos sanguineos son estructuras polimérficas presentes en las proteinas,
las glicoproteinas y los glicolipidos de la membrana del GR y son reconocidos por aloanticuerpos.
Aunque es posible detectar polimorfismos presentes en el ADN mediante técnicas de biologia
molecular y teniendo en cuenta todas las estructuras presentes en la membrana eritrocitaria,
solamente se consideran “grupos sanguineos” a los reconocidos por un aloanticuerpo. Las

determinantes antigénicas de los grupos sanguineos estan formadas por:
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v’ Carbohidratos: unién de estas moléculas a precursores presentes en glicoproteinas o
glicolipidos, catalizada por la accion de glicosiltransferasas presentes en la membrana del
aparato de Golgi (por ejemplo ABO, Hh, Lewis, I/i, P1, P/Pk, Cad/Sd?) (3, 4).

v’ Estructuras proteicas: representan productos directos de los genes de grupo sanguineo

(por ejemplo Banda 3, RhD/RhCE, MNS, K/k, Fy?/FK®, 1k3/1k?) (3, 4).

Las funciones que desempefian estas moléculas son heterogéneas: transportadores de
membrana, moléculas de adhesidon y receptores, enzimas, glicoproteinas reguladoras del
complemento, componentes estructurales del citoesqueleto y del glicocalix (4, 5). Hasta la
actualidad se han definido mds de 300 antigenos que codifican 35 sistemas de grupos
sanguineos reconocidos por el Comité de Terminologia de Antigenos de Superficie de Glébulos

Rojos, perteneciente a la Sociedad Internacional de Transfusion Sanguinea (ISBT) (6, 7).

2. Sistema Rh

El sistema Rh (ISBT- 004 — RH) (7) es el grupo sanguineo mas complejo y polimérfico de la
membrana eritrocitaria. Presenta un gran interés clinico en Medicina Transfusional, Obstetricia y
Hematologia, debido a la participacion de sus anticuerpos en los procesos de destruccion
inmune de los glébulos rojos (GRs). Los antigenos Rh desempefian un papel central en las
reacciones hemoliticas transfusionales, en la inmunizacién de pacientes politransfundidos, en la
patogénesis de la Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal (EHFN) y en algunas Anemias
Hemoliticas Autoinmunes (AHAI) (8).

Este sistema de grupo sanguineo actualmente estd compuesto por 54 antigenos
identificados con anticuerpos especificos. La complejidad del sistema Rh también se evidencia en
su estructura molecular, ya que se han definido mas de 250 alelos de importancia clinica (9). Los
epitopes D, C, ¢, E y e constituyen el grupo de antigenos principales del sistema Rh y son
responsables, debido a su elevada inmunogenicidad, de la mayoria de los anticuerpos
clinicamente significativos que se identifican en la practica transfusional y obstétrica (4-6,10-14).
Los antigenos del sistema Rh sélo se encuentran en humanos y algunos primates y se expresan
Unicamente en la membrana de los hematies y en las células precursoras de estirpe eritroide

(15).
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2.1. Historia del sistema Rh

El sistema Rh fue identificado en 1939 luego de la descripcidn del sistema ABO en el aio
1900. Su descubrimiento, o la autoria del mismo, resulté controvertida durante algunos afos
debido a la confusién generada entre éste y el que hoy en dia se conoce como sistema
Landsteiner-Wiener (LW).

En 1939 Levine y Stetson estudiaron la reaccion hemolitica sufrida por una mujer que
habia sido transfundida con sangre ABO compatible de su esposo y que previamente habia dado
a luz a un feto muerto. Los investigadores hallaron, en el suero materno, anticuerpos que
aglutinaban los GRs del 80% de la poblacion ABO compatible escogida al azar, incluidos los del
esposo. Los cientificos atribuyeron la incompatibilidad transfusional a la presencia en la madre
de un anticuerpo formado por inmunizacién a un antigeno fetal, el cual era heredado del padre.
Este anticuerpo fue el responsable de la reaccion frente a los GRs del esposo asi como también
del cuadro clinico desarrollado por su hijo, el que hoy se conoce como EHFN (16).

En 1940 Landsteiner y Wiener aislaron anticuerpos generados por conejos y cobayos
inmunizados con sangre de mono Macacus rhesus, los cuales aglutinaban no solo los eritrocitos
de mono sino también el 85% de los GRs humanos. Los individuos cuyos eritrocitos eran
aglutinados por el suero anti-rhesus se clasificaron como Rh positivo, y el 15% restante, como Rh
negativo. En ese momento, los investigadores creyeron que éste era el mismo anticuerpo
descripto en el caso de Levine un afio antes, y consideraron que los anticuerpos de origen animal
y humano identificaban un mismo factor presente en los eritrocitos humanos y de monos. Al
nuevo antigeno lo llamaron factor Rh. El motivo de la confusion fue que el anticuerpo hallado
por Landsteiner y Wiener reacciona con GRs que en la actualidad se los clasifica como D positivo
y también con los D negativo, pero preferentemente con los primeros. Al diluir el suero para
eliminar la reactividad anti-especie, la Unica reaccién que persistia era con los eritrocitos D
positivo creando la falsa impresion de que ésta era la especificidad del anticuerpo (17). Hasta
1961 no quedé completamente aclarada dicha confusidn. Se necesitaron casi 20 afos para que
Levine y col. demostraran que el anticuerpo de origen humano y el anticuerpo anti-rhesus de
origen animal no reaccionaban con el mismo antigeno. Sin embargo, en aguel momento ya se
habia extendido tanto el término Rh en la prdctica transfusional que resultaba imposible
modificarlo. Levine sugirié entonces dar el nombre de anti-LW al anticuerpo anti-rhesus de
conejo, en honor a sus descubridores (18). Hoy en dia se sabe que se trata de dos sistemas

genéticamente independientes, cuyos antigenos son reconocidos por anticuerpos diferentes
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(19). El anticuerpo humano descubierto por Levine y Stetson esta dirigido contra el antigeno “D”
del sistema Rh. En la practica médica, el término “Rh positivo” y “Rh negativo” sigue definiendo
la presencia o ausencia del antigeno D en un individuo.

A mediados de los afios cuarenta cuatro antigenos mas fueron identificados, dos pares de
antigenos antitéticos (C/c y E/e) estrechamente relacionados entre si y a su vez con el antigeno
D.

A finales de los ainos ochenta se consiguid el aislamiento a gran escala de las proteinas Rh
por cromatografia seguido de la secuenciacidén de la regién N-terminal. Este hecho permitié en
1990 la clonacién del gen RHCE en Francia (20), y dos afios después, la clonacién del gen RHD
(21). La definicidn de los diferentes alelos responsables de los antigenos Co cy E 6 e se completd
en 1994 (22).

Durante los ultimos 20 afios han sucedido diversos hallazgos en cuanto a la variabilidad
genética del locus RH, los cuales han contribuido a la descripcion de numerosos alelos. Los
estudios en diferentes poblaciones han puesto de manifiesto las distintas prevalencias de estos
alelos con las consiguientes implicancias clinicas, tanto en la practica transfusional, como en el

control inmunohematoldgico de las embarazadas.

2.2. Genética del sistema Rh

Segun la teoria propuesta por Fisher y Race (23) en 1943, el sistema Rh estaria
compuesto por 3 genes estrechamente ligados, cada uno con dos alelos. Los productos de estos
genes serian los antigenos D/d, C/c y E/e. Los tres loci estarian estrechamente ligados en cada
cromosoma formando los haplotipos Dce, Dce, DCE, DcE, dce, dCe, dcE y dCE que se transmiten
de una generacion a otra como una unidad o complejo génico. Cada gen controlaria la presencia
del antigeno correspondiente en los eritrocitos.

Wiener (24) propuso en 1951 que la herencia del sistema Rh dependeria de un solo gen
con multiples alelos. Cada gen produciria un antigeno sobre el cual podrian identificarse varios
factores, capaces de reaccionar con los anticuerpos especificos.

Estas dos teorias permiten interpretar los hallazgos del Laboratorio Inmunohematolégico,
pero proponen dos nomenclaturas distintas para un mismo sistema y no son suficientes para
explicar el elevado polimorfismo asociado al sistema Rh.

Con la intencion de facilitar la comunicacién, Rosenfield (25) propuso en 1962 una

nomenclatura de tipo numérico independiente de la genética del sistema Rh. En esta
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nomenclatura, cada antigeno es identificado con un nimero asignado previamente al antisuero
con el cual reacciona. De tal manera, para expresar un determinado fenotipo, el simbolo Rh es
seguido por el numero del antisuero utilizado, demostrando asi la reaccidon positiva y la
presencia del antigeno. En el caso de una reaccién negativa, se anota el nimero del antisuero
precedido de un signo menos.

En 1986, Tippet (26) propuso un modelo que, aunque no totalmente correcto, se
aproximaba mucho a lo que actualmente se conoce. Formuld la teoria sobre la existencia de dos
loci estrechamente relacionados: D y CcEe, con dos alelos en el primer locus: D y no D, y cuatro
alelos en el segundo locus, CcEe, que incluyen ce, Ce, cE y CE. Si exceptuamos la falla con
respecto a la existencia de un antigeno no D (o d) el resto del modelo coincide con el que
posteriormente fue demostrado por Colin y col en 1990 (27). Estos ultimos investigadores
demostraron la presencia de dos genes altamente homdlogos con similar organizacién molecular
en el genoma de individuos D positivo que denominaron RHD y RHCE. También reportaron que
en el locus RH de individuos D negativo solo se encuentra el gen RHCE. La ausencia del gen RHD
en el genoma de individuos D negativo se confirmé después por clonado del mismo (21, 28, 29).
Estudios moleculares posteriores permitieron demostrar que un individuo RHD positivo es
portador de ambos genes RHD y RHCE mientras que en individuos RHD negativo sélo se
encuentra presente el gen RHCE. Los individuos D positivo poseen uno o dos genes RHD por
célula, mientras que el fenotipo D negativo resulta de la ausencia del gen RHD, siendo las
personas D negativo homocigotas para la delecién del gen RHD.

Posteriormente, la ISBT propuso una nueva nomenclatura para el sistema Rh. Este
sistema tiene asignado el nimero 004 y cada antigeno tres digitos mas. Por ejemplo al antigeno
D le corresponde 001, al C 002, al E 003, al c 004, al e 005, y asi sucesivamente. Por otra parte, la
terminologia empleada para referirse por escrito a los antigenos, genes y proteinas Rh esta
sujeta a las siguientes reglas: los antigenos se expresan empleando sus correspondientes letras
(D, C, ¢, E, e), los genes RH se expresan empleando mayusculas y, generalmente, en bastardilla
(RHD y RHCE) vy, finalmente, las proteinas se expresan como RhD, o Rhce, RhCe, RhcE y RhCE,
segun los antigenos presentes en ellas (30).

En la Tabla | se detallan las equivalencias de las nomenclaturas propuestas por Fisher-

Race, Wiener, Rosenfield y de la ISBT para los principales antigenos del sistema Rh.
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Tabla I. Nomenclatura para los 5 antigenos principales del sistema Rh

Fisher-Rice Wiener Rosenfield ISBT
D Rho Rh1 004001
C rh' Rh2 004002
E rh" Rh3 004003
c hr' Rh4 004004
e hr' Rh5 004005

2.3. Estructura molecular del locus RH

El locus RH esta constituido por dos genes homdlogos, RHD y RHCE dispuestos en
tdndem. Se encuentra en el brazo corto del cromosoma 1, en la posicion p34.3-36.13 y ocupa
aproximadamente 450 Kb del ADN gendmico. El gen RHD estd ubicado en posicion 5' con
respecto al gen RHCE. Sus marcos de lectura se encuentran en orientacién opuesta, es decir 5°-
RHD-3’- 3-RHCE-5" (20, 31, 32). Estos genes comparten un 93,8% de homologia en sus
secuencias nucleotidicas codificantes, lo que indica que surgieron de la duplicaciéon de un gen
ancestral comun (33). Estdn compuestos por 10 exones cada uno, ocupando, cada gen,
aproximadamente 69 Kb de ADN. Los genes RHD y RHCE codifican las proteinas RhD y RhCE
portadoras de los antigenos D y C, c, E, e, respectivamente. Los extremos 3" de los genes estdn
separados por aproximadamente 30 Kb donde se encuentra un pequefio gen de siete exones,
llamado SMP1 (del inglés Small Membrane Protein 1), en igual orientacién que el gen RHD. La
proteina codificada por el gen SMP1 no tendria funcién relacionada con el sistema Rh y no se
expresa en la membrana eritrocitaria (34).

El gen RHD esta flanqueado por dos segmentos de ADN, denominados caja Rhesus 5y
caja Rhesus 3’, con una longitud de aproximadamente 9 Kb, las cuales tienen un 98,6% de
homologia y se encuentran en idéntica orientacion. Algunas evidencias sugieren que la delecién
del gen RHD, responsable del fenotipo D negativo, surgid por el entrecruzamiento desigual
(recombinacién no homdloga) de las cajas Rhesus entre dos haplotipos RH mal alineados en

“trans”, dando lugar a una caja Rhesus hibrida (Figura 1) (8, 34, 35).
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Caja Rhesus 5° RHD Caja Rhesus 3° SMP1 RHCE
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Figura 1: Delecion del gen RHD. En la figura se reprensentan el gen RHD flanqueado por las cajas Rhesus 5’ y 3, el
gen SMP1 y el gen RHCE ubicado en orientacion opuesta. Un entrecruzamiento desigual entre las Cajas Rhesus 5’ y
3’ (representadas en forma de rectangulos fucsia y celeste, respectivamente) causa la delecion del gen RHD y la
generacion de una Caja Rhesus hibrida.

Los estudios del ADN gendmico han demostrado que el locus RH esta compuesto, en
individuos D positivo, por los dos genes estructurales RHCE y RHD, mientras que en individuos D

negativo se encuentra Unicamente el gen RHCE (Figura 2).

Individuos RHD+
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Figura 2. Organizacion de los genes RHD y RHCE en el locus RH. En la parte superior de la figura se representa el
locus RH y la organizacion de los genes RHD y RHCE para un individuo RHD positivo. En la parte inferior de la figura
se representa el locus RH para un individuo RHD negativo, donde debido a la delecién del gen RHD, solo se muestra
el gen RHCE.

El gen RHCE posee cuatro formas alélicas mas comunes denominadas RHCE *ce, RHCE*Ce,
RHCE*cE y RHCE*CE, responsables de los distintos fenotipos Rh. El alelo que codifica para el
antigeno C difiere en seis nucleétidos del alelo que codifica para el antigeno c. Los alelos E y e,
en cambio, se diferencian en un solo nucleétido (36, 37).

La presencia o ausencia del gen RHD en el ADN determina las bases moleculares del
polimorfismo asociado a los fenotipos D positivo y D negativo. Los individuos que expresan el

antigeno D pueden ser homocigotas (dos copias del mismo alelo RHD), hemicigotas (un solo
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alelo RHD) o heterocigotas (dos alelos RHD diferentes) para el gen RHD. Los individuos con el

fenotipo D negativo resultan, principalmente, de la ausencia del gen RHD debido a un evento de

delecidn, siendo las personas D negativo homocigotas para esta delecidén. Sin embargo se ha
reportado que existen numerosas variantes alélicas responsables de fenotipos D negativo,
mayoritariamente de poblaciones no caucasicas, que dan origen a proteinas RhD que no

expresan los epitopes del antigeno D o no se ensamblan en la membrana eritrocitaria (29-33,

35). Ademas, se han descripto fenotipos D variante generados por distintos eventos moleculares

gue conducen a una expresion alterada de la proteina RhD.

El gran polimorfismo observado en el sistema Rh es producto de diferentes rearreglos
genéticos que ocurren en el locus RH (38-41). Las variantes fenotipicas observadas se originan
principalmente por los siguientes mecanismos moleculares:

e Mutacion puntual (SNP)

v Por sustitucién de base
¢+ Mutacidn silenciosa: sustitucion en la secuencia de nucledtidos que no provoca
cambios aminoacidicos.

¢ Mutacion de cambio de sentido: sustitucion de un unico nucledtido (SNP) que
produce el cambio de un aminoacido (AA) en la proteina correspondiente.

¢ Mutacidon sin sentido: sustitucion de un coddn codificante por un coddén de
terminacion, provocando la finalizacién del proceso de traduccion.

e Mutacion puntual (SNP)

v Por insercién o deleciéon de base
¢+ Mutacién de cambio de fase: cambio en la secuencia de ADN por adicidn o delecién
de una base que provoca un cambio en el marco de lectura de los tripletes y altera,
en consecuencia, los AAs codificados.

e Inserciones o deleciones de mas de un nucleétido: puede afectar varios nucleétidos, un gen
entero o un fragmento de cromosoma. Puede alterar el marco de lectura de una secuencia
codificante.

e Entrecruzamiento o recombinacidon de secuencias: intercambio de material genético que
tiene lugar durante la meiosis, en la cual los cromosomas homdlogos intercambian
fragmentos. Este proceso posibilita la aparicidon de nuevas combinaciones de alelos.

e Entrecruzamiento desigual o recombinacion homoéloga: cuando la recombinacién ocurre

entre secuencias no pertenecientes a un mismo alelo. Las secuencias entre las que sucede el



INTRODUCCION

entrecruzamiento comparten, sin embargo, una alta homologia que posibilita el mal
apareamiento.

e Conversion génica: intercambio unidireccional de fragmentos de ADN entre los genes RHD y
RHCE. Este fendmeno origina alelos hibridos RHD-CE-D o RHCE-D-CE que generan proteinas
quiméricas en las cuales no sdlo se pierden algunos epitopes sino también se pueden
expresar antigenos de baja incidencia o suprimir la expresion de antigenos de alta
prevalencia. Este mecanismo tiene un rol fundamental en la variabilidad antigénica de
muchos sistemas de grupos sanguineos. La orientacion opuesta, la elevada homologia y la
disposicidon en tdndem de ambos genes RH facilitan la generacién de un gran ndmero de
alelos a través de eventos de conversidn génica.

e Mutacidn que altera el splicing: mutacién en el ADN gendmico localizada en los extremos de
los intrones en los que se encuentran las secuencias consenso para el proceso de corte y
empalme del gen. Las mutaciones en estos sitios son responsables de procesos de

maduracion de ARN incompletos o erréneos.

2.4. Complejo Rh
El complejo Rh esta formado por la familia de proteinas Rh y las proteinas accesorias Rh
(Figura 3) (11, 42).

v" Familia de proteinas Rh: este grupo estd constituido por las proteinas RhD/RhCE,
denominadas en general proteinas Rh, y la glicoproteina RhAG. La glicoproteina RhAG
esta codificada por el gen RHAG compuesto por 10 exones, localizado en el cromosoma
6 en la posicidon pl1-p21.1 y ocupa aproximadamente 32 Kb. Mediante secuenciacién
se demostrd que posee un 40% de homologia con los genes RH. Esta elevada similitud
indica una relacidon ancestral comun, donde probablemente un evento de duplicacién
ocurrido hace mas de 300 millones de anos haya causado la divergencia entre estos
genes. La glicoproteina posee un peso molecular de 50 kDa y estd compuesta por 409
AAs. Su topologia en la membrana eritrocitaria y estructura secundaria son similares a
las que poseen las proteinas Rh (43-48).

v Proteinas accesorias: este grupo estd formado por la glicoproteina LW (ICAM-4), la
proteina CD47 (IAP: Proteina Asociada a Integrinas), la glicoforina B (GBP) y la proteina
Banda 3, las cuales se encuentran asociadas en el complejo Rh mediante uniones no

covalentes (49).
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Inicialmente, se consideraba que las proteinas del complejo Rh formaban un tetramero
con dos moléculas de RhAG y dos moléculas de proteinas Rh (49). Sin embargo, las evidencias
mas recientes obtenidas a través de estudios de modelizacién del complejo Rh sugieren una
estructura trimérica del tipo RhAG;RhD, RhAG;RhCE, RhAGRhD;, RhAGRhCE, 6 el trimero
RhAGRhDRhICE estabilizadas por asociaciones tanto del dominio N-terminal como del C-terminal
de los polipéptidos (50-52). El modo de asociacion de este complejo con las proteinas accesorias
Rh, algunas de las cuales interactian directamente con el esqueleto de la membrana,
permanece indefinida. En la siguiente figura se observa un modelo del complejo Rh en la

membrana eritrocitaria.

Figura 3. Representacion de complejo proteico de grupo sanguineo Rh en la membrana del GR basado en el
modelo de trimero RhAG-RhD-RhCE: Se representa la asociacién de la proteina Banda 3 con los polipéptidos Rh (D y
CE), RhAG y glicoforinas Ay B (GPA, GPB). Este complejo se une al citoesqueleto via Ankirina. Obtenida de Structural
modelling of red cell surface proteins. Burton NM, Daniels G. 2011. Vox Sang, 100, 129-39.

Las proteinas RhD y RhCE del complejo expresan los antigenos del sistema Rh en la
membrana del GR, solo en presencia de la glicoproteina RhAG. Sin embargo las funciones
biolégicas que desempefian las proteinas Rh y RhAG no estan aun bien definidas.

El hallazgo de anemia hemolitica no inmunoldgica en el sindrome Rhnui (eritrocitos que
no expresan las proteinas Rh y RhAG) sugiere que el complejo Rh participaria en el
mantenimiento de las propiedades estructurales y funcionales de la membrana eritrocitaria. Sin
embargo, ésta no seria su Unica funcion, ya que algunas lineas de evidencia sugieren que el
complejo Rh podria participar en el transporte transmembranal. Su conformacién caracteristica

de proteinas de multiples pasos de entrada y salida en la membrana es un rasgo peculiar de las

10
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moléculas transportadoras. Ademas, presentan homologia estructural con las proteinas Banda 3
(transportador anidnico), AQP-1 (canal de agua) y Kidd (transportador de urea). Estudios de
secuenciacion del ADN revelaron que los polipéptidos Rh vy, especialmente, RhAG estan
relacionados con la familia de proteinas transportadoras de amonio Mep/Amt de levaduras,
bacterias y otros microorganismos (53,54). Sin embargo, no ha sido aun establecida la funcién
del complejo Rh como transportador de NH3/NH4* en la membrana eritrocitaria. Otros autores
demostraron que el complejo Rh y la proteina Banda 3 se encuentran fuertemente asociados
formando un macrocomplejo que podria funcionar como unidad de intercambio gaseoso en la

membrana eritrocitaria (55-57).

2.4.1. Proteinas Rh

Las proteinas RhD y RhCE estan codificadas por los genes RHD y RHCE respectivamente, y
presentan aproximadamente un 92% de homologia. El andlisis de la secuencia aminoacidica
primaria (ADNc) ha demostrado que los primeros 41 AAs de la regidon N terminal en ambos
polipéptidos son idénticos (28, 58).

Las proteinas Rh estdn compuestas por una Unica cadena polipeptidica de 417 residuos
de AAs y poseen un peso molecular de aproximadamente 30-32 kDa. Son polipéptidos
transmembranales altamente hidrofébicos que atraviesan la membrana del GR 12 veces, con N-
y C-terminales orientados hacia el citoplasma, generando 6 bucles extracelulares y 7 segmentos
intracelulares (8, 50, 59). Cada uno de los exones del gen codifica un segmento de la proteina, de
manera que los 10 exones dan lugar a la proteina completa. Se caracterizan por contener grupos
sulfidrilos libres que no se encuentran glicosilados ni fosforilados. Sin embargo, representan el
componente de la membrana con mayor cantidad de acidos grasos acilados. Estas proteinas
interaccionan con la bicapa lipidica de la membrana eritrocitaria mediante la unién de residuos
de acidos palmiticos acetilados a Cys presentes en cadenas laterales de la proteina préximas al
citosol. Los sitios mas probables de interaccion serian los motivos Cys-Leu-Pro, que se
encuentran dos veces en la proteina RhD y tres veces en la proteina RhCE, aunque otros residuos

de Cys en las posiciones 315 y 316 podrian ser sitios alternativos (60-62).

11
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2.4.1.1. Proteina RhD

La proteina RhD posee 32 AAs que determinan la especificidad D. Ocho de esos AAs se
localizan en la superficie de GR, mientras que 24 de los mismos se encuentran en los dominios
transmembrana y citoplasmaticos (49). En la Figura 4 se representa la estructura de la proteina

RhD.
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Figura 4. Estructura de la proteina RhD. Los dvalos verdes representan los AAs Ser103 y Ala226 en la proteina RhD.
Las lineas en zigzag representan los motivos Cys-Leu-Pro que estarian involucrados en la union de residuos de 4cidos
palmiticos acetilados. Los rectangulos rosa representan el inicio y final de cada uno de los fragmentos de la proteina
RhD codificada por los 10 exones que compone el gen RHD. Los circulos azules representan los 8 AAs extracelulares
especificos de la proteina RhD vy los circulos amarillos los 24 AAs localizados en dominios transmembranales y
citoplasmaticos correspondientes a la proteina.
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La proteina RhD difiere de las variantes mas comunes de la proteina RhCE sélo en 32-36
AAs, dependiendo del fenotipo CcEe del individuo. Sin embargo, aunque las proteinas Rh poseen
un alto grado de homologia; ninguna de las variantes RhCE expresa epitopes D ni la proteina RhD
expresa los antigenos Cy e, a pesar de la presencia de los AAs Ser y Ala en las posiciones 103 y

226, respectivamente (20, 63, 64).

2.4.1.2. Proteina RhCE

La proteina RhCE expresa los antigenos C 6 ¢, que se encuentran en el segundo bucle
extracelular, junto con los antigenos E 6 e en el cuarto bucle extracelular sobre la misma
proteina. De esta manera, en el mismo polipéptido existen cuatro variantes de la proteina RhCE
en GRs normales: RhCe, RhCE, RhcE y Rhce.

Los polimorfismos C/c y E/e son causados por cambios de AAs debidos a sustituciones

puntuales de nucleétidos en el gen RHCE (22, 63, 65,66).

12
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X/

+* Polimorfismo C/c:

La presencia de SNPs en los exones 1y 2 del gen RHCE generan las variantes antigénicas C/c,
respectivamente. Las secuencias de los ADNc obtenidas de muestras con fenotipo dCCee y dccee
mostraron diferencias en seis nucledtidos ubicados en la posicién 48 del exén 1 y en las
posiciones 150, 178, 201, 203 y 307 del exdn 2. Las sustituciones nucleotidicas producidas en las
posiciones 150 y 201 son silenciosas por lo tanto el polimorfismo de los antigenos C/c esta
asociado a cuatro sustituciones aminoacidicas: una Cys por un Trp en la posicién 16 (p.Cys16Trp),
una lle por una Leu en la posicion 60 (p.lle60Leu), una Ser por una Asn en la posicion 68
(p.Ser68Asn) y una Ser por una Pro en la posicién 103 (p.Ser103Pro). El analisis de la estructura
secundaria de la proteina RhCE realizado para predecir la topologia de este polipéptido en la
membrana del GR indica que de las cuatro posiciones polimodrficas asociadas a los antigenos Cy
¢, solamente el AA en lo posicién 103 se correlaciona estrictamente con la antigenicidad C/c, ya
que estd presente en el segundo dominio extracelular, mientras que las demas sustituciones
corresponden a dominios transmembranales o intracelulares. EI AA Pro en la posicion 102
(Pro102) parece desempeiiar un papel critico en la expresion del antigeno c. La presencia de dos
residuos de Pro adyacentes (102 y 103) crearian una estructura rigida, resistente a cambios
debidos a posibles modificaciones de AAs ubicados en el entorno, explicando el menor nimero

de variantes c comparado con el de otros antigenos del sistema Rh (22, 63, 66, 67).

+* Polimorfismo E/e
Los andlisis de las secuencias de los ADNc obtenidos de muestras con fenotipo dccEE y dccee
mostraron un Unico cambio de base en la posicidn 676 del exén 5 del gen RHCE. Esta mutacién
puntual de cambio de sentido genera una sustitucion del AA Pro por una Ala en la posicion 226
(p.Pro226Ala) en el cuarto dominio extracelular de la proteina RhCE, la cual estd asociada al

polimorfismo de los antigenos E/e (63, 67).

La Figura 5 representa la estructura de la proteina RhCE.
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Figura 5. Estructura de la proteina RhCE. Los évalos verdes representan los AAs criticos para el polimorfismo C/c
(p.Ser103Pro) y para E/e (p.Pro226Ala). Las lineas en zigzag representan los motivos Cys-Leu-Pro que estarian
involucrados en la unién de residuos de acidos palmiticos acetilados. Los rectangulos rosa representan el inicio y
final de cada uno de los fragmentos de la proteina codificada por los 10 exones que compone el gen RHCE.

2.5. Antigenos del sistema Rh
Los antigenos del sistema Rh se expresan en las proteinas transmembranales RhD y RhCE.
La identificacién del antigeno D es la mas importante desde el punto de vista transfusional

porque permite clasificar a un individuo como D positivo o D negativo (10, 68).

2.5.1. Antigeno D

El antigeno D presenta la mayor inmunogenicidad dentro del sistema Rh. El nUmero total
de sitios antigénicos D presentes en GRs maduros es aproximadamente constante y varia entre
13000 y 24000 copias por célula (69). Las investigaciones realizadas con anticuerpos
monoclonales (mAb) demostraron que el antigeno D es un mosaico compuesto por diferentes
epitopes dependientes de la estructura terciaria de la proteina RhD en la membrana
eritrocitaria. EI modelo inicial sugiere la existencia de 9 epitopes (epD1 a epD9) (70).
Actualmente, algunos autores proponen la presencia de 16, 30 y 37 epitopes (14, 71-75). Los
epitopes D son conformacionales, por lo tanto la unién de los anticuerpos anti-D no depende
s6lo de la secuencia lineal de AAs sino de la estructura cuaternaria de la molécula en la
membrana. Para la unidn de estos anticuerpos, dichos epitopes deben formar parte de los bucles
extracelulares, incluso involucrar a mas de uno de los bucles. Sin embargo, determinados
cambios de AAs en segmentos de la molécula que no estan expuestos al exterior de la
membrana, tales como los que se producen en las a-hélices transmembranales o en los
segmentos citosolicos, pueden debilitar la interaccion con el anticuerpo al modificar los epitopes
D. Estas variaciones generan los fenotipos comunmente llamados D débil y D parcial (Figura 6)

que en la actualidad se los clasifica como fenotipo D variante (8, 76).
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Superficie de la membrana eritrocitaria

417
Citoplasma COOH

Figura 6. Modelo para las proteinas Rh en la membrana del GR. Las sustituciones aminoacidicas que distinguen las
proteinas RhD y RhCE se representan en circulos amarillos. Los 4 AAs que codifican el antigeno C se sefialan en
verde, mientras que el circulo negro corresponde al Unico AA que codifica para el antigeno E. En azul simbolizan
cambios puntuales que dan origen a fenotipos D parcial y en rojo los correspondientes a fenotipos D débil. Obtenida
de Flegel W. Transfusion and Apheresis Science, 2011; 44: 81-91 (8).

2.6. Fenotipos D
2.6.1. Fenotipo D positivo

Los GRs de la mayoria de los individuos con fenotipos D positivo poseen una proteina RhD
normal, codificada por el alelo RHD normal. Esta proteina expresa todos los epitopes del

antigeno D y presenta fuertes patrones de aglutinacidon frente a diferentes reactivos anti-D (76).

2.6.2. Fenotipo D variante

El fenotipo D variante se caracteriza por presentar una expresion alterada del antigeno D
en la membrana eritrocitaria. Existen variaciones cualitativas y cuantitativas de la expresién de
este antigeno en la membrana del GR. Los individuos portadores de variantes cualitativas son
susceptibles de desarrollar una aloinmunizacién hacia los epitopes ausentes del antigeno D
cuando son expuestos a GRs D positivo mientras que los portadores de variantes cuantitativas
no se encuentran en riesgo de aloinmunizacién. Debido a que la discriminacién seroldgica de
estas variantes tiene limites confusos y depende principalmente de la sensibilidad y avidez de los
reactivos utilizados, se los agrupa bajo la denominacién “variantes D” (Dvar). Los estudios de
biologia molecular han sido fundamentales para el conocimiento de la complejidad genética
responsable de la generacidn de las distintas variantes D (76). Se estima que entre el 1%y 2% de
los individuos caucasicos son portadores de alelos RHD que codifican para un fenotipo D

variante. Esta incidencia es superior en poblaciones africanas (77).
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Teniendo en cuenta el concepto de epitopes D desarrollado a partir de la produccidn de
mAb en la década de 1980, se establecieron diferencias entre las variantes que tenian una
expresion andmala del antigeno D (76).

Las variantes cualitativas, denominas D parcial, se caracterizan por la ausencia de uno o
mas epitopes del antigeno D. Los portadores de este fenotipo son capaces de generar
aloanticuerpos anti-D especificos hacia los epitopes ausentes en la membrana eritrocitaria luego
de una exposicion a GRs D positivo (76, 78, 79). Inicialmente, los estudios seroldgicos
permitieron la clasificaciéon de los antigenos D parcial en varias categorias (D'a DV, actualmente
no existe la categoria D') y a su vez algunos fueron subdivididos en base a diferencias en la
intensidad de la hemaglutinacién (80). Estudios posteriores con mAb y analisis de secuenciacion
de los genes que codifican para estas variantes permitieron identificar una gran variedad de
fenotipos D parcial.

Los estudios seroldgicos con reactivos anti-D monoclonales de GRs portadores de
fenotipos D parcial muestran patrones de aglutinacion con diferente fuerza de reactividad.
Algunos de estos fenotipos presentan reacciones de aglutinacién similares a los GRs D positivo
(Ej: Dllla), mientras que otros generan patrones de aglutinacién con menor (Ej: DVI) o incluso
mayor (Ej: DIVa) fuerza de reactividad que los GRs D positivo normal (76, 81, 82). Dentro de las
variantes D con fenotipo D parcial, el de mayor importancia clinica es el fenotipo DVI. Se
presenta con una incidencia del 0,02% en ingleses y estadounidenses, 0,03% en australianos y
0,05% en holandeses (83, 84). A nivel molecular, el fenotipo DVI es producto de alelos hibridos.
Los GRs portadores de esta variante carecen de la mayoria de los epitopes D (epD1, 2, 5-8, segln
el modelo de los 9 epitopes), entre ellos el epD6/7, el cual se caracteriza por ser altamente
inmunogénico (85-87).

Por otro lado, las variantes cuantitativas del antigeno D, denominadas D débil, expresan
un numero menor de sitios antigénicos por eritrocito (<5000) comparado a un fenotipo D
positivo normal (8, 76, 88). Generalmente, los GRs con este fenotipo presentan una reaccion de
aglutinacién débil con mAb anti-D de clase IgM en medio salino. La caracterizacién molecular de
los distintos alelos permitié clasificar a los mismos en diferentes “tipos” segun la mutacién
responsable de la expresidon disminuida del antigeno D (89). En la actualidad se han descripto 99
alelos responsables del fenotipo D débil, algunos de los cuales se dividen, a su vez, en varios
subtipos. Estos tipos de D débil no pueden distinguirse seroldgicamente, a pesar de estar

asociados a diferentes grados de debilidad (76). Las variantes alélicas D débil tipo 1, 2 y 3
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representan los fenotipos mas frecuentes en poblaciones europeas, superando en conjunto el
95% de todos los D débiles. Se ha reportado que individuos portadores de las estas variantes
alélicas no son susceptibles de aloinmunizacién anti-D ante un desafio con GRs D positivo (8, 76).
En la raza negra africana, el D débil tipo 4.2.0, también conocido como DAR, se detecta con una

frecuencia muy superior a la encontrada en raza caucdsica europea (90, 91).

2.6.2.1. Bases moleculares de las variantes D
Desde la clonacién del gen RHD vy la elucidacién de las bases moleculares para el
polimorfismo del antigeno D, es posible predecir el fenotipo D a partir de estudios a nivel del
ADN gendmico. En la actualidad se han reportado mas de 250 alelos responsables de variantes D
identificados por analisis de genética molecular (92).
Existen dos tipos de mecanismos moleculares responsables de las variantes D:
v' Cambios en uno o unos pocos nucleétidos en el gen RHD, dando como resultado
sustituciones de AAs en la proteina RhD.
v' Conversion génica, generando genes hibridos donde un segmento del gen RHD se
sustituye por el mismo segmento correspondiente al gen RHCE. La seccidn recombinada

puede consistir en una parte de un exdén, todo un exén, o varios exones de RHCE.

Los eventos moleculares que conducen al fenotipo D parcial comprenden intercambios
de segmentos de ADN entre los genes RHD y RHCE que originan alelos hibridos RHD-CE-D,
intercambios multiples de nucledtidos que no involucran grandes fragmentos de ADN vy
mutaciones de cambio de sentido. Estos eventos genéticos producen no solamente la pérdida o
sustitucion de aminodcidos localizados en dominios extracelulares de la proteina RhD,
modificando la estructura tridimensional del antigeno D y por lo tanto, algunos epitopes
antigénicos, sino también la formacion de nuevos epitopes (11, 84, 86, 93). La identificacién de
portadores de fenotipos D parcial es de fundamental importancia en el campo de la medicina
transfusional debido a que algunos pacientes son susceptibles de desarrollar aloanticuerpos anti-
D al ser expuestos a GRs D positivo normales.

Muchos individuos tipificados como D variante expresan un fenotipo D parcial, siendo la
categoria DVI la mas frecuente. A nivel molecular, el fenotipo DVI se caracteriza por la presencia
de genes hibridos en los cuales los exones 4-5, 4-5-6, 3-4-5-6 o 3-4-5 del gen RHD fueron

reemplazados por los exones homadlogos del gen RHCE dando origen a los fenotipos DVI tipo 1,
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DVI tipo 2, DVI tipo 3 y DVI tipo 4, respectivamente (84, 86, 87). En la Tabla Il se muestran
algunos ejemplos de fenotipos D parcial indicando el polimorfismo en el gen RHD que los

originan (84, 86, 87, 93-95).

Tabla Il. Bases moleculares de algunos fenotipos D parcial

Fenotipo Polimorfismo Alelo . Exones 1234567 8910
involucrados
DIV tipo 5 Conversién génica RHD*DVI tipo 5 7,8,9 UOOOONeENg
DVI tipo 1 Conversién génica RHD*DVI tipo 1 4,5 NERRNE N RRRREREONN
DVI tipo 2 Conversion génica RHD*DVI tipo 2 4,5,6 JUUNENL U U U
DVI tipo 3 Conversién génica RHD*DVI tipo 3 3,4,5,6 JONENNoog
DVI tipo 4 Conversion génica RHD*DVI tipo 4 3,4,5 UUNNNIIUQ
DVII Mutacion puntual de cambio RHD*DVII 2 ARINRNRARRNRRRORERD
de sentido
DFR Conversion génica RHD*DFR 4 NERNRE RNRRNRRRRONN

Los rectangulos color gris representan exones del gen RHCE y los lilas exones del gen RHD. La linea roja sefiala un
SNP.

Flegel y col. propusieron que los alelos D débil poseen mutaciones puntuales en algunos
exones responsables de sustituciones de aminoacidos en los dominios intracelulares o
transmembranales de la proteina RhD. Estos cambios aminoacidicos modificarian la estructura
secundaria y terciaria del polipéptido RhD o alterarian su integracion a la membrana
eritrocitaria, al afectar la unién a los residuos de acido palmitico acetilados o al alterar la
interaccidn con la glicoproteina RhAG. El resultado de estas modificaciones se traduciria en una
disminucion en la expresion de los epitopes D en la membrana celular de los GRs reduciendo la
afinidad de los anticuerpos especificos. Estos hallazgos han permitido establecer una
clasificacién molecular del fenotipo D débil basada en la mutacion responsable de la expresion
disminuida del antigeno D (13, 78, 89, 96, 97). En la Tabla Ill se detallan las mutaciones puntales

de los cuatro fenotipos D débil mas frecuentes y su localizacidon en la membrana eritrocitaria.
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Tabla lll. Fenotipos D débil mas frecuentes

Fenotipo Cambio nucleotidico Cambio aminoacidico IIE?);:S Localizacion
D débil tipo 1 c.809 T>G p.Val270Gly 6 Transmembrana
D débil tipo 2 c.1154 G>C p.Gly385Ala 9 Transmembrana
D débil tipo 3 c.8C>G p.Ser3Cys 1 Intracelular
c.602 C>G p.Thr201Arg 4 Intracelular
D débil tipo 4.2.0 c.667 T>G p.Phe223Val 5 Transmembrana
c.1025 T>C p.1le342Thr 7 Transmembrana

Generalmente, los alelos D débil tipo 1 y tipo 3 estan asociados a la expresion del
antigeno C mientras que el alelo D débil tipo 2 al antigeno E. Por otro lado, el alelo D débil tipo 4
se encuentra asociado a un fenotipo ccee, al igual que algunos alelos D débil tipo 1 (98).

Un fenotipo D débil puede producirse también en presencia de un alelo RHD normal, es
decir, no a causa de una mutacidon en su secuencia nucleotidica. En estos casos, la disminucion
de la expresidn del antigeno D es debida a un efecto de posicion. Este efecto hace referencia a
las modificaciones en la expresidon de un determinado antigeno que puede provocar la presencia
de un alelo que codifica para otro antigeno sélo cuando se encuentra en determinada posicién
(cis o trans) con respecto al primero. El efecto posicion puede observarse en la expresién del
antigeno D. Cuando un haplotipo dCe (r’) se encuentra en trans en relacidon con un haplotipo que
codifica para el antigeno D (por ejemplo el genotipo DcE/dCe 6 Dce/dCe), la expresidn de D se
reduce de manera notable dando como resultado un fenotipo con expresiéon débil del antigeno
D. Cuando se hereda el mismo haplotipo que codifica D, ya sea con dce o dcE (por ejemplo los
genotipos DCe/dce, DCe/dcE, Dce/dce, etc), la expresion del antigeno D es normal. La
observacion mas frecuente de este efecto de posiciéon sobre el gen RHD ocurre en individuos

portadores del genotipo Ror’ aunque eventualmente también se ha descrito en Rar’y Rir’ (1, 77).

2.6.2.2. Definiciones de fenotipo D débil y D parcial

Los términos D débil y D parcial frecuentemente se han utilizado para establecer una
conducta transfusional u obstétrica adecuada. Estos términos, sin embargo, no han sido
definidos de forma apropiada y, muchas veces, resultan ambiguos. Se han elaborado tres

definiciones, pero ninguna es satisfactoria (76):
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v' Los GRs con fenotipo D débil expresan todos los epitopes D, los GRs con fenotipo D parcial
carecen de uno o mds epitopes D. Esta clasificacion es dificil de definir serolégicamente,
debido a que una reaccidn negativa con un mAb anti-D particular o un método especifico
utilizado podria resultar de la expresion débil de un epitope en lugar de su ausencia. Los
GRs con fenotipo Dllla aparentan tener todos los epitopes del antigeno D, sin embargo,
individuos portadores de este fenotipo frecuentemente producen aloanticuerpos anti-D y

por lo tanto, sus GRs carecerian al menos de un epitope D.

v’ Los individuos portadores de fenotipos D parcial pueden producir aloanticuerpos anti-D,
mientras que los que poseen GRs con fenotipo D débil no producen anti-D. Esta es la
interpretacion usual de esta division de fenotipos, sin embargo depende de una
respuesta inmune. Si no se ha identificado la presencia de anti-D en personas portadoras
de una variante D particular, no significa que otro individuo portador de la misma
variante no desarrolle una aloinmunizacién anti-D luego de un desafio con GRs D
positivo. Por ejemplo, los fenotipos D débil tipo 4.2 y tipo 15 han sido clasificados como D
débil, sin embargo, se han identificado numerosos pacientes portadores de estos

fenotipos que han sufrido aloinmunizacién anti-D (76, 99).

v’ Las proteinas RhD presentes en los GRs con fenotipo D parcial poseen sustituciones de
AAs localizadas en los dominios extracelulares, mientras que las proteinas RhD en GRs con
fenotipo D débil poseen sustituciones aminoacidicas en los dominios transmembranales o
citosolicos (76, 97, 99). Un error importante en esta definiciéon es que no se conocen con
exactitud las ubicaciones de los residuos aminoacidicos de la proteina RhD dentro de la
membrana del GR. Distintos modelos predicen diferentes ubicaciones para ciertos AAs.
Por otro lado, esta definicién no es aplicable a la practica transfusional, ya que la
genotipificacién RHD no se realiza en forma rutinaria en los hospitales o incluso en

laboratorios de referencia (76).

La clasificacion en fenotipos D débil y D parcial es por lo tanto inexacta y la terminologia
utilizada para describir estas variantes es confusa. Por este motivo los términos D débil y D
parcial deberian ser reemplazados con un solo nombre colectivo como variantes D 6 fenotipo D

variante (76).
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2.6.3. Fenotipo DEL

Las variantes DEL se caracterizan por presentar una expresion minima del antigeno D en
la membrana eritrocitaria. Se ha reportado que el nimero de epitopes D que expresan los GRs
portadores de un fenotipo DEL varia entre 20 y 40 sitios antigénicos por célula (100).Debido a la
escasa densidad antigénica, donantes portadores de este fenotipo son tipificados erroneamente
como D negativo mediante los métodos inmunohematolégicos utilizados en los estudios de
rutina (101). Solo una pequefia cantidad de anti-D puede ser recuperada de GRs DEL utilizando
pruebas especializadas de adsorcién-elucion. Por lo tanto, los receptores D negativo corren el
riesgo de desarrollar una aloinmunizacion anti-D si son transfundidos con unidades DEL (102-
104).

El fenotipo DEL es muy frecuente en poblaciones asidticas, con una prevalencia de
aproximadamente 30% en donantes con fenotipo D negativo, mientras que se expresa
excepcionalmente en caucasicos (0,1%) (101, 105, 106).

Las bases moleculares que dan origen a los fenotipos DEL han sido ampliamente
estudiadas, principalmente en poblaciones asidticas. La identificaciéon de los polimorfismos
responsables de la generacion de estas variantes es de fundamental importancia para la
medicina transfusional, debido a la capacidad que presentan estos fenotipos de inducir una
respuesta aloinmune en individuos D negativo (107). Estudios moleculares han revelado que los
fenotipos DEL derivan de diferentes rearreglos genéticos como mutaciones puntuales de cambio
de sentido, cambios en los sitios de corte y empalme del ARNm, inserciones y deleciones de
nucledtidos en la secuencia codificante del gen RHD (29, 107, 108).

El fenotipo DEL esta fuertemente asociado a la expresidon concomitante del antigeno C o
E, es decir suele detectarse, generalmente, en individuos tipificados por los métodos de rutina
como r'ro r"’r (77). En poblaciones asidticas el alelo RHD(1227G>A) es el responsable de mas del
95% de los portadores de un fenotipo DEL. Este cambio nucleotidico se encuentra en el exén 9
del gen RHD y genera la mutacion silente p.K409K (107, 108-110). El polimorfismo estd localizado
en el sitio de corte y empalme ubicado en el limite exdn 9-intrén 9, generando un transcripto de
ARNmM que carece del exdn 9. La forma completa del transcripto, si ocurriese, representaria una
minima proporcién para la traduccién de un polipéptido D normal. Se considera que este
polimorfismo puede ser utilizado como marcador genético de raza asiatica (109). Por otra parte,
los alelos RHD(IVS3+1g>a) y RHD*M295] sélo han sido identificados en poblaciones caucasicas,

siendo este Ultimo el alelo DEL mas frecuentemente hallado (1:6493) (29, 111).
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2.6.4. Fenotipo D negativo

El fenotipo D negativo en individuos de raza caucdsica muestra una prevalencia
aproximada del 15%, en negros africanos del 3-5%, y en asidticos y amerindios es menor al 0.1%
(77). En la mayoria de los casos, este fenotipo es causado por la delecién de ambos alelos del
gen RHD y se encuentra frecuentemente formando parte de un haplotipo junto con el alelo
RHCE*ce (10, 27, 29, 35).

Sin embargo, se ha reportado que existen numerosas variantes alélicas responsables de
fenotipos D negativo que dan origen a proteinas RhD que no expresan los epitopes del antigeno
D o no se ensamblan en la membrana eritrocitaria. Estos individuos fenotipicamente D negativo
son portadores de alelos RHD nulos, también denominados alelos silentes (29, 112-114).

Se han descripto dos tipos de alelos nulos, cuya prevalencia difiere en los distintos grupos
étnicos:

v' Alelos nulos portadores de mutaciones inactivadoras, que producen un codén de
terminacidn prematuro y originan proteinas RhD truncas que no se expresan en la
membrana eritrocitaria. En la etnia africana el alelo caracteristico es la variante
pseudogen (RHDY) la cual presenta un codén de finalizacién prematuro de la traduccién
(115). Por otro lado, se ha reportado al alelo nulo RHD(361_371del11), caracteristico de
la poblacién caucdsica. Esta variante alélica presenta una delecién de 11 nucledtidos en
el exén 3 del gen RHD que altera el marco de lectura originando también un codén de
terminacidn prematuro (116).

v Alelos nulos con estructuras moleculares hibridas RHD-RHCE que codifican proteinas
quiméricas que se integran en la membrana del GR pero no expresan epitopes D. El
alelo RHD-CE-D#, caracteristico de la etnia africana, posee un segmento RHCE especifico
en la regidon comprendida entre los exones 3 y 7 de un alelo RHD. Si bien esta proteina
guimérica no expresa epitopes D, se caracteriza por una expresién débil y parcial del
antigeno C (117). En la poblacién caucasica el alelo RHD-CE(3-9)-D es la estructura hibrida

mas frecuentemente encontrada entre los alelos nulos (29).

2.6.4.1. Alelo pseudogen: RHDY
Es un alelo caracteristico de individuos de la etnia africana, donde el fenotipo D negativo
es originado por un gen RHD inactivo. Se observd que en los africanos nativos identificados

serolégicamente como D negativo, el 66% es portador del alelo pseudogen (115).
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Estudios moleculares realizados en muestras de sangre entera de individuos portadores
del alelo RHDy, revelaron que no se genera un transcripto a partir del mismo, probablemente
por degradacién del ARNm aberrante. El alelo RHDY presenta un desequilibrio de ligamiento,
donde el haplotipo mds comun en individuos africanos D negativo es RHDY con el alelo
RHCE*ce, es decir RHDY-RHCE*ce (29, 115, 118).

La secuenciacién de este alelo RHD inactivo reveld una insercion de 37 pb en la region
intron 3—exdn 4 responsable del corrimiento en el marco de lectura y de la generaciéon de un
codon de terminacidn de la traduccién en el exdn 4. Esta insercion es una duplicacion de una
secuencia que comprende los extremos 3’ del intréon 3 y 5’ del exén 4 del gen RHD. Ademas se
encontraron mutaciones puntuales de cambio de sentido en los exones 4 (c.609G>A), 5
(c.654G>C, c.667T>G, c.674C>T) y 6 (¢.807T>G) (115, 118).

En la Figura 7 se representa la estructura molecular del alelo RHDy.

Alelo RHDY

/ v l v v

Duplicacién 37 pb c.609G>A ¢.654G>C c.807T>G
c.667T>G
c.674C>T

Figura 7. Representacion de la estructura del alelo RHDY. En lila se indican los exones del gen RHD. La linea verde
sefiala la insercion de 37 pb en el extremo 3’ del intrén 3 y 5” del exdn 4. Las lineas rojas indican las mutaciones de
cambio de sentido en los diferentes exones reportadas para esta variante alélica.

2.6.4.2. Alelo RHD-CE-D*

El haplotipo d(C)ce®, originalmente denominado r’s, fue descripto por primera vez a nivel
molecular por Faas y col en 1996 (119). Este haplotipo se encuentra principalmente en
poblaciones negras y contiene dos alelos alterados: un alelo hibrido RHD-CE-D* segregado junto
con el alelo RHCE*ce®. El haplotipo r’s estd asociado a la expresion de un antigeno C débil (117,
120).

Estudios moleculares demostraron que la variante alélica RHD-CE-D* puede exhibir dos
estructuras moleculares distintas denominadas “RHD-CE-D* tipo 1” y “RHD-CE-D° tipo 2”. La
variante tipo 1 estd constituida por los exones 1, 2, parte del 3, 8, 9 y 10 pertenecientes al gen

RHD, y el fragmento restante del exén 3 y los exones del 4 al 7 del gen RHCE. El alelo hibrido
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RHD-CE-Ds tipo 2 esta compuesto por los exones 1 al 3 y los exones 8 al 10 provenientes del gen
RHD. Los exones 4 al 7 corresponden al gen RHCE. Ambos alelos hibridos poseen las
sustituciones nucleotidicas ¢.733C>G y ¢.1006G>T y segregan junto con un alelo RHCE*ce® (1,

121, 122). En la Figura 8 se representa la estructura molecular del alelo RHD-CE-D* tipo 1.

T )
L

c.186G>T c.410C>T c.733C>G ¢.1006G>T

Figura 8. Estructura molecular del alelo RHD-CE-D* tipo 1. En lila se indican los exones provenientes del gen RHD,
mientras que en gris se sefialan los provenientes del gen RHCE. Las lineas verticales rojas indican los SNPs
caracteristicos de esta variante.

2.7. Aspectos Clinicos del sistema Rh
2.7.1. Importancia clinica de la genotipificacion RH

El antigeno D es el mas inmunogénico de la membrana eritrocitaria (76). La capacidad del
polipéptido RhD para estimular el desarrollo de una respuesta inmune puede explicarse sélo
parcialmente por el conocimiento de las estructuras primarias de las proteinas Rh. Los
polipéptidos codificados por los alelos RHCE*Ce, RHCE*cE, RHCE*ce y RHCE*CE del gen RHCE
tienen gran homologia y difieren en 5 aminodcidos como maximo. El polipéptido RhD se
diferencia de los anteriores en aproximadamente 32-36 aminoacidos dependiendo del alelo del
gen RHCE considerado. Si un individuo D positivo C+ c- es transfundido con sangre D+ c+ 6 una
persona D positivo E+ e- es transfundida con GRs D+ e+, el sistema inmunoldgico reconoce una
proteina que se diferencia de la propia en pocos aminoacidos. En cambio, cuando un individuo D
negativo es transfundido con sangre D positivo, la respuesta inmune se produce a una proteina
totalmente desconocida que difiere en por lo menos 32 aminoacidos de la presente en el
huésped (RhCE) (10, 11, 68, 123).

Debido a la elevada inmunogenicidad que presentan los antigenos del sistema Rh,
principalmente el antigeno D, desempefian un papel central en las reacciones hemoliticas
transfusionales, en la inmunizacién de pacientes politransfundidos, en la patogénesis de la EHFN
y en algunas AHAI (68, 124-127). El antigeno D estimula la formacidn de anti-D en el 80% de las
personas D negativo que son transfundidas con sangre D positivo (128, 129).

La Ley Nacional de Sangre N2 22.990, establece la obligatoriedad de la determinacion

seroldgica del antigeno D y del fenotipo Rh cuando corresponda, en dadores y receptores de
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sangre. Sin embargo, estas pruebas inmunohematoldgicas no permiten investigar las variantes
alélicas del sistema Rh de importancia en la compatibilidad transfusional. La identificacion de
alelos que originan fenotipos con expresion aberrante de la proteina RhD optimizara la seleccién
de unidades hemocompatibles. El gran nimero de variantes fenotipicas descriptas y la elevada
variabilidad en los patrones de reactividad que éstas presentan con los antisueros monoclonales
restringen la aplicacion de métodos serolégicos para su correcta determinacién. Ademas, la
caracterizacidon del fenotipo Rh en pacientes recientemente transfundidos presenta serias
limitaciones debido a que las reacciones de hemaglutinacion detectan antigenos presentes tanto
en los GRs del dador como del receptor. La dificultad para asignar el fenotipo Rh impide también
una correcta identificacion de los posibles aloanticuerpos en pacientes politransfundidos (130-
132). Por otro lado, los autoanticuerpos que recubren los GRs de pacientes con AHAI dificultan la
deteccion de los antigenos Rh. Ademas, los antisueros con alto contenido proteico pueden
inducir una aglutinacién espontanea de los eritrocitos sensibilizados, siendo necesario disociar el
autoanticuerpo sin dafar la integridad de la membrana ni modificar la expresion de los
antigenos. En la mayoria de los casos se obtienen resultados incorrectos porque la afinidad del
autoanticuerpo es elevada y la elucidn resulta incompleta (133-138). La discriminacién seroldgica
de estos fenotipos depende actualmente de la sensibilidad y disponibilidad de anticuerpos
monoclonales especificos. Por lo tanto, la utilizacion de técnicas de biologia molecular, como
estrategias de PCR SSP, PCR RFLP y secuenciacién, resulta un recurso apropiado para tipificar un
gran numero de antigenos y resolver polimorfismos con gran precisién en casos donde la
caracterizacidon inmunohematoldgica de los GRs no es concluyente (108, 114, 139).

Debido a que el sistema Rh presenta una elevada variabilidad genética interpoblacional
(140), es de fundamental importancia establecer el polimorfismo molecular del locus RH en
individuos de nuestro pais con miras a implementar un abordaje inmunohematolégico basado
en estudios moleculares. La poblacion argentina actual es el resultado del aporte de diferentes
etnias que comenzod en el siglo XVI entre los conquistadores espafioles, los pueblos originarios y
africanos traidos como esclavos. A comienzos del siglo XX la poblacién en crecimiento recibio el
aporte de la inmigracion masiva de europeos, principalmente espafioles e italianos, vy
posteriormente de inmigrantes de paises limitrofes (141, 142). Este complejo proceso de
mestizaje ha dejado una impronta en la composicién genética de la poblacién argentina que es
desconocida en muchos aspectos. Por lo tanto, el conocimiento de la variabilidad alélica que

subyace en el locus RHD en individuos de nuestra poblacidn sentara las bases para el desarrollo
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de herramientas de tipificacion molecular que permitiran implementar mejoras en el campo de

la medicina transfusional y obstétrica.

2.7.2 Diagnostico prenatal de la EHFN

La EHFN es un desorden causado por anticuerpos maternos, presentes en la circulacion
fetal a través de un transporte activo transplacentario, dirigidos frecuentemente contra el
antigeno D del sistema Rh. Estos anticuerpos se forman en respuesta a una aloinmunizacién
provocada por la presencia de eritrocitos incompatibles en la circulacion materna, causada
frecuentemente por embarazos y transfusiones previas. La incidencia de la aloinmunizacién por
antigeno D ha disminuido, en gran medida, debido al uso prenatal de la profilaxis con
inmunoglobulina anti-D en todas las mujeres embarazadas con fenotipo D negativo y por su
administracion posparto luego del nacimiento de un hijo D positivo. Sin embargo, esta
enfermedad aun persiste como una causa importante de morbimortalidad fetoneonatal (143,
144).

La caracterizaciéon de la variabilidad alélica del sistema Rh ha permitido desarrollar
técnicas de biologia molecular utiles para la identificacion de fetos en riesgo de EHFN en
embarazadas sensibilizadas con aloanticuerpos anti-D. Los fetos D positivo estarian afectados
por la EHFN, mientras que los fetos D negativo no padecerian esta patologia. Mediante
estrategias moleculares se logré analizar la presencia del gen RHD en el ADN gendmico obtenido
de amniocitos y células trofoblasticas (145, 146, 147). Sin embargo, procedimientos como la
amniocentesis y la toma de muestra de vellosidades coridnicas para la obtencidon de ADN fetal
presentan objeciones debido al riesgo que implican para el embarazo (10, 145, 148).

A partir de 1996, investigadores comenzaron a realizar la genotipificacién RHD prenatal
utilizando células fetales obtenidas de la circulacién materna, evitando asi los riesgos asociados a
los procedimientos invasivos (149). El principal problema de esta metodologia es la utilizacién de
técnicas laboriosas y costosas. Ademas, se ha observado que las células fetales pueden
permanecer en la circulacion materna hasta por 10 afos o mas, interfiriendo en el analisis
prenatal de mujeres multiparas (150).

La perspectiva cambid cuando en 1997, Lo y col demostraron la presencia de ADN fetal
libre circulante en el plasma de mujeres embarazadas (151). Este hallazgo provee una nueva
posibilidad para la determinacién prenatal del estado RHD fetal en muestras obtenidas por

procedimientos no invasivos. Se ha demostrado una elevada proporcién de ADN fetal,
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aproximadamente 3% del ADN libre total, en el plasma de mujeres durante el segundo trimestre
de gestacion. Este ADN fetal es depurado rapidamente del plasma materno luego del nacimiento
permitiendo su analisis en mujeres multiparas (152). La genotipificacién RHD fetal no invasiva
resulta una metodologia util para establecer en etapas tempranas del embarazo el riesgo real de
EHFN. Sin embargo, debido a la gran heterogeneidad molecular del sistema Rh, es fundamental
conocer las principales variantes RHD en la poblacion a estudiar para disefar estrategias de
genotipificacién que disminuyan la posibilidad de resultados falsos positivos y falsos negativos
para un manejo adecuado del embarazo. La determinacién prenatal del antigeno D evitaria la
utilizacién de métodos diagndsticos invasivos y estrategias terapéuticas expansivas y costosas,
como el tratamiento con gammaglobulina hiperinmune en embarazadas sensibilizadas cuando el

feto es D negativo (153-157).

3. Sistema Diego

3.1 Historia del grupo sanguineo Diego

El grupo sanguineo Diego (ISBT- 010 — DI) (7) fue el primer marcador genético en
relacionar a las poblaciones amerindias con las siberianas (158, 159). Este sistema fue
descubierto en 1953 cuando Larysse y col estudiaron el suero de un recién nacido
aparentemente normal. Los estudios realizados en el neonato demostraron una anemia
hemolitica severa debido a una inmunizacion causada por un anticuerpo irregular. Muestras de
sangre de la madre y del infante, Rh compatibles, fueron enviadas a Levine para ser analizadas.
Los GRs del neonato se encontraban coagulados cuando llegaron al laboratorio del investigador
pero no se detectaron anticuerpos en el suero materno al ser analizado utilizando un extenso
panel de células. Debido a que las incompatibilidades por ABO y Rh se encontraban excluidas, se
sospechd de un factor sanguineo de “baja incidencia” con su correspondiente anticuerpo. Luego,
Levine enfrentd los GRs paternos con el suero materno y observd la presencia de un fuerte
aglutinado. El anticuerpo descubierto junto al correspondiente antigeno fueron designados
Factor Sanguineo Diego: Di® y anti-Di® (160).

Luego de su descubrimiento, el suero anti-Diego fue utilizado alrededor del mundo para
identificar individuos cuyos GRs aglutinaran en presencia del Factor Diego (Di?). Los resultados
mostraron que el Di? se encuentra sélo en poblaciones asiaticas de Mongolia y en América del
Sur. Estd totalmente ausente en poblaciones africanas y Europeas, siendo algunas poblaciones

amerindias los que presentan la mayor frecuencia mundial de este antigeno (161, 162). Se ha
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reportado que la prevalencia del antigeno Di? en aborigenes sudamericanos es del 36%. La alta
frecuencia de este antigeno en ciertas poblaciones destaca su importancia en el campo de la
medicina transfusional, debido a su participacién en la generacién de reacciones hemoliticas

transfusionales, como la AHAI y la EHFN (163, 164).

3.2. Estructura molecular y proteica del grupo sanguineo Diego

Las determinantes antigénicas del grupo sanguineo Diego se expresan en la glicoproteina
de membrana eritrocitaria Banda 3. Esta proteina esta codificada por el gen SLC4A1 (del inglés
Solute Carrier Family 4, Anion Exchanger Member 1) y se encuentra en el cromosoma 17
(ubicacidon 17g21-q22) (165). El sistema de grupo sanguineo Diego estd compuesto por 22
antigenos: 3 pares de antigenos antitéticos (Di® y Di®, Wr? y Wr°, W' y DISK) y 16 antigenos de
baja frecuencia (7, 165).

Los analisis de secuenciacién de los alelos DI*A y DI*B mostraron que estas variantes son
el resultado de la mutacion puntual de cambio de sentido c.2561C>T responsable de la
sustitucion aminoacidica p.Leu854Pro (166, 167). El alelo DI*A tiene una T en la posicion 2561
del gen SLC4A1 mientras que el alelo D/*B tiene una C.

El conocimiento de las bases genéticas del sistema Diego ha permitido el desarrollo de
estrategias de biologia molecular para inferir el fenotipo a través del estudio del genotipo. Estas
estrategias han sido ampliamente utilizadas para analizar movimientos migratorios y el aporte
de algunas etnias amerindias con ascendencia asiatica al acervo genético de diferentes

poblaciones (160).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue investigar el polimorfismo molecular del locus RH
en nuestra poblacién para aportar nuevos conocimientos sobre los mecanismos responsables de
los diferentes fenotipos.

Los objetivos especificos fueron:

v’ Caracterizar los eventos genéticos que originan el fenotipo D negativo.

v’ Investigar las bases moleculares responsables de fenotipos con expresion débil del
antigeno D.

v Disefiar y evaluar un protocolo de genotipificacion RHD prenatal no invasivo para
identificar fetos en riesgo de Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal.
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MATERIALES Y METODOS

1. Estudio del fenotipo y genotipo RH en muestras con fenotipo D negativo y D

variante

1.1 Muestras

Se estudiaron 1120 muestras de sangre periférica de donantes voluntarios sanos, provenientes
de los siguientes bancos de sangre y efectores de salud de nuestro pais: Banco Central de Sangre
SIPROSA-Tucumdn; Banco de Sangre-Instituto de Hematologia y Hemoterapia-Cordoba;
diferentes centros de hemoterapia de la ciudad de Rosario; Instituto de Hemoterapia de Ila
Provincia de Buenos Aires-La Plata y Centro Regional de Hemoterapia Hospital Garrahan (CABA).
Las muestras fueron derivadas al Laboratorio de Inmunohematologia de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario para su caracterizacion
molecular. Los criterios de inclusion para la seleccion de las muestras fueron los siguientes:

e Muestras D negativas portadoras de los antigenos C y/o E (D negativo C/E positivo).

e Muestras con expresion débil del antigeno D (Dvar).
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Las muestras analizadas en nuestro laboratorio fueron las siguientes:
e 796 muestras con fenotipo D negativo portadoras de los antigenos C y/o E:
¢ 304 provenientes de Tucuman
¢ 105 provenientes de Cordoba
¢ 123 provenientes de Rosario
¢ 109 provenientes de La Plata
¢ 155 provenientes de CABA
e 324 muestras con fenotipo D variante:
¢ 98 provenientes de Tucuman
¢ 37 provenientes de Cérdoba
¢ 99 provenientes de Rosario
¢ 41 provenientes de La Plata

¢ 49 provenientes de CABA

Ademas, se estudiaron 221 muestras con fenotipo dccee derivadas de Tucuman y 1200 de
Rosario.

Todas las muestras fueron recolectadas por punciéon venosa en tubos estériles conteniendo
EDTA al 5% como anticoagulante y conservadas a 4°C.

Las extracciones se realizaron con el consentimiento previo de los donantes y todos los
procedimientos fueron efectuados respetando las normas establecidas en la convencion de
Helsinki, previa aprobacién de los protocolos de trabajo por el Comité de Bioética de la Facultad

de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario.

1.2 Estudios seroldgicos

1.2.1 Determinacion del antigeno D

1.2.1.1. Prueba directa en tubo

La determinaciéon del fenotipo D se realizé mediante técnicas de hemaglutinacién en tubos de
Kahn utilizando un reactivo anti-D blend, mezcla de anticuerpos monoclonales IgG e IgM
pertenecientes a los clones TH-28 (secretor de IgM, dirigido hacia los epitopes 6/7 de la proteina
RhD) y MS-26 (secretor de IgG, dirigido hacia el epitope 9 de la proteina RhD). Ademas, las
muestras fueron estudiadas utilizando antisueros anti-D monoclonales IgM clones MS-201,

RUM-1 (dirigidos contra los epitopes 6/7) y LDM1+ESD1M (dirigidos contra los epitopes 6/7 y 9,
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respectivamente). Se enfrentaron volimenes iguales del reactivo con una suspensiéon de GRs a
tipificar, preparada al 5% V/V en solucién salina isotéonica (NaCl 7,9 g/dl) a temperatura
ambiente (TA). Los tubos se centrifugaron durante 1 minuto a 1000 rpm. Las muestras fueron
clasificadas como D negativo cuando no se observd aglutinaciéon y D variante cuando la

aglutinacién observada fue inferior a la obtenida para un fenotipo D positivo normal (68).

1.2.1.2 Prueba de la antiglobulina indirecta (PAI)

Las muestras se estudiaron mediante la PAI utilizando el antisuero anti-D blend citado en el item
1.2.1.1. Los tubos de reaccién, con volimenes iguales de GRs y reactivo anti-D, se incubaron a
37°C durante 30 minutos. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con solucién salina isotdnica.
Luego, se adiciond el mismo volumen de antiglobulina humana poliespecifica (Reactivo de
Coombs) y se centrifugaron durante 1 minuto a 1000 rpm. Se realizo la lectura macroscépica de

aglutinacion (68).

1.2.1.3. Prueba de la antiglobulina directa (PAD)

Las muestras con resultados positivos para la PAl se analizaron a través de la PAD para descartar
la presencia de anticuerpos unidos in vivo a la membrana del GR. Una alicuota de la muestra de
sangre entera fue lavada 3 veces con solucidn salina isotdnica y se prepard una suspension al 5%
V/V. Posteriormente, se enfrentaron volimenes iguales de dicha suspension con antiglobulina
humana poliespecifica en tubos de Kahn y se centrifugaron durante 1 minuto a 1000 rpm. Luego

se realizo la lectura macroscépica de aglutinacion (68).

1.2.1.4. Técnica de adsorcion-elucion

1.2.1.4.1 Adsorcion

Se incubaron volumenes iguales (1,5 ml) de una suspension de GRs al 95% de las muestras a
estudiar, previamente lavados 3 veces con solucién salina isotdnica, con un anti-D policlonal
obtenido de la seroteca del laboratorio (titulo 1024) durante 30 minutos a 37°C. Los tubos de
reaccion se centrifugaron 5 minutos a 2000 rpm, se descarté el sobrenadante y se recuperé el
paquete de eritrocitos. Se realizaron 6 lavados con solucién salina isotdénica y se separd una

alicuota del ultimo lavado.
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1.2.1.4.2. Elucién por Glicina-HCI/EDTA

Para realizar la elucion se mezcléd 1 ml de la suspensién globular obtenida anteriormente con 2
ml de glicina-HCI (0,1 M, pH 1,5) y 1 ml de EDTA (10% P/V). La mezcla fue incubada 2 minutos a
temperatura ambiente y luego centrifugada a 1000 rpm durante 3 minutos. Se transfirid el
sobrenadante a un tubo limpio y se ajustd el pH a 7,5 con Tris base (1 M). Los tubos se
centrifugaron nuevamente a 1000 rpm durante 3 minutos. Se investigd la presencia de
anticuerpos anti-D con el Panel Globular Identificador en el eluido y en la alicuota del ultimo

lavado (68).

1.2.1.5. Otros estudios seroldgicos

En algunos casos se investigd también la presencia de epitopes D especificos utilizando un
equipo comercial compuesto por 12 anticuerpos monoclonales de clase 1gG, como se describe
en los items 1.2.1.1 y 1.2.1.2. Los anticuerpos utilizados son obtenidos a partir de
heterohibridomas de humano y de ratén y estan dirigidos contra diferentes epitopes del

antigeno D (68).

1.2.2. Determinacion de los antigenos C, ¢, E, e

1.2.2.1. Prueba directa en tubo

Se determiné el fenotipo Rh completo en todas las muestras estudiadas. Se utilizaron
anticuerpos monoclonales especificos anti-C (clon MS24), anti-c (clon MS33), anti-E (clon MS260)
y anti-e (clones MS16 + MS21 + MS63) para la tipificacion de los antigenos C, ¢, E y e

respectivamente, siguiendo el procedimiento descripto en el item 1.2.1.1 (68).

En todos los protocolos de tipificacién serolégicos realizados en el presente trabajo se

respetaron estrictamente las instrucciones del fabricante.

1.3. Estudios moleculares

1.3.1. Obtenciéon de ADN gendmico a partir de sangre periférica: micro método de salting-out
modificado

En tubos de microcentrifuga se colocd 500 pl de sangre periférica anticoagulada con EDTA al 5%
y 700 pl de una solucion amortiguadora TE (Tris-HCI pH= 7,3, 10 mM, EDTA 1 mM). Se agité

vigorosamente, se centrifugdé durante 2 minutos a 13000 rpm y se descartd el sobrenadante. El

33



MATERIALES Y METODOS

lavado se repitiéd con 1 ml de soluciéon amortiguadora TE hasta obtener un botdén celular limpio,
libre de GRs. El botdn celular fue resuspendido mediante agitacion vigorosa y se mezcld por
inversion con 500 pl de una solucion de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2% P/V
NaCl 1,4 M, PBmercapto-etanol 0,2% P/V, EDTA 20mM, Tris-HCI 100mM, pH= 7,5.
Posteriormente, se incubd 12 horas a 56°C. Se agregd 500 ul de cloroformo, se agité
vigorosamente y se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos. La fase acuosa superior obtenida
se transfirid a un nuevo microtubo conteniendo 500 ul de isopropanol y se mezcldé suavemente
por inversidn hasta obtener el precipitado de ADN. Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm
durante 10 minutos y se descarté el sobrenadante. Finalmente, se agregd 500 pl de etanol 70% y
se centrifugd a 13000 rpm durante 2 minutos, se descartd el sobrenadante y se dejé evaporar el
etanol a temperatura ambiente. El precipitado obtenido fue resuspendido en un volumen de 50
pl de agua destilada estéril (168).

Para la obtencién del ADN de muestras con fenotipo dccee, se colocaron 100 pl de sangre entera
de 5 donantes en un tubo de microcentrifuga y se procedié segun lo descripto anteriormente.
Esta estrategia permitid disminuir el numero de reacciones de PCR para la deteccidén del gen

RHD.

1.3.1.1. Control de la extraccion de ADN

Para evaluar la cantidad de ADN gendmico extraido, se determind su concentracién mediante la
determinacién de la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer®
D30 siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para las mediciones se mezclaron 5 ul del
ADN obtenido con 495 ul de H;0 destilada. La concentracion de ADN fue calculada mediante la
siguiente ecuacion, donde Abs260 representa la absorbancia a 260 nm y 50 mg ADN/ml es un

factor de conversion.

ug/ml de ADN = (Abs260 x Factor Dilucién x 50 mg ADN/ml)

Por otro lado, se evalud la calidad del ADN gendmico mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% P/V en solucién amortiguadora TBE 0,5X (Tris 135 mM, Acido Bérico 45 mM, EDTA
2,5 mM), teiiidos con el colorante SYBR Safe 0,5X. Para la preparacion de estos geles se
disolvieron por calentamiento 0,3 g de agarosa en 30 ml de TBE 0,5X. Luego se agregd 1 ul de

SYBR Safe, se homogeneizé la solucion por agitacidon suave y se colocd en un soporte de acrilico
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para gelificar. Se sembré una alicuota de 1 pl de cada una de las muestras de ADN en el gel
sumergido en buffer de electroforesis TBE 0,5X en un equipo de electroforesis horizontal,
utilizando como buffer de siembra 1 ul de una solucién conteniendo ficoll 10%, azul de
bromofenol 0,25%, Tris-HCI (pH = 7,5) 10 mM y EDTA 50 mM. Se realizé la electroforesis durante
30 minutos a 1 V/cm a TA. Los geles fueron visualizados en un transiluminador Invitrogen safe

imager 2.0 de luz azul (169).

1.3.2. Deteccion del gen RHD

1.3.2.1. PCR multiplex: amplificacion enzimatica del intron 4 y de la regién 3" no codificante del
gen RHD

Las muestras derivadas al laboratorio para su caracterizacién molecular fueron analizadas
mediante una estrategia de PCR multiplex que permite la deteccién del gen RHD. Este estudio
consiste en el andlisis simultdneo de dos regiones diferentes de dicho gen, permitiendo
identificar la presencia del mismo en base al polimorfismo de longitud del intrén 4 y a una
secuencia especifica en la regidén 3' no codificante del gen RHD. El intrén 4 del gen RHD posee
una delecién de 651 pb que permite diferenciarlo del intrén 4 del gen RHCE al generar por PCR
un producto de amplificacion de menor peso molecular. Los cebadores utilizados son
complementarios a secuencias nucleotidicas consenso presentes en los exones 4 y 5 de ambos
genes. La regidon 3' no codificante del gen RHD contiene una secuencia nucleotidica de
aproximadamente 1500 pb ausente en el gen RHCE. La utilizacidén de un oligonucledtido cebador
reverso complementario a una secuencia especifica de esta regién permite la obtencién de un
producto de PCR Unicamente en individuos portadores del gen RHD. El intrén 4 y la regién 3' no
codificante se encuentran distantes dentro del gen RHD permitiendo analizar la posible
presencia de genes hibridos RHD-CE-D (170).

El intron 4 de los genes RHCE y RHD se amplificé utilizando los siguientes oligonucledtidos

cebadores:

» Rh607: oligonucledtido cebador 5° complementario a una secuencia nucleotidica
presente en el exdn 4 de ambos genes: 5" ACGATACCCAGTTTGTCT 3’, posicién 607 a 624,
tomando como posicién numero 1 al primer residuo del coddn iniciador AUG del ARNm

de los genes RHCE y RHD.
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» Rh768: oligonucledtido cebador 3° complementario a una secuencia nucleotidica
presente en el exdn 5 de ambos genes: 5° TGACCCTGAGATGGCTGT 3, posicién 768 a
751.

Para el estudio de la regidon 3° no codificante del gen RHD se disefiaron un par de
oligonucleétidos cebadores compatibles con los descriptos anteriormente (Rh607 y Rh768) para

ser utilizados en el sistema de PCR multiplex.

» RHexdn10for: oligonucledtido cebador 5° complementario a una secuencia nucleotidica
del exdn 10 de ambos genes: 5" CCTCATTTGGCTGTTGGATTTTA 37, posicidn 1231 a 1253.

» D(3): oligonucledtido cebador 3° complementario a una secuencia nucleotidica de la
region 3° no codificante del gen RHD: 5" GTATTCTACAGTGCATAATAAATGGTG 3’, posicién
1432 a 1458.

En la Figura 9 se muestra la estructura de los genes RHD y RHCE, los sitios de unién de los

cebadores y se indica el producto de amplificacién obtenido.

Individuo RHD+

Caja Rhesus5’ RHD Caja Rhesus 3" SMP1 RHCE

[ IBIBISINIRISINI0INIaN, H:>-[[“’][9][*][’][6][5][‘][3][2][‘]]-

I\

Individuo RHD-
D]-|Z>-[ 818 [“][’][“][5][‘/‘] [3\1[2] By

Figura 9. Estrategia de PCR Multiplex para la genotipificacion RHD. Se representan los sitios de unién de los
oligonucledtidos cebadores y los pesos moleculares de los productos de amplificacion obtenidos a partir de los
genes RHD y RHCE para un individuo RHD+y uno RHD-.
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En un Unico tubo de reaccidon se amplificaron simultdneamente las dos regiones del locus RH
utilizando los oligonucleétidos cebadores Rh607, Rh768, RHexdn10for y D(3).

La PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 20
ul conteniendo los 4 cebadores a una concentracién de 0,4 uM cada uno, dNTPs 200 mM cada
uno, MgCl, 1,5mM y 1,5 unidades de la enzima Tagq ADN polimerasa en su respectivo tampdn 5X
Green Go Taqg (Promega) compuesto de Tris-HCl 10 mM (pH=9 a 25°C), 50 mM KCl, 7,5 mM

MgCl> y 0,1% Triton X-100. La reaccion se realizé en un temociclador Labnet.

Condiciones del ciclado:
» Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 2 minutos a 94°C
» 30 ciclos de:
e Desnaturalizacion: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 1 minuto a 59°C
e Extension de la reaccidon: 2 minutos a 72°C

> Extensidn final: 10 minutos a 72°C

El fragmento de ADN amplificado de 1238 pb, correspondiente al intrén 4 del gen RHCE, esta
presente en todas las muestras independientemente del genotipo RHD. Dicho producto de
amplificacién permite evaluar la eficiencia de la enzima Taq ADN polimerasa sin necesidad de
incorporar otro par de oligonucleétidos cebadores como control interno de la reaccién. En todas
las amplificaciones realizadas se incorpordé como control positivo de reaccién una muestra RHD

positivo y como control negativo una muestra RHD negativo.

1.3.2.2. Control de la amplificacion enzimatica por electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR fueron examinados por electroforesis en geles de agarosa al 2% P/V
tefiidos con el colorante SYBR Safe 0,5X, en solucion amortiguadora TBE 0,5X (169). Para la
preparacién de estos geles se disolvieron por calentamiento 0,6 g de agarosa en 30 ml de TBE
0,5X. Luego se agregd 1 ul del colorante SYBR Safe. Se homogeneizd la solucién por agitacion
suave y se colocd en un soporte de acrilico para su gelificacién. Una alicuota de cada producto
de amplificacion se sembro en un gel de tipo submarino junto a un marcador de peso molecular.
Las muestras se corrieron durante 20 minutos a 5 V/cm a TA. Posteriormente los fragmentos de

PCR se visualizaron en un transiluminador Invitrogen safe imager 2.0 de luz azul.
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1.3.3. Estudio de muestras con fenotipo D negativo C/E positivo
Se disefid un diagrama de flujo para el andlisis de las muestras con fenotipo D negativo C/E
positivo utilizando técnicas de biologia molecular. En la Figura 10 se muestra la estrategia de

trabajo llevada a cabo.

Estudios serolégicos

[ Muestras con fenotipo D- C/E+ ]

ﬂ PCR multiplex

Muestras RhD-/RHD+ Muestras RhD-/RHD- Muestras D negativo

PCR 733

PCR exén 3 hibrido
PCR intr6n 2 RHC

PCR escaneo de exones Alelo RHD-CE-D?

e A N _0)-
Muestras con estructura UG RHCE(3 9) 2

Regién 3’intrén 1
del gen RHD

RHD hibrida Muestras portadoras de

alelos hibridos caracterizados . i
Region 5 ‘intrén 2
del gen RHD

Muestras con estructura

RHD normal :

Microarreglos de ADN

Secuenciacion

Figura 10. Esquema de la estrategia para la genotipificacion RHD en muestras con fenotipo D negativo C/E
positivo.

1.3.3.1. PCR SSP: Escaneo de exones

Las muestras RhD-/RHD+ que expresaban el antigeno C y/o E fueron estudiadas en una primera
etapa mediante una estrategia de escaneo de exones. Esta metodologia, basada en la descripta
por Gassner y col (66), consta de 10 reacciones de PCR independientes que permiten detectar la
presencia de los 10 exones RHD, utilizando oligonucledtidos especificos de secuencia. Se
realizaron algunas modificaciones con respecto a la técnica original. Se incorporaron dos
reacciones para detectar polimorfismos asociados a los exones 1y 8 del gen RHD. Debido a que
no existen cambios nucleotidicos entre en el gen RHD y RHCE en dichos exones, se utilizaron
polimorfismos localizados en los intrones adyacentes. Ademas se realizaron modificaciones en

las reacciones descriptas para los exones 3y 9 (Tabla IV). La reaccién de amplificacion del exén 2
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es especifica para el gen RHD y para las variantes C del gen RHCE, debido a que los alelos
presentan identidad de secuencia en este exdn. Las reacciones de PCR se realizaron con
aproximadamente 0,2 pg de ADN gendmico en un volumen final de 10 ul conteniendo los
cebadores especificos del gen RHD y de control interno en una concentracion de 0,2 uM y 0,1
UM respectivamente, dNTPs 200 mM cada uno, glicerol 5%, 0,1 mg/ml de Rojo Cresol, MgCl, (ver
concentraciones para cada reaccion en Tabla IV) y 0,5 unidades de enzima Taq ADN polimerasa
en su respectivo tampodn de PCR (Invitrogen) compuesto por Tris-HCI 200 mM (pH = 8,4), KCI 500
mM. El par de cebadores utilizados para la obtencién del control interno permitié confirmar el
correcto funcionamiento de cada reaccion de PCR. Estos oligonucledtidos amplifican una
secuencia consenso del gen correspondiente a la Hormona de Crecimiento Humana (HGH) (ver
secuencia en la Tabla IV). El producto de amplificacién resultante de 434 pb permitié validar el
resultado negativo en aquellas reacciones donde no se observan amplificaciones especificas de
exones. En las mezclas de reaccion se incorporaron glicerol y el colorante Rojo Cresol para
optimizar y agilizar la obtencién de los resultados. El glicerol, ademas de otorgar la densidad
adecuada para la siembra, se utilizé6 como adyuvante para mejorar el rendimiento y especificidad
de las reacciones de amplificacién. El colorante permitié colocar los productos de amplificacion
directamente en un gel de agarosa al 2%, sin necesidad del agregado de un tampdn de siembra.

La PCR se realizé en un temociclador Labnet.

Condiciones del ciclado:
v’ Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 3 minutos a 94°C
v' 10 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 10 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores y extension: 1 minuto a 65°C
v’ 20 ciclos de:
e Desnaturalizacidn: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 1 minuto a 61°C

e Extension: 30 segundos a 72°C

En todas las amplificaciones realizadas se incorporé como control positivo de reacciéon una
muestra RHD positivo y como control negativo una muestra RHD negativo. Los productos de PCR

fueron examinados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2. En la Tabla IV se detallan
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los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de cada uno de los 10 exones del gen RHD
asi como también para el control interno, el polimorfismo analizado, las concentraciones de
MgCl, Optimas para cada reaccion y el tamafo de los productos de amplificacion

correspondientes.

Tabla IV. Estrategia de escaneo de exones

. , o A : MgCl.  Pdto
Exon Cebador Secuencia nucleotidica (5°-3") Polimorfismo analizado gLz
(mM) PCR (bp)
48gfor CGCTGCCTGCCCCTCTGG Consenso
1 1,5 244
Dintlrev agatgggggaatctttttectt +106A, +114A
D-2-201 GCTTGGGCTTCCTCACCTCG 201G
2 1,2 148
D-2-307 CAGTGTGATGACCACCTTCCCAGA 307T
RHDEx3F TCGGTGCTGATCTCAGTGGA 380T, 383A
3 1,5 161
Ds3a cttttctcccaggtcecectect Consenso
D-4-527 ACATGATGCACATCTACGTGTTCGC 505A, 509T, 514A
4 1,5 122
D-4-602 CAGACAAACTGGGTATCGTTGCTG 602C
D-5-676 ATGTTCTGGCCAAGTGTCAACTCTG 667G
5 1,2 157
D-5-787 ctgctcacCTTGCTGATCTTCCC 787G, 800A
D-6-826 TTATGTGCACAGTGCGGTGTTGG Consenso
6 1 132
D-6-916 CAGGTACTTGGCTCCCCCGAC 916G, 932A
D-7-967 GTTGTAACCGAGTGCTGGGGATTC Consenso
7 1,5 122
1048G, 1053C, 1057G, 1059A, ’
D-7-1048 TGCCGGCTCCGACGGTATC 1060G, 1061C
Ds8s ggtcaggagttcgagatcac -546A, -542C
8 1,5 857
RHint8R cctgeectggectcacagtc Consenso
WD2for tggtccaggaatgacagggct -132T7
9 1,5 231
D-9-1193 AGAAAACTTGGTCATCAAAATATTTAGCCT 1193A
D-10-1255 TCCTCATTTGGCTGTTGGATTTtaag Consenso
10 1,5 147
D-10-1358 cagtgcctgegegaacattg region 3’'NC
HGH1 CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA
HGH 434
HGH2 ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

Las secuencias nucleotidicas exdnicas se indican en mayuscula y las secuencias intrénicas en mindscula. Los
nucledtidos polimadrficos estan subrayados. NC: no codificante
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1.3.3.2. Caracterizacion de la estructura molecular de los exones 3 y 5 del gen RHD y del intron
2 del gen RHCE

En aquellas muestras donde Unicamente se observd amplificacion de los exones 1, 2, 8, 9y 10
del gen RHD se continuaron los estudios moleculares mediante el analisis de los exones 3y 5 de

dicho gen para confirmar la presencia del alelo RHD-CE-D° (122, 171, 172).

1.3.3.2.1. Deteccion de exon 3 hibrido: 5’RHD-RHCE3’
Se diseid una PCR SSP para detectar un exén 3 hibrido 5’RHD-RHCE3’ utilizando un
oligonucleétido cebador sentido RHD especifico (RHDexon3F) junto con otro RHCE especifico
como cebador antisentido (RHCEexon3R).
Las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados fueron:

v" RHDexon3F: cebador sentido especifico para el exén 3 del gen RHD,

5'TCGGTGCTGATCTCAGTGGA 3’
v" RHCEexon3R: cebador reverso especifico para el exén 3 del gen RHCE,

5’ACTGATGACCATCCTCAGGG 3’

La amplificacion de un producto de PCR de 110 pb confirma la existencia de un exén 3 hibrido
5’RHD-RHCE3’, caracteristico del alelo RHD-CE-Ds.

La PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 10
pl conteniendo los cebadores especificos y los oligonucledtidos de control interno a una
concentracion de 0,5 uM y 0,02 uM respectivamente, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl; 1,5 mMy
1 unidad de la enzima Taq ADN polimerasa en su respectivo tampdn de reaccion (Invitrogen). La

PCR se realizé en un temociclador Labnet.

Condiciones del ciclado:
v' Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 2 minutos a 94°C
v 30 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 62°C
e Extension de la reaccion: 40 segundos a 72°C

v" Extensién final: 10 minutos a 72°C
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Como control interno de reaccion se utilizaron los oligonucleétidos que amplifican una secuencia
consenso del gen correspondiente a la HGH. En todas las reacciones de PCR se incorporaron
como controles negativos una muestra RHD positivo y una muestra RHD negativo. También se
amplific6 como control positivo una muestra de ADN portadora de un exén 3 hibrido 5’RHD-
RHCE3’ obtenida por intercambio con laboratorios de Inmunohematologia del exterior.

Los productos de PCR fueron analizados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.3.2.2. Deteccidn del polimorfismo c.733C>G
Se analizé el polimorfismo c.733C>G presente en el exdén 5 del gen RHCE mediante una reaccién
de PCR SSP. Se empled un oligonucleétido cebador 5° complementario a una secuencia
especifica del intron 4 del gen RHCE (5’ Hyb), que se encuentra delecionada en el intrén 4 del
gen RHD. El oligonucledtido reverso empleado es complementario a una secuencia especifica del
exon 5 del gen RHD (3’ Hyb). Esta secuencia se diferencia de la correspondiente en el exén 5 del
gen RHCE en dos nucledtidos, siendo uno de ellos el nucleétido polimérfico 733 ubicado en el
extremo 3’ del cebador antisentido.
Las secuencias de los cebadores utilizados en esta estrategia de PCR fueron las siguientes:
v 5’ Hyb: cebador sentido especifico para el intron 4 RHCE, 5’gactgctgggagaggctaat 3’
v 3’ Hyb: cebador antisentido especifico para el exén 5 RHD, 5’CACCACGCTGACTGCTAC 3’
La amplificacién de un producto de 807 pb indica la presencia del sitio polimérfico 733G en el
exon 5 del gen RHD.
La PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 20
pl conteniendo los 2 cebadores especificos y los oligonucleétidos para el control interno a una
concentracion de 0,5 uM y 0,04 uM respectivamente, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl, 1,5 mMy
1,5 unidades de la enzima Taq ADN polimerasa en su respectivo tampén (Invitrogen). La PCR se
realiz6 en un temociclador Labnet.
Condiciones del ciclado:
v' Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 2 minutos a 94°C
v" 30 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 1 minuto a 60°C
e Extension de la reaccidn: 1 minuto a 72°C

v" Extensién final: 15 minutos a 72°C
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Como control interno de reaccion se utilizaron los oligonucledtidos cebadores complementarios
a secuencias consenso del gen correspondiente a la HGH. En todas las amplificaciones realizadas
se incorporaron como controles negativos una muestra RHD positivo y una muestra RHD
negativo. También se amplificé como control positivo una muestra de ADN portadora del SNP
analizada obtenida por intercambio con laboratorios de Inmunohematologia del exterior.

Los productos de PCR fueron analizados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.3.2.3. Deteccidn de la presencia del alelo RHC
Se disefié una PCR SSP para detectar el polimorfismo molecular asociado al alelo RHC. Las
muestras portadoras del alelo C presentan una insercion de 109 pb en el intrén 2 del gen RHCE.
Se emplearon los siguientes oligonucleétidos:
v C-In2-s: cebador sentido complementario a una secuencia del intron 2 de ambos genes
RH, 5’gctctgttgcccagtctgaagtg 3’
v C-In2-as: cebador antisentido complementario a una secuencia especifica de la insercidn
de 109 pb presente en el intrén 2 del gen RHCE,
5’ccactgggaagtgacaaagggc 3’

La amplificacion de un producto de 137 pb indica la presencia del alelo RHC. Las condiciones de
la reaccion de PCR fueron las descriptas en el item 1.3.3.1.

En todas las reacciones de PCR se ensayd en paralelo una muestra con fenotipo homocigota para
el alelo RHCE*c como control negativo de reaccién. También se amplificé un control positivo
utilizando ADN portador del alelo RHCE*C. Como control interno se utilizaron los
oligonucleédtidos para amplificar la secuencia consenso del gen HGH. Los productos de PCR

fueron examinados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.3.3. Estudio de alelos RHD nulos no caracterizados

1.3.3.3.1. Analisis por microarreglos de ADN

Se seleccionaron al azar 30 muestras no caracterizadas mediante las estrategias de PCR
descriptas anteriormente para ser analizadas por una técnica de microarreglos de ADN. Esta
metodologia permite la identificacion de mas de 100 alelos RHD y estd basada en la hibridaciéon

de sondas de oligonucleétidos alelo especificas con el ADN en estudio (173, 174).
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Se amplificaron los fragmentos de ADN genédmico que contienen las principales variantes alélicas
con una estrategia de PCR multiplex. Estos productos de PCR fueron fragmentados y marcados
con dos fluordéforos diferentes (Cy3 y Cy5) para la deteccidn especifica de los genes RHD y RHCE.
Los productos marcados se hibridaron sobre un chip de ADN (plataforma) que contiene las
sondas especificas. En cada chip se midid la intensidad de fluorescencia mediante un escaner
confocal. Los datos fueron analizados con el software de BLOODchip® que genera un informe
automaticamente. Estos estudios fueron realizados en el Laboratorio de Inmunohematologia del

Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona, Espaiia.

1.3.3.3.2. Secuenciacion del gen RHD

Las muestras D-/RHD+ C/E positivo no caracterizadas mediante las estrategias moleculares
descriptas anteriormente fueron secuenciadas. Se amplificé cada uno de los 10 exones del gen
RHD a partir de ADN gendmico utilizando oligonucledtidos cebadores intrénicos.
Posteriormente, cada producto de amplificacidon fue secuenciado con 2 cebadores internos, uno
sentido y otro antisentido.

Se disefiaron estrategias de PCR SSP, basadas en las descriptas por Legler (139), para la
amplificacién de cada uno de los 10 exones del gen RHD. Se realizaron modificaciones en los
oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los exones 2, 3, 4, 6, 8 y 9. Las
amplificaciones fueron realizadas con aproximadamente 0,2 pg de ADN gendmico en un
volumen final de 25 pl conteniendo los dos oligonucledtidos cebadores a una concentracion de
0,32 uM cada uno, dNTPs 0,2 mM de cada uno y 1,5 unidad de la enzima Tag ADN polimerasa en
su respectivo tampdn 5X Colorless Go Tag (Promega) compuesto de Tris-HCl 10 mM (pH =9 a
25°C), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl2 y 0,1% Triton X-100. La PCR se realizd en un temociclador
Labnet.

Los productos de amplificacién fueron controlados de acuerdo a la técnica descripta en el item
1.3.2.2. utilizando un buffer de siembra. En la Tabla V se detallan los oligonucleétidos empleados

y las condiciones de reaccién.
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Tabla V. Oligonucleétidos cebadores y condiciones de PCR para la amplificacion de los 10 exones del gen RHD

Exdn Cebador Secuencia n u’c leotidica Condiciones de ciclado Pdto. de
(5-3%) PCR (pb)

Dsls tcaacpggagtcag 2'a 949C; 30 ciclos de 30" a 94°C,

' Dsla gctatttgctectgtgaccactt 1'a629C, 1'30”a 729C; 15' a 72°C 767
5’ex6n2RHD tgccccttccagetgecatttag 2'a949C; 30 ciclos de 30" a 94°C,

2 Ds2a ggcatgtctatttctctctgtctaat 1'a 60°C, 1'a 729C; 10' a 72°C 1608
Ds3s gtcgtectggcetctecctetet 2'a 949C; 30 ciclos de 30" a 949C,

3 Ex3rev ccagctcggtccctaactec 40" a 64°C, 40'"a 729C; 7' a 72°C 40
RHint3F gccgacactcactgctcttac 2'a 949C; 30 ciclos de 30" a 949C,

¢ RHDint4R tcctgaacctgetctgtgaagtge 40’ a 62°C, 40”a 729C; 10' a 729C 38
Ds5s tacctttgaattaagcacttcacag 2'a949C; 30 ciclos de 30" a 942C,

° Ds5a ttattggctacttggtgec 1'a629C, 1'30”a 729C; 15' a 72°C 1458
ex6F agtagtgagctggcccatca 2'a 949C; 30 ciclos de 30" a 942C

° ex6R cttcagccaaagcagaggag 40’ a 62°C, 40”a 72°C; 10' a 72°C 7
Ds7s catccccctttggtggec 2'a9429C; 30 ciclos de 30" a 942C,

’ Ds7a aaggtaggggctggacag 1'a 629C, 1'a 729C; 10' a 72°C 105
Ds8s ggtcaggagttcgagatcac 2'a 949C; 30 ciclos de 30" a 94°C,

’ RHint8R cctgeectggectcacagte 1'a 62°C, 1'a 729C; 10' a 72°C 87
WD2for tggtccaggaatgacagggct 2'a949C; 30 ciclos de 30" a 942C,

° Ds9a cacccgcatgtcagactatttgge 1'a 629C, 1'30”a 72°C; 15'a 72°C >’
Ds10s caagagatcaagccaaaatcagt 2'a 949C; 30 ciclos de 30" a 94°C,

10 Ds10a agcttactggatgaccacca 40" a 62°C, 40”a 72°C; 10" a 72°C 38

Las secuencias nucleotidicas exdnicas se indican en mayuscula y las secuencias intrénicas en minuscula.

1.3.3.3.2.1. Purificacion de los productos amplificados

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el equipo comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Este sistema esta basado en la capacidad del ADN de unirse a
membranas de silica en presencia de agentes salinos caotrdpicos. Los fragmentos de ADN
retenidos en la superficie de la silica son eluidos con agua libre de DNAsas luego de varios

lavados (175). Una vez obtenido el producto fue almacenado a -20°C.

1.3.3.3.2.2. Determinacidn de la concentracién de ADN
Se determind la concentracion de ADN de los productos purificados mediante la técnica
descripta en el item 1.3.1.1. Para las mediciones se mezclaron 5 pl del producto de PCR

purificado con 495 ul de H,0 destilada.
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1.3.3.3.2.3. Preparacion de los productos de amplificacién para secuenciar
Se prepararon soluciones de las muestras a la concentracion requerida para la secuenciacién de
acuerdo al tamaifo del ADN molde. Los pesos moleculares del ADN a secuenciar y la

concentraciéon requerida se detallan en la Tabla VI.

Tabla VI. Concentracidon requerida del ADN molde para la secuenciacion

Molde ADN Concentracion requerida
100-200 pb 5 ng/ul
200-500 pb 15 ng/ul
500-1000 pb 30 ng/ul
1000-2000 pb 60 ng/ul

Los productos purificados fueron enviados, junto con oligonucleétidos especificos para la regién
a secuenciar, al Instituto de Biotecnologia-Unidad de Gendmica, INTA Castelar. En la Tabla VIl se
describen las secuencias nucleotidicas de los cebadores enviados para la secuenciacién de cada

uno de los exones del gen RHD.

Tabla VII. Cebadores utilizados para las reacciones de secuenciacion

Secuencia nucleotidica

Exon Cebador Orientacion (5-3")
1 Dslseq sentido tccatagagaggccagcacaa
Dsla antisentido gctatttgctectgtgaccactt
5 rel3 sentido actctaatttcataccaccc
Ex2seq antisentido aaatattgcacagcactggt
3 Ds3s sentido gtcgtectggctctecctctet
Ex3seq antisentido agtgatcttccttectcage
4 RHint3F sentido gccgacactcactgctcttac
Ds4dseq antisentido gggagattttttcagccag
5 Ex5seq sentido acgtgacttccccatctaac
Ds5a antisentido ttattggctacttggtgec
6 rb25 sentido agcagggaggatgttacag
ex6R antisentido cttcagccaaagcagaggag
7 Ds7s sentido ggtctcacctgccaatctg
3’exén7 antisentido agcccagtgaccctcAT
8 Ds8seq sentido agtcctttttgtccctgatgacc
RHint8R antisentido cctgeectggectcacagtc
9 Ds9seq sentido gagattaaaaatcctgtgctccaaac
Ex9seq antisentido tgctccttactccatttttg
10 Ds10s sentido caagagatcaagccaaaatcagt
Ex10seq antisentido tggcagagaaaggattcaac

Todas las secuencias nucleotidicas corresponden a regiones intrénicas del gen RHD.
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1.3.3.3.2.4. Interpretacion de los resultados
El andlisis de las secuencias se realizé mediante el software CHROMAS®. Las secuencias consenso
se obtuvieron de la pagina de Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=nucleotide. Para la comparacion de

las secuencias obtenidas con las secuencias consenso se utilizé el programa DNASTAR®.

1.3.3.4. Otros estudios moleculares

1.3.3.4.1. Caracterizacion molecular de los intrones 1 y 2 en muestras con estructura RHD-CE(3-
9)-D

Se estudiaron las regiones de los intrones 1 y 2 que flanquean el exén 2 del gen RHD mediante
estrategias de PCR RFLP para investigar el sitio de recombinacién entre los genes RHD y RHCE en

muestras portadoras del alelo hibrido RHD-CE(3-9)-D.

1.3.3.4.1.1. Estudio de la regién 3’ del intrén 1 del gen RHD
La regidn 3’ del intrén 1 se analizé mediante una estrategia de PCR RFLP utilizando la enzima de
restriccion Tagl (176). Para la reaccién de amplificacién se utilizaron los siguientes
oligonucleétidos cebadores:

v T1:cebador sentido, 5’GTTTAAATCTTGGCTGTAGGC 3’

v" T2: cebador antisentido, 5" CAGCTTGAGCTCCAGAACG 3’

Estos oligonucledtidos permiten la amplificacién de la regidén 3’ del intrén 1 de ambos genes RH.
La PCR fue realizada con aproximadamente 50 ng de ADN gendmico en un volumen final de 50 pl
conteniendo los cebadores especificos a una concentracion de 0,2 uM, dNTPs 0,2 mM cada uno,
MgCl; 1,5 mM y 1 unidad de la enzima Taq ADN polimerasa en su tampdn 5X Colorless Go Taq
(Promega). La reaccion se realizd en un temociclador Labnet.
Condiciones de ciclado:
v' Desnaturalizacién: 3 minutos a 95°C
v" 30 ciclos de:
e Desnaturalizaciéon: 40 segundos a 95°C
e Anillado: 1 minuto a 60°C
e Extension: 2 minutos a 72°C

v" Extensién final: 5 minutos a 72°C
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En todas las reacciones de PCR se ensayé en paralelo una muestra control RHD negativo y una
muestra control RHD positivo. Una alicuota de los productos de amplificacidon fue examinada en
geles de agarosa al 2% de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

Se realizd la digestion de los productos de amplificacion con la enzima de restriccion Taql
durante 3 horas a 37°C. El peso molecular del producto de amplificacién para ambos genes es de
604 pb. La region 3’ del intron 1 del gen RHD posee dos sitios de reconocimiento para la enzima
Tagl que generan tres fragmentos de 203, 305 y 96 pb. Por otro lado, en la regién 3’ del intrén 1

del gen RHCE no existen sitios de corte para esta enzima.

1.3.3.4.1.2. Estudio de la regién 5’ del intrén 2 del gen RHD
Se analizaron los polimorfismos asociados a los alelos RHD, RHCE*C y RHCE*c presentes en la
region 5’ del intréon 2 mediante una estrategia de PCR RFLP (177). Los oligonucledtidos utilizados
para la reaccion de PCR fueron los siguientes:

e P1: cebador sentido, 5 GTGCCACTTGACTTGGGACT 3’

e P2: cebador antisentido, 5" GTGGACCCAATGCCTCTG 3’

Estos oligonucledtidos permiten la amplificacién de la regidén 5’ del intrén 2 de ambos genes RH.
La PCR fue realizada con aproximadamente 50 ng de ADN gendmico en un volumen final de 50 pl
conteniendo los cebadores especificos a una concentraciéon de 0,2 uM, dNTPs 0,2 mM cada uno,
MgCl; 1,5 mM y 1 unidad de la enzima Taq ADN polimerasa en su tampdn 5X Colorless Go Taq
(Promega). La reaccion se realizd en un temociclador Labnet.
Condiciones de ciclado:
v Desnaturalizaciéon: 3 minutos a 95°C
v 30 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 40 segundos a 95°C
e Anillado: 1 minuto a 60°C
e Extension: 2 minutos a 72°C

v' Extensién final: 5 minutos a 72°C

En todas las reacciones de PCR se ensayd en paralelo una muestra control RHD negativo
portadora de los alelos RHCE*C y RHCE*c, una muestra control RHD positivo homocigota para el

alelo RHCE*c y una muestra control RHD positivo homocigota para el alelo RHCE*C. En las
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muestras RHD negativo homocigotas para el alelo RHCE*C se observé la presencia de un
fragmento de 1177 pb, en las muestras RHD positivo homocigotas para el alelo RHCE*c se
detectd un segmento génico de 1068 pb mientras que en las RHD positivo homocigotas para el
alelo RHCE*C, ambos fragmentos fueron detectados. La diferencia en el tamafio de los productos
de amplificacién se debe a la insercidon de 109 pb presente en el alelo RHCE*C. Una alicuota de
los productos de PCR fue examinada en geles de agarosa al 2% de acuerdo a la técnica descripta
en el item 1.3.2.2.

Se realizé la digestién con la enzima de restriccidn Pstl durante 3 horas a 37°C. Los productos de
la reaccion fueron analizados en un gel de agarosa al 2% de acuerdo a la técnica descripta en el
item 1.3.2.2. En todos los genotipos se obtienen fragmentos de 322 pb y 250 pb
aproximadamente. En las muestras RHD negativo portadoras del alelo RHCE*C se produce
ademads un segmento génico de 148 pb mientras que en el caso de muestras RHD positivo
homocigotas para el alelo RHCE*c se observa un fragmento de 640 pb. En las muestras RHD
positivo con genotipo RHCE*C/RHCE*c se observan ambas bandas en el patron de corte con la
enzima. Por lo tanto, esta técnica permite detectar tanto la insercion de 109 pb en el intrén 2 del

gen RHCE, caracteristica de la presencia del alelo RHCE*C, como la presencia del gen RHD.

1.3.3.5. Disefio de estrategias de PCR
1.3.3.5.1 PCR SSP para la deteccion del alelo RHD*46C
Se disefidé una estrategia de PCR SSP para identificar el alelo RHD*46C, utilizando un cebador
sentido especifico para la region promotora del gen RHD y uno reverso conteniendo el
nucledtido polimoérfico 46C en el extremo 3°.
Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:

> Prom-46Afor: cebador sentido, 5" actccatagagaggccagcacaa 3’

> Exonl1+46Crev: cebador antisentido, 5" GCTTCCAGTGTTAGGGCCCG 3’

El producto de amplificacién de 219 pb indica la presencia del alelo RHD*46C. Las reacciones se
realizaron en las mismas condiciones que las empleadas para la técnica de escaneo de exones
(item 1.3.3.1).
Condiciones del ciclado:

v’ Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 2 minutos a 94°C

v" 30 ciclos de:
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e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 67°C
e Extension: 40 segundos a 72°C

v" Extensidn final: 5 minutos a 72°C

En todas las reacciones de PCR se amplific6 como control positivo una muestra portadora del
alelo RHD*46C, detectado por secuenciacidon, y una muestra RHD positiva como control
negativo. Se incorporaron oligonucleétidos que amplifican la secuencia consenso del gen HGH
utilizada como control interno de reaccion. Los productos de PCR fueron examinados de acuerdo

a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.3.5.2. PCR SSP para la deteccion del alelo RHD*581insG
Se desarrollé una estrategia de PCR alelo especifica para identificar la presencia del alelo
RHD*581insG utilizando un oligonucledtido cebador sentido especifico conteniendo la insercion
de la G caracteristica de este alelo en la penultima base y un oligonucledtido reverso especifico
para el intrén 4 del gen RHD.
Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:

> RHD*581insGFw: cebador sentido, 5’AAAGCCTCTACCCGAGTGG 3’

> RHD*581insGRv: cebador antisentido, 5 cttcagacacccaggggaac 3’

El producto de amplificacion de 185 pb indica la presencia del alelo RHD*581insG. La reaccidén de
PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 10 pl
conteniendo los 2 cebadores a una concentracion de 0,2 uM cada uno, 0,1 uM de cada cebador
de control interno, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl; 1,5 mM, 1 unidad de la enzima Tag ADN
polimerasa en su respectivo tampdn 5X Green Go Taq (Promega). La reaccién se realizé en un
temociclador Labnet.
Condiciones del ciclado:
v" Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 3 minutos a 94°C
v" 10 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 62°C

e Extensidon: 30 segundos a 72°C
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v’ 20 ciclos de:
e Desnaturalizacidn: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 58°C

e Extensidn: 30 segundos a 72°C

En todas las reacciones de PCR se amplificé una muestra portadora del alelo RHD*581insG como
control positivo identificado por secuenciacién y una muestra RHD positiva como control
negativo. Se incorporaron oligonucleétidos que amplifican la secuencia consenso del gen HGH
utilizada como control interno de reaccién. Los productos de PCR fueron examinados de acuerdo

a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.3.5.3. PCR SSP para la deteccion del alelo RHD(IVS3+1g>a)
Se disefié una estrategia de PCR alelo especifica para identificar la presencia del alelo
RHD(1VS3+1g>a) utilizando un cebador sentido especifico para el extremo 3’ del intrén 2 del gen
RHD y un oligonucledtido reverso especifico conteniendo en el extremo 3’ el nucledtido T,
complementario a la base polimdrfica del alelo RHD(/VS3+1g>a). Con el objeto de incrementar la
especificidad alélica del cebador 3’ se introdujo un desapareamiento adicional en el nucledtido
ubicado en la antepenultima posicién de la secuencia del mismo.
Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:

» Ds3s: cebador sentido, 5" gtcgtcctggctctcectetct 3°

> RHD(IVS3+1) Rv mut: cebador antisentido, 5° CTCCTCCCAGCACCATGACTAAT 3’

El producto de amplificacion de 203 pb indica la presencia del alelo RHD(IVS3+1g>a). La reaccién
de PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 10
pl conteniendo los 2 cebadores a una concentracién de 0,3 uM cada uno, 0,075 uM de cada
cebador de control interno, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl, 1,5 mM, 1 unidad de la enzima Taq
ADN polimerasa en su respectivo tampdén 5X Green Go Tag. La reaccidén se realizd en un
temociclador Labnet.
Condiciones del ciclado:

v' Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 3 minutos a 94°C

v" 10 ciclos de:

e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
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e Anillado de cebadores: 40 segundos a 67°C
e Extensidn: 30 segundos a 72°C

v" 20 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 60°C
e Extension: 30 segundos a 72°C

v" Extensidn final: 5 minutos a 72°C

En las reacciones de PCR se amplific6 una muestra portadora del alelo RHD(IVS3+1g>a)
identificada por la técnica de microarreglos de ADN como control positivo y una muestra RHD
positiva como control negativo. Se incorporaron oligonucledtidos que amplifican la secuencia
consenso del gen HGH utilizada como control interno de reaccién. Los productos de PCR fueron

examinados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.3.5.4. PCR RFLP para la deteccion del alelo RHD*M295]

Se desarrollé una estrategia de PCR RFLP para detectar la presencia el polimorfismo 885T
caracteristico del alelo RHD*M2951. Se amplificé la regién del exén 6 del gen RHD con los
cebadores especificos ex6F y ex6R. Las condiciones de reaccién y de ciclado fueron las descriptas
en el item 1.3.3.3.2. y la tabla V. Ambos oligonucleétidos flanquean sitios de reconocimiento
para la enzima Nlalll presentes en el exén 6 del gen RHD. En todas las determinaciones de PCR
realizadas se estudié una muestra RHD negativo y una muestra RHD positivo como controles de
especificidad. Ademas se analizé una muestra portadora del alelo RHD*M295/ detectada por la
técnica de microarreglos de ADN como control positivo. Una alicuota de los productos de PCR
fue examinada en geles de agarosa de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

Se realizé la digestion de los productos de amplificacién con la endonucleasa Nlalll durante 3
horas a 37°C. El peso molecular del producto de amplificacidon para muestras RHD positivo es de
371 pb. En alelos RHD normales existen dos sitios de reconocimiento de la enzima Nlalll que
generan tres fragmentos de 254, 95 y 22 pb. En las muestras portadoras del alelo RHD*M295]

existe solo un sitio de digestidon de la enzima y los productos obtenidos son de 349y 22 pb.
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1.3.3.6. Estudios de modelizacién del complejo Rh

Considerando que la proteina RhD se expresa en la membrana del GR formando el trimero RhD-
RhCE-RhAG, se realizd la modelizacidn del complejo Rh con el polipéptido RhD producto de la
variante alélica RHD*46C. Para ello se obtuvo la secuencia aminoacidica wild type de los
polipéptos Rh y RhAG de la base de datos PDB (Protein Data Bank) (178), se introdujo el cambio
p.Trp16Arg en la proteina RhD vy se utilizé el visor molecular Pymol® como herramienta para la

visualizacién de la estructura tridimensional (179).

1.3.4. Estudio de muestras con fenotipo D variante
Se disefid un diagrama de flujo para el andlisis de las muestras con fenotipo Dvar utilizando
técnicas de biologia molecular. El esquema de la estrategia llevada a cabo se muestra en la

Figura 11.
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Figura 11. Esquema de la estrategia para la genotipificacion RHD en muestras con fenotipo D variante.
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1.3.4.1 Estudio de cigosidad RHD

Se analizé el estado homocigota o hemicigota del gen RHD en cada una de las muestras con
fenotipo Dvar. Para ello se utilizd una estrategia de amplificacién de las cajas Rhesus seguida de
la digestién enzimdtica con la endonucleasa Pstl. En las cajas Rhesus hibridas existe un sitio de
restriccion adicional (5275G) que produce un fragmento de 564pb caracteristico de la delecidn
del gen RHD (35). Los oligonucledétidos utilizados fueron los siguientes:

» rez7: cebador sentido, 5 TGAGCCTATAAAATCCAAAGCAAGTTAG 3’

> rnb31: cebador antisentido, 5’ CCTTTTTTTGTTTGTTTTTGGCGGTGC 3’

La amplificacidon fue realizada utilizando aproximadamente 50 ng de ADN gendmico en un
volumen final de 25 ul conteniendo una concentracion de 0,32 uM de cada uno de los cebadores
especificos para las cajas Rhesus hibridas, 0,2 mM de cada uno de los dNTPs, 1,5 mM de MgCl, y
1 unidad de Taq DNA polimerasa en su tampdn 5X Colorless Go Taq (Promega). La reaccién se
realizé en un temociclador Labnet.
Condiciones de ciclado:
v’ Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 4 minutos a 94°C
v 35 ciclos de:
e Desnaturalizacion: 30 segundos a 94°C
e Anillado: 1 minuto a 65°C
e Extensién: 3 minutos a 72°C

v" Extensién final: 10 minutos a 72°C

En todas las determinaciones de PCR realizadas se estudiaron como controles una muestra RHD
homocigota, una hemicigota y una muestra RHD negativo. Una alicuota del fragmento
amplificado (2778 pb) fue controlado en un gel de agarosa de acuerdo a la técnica descripta en
el item 1.3.2.2.

Se realizd la digestién de los productos de amplificacién con la endonucleasa Pstl durante 3
horas a 37°C. En individuos RHD homocigotas existen dos sitios de reconocimiento de la enzima
Pstl que generan tres fragmentos de 1888, 744 y 397 pb. En las muestras hemicigotas para el gen
RHD la digestidon con la enzima genera los productos de 1888, 744, 564, 397 y 179 pb. En
muestras RHD negativo el fragmento de 744 pb estd ausente y sélo se observan los productos de

digestion de 1888, 564, 397 y 179 pb.
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1.3.4.2. PCR SSP la deteccidn de alelos D débil tipo 1,2,3 y 4

Se utilizaron estrategias de PCR alelo especificas para analizar la presencia de las variantes
alélicas D débil tipo 1, 2, 3 y 4 en las muestras con expresion disminuida del antigeno D. Se
disefaron oligonucleétidos cebadores especificos para los diferentes polimorfismos presentes
en los distintos alelos D débiles. En el estudio de la variante D débil tipo 3 se introdujo un
desapareamiento adicional en el antepenultimo nucledtido de la secuencia del cebador 5’ con el
objeto de incrementar la especificidad alélica del mismo. En la Tabla VIIl se detallan las
secuencias de los cebadores, el polimorfismo analizado, el exdn involucrado y el tamafio del

producto de amplificacion.

Tabla VIII. Estrategia de genotipificacion de alelos D débil

Alelo Secuencia nucleotidica Polimorfismo , Pdto. de
. - Cebador o . Exdn
identificado (5°-3) analizado PCR (pb)
RHDW1F acacgctatttctttgcagACTTATGG
D débil tipo 1 c.809T>G 6 198
Ds6a Cttcagccaaagcagaggagg
WD2for Tggtccaggaatgacagggct
D débil tipo 2 €.1154G>C 9 203
RHDW?2R GCTTTCCATATTTTAAGATTTAGGAGCAAAG
WD3formut acagagacggacacaggATGAGATG
D débil tipo 3 c.8C>G 1 166
RHDW3R CTTGATAGGATGCCACGAGCCC
RHDWA4F AGACTACCACATGAACATGATGCACA
D débil tipo 4 c.602C>G 4 136
RHDW4R CAGACAAACTGGGTA TCGTTGCTC

Las secuencias nucleotidicas exdnicas se indican en mayuscula y en minuscula las intrénicas. Los nucledtidos
polimarficos se encuentran subrayados.

Las reacciones se realizaron en las mismas condiciones que las empleadas para la técnica de
escaneo de exones (item 1.3.3.1), incluyendo el par de cebadores que amplifican la secuencia
consenso del gen HGH, utilizada como control interno de amplificacion. En todas las reacciones
de PCR se amplificé en paralelo una muestra RHD positivo, utilizada como control negativo de
reaccion, y una muestra de ADN portadora del alelo D débil en estudio utilizada como control
positivo. Los productos de PCR obtenidos fueron examinados de acuerdo a la técnica descripta

en el item 1.3.2.2.
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1.3.4.3. PCR SSP para la deteccion del alelo RHD*DVII
Se investigd la presencia del alelo RHD*DVII en las muestras portadoras del antigeno C no
caracterizadas por las técnicas de PCR descriptas en el item anterior. Se disefid una estrategia de
PCR SSP que detecta la mutacién puntual de cambio de sentido ¢.329T>C presente en el exén 2
del gen RHD, caracteristica de esta variante alélica. Esta PCR utiliza un cebador sentido
conteniendo el nucledtido polimérfico 329C en el extremo 3’ y uno reverso especifico para el
intron 2 del gen RHD. Con el objeto de incrementar la especificidad alélica del cebador 5, se
introdujo un desapareamiento adicional en el antepenultimo nucledtido de la secuencia del
mismo.
Las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados fueron las siguientes:

> DVIla mut: cebador sentido, 5 TCTGGGAAGGTGGTCATCACGCC 3’

> re23: cebador antisentido, 5’ aaaggatgcaggaggaatgtaggc 3’
El producto de amplificaciéon de 279 pb indica la presencia de un alelo RHD*DVII. La reaccion de
PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 10 pl
conteniendo los 2 cebadores a una concentraciéon de 0,2 uM cada uno, 0,1 uM de cada
oligonucleétido de control interno, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl; 1,5 mM, 1 unidad de la
enzima Taq ADN polimerasa en su respectivo tampdn 5X Green Go Tag. La reaccion se realizé en

un temociclador Labnet.

Condiciones del ciclado:
v' Desnaturalizacion inicial del ADN molde: 2 minutos a 94°C
v" 30 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 68°C
e Extensiéon: 40 segundos a 72°C

v' Extension final: 10 minutos a 72°C

En todas las reacciones de PCR se amplificd en paralelo una muestra RHD positivo como control
negativo y una muestra portadora del alelo RHD*DVII, identificada previamente por
secuenciacion, como control positivo. Se incorporaron oligonucledtidos que amplifican Ia
secuencia consenso del gen HGH utilizada como control interno. Los productos de PCR fueron

examinados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.
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1.3.4.4. Estudio de los alelos no caracterizados

1.3.4.4.1. PCR SSP: Escaneo de exones

Las muestras con expresion disminuida del antigeno D no caracterizadas mediante las técnicas
de PCR anteriormente descriptas fueron analizadas utilizando la estrategia de escaneo de exones

(item 1.3.3.1). Esta metodologia permite detectar algunas variantes D parcial (66).

1.3.4.4.2. Microarreglos de ADN
Se seleccionaron al azar 30 muestras pendientes de caracterizacion para ser analizadas por la

técnica basada en microarreglos de ADN descripta en el item 1.3.3.3.1.

1.3.4.4.3. Secuenciacion de los exones del gen RHD

Las muestras no identificadas por los estudios moleculares anteriores fueron secuenciadas
utilizando la estrategia detallada en el item 1.3.3.3.2. Se amplificaron cada uno de los 10 exones
del gen RHD y las regiones intréonicas adyacentes. Los productos purificados fueron enviados

para su secuenciacion al Instituto de Biotecnologia-Unidad de Gendmica, INTA Castelar.

1.3.4.5. Diseiio de estrategias de PCR
1.3.4.5.1. PCR SSP para la deteccion del alelo D débil tipo 93
Se disefid una PCR alelo especifica para detectar el SNP ¢.359C>A, localizado en el exén 3 del gen
RHD. Mediante esta estrategia se estudiaron las muestras con expresidon del antigeno E que
mostraron un resultado negativo para el alelo D débil tipo 2. Se utilizé un oligonucleétido sentido
especifico para el intrén 2 del gen RHD y uno antisentido conteniendo el nucledtido polimérfico
359A en el extremo 3’. Las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados fueron las
siguientes:

» RHD*359AFw: cebador sentido, 5’ tgggtagaaatcttgtcttctattc 3’

» RHD*359ARv: cebador antisentido, 5" TGAGATCAGCACCGACAAAT 3’

El producto de amplificacion de 190 pb indica la presencia del alelo RHD*359A. La reaccién de
PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 10 ul
conteniendo los 2 cebadores a una concentracion de 0,2 uM cada uno, 0,1 uM de cada cebador
de control interno, dNTPs 0,2 mM cada uno, MgCl, 1,5 mM, 1 unidad de la enzima Tag ADN

polimerasa en su respectivo tampon 5X Green Go Taq.
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Condiciones del ciclado:

v" Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 3 minutos a 94°C

v" 10 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 61°C
e Extensidn: 30 segundos a 72°C

v" 20 ciclos de:

e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 56°C
e Extensién de la reaccidn: 30 segundos a 72°C

v" Extension final: 5 minutos a 72°C

En todas las reacciones de PCR se amplificé una muestra RHD positivo como control negativo y
una muestra portadora del alelo RHD*359A, obtenida mediante estudios de secuenciacion,
como control positivo. Se incorporaron oligonucleétidos que amplifican la secuencia consenso
del gen HGH utilizada como control interno de reaccién. Los productos de PCR fueron

examinados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.3.4.6. Estudios de modelizacién del complejo Rh

Se modelizé el complejo Rh con el polipéptido RhD producto de la variante alélica D débil tipo 93
mediante la estrategia descripta en el item 1.3.3.6. Para ello se obtuvo la secuencia aminoacidica
wild type de los polipéptos Rh y RhAG de la base de datos PDB (Protein Data Bank) (178), se
introdujo el cambio aminoacidico p.Ala120Asp en la proteina RhD vy se utilizé el visor molecular

Pymol® como herramienta para la visualizacién de la estructura tridimensional (179).

1.3.4.7. Estudio de los niveles de expresion del antigeno D

Se realizd el analisis de los niveles de expresidn del antigeno D en la membrana eritrocitaria en
muestras portadoras de la nueva variante alélica D débil tipo 93 mediante citometria de flujo. En
simultaneo, se analizaron como controles de comparacion muestras portadoras de alelos D débil
tipo 1 y 3, y como controles positivo y negativo una muestra con fenotipo DCcEe y dccee,

respectivamente.
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Una alicuota de cada muestra de sangre entera fue lavada 3 veces con solucién amortiguadora
de fosfato salino (PBS). Luego, se prepard una suspensién de GRs al 0,2% V/V. Posteriormente,
se incubaron 50 pl de la suspensién de GRs con 50 pl de los anticuerpos anti-D monoclonales de
clase IgM descriptos en el item 1.2.1.1 durante una hora a TA. Las suspensiones fueron lavadas
con PBS e incubadas 30 minutos con 1 pl del anticuerpo secundario anti-u conjugado con
aloficocianina (APC) (BD Biosciencies). Luego de un lavado con PBS, las muestras se
resuspendieron en 0,5 ml de diluyente para citometria (FACSFlow BD Biosciencies) y fueron
adquiridas en un citémetro de flujo FACSAria Il (BD Biosciencies). Se adquirieron 100.000
eventos por muestra. El analisis de las muestras se realiz6 con el programa FACSDiva (BD
Biosciencies). La poblacidn de GRs fue seleccionada en base a los parametros de dispersion de
luz (FSC Forward scatter y SSC Side scatter). Los valores de mediana de la intensidad de
fluorescencia estan relacionados con el nivel de expresidn del antigeno D en la superficie de la
membrana eritrocitaria. La densidad relativa de epitopes D expresada en porcentaje fue
calculada utilizando una plantilla de Excel confeccionada por Flegel y col (180). Los resultados
obtenidos para las muestras portadoras del alelo D débil tipo 93 fueron posteriormente

comparados con los observados para las muestras control (180, 181).

1.4. Estudios moleculares complementarios
1.4.1. Deteccion del alelo RHDY
En muestras RhD-/RHD+ con fenotipo ccee (Tucuman n=221; Rosario n=1200) se investigo la
presencia del alelo RHDY mediante una estrategia de PCR. En esta variante alélica existe una
duplicacién de 37 pb entre el intréon 3 y el exdn 4 del gen RHD que permite diferenciar los alelos
RHDY y RHD normal al generar un producto de amplificacion de mayor peso molecular. Esta
metodologia utiliza oligonucleétidos cebadores complementarios a secuencias nucleotidicas
consenso presentes en los intrones 3 y 4 del gen RHD (115).

» RHDInt3F: cebador sentido, 5’ gccgacactcactgctcttac 3’

> RHDInt4R: cebador antisentido, 5’ tcctgaacctgctctgtgaagtge 3’

La PCR fue realizada con aproximadamente 0,2 ug de ADN gendmico en un volumen final de 20
ul conteniendo los 2 cebadores a una concentraciéon de 0,5 uM cada uno, dNTPs 0,2 mM cada
uno, MgCl> 1,5 mM y 1,5 unidades de la enzima Taq ADN polimerasa en su respectivo tampdn 5X

Green Go Taqg (Promega). La reaccidn se realizd en un temociclador Labnet.
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Condiciones del ciclado:
v" Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 2 minutos a 94°C
v' 29ciclos de:
e Desnaturalizacién: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 62°C
e Extension de la reaccidn: 40 segundos a 72°C

v" Extensidn final: 10 minutos a 72°C

Para controlar la eficiencia de la reacciéon de PCR se incorporé como control interno un par de
oligonucleétidos cebadores complementarios a secuencias consenso del exdon 2 del gen DRB1 del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase Il, que permiten la obtencién de un fragmento
de 270 pb en todas las muestras.
Los oligonucledtidos cebadores empleados como control interno fueron los siguientes:

» 2DRBAmpA: cebador degenerado 5', 5' CCCCACAGCACGTTTCT(C)TG 3'

» 2DRBAmpB: cebador 3', 5' CCGCTGCACTGTGAAGCTCTA 3'

La concentracidn de los mismos en el medio de reaccion fue de 0,04 uM.

En todas las amplificaciones realizadas se incorporaron como controles negativos una muestra
RHD positivo y una muestra RHD negativo. Ademas se amplificd un control positivo utilizando
ADN de un individuo portador de la duplicacién de 37 nucledtidos. Los productos de PCR fueron

examinados en geles de agarosa de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.4.2. Genotipificacion del grupo sanguineo Diego

Se utilizaron estrategias de PCR SSP (182) para investigar la presencia de los alelos DI*A y DI*B
del grupo sanguineo Diego en 178 muestras derivadas de Tucuman y 150 provenientes de
Rosario. Estos alelos se diferencian por un SNP en la posicién 2561 del exdn 19 del gen SLC4A1.
Para la caracterizacién de muestras portadoras del alelo DI*A se utilizé el cebador sentido F1
especifico para una secuencia presente en el exdn 18 del gen SLC4A1 y el cebador reverso AR
cuyo extremo 3’ contiene una A complementaria a la T especifica del alelo DI*A. Para investigar
la presencia de la variante alélica D/*B se empled un cebador sentido BF especifico que contiene
en el extremo 3’ una C caracteristica de este alelo y uno antisentido complementario a una

secuencia del intron 19 del gen SLC4A1.
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Las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados para la identificacion del alelo DI*A
fueron las siguientes:

> F1: cebador sentido, 5 GGTCACGTCGCTCAGCGG 3’

> AR: cebador antisentido, 5 CAGGGCCAGGGAGGCCA 3’

Las secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados para la identificacion del alelo DI*B
fueron las siguientes:
> BF: cebador sentido, 5 GGTGGTGAAGTCCACGCC 3’

» R: cebador antisentido, 5’ ccaggcagccactcacAC 3’

El producto de amplificacion de 276 pb indica la presencia de un alelo DI*A y un producto de 129
pb evidencia la variante alélica DI*B. La reaccion de PCR fue realizada con aproximadamente 0,2
pg de ADN gendmico en un volumen final de 10 pl conteniendo los 2 cebadores a una
concentracion de 0,5 uM cada uno, 0,2 uM de cada cebador de control interno, dNTPs 0,2 mM
cada uno, MgCl, (0,75 mM para DI*A y 1.5 mM DI*B), 0,5 unidades de la enzima Taq ADN
polimerasa en su respectivo tampdn Invitrogen. Las reacciones de amplificacidon fueron llevadas
a cabo en un termociclador Labnet.

Condiciones del ciclado:

v" Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 3 minutos a 94°C

v 10 ciclos de:
e Desnaturalizacidn: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 61°C
e Extensiéon: 30 segundos a 72°C

v' 20 ciclos de:

e Desnaturalizacidn: 30 segundos a 94°C
e Anillado de cebadores: 40 segundos a 56°C
e Extensién de la reaccidn: 30 segundos a 72°C

v" Extension final: 5 minutos a 72°C

En todas las reacciones de PCR se amplificaron muestras con genotipos DI*A/DI*A, DI*A/DI*B y

DI*B/DI*B como controles positivos y negativos. Se incorporaron oligonucleétidos que
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amplifican la secuencia consenso del gen HGH utilizada como control interno de reaccion. Los

productos de PCR fueron examinados de acuerdo a la técnica descripta en el item 1.3.2.2.

1.4.3. Determinacidn prenatal del genotipo RHD

Se estudiaron 296 muestras de sangre periférica de mujeres D negativo con embarazo Unico
(rango de gestacion 19 y 28 semanas) provenientes de la ciudad de Rosario. La sangre fue
recolectada en tubos estériles conteniendo EDTA al 5% como anticoagulante. En algunos casos
también se obtuvo sangre paterna para realizar estudios serolégicos y moleculares. Por otro
lado, la sangre de cordén de los neonatos fue recogida en tubos conteniendo EDTA al 5% para su

posterior estudio seroldgico y molecular.

1.4.3.1. Estudios serologicos

1.4.3.1.1. Determinacion del fenotipo RhD

Se analiz6 el fenotipo RhD materno, paterno y de los recién nacidos utilizando el reactivo anti-D
blend monoclonal mediante las técnicas de hemaglutinaciéon citadas en el item 1.2.1.1. Ante un

resultado negativo, el fenotipo RhD fue confirmado mediante la PAI.

1.4.3.2. Estudios moleculares

1.4.3.2.1. Extraccion de ADN gendmico

Se realizé la extraccion del ADN gendmico materno a través del micro método de salting-out
modificado descripto en el item 1.3.1. En algunos casos, también se obtuvo el ADN paterno y de

sangre de corddn utilizando el mismo procedimiento.

1.4.3.2.2. Estudios moleculares en muestras de ADN materno

Se investigd la presencia del gen RHD en el ADN materno mediante la estrategia de PCR
multiplex descripta en el item 1.3.2.1. En las muestras donde se observé amplificacion de ambos
fragmentos RHD especificos se analizé la presencia del alelo RHDY como se detalla en el item
1.4.1. Por otro lado, en casos donde sélo se detecté el fragmento de amplificacién

correspondiente al extremo 3°'UTR se investigd la presencia del alelo RHD-CE-D* (item 1.3.3.2.).
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1.4.3.2.3. Separacion del plasma materno

Se centrifugaron los tubos conteniendo 10 ml de sangre materna durante 7 minutos a 3000 rpm
dentro de las 12 horas de extraccién de la muestra. Se transfirieron alicuotas de 1,2 ml de
plasma a microtubos limpios sin alterar la capa leucocitaria y se centrifugaron durante 10
minutos a 13000 rpm. Posteriormente, se recolectd 1,1 ml de sobrenadante en tubos de

microcentrifuga y fueron almacenados a -20°C (183, 184).

1.4.3.2.4. Extraccion de ADN fetal libre en plasma materno

El aislamiento de ADN libre se realizé a partir de una alicuota de 1,1 ml de plasma materno. Se
descongelé la muestra y fue centrifugada durante 5 minutos a 10000 rpm para aislar los
crioprecipitados. Luego, se extrajo el ADN libre a partir de 1 ml de plasma utilizando el equipo
comercial QIAmp Blood Mini Kit (Qiagen, Hiden, Germany) siguiendo el protocolo propuesto por
el fabricante. Este sistema esta basado en la capacidad del ADN de unirse a membranas de silica
gel. Posteriormente, el ADN libre retenido en la superficie de la silica fue eluido en un volumen
final de 65 ul de la solucién tampdn de elucién. Una vez obtenido el producto fue almacenado a -

20°C (183, 184).

1.4.3.2.5. Genotipificacion RHD fetal

Se investigd la presencia de secuencias RHD en el ADN libre a través de estrategias de PCR en
tiempo real. Se utilizaron cebadores alelo especificos para amplificar regiones de los exones 4, 5,
7 y 10 del gen RHD y un fragmento del gen SRY, junto con sondas fluorogénicas TagMan® (185,
186, 187). Se amplificaron el exdn 10y el gen SRY en un sistema de PCR duplex por triplicado y se
utilizaron para su deteccidon sondas FAM y VIC, respectivamente. Los exones 4 y 7 del gen RHD
fueron también amplificados en una PCR duplex por duplicado, utilizando sondas FAM y VIC,
respectivamente. Ademds, el exdn 5 fue estudiado en un sistema monoplex por duplicado y para
su deteccion se utilizé una sonda FAM.

Los estudios de PCR en tiempo real fueron realizados en un termociclador Stratagene Mx3000P.
En las reacciones de PCR se colocaron 9 pL de ADN en un volumen final de 20 pl en un medio de
reacciéon conteniendo Universal Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, CA) junto con

cebadores y sondas en concentracion 0,3 uM y 0,2 uM, respectivamente (Tabla IX).
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Tabla IX. Oligonucleétidos cebadores y sondas utilizados para la genotipificacion RHD prenatal

Nombre Secuencia (5°to 3")
RHDEX4F CTGCCAAAGCCTCTACACG
EXON 4 RHDEX4R ATGGCAGACAAACTGGGTGTC
RHDEX4 Sonda FAM-TTGCTGTCTGATCTTTATCCTCCGTTCCCT-TAMRA
RHDEXS5F CGCCCTCTTCTTGTGGATG
EXON 5 RHDEX5R GAACACGGCATTCTTCCTTTC
RHDEX5 Sonda FAM-TCTGGCCAAGTTTCAACTCTGCTCTGCT-TAMRA
RHD7F* GGATTCCCCACAGCTCCA
EXON 7 RHD7R* CCGGCTCCGACGGTATC
Exn7 Sonda* VIC-ATGGGCTACAACTTC-MGB
RHD10F* TGCCTGCATTTGTATGTGAGA
EXON 10 Exn10R* AGTGCCTGCGCGAACATT
RHD10 Sonda* FAM-CATGACAGCAAAGTC-MGB
SRYF* GAGCAGCCAGGGAGGCAGAT
SRY SRYR* GCAAAACATGGTAATTTAGTAACGTT
SRY Sonda* VIC-ACTACTTGCCCTGCT-MGB

Condiciones del ciclado:
v" Incubacidn inicial: 2 minutos a 50°C
v" Desnaturalizacidn inicial del ADN molde: 10 minutos a 95°C
v" 45 ciclos de:
e Desnaturalizacién: 15 segundos a 95°C

e Anillado de cebadores: 1 minuto a 60°C

1.4.3.2.6. Genotipificacion RHD de muestras paternas

En aquellos casos donde no se obtuvieron resultados concluyentes para asignar el estatus RHD
fetal, se investigd el genotipo RHD paterno. Se utilizaron las estrategias descriptas en los items
1.4.1. y 1.3.3.2.1. para establecer los genotipos RHD/RHDY, RHD-/RHDY, RHD/RHD-CE-Ds, y
RHD-/RHD-CE-D*.

1.4.3.2.7 Criterios para inferir el genotipo RHD fetal
» Se considerd un estatus RHD positivo cuando:
= se observaron al menos 2 sefiales de amplificacion para exén 10 del gen RHD junto

con al menos 5 sefiales de amplificacidn para los exones 4,5y 7y
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= todas las sefiales presentaron valores de Ct dentro del rango esperado para el ADN

fetal (35<Ct<42).

» Se considerd un estatus RHD negativo cuando:

= se observaron sefiales negativas para todos los exones RHD y al menos dos sefales

positivas para el gen SRY y/o

» una sefial positiva para cualquier exdn RHD y al menos dos sefiales positivas para el

gen SRY o

® sefales negativas para todos los exones RHD y para el gen SRY en dos muestras

independientes de la paciente tomadas con tres semanas de diferencia.

Las escasas situaciones en las que no se cumplieron los criterios descriptos anteriormente fueron

analizadas teniendo en cuenta el genotipo materno y paterno. En las Figuras 12 y 13 se detallan

los diagramas de flujo utilizados para inferir el genotipo RHD fetal.

Embarazada D-/RHD-

A

—

Exones 4,5,7,10 +

Exones 4, 5, 7, 10: - Exones 4,5 -

'

Feto RHD+

'

'

Figura 12. Diagrama de trabajo para la estrategia de genotipificacion RHD fetal en embarazadas D-/RHD-.

Feto RHD-
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N

Exones 4,5, 7 -
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Estudios de ADN

paterno paterno
A A
4 Y4 A
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de RHDY de f"’D‘l’ RHD-CE-D°  de RHD-CE-Ds
Feto RHD- No concluyente Feto RHD- No concluyente
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Embarazada D-/RHD+
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Exones 7, 10 + (Ct<32)

Exones 4,5 +

Exones 7, 10 + (Ct<32)
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Exones 4,5, 7 +
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¢

¢
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'
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Estudios ADN paterno
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No portador de Portador de RHDy
RHDW ni RHD-CE-D* o0 RHD-CE-Ds

' '

Feto RHD-

No concluyente

Figura 13. Diagrama de trabajo para la estrategia de genotipificacion RHD fetal en embarazadas D-/RHD+.

1.4.3.3. Analisis serolégicos y moleculares de muestras de sangre de cordéon

Se investigd el fenotipo D de los recién nacidos utilizando el reactivo anti-D blend monoclonal
mediante las técnicas de hemaglutinacién citadas en el item 1.2.1.1. Ante un resultado negativo,
el fenotipo fue confirmado mediante la PAI. El anticuerpo anti-D utilizado reacciona con la
mayoria de las variantes D débiles y D parciales, incluyendo el DVI en la PAI. En algunos casos fue

necesario realizar estudios moleculares para determinar el estatus RHD fetal.

1.5. Analisis estadisticos

Para comparar la distribucion de los antigenos C y/o E en las muestras con fenotipo D negativo y
Dvar en las 5 ciudades estudiadas en este trabajo de Tesis se empled la Prueba Chi-cuadrado (x?).
Este test también fue aplicado para analizar la proporcidon de muestras D-/RHD+ y la distribucién
de los individuos portadores de los alelos RHD nulos y DEL en las 5 ciudades estudiadas.

La proporcion de muestras en las que se identificaron los marcadores genéticos RHDY y DI*A se
estudié utilizando el test basado en la estadistica Z.

El porcentaje de individuos con fenotipo Dvar portadores de los diferentes alelos hallados fue

comparado con el test Chi-cuadrado (x?).
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RESULTADOS

1. Determinacidn del antigeno D

El estudio de la presencia del antigeno D mediante las técnicas inmunohematolégicas descriptas
en el item 1.2.1 del apartado Materiales y Métodos confirmd el fenotipo de las 796 muestras D
negativo y las 324 muestras D variante derivadas al laboratorio para su caracterizacion

molecular.

2. Estudio del fenotipo Rh completo y genotipo RH en muestras D negativo

2.1. Estudios seroldgicos

2.1.1. Determinacidn del fenotipo Rh completo

Se tipificaron los antigenos C, c, E y e en todas las muestras con fenotipo D negativo derivadas de
los diferentes bancos de sangre y efectores de salud (item 1.2.2.1. de Materiales y Métodos). En
la Figura 14 se representan los resultados obtenidos del estudio de los fenotipos Rh en el grupo

de muestras D negativo C/E positivo.
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CCEe n=2, Ccee n=3,
CcEe n=42, 0,25% 0,38% EE 3
ccEE n=
5,28%
N 0,38%

ccEe n=241,
30,27%

Ccee n=505,
63,44%

Figura 14. Distribucién de los fenotipos Rh observados en las muestras D negativo C/E positivo

En la Tabla X se indica la frecuencia de los antigenos C y E en las muestras con fenotipo D

negativo estudiadas.

Tabla X. Frecuencia de los antigenos C y E en muestras D negativo

Antigeno
Ciudad
C E

Tucuman 66,12% 36,51%
Rosario 71,55% 35,77%
La Plata 73,39% 36,70%
Cérdoba 74,29% 27,62%
CABA 70,97% 43,23%

No se observaron diferencias significativas en las proporciones de muestras D negativo
portadoras del antigeno C ni D negativo portadoras del antigeno E en las 5 regiones estudiadas

(p>0,15, prueba de Chi-cuadrado ()(2)).

2.2. Estudios moleculares

2.2.1. Obtencién de ADN genomico de sangre periférica

Se extrajo el ADN gendémico de todas las muestras que presentaron un fenotipo D negativo C/E
positivo mediante el micro-método de salting out modificado (item 1.3.1. de Materiales y
Métodos). La calidad y cantidad del ADN fue controlada como se indicé en el item 1.3.1.1 de la
seccion Materiales y Métodos. Todas las muestras incluidas en este estudio presentaron una
concentracion entre 100y 200 ng/ul y no mostraron degradacion del ADN.

En la Fotografia 1 se observa el control de la calidad de la extracciéon del ADN gendmico de

muestras D negativo C/E positivo seleccionadas al azar.
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Banda de ADN
de altoPMy

Marcador de buena calidad

PM

Fotografia 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe de ADN gendmico obtenido a partir de
sangre periférica.

Calle 1: marcador de peso molecular (pGEM DNA Markers, Promega). La banda de mayor peso molecular
corresponde a un fragmento de ADN de 2645 pb. Luego se observan las bandas de 1605 pb, 1198 pb, 676 pb, 517
pb, 460 pb, 396 pb y 350 pb.

Calles 2 a 7: muestras de ADN obtenidas por el micrométodo de salting out.

2.2.2. PCR multiplex: amplificacion del intrén 4 y de la region 3" no codificante del gen RHD

Se investigd la presencia del gen RHD en las muestras con fenotipo D negativo C/E positivo
mediante la técnica de PCR multiplex. Esta estrategia permite la deteccidn de secuencias RHD
especificas correspondientes al intron 4 y a la regidon 3" no codificante (item 1.3.2.1. de
Materiales y Métodos). La obtencién de 3 productos de amplificacion (1 correspondiente al gen
RHCE y 2 especificos RHD) de distintos pesos moleculares indica la presencia de un alelo RHD
aparentemente normal. En la Fotografia 2 se observan los distintos resultados posibles de esta

estrategia.

Fotografia 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% teiiido con SYBR Safe de los productos de amplificacion
obtenidos en la estrategia de PCR multiplex.

Calle 1 y 5: marcador de peso molecular (0GEM DNA Markers, Promega). La banda de mayor peso molecular
corresponde a un fragmento de ADN de 2645 pb. Luego se observan las bandas de 1605 pb, 1198 pb, 676 pb, 517
pb, 460 pb, 396 pb y 350 pb.

Calle 2: muestra D negativo portadora de fragmentos RHD especificos. Se observan 3 productos de amplificacion de
1238 pb, 587 pby 229 pb.

Calle 3: muestra D negativo portadora de un fragmento RHD especifico. Se observan 2 productos de amplificacion
de 1238 pb y 229 pb.

Calle 4: muestra D negativo sin amplificacion de fragmentos RHD. Se visualiza un producto de amplificacidon de
1238pb correspondiente a la regidn del intréon 4 del gen RHCE.
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La genotipificacion RHD fue realizada en las 796 muestras con fenotipo D negativo C/E positivo
de donantes provenientes de: Tucuman (n=304), Rosario (n=123), La Plata (n=109), Cérdoba
(n=105) y CABA (n=155). En 663 muestras se observd Unicamente el producto de amplificacién
de 1238 pb, indicando la ausencia de fragmentos RHD especificos (muestras D-/RHD-). Por otro
lado, en 57 de las muestras analizadas se observo la amplificacion de los tres segmentos génicos
(muestras D-/RHD+), confirmando la presencia de secuencias especificas del gen RHD. Ademas,
se identificd un patrén de amplificacidn caracteristico de alelos hibridos (1238 pb-229 pb) en 76
muestras. En la Tabla Xl| se detallan las muestras estudiadas, los fenotipos hallados y los

resultados obtenidos con la estrategia de PCR multiplex.

Tabla XI. Fenotipo Rh completo y genotipificacion RHD en muestras D negativo C/E positivo

D negativo (n=796)

Fenotipo n PCR multiplex
410 1238 pb
Ccee 21 1238 pb-587 pb-229 pb
74 1238 pb-229 pb
38 1238 pb
CcEe 3 1238 pb-587 pb-229 pb
1 1238 pb-229 pb
207 1238 pb
ccEe 33 1238 pb-587 pb-229 pb
1 1238 pb-229 pb
CCEe 2 1238 pb
CCee 3 1238 pb
cCcEE 3 1238 pb

En la Figura 15 se muestra la frecuencia de muestras D-/RHD+ en el grupo de muestras D

negativo C/E positivo estudiadas.

D-/RHD+, n=133
16,71%

D-/RHD-, n=663
83,29%

Figura 15: Frecuencia de muestras D-/RHD+
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En las siguientes figuras se observan las frecuencias de muestras D-/RHD+ para cada una de las

ciudades estudiadas.

D-/RHD+ n=62,
20,39%

D-/RHD+, n= 242,
79,61%

Figura 16: Frecuencia de muestras de Tucuman D-/RHD+

D-/RHD+ n=19,
15,45%

D-/RHD- n=104,
84,55%

Figura 18: Frecuencia de muestras de Rosario D-/RHD+

D-/RHD+ n=24,
15,48%

D-/RHD- n=111,
84,52%

Figura 20: Frecuencia de muestras de CABA D-/RHD+

D-/RHD+ n=14,
12,84%

D-/RHD- n=95,
87,16%

Figura 17: Frecuencia de muestras de La Plata D-/RHD+

D-/RHD+ n=14,
13,33%

D-/RHD- n=91,
86,67%

Figura 19: Frecuencia de muestras de Cérdoba D-/RHD+

El porcentaje de muestras D-/RHD+ no difirié significativamente en los distintos grupos

estudiados (p>0,25, prueba de Chi-cuadrado (x?)).

2.2.3. Caracterizacion molecular de las variantes alélicas halladas

2.2.3.1. Escaneo de exones

Se analizaron las 133 muestras D-/RHD+ que expresaban los antigenos C y/o E mediante el

estudio de polimorfismos RHD especificos que permiten detectar la presencia de los 10 exones
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del gen RHD (item 1.3.3.1. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos mostraron que 76
muestras presentaban un patrén de amplificacidn caracteristico de variantes hibridas. Dentro de
este grupo se caracterizaron 58 posibles variantes RHD-CE-D° al detectarse sélo la presencia de
los exones 1, 2, 8, 9, y 10 del gen RHD. Ademas se identificaron 15 alelos RHD-CE(3-9)-D y las
variantes alélicas RHD-CE(4-8)-D, RHD-CE(4-9)-D y RHD-CE(4-7)-D, en 3 muestras diferentes.

En las 57 muestras restantes se obtuvo un patréon de amplificacién correspondiente a un gen
RHD aparentemente normal.

En las Fotografias 3 y 4 se observan los resultados obtenidos en los estudios de escaneo de
exones para una muestra portadora del alelo RHD-CE(3-9)-D y una con la variante alélica RHD-

CE-D’.

Fotografia 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% teifiido con SYBR Safe de los productos de amplificacion
obtenidos en la estrategia de PCR de escaneo de exones para una muestra portadora de un alelo RHD-CE(3-9)-D.

Calle 1: marcador de peso molecular elaborado en nuestro laboratorio con productos de PCR. La banda de mayor
tamafio corresponde a un fragmento de ADN de 500 pb. Luego se observan las bandas de 400 pb, 300 pb, 200 pb y
100 pb.

Calle 2 a 11: productos de amplificacidn especificos para cada exdn obtenidos en el escaneo de los 10 exones RHD.
En la fotografia se evidencia la ausencia de los exones 2 al 9, caracteristica de la variante alélica RHD-CE(3-9)-D.

Fotografia 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe de los productos de amplificacion
obtenidos en la estrategia de PCR de escaneo de exones para una muestra portadora de un alelo RHD-CE-D’.

Calle 1: marcador de peso molecular elaborado en nuestro laboratorio con productos de PCR. La banda de mayor
tamafio corresponde a un fragmento de ADN de 500 pb. Luego se observan las bandas de 400 pb, 300 pb, 200 pb y
100 pb.

Calle 2 a 11: productos de amplificacidn especificos para cada exdn obtenidos en el escaneo de los 10 exones RHD.
En la fotografia se evidencia la ausencia de los exones 3 al 7 caracteristica de la variante alélica RHD-CE-D’.
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2.2.3.2. Caracterizacién de la estructura molecular del alelo RHD-CE-D*

Los estudios realizados utilizando la estrategia de escaneo de exones identificaron la
amplificacién de los exones 1, 2, 8, 9 y 10 del gen RHD en 58 muestras, sugiriendo la presencia
de un alelo RHD-CE-D’. Para confirmar la correcta caracterizacion de estas muestras se analiz6 el
exon 3 utilizando un par de oligonucledtidos cebadores especificos para detectar el exén 3
hibrido 5’RHD-RHCE3’ (item 1.3.3.2.1. de Materiales y Métodos). Se obtuvo un producto de
amplificacién de PCR de 110 pb en todas las muestras estudiadas, confirmando la presencia de

esta estructura hibrida (Fotografia 5).

<+— 434pb

<+— 110pb

Fotografia 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2% teifiido con SYBR Safe de los productos de amplificacion
obtenidos en la estrategia de PCR ex6n 3 hibrido.

Calle 1: marcador de peso molecular (pGEM DNA Markers, Promega). La banda de mayor peso molecular
corresponde a un fragmento de ADN de 2645 pb. Luego se observan las bandas de 1605 pb, 1198 pb, 676 pb, 517
pb, 460 pb, 396 pb y 350 pb.

Calle 2: muestra portadora del alelo RHD-CE-D° utilizada como control positivo de reaccién. Se observan los
productos de amplificaciéon de 434 pb correspondiente al control interno (HGH) y la banda especifica de 110 pb
correspondiente a un exén 3 hibrido.

Calle 3: muestra portadora de un alelo RHD positivo normal. Se observa sdlo el fragmento de amplificacién del
control interno de reaccion de 434 pb.

Calle 4: muestra portadora de un alelo RHD-CE-D°. Se observan 2 productos de amplificacién de 434 pb y 110 pb.

Posteriormente, se analizé el polimorfismo 733G presente en el exén 5 del gen RHD (item
1.3.3.2.2. de Materiales y Métodos). Se observé la presencia del producto de amplificacién de
807 pb en todas las muestras indicando la presencia del sitio polimérfico 733G en el exén 5 del
alelo hibrido. Ademas, el andlisis del intrén 2 indicd la ausencia de un alelo RHC responsable de
la expresion del antigeno C en todas las muestras estudiadas. La estructura molecular de los
exones 3 y 5y el estudio del intrén 2 del alelo hibrido permitieron confirmar la presencia de la

variante RHD-CE-D’ en las 58 muestras analizadas.
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Los resultados obtenidos con la estrategia de escaneo de exones junto a la caracterizacion de los
exones 3y 5y del intron 2 en muestras con fenotipo D negativo C/E positivo se muestran en la

Tabla XII.

Tabla XII. Variantes alélicas identificadas en las muestras D-/RHD+ mediante la estrategia de escaneo de exones

D negativo (n=133)

Fenotipo n Alelo identificado

15 RHD-CE(3-9)-D
57 RHD-CE-D*

Ccee
1 RHD-CE(4-8)-D
1 RHD-CE(4-9)-D

CcEe 1 RHD-CE-D*
1 RHD-CE(4-7)-D,

ccEe 3 No caracterizado (presencia de

los 10 exones)

No caracterizado (presencia de
CcEe 3
los 10 exones)

No caracterizado (presencia de
Ccee 21
los 10 exones)

2.2.4. Estudio de las muestras D-/RHD+ no caracterizadas

2.2.4.1. Andlisis por microarreglos de ADN

Se seleccionaron al azar 30 de las 57 muestras D-/RHD+ C/E positivo no caracterizadas por los
métodos moleculares utilizados anteriormente para ser analizadas por la técnica de
microarreglos de ADN (item 1.3.3.3.1. de Materiales y Métodos). Esta estrategia de
genotipificacion permitid identificar dos muestras portadoras del alelo RHD*M295] al detectarse
la mutacién puntual de cambio de sentido ¢.885G>T, responsable de un fenotipo DEL. Por otro
lado, en dos muestras se caracterizé el alelo RHD(IVS3+1g>a) al observarse el cambio
nucleotidico de una G por una A en la primer base del intron 3 del gen RHD que genera también
un fenotipo DEL.

Ademas, se identificd un nuevo alelo producto de la combinacion de dos mutaciones. Se detecté
el polimorfismo ¢.361_371del11 responsable de un fenotipo D negativo junto con la ausencia de

los exones 1y 2 del gen RHD.
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2.2.4.2. Secuenciacion de los 10 exones del gen RHD

Los estudios de secuenciacion fueron realizados en las 25 muestras D-/RHD+ no identificadas por
microarreglos de ADN y en 5 muestras pendientes de caracterizacidn seleccionadas al azar (item
1.3.3.3.2. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos para una de las muestras con
fenotipo Ccee mostraron la presencia de una duplicacion de 37 pb caracteristica del alelo RHDy),
ademas de las mutaciones propias de dicha variante: c.609 G>A, c.654G>C, c.667T>G, c.674C>Ty
c.807T>G.

En la Figura 21 se muestra un fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciacién de la
region del intron 3/exon 4 de la muestra portadora del alelo RHDY donde se observa la

duplicacién de 37 pb y de una muestra RHD normal.

Figura 21. Cromatograma correspondiente a la region del intrén 3/exén 4 de la muestra portadora del alelo RHDY
y de una muestra RHD normal, respectivamente. Los rectangulos color fucsia representan los 37 pb que se
encuentran duplicados en la variante alélica RHDY. Los rectdngulos color amarillo sefialan la secuencia del exén 4
contigua a la region duplicada.

En la Figura 22 se observan fragmentos del cromatograma obtenido en los estudios de
secuenciacion de la muestra portadora del alelo RHDY y de una muestra con un alelo RHD
normal, donde se indican las mutaciones puntuales correspondientes a las reportadas para esta

variante.
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Figura 22. Fragmentos del cromatograma correspondiente a los exones 4, 5 y 6 del alelo RHDY y de un alelo RHD
normal. En la figura se muestran fragmentos de cromatogramas conteniendo los 5 SNPs en los exones 4, 5y 6 del

gen RHD, caracteristicos de la variante alélica RHDY..

Por otro lado, se identificd una nueva variante del gen RHD en 8 muestras D-/RHD+ con fenotipo

ccEe. Este nuevo alelo se caracteriza por la insercién de una G entre los nucleétidos 581 y 582

del exdn 4 del gen RHD. Este polimorfismo provoca un desplazamiento en el marco de lectura y

la formacidn de un coddn de terminacién prematuro en la posicién 198 del ARNm vy la

generacién de una proteina RhD de 197 residuos de aminodcidos. Esta nueva variante alélica fue
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registrada en GenBank (Accession Number KU899995), la base de datos de secuencias genéticas
del NIH (National Institutes of Health de Estados Unidos), y se denominé RHD*581insG. En la
Figura 23 se muestra un fragmento del cromatograma obtenido en los estudios de secuenciacién

del exdn 4 de una muestra portadora del alelo RHD*581insG y de una muestra RHD normal.

RHD normal n

Insercion G

129 130 120
T CTHXR CC CGA GGGGARAXACGG ARG 6 2ATAHALIIXNGRT

|

RHD*581insG ~
1
l

Figura 23. Cromatograma correspondiente al exdn 4 de un alelo RHD normal y de la variante RHD*581insG. En la
parte superior de la figura se muestra un fragmento del exén 4 del alelo RHD normal. En la parte inferior del grafico
se muestra el cromatograma obtenido para el alelo RHD*581insG y subrayado se sefiala el codén de terminacion
prematuro generado. La flecha indica la insercién nucleotidica de una G entre los nucledtidos 581 y 582 del gen
RHD.

Ademads, en 7 muestras con fenotipo D negativo y expresién del antigeno E se identificé el
polimorfismo 46C en el exdn 1 del gen RHD. Este cambio nucleotidico conduce a la sustitucién de
la T presente en la posicién 46 por una C. En la Figura 24 se muestra un fragmento del
cromatograma obtenido de la secuenciacion del exén 1 del gen RHD en una muestra portadora
del alelo denominado RHD*46C y en una muestra RHD normal. Este SNP genera el cambio

aminoacidico p.Trp16Arg.
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RHD normal

/ RHD*46C

Figura 24. Cromatograma correspondiente al exén 1 de un alelo RHD normal y del alelo RHD*46C. En la parte
superior de la figura se muestra una fraccion de la secuencia del exén 1 de un alelo RHD normal y en la parte inferior
el correspondiente al alelo RHD*46C. Las flechas rojas indican el cambio nucleotidico en la posicién 46 del gen RHD.

Los andlisis de secuenciacion permitieron también identificar un nuevo polimorfismo no
reportado anteriormente en una muestra con expresion del antigeno E. Los resultados obtenidos
mostraron la presencia de la mutacidn puntual sin sentido ¢.1001T>A en el exén 7 del gen RHD.
Esta nueva variante alélica es responsable de la generacion de un codén de terminacién
prematuro en la posicién 344 del ARNm, produciéndose una proteina RhD truncada.

Por otro lado, los estudios de secuenciacién también permitieron detectar el alelo
RHD*1248insG. La insercién de una G entre las posiciones 1247 y 1248 del gen RHD provoca la
eliminacion del codén de finalizacidon de la traduccién de la proteina RhD y la generacién de un
nuevo coddn de terminacidn corriente arriba en la posicion 489 del ARNm. La nueva variante
alélica origina una proteina de 488 residuos aminoacidicos. En la siguiente figura se observa un
fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciacién del exén 10 del gen RHD en una

muestra portadora de este alelo, denominado RHD*1248insG y en una muestra RHD normal.
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Figura 25. Cromatograma correspondiente al exén 10 de un alelo RHD normal y del alelo RHD*1258insG. En la
parte superior de la figura se muestra una fraccién de la secuencia del exén 10 de un alelo RHD normal y en la parte
inferior el correspondiente al alelo RHD*1248insG. La flecha indica la insercién nucleotidica de una G entre los
nucledtidos 1247 y 1248 del gen RHD.

Debido a que las variantes alélicas RHD(IVS3+1g>a), RHD*581insG, RHD*M295] y RHD*46C
fueron halladas en mas de dos muestras con fenotipo D negativo, se desarrollaron estrategias de
PCR alelo especificas y PCR RFLP (item 1.3.3.5. de la seccién Materiales y Métodos) para
investigar la presencia de dichos alelos en las 35 muestras pendientes de caracterizacion. Estas
estrategias permitieron identificar 5 muestras portadoras de la variante alélica RHD*46C y 11
con el alelo RHD*581insG. Ademas, utilizando la estrategia de PCR RFLP se caracterizaron 2
muestras portadoras del alelo RHD*M295/.

Posteriormente, las 16 muestras no caracterizadas fueron secuenciadas y no se hallaron

mutaciones en las secuencias nucleotidicas codificantes ni en las regiones de unién exén-intron.

2.2.5. Otros estudios moleculares

2.2.5.1. Caracterizacion de la estructura genética del alelo RHD-CE(3-9)-D

A través de la estrategia de escaneo de exones se identificaron 15 muestras con fenotipo D
negativo portadoras del alelo RHD-CE(3-9)-D. Se investigaron los polimorfismos de los intrones 1
y 2 para identificar el sitio de recombinacion de los genes RHD y RHCE en esta variante, debido a

gue la region de intercambio génico en este alelo aun no ha sido dilucidada (item 1.3.3.4.1. de
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Materiales y Métodos). Los analisis con enzimas de restriccién detectaron la presencia de una

secuencia RHD especifica en el intrén 1 y un polimorfismo RHC en el intrén 2 (Figura 26).

Region de homologia de
4,2 Kb

—A—

— el NN ENNN[—

\ 4 v

Taql-RFLP: polimorfismo Pstl-RFLP: polimorfismo
RHD RHCE

Figura 26: Representacion esquematica de la estructura molecular de los polimorfismos hallados en los alelos
estudiados. Los rectangulos lilas representan exones del gen RHD, los grises corresponden a exones del gen RHCE y
el rectangulo azul representa la region de homologia identificada en el exdn 2. Las esferas lilas y grises representan
las regiones de los intrones 1 y 2 analizadas por PCR RFLP, respectivamente.

Los resultados obtenidos en los analisis realizados por PCR RFLP sugieren que el sitio de
recombinacion se encuentra en una region de homologia de 4,2 Kb que separa ambos
polimorfismos.

Para completar el estudio del origen del exdn 2 de este alelo hibrido se secuencié la region de
este exon del gen RHD en las muestras portadoras de este alelo. Los estudios de secuenciacion
mostraron la presencia de la mutaciéon puntual de cambio de sentido ¢.3297>C en 7 de las
muestras estudiadas. Este polimorfismo es caracteristico del alelo parcial RHD*DVII, sugiriendo
gue la variante encontrada podria ser resultado de un evento de recombinacién homdloga entre
un alelo RHD*DVII y secuencias RHCE. Esta nueva estructura hibrida fue denominada
RHD(329T>C)-CE(3-9)-D. Los alelos hallados en las 8 muestras restantes probablemente

correspondan a la variante RHD-CE(2-9)-D ya descripta (Figura 27).
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— el N NNNNN[—

RHD(329T>C)-CE(3-9)-D
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RHD-CE(2-9)-D

Figura 27: Representacion esquematica de las estructuras moleculares de los alelos hallados. Los rectangulos lilas
representan exones del gen RHD, los grises corresponden a exones del gen RHCE y el rectangulo azul representa la
region de homologia identificada en el exdn 2. Las esferas lilas y grises representan las regiones de los intrones 1y 2
analizadas por PCR RFLP, respectivamente. La linea roja sefiala el SNP ¢.329T>C.

2.2.5.2. Caracterizacion molecular del alelo RHCE(1-2)-RHD(3361_371dei11-10)

Los resultados obtenidos por la estrategia de microarreglos de ADN mostraron la ausencia de los
exones 1y 2 del gen RHD vy el polimorfismo ¢.361_371del11 en una muestra con expresion del
antigeno C. Estos hallazgos sugieren que este alelo es una nueva estructura hibrida que resulta
de la recombinacién homodloga entre el alelo nulo RHD(361_371del11) y secuencias RHCE. La
nueva variante RHD fue denominada RHCE(1-2)-RHD(3361 371de121-10). En la siguiente figura se

observa una representacion del alelo producto de ambas mutaciones.

l I 3 4 5 6 7 8 9 10

c.361_371del11

Figura 28: Representacion esquematica de la estructura molecular del nuevo alelo RHCE(1-2)-RHD(336;_3714e111-10).
El rectangulo color gris representa el exdn 1 del gen RHCE, los rectangulos lilas los exones del gen RHD vy el
rectangulo azul representa la region de homologia identificada en el exdn 2. La linea roja sefala el sitio donde
ocurre la delecion de 11 nucledtidos caracteristica de este alelo.

Ademads, se analizé el sitio de recombinacién entre los genes RHD y RHCE estudiando los
polimorfismos presentes en los intrones 1 y 2, como se describe en los items 1.3.3.4.1.1. y
1.3.3.4.1.2. de Materiales y Métodos. Los resultados indicaron nuevamente que la
recombinacion entre ambos genes ocurre en la regién de homologia de 4,2 Kb ubicada entre los
polimorfismos analizados. En la region del intrén 1 se hallaron secuencias RHCE especificas

mientras que los estudios del intrén 2 revelaron la presencia de un polimorfismo RHD especifico,
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al igual que en los alelos RHD-CE(3-9)-D. En la Figura 29 se muestra el resultado del estudio de

los polimorfismos de los intrones 1y 2 en la muestra analizada.

Region de homologia de
4,2 Kb

—

I.JO 3| TR

c.361_371del11
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Taql-RFLP: polimorfismo Pstl-RFLP: polimorfismo
RHD RHCE

Figura 29: Representacion esquematica de la estructura molecular de los polimorfismos hallados en el alelo
RHCE(1-2)-RHD(336; 3714e111-10). Los rectangulos lilas representan exones del gen RHD, los grises corresponden a
exones del gen RHCE y el rectangulo azul representa la region de homologia de 4,2 Kb. La linea roja sefala el
polimorfismo ¢.361_371del11. Las esferas gris y lila representan los polimorfismos RHCE y RHD hallados en los
intrones 1y 2 del gen RHD, respectivamente.

2.2.6. Estudios complementarios en las muestras portadoras de alelos nuevos

2.2.6.1. Nuevos estudios seroldgicos

Se realizaron nuevos estudios seroldgicos en muestras portadoras de los alelos RHD*581insG,
RHD*46C, RHD*1001A, RHCE(1-2)-RHD(3361 371de111-10) 'y RHD*1248insG utilizando los
anticuerpos anti-D descriptos en el item 1.2.1.1 de Materiales y Métodos y ensayos de adsorcidon
y elucién. El andlisis con diferentes clones mostré una expresién extremadamente débil del
antigeno D en muestras con las variantes alélicas RHD*46C y RHD*1248insG. Por otro lado, los
ensayos de adsorcion y elucidn confirmaron la presencia de anti-D en el eluato en portadores de
estas dos variantes. Estos resultados demostraron que la mutacién puntual de cambio de
sentido ¢.46T>C y la insercién de la G en la posicién 1248 del gen RHD eran responsables de la
generacion de un fenotipo DEL. Los resultados de estos analisis pueden observarse en la Tabla

XI.
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Tabla XIlI: Estudios seroldgicos del antigeno D en las muestras D negativo portadoras de los alelo RHD*581insG,
RHD*46C, RHD*1001A, RHCE(1-2)-RHD(3361_3714e111-10) y RHD*1248insG

Reactividad anti-D
IgM+1gG IgM IgM IgM Alelo RH
AE
TH28+MS26 MS201 RUM1 LDM+ESD1M

- - NT NT - RHD*581insG
Delecion RHD

- W - . + RHD*46C
Delecion RHD

- - - - - RHD*1001A
Delecion RHD

- - - - RHCE(1-2)-RHD(3361_3714111-10)
Delecion RHD

- - W NT + RHD*1248insG
Delecion RHD

NT: no testeado. AE: técnica de adsorcidn-elucion. w: expresion antigénica débil.

2.2.6.2. Estudio de muestras portadoras del alelo RHD*46C
Por otro lado, se analizaron 5 muestras portadoras del alelo RHD*46C con un panel de 12 viales
con anticuerpos monoclonales anti-D de clase IgG dirigidos contra diferentes epitopes del

antigeno D. Los resultados obtenidos se observan en la Tabla XIV.

Tabla XIV: Estudio seroldgico de las muestras D negativo portadoras del alelo RHD*46C con anticuerpos
monoclonales anti-D IgG

Reactividad anti-D
Muestras

RHD*46C LHM76/ LHM76/ LHM174 LHM50/ LHM169 LHM76/ LHM77/ LHM70/ LHM59/ LHM169 LHM57/
ESD1

58 59 /102 28 /81 55 64 a5 19 /80 17
1 - - - +/- - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - -
3 - - - +/- - - - - - - - -
4 - - - +/- - - - - - - - -

Los resultados de los estudios seroldgicos realizados en las muestras portadoras del alelo
RHD*46C con el panel de anticuerpos monoclonales mostraron un patréon de aglutinacion
extremadamente débil para 3 muestras con el reactivo anti-D clon LHM50/2B vy resultados

negativos en el resto de las muestras con todos los antisueros anti-D utilizados.
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2.2.6.3. Modelo de la estructura tridimensional del trimero RhD-RhCE-RhAG

La proteina RhD se encuentra anclada a la membrana eritrocitaria formando un complejo
trimérico junto con las proteinas RhCE y RhAG, llamado complejo Rh. Los extremos amino y
carboxilo terminales de estas proteinas se encuentran orientados hacia la regién intracelular del
GR. El polimorfismo 46C en el gen RHD genera el cambio aminoacidico en la posicidon 16 de la
proteina RhD de un Trp por una Arg. En la Figura 30 puede observarse un modelo del complejo

Rh donde se sefiala la sustitucion p.Trp16Arg en la proteina RhD.

Regidn extracelular

Region intracelular

Figura 30: Complejo Rh: Proteina RhD-RhCE-RhAG. La proteina RhD esta representada en color rojo, la proteina
RhCE en color verde y la glicoproteina RhAG en color azul. El cambio de aminoacido p.Trp16Arg en la proteina RhD,
sefialado en color celeste, se encuentra en un segmento transmembrana cerca de la region intracelular del GR.

La modelizacién del complejo Rh con la introduccién del cambio aminoacidico p.Trp16Arg en la
proteina RhD permitié determinar que dicha mutacidon se encuentra en el primer dominio
transmembrana del polipéptido, cerca de la region intracelular del GR. La sustitucion p.Trp16Arg
genera la introduccién de un residuo cargado positivamente. Probablemente este cambio
aminoacidico provoca la desestabilizacion de la estructura del polipéptido, debido a la carga de
la Arg y al ambiente hidrofébico de la membrana, afectando el correcto plegamiento de la
proteina RhD vy alterando en consecuencia la expresidn del antigeno D en la superficie

eritrocitaria.

En la Tabla XV se resumen los alelos encontrados en las muestras con fenotipo D negativo C/E

positivo.
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Tabla XV. Alelos RHD hallados en las muestras D-/RHD+ con expresion de los antigenos Cy/o E

Muestras D negativo

Polimorfismo Fenotipo
Alelo RHD n=133 Frecuencia
detectado observado

Insercién 37 pb
RHDY €.609G>A, c.654G>C, c.667T>G, 1 0,75% Ccee
c.674C>T, c.807T>G

Escaneo de exones: 3-7 negativos, 57 42,86% Ccee
RHD-CE-D’ o )

exoén 3 hibrido, 733 C>G (exdn 5) 1 0,75% Ccbe
RHD*46C c.46T>C 12 9,03% ccEe

Insercion de G en
RHD*581insG 19 14,29% ccEe
posicién 581 del gen RHD

RHD*M295] c.885G>T 4 3,01% Ccee
Escaneo de exones 3-9 negativos
RHD(329T>C)-CE(3-9)-D 7 5,26% Ccee
c.3297>C
RHD-CE(2-9)-D Escaneo de exones 2-9 negativos 8 6,02% Ccee
RHD-CE(4-8)-D Escaneo de exones 4-8 negativos 1 0,75% Ccee
RHD-CE(4-7)-D, Escaneo de exones 4-7 negativos 1 0,75% ccEe
RHD-CE(4-9)-D Escaneo de exones 4-9 negativos 1 0,75% Ccee
RHD(IVS3+1G>A) c.lVS3+1g>a 2 1,50% Ccee
RHD*1001A c.1001T>A 1 0,75% ccEe
RHCE(1-2)-RHD(3361 37140111~ ¢.361_371del11
B 1 0,75% Ccee
10) Ausencia de exones 1y 2 del gen RHD

Insercion de G en
RHD*1248insG 1 0,75% Ccee
posicién 1248 del gen RHD

Ccee (n=13), ccEe (n=2),
Sin identificar 16 12,03%
CcEe (n=1)

*Frecuencia de muestra

Los estudios moleculares realizados en este trabajo de Tesis permitieron detectar 98 muestras
(12,31%) portadoras de alelos silentes y 19 (2,39%) portadoras de alelos DEL.
En las siguientes figuras se muestran los alelos RHD identificados en las muestras de las distintas

regiones del pais estudiadas.
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RHD(329T>C)-CE(3-9)-D n=1,
1,61%

Rhl)-/;?;-u;i ;:242, e 531ns5 netd,
- 22,58%

RHD-CE(2-9)-D n=3,

RHD*46C n=6,
4,84%

9,68%

RHD-CE(4-7)-D2 n=1,
1,61%

RHD-CE(4-9)-D n=1,
1,61%

~_RHD(IVS3+1G>A) n=1,

RHD*1248insG n=1
1,61%

RhD-/RHD +n=62
20,39%

1,61%
RHD*1001A n=1,
1,61%

RHD-CE-D*® n=29,

46,77% Sinidentificar

n=4,

Figura 31. Distribucion de individuos con fenotipo D negativo portadores de variantes alélicas RHD

provenientes de Tucuman

RHD*M2951 n=1,  RHD*581insG n=1,

RhD-/RHD -n=104,
5,26% 5,26%

84,55%

10,53%

RHD-CE-D* n=7,
36,84%

RHD-CE(2-9)-D n=2,
10,53%

RhD-/RHD +n=19,
15,45%

n=1,5,26%

RHD*46C n=5,
26,32%

RHD(329T>C)-CE(3-9)-D n=2,

RHCE(1-2)-RHD(3 361 3714e111-10)
-

Figura 32. Distribucion de individuos con fenotipo D negativo portadores de variantes alélicas RHD

provenientes de Rosario
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RhD-/RHD - n=95,
87,16% RHD-CE(4-8)-D n=1,

RHD*581insG n=2,
7,14%

14,29%

RHD*M2951| n=2,

14,29%
RHD-CE(2-9)-D n=2,

Sin identificar n=1,
7,14%

RHD-CE-D° n=6,
42,86%

Figura 33. Distribucion de individuos con fenotipo D negativo portadores de variantes alélicas RHD
provenientes de La Plata

RhD-/RHD- n=91,
86,67%

RHDY n=1,
RHD-CE(2-9)-D n=1, 7,14%

Sin identificar n=5,
35,71%

=14, pHD(3297>C)-d

RHD-CE-D® n=5,
35,71%

Figura 34. Distribucion de individuos con fenotipo D negativo portadores de variantes alélicas RHD
provenientes de Cérdoba

RhD-/RHD -n=131,
* =]
84,52% RHD*581insG n=2, RHD*M2951 n=1,

4,17%
0,
RHD*6C nff“‘ RHD(IVS3+1G>A) n=1,

4,17% 417%

RHD(329T>C)-CE(3-9)-D,
n=28,33%
RhD-/RHD +n=24,
15,48%

ficar n=6,

Figura 35. Distribucion de individuos con fenotipo D negativo portadores de variantes alélicas RHD
provenientes de CABA
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Los resultados obtenidos mostraron que la proporcidn de individuos portadores del nuevo alelo
nulo RHD*581insG difiere significativamente (p<0,05) en las ciudades estudiadas, siendo la
proporcion de individuos portadores de esta variante significativamente mayor (p<0,05) en
Tucumdn que en las otras 4 ciudades donde no difieren entre si.

Considerando los individuos D-/RHD+, los resultados obtenidos mostraron que la proporcion de
portadores del alelo RHD*581insG fue significativamente mayor en la ciudad de Tucumdn
(22,58%) que la proporcion promedio en las 4 otras ciudades (7,04%), p<0,05.

Al comparar las proporciones de individuos portadores del alelo RHD-CE-D° en las 5 ciudades no

se hallaron diferencias estadisticamente significativas, p>0,30.

3. Estudio del fenotipo Rh completo y genotipo RH en muestras con expresion

disminuida del antigeno D
3.1. Estudios seroldgicos
3.1.1. Determinacion del fenotipo Rh completo
Se tipificaron los antigenos C, ¢, E y e en todas las muestras con fenotipo D variante mediante la
técnica descripta en el item 1.2.2.1. del apartado Materiales y Métodos.
En la Figura 36 se muestran los resultados obtenidos del estudio del fenotipo Rh completo para
las muestras con expresién disminuida del antigeno D.
Ccee n=54,

CCeen=12, 16,67%
3,69%

CcEE n=1,

0,31% j\\

—

CcEe n=10,
3,09%

Ccee n=134,

4 Aras

ccEe n=113,
34,88%

Figura 36. Distribucion de los fenotipos Rh observados en las muestras con expresion débil del antigeno D

La Tabla XVI muestra la frecuencia de los antigenos C y E en las muestras con fenotipo Dvar

estudiadas.
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Tabla XVI. Frecuencia de los antigenos C y E en las muestras con fenotipo D variante

Antigeno
Ciudad
C E

Tucuman 46,94% 35,71%
Rosario 58,58% 34,34%
La Plata 46,34% 51,22%
Cordoba 54,05% 32,43%
CABA 53,06% 46,94%

No se observaron diferencias significativas en las proporciones de muestras con fenotipo Dvar
portadoras del antigeno C ni Dvar con expresion del antigeno E en las 5 regiones estudiadas

(p>0,21, prueba de Chi-cuadrado (x°)).

3.2. Estudios moleculares

3.2.1. Obtencidn de ADN gendémico de sangre periférica

Se extrajo el ADN gendmico de todas las muestras que presentaron un fenotipo D variante
mediante el micro-método de salting out modificado (item 1.3.1. de Materiales y Métodos). La
calidad y cantidad del ADN fue controlada como se indicé en el item 1.3.1.1 de la seccion
Materiales y Métodos. Todas las muestras incluidas en este estudio presentaron una

concentracién entre 100 y 200 ng/ul y no mostraron degradacion del ADN.

3.2.2. PCR multiplex: amplificacion del intrén 4 y de la region 3" no codificante del gen RHD

Los estudios de deteccion del gen RHD utilizando la estrategia de PCR multiplex (item 1.3.2.1. de
Materiales y Métodos) mostraron amplificacidon de los 3 fragmentos génicos (1238 pb y 587 pb
correspondientes al intrén 4 de ambos genes RHCE y RHD y el segmento de 229 pb especifico del
extremo 3'no codificante del gen RHD) en 309 de las muestras con fenotipo Dvar estudiadas. Por
otro lado, en 15 muestras se observaron sélo los productos de 1238 pb y 229 pb, patrén de
amplificacién caracteristico de alelos hibridos.

En la Tabla XVII se detalla el nimero de muestras estudiado, los fenotipos hallados y los

resultados obtenidos utilizando la estrategia de PCR multiplex.
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Tabla XVII. Fenotipo Rh completo y genotipificacion RHD en muestras con fenotipo Dvar

Dvar (n=324)

Fenotipo n PCR multiplex
120 1238 pb - 587 pb - 229 pb
Ccee
14 1238 pb- 229 pb
CcEe 10 1238 pb - 587 pb - 229 pb
112 1238 pb - 587 pb - 229 pb
ccEe
1 1238 pb -229 pb
ccee 54 1238 pb - 587 pb - 229 pb
CCee 12 1238 pb - 587 pb - 229 pb
CcEE 1 1238 pb - 587 pb - 229 pb

3.2.3 Estudios de cigosidad

El estudio del estado homocigota o hemicigota del gen RHD en las muestras con fenotipo Dvar
permitid identificar la presencia de una Unica caja Rhesus hibrida en 323 muestras, demostrando
la presencia de una sola copia del gen RHD (hemicigosis). Ademas, los resultados obtenidos

indicaron que en la muestra restante, el gen RHD se encontraba en homocigosis.

3.2.4. PCR SSP para la deteccidn de alelos D débil tipo 1,2, 3y 4

Los resultados obtenidos del estudio de los alelos D débil tipo 1, 2, 3 y 4 en las muestras con
expresion disminuida del antigeno D se describen en la Tabla XVIII. En la Fotografia 6 se observa
el resultado obtenido para una muestra portadora de un alelo D débil tipo 1 y una portadora de

un alelo D débil tipo 2.
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<«— 434pb

€—— 198 pb /203 pb

Fotografia 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe de los productos de amplificacion
obtenidos en la estrategia de PCR SSP para los alelos D débil tipo 1y D débil tipo 2.

Calle 1 y 5: marcador de peso molecular (pGEM DNA Markers, Promega). La banda de mayor peso molecular
corresponde a un fragmento de ADN de 2645 pb. Luego se observan bandas de 1605 pb, 1198 pb, 676 pb, 517 pb,
460 pb, 396 pb y 350 pb.

Calle 2: control positivo de la variante alélica D débil tipo 1. Se observan 2 productos de amplificacion, uno de 434
pb correspondiente al control interno de reaccion HGH y uno de 198 pb correspondiente al producto especifico del
alelo D débil tipo 1.

Calle 3: control negativo de la variante alélica D débil tipo 1. Se observa un producto de amplificacion de 434 pb
correspondiente al control interno de reaccién.

Calle 4: muestra portadora de un alelo D débil tipo 1.

Calle 6: control positivo de la variante alélica D débil tipo 2. Se observan 2 productos de amplificacion de 434 pb y
203 pb correspondientes al control interno de reaccion y al alelo D débil tipo 2 respectivamente.

Calle 7: control negativo de la variante alélica D débil tipo 2. Se observa el producto de amplificacion
correspondiente al control interno de reaccidn.

Calle 8: muestra portadora del alelo D débil tipo 2.

3.2.5. PCR SSP para la deteccidn del alelo RHD*DVII

En estudios previos se ha reportado una alta frecuencia de muestras con fenotipo D variante
portadoras del alelo parcial RHD*DVII en nuestra poblacién (98). Las muestras no caracterizadas
asociadas a la expresion del antigeno C fueron estudiadas a través de una estrategia de PCR SSP
cuyo producto de amplificacion de 279 pb refleja la presencia de dicho alelo. Los resultados
obtenidos revelaron que sélo 5 de las muestras analizadas eran portadoras de esta variante
alélica.

En la Tabla XVIII se detallan las muestras portadoras de alelos D débiles y RHD*DVII halladas

utilizando las estrategias de PCR SSP.
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Tabla XVIIl. Alelos D débil y D parcial detectados por estrategias de PCR SSP

Muestras con fenotipo D variante (n=324)

Alelo

n=324

Fenotipo

D débil tipo 1

82

Ccee (n=68)

CCee (n=3)

CcEe (n=2)

ccee (n=9)

D débil tipo 2

77

ccEe (n=75)

CcEE (n=1)

CcEe (n=1)

D débil tipo 3

29

Ccee (n=26)

CCee (n=2)

CcEe (n=1)

D débil tipo 4

48

ccee (n=41)

Ccee (n=5)

CcEe (n=1)

RHD*DVII

Ccee (n=4)

CcEe (n=1)

Muestras no

caracterizadas

83

Ccee (n=32)

ccee (n=3)

CcEe (n=4)

ccEe (n=38)

CCee (n=6)

3.2.6. Estudio de muestras no caracterizadas

3.2.6.1. Escaneo de exones

Mediante esta estrategia se analizaron las 83 muestras con fenotipo Dvar no caracterizadas por

las técnicas moleculares descriptas anteriormente. Los resultados obtenidos permitieron

identificar 10 muestras con fenotipo Ccee portadoras del alelo hibrido RHD*DVI tipo 4,

caracterizado por la ausencia de los exones 3, 4 y 5 del gen RHD. Ademas, se detectaron los

siguientes alelos hibridos: RHD*DIV tipo 5 (fenotipo Ccee; n=1), RHD*DVI tipo 1 (fenotipo: ccEe;

n=1) y RHD*DVI tipo 2 (fenotipo Ccee; n=4). Por otro lado, esta estrategia evidencié la ausencia

del exén 4 del gen RHD en tres muestras (fenotipos: CcEe n=2; Ccee n=1), sin embargo el alelo

responsable de la expresidon aberrante del antigeno D no pudo ser identificado. Ademas, este

estudio reveld la ausencia del exdn 5 del gen RHD en otra de las muestras analizadas (fenotipo

CCee). El genotipo identificado es caracteristico de los alelos pertenecientes al clister RHD*DV.
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Estas ultimas cuatro muestras fueron posteriormente estudiadas mediante técnicas de
microarreglos de ADN.

Las 63 muestras restantes presentaron un patrén de amplificacién que corresponderia a un gen
RHD aparentemente normal.

En la Fotografia 7 se observa el resultado del escaneo de exones para una muestra portadora de

un alelo RHD*DIV tipo 5.

Fotografia 7. Patron de amplificacion de una muestra portadora del alelo RHD*DIV tipo 5.

Calle 1 y 12: marcador de peso molecular (0GEM DNA Markers, Promega). La banda de mayor peso molecular
corresponde a un fragmento de ADN de 2645 pb. Luego se observan bandas de 1605 pb, 1198 pb, 676 pb, 517 pb,
460 pb, 396 pb y 350 pb.

Calle 2 a 11: se observan los productos de amplificacién especificos para cada exdn obtenidos en el escaneo de los
10 exones del gen RHD. En la fotografia se evidencia la ausencia de amplificacién de los exones 7, 8 y 9,
caracteristica de la variante alélica RHD*DIV tipo 5.

3.2.6.2. Analisis por microarreglos de ADN

Se seleccionaron al azar 25 de las muestras pendientes de caracterizacién junto con las 3
muestras en las cuales no se detectd el exdn 4 en los estudios de escaneo de exones, la muestra
portadora de un alelo del clister RHD*DV y la muestra que se encontraba en estado de
homocigosis, para ser analizadas por la estrategia de microarreglos de ADN. Se identificaron 2
alelos D débil tipo 5 (polimorfismo c.446C>A, exdon 3, p.Alal49Asp) y 1 D débil tipo 15
(polimorfismo ¢.845G>A, exdn 6, p.Gly282Asp) en 3 muestras con fenotipo ccEe. Ademads, en la
muestra en donde no se detectd el exén 5 se caracterizé al alelo hibrido RHD*DVa
(polimorfismos ¢.667T>G, c.697G>C; exdn 5). Por otro lado, en aquellas muestras (n=3) donde se
obtuvo un resultado negativo para el exdn 4 en la estrategia de escaneo de exones se identificd

la presencia del alelo RHD*DFR-2. Por ultimo, mediante estos estudios se logré caracterizar el
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genotipo RHD de la muestra homocigota. Las variantes alélicas identificadas en esta muestra
correspondian a un alelo D débil tipo 1 y un alelo hibrido RHD-CE-D’. Por lo tanto, esta muestra

con fenotipo Dvar resulté portadora de un genotipo heterocigota D débil tipo 1/RHD-CE-D°.

3.2.6.3. Secuenciacion de los 10 exones del gen RHD

Las 22 muestras no caracterizadas por microarreglos de ADN fueron investigadas mediante
estudios de secuenciacion.

Los resultados mostraron que 2 muestras con fenotipo ccee y Ccee eran portadoras del alelo
RHD*DMH (polimorfismo ¢.161T>C, exén 2, p.Leu54Pro), responsable de un fenotipo D parcial.
Por otro lado, se detectd la presencia de los siguientes alelos D débil: D débil tipo 45 (fenotipo
CCee, n=1, polimorfismo c.1195G>A, exén 8, p.Ala399Thr); D débil tipo 59 (fenotipo Ccee, n=2,
c.1148T>C, exén 8, p.Leu383Pro) y D débil tipo 48 (fenotipo Ccee, n=1, c.182G>T, exdn 2,
p.Gly61Vval).

En la siguiente figura se observa un fragmento del cromatograma obtenido para una muestra

portadora de un alelo D débil tipo 59.

RHD normal oo I'I i i
i | i -‘.

RHD débiltipos9 |\ A0 e e T

"SAIRYRIRIRIBER AL L | | | A
TAVR'RY II 1 ','. A |'I \ :J I'. II || | || I -|| IRTRY 'RTA
T R A ST T S I

Figura 37. Fragmento del cromatograma correspondiente el exén 8 de una muestra portadora de un alelo RHD
normal y del alelo D débil tipo 59. En la parte superior de la figura se muestra una fraccién del cromatograma de la
secuencia del exén 8 de un alelo RHD normal y en la parte inferior el correspondiente al alelo D débil tipo 59. Se
indica el cambio nucleotidico T>C en la posicién 1148 del gen RHD.

Los andlisis de secuenciacion permitieron ademds identificar 4 mutaciones puntuales no
reportadas anteriormente en 4 muestras diferentes. Los polimorfismos detectados fueron
c.763G>A (fenotipo Ccee), ¢.764G>A (fenotipo Ccee), c.325A>G (fenotipo CCee) y c.911T>A
(ccEe), responsables de las sustituciones aminoacidicas p.Gly255Arg, p.Gly255Glu, p.Thr109Ala y

p.lle304Asn, respectivamente. En las Figuras 38, 39, 40 y 41 se observa un fragmento del
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cromatograma obtenido de la secuenciacién de los exones 2, 5 y 6 de las muestras portadoras de

los alelos RHD*325G, RHD*763A, RHD*764A, y RHD*911A respectivamente y de una muestra
RHD normal.

RHD normal I | ) P

RHD*325G

Figura 38. Cromatograma correspondiente al exén 5 del alelo RHD*325G. En la parte superior de la figura se
muestra una fraccién del cromatograma de la secuencia del exdn 2 de un alelo RHD normal y en la parte inferior el
correspondiente al alelo RHD*325G. Las flechas rojas indican el cambio nucleotidico en la posicién 325 del gen RHD

=] T

G

RHD*763A (\ /\/W\ /\/\/\A M

Figura 39. Cromatograma correspondiente al exon 5 del alelo RHD*763A. En la parte superior de la figura se
muestra una fraccién del cromatograma de la secuencia del exdn 5 de un alelo RHD normal y en la parte inferior el
correspondiente al alelo RHD*763A. Las flechas rojas indican el cambio nucleotidico en la posicién 763 del gen RHD
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RHD*764A

Figura 40. Cromatograma correspondiente al exén 5 del alelo RHD*764A. En la parte superior de la figura se
muestra una fraccién del cromatograma de la secuencia del exén 5 de un alelo RHD normal y en la parte inferior el
correspondiente al alelo RHD*764A. Las flechas rojas indican el cambio nucleotidico en la posicién 764 del gen RHD.

180 1920
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Figura 41. Cromatograma correspondiente al exon 6 del alelo RHD*911A. En la parte superior de la figura se
muestra una fraccién del cromatograma de la secuencia del exdn 6 de un alelo RHD normal y en la parte inferior el
correspondiente al alelo RHD*911A. Las flechas rojas indican el cambio nucleotidico en la posiciéon 911 del gen RHD.

Ademas, los estudios de secuenciacién permitieron identificar un nuevo alelo RHD*359A,
caracterizado por la mutacidon puntual de cambio de sentido ¢.359C>A en el exdn 3 del gen RHD,
en 8 muestras con expresion del antigeno E. Este polimorfismo produce el cambio de una Ala por
un Asp en la posicién 120 ubicada en la cuarta regién transmembrana de la proteina RhD. Esta
nueva variante alélica fue registrada en GenBank (Accession Number KU847398) y denominada
D débil tipo 93 por la Sociedad Internacional de Transfusién Sanguinea (ISBT). En la siguiente
figura se observa un fragmento del cromatograma obtenido de la secuenciacién del exén 3 del

gen RHD de una muestra portadora del polimorfismo 359A y de una muestra RHD normal.
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RHD normal I

RHD*359A H

Figura 42. Cromatograma correspondiente al exon 3 del alelo RHD*359A. En la parte superior de la figura se
muestra una fraccién del cromatograma de la secuencia del exén 3 de un alelo RHD normal y en la parte inferior el
correspondiente al alelo RHD*359A. Las flechas rojas indican el cambio nucleotidico en la posicién 359 del gen RHD.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos a partir de los estudios de secuenciacidn, se disefid una
PCR SSP (item 1.3.4.5.1 de Materiales y Métodos) para la caracterizacién del nuevo alelo D débil
tipo 93 en muestras Dvar con fenotipo ccEe. Utilizando esta estrategia se identificaron 23 nuevas
muestras portadoras de la nueva variante alélica en el grupo de las 37 muestras pendientes de
caracterizacion.

Posteriormente, las 18 muestras no caracterizadas fueron secuenciadas y no se hallaron
mutaciones en las secuencias nucleotidicas codificantes ni en las regiones de uniones exon-

intron.

3.2.7. Frecuencias de muestras con fenotipo D variante
Las frecuencias de individuos portadores de los alelos hallados en las muestras con expresion
disminuida del antigeno D fueron calculadas por conteo directo. En la Tabla XIX se detallan las

variantes alélicas responsables del fenotipo Dvar en las 324 muestras estudiadas.
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Tabla XIX. Alelos caracterizados en las muestras con fenotipo Dvar

Alelo RHD Polimorfismo detectado n=324 Frecuencia* Fenotipo Rh observado

Ccee (n=68), ccee (n=9)
CCee (n=3), CcEe (n=2)
ccEe (n=75), CcEe (n=1)

D débil tipo 1 €.809 T>C (exdn 6) 82 25,31%

it as . o
D débil tipo 2 c.1154 G>C (ex6n 9) 77 23,76% CCEE (n=1)
(Lt , Ccee (n=25), CCee (n=3)
0,
D débil tipo 3 c.8 C>G (exdn 1) 29 8,95% CeEe (n=1)
(Lt , o ccee (n=42), Ccee (n=5)
D débil tipo 4 €.602 C>G (exdn 4) 48 14,81% CcEe (n=1)
D débil tipo 5 c.446 C>A (exdn 3) 2 0,62% ccke
D débil tipo 15 ¢.845G>A (exdn 6) 1 0,31% ccke
D débil tipo 45 ¢.1195G>A (exdn 8) 1 0,31% CCee
D débil tipo 48 c.182G>T (exdn 2) 1 0,31% Ccee
D débil tipo 59 €.1148T>C (ex6n 8) 2 0,62% Ccee
D débil tipo 93 ¢.359C>A 31 9,57% ccEe
RHD*DIV tipo 5 Escaneo de exones RHD: exones 7,8 1 0,31% Ccee
y 9 negativos
RHD*DVII ¢.329 T>C (exdn 2) 5 1,54% Ccee (n=4), CcEe (n=1)
RHD*DVa Escaneo de exom?s RHD: ex6n 5 1 0,31% CCee
negativo
RHD*DVI tipo 1 Escaneo de exones BHD: exones 4y 1 0,31% ccEe
5 negativos
RHD*DVI tipo 2 Escaneo de exones RHD: exones 4, 4 1,23% Ccee
5y 6 negativos
RHD*DVI tipo 4 Escaneo de exones R.HD: exones 3, 10 3,09% Ceee
4 y5 negativos
RHD*DMH c.161T>C (exdn 2) 2 0,62% Ccee (n=1), Ccee (n=1)
¢.505 A>C, ¢.509 T>G, c.514 A>T,
RHD*DFR-2 C.544 T>A, ¢.577 G>A, ¢.594 A>T, 3 0,92% CcEe (n=2), Ccee (n=1)
c.602 C>G
(L ¢.809 T>C (exdn 6)
Dg;%’_lctfgsl/ Escaneo de exones RHD: exones 4, 1 0,31% Ccee
5, 6 y 7 negativos
RHD*325G ¢.325A>G (exdn 2) 1 0,31% CCee
RHD*763A €.763G>A 1 0,31% Ccee
RHD*764A c.764G>A 1 0,31% Ccee
RHD*911A C.911T>A 1 0,31% ccEe
Sin identificar 18 5,55% Ccee (n=9), CCee (n=3), CcEe

(n=2), ccEe (n=2), ccee (n=2)

*Frecuencia de muestra

98



RESULTADOS

El andlisis de las muestras con fenotipo D variante permitié determinar que el 58,02% de las
mismas son portadoras de alelos D débil tipo 1, 2 y 3, para los cuales no se ha reportado
aloinmunizacién anti-D.
En las siguientes figuras se presentan las frecuencias de los individuos portadores de los alelos
responsables de un fenotipo Dvar hallados en las diferentes zonas del pais.

D débil tipo 59 n=1,  Sin identificar n=2,

1,02%; 2,04%
RHD*764A n=1, 1,02%

D débil tipo 1 n=14,
14,29%

RHD*763A n=1, 1,02%

D débil tipo 93 n=20, 20,41% D débil tipo 2 n=10,

10,20%;

D débil tipo 1/ RHD-CE-D* n=1, D débil tipo 3 n=12,

1,02% 12,25%
RHD*DFR-2 n=2, 2,04% D débil tipo 4 n=22,
22,45%
RHD*DMH n=2, 2,04%
RHD*DVI tipo 4 n=7, 7,14%
D débil tipo 5 n=1
RHD*DVII n=2, 2,04% ’ L
v 1,02% Ddébil 1,2y 3
36,74%

Figura 43. Distribucion de individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos D

variante provenientes de Tucuman

D débil tipo 93 n=2, 2,02%

Sin identificar n=9, 9,09%
RHD*DVI tipo 2 n=1, 1,01%

RHD*DIV tipo 5 n=1, 1,01%
RHD*DVII n=3, 3,03%

D débil tipo 15 n=1, 1,01% D débil tipo 1 n=36, 36,37%

D débil tipo 4 n=15, 15,15%

D débil tipo 3 n=5, 5,05%

D débil tipo 2 n=26, 26,26%

Ddébil1, 2y 3
67,68%

Figura 44. Distribucion de individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos D
variante provenientes de Rosario
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D débil tipo 59 n=1, 2,44%

RHD*DVI tipo 2 n=2, 4,88%

D débil tipo 48 n=1, 2,44%

D débil tipo 5 n=1, 2,44%
RHD*DVI tipo 4 n=2, 4,88%

D débil tipo 93 n=2, 4,88% D debil tipo 1 n=11,

26,83%

D débil tipo 4 n=2, 4,88%
D débil tipo 3 n=1, 2,44%

D débil tipo 2 n=18, 43,90%

Ddébil1,2y 3
73,17%

Figura 45. Distribucion de individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos D
variante provenientes de La Plata

Sin identificar n=1, 2,70%

RHD*911A n=1, 2,70%
D débil tipo 93 n=4, 10,81%

D débil tipo 1 n=10, 27,03%

D débil tipo 4 n=6, 16,22%

D débil tipo 2 n=6, 16,22%
D débil tipo 3 n=9, 24,32%

Ddébil 1,2y 3
67,57%

Figura 46. Distribucion de individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos D
variante provenientes de Cordoba

Sin identificar n=6, 12,25%

RHD*325G n=1, 2,04%

RHD*DFR-2 n=1, 2,04%
RHD*DVI tipo 2 n=1, 2,04%
RHD*DVI tipo 4 n=1, 2,04% D débil tipo 1 n=11; 22,45%
RHD*DVI tipo 1 n=1,2,04% —— ¢

RHD*Dva n=1, 2,04% /

D débil tipo 93 n=3, 6,12%

D débil tipo 45 n=1,

D débil tipo 2 n=17, 34,70%
2,04%

D débil tipo 4 n=3, 6,12%

Ddébil 1,2y 3
61,23%

D débil tipo 3 n=2, 4,08%

Figura 47. Distribucion de individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos D
variante provenientes de CABA
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La proporcion de individuos portadores de alelos D variante en las distintas regiones del pais
estudiadas difieren significativamente (p<0,0005).

Los resultados obtenidos mostraron que la probabilidad de encontrar un individuo portador de
alelos D débil tipo 1, 2 o 3 en las muestras Dvar provenientes de Tucuman (36,74%) fue
significativamente menor (p<0,05) que para las otras 4 ciudades analizadas (67,26%) donde esta
proporcién no mostré diferencias significativas.

Por otro lado, de los resultados obtenidos puede destacarse que entre los individuos con las
variantes alélicas D débil tipo 4 (n=24) y D débil tipo 93 (n=31), la mayor frecuencia de

portadores fue hallada en la ciudad de Tucuman (45,83% y 64,52% respectivamente).

3.3. Estudios complementarios en las muestras portadoras del alelo D débil tipo 93

3.3.1. Modelo de la estructura tridimensional del complejo RhD-RhCE-RhAG

Como se menciond en el item 2.2.6.3. de este apartado, la proteina RhD se encuentra anclada a
la membrana eritrocitaria formando un complejo trimérico con las proteinas RhCE y RhAG,
llamado complejo Rh. Debido a la elevada frecuencia hallada de individuos portadores de la
variante alélica D débil tipo 93, se modelizdé el complejo Rh con el objetivo de identificar si el
cambio aminoacidico p.Ala120Asp se produce en regiones transmembranales o intracelulares de
la proteina RhD. En la Figura 48 puede observarse un modelo del trimero realizado utilizando la
informacién obtenida del PDB en donde se introdujo el cambio p.Ala120Asp, generado por el

polimorfismo ¢.359C>A, en el polipéptido RhD utilizando el visor molecular Pymol®.

Regidn extracelular

Regidn intracelular

Figura 48: Complejo Rh: Proteina RhD-RhCE-RhAG. La proteina RhD esta representada en color rojo, el polipéptido
RhCE en color verde y la glicoproteina RhAG en color azul. El cambio de aminoacido p.Ala120Asp en la proteina RhD
se observa en forma de esferas amarillas en la region transmembrana del GR.
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La modelizacion del complejo Rh con la introduccién del cambio aminoacidico p.Ala120Asp en la
proteina RhD permitié determinar que dicha sustituciéon se localiza en el cuarto dominio
transmembrana del polipéptido. La introduccién de un residuo cargado negativamente (Asp) en
el ambiente hidrofébico de la membrana citoplasmdtica probablemente provocaria una
desestabilizacion de la estructura del polipéptido, afectando el correcto plegamiento de la
proteina RhD y alterando en consecuencia la expresion del antigeno D en la superficie

eritrocitaria.

3.3.2. Estudio de los niveles de expresion del antigeno D

Para completar los estudios sobre la nueva variante alélica D débil tipo 93 se realizaron analisis
de los niveles de expresion del antigeno D en la membrana eritrocitaria mediante citometria de
flujo (item 1.3.4.7. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos mostraron una densidad
relativa de epitopes D entre 4,1% y 14,2%. En simultaneo, a modo de controles de comparacion,
se analizaron muestras portadoras de alelos D débil tipo 1 y 3. Las muestras control presentaron
rangos similares de densidad relativa de epitopes D a los observados para la nueva variante
alélica. En las siguientes figuras se observan los histogramas obtenidos para todas las muestras

estudiadas con los dos anticuerpos anti-D IgM utilizados.

GR D débil tipo 93 a-D lyM |

Tube Name: GR D débil tipo 93 a-D IgM |
Record Date: 25/02/2015 10:26:09
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Figura 49. Histogramas obtenidos para GRs D débil tipo 93
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Figura 53. Histogramas obtenidos para GRs D débil tipo 3

3.4. Estudios moleculares complementarios

Debido a que los resultados obtenidos mostraron una gran variabilidad alélica del locus RH y una
mayor prevalencia de alelos no reportados anteriormente en las muestras provenientes de
Tucuman, se investigd el acervo genético de esta poblacién analizando los marcadores
moleculares RHDY y DI*A. El alelo RHDY es caracteristico de individuos del Africa subsahariana
mientras que el alelo DI*A muestra una alta prevalencia en la poblacién amerindia. También se
estudiaron las frecuencias de individuos portadores de dichos marcadores en muestras

provenientes de la ciudad de Rosario y luego se compararon los datos obtenidos.

3.4.1. Deteccion del alelo pseudogen RHDY

Se investigo la presencia del alelo nulo RHDY en muestras D-/RHD+ de donantes provenientes
de Rosario (n=1200) y Tucuman (n=221) con fenotipo ccee (item 1.4.1. de Materiales y
Métodos). Estas muestras fueron analizadas mediante una estrategia de PCR que utiliza un par
de cebadores que amplifican un producto de 381 pb en presencia de un alelo RHD normal y de

418 pb en presencia de un alelo RHDY;, como se muestra en la Fotografia 8.
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418 pb
381 pb

270 pb

Fotografia 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2% teifiido con SYBR Safe de los productos de amplificacion
obtenidos en la estrategia de PCR SSP para el alelo RHDy.

Calle 1 y 5: marcador de peso molecular (gqLadder 100 pb Presicion, PB-L). La banda de mayor peso molecular
corresponde a un fragmento de ADN de 2000 pb. Luego se observan las bandas de 1500 pb, 1000 pb, 900 pb, 800
pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb y 100 pb.

Calle 2: muestra portadora de un alelo RHD normal.
Calle 3: muestra portadora de un alelo RHDy.

Calle 4: muestra portadora de un alelo RHD normal y un alelo RHDY.

En la Figura 54 se indican las frecuencias de muestras portadoras del alelo RHDY para los dos

grupos estudiados.

Muestras dccee portadoras del alelo RHDW n=8, Muestras dccee portadoras del alelo RHDW n=4,
0,67% 1,81%

Rosario Tucuman

Muestras dccee n=221,

Muestras dccee n=1192,
98,19%

99,33%

Figura 54. Frecuencia de individuos portadores del alelo RHDY en muestras provenientes de Rosario y Tucuman

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la proporcién de muestras
portadoras del alelo RHDW en los grupos estudiados (p<0,05), siendo superior en las muestras
provenientes de Tucuman. Estos resultados sugieren un mayor aporte de la etnia africana al

acervo genético de esta poblacion.
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3.4.2. Genotipificacion del grupo sanguineo Diego

Se investigd la presencia de los alelos DI*A y DI*B en 178 muestras provenientes de donantes de
Tucuman y 150 provenientes de Rosario (item 1.4.2. de Materiales y Métodos). En la siguiente
figura se observan las frecuencias de muestras con los genotipos DI*A/DI*B y DI*B/DI*B en los

dos grupos poblacionales analizados.

DI*A/DI*B =1 DI*A/DI*B n=8,
0,67% 4,50%
Rosario Tucuman
DI*B/DI*B n=149 D/*B/D/*B n=170,
99,33% 94,50%

Figura 55. Frecuencia de individuos con los genotipos DI*A/DI*B y DI*B/DI*B en muestras provenientes de
Rosario y Tucuman

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la distribucion de muestras
portadoras del genotipo DI*A/DI*B en los grupos estudiados (p<0,05), siendo superior para las
muestras provenientes de Tucuman. Estos hallazgos sugieren un mayor aporte de la etnia

amerindia a esta poblacién.

4. Determinacion prenatal del genotipo RHD

Se estudiaron 296 muestras de sangre periférica de mujeres embarazadas D negativo.

4.1. Estudios moleculares

4.1.1. Obtencion de ADN gendmico de sangre periférica

Se obtuvo el ADN gendmico de todas las muestras de sangre materna mediante el micro-método
de salting out modificado. La calidad y cantidad del ADN fue controlada como se indicé en el

item 1.3.1.1. de la seccién Materiales y Métodos.

4.1.2. Analisis de la presencia de variantes RHD en ADN materno

Se investigd la presencia del gen RHD en las 296 muestras de ADN gendmico materno mediante
la estrategia de PCR multiplex. En 288 de las muestras analizadas (97,30%) se observé sélo el
producto de amplificacion de 1238 pb correspondiente al intron 4 del gen RHCE, indicando la
ausencia de fragmentos RHD especificos (muestras D-/RHD-). En las 8 muestras restantes

(2,70%) se obtuvo amplificacion de segmentos génicos RHD especificos (muestras D-/RHD+). Los
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estudios moleculares de estas muestras permitieron identificar 5 embarazadas portadoras del

alelo RHD-CE-D’ y 3 de la variante RHDY.

4.1.3. Genotipificacion RHD fetal

4.1.3.1. Estudio de plasmas de embarazadas D-/RHD-

Los estudios realizados por PCR en tiempo real permitieron asignar el genotipo RHD fetal en 281
de las 288 muestras de plasma materno siguiendo los criterios descriptos en el item 1.4.3.2.7 del
apartado Materiales y Métodos. Se identificaron 205 fetos RHD positivo al observarse sefiales de
amplificacién para los exones 4, 5, 7 y 10 del gen RHD con los valores de Ct esperados para el
ADN fetal (Figura 56). Por otro lado, se identificaron 76 fetos RHD negativo al no observarse
sefales para ninguno de los exones del gen RHD. Dentro de este ultimo grupo, se confirmd la
presencia de ADN fetal en 45 muestras al detectarse sefiales para el gen SRY (al menos 2 de 3
réplicas) (Figura 57). En los 31 plasmas restantes no se observd amplificacidon del gen RHD ni del
marcador SRY. En estos casos, se realizd una nueva genotipificacion RHD prenatal en una
muestra de plasma obtenida 3 semanas después del primer analisis. Los resultados obtenidos
fueron coincidentes con los del primer estudio permitiendo inferir un genotipo fetal RHD

negativo.
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Figura 56. Graficos de amplificacion para los exones 4, 5, 7 y 10 del gen RHD y el gen SRY. En el grafico superior
pueden observarse sefales de amplificacion para los exones 4, 5y 7 del gen RHD con los valores de Ct esperados

para ADN fetal. En el grafico inferior se observan sefales para el exén 10 con valores de Ct esperados para ADN
fetal.
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Figura 57. Graficos de amplificacion para los exones 4, 5, 7 y 10 del gen RHD y el gen SRY. En el grafico superior no

se detectan sefiales de amplificacion para los exones 4, 5y 7 del gen RHD. En el grafico inferior se observan sefiales
para el gen SRY.
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Las 7 muestras restantes fueron enmarcadas en cuatro situaciones diferentes:

Situacion 1

En 4 casos sélo se obtuvieron sefiales de amplificacion para los exones 7 y 10 del gen RHD (2 de 2
y 3 de 3 réplicas, respectivamente). Los estudios seroldgicos y moleculares mostraron que los
padres eran portadores del genotipo RHD/RHDY, sugiriendo que los fetos heredaron el alelo
RHDW del padre. Estos hallazgos permitieron inferir un fenotipo fetal D negativo. Los analisis
serolégicos y moleculares de la sangre de corddn confirmaron que los recién nacidos eran

portadores de un fenotipo D negativo y de la variante alélica RHDY.

Situacidn 2

Los resultados obtenidos por PCR en tiempo real mostraron sefiales de amplificacién sdélo para el
exon 10 del gen RHD (3 de 3 réplicas) en una de las muestras. Los estudios seroldgicos y
moleculares revelaron que el padre era portador del genotipo RHD/RHD-CE-D?, sugiriendo que el
alelo RHD-CE-D’ fue heredado por el feto. Estos hallazgos permitieron inferir un fenotipo fetal D
negativo. Los analisis seroldgicos y moleculares de la sangre de corddn confirmaron que el recién

nacido era portador de un fenotipo D negativo y de la variante alélica RHD-CE-D’.

Situacidn 3

En otro de los casos sélo se observaron sefales de amplificaciéon para el exén 10 del gen RHD (3
de 3 réplicas). Sin embargo, los estudios del ADN paterno descartaron la presencia de los alelos
RHDW y RHD-CE-D*, sugiriendo que el feto habria heredado un alelo RHD diferente. Los analisis
realizados en el ADN fetal y paterno no permitieron inferir el fenotipo D fetal (resultado no
concluyente). Los estudios seroldgicos y moleculares de la sangre de corddn confirmaron que el

recién nacido era portador de un fenotipo D negativo y de la variante alélica RHD-CE(3-9)-D.

Situacion 4

En la muestra de plasma restante se observaron seiiales de amplificacion para los exones 7 y 10
del gen RHD (2 de 2 y 3 de 3 réplicas, respectivamente). Los estudios del ADN paterno
descartaron la presencia del alelo RHDY, sugiriendo que el feto habria heredado una variante
alélica RHD diferente. Los analisis realizados en el ADN fetal y paterno no permitieron inferir el
fenotipo D fetal (resultado no concluyente). Los estudios serolégicos y moleculares de la sangre

de cordén identificaron un fenotipo DVI en el recién nacido.
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4.1.3.2. Estudio de plasmas de embarazadas RhD-/RHD+
Los estudios moleculares del ADN materno revelaron que 8 mujeres embarazadas eran
portadoras de variantes alélicas RHD. Estas muestras fueron enmarcadas en cuatro situaciones

diferentes:

Situacién A

Los estudios moleculares realizados en el plasma de dos embarazadas portadoras del alelo RHD-
CE-D’ mostraron sélo sefiales de amplificacion para el exdn 10 del gen RHD con un Ct menor al
esperado para ADN fetal (Ct<30). Esta sefial fue atribuida a la presencia de ADN materno. Los

resultados obtenidos permitieron inferir un fenotipo fetal D negativo en ambos casos.

Situacién B

La genotipificacion prenatal en 3 muestras de embarazadas portadoras del alelo RHD-CE-D*
mostroé sefales de amplificacion con los valores de Ct esperados para el rango de ADN fetal para
los exones 4, 5y 7 del gen RHD. Ademds, se observaron sefiales para el exdn 10 con un Ct menor
al esperado para ADN fetal (Ct<30) que fueron atribuidas a la presencia de ADN materno. Los
resultados obtenidos permitieron inferir un fenotipo fetal D positivo en todos los casos (Figura

58).

Situacidn C

Los resultados de PCR en tiempo real en 2 muestras de embarazadas portadoras del alelo RHDY
mostraron senales de amplificacion con valores Ct correspondientes a la presencia de ADN
materno para los exones 7 y 10 del gen RHD. Por otro lado, las sefales obtenidas para los exones
4 y 5 presentaron valores de Ct dentro del rango esperado para el ADN fetal. Estos hallazgos

permitieron inferir un fenotipo fetal D positivo en ambos casos.

Situacién D

La genotipificacion prenatal para una muestra de plasma de una mujer embarazada portadora
del alelo RHDW sélo presentd seiales de amplificacidn para los exones 7 y 10 del gen RHD y con
valores de Ct atribuidos al ADN materno. Los estudios del ADN paterno descartaron la presencia

de los alelos RHDW y RHD-CE-D°. Estos resultados no permitieron inferir el fenotipo D fetal
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(resultado no concluyente). Los estudios seroldgicos y moleculares de la sangre de corddn

identificaron un fenotipo DVI en el recién nacido.
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Figura 58. Graficos de amplificacion para los exones 4, 5, 7 y 10 del gen RHD y el gen SRY. En el grafico superior
pueden observarse sefiales de amplificacion para los exones 4, 5y 7 del gen RHD con los valores de Ct esperados
para ADN fetal. En el gréfico inferior sélo se observan sefiales para el exon 10 del gen RHD con Ct<30.

En la siguiente tabla se observa un resumen de los resultados obtenidos en los estudios del ADN

fetal, materno y paterno para la genotipificacion RHD prenatal no invasiva.
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Tabla XX: Resultados obtenidos en los estudios moleculares de las muestras de ADN maternas, paternas y en la

estrategia de PCR en tiempo real

Madre E4 ES5 E7 E10 Feto Padre n
RHD Negativo + + + + D+ NT 205
RHD Negativo - - - - D- NT 76
RHD Negativo - - + + D- RHDY 4
RHD Negativo - - - + D- RHD-CE-Ds 1
RHD Negativo ; - ; + NC NON:H’;’T?E_' b 1
RHD Negativo - - + 4 NC NON:HRD"_’ ?g’ be 1

RHD-CE-Ds ; - - ( Ct; 0 D- NT 2

RHD-CE-Ds + + + (Ct:30) D+ NT 3

RHDY + + * * D+ NT 2
(Ct<30) (Ct<30)

ilalel ) ) (Ct:30) (Ct:30) NC NoN:H’g-I?iDs 1

NT= no testeado. NC= no concluyente. D-=D negativo. D+=D positivo. Ct<30, corresponde a ADN materno.

4.1.3.3. Estudios de sangre de corddn de recién nacido

Los resultados obtenidos en los estudios en sangre de cordén mostraron sélo un resultado falso

positivo en la genotipificacién RHD prenatal. Los analisis moleculares realizados en el ADN

gendmico del recién nacido permitieron caracterizar al alelo nulo RHD*581insG responsable del

fenotipo D negativo en la muestra.

En la Tabla XXl se muestran los resultados obtenidos en el estudio del plasma materno y de la

sangre de cordon. A partir de estos datos se calculé la exactitud, especificidad y sensibilidad del

método desarrollado para la genotipificacion RHD prenatal.

Tabla XXI. Andlisis del gen RHD en plasma materno y fenotipo Rh del recién nacido

Recién nacido

RhD+ RhD-
RHD+ 208 1 209
Plasma materno
RHD- 0 83 83
208 84 292
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Los resultados obtenidos en los estudios de ADN fetal libre en plasma materno mostraron una
exactitud del 99,66% al identificarse correctamente 208 fetos RHD positivos y 83 RHD negativos.
Ademas, esta estrategia presentd una sensibilidad del 100% al no obtener resultados falsos
negativos y una especificidad del 98,81% al detectarse sélo un falso positivo, debido a la
presencia de una variante alélica responsable de un fenotipo D negativo. La estrategia utilizada
posee un valor predictivo del estatus RhD del recién nacido del 99,52% para fenotipos D positivo

y del 100% para fenotipos D negativo.
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El sistema Rh es el grupo sanguineo mas complejo y polimérfico de la membrana del GR.
La elevada inmunogenicidad de sus antigenos puede provocar fendmenos de aloinmunizacién
responsables de Reacciones Hemoliticas Postransfusionales, EHFN y algunas AHAI (8).

El locus RH esta integrado por dos genes organizados en tandem denominados RHD y
RHCE. Estos genes estdn compuestos por 10 exones cada uno, los cuales comparten un 93,8% de
homologia y codifican para las proteinas RhD y RhCE, que expresan los antigenos D, C, c, Ey e en
la membrana eritrocitaria. Los genes RH segregan como haplotipos con frecuencias que varian
en los distintos grupos étnicos (10, 20, 28, 31, 32).

Las bases moleculares del polimorfismo asociado al sistema Rh estan determinadas por
mutaciones de cambio de sentido, mutaciones sin sentido, inserciones o deleciones de
nucledtidos, eventos de recombinacién homéloga y de conversion génica entre los genes RHD y
RHCE. Una delecion homocigota para el gen RHD completo resulta en un fenotipo D negativo,
mientras que el fenotipo D positivo es determinado por la presencia de una o dos copias del gen

RHD normal. Sin embargo, se ha reportado la presencia alelos RHD en el locus RH de individuos
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con fenotipo D negativo. Por otro lado, se han descripto fenotipos D positivo en los cuales el gen
RHD carece de ciertos exones o presenta mutaciones, que modifican en forma cuantitativa y/o
cualitativa la expresién de los epitopes D en la membrana eritrocitaria originando un fenotipo D
variante caracterizado por una expresion disminuida del antigeno D (11, 27, 35). Considerando la
elevada variabilidad en los patrones de reactividad que éstos presentan con los antisueros
monoclonales hemoclasificadores, la aplicacion de los métodos inmunohematoldgicos
convencionales presenta limitaciones para realizar una correcta determinacién del fenotipo D. La
implementacién de estudios moleculares resulta un recurso apropiado para identificar un gran
numero de antigenos y permite resolver polimorfismos con gran precision en casos donde la
caracterizacion seroldgica no es concluyente (108, 114, 139).

El elevado polimorfismo del sistema Rh ha sido estudiado en distintas poblaciones, sin
embargo, las bases moleculares responsables de su gran diversidad alélica aun no han sido
completamente dilucidadas. La frecuencia de las variantes RHD difiere ampliamente en los
diferentes grupos étnicos. Se considera que una variante alélica contribuye al polimorfismo del
locus RH cuando la misma es detectada en mas del 1% de los individuos de la poblacién (7). El
conocimiento de las bases moleculares y la distribucion poblacional de los alelos del locus RH
permite realizar una correcta genotipificacion RHD aportando al desarrollo de estrategias de
diagndstico efectivas en los servicios de Medicina Transfusional y de Obstetricia. Debido a la gran
heterogeneidad del sistema Rh, en este trabajo de Tesis hemos investigado los eventos
genéticos responsables de la variabilidad en la expresién del antigeno D en nuestra poblacién.
Para ello hemos analizado muestras de sangre de donantes y pacientes provenientes de bancos
de sangre y efectores de salud de diferentes zonas de nuestro pais derivadas al Laboratorio de
Inmunohematologia de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad
Nacional de Rosario para su caracterizacidén molecular. Hemos considerado de interés realizar
este estudio en individuos de distintas regiones de nuestro pais teniendo en cuenta que el grado

de aporte de las etnias que forman la poblacién actual varia en las diferentes zonas geograficas.

1. Estudio de muestras con fenotipo D negativo C/E positivo
En individuos caucasicos, el fenotipo D negativo se origina principalmente por un proceso
de delecion completa del gen RHD, siendo las personas D negativo homocigotas para esta

delecién. Sin embargo, se ha identificado la presencia de alelos RHD en individuos D negativo de

diferentes etnias (29, 106, 111-114, 188).
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Numerosos trabajos han demostrado la importancia de estudiar muestras D negativo con
expresion de los antigenos C y/o E, ya que las mismas podrian portar alelos RHD aberrantes (66,
106, 111, 114). Dentro de estas variantes, los alelos nulos o silentes son responsables de un
fenotipo D negativo (29, 112-114) mientras que los alelos DEL originan un fenotipo caracterizado
por una expresion minima del antigeno D en la membrana eritrocitaria, resultando en aparentes
D negativo (77).

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo de Tesis fue caracterizar las
variantes alélicas que originan el fenotipo D negativo en la poblacion de nuestro pais, en una
primera etapa, hemos estudiado mediante una estrategia de PCR multiplex las muestras con
fenotipo D negativo C/E positivo. Esta metodologia analiza en forma simultanea dos regiones
diferentes del gen RHD, basada en el polimorfismo de longitud del intrén 4 y en la presencia de
una secuencia especifica en el extremo 3' no codificante del gen RHD (Figura 9). Estas regiones
se encuentran distantes dentro del gen, permitiendo identificar fragmentos incompletos o alelos
hibridos RHD-CE-D. Mediante esta estrategia molecular se analizaron 796 muestras D negativo
C/E positivo (Tabla Xl). Los resultados obtenidos mostraron la presencia de alelos RHD en 133
(16,71%) de las 796 muestras estudiadas (Figura 15). Las muestras D-/RHD+ (n=133) fueron
analizadas utilizando diferentes estrategias moleculares para identificar los mecanismos
moleculares responsables del fenotipo D negativo. Los estudios realizados detectaron 98
individuos (12,31%) portadores de alelos silentes y 19 (2,39%) portadores de alelos DEL. Dentro
del grupo de muestras D-/RHD+, los alelos RHD*581insG, RHD-CE-D’, RHD-CE(3-9)-D y RHD*46C
fueron identificados en mas del 1% de los individuos estudiados, contribuyendo al polimorfismo
molecular del locus RHD. Si bien la proporciéon de individuos D-/RHD+ no difirié
significativamente en los grupos analizados, se observd que la prevalencia de portadores del
nuevo alelo RHD*581insG fue significativamente mayor en las muestras provenientes de
Tucuman (22,58%) que en las del resto de las regiones analizadas (7,04%) (Figuras 31 a 35). Esta
variante alélica se caracteriza por la insercidn de una G entre las posiciones 581 y 582 del exdn 4
del gen RHD. La insercién de este nucleétido produce el corrimiento del marco de lectura
conduciendo a la generacidon de un coddn de terminacién prematuro de la traduccion en la
posicion 198 del ARNm (Figura 23). En consecuencia, el alelo RHD*581insG se traduce en una
proteina RhD truncada de 197 residuos aminoacidicos que seria incapaz de integrarse a la
membrana eritrocitaria y formar parte del complejo Rh. Estudios serolégicos posteriores

permitieron confirmar que la nueva variante RHD*581insG es un alelo RHD nulo al no detectar
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expresion del antigeno D por técnicas especializadas. Cabe destacar que las 19 muestras
portadoras de esta variante expresaban el antigeno E sugiriendo un desequilibrio de ligamiento

581insG

con el alelo RHCE*cE. La nueva variante alélica RHD*581insG formaria el haplotipo D CE, el

cual habria segregado junto a un haplotipo dce, es decir, los individuos estudiados portarian el

SBLNSGLE /dce. Por otro lado, en este trabajo de Tesis se analizé la distribucién del

genotipo D
marcador genético DI*A, caracteristico de la etnia amerindia con ascendencia asiatica, en
muestras provenientes de Tucumdn y de Rosario. Los resultados mostraron una diferencia
significativa en la proporcién de individuos portadores de la variante DI*A en muestras
provenientes de Tucumdn con respecto a la hallada en Rosario (p<0,05) (Figura 55), sugiriendo
un mayor aporte amerindio a la poblacién del norte del pais. Considerando que el nuevo alelo
RHD*581insG no ha sido reportado en poblaciones caucasicas europeas, africanas ni asidticas y
gue fue detectado con una alta prevalencia en una regién donde el aporte amerindio al acervo
genético de la poblacion es mayor que en otras areas geograficas, la nueva variante
RHD*581insG podria asociarse a la etnia amerindia.

Por otra parte, la variante alélica RHD-CE-D’ fue detectada en el 43,61% de las muestras
D-/RHD+ de todas las regiones estudiadas, siendo Tucuman la regién con el mayor porcentaje
observado (Figura 31). Esta variante, de alta prevalencia en individuos D negativo de la etnia
africana (117, 119-122), genera una proteina hibrida que no expresa epitopes D. El alelo RHD-CE-
D’ fue encontrado sélo en muestras D negativo portadoras del antigeno C. Sin embargo, el
analisis de la estructura molecular del intrédn 2 del gen RHCE demostrd que estas muestras no
son portadoras de un alelo RHCE*Ce. El antigeno C se localizaria en la proteina hibrida codificada
por el alelo RHD-CE(3-7)-D. La expresion de este antigeno resultaria de la interacciéon de la
Ser103, aminoacido responsable de la generacion del epitope C vy codificado por la porcién RHD
del alelo hibrido, con las estructuras conformacionales resultantes del fragmento RHCE (117,
120). Los resultados del analisis de esta variante alélica en las muestras con fenotipo D negativo
confirman el aporte genético de individuos del Africa Subsahariana al acervo molecular de
nuestra poblacién.

Para analizar con mayor profundidad el aporte genético de la etnia africana en la
poblacién del norte de nuestro pais, se estudié el marcador molecular RHDY. Se ha reportado
gue dos tercios de los individuos D negativo de origen africano son portadores de este alelo
(115, 116, 118, 121, 170). La variante RHDY presenta una insercion de 37 pb que genera un

coddn prematuro de terminacién de la traduccién responsable de la ausencia de la proteina RhD
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en la membrana eritrocitaria. Los estudios en esta variante alélica muestran que segrega
exclusivamente con el alelo RHCE*ce (115, 118). Para investigar la distribucién del marcador en
la poblacion se analizaron muestras D-/RHD+ con fenotipo ccee provenientes de Tucuman vy
Rosario. Los resultados obtenidos mostraron que la proporcion de individuos portadores de este
marcador genético en la ciudad de Tucuman (1,81%) es significativamente mayor que para
individuos de Rosario (0,67%) (p<0,05) (Figura 54). Los analisis moleculares de los marcadores
genéticos DI*A y RHDY muestran una mayor influencia de las etnias amerindia y africana al
acervo molecular de la poblacion de Tucuman. Cabe destacar que este trabajo hemos detectado
una muestra D-/RHD+ con fenotipo Ccee portadora del alelo RHDY (Figuras 21y 22). Esta es la
primera descripcién de un alelo RHDY asociado a la presencia del antigeno C. La variante RHDYs
formaria el haplotipo D%e, el cual habria segregado junto a un haplotipo dCe, es decir, el
individuo estudiado portaria el genotipo excepcional DYce/dCe. Este hallazgo puede atribuirse a
los efectos del mestizaje debido a que haplotipos africanos (D¥ce) y caucasicos europeos (dCe)
han sido identificados en un mismo locus.

Los analisis de secuenciacidon permitieron identificar 12 individuos portadores del alelo
RHD*46C caracterizado por el SNP c.46T>C en el exén 1 del gen RHD en las muestras D-/RHD+
con expresion del antigeno E (Figura 24). Los ensayos seroldgicos de adsorcién-elucion
demostraron que la mutacién puntual de cambio de sentido, hallada en las muestras tipificadas
como D negativo en ensayos seroldgicos convencionales, era responsable de la generacién de un
fenotipo DEL. Los estudios de modelizaciéon del complejo Rh permitieron demostrar que la
sustitucion p.Trp16Arg estd localizada en el primer segmento transmembranal de la proteina
RhD. El cambio de un aminodcido hidrofébico (Trp) por otro cargado positivamente (Arg) en un
fragmento de la proteina anclada en la membrana eritrocitaria conduciria a un plegamiento
incorrecto del polipéptido RhD, que se traduciria en una disminucién en la expresién de los
epitopes D. Estos hallazgos demuestran la importancia del Trp16 para el correcto ensamblaje de
la proteina RhD en el complejo Rh. Esta variante alélica fue detectada con mayor prevalencia en
muestras provenientes de Rosario y Tucuman.

Por otro lado, los estudios de escaneo de exones detectaron la presencia de 15 individuos
portadores del alelo RHD-CE(3-9)-D. Se ha reportado que, dentro del grupo de variantes con
estructura molecular hibrida, este alelo es el mas frecuentemente hallado en individuos
caucdsicos europeos (29, 106, 189, 190). Si bien estd claramente demostrado que el segmento

génico que involucra los exones 3 a 9 esta implicado en el fendmeno de conversién génica, aun
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no se ha identificado el sitio de recombinaciéon 5’ de los genes RHD y RHCE responsables de la
generacién de la variante alélica hibrida. En este trabajo de Tesis realizamos estudios
moleculares de los intrones 1 y 2 del gen RHD utilizando estrategias de PCR RFLP para
caracterizar el sitio de recombinacion de los genes RHD y RHCE en esta variante. Los resultados
obtenidos mostraron polimorfismos RHD especificos en el intrén 1 y RHCE especificos en el
intrén 2. Estos hallazgos sugieren que el sitio de recombinacién se encuentra en una regién de
homologia de 4,2 Kb que existe entre los polimorfismos intrénicos analizados. Con el objetivo de
detectar la especificidad alélica del exén 2 de esta variante, se secuenciaron dichos exones en
todas las muestras. Estos estudios permitieron identificar el SNP responsable del alelo parcial
RHD*DVII en 7 de las muestras estudiadas. La variante cualitativa encontrada es frecuentemente
hallada en individuos europeos con fenotipo D parcial (29, 191, 192). Estos hallazgos demuestran
qgue el exdn analizado es RHD especifico y sugieren que el sitio de recombinacién (hot spot) de
esta variante alélica se encuentra corriente arriba del exén 2 y antes del primer polimorfismo
RHCE del intrén 2. Los resultados obtenidos permiten suponer que la nueva variante hibrida
RHD(329T>C)-CE(3-9)-D es producto de una conversidn génica entre los alelos RHD*DVII y
RHCE*Ce caracteristicos de la etnia caucdsica europea. Si bien en las 8 muestras restantes no se
detectaron polimorfismos que permitan inferir la especificidad alélica del exdn 2, resulta légico
pensar que el evento de recombinacidn ocurre en la misma regién. Teniendo en cuenta las
muestras D-/RHD+ (n=133), hemos observado que el 11,28% (Tabla XV) de las mismas resultaron
portadoras de estos alelos hibridos caracteristicos de la poblacidon caucdsica europea,
demostrando una vez mas el aporte de esta etnia al acervo molecular de la poblacién en estudio.

Los estudios de biologia molecular realizados en este trabajo de Tesis permitieron
detectar otros 3 polimorfismos no reportados anteriormente. En una de las muestras se
identificd, mediante la técnica basada en microarreglos de ADN, una variante alélica RHD
caracterizada por la ausencia de los exones 1 y 2 del gen RHD y por una delecion de 11
nucledtidos a partir de la posicién 361 del exén 3. La falta de los exones 1 y 2, no descripta
anteriormente, fue confirmada por reacciones de PCR SSP. La delecién de 11 nucleétidos en el
exon 3 genera un corrimiento en el marco de lectura y la formacion de un coddn de terminacion
prematuro (TAA) en la posicion 155 del ARNm. Esta mutacién fue identificada previamente en
individuos espafioles, en un estudio realizado en el afio 2007 por Nogués y col (193). Sin
embargo, no existen evidencias de la presencia de estos dos eventos genéticos en un mismo

alelo. Es probable que esta nueva variante haya surgido por un proceso de conversion génica

119



DISCUSION

mediante el cual fragmentos del alelo RHD que comprenden los exones 1 y 2 fueron
reemplazados por sus homdlogos del alelo RHCE. Este fendmeno habria ocurrido en un alelo
RHD que, durante el proceso evolutivo, habria perdido, por un evento de delecion, los 11
nucledtidos en el exdn 3 generando un coddn de terminacién prematuro. A esta nueva variante
se la denominé RHCE(1-2)-RHD(3361_3714e111-10) (Figura 28). Estos eventos genéticos impedirian la
sintesis de una proteina RhD normal y, por lo tanto, su integracion en la membrana eritrocitaria
y consecuente expresion de epitopes D.

Por otra parte, los estudios de secuenciacién detectaron el SNP ¢.1001T>A responsable

de la generacién de un coddén prematuro de la terminacién en la posicién 344 del ARNm. Esta
mutacion sin sentido se traduciria nuevamente en una proteina truncada incapaz de formar
parte del complejo Rh y por lo tanto, no se expresaria el antigeno D en la membrana del GR.
Las nuevas variantes alélicas RHCE(1-2)-RHD(3361 371de121-10) y RHD*1001A, caracterizadas en
este trabajo de Tesis, codifican polipéptidos aberrantes responsables de un fenotipo D negativo
el cual fue demostrado por estudios de adsorcion-elucién. Estas variantes fueron incorporadas al
grupo de los alelos RHD silentes.

Ademads, también se caracterizé al alelo no reportado RHD*1248insG utilizando
estrategias de secuenciacion. La insercion de una G entre los nucleétidos 1247 y 1248 del gen
RHD provoca la eliminacion del coddn de finalizacién de la traduccion de la proteina RhD y la
generaciéon de un nuevo coddn de terminacion corriente arriba en la posicién 489 del ARNm.
Este polimorfismo origina una proteina de 488 residuos aminoacidicos. Estudios seroldgicos
posteriores de adsorcidon-elucién permitieron confirmar que la nueva variante alélica identificada
es responsable de un fenotipo DEL, sugiriendo que la proteina RhD de mayor tamafio seria capaz
de integrarse en la membrana eritrocitaria y expresar epitopes D.

Los resultados obtenidos para las 796 muestras D negativo analizadas mostraron que el
16,71% son portadoras de alelos RHD. Esto confirma que el fenotipo D negativo no se origina
exclusivamente por un proceso de delecidn génica sino que existen alelos silentes generados por
distintos eventos moleculares que son responsables de un fenotipo D negativo. Estos hallazgos
demuestran la importancia de conocer la variabilidad alélica que subyace en el locus RH de
individuos de nuestra poblacidon para desarrollar estrategias de genotipificacion RHD que
disminuyan la posibilidad de obtener resultados falsos positivos. El disefio de estudios

moleculares que incluyan la caracterizacidén de alelos silentes optimizara el diagndstico prenatal
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no invasivo del genotipo RHD, asegurando una estricta correlacién entre el genotipo y el
fenotipo fetal.

Si bien la inmunogenicidad del antigeno D depende principalmente de la cantidad de
epitopes D en la superficie de los GRs, existen evidencias de respuestas anti-D generadas por
eritrocitos con fenotipos DEL cuando son transfundidos a individuos D negativo. Wagner vy
Kérmoczi observaron fendmenos de inmunizacién anti-D primaria en pacientes transfundidos
con unidades tipificadas serolégicamente como D negativo. Estudios posteriores realizados en
los donantes de las unidades transfundidas permitieron demostrar que las mismas presentaban
un fenotipo DEL generado por el alelo RHD(IVS5-38del4) (194). Poco después, Yasuda y col
demostraron el desarrollo de una respuesta anti-D secundaria en un receptor D negativo
aloinmunizado transfundido dos veces con unidades de sangre proveniente de un dador
erroneamente tipificado D negativo y portador del alelo DEL RHD(K409K) (104). Posteriormente,
Kim y col reportaron en 2009 el primer caso de aloinmunizacién anti-D primaria inducida por el
alelo RHD(K409K) en Korea (195). Teniendo en cuenta estos reportes que demuestran que GRs
DEL pueden causar aloinmunizacién primaria o desencadenar una respuesta secundaria, algunos
servicios transfusionales de Europa han implementado la genotipificacion RHD en donantes D
negativo C/E positivo, evitando de esta manera la transfusiéon de unidades DEL a pacientes
susceptibles de desarrollar una aloinmunizaciéon anti-D (103). Sin embargo, las normas
nacionales de transfusion de numerosos paises no reglamentan la obligatoriedad de la deteccién
del fenotipo DEL en las unidades tipificadas serolégicamente como D negativo.

El conocimiento de las bases moleculares de los alelos DEL asociados a los diferentes
grupos étnicos resulta de fundamental importancia para desarrollar estrategias de
genotipificacion en individuos D negativo. Las mismas deben contemplar la deteccion de las
variantes alélicas representativas de cada poblacién en estudio. En este trabajo de Tesis hemos
identificado a los alelos DEL RHD*46C, RHD*M2951, RHD(IVS3+1G>A) y RHD*1248insG, producto
de diferentes mecanismos moleculares. Las variantes RHD*46C y RHD*M295] fueron halladas en
mas de un 1% de las muestras con fenotipo D negativo confirmando su aporte a la variabilidad
del locus RH en nuestra poblacion. La identificacion de un 2,39% de individuos portadores de
alelos DEL en el grupo de muestras D negativo que expresan los antigenos C y/o E revela la
importancia de implementar el estudio molecular en las muestras D negativo C/E positivo para
detectar un posible fenotipo DEL. La caracterizacidn de los polimorfismos responsables de una

expresion disminuida de los epitopes antigénicos D en dadores de sangre considerados
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serolégicamente como D negativo evitara la transfusidon de estas unidades a pacientes con riesgo

de aloinmunizacion.

2. Estudio de muestras con expresion débil del antigeno D

Se ha reportado que entre el 1% y 2% de los individuos caucasicos son portadores de
alelos RHD que codifican para un fenotipo D variante caracterizado por una expresion
disminuida del antigeno D (77). Este fenotipo puede presentar variaciones cualitativas y/o
cuantitativas de los epitopes D en la membrana eritrocitaria. Los individuos portadores de
variantes cualitativas son susceptibles de desarrollar una aloinmunizacién hacia los epitopes
ausentes del antigeno D cuando son expuestos a GRs D positivo, mientras que aquellos
portadores de variantes cuantitativas no se encuentran en riesgo de aloinmunizacion (76). En el
laboratorio clinico los antigenos del sistema Rh son detectados por técnicas de hemaglutinacion
utilizando anticuerpos policlonales y monoclonales. Sin embargo, los métodos
inmunohematoldgicos convencionales presentan limitaciones para discriminar entre variantes
cuantitativas y cualitativas (77). Los estudios de biologia molecular permiten resolver la
complejidad fenotipica del sistema Rh y resulta una herramienta util para superar los problemas
planteados por la serologia (130-132).

En una segunda etapa de este trabajo de Tesis nos propusimos investigar el polimorfismo
del locus RH en individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos con
expresion disminuida del antigeno D en nuestra poblacion. Dentro del grupo de muestras con
fenotipo Dvar, los alelos D débil tipo 1, D débil tipo 2, D débil tipo 3, D débil tipo 4, RHD*DVI, y D
débil tipo 93 fueron identificados en mas del 1% de los individuos estudiados contribuyendo al
polimorfismo molecular del locus RHD.

Teniendo en cuenta los distintos trabajos que reportaron una asociacion entre alelos que
codifican para fenotipos Dvar y haplotipos especificos (96, 97, 88), se continué el analisis
molecular de las muestras segun el fenotipo Rh completo hallado. Se investigd la presencia de
las variantes alélicas D débil tipo 1 y D débil tipo 3 en las muestras portadoras del antigeno C

var

(genotipo D"'Ce/dce), la variante D débil tipo 2 en las muestras que expresaban el antigeno E

Ya'cE/dce) y el alelo D débil tipo 4 en los fenotipos ccee (genotipo D**'ce/dce).

(genotipo D
Debido a la dificultad para discriminar seroldgicamente las variantes cualitativas del
antigeno D, actualmente se considera que los pacientes portadores del fenotipo Dvar estan en

riego de desarrollar una inmunizacién anti-D cuando son transfundidos con GRs D positivo (68,
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77, 88, 196). Sin embargo, evidencias clinicas han demostrado que individuos con expresion
débil del antigeno D portadores de los alelos D débil tipo 1, 2 y 3 no son susceptibles de
aloinmunizacién anti-D ante una exposicién a GRs D positivo (8, 76, 96, 111, 197-199). El estudio
molecular de las muestras con fenotipo Dvar mostré que el 58,02% (Tabla XIX) de las mismas son
portadoras de alelos D débil tipo 1, 2 o 3. Hemos observado que la proporcidon de individuos
portadores de alelos D débiles tipo 1, 2 y 3 en las distintas regiones estudiadas difieren
significativamente (p<0,0001). La probabilidad de encontrar un individuo portador de alguna de
estas variantes alélicas en las muestras provenientes de Tucuman (36,74%) fue
significativamente menor (p<0,05) que para las otras 4 ciudades analizadas (67,26%) donde esta
proporciéon no mostrd diferencias significativas. Considerando que numerosos estudios han
reportado que estas variantes son responsables de aproximadamente el 90% de los fenotipos D
variante encontrados en poblaciones caucdsicas europeas (188, 191), los hallazgos obtenidos
sugieren que el aporte de esta etnia al locus RH es mayor en la regidn central del pais. Por otro
lado, teniendo en cuenta todas las muestras con fenotipo D variante (n=324), hemos observado
que el 14,81% (Tabla XIX) de las mismas resultaron portadoras del alelo D débil tipo 4,
caracteristico de la poblacién del Africa subsahariana, demostrando una vez mas el aporte de la
etnia negra al acervo genético de la poblacion en estudio. De los resultados obtenidos puede
destacarse que, entre los individuos con la variante alélica D débil tipo 4 (n=24), la mayor
frecuencia de portadores fue hallada en la ciudad de Tucuman (45,83%).

Como se menciond anteriormente, el alelo D débil tipo 1 esta asociado al haplotipo peel

ino 1 , . . . .
o 1Ce en caucasicos europeos. Sin embargo, en los estudios realizados hemos observado que en
nuestra poblacidn este alelo no se encuentra asociado exclusivamente a la expresion del
antigeno C. Se identificaron 9 muestras con fenotipo ccee portadoras de esta variante alélica

(Tabla XIX). La presencia del alelo D débil tipo 1 en el haplotipo Rq (D" tP0

ce) podria atribuirse
a un evento de recombinacidn génica entre este haplotipo, caracteristico de etnias africanas, con
haplotipos caucasicos aportados por la gran inmigracién europea.

Como se menciond anteriormente, los individuos portadores de los alelos D débil tipo 1, 2
y 3 no son susceptibles de desarrollar una aloinmunizacién hacia el antigeno D ante una
exposicién con GRs D positivo, por lo tanto, teniendo en cuenta los hallazgos de este trabajo de
Tesis, mas del 50% de los pacientes que actualmente son transfundidos con unidades D negativo

por presentar un fenotipo Dvar podrian recibir sangre D positivo. En la ciudad de Rosario se

transfunden aproximadamente 20000 pacientes por afio en los hospitales publicos. En estudios
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previos (98) hemos reportado que el 1,2% de la poblacion tiene un fenotipo D variante y en este
trabajo de Tesis hemos observado que el 67,68% de los individuos Dvar son portadores de alelos
D débil tipo 1, 2 o 3 (Figura 44). Considerando estos hallazgos, es de esperar que 162 pacientes
no requieran las unidades D negativo debido a que expresan un fenotipo Dvar no susceptible de
aloinmunizacion. Teniendo en cuenta que cada receptor transfusional recibe en promedio dos
unidades de sangre, la utilizacion de estrategias moleculares para estudiar pacientes que
presentan un fenotipo D variante implicaria un ahorro de 324 unidades D negativo por afio. Los
estudios moleculares permitirdn implementar un uso mas racional de las escasas unidades D
negativo disponibles en los servicios de Medicina Transfusional y reservarlas exclusivamente
para los pacientes que se encuentran en riesgo real de desarrollar una respuesta aloinmune
hacia antigeno D.

Por otro lado, en este trabajo de Tesis se identificaron variantes D parcial en el grupo de
muestras con fenotipo Dvar. La estrategia de escaneo de exones permitié caracterizar 15
muestras portadoras de alelos RHD*DVI (4,63%). Dentro de las variantes D, el alelo RHD*DVI
representa el fenotipo D parcial clinicamente mds importante en individuos caucdsicos. Los GRs
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 (85-87). Numerosos investigadores han analizado la prevalencia de individuos
portadores de este alelo para distintas regiones de Europa, registrando frecuencias
poblacionales que varian entre el 0,02% y el 0,05% (83, 84, 200). Ademas, estudios realizados en
el Laboratorio de Inmunohematologia del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona mostraron
que el alelo RHD*DVI tipo 4 es la estructura genética responsable del fenotipo DVI mads
frecuentemente hallada en individuos espafioles (87). En este trabajo de Tesis el alelo RHD*DVI
tipo 4 también fue la variante mas frecuente responsable del fenotipo D parcial. Este hallazgo
podria explicarse por el aporte de la poblacién espafiola a nuestro acervo genético. Debido a que
los portadores de variantes D parcial carecen de algunos epitopes D, la identificacion de los
mismos es de fundamental importancia en el campo de la Medicina Transfusional ya que son
susceptibles de desarrollar aloanticuerpos anti-D hacia los epitopes ausentes del antigeno D
frente a una exposicion con GRs D positivo. Por lo tanto, individuos con fenotipo D parcial deben
ser considerados D negativo para transfusiones y embarazos. Considerando las limitaciones que
presentan los métodos seroldgicos para identificar el fenotipo D parcial y teniendo en cuenta la

prevalencia del mismo en nuestra poblacién, resulta de fundamental importancia utilizar
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estrategias de genotipificacion RHD que permitan identificar inequivocamente estas variantes
para optimizar la compatibilidad transfusional y la administracion de la inmunoprofilaxis.

Los estudios de secuenciacién también permitieron identificar en 31 muestras con
expresion del antigeno E una nueva variante D portadora de la mutacién de cambio de sentido
¢.359C>A en el exdén 3 del gen RHD (Figura 42). Este SNP es responsable de la sustitucion
aminoacidica p.Ala120Asp. La modelizacién del complejo Rh con la proteina RhD mutada
permitid establecer que la sustitucién se encuentra en el cuarto dominio transmembrana del
polipéptido (Figura 48). Ademas, estudios de los niveles de expresidon del antigeno D en la
membrana eritrocitaria realizados utilizando citometria de flujo mostraron una densidad relativa
de epitopes D con valores similares a los observados para variantes con fenotipo D débil (Figuras
49 a 53). Los andlisis seroldgicos reflejaron que las muestras portadoras del nuevo alelo,
denominado por la ISBT como D débil tipo 93, presentaron reacciones de aglutinacién débil con
todos los anticuerpos monoclonales anti-D de clase IgM en medio salino. Ademas, los estudios
de modelizacién mostraron que la sustitucion aminoacidica ocurre en un domino
transmembrana de la proteina RhD y no en regiones extracelulares. Estas observaciones junto a
los resultados obtenidos por citometria de flujo sugieren que el nuevo alelo hallado no es
responsable de un fenotipo D parcial (201). Cabe destacar que de las 31 muestras portadoras de
la variante RHD*359A halladas en este trabajo de Tesis, 20 (64,52%) corresponden a donantes
provenientes de Tucuman. Considerando que esta nueva variante alélica no ha sido descripta en
otras poblaciones y teniendo en cuenta que el marcador génetico D/I*A demostré una mayor
influencia amerindia en la regién norte del pais, la presencia de este alelo podria atribuirse al
aporte de esta etnia al acervo genético de esta poblacién. Ademas, los resultados muestran que
esta variante solo fue identificada en muestras con fenotipo ccEe lo que permite inferir una
asociacion genética en cis del alelo D débil tipo 93 con el alelo RHCE*cE.

Por otro lado, se identificaron por secuenciacién 4 SNPs no reportados anteriormente
dentro del grupo de muestras no caracterizadas por PCRs convencionales. Se detectaron las
siguientes mutaciones de cambio de sentido: ¢.325.A>G, c.763G>A, c.764G>A y c.911T>A,
responsables de las sustituciones de aminoacidos p.Thr109Ala, p.Gly255Arg, p.Gly255Glu vy
p.lle304Asn respectivamente. Los resultados sugieren que el cambio de un residuo polar (Thr)
por uno hidrofdbico (Ala), de un aminoacido polar (Gly) por residuos cargados (Glu 6 Arg) y de un

residuo apolar (lle) por otro polar (Asn) provocaria alteraciones en el plegamiento de la proteina
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RhD que modificarian el correcto ensamblaje del polipéptido RhD en el complejo Rh alterando la
expresion de los epitopes D.

La discriminaciéon entre variantes cuantitativas y cualitativas es de fundamental
importancia en los bancos de sangre para optimizar la compatibilidad transfusional y garantizar
la provision de sangre segura, y en Obstetricia para definir estrategias de intervencidon médica en
las embarazadas. Las determinaciones inmunohematolégicas clasicas no permiten resolver la
complejidad fenotipica del sistema Rh, y en este contexto el estudio a nivel del ADN se presenta
como un recurso apropiado para superar las limitaciones seroldgicas (130-132). Los hallazgos
obtenidos en este trabajo de Tesis sobre la variabilidad alélica del locus RH en la poblacidn
argentina, tendrdn su correlato en la implementacién de estrategias moleculares como
herramientas de laboratorio para la asignacién precisa e inequivoca de las variantes antigénicas

de importancia clinica.

3. Genotipificacion RHD prenatal

La EHFN es un desorden causado por aloanticuerpos IgG maternos, presentes en la
circulacion fetal a través de un transporte activo transplacentario, dirigidos contra un antigeno
paterno presente en las células fetales y ausente en las maternas, siendo el mas frecuente el
antigeno D del sistema Rh. Estos anticuerpos se forman en respuesta a una aloinmunizacién
provocada por la presencia de eritrocitos incompatibles en la circulacion materna, causada
principalmente por embarazos y transfusiones previas (144).

La administracion de inmunoglobulina anti-D (IgG humana enriquecida en anticuerpos
anti-D) en pacientes D negativo previene el desarrollo de eventos de sensibilizacion al antigeno D
cuando son expuestos a GRs D positivo y la subsecuente produccién de anticuerpos anti-D. La
incidencia de aloinmunizacién por antigeno D ha disminuido, aproximadamente en un 90% en
regiones como Estados Unidos y Europa, debido al uso prenatal de la profilaxis anti-D en todas
las mujeres embarazadas con fenotipo D negativo y por su administracion luego del nacimiento
de un hijo D positivo. Actualmente este tratamiento es considerado una aplicacion médica
rutinaria en estas pacientes (202).

La inmunoglobulina anti-D es elaborada a partir de una mezcla de plasmas humanos
obtenidos de donantes inmunizados al antigeno D que poseen titulos altos de aloanticuerpos
especificos. En el pasado los donantes solian ser mujeres D negativo sensibilizadas durante un

embarazo de un feto D positivo que ya no se encontraban en edad reproductiva.
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Paradodjicamente, este tipo de donantes ahora es escaso debido al éxito de los programas de
prevencion de aloinmunizacién utilizando la profilaxis anti-D. Actualmente, los donantes son
hombres D negativo, quienes voluntariamente acceden a ser inmunizados y luego estimulados
repetidas veces mediante la inyeccidn de eritrocitos D positivo (202).

El protocolo de profilaxis anti-D indica que la aplicaciéon debe ser administrada a todas
las mujeres embarazadas D negativo a las 28 semanas de gestacién y luego, si el recién nacido
tiene fenotipo D positivo, debe realizarse una segunda administracién dentro de las 72 horas
posparto. El inconveniente de la aplicacidn prenatal es no conocer el fenotipo D fetal ya que las
gestantes de fetos D negativo no necesitarian el tratamiento con inmunoglobulina anti-D.
Considerando la creciente dificultad a nivel mundial para producir este hemoderivado debido a
la escasez de donantes voluntarios inmunizados, y su consecuente elevado costo comercial, es
imprescindible implementar un uso racional de la inmunoprofilaxis (202).

Durante el embarazo tres determinaciones inmunohematoldgicas contribuyen al
diagnéstico de la EHFN. La determinacion del grupo sanguineo ABO y fenotipo Rh para analizar
una posible incompatibilidad ABO e identificar embarazadas D negativo potenciales productoras
de anti-D y la deteccién de anticuerpos irregulares que permite evaluar una aloinmunizacion
(203). La caracterizacion de expresiones aberrantes del antigeno D es de fundamental
importancia en Obstetricia para definir estrategias de intervencién médica en las embarazadas.
Las determinaciones inmunohematoldgicas clasicas no permiten resolver la complejidad
fenotipica del sistema Rh, siendo las gestantes portadoras de un fenotipo D variante
consideradas D negativo e incorporadas al protocolo de profilaxis anti-D en la semana 28 de
gestacion y a la dosis posparto si el recién nacido es D positivo. Numerosas evidencias clinicas
han demostrado que los pacientes portadores de los alelos D débil tipo 1, 2 y 3 no desarrollan
aloanticuerpos anti-D cuando son transfundidos con unidades de GRs D positivo. Del mismo
modo, las gestantes con fenotipo D variante originado por alguno de estos alelos no se
encuentran en riesgo de aloinmunizacién hacia el antigeno D fetal. Debido a que los estudios
seroldgicos no permiten discriminar estas variantes y determinar el riesgo real de sensibilizaciéon
al antigeno D, la aplicacién de estrategias moleculares que permitan la genotipificacion RHD
resulta util para identificar a embarazadas susceptibles de desarrollar una aloinmunizacién anti-
D. La identificacion de las variantes D débil tipo 1, 2 6 3 del gen RHD en mujeres embarazadas
tendra su correlato en la definicidn de las estrategias de intervencién médica. La caracterizacion

molecular de los alelos responsables de fenotipos que expresan todos los epitopes D, aunque en
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baja densidad, permitira optimizar la administracién de la profilaxis con inmunoglobulina anti-D
y reservar dosis exclusivamente para embarazadas en riesgo de desencadenar una respuesta
inmune hacia el antigeno D. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo de
Tesis respecto de la distribuciéon de frecuencias de individuos con variantes alélicas RHD en la
ciudad de Rosario, se estima que mads del 65% de las pacientes embarazadas con fenotipo D
variante sean portadoras de alelos D débil tipo 1, 2 o 3 (Figura 44) y no requieran la profilaxis con
inmunoglobulina anti-D. En el Centro Regional de Hemoterapia se tipifican aproximadamente
14000 embarazadas por afio que concurren a los efectores municipales de salud (204). Como se
comentd anteriormente, teniendo en cuenta que el 1,2% de la poblacién de Rosario expresa un
fenotipo D variante, es de esperar que 114 gestantes no requieran la inmunoprofilaxis prenatal
que actualmente se les administra innecesariamente. Ademads, a estas pacientes, no se les
aplicaria la dosis postnatal cuando el hijo resulta D positivo (aproximadamente en 100 casos
considerando que la frecuencia poblacional de individuos D negativo es 12%). Por lo tanto, la
caracterizacion molecular de alelos RHD en este grupo de pacientes conducird a un ahorro de
214 dosis de gammaglobulina anti-D por afio, permitiendo optimizar los recursos disponibles en
la Salud Publica y redundando en un beneficio concreto para las pacientes.

Por otro lado, las pruebas inmunohematoldgicas realizadas durante el embarazo no
permiten determinar el fenotipo D fetal y por lo tanto, evaluar el riesgo de EHFN en
embarazadas sensibilizadas. En este sentido, la genotipificacion RHD fetal no invasiva resulta una
herramienta atil que contribuye al diagndstico de la EHFN permitiendo implementar en las
primeras etapas del embarazo el protocolo de seguimiento de alto riesgo de la gestante cuando
el feto resulta D positivo. Algunos Servicios llevan adelante tratamientos para suprimir la
aloinmunizacion materna, o al menos, evitar el aumento del titulo de anticuerpos en la
embarazada. Estos consisten en intercambio plasmatico intensivo y/o administracion de
inmunoglobulina hiperinmune intravenosa. El intercambio de plasma puede reducir los niveles
de anticuerpos en un 75%, pero frecuentemente se produce un rebote. Se ha propuesto este
procedimiento como una forma de demorar la necesidad de una intervencién fetal cuando ha
existido hydrops fetalis antes de las 22 semanas de gestacion en un embarazo previo. La
utilizacion de inmunoglobulina intravenosa ha reducido también los titulos de anti-D, con
mejores resultados obtenidos al comenzar antes de las 28 semanas de gestacion y cuando el feto
no es hidrépico. Por el contrario, en aquellas situaciones en las cuales la genotipificacion RHD

prenatal permite inferir un fenotipo fetal D negativo, se evita la utilizacién de estas estrategias
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terapéuticas expansivas y costosas y se previene la exposicion a los numerosos efectos
secundarios de este tratamiento (205). Ademas, las estrategias de genotipificacion RHD fetal son
utilizadas a nivel mundial para determinar el fenotipo D fetal en mujeres embarazadas no
sensibilizadas y restringir la administracion de la inmunoglobulina anti-D prenatal Unicamente a
aquellas gestantes de un feto D positivo. Esta determinacidn evita una exposicién innecesaria a
las gestantes que no requieran esta profilaxis y permite la optimizacién de las escasas unidades
disponibles de inmunoglobulina anti-D.

Teniendo en cuenta los estudios sobre el polimorfismo molecular del locus RH en nuestra
poblacion realizados en este trabajo de Tesis, se disefid y evalué un protocolo de
genotipificacién RHD fetal no invasivo con el objetivo de implementar a futuro una estrategia
que contribuya al diagndstico de la EHFN en embarazadas aloinmunizadas con anti-D y que
permita optimizar el uso de la inmunoprofilaxis en mujeres D negativo no sensibilizadas.

Considerando la alta prevalencia de alelos RHD silentes y DEL en nuestra poblacidn, el
disefio de la estrategia de genotipificacion prenatal debe tener en cuenta la variabilidad alélica
del locus RH para asignar un correcto fenotipo. De esta manera, el estudio de cuatro regiones
polimdrficas RHD especificas en el algoritmo de trabajo planteado reduce la posibilidad de
obtener resultados falsos positivos. En el protocolo disefiado se propone estudiar en una
primera etapa el ADN gendmico materno para detectar mujeres portadoras de alelos RHD. La
identificacion de embarazadas D-/RHD+ permite una correcta interpretacion de los patrones de
amplificacién obtenidos en el estudio por PCR en tiempo real del ADN libre en plasma materno.
El algoritmo planteado también propone analizar el ADN gendmico paterno en aquellas
situaciones donde los resultado obtenidos en el estudio del ADN libre no son concluyentes.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permitieron asignar el genotipo RHD
fetal en 293 de 296 (98,99%) muestras de plasma materno estudiadas. En tres muestras no se
obtuvieron resultados concluyentes ya que los patrones de amplificacién obtenidos por PCR en
tiempo real y el estudio del ADN genédmico materno y paterno no permitieron discriminar si el
feto era RHD positivo o RHD negativo. Estudios seroldgicos y moleculares posteriores realizados
en sangre de corddn revelaron que los recién nacidos eran portadores de variantes alélicas que
carecen de la mayoria de los exones RHD.

La correlacion entre los resultados moleculares y serolégicos mostrd que la estrategia de
genotipificacion prenatal presenta una sensibilidad del 100% al no obtener resultados falsos

negativos y una especificidad del 98,81% al detectarse sdlo un falso positivo, debido a la
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presencia de una variante alélica responsable de un fenotipo D negativo. La estrategia utilizada
posee un valor predictivo del estatus RhD fetal del 99,52% para fenotipos D positivo y del 100%
para fenotipos D negativo. El protocolo disefiado para la deteccién del gen RHD en ADN fetal
libre en plasma materno demostré ser una herramienta Gtil para la determinacion del estatus D
del feto en nuestra poblacién. La correcta genotipificacion RHD prenatal permitird diagnosticar
fetos en riesgo real de EHFN y definir estrategias de administracion de la profilaxis con

inmunoglobulina anti-D exclusivamente a embarazadas cuyos fetos son D positivo.

4. Mecanismos moleculares pendientes de caracterizacion

Las estrategias moleculares utilizadas en este trabajo de Tesis no permitieron identificar
los mecanismos genéticos responsables de variantes alélicas RHD en 34 muestras, 16 con
fenotipo D negativo y 18 con fenotipo Dvar. Los estudios implementados mostraron secuencias
andlogas al alelo RHD normal en todas las muestras. Teniendo en cuenta que 28 de los
individuos expresaban el antigeno C, podriamos atribuir la baja reactividad del antigeno D
hallada en estas muestras a un efecto supresor del antigeno C, como ha sido observado en
diversos estudios (10, 69, 206, 207). Se ha reportado que durante la eritropoyesis la proteina
RhCE compite por la unidén a la glicoproteina RhAG con el polipéptido RhD. Existen evidencias,
basadas en estudios por citometria de flujo, que los eritrocitos de individuos con fenotipo
homocigota DcE (genotipo DcE/DcE) expresan mayor numero de sitios antigénicos D (30000
sitios D por célula) que los GRs de individuos portadores de los genotipos DCe/DCe (23000
antigenos D célula) y DCe/dce (13000 sitios D por célula) (12, 96). En base a estos hallazgos y a
los estudios de modelizacién del complejo Rh (50, 52, 208), se postula que la variante RhCe se
uniria a la glicoproteina RhAG con mayor afinidad que el polipéptido RhD. Esta competencia se
deberia, probablemente, a que la cadena polipeptidica RhCe comparte un mayor grado de
homologia que RhcE con la proteina RhD (58, 64).

Por otra parte, la expresion alterada o supresion del antigeno D también podria atribuirse
a eventos genéticos pretranscripcionales. Se ha reportado que SNPs en la regién promotora en
cis afectarian la interaccion con los factores reguladores de la transcripcion y por lo tanto
alterarian la correcta actividad transcripcional. Asimismo, modificaciones postranscripcionales
en la proteina RhAG pueden provocar una disminucion o la no expresion del polipéptido RhD en
la membrana eritrocitaria. Teniendo en cuenta que la expresién normal de los antigenos del

sistema Rh en la membrana del GR depende de una correcta integracion de la glicoproteina
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RhAG (44, 47, 48), es probable también que mutaciones presentes en el gen RHAG o en su region
promotora puedan resultar en una disminucidon cuantitativa de la expresion de esta
glicoproteina o alterar los sitios de interaccién con el polipéptido RhD, exacerbando la expresién
de la variante RhCe en detrimento de la proteina RhD.

En una etapa posterior a este trabajo de Tesis se realizara la caracterizacion de los
mecanismos moleculares responsables de las variantes alélicas RHD en las muestras en las que
no se hallaron mutaciones en las secuencias nucleotidicas codificantes ni en las regiones de

union exon-intron.
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CONCLUSION

El sistema Rh es el grupo sanguineo mas complejo y polimérfico de la membrana del GR.
Presenta un gran interés clinico debido a la participacidn de sus antigenos en reacciones
hemoliticas postransfusionales, en algunas AHAI y en la patogénesis de la EHFN. El elevado
polimorfismo molecular del sistema Rh genera una gran variabilidad alélica en los diferentes
grupos étnicos. En este trabajo de Tesis hemos investigado el polimorfismo molecular del locus
RH en nuestra poblacién y hemos establecido las bases genéticas que originan el fenotipo D
negativo y fenotipos D variante. Ademds hemos desarrollado estrategias moleculares para la
caracterizacidn de alelos RHD silentes, DEL y de variantes alélicas responsables de una expresion
alterada del antigeno D.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permitieron identificar los mecanismos
moleculares responsables de la generacién de alelos RHD silentes y alelos DEL en muestras D
negativo. Hemos caracterizado variantes alélicas producto de eventos de conversién génica,
deleciones e inserciones de nucledtidos, mutaciones de cambio de sentido y mutaciones sin
sentido. Estos hallazgos sefialan que, en nuestra poblacion, el fenotipo D negativo no se origina

Unicamente por un proceso de delecién completa del gen RHD. Hemos establecido Ia
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importancia de caracterizar por métodos moleculares las muestras D negativo que expresan los
antigenos C y/o E para una correcta asignacion del fenotipo D. Los resultados obtenidos indican
que es fundamental considerar los alelos RHD silentes hallados en nuestra poblacién en el
desarrollo de estrategias para la genotipificacion RHD que disminuyan la posibilidad de obtener
resultados falsos positivos. Asimismo, la identificacidon de alelos DEL responsables de fenotipos
aparentes D negativo, muestra la importancia de la deteccion de estas variantes capaces de
inducir una aloinmunizacidn anti-D al ser transfundidos a pacientes D negativo.

Ademas, en este trabajo de Tesis hemos investigado las bases genéticas responsables de
fenotipos D variante. Los estudios moleculares permitieron discriminar variantes D cuantitativas
y cualitativas, identificando aquellos individuos susceptibles de desarrollar una aloinmunizacién
anti-D. La deteccion de las variantes alélicas D débil tipo 1, 2 y 3 en nuestra poblacién destaca la
importancia de la implementacidn de los analisis de biologia molecular en los bancos de sangre
para establecer politicas transfusionales y de manejo clinico tendientes a optimizar el uso de las
escasas unidades D negativo. Ademds la genotipificacion RHD en pacientes embarazadas
permitira racionalizar la administracion de la profilaxis con gammaglobulina anti-D.

Los estudios moleculares realizados en este trabajo de Tesis han permitido caracterizar
variantes alélicas asociadas a etnias del Africa Subsahariana y a poblaciones amerindias. Ademas,
se identificaron alelos vinculados a poblaciones de origen europeo. El analisis de muestras
provenientes de bancos de sangre y efectores de salud de diferentes regiones del pais permitio
establecer diferencias en la distribucidn de frecuencias de individuos portadores de algunos
alelos. Estos hallazgos apoyan las teorias que indican que el grado de aporte de las diferentes
etnias que forman la poblacion actual de nuestro pais, surgida del mestizaje entre europeos,
poblaciones originarias e individuos de origen africano, varia en las distintas zonas geograficas.

La genotipificacion de grupos sanguineos eritrocitarios requiere de un conocimiento
previo exhaustivo de las bases moleculares responsables de los diferentes fenotipos de
importancia clinica. El desarrollo de las estrategias de genotipificacion molecular implementadas
en este trabajo de Tesis resulta adecuado para determinar el fenotipo Rh en pacientes
recientemente transfundidos donde las técnicas de hemaglutinacion detectarian los antigenos
presentes en los eritrocitos del dador y del receptor. Ademas, la caracterizacion molecular de
alelos RH aumentard la disponibilidad de unidades hemocompatibles beneficiando
principalmente a los pacientes que requieren transfusiones crdénicas como tratamiento para su

patologia primaria. La implementacion de las pruebas de compatibilidad a nivel molecular en
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pacientes aloinmunizados mejorard la eficacia de la terapia transfusional aumentando la
sobrevida de los GR transfundidos y manteniendo valores éptimos de hemoglobina sostenidos
en el tiempo. Ademas, el abordaje molecular del sistema Rh posibilitard su correcta tipificacién
en pacientes con AHAI cuando los autoanticuerpos unidos al GR dificultan la determinacion
seroldgica. La genotipificacion de pacientes y donantes representard un paso importante en
emprendimientos de Medicina Traslacional.
Por otro lado, teniendo en cuenta los estudios sobre el polimorfismo molecular del locus
RH en nuestra poblacidon, en este trabajo de Tesis hemos disefiado y evaluado un protocolo de
genotipificacion RHD fetal no invasivo con el objetivo de implementar a futuro una estrategia
gue contribuya al diagndstico de la EHFN en embarazadas aloinmunizadas con anti-D y que
permita optimizar el uso de la inmunoprofilaxis en mujeres D negativo no sensibilizadas. Los
resultados obtenidos mostraron que la estrategia desarrollada resulta util para establecer en
etapas tempranas del embarazo el genotipo RHD fetal. Hemos demostrado que, debido a la gran
heterogeneidad molecular del sistema Rh, es de fundamental importancia conocer las
principales variantes RHD en la poblacién a estudiar para diseiiar estrategias de genotipificacion
RHD que disminuyan la posibilidad de resultados falsos positivos y falsos negativos para un
manejo adecuado del embarazo. Las pruebas inmunohematoldgicas realizadas durante el
embarazo no permiten determinar el fenotipo D fetal y por lo tanto, evaluar el riesgo de EHFN
en embarazadas sensibilizadas. En este sentido, la genotipificacién RHD fetal no invasiva resulta
una herramienta util que contribuye al diagnéstico de la EHFN permitiendo implementar en las
primeras etapas del embarazo el protocolo de seguimiento de alto riesgo de la gestante cuando
el feto resulta D positivo. Algunos servicios de Obstetricia utilizan como tratamiento para
suprimir la aloinmunizacion el intercambio plasmatico intensivo y/o administracion de
inmunoglobulina hiperinmune intravenosa. La implementacidon de la genotipificacion RHD
prenatal no invasiva permitira evitar la utilizacién de estas estrategias terapéuticas expansivas y
costosas en aquellas situaciones en las cuales el fenotipo fetal es D negativo. Por otro lado, la
implementacidn de la estrategia de genotipificacion RHD prenatal desarrollada en este trabajo
de Tesis en el estudio de las embarazadas D negativo no sensibilizadas permitird restringir la
administracion de la inmunoglobulina anti-D prenatal Unicamente a aquellas gestantes de un
feto D positivo evitando la exposicidn innecesaria a este hemoderivado.
El conocimiento del polimorfismo genético que subyace en el locus RHD en individuos de

nuestra poblacidn sentara las bases para el desarrollo de herramientas de tipificacién molecular
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de antigenos eritrocitarios. Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis podran ser
transferidos a la industria nacional de produccidn de reactivos para bancos de sangre, con el fin
de desarrollar equipos comerciales de tipificacion molecular adaptados a las caracteristicas
genéticas de nuestra poblacién. La implementacién en el Area Salud de nuevas metodologias
acrecentarad la participacién de la Ciencia y la Tecnologia en el desarrollo econdmico y social del

pais.
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El sistema Rh es el grupo sanguineo mas complejo y polimérfico de la membrana
eritrocitaria. Presenta un gran interés clinico en Medicina Transfusional, Obstetricia y
Hematologia, debido a la participacién de sus anticuerpos en los procesos de destruccidn
inmune de los globulos rojos. Los antigenos Rh desempefian un papel central en las
reacciones hemoliticas transfusionales, en la inmunizacién de pacientes politransfundidos,
en la patogénesis de la Enfermedad Hemolitica Fetoneonatal y en algunas Anemias
Hemoliticas Autoinmunes.

El locus RH estd compuesto por dos genes denominados RHD y RHCE que codifican
para las proteinas transmembranales RhD y RhCE portadoras de los antigenos Dy C, ¢, E, e,
respectivamente. La presencia o ausencia del gen RHD en el ADN humano determina las
bases moleculares del polimorfismo asociado a los fenotipos D positivo y D negativo. Los
individuos D positivo poseen uno o dos genes RHD por célula; mientras que el fenotipo D

negativo resulta de la ausencia del gen RHD, siendo las personas D negativo homocigotas
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para la delecion de este gen. Sin embargo, se ha reportado que existen numerosas variantes
alélicas responsables de un fenotipo D negativo que dan origen a proteinas RhD que no
expresan los epitopes del antigeno D o no se ensamblan en la membrana eritrocitaria.
Ademads, se han descripto fenotipos D variante (Dvar) generados por distintos eventos
moleculares que conducen a una expresion alterada de la proteina RhD. Dentro del fenotipo
Dvar, las variantes cualitativas o fenotipo D parcial se caracterizan por la ausencia de algunos
epitopes D mientras que las variantes cuantitativas, fenotipo D débil, presentan una
expresion disminuida de todos los epitopes D. Los individuos con fenotipo D parcial pueden
desarrollar aloanticuerpos anti-D hacia los epitopes que no poseen si son desafiados con
eritrocitos D positivo. Por el contrario, las personas con fenotipo D débil no son susceptibles
de desencadenar eventos de aloinmunizacién. Debido a la incapacidad de los métodos
seroldgicos para discriminar entre fenotipo D parcial y D débil, los pacientes con un fenotipo
Dvar deben ser considerados D negativo para transfusiones o embarazos. Por otro lado, el
fenotipo DEL se caracteriza por presentar una expresiéon minima del antigeno D en la
membrana del glébulo rojo. Debido a la dificultad para identificar el fenotipo DEL mediante
las técnicas seroldgicas convencionales, la mayoria de los donantes portadores de estas
variantes son tipificados erroneamente como D negativo, con el riesgo potencial de inducir
una aloinmunizacién en receptores D negativo.

El gran nimero de variantes fenotipicas descriptas y la elevada variabilidad en los
patrones de reactividad que éstas presentan con los antisueros monoclonales restringen la
aplicacion de métodos seroldgicos para su correcta determinacidon. La caracterizacidon
molecular de las variantes alélicas resulta un recurso apropiado para resolver los problemas
en aquellas situaciones clinicas donde la serologia presenta limitaciones. Debido a la elevada
variabilidad genética interpoblacional del sistema Rh, es de fundamental importancia
establecer el polimorfismo molecular del locus RH en individuos de nuestro pais con miras a
implementar un abordaje inmunohematolégico basado en estudios moleculares.

En este trabajo de Tesis hemos investigado las bases genéticas del locus RH en
nuestra poblacién para aportar nuevos conocimientos sobre los mecanismos moleculares
responsables del fenotipo D negativo y fenotipos con expresién débil del antigeno D. Se
analizaron 1120 muestras de donantes que concurrieron a bancos de sangre y efectores de

salud de Tucuman, Cérdoba, Rosario, La Plata y CABA. Dentro de este grupo, se estudiaron
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796 muestras con fenotipo D negativo portadoras de los antigenos C y/o E y 324 muestras
con fenotipo D variante. Ademas, se investigd la presencia del marcador genético RHDY,
caracteristico de individuos de la etnia africana, en 221 muestras con fenotipo dccee
provenientes de Tucuman y 1200 de Rosario, y el alelo DI*A, marcador genético de la etnia
amerindia en 178 muestras de Tucuman y 150 provenientes de Rosario. En todas las
muestras se realizaron estudios seroldgicos y moleculares. Se evalud la presencia de los
antigenos del sistema Rh mediante técnicas de hemaglutinacién. Los fenotipos DEL fueron
identificados por ensayos de adsorcion y elucion. Ademas, se realizaron estudios de los
niveles de expresion del antigeno D por citometria de flujo. Se investigd la presencia del gen
RHD mediante una estrategia de PCR multiplex basada en el polimorfismo de longitud del
intron 4 y en la presencia de una secuencia especifica en la regién 3' no codificante del gen
RHD. Se disefiaron diferentes estrategias moleculares de PCR para caracterizar los
mecanismos moleculares responsables de los fenotipos D observados. También se utilizaron
técnicas de microarreglos de ADN y secuenciacion para definir nuevos polimorfismos.

Los estudios de deteccion del gen RHD por la estrategia de PCR multiplex realizados
en este trabajo de Tesis permitieron identificar la presencia de fragmentos del gen RHD en
133 (16,71%) de las 796 muestras con fenotipo D negativo estudiadas (muestras D-/RHD+).
Estos resultados mostraron que el fenotipo D negativo no es generado sélo por un evento de
delecion del gen RHD en individuos de nuestra poblacién. A través de las distintas
estrategias moleculares utilizadas en este trabajo se caracterizaron variantes RHD nulas y
DEL generadas por eventos de conversion génica entre alelos RHD y RHCE, delecion e
insercion de nucledtidos, mutaciones de cambio de sentido y mutaciones sin sentido en
muestras D negativo C/E positivo. Los estudios realizados detectaron 98 individuos (12,31%)
portadores de alelos RHD nulos y 19 (2,39%) portadores de alelos DEL. Dentro de este grupo
se caracterizaron las variantes alélicas no reportadas RHCE(1-2)-RHD(3361 371de111-10),
RHD(329T>C)-CE(3-9)-D, RHD(581insG) y RHD(1001T>A) responsables de un fenotipo D
negativo y el alelo RHD*1248insG que origina un fenotipo DEL. Se observé que la prevalencia
de individuos portadores del nuevo alelo nulo RHD*581insG, responsable de la generacién
de la una proteina RhD truncada que no expresa epitopes D en la membrana eritrocitaria,
fue significativamente mayor en las muestras provenientes de Tucuman que en las del resto

de las regiones analizadas. Por otro lado, en este trabajo de Tesis se analizé la distribucion
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del marcador genético DI*A, caracteristico de la etnia amerindia con ascendencia asiatica, en
muestras provenientes de Tucuman y de Rosario. Los resultados mostraron una proporcién
significativamente mayor de individuos portadores de la variante DI*A en muestras de
Tucuman, sugiriendo un aporte superior de la etnia amerindia a esta poblacion.
Considerando que la variante RHD*581insG no ha sido reportada en poblaciones caucdsicas
europeas, africanas ni asiaticas y que fue detectada con una alta prevalencia en una regién
donde el aporte amerindio al acervo genético de la poblacién es mayor que en otras areas
geograficas, el nuevo alelo RHD*581insG podria asociarse a la etnia amerindia. Por otro lado,
la variante alélica hibrida RHD-CE-D?, caracteristica de individuos de la etnia africana, fue
detectada en el 43,61% de las muestras D-/RHD+ de todas las regiones estudiadas, siendo
Tucuman la regién con el mayor porcentaje observado. Ademas, los estudios de
secuenciacion permitieron caracterizar los mecanismos moleculares responsables del alelo
DEL RHD*46C en muestras con expresion del antigeno E. Esta variante alélica fue detectada
con mayor prevalencia en muestras provenientes de Rosario y Tucuman. En el grupo de
muestras con fenotipo D negativo C/E positivo se detectaron también 15 portadoras del
alelo hibrido RHD-CE(3-9)-D. En 7 de estas muestras se identificd el SNP caracteristico del
alelo RHD*DVII. Estos hallazgos permiten suponer que la nueva variante hibrida
RHD(329T>C)-CE(3-9)-D es producto de una conversion génica entre los alelos RHD*DVII y
RHCE*Ce. Debido a que ambas variantes son caracteristicas de individuos caucasicos, los
resultados sugieren que el nuevo alelo surge del aporte europeo a la poblaciéon de nuestro
pais. Por otro lado, en este trabajo de Tesis se caracterizaron los eventos moleculares
responsables de la generacion de las nuevas variantes alélicas RHCE(1-2)-RHD(3361_371dei11-10)
y RHD*1001A, responsables de un fenotipo D negativo. Hemos demostrados por estudios de
adsorcién eluciéon que ambas variantes codifican para un polipéptido RhD aberrante y no
expresan epitopes D. Estos nuevos alelos fueron incorporados al grupo de las variantes RHD
nulas. Ademas, se identific6 una muestra portadora del nuevo alelo RHD*1248insG
responsable de un fenotipo DEL. Esta variante alélica genera una proteina RhD de mayor
tamafio. Estudios de adsorcidn-elucion permitieron detectar cantidades minimas del
antigeno D en la membrana eritrocitaria. Estos hallazgos sugieren que la proteina RhD

aberrante seria capaz de integrarse en la membrana del gldbulo rojo y expresar epitopes D.
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis demuestran la importancia de
conocer la variabilidad alélica que subyace en el locus RH de individuos de nuestra poblacién
para desarrollar estrategias de genotipificacion RHD que disminuyan la posibilidad de
obtener resultados falsos positivos. El disefio de estudios moleculares que incluyan la
caracterizacion de alelos RHD nulos optimizard el diagnéstico prenatal no invasivo del
genotipo RHD, asegurando una estricta correlacidon entre el genotipo y el fenotipo fetal.
Ademads, el conocimiento de las bases moleculares de los alelos DEL asociados a los
diferentes grupos étnicos resulta fundamental para desarrollar estrategias de
genotipificacion en individuos D negativo. En este trabajo de Tesis hemos identificado un
2,39% de individuos portadores de alelos DEL. Estos hallazgos demuestran la importancia de
implementar estrategias moleculares en las muestras D negativo C/E positivo para detectar
polimorfismos responsables de fenotipos aparentes D negativo capaces de generar una
aloinmunizacién en receptores D negativo.

Por otro lado, hemos investigado los mecanismos moleculares del polimorfismo del
locus RH en individuos portadores de variantes alélicas RHD responsables de fenotipos con
expresion débil del antigeno D en nuestra poblacién. Utilizando estrategias de biologia
molecular se identificaron alelos D parcial generados por conversién génica entre alelos RHD
y RHCE o por SNPs y alelos D débil producto de mutaciones de cambio de sentido. Debido a
la dificultad para discriminar serolégicamente a las variantes cualitativas, actualmente los
pacientes portadores de un fenotipo Dvar se consideran en riego de desarrollar una
inmunizacién anti-D y por lo tanto, son tratados como D negativo para transfusiones o
embarazos. Sin embargo, numerosas evidencias clinicas han demostrado que individuos
portadores de los alelos D débil tipo 1, 2 y 3 no son susceptibles de aloinmunizacién anti-D
ante una exposicion a glébulos rojos D positivo. Los estudios moleculares de las muestras
con fenotipo Dvar mostraron que un 58,02% de los individuos resultaron portadores de
alelos D débil tipo 1, 2 o 3. Los resultados indican que mas del 60% de los individuos
pertenecientes a las ciudades de la regién central del pais presentaron una expresion
aberrante del antigeno D producto de estas variantes alélicas. Sin embargo, en Tucuman la
distribucién fue menor al 37%. Los analisis estadisticos indicaron que la probabilidad de
encontrar un individuo portador de estos alelos en las muestras provenientes de Tucuman

fue significativamente menor que para las otras 4 ciudades analizadas donde esta
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proporcién no mostrd diferencias significativas. El predominio de alelos D débil tipo 1, 2y 3,
caracteristicos de caucasicos, indicaria un mayor aporte de europeos al acervo genético de la
poblacion de la regidn central del pais. La implementacién de estrategias moleculares que
permitan detectar estas variantes en pacientes que presentan un fenotipo Dvar permitira
optimizar el uso de las escasas unidades D negativo disponibles en los servicios de Medicina
Transfusional y reservarlas exclusivamente para los pacientes que se encuentran en riesgo
real de desarrollar una respuesta aloinmune hacia el antigeno D.

Ademads, en el grupo de muestras con fenotipo Dvar se caracterizaron los
mecanismos moleculares responsables de variantes alélicas D parcial. Los resultados
obtenidos mostraron una alta prevalencia de individuos portadores de alelos RHD parcial
RHD*DVI (4,63%). Debido a que estas variantes alélicas generan una proteina RhD que
carece de algunos epitopes D, los individuos portadores de estos alelos son susceptibles de
desarrollar aloinmunizacién anti-D. La caracterizacion molecular de las variantes cualitativas
en los servicios de Medicina Transfusional de nuestra poblacién evitard posibles
incompatibilidades Rh.

Por otro lado, se identificaron variantes genéticas RHD producto de mutaciones de
cambio de sentido no reportadas. Uno de los nuevos alelos identificados fue registrado y
denominado D débil tipo 93 por la Sociedad Internacional de Transfusién Sanguinea (ISBT).
Cabe destacar que, de las 31 muestras portadoras de la nueva variante hallada en este
trabajo de Tesis, 20 (64,52%) corresponden a donantes provenientes de Tucuman. Teniendo
en cuenta que el marcador genético DI*A demostré una mayor influencia amerindia en la
region norte del pais, la presencia de este alelo podria atribuirse al aporte de esta etnia al
acervo genético de la poblaciéon tucumana. Ademas, se identificaron 4 nuevas variantes
alélicas RHD*325G, RHD*763A, RHD*764A y RHD*911A. Las sustituciones aminoacidicas
generadas por estos SNPs provocarian alteraciones en el plegamiento de la proteina RhD
gue modificarian el correcto ensamblaje del polipéptido RhD en el complejo Rh alterando la
expresion de los epitopes D.

La discriminacién entre variantes cuantitativas y cualitativas es de fundamental
importancia en los bancos de sangre para optimizar la compatibilidad transfusional y
garantizar la provisién de sangre segura, y en Obstetricia para definir estrategias de

intervencion médica en las embarazadas. Los hallazgos obtenidos en este trabajo de tesis
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sobre los mecanismos genéticos responsables de la variabilidad alélica del locus RH en la
poblacién argentina, tendran su correlato en la implementacién de estrategias moleculares
como herramientas de laboratorio para la asignacidn precisa e inequivoca de las variantes
antigénicas de importancia clinica.

Teniendo en cuenta los estudios sobre el polimorfismo molecular del locus RH en
nuestra poblacidn realizados en este trabajo de Tesis, se disefié y evalué un protocolo de
genotipificacion RHD fetal no invasivo con el objetivo de implementar a futuro una
estrategia que contribuya al diagnéstico de la EHFN en embarazadas aloinmunizadas con
anti-D y que permita optimizar el uso de la inmunoprofilaxis en mujeres D negativo no
sensibilizadas.

Considerando la alta prevalencia de alelos RHD silentes y DEL en nuestra poblacidn, el
disefio de la estrategia de genotipificacion prenatal debe tener en cuenta la variabilidad
alélica del locus RH para asignar un correcto fenotipo. El algoritmo disefiado en este trabajo
propone el estudio del ADN gendmico materno para detectar mujeres embarazadas
portadoras de alelos RHD y el analisis del ADN gendmico paterno en aquellas situaciones
donde los resultados obtenidos en el estudio del ADN libre por PCR en tiempo real no son
concluyentes. Se realizaron estudios seroldgicos y moleculares en la sangre de los recién
nacidos para correlacionar con los hallazgos moleculares obtenidos en el ADN libre con el
fenotipo D eritrocitario de los neonatos. Los resultados obtenidos permitieron asignar el
genotipo RHD fetal en el 98,99% de las muestras de plasma materno estudiadas. La
correlacién entre los resultados moleculares y serolégicos mostré que la estrategia de
genotipificacion RHD prenatal presenta una sensibilidad del 100% al no obtener resultados
falsos negativos y una especificidad del 98,81% al detectarse sdlo un falso positivo, debido a
la presencia de una variante alélica responsable de un fenotipo D negativo. El protocolo
disefiado para la deteccidn del gen RHD en ADN fetal libre en plasma materno demostro ser
una herramienta util para la determinacion del estatus D del feto en nuestra poblacion. La
correcta genotipificacion RHD prenatal permitira diagnosticar fetos en riesgo real de EHFN y
definir estrategias de administracion de la profilaxis con inmunoglobulina anti-D

exclusivamente a embarazadas cuyos fetos son D positivo.
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