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Resumen

El antigeno Rh es una proteina transmembrana cuya pre-
sencia o ausencia se hereda genéticamente entre los hu-
manos. Su expresion genética es controlada por 2 genes
estrechamente vinculados. La expresion del grupo (el an-
tigeno) puede sufrir modificaciones a causa de mutaciones
o deleciones en el gen que lo codifica, lo cual condiciona
discrepancias que en algunas ocasiones solo pueden ser
resueltas con pruebas moleculares; tal es el caso de las
personas con expresion débil o parcial del antigeno D. Dado
que los anticuerpos del grupo sanguineo Rh no son espon-
taneos y que estan relacionados tanto con la posibilidad de
desarrollar enfermedad hemolitica del recién nacido como
reacciones transfusionales graves, se ha implementado
la aplicacion de inmunoglobulina anti-D como medida de
disminucion de riesgo. En paises desarrollados utilizan los
métodos de genotipificacion para guiar la conducta a seguir
con respecto a la aplicaciéon de esta vacuna, ya que, al ser
un producto de origen humano, su disponibilidad suele no
ser igual en todas las zonas en las que se requiere. Conocer
las caracteristicas que distinguen a los antigenos de este
grupo sanguineo nos ayuda a acercarnos al uso de méto-
dos de determinacion de mejor resolucidon que nos permitan
aumentar la seguridad sanguinea en los pacientes.

Abstract

Rh antigen is a transmembrane protein whose presence
or absence is genetically inherited in humans. The gene-
tic expression is controlled by 2 closely linked genes. The
expression of the group (the antigen) can be modified by
mutations or deletions in the gene that encodes it, leading
to discrepancies that can sometimes only be resolved with
molecular testing; such is the case of people with weak or
partial expression of the D antigen. Since the antibodies
of Rh blood group are not spontaneous and are linked to
both the possibility of developing hemolytic disease of the
newborn and severe transfusion reactions, the administra-
tion of anti-D immunoglobulin has been implemented as a
risk reduction measure. In developed countries, genotyping
methods are used to guide the administration of this vac-
cine, since, as a product of human origin, its availability is
often not the same in all areas where it is required. Unders-
tanding the characteristics that distinguish the antigens of
this blood group helps us move toward the use of higher-
resolution determination methods that allow us to increase
blood safety in our patients.
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Introduccion

Se define un sistema de grupo sanguineo como sistema
de uno o0 mas antigenos presentes en la membrana del eri-
trocito, cuya expresién esté relacionada con un gen singular
o complejo de 2 o mas genes homologos estrechamente
relacionados. Cada sistema es genéticamente distinto de
los demas.

Los antigenos eritrocitarios son sitios especificos de dife-
rentes proteinas, glucoproteinas, o glucolipidos que forman
parte de la membrana del eritrocito; ademas, interactuan
con el sistema inmunolégico. Tienen diferentes funciones,
como, por ejemplo, transportadores de membrana, recepto-
res de moléculas de adhesion, glicoproteinas.

La descripcion del grupo sanguineo ABO por el doctor
Karl Landsteiner en 1901 se ha considerado como un des-
cubrimiento primordial en la seguridad de los pacientes que
requieren una transfusion sanguinea. Hasta octubre de
2025, se han descrito 47 sistemas de grupo sanguineo.’

Desarrollo

Grupo sanguineo Rh

De los 48 sistemas de grupo sanguineo descritos, el ABO
y Rh siguen siendo los mas importantes; sin embargo, los
fendmenos secundarios a la aloinmunizacion que desenca-
dena el grupo sanguineo Rh suelen ser mas graves que los
desencadenados por el grupo sanguineo ABO, ademas de
que entre los anticuerpos irregulares que se desarrollan, los
del grupo sanguineo Rh siguen siendo los mas frecuentes.

El antigeno Rh es una proteina transmembrana cuya
presencia o ausencia se hereda genéticamente entre los
humanos. Su expresion genética es controlada por dos
genes estrechamente vinculados.? Desde la descripcion del
grupo sanguineo Rh y el empleo de técnicas moleculares, la
Sociedad Internacional de la Transfusién Sanguinea (ISBT
por sus siglas en inglés) ha reconocido hasta hoy 56 antige-
nos para este grupo sanguineo, asi como 400 alelos para
RHD y 50 para RHCE.

Hay 5 alelos convencionales en el sistema: RHD*01,
RHCE*01, RHCE*02, RHCE*03 y RHCE*04 y estos dan la
expresion de los 5 principales antigenos Rh de importancia
para la transfusion: D, C, c, E y e. De los 5 antigenos, el anti-
geno D (o factor Rh o RhD) es el mas antigénico; la presencia
del antigeno indica RhD positivo y la ausencia del antigeno
indica RhD negativo. En el mundo, el 85% de la poblacién es
RhD positivo y el 15% es RhD negativo, pero la prevalencia
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varia entre grupos étnicos. En México, se estima que entre el
90-95% de la poblacion es RhD positivo, y entre el 5-10% de
la poblacion es RhD negativo debido a la mezcla poblacional;
y de estos, menos del 7% de la poblacion es O negativo.®

Variantes

Se utiliza el término de variante de Rh para los alelos no
convencionales.# Los genes del Rh se codifican en el cro-
mosoma 1p34-36. Los genes RHD codifican la proteina D y
los genes RHCE codifican las proteinas C/cy E/e y las pro-
teinas Rh de baja frecuencia incluyen los de sustitucion de
aminoacidos singulares en C, como C% y C*.5 Algunas per-
sonas tienen D débil (generalmente causado por mutacio-
nes que conducen a niveles mas bajos de proteina D en la
membrana). Esas personas podrian, de hecho, reaccionar
negativamente o débilmente en pruebas directas anti-D, lo
que resulta en la necesidad de pruebas indirectas (Coombs)
para identificarlas. Los individuos con D débil no forman
anti-D y generalmente se clasifican como Rh positivos (par-
ticularmente como donantes). Otro tipo de variante son los
D parciales, que carecen de algunos epitopos D especificos
y, aunque se clasifican como D positivo, pueden producir
anti-D tras la exposicion al antigeno completo. La deteccion
de D débil y D parciales tiene consecuencias practicas: los
donantes de sangre con D débil son tipificados como Rh
positivos en bancos de sangre (para evitar transfundir su
sangre a receptores Rh negativos), pero a los pacientes
que reciben dicha sangre a menudo los servicios transfusio-
nales prefieren considerarlos Rh negativos en un entorno
obstétrico (para administrar anti-D como precaucioén si son
mujeres embarazadas). Algunos fenotipos muy raros como
Rh nulo carecen de expresiéon Rh (posiblemente debido a
mutaciones en RHCE o el gen de regulacion RHAG) y exhi-
ben anemia hemolitica compensada y los casos pueden ser
particularmente dificiles de resolver con respecto a la com-
patibilidad transfusional.

Anticuerpos

A diferencia del ABO, los anticuerpos anti-Rh (como
anti-D, anti-C, anti-E, etcétera) no son esponténeos, sino
que solo se forman después de que un individuo se expone
a sangre con antigenos del sistema Rh diferentes a los
suyos; a esta situacion se le llama sensibilizacion primaria
(por ejemplo, después de un embarazo si el bebé es RhD
positivo o después de una transfusion). La variedad usual
del anticuerpo anti-D es IgG de alta afinidad con capacidad
de transferencia placentaria.

El antigeno D es el mas importante en el sistema Rh que
se debe considerar en la transfusion; por lo tanto, un recep-
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tor de transfusion Rh-negativo no debe recibir sangre RhD
positiva (particularmente en mujeres en edad fértil) para
prevenir la aloinmunizacion.

Métodos de determinacion de grupos
sanguineos

Los métodos de determinacion de un grupo sanguineo se
dividen en seroldgicos y por genotipificacion. Los métodos
seroldgicos son los métodos estandarizados para la determi-
nacion de grupo sanguineo y se basan en hemaglutinacion,
que puede realizarse de manera manual o automatizada.®

El método estandar de laboratorio es la aglutinaciéon en
tubo, donde se centrifuga la mezcla de eritrocitos y reactivo
en un tubo; el botdn de células se resuspende y se observa
aglutinacién macroscopicamente o con ayuda de lupa o
microscopio de baja potencia. El tubo permite técnicas en
salina (inmediata), con albumina, enzimas o antiglobulina
para deteccion de anticuerpos IgG (prueba indirecta de
Coombs). Este método es mas sensible y estandarizado
que la placa que tradicionalmente se utilizaba para la tipi-
ficacion de grupo, aunque depende de la lectura visual del
técnico. Sin duda, uno de los mayores aportes al campo
de la biologia molecular fue la amplificacion enzimatica del
DNA a través de una DNA polimerasa termoestable y estas
son las bases de la reaccion en cadena polimerasa (PCR),
lo cual hace posible la aplicacion de técnicas moleculares
para el estudio tanto de donantes como de pacientes.’

Para el factor RhD, la prueba estandar es directa, mez-
clar los eritrocitos del paciente con reactivo anti-D. Una
aglutinacion rapida (generalmente en fase inmediata) indica
Rh positivo; la ausencia, Rh negativo. Sin embargo, debido
a la posibilidad de variantes D débiles, los bancos de sangre
realizan una prueba mas sensible en donadores Rh nega-
tivos aparentes, la prueba de antiglobulina humana anti-D
indirecta (también llamada prueba de Coombs indirecta
para D débil). En esta, tras un primer paso sin aglutinacion,
se incuban los eritrocitos del donador con el reactivo anti-D a
37 °C, se lava y luego se afiade suero de Coombs (anti-IgG
humano); una aglutinacién en esta fase revela que el anti-D
se uni6 débilmente al eritrocito (D débil) y ahora es revelado
por el reactivo de Coombs. Anteriormente, los donadores
con fenotipo D débil fueron categorizados como RhD posi-
tivos, mientras que en pacientes receptores muchos labo-
ratorios reportaban “D débil positivo”, pero en la practica
clinica estos individuos eran manejados como RhD nega-
tivos, especialmente en contextos como la profilaxis anti-D
en embarazos o la seleccién de componentes sanguineos.
Sin embargo, con los avances en la genotipificacion del gen
RHD, se ha demostrado que las variantes Weak D tipo 1, 2
y 3 (aquellas que expresan epitopos completos del antigeno
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D, aunque con menor densidad) no presentan riesgo signi-
ficativo de aloinmunizacion anti-D.8

En algunos casos la expresion del grupo (el antigeno)
puede sufrir modificaciones a causa de mutaciones o dele-
ciones en el gen que lo codifica, lo cual condiciona discre-
pancias en los estudios seroldgicos.®

En algunas ocasiones solo es posible resolver la discre-
pancia con el empleo de pruebas moleculares; el perfil de
antigeno extendido se realiza mejor mediante genotipifica-
cion, porque la prueba involucra un solo ensayo automati-
zado que ha sido demostrado ser mas preciso y proporcionar
mas informaciéon. La prueba solo debe realizarse una
vez cuando se hace parte del registro de transfusiéon del
paciente. Si bien el tiempo de realizacion puede ser mayor
que las pruebas serolégicas, este ultimo método no tiene
interferencia por antecedentes transfusionales ni por unién
de 1gG reciente. A diferencia de las pruebas serologicas,
no se requiere ningun reactivo adicional, sino Unicamente
que exista base genética conocida del antigeno eritrocitario
en cuestion, la cual sea capaz de realizar la deteccion de
expresion génica débil. "0

La expresion de los antigenos eritrocitarios resulta del
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), por lo cual se
ha incluido en las licencias la realizacion de pruebas de
ADN que involucren a asociaciones de antigeno-SNP. Los
hallazgos de la prediccion de antigenos con pruebas de
ADN tienen una alta correlacion con las pruebas de anti-
cuerpo especifico. El estudio realizado por Kulkarni et al.
muestra que en la poblacion de multitransfundidos y multi-
paras existe un alto porcentaje de anticuerpos contra Rh."!

En México, la NOM-253 Para el uso clinico de la sangre
sefiala que los bancos de sangre deben realizar una prueba
complementaria a los donantes de grupo sanguineo RhD
negativo, ya que una identificacion inadecuada podria resul-
tar en aloinmunizacion en los receptores sanguineos. Apro-
ximadamente 0.1% de los donadores tienen una expresion
débil del RhD que no es detectada por pruebas serolégicas
y que resulta en el etiquetado de la unidad como RhD nega-
tivo para su uso transfusional, por lo cual la genotipificacion
del RHD es muy Util en estos casos.'?

Por otro lado, en el Banco de Sangre de La Raza, Gasca
y Benitez realizaron un estudio exploratorio de la técnica
de genotipificacion en la poblacion mexicana y encontraron
discrepancias significativas entre estas pruebas de genoti-
pificacion y las de hemaglutinacion. '3

Con el método de secuenciacion es posible analizar

de forma masiva los genes implicados en la expresion de
los grupos sanguineos, descubrir variantes y correlacionar

https://revistamedica.imss.gob.mx/



genotipo-fenotipo con alta precision, ya que permite secuen-
ciar todo el gen RHD y RHCE, hecho que hace posible reve-
lar mutaciones que explicarian variantes de D, C/c o E/e
inusuales;'* sin embargo, la NSG para estos genes conlleva
algunos desafios técnicos en los que se involucra la alta
homologia entre RHD y RHCE, ya que comparten alrededor
del 93% de identidad (por ejemplo, el exén 8 de RHD es
idéntico al exén 8 de RHCE)," por lo que fragmentos cor-
tos pueden alinearse errbneamente al gen incorrecto. Esto
dificulta distinguir, por ejemplo, un alelo hibrido RHD-CE (D
parcial) si las lecturas de secuencias se “mapean” incorrec-
tamente al gen de referencia equivocado.'®

Para abordar esta complicacion, los protocolos suelen
emplear amplificacion dirigida para obtener la secuencia de
todos los exones e intrones de RHD en muestras con D
comun y definir secuencias de referencia por haplotipo.'”
Alternativamente, el uso de lecturas de longitud mayor
puede resolver haplotipos completos RHD frente a RHCE,
aunque con menor precision por lectura.

Importancia de genotipificar

Una de las ventajas que ofrecen las pruebas moleculares
sobre las pruebas seroldgicas, es que no tienen interferencia
por transfusiones recientes. En las pruebas serolégicas, en
aquellos pacientes que han recibido una transfusion puede
ser imposible identificar el fenotipo exacto del paciente por
la combinacion con eritrocitos del donante.'®

En pacientes que requieren apoyo transfusional cons-
tante, como pacientes con cancer (37.9%), con complica-
ciones quirurgicas (de 5.7 a 50% dependiendo el tipo de
cirugia), trastornos hematologicos (hasta 89.5%),'® mujeres
embarazadas (79.54% en mujeres que cursan con anemia
prenatal),?® entre otros, usar solamente pruebas serolégi-
cas puede ser insuficiente para brindar sangre compatible.
En estudios en los que se ha realizado una concordancia
entre estos 2 tipos de pruebas (seroldgicas frente a mole-
culares), se ha encontrado incongruencia entre ellas, por
lo que en algunos casos las pruebas moleculares han pre-
venido la transfusiéon de componentes no adecuados por la
presencia de variantes de grupo sanguineo principalmente
en el Rh.2"

Otra importancia de realizar estudios de genotipificacion
es que estos son muy utiles en medicina transfusional para
generar una base de datos de los genotipos de los dona-
dores, en especial de aquellos que tienen un genotipo raro,
ya que cuando algun paciente requiere algun grupo san-
guineo en especial, la facilidad de saber déonde encontrar
sangre compatible puede ser la diferencia entre la vida y la
muerte.2?
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Los estudios realizados por Kim et al., demuestran que la
genotipificacion de grupo sanguineo por NGS (Next Gene-
ration Sequencing) es efectiva para identificar subgrupos de
alelos ABO, niveles bajos de quimerismo de ABO y antige-
nos de alta frecuencia, por lo que puede ser utilizado para la
resolucion de casos dificiles en inmunohematologia.?

Otras aplicaciones de la genotipificacion
de grupo sanguineo

Aunque en nuestro pais, que tiene una poblacion estimada
de 130 millones de habitantes, son “pocas” personas las que
son RhD negativo (6.5 millones), en el ambito de las mujeres
embarazadas toma mayor importancia, ya que las mujeres
embarazadas RhD negativo (en México 8.83%, equivalente
a 1.1 millones de habitantes)?* cuyo producto es RhD posi-
tivo requieren de la aplicacion de inmunoglobulina anti-D, con
el fin de prevenir el evento de aloinmunizacién. Esta misma
intervencion debe seguirse en los pacientes graves que ame-
riten el uso de hemocomponentes RhD positivos.

Segun lineamientos internacionales y nacionales, se
indica aplicar 300 pg (1500 Ul) de Ig anti-D a la madre RhD-
negativa alrededor de la semana 28 de gestacion. Esta
dosis antenatal reduce significativamente el riesgo de sen-
sibilizaciéon previa al parto. Adicionalmente, se administra
otra dosis de 300 pg en las primeras 72 horas posparto si
el recién nacido resulta RhD positivo. Con la profilaxis post-
parto Unicamente, el riesgo de isoimunizacion cae de ~16%
a ~1.6%;25 al afiadir la dosis antenatal, se reduce ain mas,
y se reportan cifras < 0.3%.%6

En el Reino Unido, su sistema de hemovigilancia les ha
permitido identificar errores en la aplicacion de esta vacuna
derivado de una determinacion erronea de grupo sangui-
neo. En el afo 2023 reportaron que se aplicé inmunoglobu-
lina anti-D en 3 mujeres que eran RhD positivo y por lo cual
no se ameritaba dicha intervencion. Parte de las interven-
ciones para la prevencioén de este tipo de errores es verificar
que el laboratorio realice de manera adecuada la tipificacion
de grupo sanguineo, por lo que los laboratorios deben con-
tar con control interno y externo de calidad.?’

La fenotipificacion Rh completa (D, C, c, E, e) no se rea-
liza de rutina a todos los individuos. Cada reactivo monoclo-
nal anti-C, anti-c, anti-E, anti-e tiene un costo, y la prueba
en laboratorio por cada antigeno adicional podria costar del
orden de $50-$100 pesos mexicanos (MXN). Asi, una feno-
tipificacion eritrocitaria extendida (que incluya Rh completo
y Kell) podria costar alrededor de $300-$500 MXN en insu-
mos por paciente en un laboratorio privado. Ese costo se va
multiplicando, dependiendo la cantidad de antigenos que se
necesite identificar (por caso en particular).2® Si un hospital
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identifica un paciente con anti-c y anti-E, fenotipar a ~10-20
unidades O Rh-positivo del banco para encontrar aquellas
negativas a ¢ y E tendra un costo. La administracion de
gamma globulina anti-D a madres Rh-negativas es un com-
ponente critico del presupuesto en obstetricia. En el sector
publico, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y
demas instituciones adquieren inmunoglobulina anti-D en
grandes cantidades mediante licitaciones. Segun datos de
compras publicas, el precio unitario promedio pagado por
el IMSS para jeringas de 300 yg de anti-D es de aproxi-
madamente $1588 MXN.2° En farmacias privadas, el costo
es mas alto: por ejemplo, Rhophylac 300 pg (un preparado
comercial importado) se vende en alrededor de $2750-
$3200 MXN por dosis. En perspectiva poblacional, si ~5%
de ~2.2 millones de nacimientos anuales son madres Rh-
negativas con bebé Rh-positivo, esto implicaria ~110,000
mujeres a tratar por afio, con 2 dosis cada una de ~220,000
dosis de Ig anti-D, a un costo publico de ~$1600 c/u, son
~$352 millones de pesos anuales. En México, el precio de
la prueba de grupo sanguineo por NGS para institucién
publica oscila entre los $5000 a $10,000; cabe recalcar que
esta incluye de 7 a 19 grupos sanguineos, incluido el Rh, y
que en este método pueden identificarse variantes que en
otros métodos quedarian ocultas.

En México, hay una diferencia entre la cantidad de muje-
res que requieren la inmunoglobulina y las que la reciben.
Se ha reportado que hasta el 50% de las mujeres que la
necesitan no la reciben. Aunque la guia de practica clinica
menciona que se debe aplicar para disminuir el riesgo de
aloinmunizacion, se requiere de una tipificacion adecuada del
grupo sanguineo en primer lugar de la madre y, si se aplica,
del padre para saber la probabilidad de que el antigeno sea
heredado al producto y, por lo tanto, conoceremos el riesgo
de aloinmunizacion para la madre. Un estudio realizado por
Ding et al. muestra la baja proporcion de disponibilidad en
México de la inmunoglobulina anti-D, ademas de mencionar
las consecuencias sobre la enfermedad hemolitica del recién
nacido que la falta de esta intervencion atrae.30

Se ha descrito que la enfermedad hemolitica del recién
nacido por anticuerpos de grupo sanguineo es mas comun
por Rh y que estd mediada en primer lugar por la presencia
de un anti-D en la sangre de la madre; en segundo lugar, es
dada por la sensibilizacién de un anti-c y en menor frecuencia
es asociada a la presencia de aloanticuerpos anti-C%, anti-
C*, anti-C, anti-E y anti-e.3' Para estos ultimos antigenos no
existe intervencién preventiva y en algunos casos las prue-
bas seroldgicas no son capaces de identificarlos, ya que no
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se cuenta con las células conocidas para su identificacion.32

Para la aplicacion de la inmunoglobulina anti-D, las guias
transfusionales actuales recomiendan que los pacientes
portadores de genotipos Weak tipo 1, 2 y 3 sean conside-
rados RhD positivos, se evite la administracion innecesaria
de inmunoglobulina anti-D y se reduzca el uso de concen-
trados eritrocitarios RhD negativos, los cuales son limitados
y prioritarios para verdaderos RhD negativos.33:34

En resumen, en el sector publico de salud en México,
la prevencion de reacciones hemoliticas y EHRN (enferme-
dad hemolitica del recién nacido) esta institucionalizada y
financiada: la tipificacion sanguinea y las pruebas de com-
patibilidad son parte rutinaria del presupuesto hospitalario,
y la profilaxis anti-D esta incorporada en los programas de
salud materna. Evitar una sola reaccion hemolitica grave
(que puede requerir unidad de cuidados intensivos [UCI],
didlisis, entre otros) compensa el costo de miles de tipifica-
ciones; impedir un caso de kernicterus en un recién nacido
evita costos enormes en cuidado intensivo y rehabilitacion.
Por ello, las guias nacionales e internacionales enfatizan
que no debe escatimarse en las medidas de compatibilidad
sanguinea y profilaxis Rh, pues representan un estandar de
atencion que salva vidas y reduce costos a largo plazo.

Conclusiones

Aunque el grupo sanguineo Rh es el segundo en impor-
tancia después del ABO, el hecho de que los anticuerpos en
su mayoria no sean naturales y las repercusiones que oca-
siona exponerse a antigenos diferentes a los propios han
incidido en que existan medidas de prevencion de eventos
de aloinmunizacion que disminuyan los riesgos ante futu-
ras transfusiones, o en el caso de las mujeres embaraza-
das el uso de profilaxis anti-D. La posibilidad de disponer
de antisueros suficientes que abarquen todas las regiones
antigenas para obtener un fenotipo extendido del Rh resulta
técnicamente inviable e incosteable, por lo cual es posible
abrir el panorama a la implementacion de otro tipo de prue-
bas, como el genotipo de grupo sanguineo. La diversidad
actual de estos métodos hace que los costos sean mas
accesibles a la poblacion.
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