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INMUNOHEMATOLOGIA

|. Actualidades en el sistema Rh-Hr

Héctor A. Baptista-Gonzalez*

El conocimiento sobre la estructura genética de los
grupos sanguineos, ha dado un salto cualitativo en los
ultimos 10 afos. Los eventos moleculares que dan lugar
a los antigenos eritrocitarios son diversos y complejos.
Pueden ocurrirfendmenos de conversion o recombinacion
de genes (como es el caso del sistema MNS, Rh Ch/Rg),
duplicacion de un exdn (Gerbich), delecion de un gen,
exoénonucleétido (ABO, MNS, Rh, Kell, Duffy, Dombrock,
Gerbich) oinsercion o substitucion de un nucledtido (Rh,
Colton).

El locus del Rh estan compuesto de 2 genes
estructuralmente, uno codifica al polipéptido RhD y el otro
a los polipéptidos CcEe. El splicing alternativo del
transcripto primario es considerado como el mecanismo
mas probable para los polipéptidos CcEe para un simple
gen. Unoy otro grupos de polipéptidos (D y CE) difieren
por 36 aminoacidos (8.4% de divergencia). La secuencia
homologa apoya el concepto que los genes evolucionaron
apartirde la duplicacion de un genancestralcomun. Este
concepto es poyado por la identificacion de los genes
parecidos al RH observado en primates nohumanos. Las
proteinas Ccy Ee se producen por splicing alternativo de
una premensajero de ARN. El gen RHD esta flanqueado
hacia ambos lados por dos cajas Rhesus, con alta
homologia. Esta constituido por 10 exones. Los exones
4,5y 6 son criticos para los epitopes: D1, D2, D5, D6-7
y D8. El gen RHCE, esta constituido también por 10
exones. Los exones 1y 2 codifican la expresién Cc. El
exon 5 codifica la expresion Ee.

Los marcos de lectura abierta de los genes RHD y
RHCE presentan una orientaciéon opuesta (Figura 1),
enfrentados en la terminacion 3’y separados por el gen
SMP1. Elgen RHD es flanqueado por dos segmentos de
ADN, las cajas Rheusus, que contienen aproximadamente
9000 pb, con 98.6% de homologiay orientacionidéntica.

Para entenderel mecanismo parala adquisiciondela
funcién de los genes duplicados en el proceso evolutivo,
parte delhecho que el patrén de lavariacion alélicaenlos
genes duplicados es determinado principalmente por el
balance entre la conversién de genes. Este concepto
operaencontrade ladiversificacién de genes duplicados
yasuvezenlaselecciéon. Ladivergenciaenlasecuencia

de aminoacidos entre ambos genes sefiala un punto
critico en la regién corta alrededor del exon 7- Este exén
codifica los aminoacidos que caracterizan la diferencia
entre los antigenos RhD y RhCE.

La homologia entre humanos, gorilas, monos del
nuevo mundoy monos del viejo mundo es a partirdel gen
antecesor comun (gen RH-like), con la insercion del
elemento Alu-Sx en el intrén 4. El elemento Alu-Sx, esta
presente enlos humanos enelgen RHCE intron 4. Elgen
RHD humano difiere del gen RHCE por la ausencia del
Alu-Sx.

La controversia expuesta por Wiener en 1944, quién
senalé la existenciade un solo gen conmuiltiples epitopes,
mientras que la teoria de Fisher-Race que sefalé la
existenciade 2 genes estrechamente relacionados, pudo
serresueltaal serclonado elgendel RHD comprando que
ambas escuelas

Los antigenos del sistema Rh son transportado por
unafamilia de proteinas de transmembrana hidrofébicas,
no glicosiladas de 30.32 kD. Estos antigenos estan
ausentes en los individuos con el fenotipo poco habitual
Rh nulo. Las proteinas del sistema Rh (RhD y no RhD),
exhiben unaidentidad de 92%. Los genes RHD y RHCE
se organizan en grupos en la posicion 1p36-p34
(cromosoma 1, brazo corto, region 2, banda 4, subbanda
4, subanda 1 hasta banda 6).

Las proteinas del sistema Rh estan limitadas a la
células eritroides de vertebrados superiores y consisten
en un tetramero con 2 moléculas de RhAG y dos del Rh
(CE o D). Las proteinas del sistema Rh se dividen en
proteinas principales, como es RhD, RhCE y RhAGylas
proteinas accesorias.

LaproteinaRhAg, selocalizaen6p21.1-p11, expresa
alepitope MB2D10. Existe unarelacion ancestral conlas
proteinas del Rh (homologia ~40% en la secuencia de
aminoacidos) y presentan la misma orientacién de las
posiciones N-terminaly C-terminal. Es posible identificarla
desdelos progenitores CD34. Se expresa exclusivamente
en la superficie del eritrocito y requieren obligadamente
de la presencia de la proteina RhAG. Este proteina
comparte 39.2% en la secuencia de aminoacidos con
RhCE y 38.5% con RhD. Se reconocen en el 3% de las
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Figura 1. Locus del gen RH. Elgen RHD esta flanqueado hacia ambos lados por dos cajas Rhesus, con alta homologia (b). Todos lo exones
son menores a 200 bp, con excepcion de los exones terminales 3 del RHD y SMP1.

BFU-Ey68% de las CFU-E. Evolutivamente, las proteinas
del sistema Rh presentan homologia aproximada de 20%
con el transportador del metilamino permeasa (Mep) y
transportadores de amonio (Amt) de levaduras, bacterias
y plantas. EI gen RhAG-like esta presente en
Caenorhabditis elegans (nematodo) y Geodia cydonium
(esponjamarina).

La proteina Rh CE Expresalos antigenos Ce, CE, ce,
cE, esta constituida por 417 aminoacidos. La proteina del
C difiere de c por cuatro aminoacidos y la proteina del E
difiere del e por un aminodcido (P226A). La correlacion
entre los epitopes del RhD y los polimorfismos de las
proteinas del sistema Rh, no estan completamente
definidas. La substitucion de un aminoacido (ser103pro)
es el responsable del polimorfismo Cc, mientras que la
substitucion pro225ala es responsable de la especificidad
Ee. La proteina RhD, expresa el antigeno D y esta
constituida por 417 aminoacidos. Se puede identificar
desde las 6 semanas de la vida intrauterina (Figura 1).

Las proteinas accesorias del sistema Rh, son
glicoproteinas relacionadas (+/-) con el fenotipo Rh null,
que incluye a las estructuras Lw o ICAM-4 (Ag LW
19p13.3), IAP 0 CD47 (Ag no conocido, 3q13), GPB o
sialoglicoproteina (N, S, s, U. 4928-q31), banda 3 0 AE1
(Diego, 17q12-g21) y la glicoproteina Fy o DARC.

Condicion de los sujetos Rh negativo
Los mecanismos para explicar que un sujeto sea Rh

negativo, son dependientes del grupo ético en cuestion.
Los mecanismosinvocados sonla delecion parcial o total
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del gen RhD (Rh(el)), la generacion de alelos hibridos
RHD/RHCE vy la pérdida de expresion del RhD. En la
mayoria de los haplotipos de los sujetos RhD negativo,
estanrepresentados porlaausenciadelgenRhDyconla
presencia del gen RHCE, tal como ocurre en la mayoria
de los sujetos RhD negativo de origen caucasico. En
donadores de origen Japonés, se ha documentado que
cercade 27% de los donadores RhD negativo presentan
delecién parcial del gen RhD, observandose que se
encuentra conservada e intacta la regién promotora del
gen RhD. Los fenotipos de esos donadores fueron CC o
Cc, perono cc. Esta diferencia parece ser derivada de la
frecuencia de los fenotipos RhD negativo y RhC positivo
o bien a la diferencias en las caracteristicas de la
glicoproteina asociada al sistema Rh o proteina Rh50. sin
embargo, hay variaciones étnicas, pues aproximadamente
30% de los taiwaneses Rh negativo poseen el antigeno
RhD(el), predominando el fenotipo Ccee. Esta es una
variante poco frecuente, que puede conteneral gen RhD
intacto. En sujetos chinos del grupo Han, se ha observado
al menos tres polimorfismos en sujetos Rh negativo.
Estos incluyen en un novel haplotipo asociado al Rh
negativo, que consiste en unalelonormal RHCE yungen
no funcional RhD.

Los puntos de ruptura de la delecion RHD en los
sujetos con haplotipo Rh negativo estan localizados en
una regién idéntica de 1463 pb en la caja Rheusus. La
estructura molecular delgen Rh, explicalos mecanismos
paraladeleciondelgen RhDylageneraciéndelos alelos
hibridos RHD/RHCE. Cerca del 0.2% de los sujetos de
razablancatienenreduccion enlaexpresion del antigeno
D, conocida como variante D débil (Du). La expresién del
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Figura 2. Topografia de las proteinas del sistema Rh enla membrana eritrocitaria.

D débil, no es una variante Unica. Existe multitud de
polimorfismos que se relacionan con esta expresion.
Hecho que dificulta su evaluacién seroldgica, reportdndose
cada vez mas variantes. Los sujetos con D débil,
especialmente aquellos con menos de 400 sitios
antigénicos, pueden desarrollar anti-D, luego de la
exposicion a eritrocitos Rh positivo.

Se haobservado que la sustitucion de aminoacidos en
la variante D débil, se puede localizar en los segmentos
de proteinas de transmembrana e intracelulares, asi
como en los racimos de 4 regiones de la proteina
(aminoacidos en la posicion 2 a 12, alrededor de la 149,
asi como los aminoacidos 179 a 225 y los aminoacidos
267 a 397). Esto indica que los sujetos con fenotipo D
débil, si bien no todos, es debido a una alteracion
cuantitativas de la proteina RhD.

Los individuos RhD positivo, pero con D parcial o
variante de D, pueden produciranticuerpos anti-D, similar
a al de los sujetos Rh negativo. El fenotipo D parcial
ocurre enmenos del 1% delapoblacion europea. Labase
molecular principal es generalmente por conversion de
genes, enlacual parte del gen RhD es substituido por sus
respectivos segmentos del gen RhCE en una simple
mutacion sin sentido. En sujetos de raza negra de origen
africano, debido a la presencia de alelos aberrantes del
RHD (DAU-0 a DAU-4, Thr379met) es posible observar
mayor frecuencia el desarrollo de anti-D en sujetos Rh
positivo. Los fenotipos variantes de D, del 1 al 7, D(ll) y
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DFR, pueden desarrollar, posterior a una embarazo o
transfusidonincompatible. Los eritrocitos de estas variantes
no expresan nueve determinantes (epD1 a epD9), los
cuales normalmente componente la estructura del mosaico
D.

Las pruebas moleculares pueden utilizarse junto con
el estudio seroldgicoy apoyar al diagndstico de problemas
inmunohematoldgicos. La reaccion falsa positiva como
RhD en sujetos Rh negativo, es una causa comun de
isoinmunizacion relacionada a la transfusion. Esto se
debe aque diversas variantes del gen RhCE transportan
secuencias de aminoacidos, especificas del RhD y
provocar reaccion de aglutinacion, especialmente conel
uso de reactivos anti-D de origen monoclonal.

Determinacion de la cigocidad al RhD

Es un problema comun ante la pareja donde el es RhD
positivoy ella, isoinmunizada es Rh negativo y se desea
establecer el estado de cigocidad del varén para estimar
las probabilidades o no de que ambos tengan un hijo Rh
negativo. Sin embargo, se vislumbra una sefal
esperanzadora para estas parejas, especialmente con el
advenimiento de las técnicas de PCR en tiempo real o
ELISA basada en PCR. Mediante estas técnicas es
posible establecer el efecto de la dosis delgen RhD enel
varon.
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Identificacion del Rh fetal presente en la circulacion
materna

Enalgunos reportes de la literatura se ha descrito que se
pueden obtenerhasta 25 eritroblastos fetales por mililitro
de sangre maternaobtenida. Este valor corresponde ala
concentracion 500 veces mayor que el promedio de
células fetales presentes en la circulacién maternal con
un porcentaje de recuperacion promedio de 45 55% de los
eritroblastos contenidos originalmente.

Es posible identificar el genotipo del RhD por
amplificacion directa de la muestra de sangre materna,
usando la capa leuco-eritroide. El gen RhD ha sido
amplificado por PCR. Sin embargo, como los leucocitos
fetales pueden sobrevivirenlacirculacion materna durante
varios afios luego del nacimiento este hecho presenta la
probabilidad de enfrentarnos aresultados falsos positivos.
Por otro lado, técnicamente es muy dificil separar los
leucocitos fetales de los maternos. Igualmente. La
estrategia de amplificacion directa puede generar falsos
negativos debido al bajo numero de células fetales
presentes en la circulacion materna.

En constaste, los eritroblastos estan presentes ental
cantidad durante el proceso de aislamiento que es posible
obtenerlos aun en etapas tempranas del embarazo, con
la ventaja de que su vida media es de 25a 35diasenla
circulacion materna.
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