Guillermo Escamilla-Guerrero'@, Juan Carlos Garcia-Rosales®

Resumen

La deteccion de los antigenos eritrocitarios mas significati-
vos presentes en cada uno de los individuos es fundamental
cuando se lleva a cabo una transfusién o un trasplante. La
deteccion a la fecha se realiza mediante métodos serol6-
gicos convencionales a través de la reaccion de antigeno-
anticuerpo. Pero se pueden presentar varios inconvenien-
tes dependiendo de la patologia en estudio, lo cual limita
la disponibilidad de los hemocomponentes. Los métodos
moleculares, como la genotipificacion, son una herramienta
que complementa la sensibilidad y especificidad y que han
venido a revolucionar la inmunohematologia en el banco de
sangre, lo cual permite no solo la detencién de antigenos
eritrocitarios sino también la de antigenos plaquetarios. Es-
tas metodologias son aplicables en pacientes y en donantes
a gran escala, partiendo de las variantes alélicas presentes
en cada uno de los genes que codifican para los antigenos
de interés clinico, utilizando los sistemas de microarreglos
o los sistemas basados en particulas marcadas con sondas
especificas o sus variantes que permiten un analisis desde
el punto de vista inmunohematoldgico.

Abstract

The detection of the most significant erythrocyte antigens
present in each one of the individuals is fundamental when
carrying out a transfusion or a transplant. Detection to date
is performed by conventional serological methods through
the antigen-antibody reaction. But several drawbacks may
arise depending on the pathology under study, limiting the
availability of blood components. Molecular methods such
as genotyping is a tool that complements sensitivity and spe-
cificity and has come to revolutionize immunohematology in
the blood bank, allowing not only the detection of erythrocy-
te antigens but also platelet antigens. These methodologies
are applicable in patients and in large-scale donors, starting
from the allelic variants present in each of the genes that
code for the antigens of clinical interest, using microarray
systems or systems based on particles labeled with specific
probes or their variants that allow an analysis from the im-
munohematological point of view.
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Cada individuo es diferente desde el punto de vista fisico
(fenotipo), pero desde el punto de vista genético (genotipo)
es muy parecido a los demas. La necesidad de conocer
el genotipo 0 un mapa genético humano surgié desde la
década de 1930 con los elementos cientificos y tecnoldgicos
con los que se contaba en ese momento. En el desarrollo de
la gendmica se distinguen dos fases o etapas: una primera
etapa, en la que se realizaron los trabajos de secuenciacion
del genoma y que se conoce como gendmica estructural, y
una segunda etapa, en la que se trata de estudiar las funcio-
nes que tienen las secuencias ya conocidas y que se define
como gendmica funcional.’ En 1920 Hans Winkler fusion6
las palabras gen 'y -ome y generd la palabra genome, que se
traduciria como conjunto completo, esto con el fin de asig-
narlo a la secuencia completa de ADN de cada célula. Pen-
semos por un momento que el genoma es como un edificio
de biblioteca, los cromosomas como los estantes donde se
ubican los libros, los genes ubicados dentro de estos libros y
una amplia gama de letras que serian los nucleétidos.

Fue hasta febrero del 2001 cuando el proyecto del
genoma humano (PGH) se convirtié en una realidad. Con-
tiene aproximadamente 3000 millones de nucledtidos, algo
asi como 20,000 genes. Esto se traduce como el 1% de la
longitud total del genoma, el cual produce proteina; el 99%
son secuencias no codificantes (no producen proteinas) y
su funcion puede ser la de reguladoras o pseudogenes. Mas
de la mitad del genoma son secuencias repetitivas (huella
genomica). Este proyecto arrojé datos muy interesantes y
uno de ellos es que el genoma humano es 99.99% idéntico
entre individuos, lo cual significa que entre dos personas
cualesquiera hay mas de 20 millones de nucledtidos de
diferencia, que se agrupan en 1400 regiones del genoma.
Esta variacion justifica las diferencias fenotipicas.? El tra-
bajo realizado en la secuenciacion del genoma humano, asi
como el impacto generado en este campo por la evolucion
de las técnicas de secuenciacion, partiendo de la técnica
de Sanger a la secuenciacion de proxima generacion (next
generation secuencing: NGS) han permitido establecer la
mayoria de los genes y polimorfismos involucrados en la
expresion de los casi todos los antigenos correspondientes
a los sistemas de grupos sanguineos conocidos a la fecha.3

Las diferencias antigénicas se observan en la membrana
del eritrocito, donde se localizan los antigenos para cada
uno de los sistemas sanguineos reportados actualmente.
Estos pueden ser glicoproteinas o glicolipidos. Se conocen
las bases moleculares, sus genes y su localizacién cromo-
sOGmica, que llevan a la formacion de la mayoria de los anti-
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genos que integran los grupos sanguineos. La presencia de
estos antigenos y sus variantes (polimorfismo) son el reflejo
del producto de la expresion de los genes de forma directa,
como el caso del sistema Rh o a través de un producto
secundario como en el sistema ABO, el cual depende de la
actividad enzimatica de la glucosiltransfersa para la expre-
sion de estos antigenos. Los antigenos que se comparten
entre la mayoria de los individuos son publicos o de alta
incidencia, los que se localizan en determinados individuos
o poblaciones son antigenos privados o de baja incidencia.*

Con los avances en la biologia molecular en inmunohe-
matologia, hoy la Sociedad Internacional de Transfusion de
Sangre (ISBT por sus siglas en inglés) tiene identificados
43 sistemas de grupos sanguineos reconocidos que contie-
nen 345 antigenos de glébulos rojos.5¢ Un sistema de gru-
pos sanguineos consta de uno o mas antigenos controlados
en un unico locus de genes, o por dos o mas genes homo-
logos muy estrechamente vinculados con poca o ninguna
recombinacién observable entre ellos. Las colecciones con-
sisten en antigenos relacionados serolégica, bioquimica o
genéticamente, que no cumplen con los criterios requeridos
y contienen 14 antigenos. La serie 700 contiene 17 anti-
genos con una incidencia inferior al 1% y no pueden ser
incluidos en un sistema o coleccion; sucede lo mismo con la
serie 901, la cual contiene tres antigenos con una incidencia
superior al 90%.57 Todos estos son capaces de expresar
antigenos en la superficie del eritrocito. La mayoria de ellos
han sido clonados y secuenciados. Entre ellos podemos
mencionar el sistema Duffy, cuyos antigenos estan codifi-
cados por el gen ACKR1, que esta localizado en el cromo-
soma 1921-g22 y se compone de dos exones. Hay sistemas
sanguineos mucho mas complejos, como el sistema MNS,
integrado por 49 antigenos codificados por dos genes, el
gen GYPA y el gen GYPB, con siete y cinco exones, res-
pectivamente, localizados en el cromosoma 4q31.21, lo que
le confiere una gran variabilidad antigénica.”8 Esto significa
que las bases moleculares de estos sistemas de grupos
sanguineos ya son conocidas y en su mayoria resultan del
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP por sus siglas en
inglés: single nucleoide polymorphism). El SNP se presenta
en al menos el 1% de la poblacion y supone el 90% de todas
las variaciones del genoma de un individuo; aparece en este
entre cada 100 y 300 bases en promedio.® Estas secuen-
cias son las causantes de la mayoria de los antigenos de
grupos sanguineos. Se dan por la sustitucion de un nucle6-
tido por otro, que conlleva la sustitucién de un aminoacido
en la proteina final y se ve reflejado en la variaciéon antigé-
nica expresada en el fenotipo eritrocitario. De tal manera
que los polimorfismos y particularmente las secuencias
SNP pueden llevar cambios en las secuencias reguladoras
del genoma, como puede ser en los promotores o sitios de
union a factores de transcripcion, lo cual afecta las sintesis
de proteinas (cuadro 1). Uno de los sistemas mas estudia-
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dos es la variacion que se puede encontrar en la expresion
de los antigenos del sistema Duffy, particularmente con la
mutacion -67T>C, asociada del fenotipo nulo (Fya-, Fyb-);
ambas se localizan en la regidon promotora del gen e impli-
can la no expresion del antigeno en los eritrocitos pero si en
otros tejidos, con lo que adquieren una gran importancia no
solo desde el punto de vista transfusional sino como como
un mecanismo de proteccion contra el Plasmodium vivax. De
igual forma sucede con la presencia del alelo FY*02W.01,
donde la expresion del antigeno Fyx implica una no deten-
cion del antigeno Fyb detectable por métodos serolégicos vy,
por lo tanto, un riesgo mayor de aloinmunizacion. Los siste-
mas sanguineos presentan modificaciones alélicas y den-
tro de estas se menciona que hay aproximadamente 1545
alelos en 44 genes. Dichas modificaciones estan suscitadas
por los diferentes fenotipos eritrocitarios y se van a encontrar
reportadas en la pagina de la ISBT y en la base de datos del
Blood Group Antigen Gene MUTation (BGMUT).10.11.12

Cuadro | Polimorfismos significativos en sistemas sanguineos'®'4

Sustitucion
Sistema Exén del
antigeno
B4

Cambio

del nucledtido

Sistema T143C

MNS > T(Met29Thr)

Sistema 307C 2 C—c

Rh > T(Ser103Pro)

Sistema 578C 6 K1 — K2

Kell > T(Thr193Met)

Sistema 125G 2 Fy2 — FyP

Duffy > A(Gly42Asp)

Sistema 838G 9 Jka — JkP
Un solo SNP i > A (Asp280Asn)

Sistema 2561C 19 Di? — DiP

Diego > T(Pro854Leu)

Sistema 230G 3 Lu? — LuP

Lutheran > A(Arg77Hist)

Sistema 299G 1 Lwa —LwP

Lewis > A(Arg100GIn)

Sistema A793G 2  Do? - DoP

Dombrock (Asn265Asp)

Las modificaciones alélicas que se presentan se ven
reflejadas en la estructura del antigeno derivadas de la sus-
titucién de aminoécidos.

Un ejemplo es la proteina del antigeno Lutheran: si
observamos, la estructura es practicamente la misma tanto
para el Lu@ como para el Lub; la Gnica diferencia radica en
que en la posicién 77 que en la variante Lu? posee el ami-
noacido histidina (His) y en la misma posicion cambia por
el aminoacido arginina (Arg), que produce el antigeno LuP
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(figura 1). Esto ocasiona una modificacion en la estructura,
particularmente en esa region y, por tanto, que se tengan
caracteristicas antigénicas diferentes. Con base en esto se
han desarrollado diversos ensayos moleculares para prede-
cir el fenotipo de los antigenos de los grupos sanguineos.

Figura 1 Estructura del antigeno Lutheran

Diferencias estructurales en los antigenos Lu? y Lub. Imagen modi-
ficada de Mankelow et al.'?

En la membrana plaquetaria se encuentran antigenos
de tipo sanguineo ABO, antigenos leucocitarios humanos
(HLA), antigeno Nak localizado en CD36 vy, por supuesto,
antigenos propios de las plaquetas. Se les conoce como
antigenos especificos de plaquetas (antigenos HPA) y son
estructuras polimorficas ubicadas en glicoproteinas de la
membrana plaquetaria.”'*

Los HPA se describieron por primera vez a fines de la
década de los cincuenta y principios de la década de los
sesenta. Historicamente los antigenos plaquetarios HPA
se nombraban en funciéon del nombre del paciente donde
se encontraba y era identificado el anticuerpo; los antige-
nos deberian nombrarse con las iniciales HPA, acrénimo
de human platelet antigens. En el 2003, Metcalfe establece
que un antigeno plaquetario especifico es aceptado como
tal cuando sus bases moleculares son conocidas.

La ISBT clasifica estos sistemas de forma numérica, de
acuerdo con el momento de su publicaciéon y alfabética-
mente para referirse a su prevalencia en la poblaciéon que
se estudia. En algunas revisiones bibliograficas se sigue
utilizando la nomenclatura convencional.?

Se han descrito 42 antigenos HPA que se distribuyen
en 35 sistemas cuya denominacion va de HPA-1 a HPA-
35. Estos se expresan en seis glicoproteinas plaquetarias
diferentes: GPlIb, GPllla, GPlba, GPlbb, GPla y CD109.15
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Los sistemas HPA se clasifican en seis sistemas bialélicos,
HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5 y HPA-15, y los otros
veintitrés sistemas son monoalélicos,'® todos los cuales se
formaron por la sustitucién de un solo aminoacido, que fue
causada por SNP en los genes que los codifican.'® Una
excepcion es el aloantigeno plaquetario HPA-14, que esta
formado por una delecion.'”:'8 Los cambios de aminoéacidos
resultantes de estos SNP inducen cambios en la estruc-
tura de la glicoproteina para formar antigenos que pueden
provocar anticuerpos por medio de la exposicion del emba-
razo o las transfusiones de plaquetas.'® La frecuencia de
antigenos plaquetarios no varia mucho si se compara con
los antigenos eritrocitarios, de tal manera que el antigeno
HPA1a esta presente en la mayoria de las poblaciones y los
antigenos HPA1b son menos frecuentes. De forma general
podemos decir que los alelos a son de alta frecuencia mien-
tas que los alelos b son de baja frecuencia.

A partir de Karl Landsteiner, la hemaglutinacion se
maneja como el estandar de oro para la deteccion de la
reaccion antigeno-anticuerpo, esto es, anticuerpos y anti-
genos interactian sobre la membrana del eritrocito. Esto
ofrece ventajas como su costo, la facilidad de ejecucién, asi
como una sensibilidad y especificidad adecuadas. Con el
conocimiento de las bases moleculares de los antigenos eri-
trocitarios humanos, se desarrolla una alternativa para incre-
mentar la sensibilidad en la deteccién de algunos antigenos
a gran escala con el proyecto The Blood Gen en el que utili-
zan una PCR mutiplex que permitiria un gran conocimiento
de la diversidad antigénica, reduccion de la alosensibiliza-
cion y, por lo tanto, una mejor compatibilidad sanguinea.?’
Esta prueba complementaria, basada en la tecnologia de
acidos nucleicos, da un gran paso a la inmunohematologia
molecular en los bancos de sangre. Esta se refiere al uso
de la genoatipificacion aplicada a los genes que codifican los
antigenos de los globulos rojos o plaquetas. Se trata de un
método indirecto para predecir el fenotipo eritrocitario o pla-
quetario en pacientes con patologias como las talasemias,
drepanocitosis, o discrepancias en los grupos sanguineos.
El inconveniente de esta metodologia es su costo, el cual
ha limitado su penetracién en los bancos de sangre, por lo
que es factible que con mas ensayos clinicos con los que
se haga mas familiar este proceso y las modificaciones de
logistica regulatorias necesarias, se lograra la implementa-
cion y la adopcion gradual de esta tecnologia.2122:23.24

Las pruebas de laboratorio sobre plaquetas compren-
den la interaccion del antigeno con el anticuerpo y esto se
puede realizar por técnicas automatizadas o semiautomati-
zadas. Ambas metodologias son complementarias. Dentro
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del conjunto de pruebas, se incluyen las pruebas cruzadas
plaquetarias y el rastreo de anticuerpos plaquetarios.

De forma general, los estudios se enfocan en el analisis
de anticuerpos plaquetarios HPA, HLA, las pruebas cru-
zadas y en menor medida en la presencia o ausencia de
antigenos HPA. La presencia de anticuerpos HLA obliga a
la busqueda de unidades compatibles a este sistema con
pruebas cruzadas plaquetarias compatibles. El hallazgo de
anticuerpos irregulares plaquetarios obliga a buscar donan-
tes con fenotipo negativo.

Dentro de las metodologias mas estudiadas tenemos la
MAIPA. Esta técnica (monoclonal antibody inmobilisation
of platelet antigens) esta basada en el uso de anticuerpos
monoclonales especificos contra las glicoproteinas (GP), en
las cuales se localizan los antigenos plaquetarios. La prueba
inicial de suero o plasma para la deteccidn de anticuerpos
reactivos contra plaquetas IgG e IgM se realiza utilizando
plaquetas intactas de donantes seleccionados mediante las
técnicas basadas en la citometria de flujo (inmunofluores-
cencia indirecta), las técnicas de Elisa modificadas y aque-
llas que toman como base en los sistemas Luminex. Las
técnicas mas socorridas son en fase sélida mejor conocidas
como técnicas de captura y se utilizan para detectar anti-
cuerpos antiplaquetarios y para la realizacion de pruebas
cruzadas plaquetarias.2®

En el manejo transfusional de pacientes que son suje-
tos a transfusiones crénicas pueden presentarse diversas
eventualidades, como, por ejemplo:

a) La identificacion de la presencia de eritrocitos circulan-
tes del donante de la transfusion anterior, los cuales
pueden impedir el fenotipado exacto del grupo sangui-
neo a menos que el fenotipado se realice antes del inicio
de la transfusion.

b) La exposicion de estos pacientes con eritrocitos de
donante portadores de antigenos extrafios aumenta el
riesgo de aloinmunizacion.

c¢) La formacion de aloanticuerpos clinicamente significati-
vos puede provocar reacciones transfusionales hemoli-
ticas durante las transfusiones posteriores.

d) La presencia de uno o varios anticuerpos retrasa aun
mas el proceso para encontrar concentrados eritrocita-

rios compatibles.

e) La aloinmunizacién acorta la vida media de los eritro-
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citos transfundidos y, por ende, aumenta la frecuencia
de los requisitos de transfusion. Esto puede provocar un
incremento en la carga de hierro corporal.

f) Larefractariedad plaguetaria, la cual esta asociada a neo-
plasias malignas, enfermedades autoinmunes y pacientes
bajo protocolo de trasplante de médula ésea, entre otros.

Los eritrocitos y las plaquetas con un antigeno en particu-
lar pueden provocar una respuesta inmune al ser transfun-
didos a alguien que carece de este antigeno. El anticuerpo
producido puede generar la incompatibilidad transfusional
entre las duplas donante/paciente, materno-fetal, asi como
anemia hemolitica autoinmune, trombocitopenia aloinmune
fetal/neonatal. La respuesta se clasifica como inmediata o
tardia y en algunos casos puede conducir a la muerte. Los
reportes de la tasa de aloinmunizacién?® muestran que
en poblaciones sujetas a transfusiones frecuentes, como
en pacientes con talasemia, oscilan entre el 5.3% vy el
37%,27:28.29 en tanto que en drepanocitosis es hasta un 40%.

Algunos reportes referentes a anticuerpos antiplaqueta-
rios en refractariedad sefialan que los mas frecuentes son los
anticuerpos dirigidos al sistema HLA de clase | para los alelos
A, By C. En un inicio se reportaban hasta en un 80% de los
pacientes hospitalizados y actualmente se estima que hasta
un 50% llegan a presentar anticuerpos anti-HLA. En el caso
de los anticuerpos HPA, estos son reducidos y se estima que
entre el 3 y el 8% la refractariedad se presenta por los anti-
cuerpos HPA1b, HPA5b y en menor medida HPA1a.2’

En eritrocitos, el método de hemaglutinacion es la refe-
rencia para la determinacién de antigenos asociados a
grupos sanguineos. Sin embargo, este método tiene cier-
tas limitaciones (disponibilidad y especificidad de los reac-
tivos inmunolégicos) cuando se trata de la determinacion
de antigenos de grupos sanguineos raros. Con plaquetas,
las técnicas actuales permiten la deteccion de anticuerpos
antiplaquetarios. Estas metodologias se complementan con
la genotipificacién plaquetaria.

Los ensayos aplicados en inmunohematologia molecular
utilizan biosensores de ADN o micromatrices en fase sélida
o matrices de perlas suspendidas. Son de alto rendimiento
y tienen el potencial que permite analizar varias muestras
a la vez.?8 Asocian un paso de PCR multiplex seguido de
deteccion con sondas especificas correspondientes a los
polimorfismos analizados. En las pruebas de diagnéstico
molecular se ha demostrado que no se requieren glébulos
rojos o plaquetas para el genotipado; la fuente de ADN se
extrae de células que no necesariamente expresan el anti-
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geno. Un ejemplo de ello son los leucocitos o las células
epiteliales bucales entre otros. Asimismo, se ha confirmado
de manera confiable que el DNA del donante no es detec-
table después de la transfusion de un hemocomponente
leucorreducido, en tanto que al emplear productos parcial-
mente leucorreducidos puede presentarse un quimerismo
hasta de un 1.5%. Esto implica que las células transfun-
didas no son necesariamente una limitante28.2930 y con el
“genotipo” obtenido se predice el fenotipo eritrocitario.

En el mercado se encuentran dos metodologias emplea-
das para diagnosticos in vitro que estan aprobadas por la
FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos;
con base en los estudios realizados, se ha demostrado que
no requieren confirmacion mediante fenotipado seroldgico:

+ Precise Typed30:3182333435 (\Microarray Technology):
incluye 24 polimorfismos asociados con 35 antigenos
eritrocitos humanos de Rh (C/c, E/e, V, VS), Kell (K/k,
JsalJsb, Kpa/Kpb), Duffy (Fya/Fyb, Fy nulo debido a la
mutacion GATA, Fyb débil), Kidd (Jka/Jkb), MNS (M/N,
S/s, U), Lutheran (Lua/Lub), Dombrock (Doa/Dob, Hy,
Joa), Landsteiner-Wiener (LWa/LWb), Diego (Dia/Dib),
Coltan (Coa/Cob) y Scianna (Sca/Scb) y deteccion de la
mutacion de la hemoglobina S en el gen de la globina B.
Este sistema demuestra una concordancia general supe-
rior al 99.4% con la serologia y un 99.8% de concordan-
cia con la secuenciacion del ADN, y obtuvo la aprobacion
de la FDA de en mayo de 2014.

+ ID Core XT3:34 (Suspension Array Technology): BLOOD-
chip ID Core XT tipos ABO (33 haplotipos), RHD (91
haplotipos, incluidos varios alelos que causan D-negativo,
D parcial, D débil y fenotipos Del), RHCE (nueve alelos),
KEL (ocho alelos), JK (cuatro alelos, incluidos dos alelos
nulos JK), FY (cuatro alelos), MNS (nueve haplotipos),
DI, DO y CO. Esta plataforma demostré una precision
global del 99.8%, con la excepcion de ABO. BLOODchip
tiene la marca CE en la Unién Europea; sin embargo, fue
aprobado por la FDA para propésitos de diagndstico en
los Estados Unidos el 11 de octubre de 2018.

También se cuenta con sistemas para abarcar los genes
con muchas variantes, como RHD y RHCE, tanto en Microa-
rray Technology como en Suspension Array Technology.3®

El primer sistema utiliza para su lectura la microscopia
de epifluorescencia, en tanto que el segundo emplea tec-
nologia de luminex. La interpretacion del genotipo y pre-
diccién del fenotipo se realiza empleando un programa de
analisis de imagenes patentado. Estas pruebas abarcan un
promedio de 11 y 10 sistemas de grupos sanguineos con
36 antigenos cada uno de ellos, los cuales son considera-
dos clinicamente significativos.
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Actualmente, el LIMOGEN (laboratorio que utiliza ambas
plataformas) ha apoyado a diversos clientes con el estudio
complementario de genotipificacion en resolucion de casos
problema:

a) Enfermedad hemolitica perinatal: triada padre/madre/
paciente.

b) Trasplante de médula 6sea: triada padre/madre/
paciente.

c) Anemia hemolitica autoinmune: tres casos.
d) Discrepancias en fenotipo: tres casos.

e) D parcial, D débil y de otros fenotipos Rh poco comunes:
cinco casos.

Otras plataformas disponibles en el mercado se han ane-
xado a este movimiento, como BioTrove (OpenArray), GTI
(Red Cell EZ Type) y SNaPshot TM (ABI, Foster City, CA).36
Estas se caracterizan por presentar una matriz de DNA que
permite una adicion facil de sondas que detecta los cambios
de nucleétidos, anexando a ello la opciéon de automatiza-
cion con un tiempo minimo de manipulacion. Se consideran
plataformas confiables, consistentes, flexibles, especificas,
sensibles y de costo relativamente adecuado.

La revolucién que esperamos es la generada por la tec-
nologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS) o
segunda generacion, que es la tecnologia de secuenciacion
que sucedi6 a lo que se conoce como primera generacion,
basada en el método de didesoxi de Sanger. La repercusion
de esta es que la secuenciacion del genoma es mas barata
y rapida. Sin embargo, se nos anuncia una tercera gene-
racion: los métodos de lectura larga/tercera generacion
(long-read/third-generation sequencing technologies), que
pueden producir ensamblajes de genomas de una calidad
sin precedentes. Esta tecnologia sera capaz de detectar
modificaciones epigenéticas y permitir la secuenciacion de
transcripciones completas.3”

La aplicacion de la genotipificacion esta dirigida a deter-
minar el fenotipo mas probable que se va a expresar tanto
en las membranas eritrocitarias como en las plaquetarias.
Incluye el andlisis de los antigenos “mas comunes”, como
sus variantes mas frecuentes. En el estudio no solo se ana-
lizan las muestras de pacientes sino también el estudio en
donantes.

Muchos de los pacientes que tienen la necesidad de lle-
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var un soporte transfusional pueden generar anticuerpos
irregulares en menor o mayor medida y esto va a depen-
der de varios factores como la edad, el género, nimero de
transfusiones, tipo de hemocomponente transfundido, ante-
cedentes ginecoldgicos y de la patologia que esté cursando.
Estos anticuerpos pueden ser de dos tipos: aloanticuerpos
y autoanticuerpos, y pueden estar presentes solo como
aloanticuerpos o en combinacién con los autoanticuerpos,
que es quizas el peor de los casos.

Los beneficios anexos de estas plataformas en el uso
clinico actual es la capacidad de ayudar en circunstancias
inmunohematolégicas donde los métodos tradicionales de
hemaglutinacion son dificiles o imposibles de llevar a cabo.
Algunos ejemplos de esto son los siguientes:38

» Profilaxis de alosensibilizacién en condiciones crénicas
dependientes de transfusion: es relevante la realizacion
del genotipo para el manejo de pacientes con enferme-
dades como drepanocitosis, talasemias y sindromes
mielodisplasicos.3%40 Con el uso de unidades de san-
gre mas compatibles, disminuye el riesgo de reacciones
adversas.*1424344 En el uso del genotipo para la apli-
cacion de transfusion “profilactica” hay que cuidar los
antigenos inmunodominantes, ya sea por el empleo de
un fenotipo corto/limitado (C/c, E/e, K) o uno extendido
(Clc, Ele, K, Fyalb, Jka/b, S/s). Los resultados son muy
alentadores. Hay que tener en cuenta que el genotipo
permite una mejor seleccion de unidades compatibles
para los pacientes y beneficios clinicos para ellos.44

« Panaglutinacion o reactividad serolégica inespecifica o
confusa.

* Anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI), ya que al
tener una alta concentracion de autoanticuerpos, no
solo libres en el suero, sino adheridos al eritrocito, hay
la presencia, por lo tanto, de Coombs directos positi-
vos ante los que los métodos convencionales, como
las eluciones, no permiten tratar la muestra, lo cual difi-
culta su estudio e imposibilita determinar con certeza
el fenotipo. Si aunado a esto ya recibieron transfusion
reciente, se imposibilita el estudio, pues la presencia de
autoanticuerpos puede enmascarar uno o varios aloan-
ticuerpos. Por lo general, para este tipo de pacientes
es fundamental determinar el fenotipo eritrocitario. En
el 2017 en la revista Transfusion*® se mencioné como
parte del protocolo de estudio de autoanticuerpos
calientes el uso de la genotipificacion como una alter-
nativa complementaria a las técnicas ya existentes para
este tipo de patologias.

» Discrepancia de tipificacion serolégica en antigenos de
baja expresion.
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» Busqueda o confirmacion de fenotipos raros: identificar
donantes negativos para el antigeno cuando no se dis-
pone de antisueros de tipificacion o son débilmente reac-
tivos, por ejemplo, anti-Do?, -Dob, -Hy, -Jo a, -V, -VS.46

» La caracterizacién genémica de los llamados fenotipos D
parcial, D débil y de otros fenotipos Rh poco comunes: el
genotipado de RH se ha utilizado para identificar alelos
de RH alterados y para predecir si los anticuerpos Rh son
autoanticuerpos o aloanticuerpos, y también en aquellos
pacientes con haplotipos variantes de RH que carecen
de un antigeno Rh convencional. Se han descrito diver-
sas variantes D. Estas se organizan en tres grupos: D
parcial, sin epitopos D inmunogénicos y con tendencia al
desarrollo de anti-D; D débil, con densidad de antigeno
reducida y sin riesgo de aloinmunizacion, y DEL, donde
el antigeno D solo puede identificarse en la membrana de
los eritrocitos después de la adsorcion con anti-D seguida
de elucién. Los analisis moleculares iniciales destinados
a identificar posibles alelos RHD parciales y débiles se
realizaron mediante la amplificacion de los exones 3-7y 9
de RHD.#7:8 El soporte transfusional tnico ha sido posi-
ble con la expansion de la deteccidon molecular de donan-
tes a gran escala para identificar donantes con variantes
de RH para la compatibilidad de genotipos.*®

» Eltrabajo con donadores Rh negativos ha demostrado la
presencia de alelos variantes que potencialmente aloin-
munizan a receptores RhD negativos.

» Genotipificacion de donador y receptor en trasplante de
médula dsea.

* Genotipificacion en pacientes candidatos de soporte
transfusional crénico.

» Aporte transfusional en paciente recién transfundido y
que ademas presenta una mezcla de anticuerpos.

* La seleccion adecuada de donantes que previene la
aloinmunizacion contra HPA: los trastornos plaquetarios
causados por anticuerpos incluyen la trombocitopenia
inmunitaria, la trombocitopenia aloinmune fetal/neonatal
y la trombocitopenia inmunitaria inducida.

Los estudios moleculares reportados en poblacion mexi-
cana son pocos y se enfocan particularmente en donadores
recurrentes tanto para el estudio de antigenos eritrocitarios
como para el de plaquetarios, como se observa en el estu-
dio realizado con 99 donadores recurrentes en el que se
utilizé la PCR-SSP. Se evaluo la frecuencia fenotipica de
los antigenos plaquetarios HPA y los resultados permiten
conocer los fenotipos mas frecuentes y su frecuencia bialé-
lica, de tal manera que la frecuencia es mayor para el alelo
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b (de alta incidencia) comparado con los reportados en la
literatura.®® Para el caso de los fenotipos eritrocitarios se
buscaba la concordancia entre el genotipo y el fenotipo en
una muestra de 110 donadores mediante PCR-SSP y en
donde se observoé concordancia para los sistemas Kell (K2),
Duffy (Fy?, Fy?) y Kidd (Jk? JkP) entre el fenotipo y el geno-
tipo. Los estudios no concordantes pueden deberse a los
diferentes mecanismos moleculares®! durante los procesos
de trascripcioén y traduccion del gen, asi como a las variacio-
nes alélicas presentes. La aplicacion de la genotipificacion
como una prueba complementaria al analisis serologico se
ve reflejada durante el analisis de la incompatibilidad san-
guinea, donde el genotipo muestra la probable presencia
del antigeno Fy?, lo que sigue una variacion genética que se
ve reflejada en el fenotipo, en el que Fy? es negativo y, por
lo tanto, la formacién de su correspondiente anticuerpo.52
Estas variaciones son el reflejo de la gran variabilidad que
se puede encontrar en la poblaciéon mexicana y que ha sido
poco estudiada.

Conclusiones

Los conocimientos médicos combinados con los del Pro-
yecto Genoma Humano permitiran la deteccion de nuevos
marcadores genéticos y moleculares con finalidad diag-
néstica. Con el desarrollo de las nuevas tecnologias para
la obtencién de la informacion genética se esta logrando
reducir los tiempos y los costos de los ensayos para la
identificacion de estos marcadores. Esto lleva aparejada la
posibilidad de su expansion y la generalizacion de su uso,
lo cual puede generar una revoluciéon en el ambito biomé-
dico en tanto que la expectativa en medicina transfusional
estriba en aumentar la disponibilidad y el grado de compa-
tibilidad de concentrados eritrocitarios, lo que redundara en
la seguridad para pacientes dependientes de transfusion.
Actualmente, México cuenta con dos laboratorios que rea-
lizan genotipificacion: una entidad publica y una privada.
Con la implementacion lenta y progresiva de las nuevas
metodologias moleculares, surge la disyuntiva: ¢ la inmuno-
hematologia molecular complementa o sustituye a la inmu-
nohematologia tradicional?

Seria ideal implementar en nuestro pais un proceso
de genotipado de glébulos rojos y plaquetas de alto ren-
dimiento e integrar los datos con la base del inventario en
toda la cadena de suministro de sangre.

La inmunohematologia molecular viene a complementar
los métodos seroldgicos tradicionales para resolver casos
complejos. Los bancos de sangre tienen la opcidon para
integrar medicina gendmica con el fin de mejorar la corres-
pondencia entre el donante y el receptor de sangre. Esto
tiene ventajas logisticas y, por supuesto, la desventaja del
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alto costo que tiene la tecnologia en evolucion, asi como
la necesidad de contar con el personal calificado, lo cual
implica un modelo de asociacién hospital-laboratorio de
referencia que ofrezca el beneficio de una rapida integra-
cion de la medicina gendmica actualizada, al mismo tiempo
que respalda la economia de las operaciones centralizadas
en laboratorios de referencia a gran escala y da entrada a la
nueva era de la inmunohematologia molecular.
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