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Hematologia
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Resumen

En el campo de la medicina transfusional la correcta identificacién de los
fenotipos del sistema Rh y en especial del antigeno D debe ser de manera
inequivoca por su relevancia clinica. EI antigeno D tiene variantes denomi-
nadas D parcial, D débil y DEL, las que se producen por mutaciones de los
alelos RHD/RHCE o por una supresién en la expresion fenotipica. Se traté
de un estudio descriptivo, retrospectivo de corte transversal en el que se
realiz6 una revisiéon de registros primarios durante el periodo 2011-2014
validados de acuerdo con el protocolo de Hernandez-Sampieri R. Se utili-
z6 estadistica descriptiva mediante la aplicacion del software informatico
SPSS versién 22.0 y se establecid la relacion entre variables independien-
tes a través del anélisis estadistico de Chi-cuadrado. Se determind una
prevalencia de donantes RhD negativos de 1,8 a 2,5% y RhD débil de
1,79 a 2,28%. La fenotipificaciéon serolégica permitié identificar que los
tipos 2 y 5 eran los mas frecuentes. También se estableci6 la existencia de
aloinmunizacién por anti-D, anti-C y anti-E. Se establecié de esta manera
la existencia de D débil y una importante aloinmunizaciéon en la poblacion
de donantes de sangre tipificados como D negativo y D débil, por lo que se
recomienda implementar un algoritmo de identificacién del antigeno D en
servicios de medicina transfusional.

Palabras clave: Antigeno D; Fenotipificacion Rh; Prevalencia de antigeno D;
Antigeno D débil

Prevalence of “weak” D antigen and its phenotypic
classification in voluntary blood donours

Abstract

In the field of transfusion medicine, the correct identification of the pheno-
types of the Rh system and especially of the D antigen must be unequivocal
for clinical relevance. The D antigen has variants called partial D, weak D
and DEL. These are produced by mutations of the RHD/RHCE alleles or
a suppression in phenotypic expression. The objective of this study was
to establish the frequency of weak D antigen in the population of blood
donours from 17 Ecuadorian states and their phenotypic combinations. It
was a descriptive, retrospective cross-sectional study performed during the
2011-2014 period and validated with primary records in accordance with
the Herndandez-Sampieri R protocol. A descriptive statistics through the ap-
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plication of SPSS computer software version 22.0 was used and the relationship between indepen-
dent variables through the Chi-square statistic method was established. A prevalence of RhD negative
donours from 1.8 to 2.5% and weak D 1.79 to 2.28% was observed The serological phenotyping
made it possible to identify that type 2 and 5 were the most frequent. The presence of alloimmuni-
zation by anti-D, anti-C and anti-E was also established. Besides, the presence of weak D types and
significant alloimmunization in the donour population of blood typed as D negative and weak was
established, so it is recommended to implement an algorithm for the identification of D antigen in
transfusional medicine services.

Keywords: D antigen; Rh phenotyping; Prevalence of D antigen; Weak D antigen

Prevaléncia do antigeno D “fraco” e sua classificagéo fenotipica
em doadores voluntarios de sangue

R esumo

No campo da medicina transfusional, a correta identificagdo dos fendtipos do sistema Rh e especial-
mente do antigeno D deve ser inequivoca devido a sua relevancia clinica. O antigeno D tem variantes
chamadas de D parcial, D fraca e DEL, as quais sdo produzidos por mutagdes dos alelos RHD/RHCE
ou por uma supressao na expressao fenotipica. O objetivo deste estudo foi estabelecer a frequéncia
do antigeno D fraco em uma populag¢ado de doadores de sangue de 17 provincias equatorianas e suas
combinagdes fenotipicas. Foi uma estudo descritivo, retrospectivo de corte transversal em que se
realizou uma reviséo dos registros primarios validados de acordo com o Protocolo Herndndez-Sam-
pieri R durante o periodo 2011-2014. Utilizou-se estatisticas descritivas através da aplicacdo do
software informatico SPSS versédo 22.0 e a relacdo entre varidveis independentes através da analise
estatistica de qui-quadrado. Foi determinada uma prevaléncia de doadores RhD negativos de 1,8
a2,5% e RhD fraco de 1,79 a 2,28%. A genotipagem serolégica permitiu identificar que os tipos
2 e 5 sdo os mais frequente. A existéncia de alo imunizagdo por anti-D, anti-C e anti-E também foi
estabelecida. A existéncia de D fraco e uma alo imunizag&o significativa na populagdo de doadores
de sangue tipificados como D negativo e fraco, por isso é recomendado implementar um algoritmo de
identificagdo do antigeno D em servigos de medicina transfusional

Palavras-chave: Antigeno D; Fenotipagem Rh; Prevaléncia de antigeno D; Antigeno D fraco

Introduccién

En los servicios de medicina transfusional, la iden-
tificacion de los fenotipos del antigeno D es parte de
la seguridad en las transfusiones de sangre. Una de las
técnicas de tipificacion es el uso de antisueros monoclo-
nales anti-D que permite determinar la expresién de este
antigeno en la superficie de los eritrocitos (1). Existen
variantes del antigeno D categorizadas como fenotipos
D débil, D parcial y DEL (2). La variante D débil se pro-
duce por una mutacién puntual en la regién intracelular
del gen RHD y macroscopicamente se refleja en cantida-
des reducidas en relacién con el antigeno D normal (1).
En Estados Unidos, un fenotipo D débil es identifica-
do cuando se produce una reactividad de aglutinacion
=<2(+) con un antisuero anti-D, pero al ser enfrentado
con antiglobulina humana se produce una fuerte reac-
cion que confirma la existencia de una variante D co-
nocida como D débil (3). En Europa la definiciéon de D
débil es sinénimo de que no se ha identificado aun la
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variante del antigeno, en contraste con el Reino Unido
e Irlanda donde utilizan reactivos monoclonales anti-D
y cualquier reaccion =2+ es remitida al laboratorio de
referencia para ser ensayados en un panel de 12 reac-
tivos anti-D IgG para la identificacion de fenotipos se-
rolégicos D débiles (3). Por lo tanto, la prevalencia de
variantes de antigenos D puede aumentar o disminuir
de acuerdo con el tipo de reactivo utilizado.

Los donantes de sangre tipificados como D débil son
tratados como RhD positivos y los receptores y muje-
res embarazadas son manejados como RhD negativos
(3). La tipificacion molecular ha permitido determinar
inequivocamente los tipos del antigeno D y de esa ma-
nera clasificarlos de forma inequivoca como RhD posi-
tivo. Asi se elimina el uso de inmunoglobulinas Rh y se
evita el desabastecimiento de los bancos de sangre por
la limitacion del uso de sangre RhD negativa (1). Sin
embargo, los costos de la biologia molecular impiden
su inclusién en el algoritmo, por lo que la fenotipifi-
cacion serologica puede ser una de las mejores opcio-



nes para los bancos de sangre. Hasta la fecha se han
descripto mas de 80 tipos de D débil; su identificacion
es necesaria para evitar eventos de inmunizacién y una
mejor planificacion del stock de sangre en los servicios
de medicina transfusional (4).

El objetivo de este estudio fue establecer la frecuen-
cia del antigeno D débil y sus combinaciones fenotipi-
cas en una poblacién de donantes de sangre provenien-
tes de 17 provincias ecuatorianas.

Materiales y Métodos

Tipo de estudio

Se traté de un estudio descriptivo, retrospectivo de
corte transversal para determinar la frecuencia de an-
tigeno D débil y sus fenotipos. Para esto se revis6 un
total de 461.176 registros de cuatro afios (2011-2014).
De éstos se eligieron todos aquellos documentos que
correspondian a donantes de sangre tipificados inicial-
mente como RhD negativos con los que se estableci6é un
total de 9.411 registros completos.

Aspectos éticos

Se solicitaron las autorizaciones al director del He-
mocentro y se procedi6 a la revision de las fichas del
donante en el sistema Delfin, previo a la firma de un
acuerdo de anonimizaciéon de datos.

Validacion de los registros

Se realiz6 de acuerdo al protocolo de validacién de
registros segin Herndndez Sampieri, et al. (5) tanto
fisico como digital clasificandolos por mes, ano y c6-
digo alfanumérico. Verificacién de los datos tanto en
el sistema digital como en el fisico constatandose la
concordancia existente entre grupo sanguineo ABO,
factor Rh, fenotipos, prueba para confirmar la existen-
cia de D débil e investigacion de aloanticuerpos. Se eli-
minaron aquellos registros con datos incongruentes o
ilegibles.

Pruebas de laboratorio

De acuerdo con el protocolo establecido en el He-
mocentro se realizé la prueba en tubo o en gel de anti-
globulina humana (Coombs), a donantes de sangre con
resultado negativo en la determinacion del antigeno D
por cualquier técnica (tubo o gel); ademas, se realizo la
identificacién de los antigenos C, ¢, E, ¢, en metodologia
gel. Los resultados obtenidos fueron utilizados en esta
investigacion para determinar los tipos de D débil de
acuerdo a la clasificacion serologica sugerida por Eduar-
do Muniz-Diaz, et al. (6).
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Andlisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS V0.22 y se apli-
c6 una estadistica descriptiva, para la relacién de las varia-
bles se utiliz6 la prueba estadistica del Chi cuadrado (x, 2y,

Resultados

Tipificacion del antigeno D

Se determiné una prevalencia anual que fluctuaba
entre 1,8 y 2,5% de donantes tipificados como RhD
negativo (Tabla I) de los cuales, 191 fueron confirma-
dos posteriormente como RhD débil (2,02%). De igual
manera, la frecuencia de D débil en los cuatro anos
de analisis fluctuaba entre 1,79y 2,28% (Tabla II). Se vio
una distribucién heterogénea del antigeno D débil en
las 17 provincias ecuatorianas; las de mayor prevalencia
fueron Pichincha 36,92% y Guayas 18,46% (Tabla III).

Tabla |. Prevalencia del antigeno D negativo en donantes

de sangre.

Afio Total de donantes de sangre | D negativo | Porcentaje
2011 70.625 1.742 2,5
2012 100.132 1.952 1,9
2013 136.972 2.909 2,1
2014 153.447 2.808 1,8

Tabla Il. Prevalencia del antigeno D débil en donantes de sangre
tipificados como D negativo.

Afio D negativo D débil | Porcentaje
2011 1.742 35 2,01
2012 1.952 40 2,05
2013 2.909 52 1,79
2014 2.808 64 2,28

Identificacion de fenotipos Rh

A través del andlisis de datos se determiné que el
antigeno D débil estaba relacionado con los fenotipos
C-c+E+e+ R2/R0O-R2/r (39%) y C+c+E-e+ R1/R0 -R1/r
(37,568%) (Tabla IV), en forma estadisticamente signifi-
cativa p<0,05.

Fenotipo serolégico de D débil

Se identific6 que en los donantes de sangre ecuato-
rianos los tipos 2y 5 son los de mayor frecuencia (40%),
seguido del RhD débil tipo 1y 3 (37,3%) y los tipos
4,1-4,2 con una frecuencia menor (16,3%) (Tabla IV).
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Existencia de aloinmunizacion

Se identific6 en una donante tipificada como D débil
la existencia de aloanticuerpos de tipo anti-D y anti-Cy en
156 donantes RhD negativos la presencia del anticuerpo
anti-D; en 24 donantes se identific6 una doble aloinmu-
nizacion por anticuerpo anti-D/anti-C; un donante pre-
sent6 aloanticuerpo anti-D/anti-E y en tres donantes se
estableci6 la presencia de un anticuerpo anti-E (Tabla V).

Discusion y Conclusiones

La tipificacion correcta del factor Rh tiene una gran
importancia en medicina transfusional y obstétrica por

sus implicaciones postransfusionales y enfermedad he-
molitica del recién nacido (7). En el presente estudio se
analiz6 la frecuencia del antigeno D negativo y débil en
la poblacién ecuatoriana y se determiné una prevalen-
cia entre el 1,79y 2,28%. Esta prevalencia es mayor a la
observada en la poblacién caucdsica que es de 0,2-1,0%,
y asi se resalta el patrén especifico del antigeno D débil
en cada poblacién (8). Aproximadamente del 0,2% al
1% de los individuos blancos son portadores de la ex-
presion reducida del antigeno D débil en la membrana
de sus globulos rojos (9).

Los estudios de reacciones postransfusionales han
cuestionado la inmunogenicidad del antigeno D débil.
Sin embargo, se ha documentado que receptores D ne-
gativos han sido inmunizados al recibir unidades entre

Tabla Ill. Distribucion de donantes de sangre RhD débil de acuerdo con la procedencia.

Aflos
Provincia 2011 % 2012 % 2013 % 2014 %

Azuay - Cuenca 0 0 5 0 3,06
Bolivar 1 2,94 0 0 0 0 0 0
Carchi 2 5,88 1 2,5 1 1,92 1 1,54
Chimborazo 1 2,94 0 0 1 1,92 2 3,08
Cotopaxi 0 0 1 2,5 1 1,92 3 4,62
El Oro 1 2,94 2 5 1 1,92 2 3,08
Esmeraldas 3 8,82 1 2,5 2 3,85 2 3,08
Guayas - Guayaquil 1 2,95 5 12,5 12 23,08 12 18,46
Imbabura 1 2,94 2 5 0 0 3 4,62
Loja 4 11,76 5 12,5 3 5,78 6 9,23
Los Rios 0 0 3 7,5 5 9,62 3 4,62
Manabi 4 11,77 2 5 1 1,92 4 6,15
Morona Santiago 0 0 1 2,5 0 0 0 0
Pichincha 13 38,24 13 32,5 23 44,23 24 36,92
Santo Domingo de los 1 2,94 2 5 1 1,92 0 0
Tsachilas

Sucumbios 1 2,94 0 0 0 0 0
Tungurahua 1 2,94 0 1 1,92 1,54
Total 34 100 40 100 52 100 65 100

Tabla IV. Frecuencia de tipos de D débil.

Tipificacion Tipo de D débil | Heterocigota Homocigota Fenotipo Total Porcentaje p
C+c+E+e+ | CcEe Tipoly3 CcEe CDE/cDe 12 6,32 0,02
C+c+E-e+ | Ccee Tipoly3 C e CDe/cDe 60 37,58 0,01
C+c-E-e+ | CCee Tipoly3 C-e CDe/CDe 11 5,79 0,03
C-c+E+e+ | ccEe Tipo2y5 Ee ¢ cDE/cDe 75 39,47 0,01
C-c+E+e- | ccEE Tipo2y5 c-E cDE/cDE 1 0,53 0,01
C-c+E-e+ | ccee Tipo 4,1-4,2 c-e cDe/cDe 31 16,32 0,01
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Tabla V. Presencia de aloinmunizacién en donantes tipificados
como D negativos y D débil.

Donantes RhD negativos

Aloanticuerpos N° de donantes

anti-D 184
anti-D + anti-C 24
anti-D + anti-E 3

Donantes RhD débil

Aloanticuerpos N° de donantes

anti-D + anti-C 1

800-1.500 antigeno/células de sangre tipificada como D
débil (10). El tipo 2 D débil es capaz de estimular una
aloinmunizacion al recibir tnicamente 450 antigeno/
c€lulas (11). También se ha informado que unidades
de sangre con una densidad de 70 antigenos/célula
(D débil 26) provocan un evento de aloinmunizaciéon
anti-D (12). Estos datos demuestran la importancia
de identificar a los individuos portadores de antigeno
D débil. En este estudio se determiné la existencia de
aloinmunizacion doble, hallazgo de suma importancia
para el futuro manejo de donantes tipificados como D
negativo o con reacciones débiles de aglutinacion con
el antisuero anti-D, resultados que deben ser confirma-
dos y fenotipificados (13). Inicialmente en la practica
transfusional se realizaba una prueba denominada Du
para la identificaciéon del antigeno D débil; ésta se ha
mantenido durante 50 anos protegiendo de esta mane-
ra a los receptores que requieren de sangre D negati-
va y evitando que tengan una exposicion inadvertida a
sangre con fenotipo D diferente (3). En esta investiga-
cion se determiné la presencia del antigeno D débil en
donantes luego de ser considerados inicialmente como
D negativo. Se corrobor6 asi la necesidad de investigar
la existencia de D débil en todas las tipificaciones con
resultados D negativo o reacciones de aglutinacion dé-
biles con reactivos anti-D monoclonales. En contraste,
para los receptores de transfusiones se ha considerado
opcional la tipificacién del fenotipo D débil y deben ser
considerados como D negativos para, de esa manera,
protegerlos de recibir sangre incompatible (14).

Por otro lado, la determinacion serologica de la ex-
presion fenotipica de los antigenos CcEe como estrategia
para identificar los tipos de D débil circulantes en la po-
blacién es una opcion cuando la introduccién de técni-
cas moleculares no es factible. En el presente estudio se
estableci6 que los tipos mds comunes fueron el 2y el 5,
seguidos del 1 y del 3. En la poblaciéon europea en gene-
ral el tipo 1 es el mas frecuente, mientras que en la Penin-
sula Ibérica es el 2, en contraste con la poblacion africana
donde los tipos 4 y 2 son los mas frecuentes (15). En la
poblacién brasilena existe una prevalencia del 0,8% de
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antigeno D débil mientras que existe una gran variedad
de tipos debido probablemente al elevado mestizaje de
esta poblacion. El tipo mas frecuente es el 4,2 (0,25%) co-
nocido como DAR (13). La variabilidad que presente una
poblacion de tipos de D débil constituye un alto riesgo de
aloinmunizacion en pacientes y mujeres embarazadas. Es
por esta razén que es necesario realizar estudios de pre-
valencia en la poblacién de donantes que permitan crear
nuevas estrategias en tipificacion sanguinea de acuerdo
con cada regién. Los tipos D débil 1, 2 y 3 no estan aso-
ciados al desarrollo de aloanticuerpos; sin embargo, se ha
reportado la produccion de anticuerpos en portadores
de tipos débiles 4,2. También se ha relacionado la varia-
bilidad étnica a la presencia de tipos D parcial y D débil
(16). En este estudio se encontré una asociacion entre D
débiles y fenotipos DCE/dce. Asi, el tipo 1 esta relacio-
nado con fenotipos C+c+E—e +y el tipo 2 con C-c+E+e+.

La fenotipificacion serolégica del sistema Rh, o sea
la determinacién de la presencia de antigenos G, E, ¢
y €, a través del uso de reactivos monoclonales, puede
predecir la presencia de antigeno D débil o D parcial.
Asi, los D débil de tipo 1y 3 se asocian al haplotipo
CDe (RI) y el cDE (R2) se asocia con el fenotipo D
débil 2 y 5. Por ultimo, el fenotipo cDe (Ro) se asocia
con los tipos 4,1 y 4,2 conocido como (DAR) (17). La
determinacion de los antigenos Cy E tiene importan-
cia en la presencia del antigeno D débil, pues se ha
identificado que la expresion del antigeno D es menor
en presencia del C. Esto fue determinado a través de
citometria de flujo que identific6 que la expresion de
este antigeno decrecia ante la expresiéon de C, ¢, Ey
e de la siguiente manera: R2R2 (DcE/DcE) > RIR2
(DCe/DcE) > RIR1(DCe/DCe) > R2r(DcE/ce) >
Rlr(DCe/ce) (17).

El antigeno D posee en cada hematie entre 10.000
a 30.000 sitios antigénicos caracteristico de su inmuno-
genicidad, mientras que los pacientes que poseen un
antigeno D débil tienen menos de mil y hasta 30 sitios
D por cada hematie. Es por tal motivo que un paciente
RhD negativo que sea transfundido con sangre D débil
puede generar anticuerpos anti-D y por consiguiente una
reaccion transfusional (18). La aloinmunizacion por el
antigeno D no solamente es debida a la transfusion de
concentrado de glébulos rojos sino también a concen-
trados plaquetarios, segun el estudio de Joan Cid, et al.
(19) que identific6 una prevalencia de aloinmunizaciéon
del 1,44%. Estos autores mencionaron tres teorias que la
ocasionan: la primera debida al paso de pequena canti-
dad de glébulos rojos (D+) a receptores RhD negativos;
la segunda, enfocada a la capacidad de respuesta inmune
de estos pacientes que desarrollaban aloinmunizacién en
el 80% de los casos y la tltima, debida a que las técnicas
y algoritmos de deteccion son variadas en cada centro de
tipificacion (19). Por esto es necesaria la estandarizacion
de la tipificacion del antigeno D y su identificacion en la
poblacion ecuatoriana.
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