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Resumen: Mas de 100 anos han transcurrido desde el descubrimiento de los grupos san-
guineos A, By O y hasta el presente se han reconocido 308 antigenos, de los cuales 270
estan agrupados en 30 sistemas sanguineos. Su importancia radica en la seguridad con
la cual se transfunde la sangre de donantes a pacientes con pruebas tan sencillas en su
elaboracién, como la clasificacion sanguinea ABO y Rh, las pruebas cruzadas y el rastreo
de anticuerpos irregulares, con el fin de evitar la aloinmunizacion de los receptores. A
partir de estas técnicas, inicialmente desarrolladas por el premio Nébel en Medicina, Karl
Lansteiner, en 1930, podemos contar en el presente con las nuevas pruebas de biologia
molecular que nos permiten el conocimiento del genotipo fetal en mujeres en embarazo
que han desarrollado anticuerpos contra los grupos sanguineos, hacer andlisis de grupos
sanguineos en pacientes multitransfundidos, detectar donantes con baja expresion del
antigeno D, hacer diagnostico genético preimplantacién y realizar pruebas que permiten
la tipificacion de donantes para los polimorfismos mas importantes desde el punto de vista
clinico, entre otros. Esta serie de médulos se inicia en el presente nimero con las bases
genéticas e inmunoldgicas de los grupos sanguineos y pretende llevar al lector de forma
claray concisa en un viaje placentero, desde el punto de vista del conocimiento, a disfrutar
del estudio de los grupos sanguineos, sus antigenos y anticuerpos, y la importancia que
éstos tienen en la practica clinica. En mdédulos posteriores se revisaran la enfermedad
hemolitica del feto y del recién nacido, las pruebas empleadas para el diagnéstico de
las anemias hemoliticas autoimunes, el diagndstico e interpretaciéon de las pruebas ne-
cesarias para el estudio de las reacciones transfusionales, la realizaciéon de las pruebas
inmunohematolégicas en banco de sangre y su interpretacién adecuada a fin de aportar
elementos suficientes para el manejo clinico y quirtrgico de los pacientes. Finalmente, se
revisara la serologia de los leucocitos y las plaquetas, y las pruebas de laboratorio emplea-
das y su importancia clinica.
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| descubrimiento de los grupos sanguineos en el ano 1900 por Karl Landsteiner abrié una

nueva era para la transfusién sanguinea, demostrando la presencia en el suero de las isoaglu-

tininas A, B y C, esta Ultima denominada posteriormente O [1, 2]. Al afio siguiente, Lands-
teiner clasificé la sangre humana en tres grupos sanguineos, de acuerdo a las reacciones serolégicas
de los eritrocitos con estas isoaglutininas [3]. La publicacién inicial de Landsteiner fue en la forma de
pie de pagina en un articulo sobre fermentacién bacteriana. Infortunadamente, varios anos tuvieron
que pasar para que las pruebas fueran introducidas en la practica diaria. Aparentemente ninguna
de las personas del laboratorio de Landsteiner tenfa el grupo sanguineo AB, menos comin, pero en
1901 este grupo sanguineo fue descubierto por los investigadores austriacos von Decastello y Sturli
[4]. Hektoen en Chicago fue el primero en proponer el uso de las pruebas de grupo sanguineo para
la seleccién de donantes y receptores [5], pero fue Ottenberg el primero en hacer la tipificacién
ABO en pacientes y donantes antes de las transfusiones y también fue el primero en realizar las
pruebas de compatibilidad antes de las transfusiones [6].

En el afo 1927 Landsteiner y Levine reportaron los grupos sanguineos M, N'y P [7]. Posterior-
mente en 1939, Levine y Stetson publicaron en menos de dos paginas en la revista Journal of the
American Medical Association su articulo clasico, un reporte de caso, describiendo la enfermedad
hemolitica del recién nacido y el descubrimiento de un grupo sanguineo que posteriormente se
llamé sistema Rh [8].

Karl Landsteiner nacié en Viena el 14 de junio de 1868. Estudié medicina en la Universidad
de Viena, gradudndose en 1891. Posteriormente realiz6 estudios de bioquimica y anatomia pato-
l6gica, obteniendo el titulo de Profesor de Anatomia Patolégica en la Universidad de Viena.

A pesar de que Landsteiner hizo numerosas contribuciones en anatomfa patolégica, histologfa
e inmunologfa, su nombre siempre sera honrado por su descubrimiento de los grupos sangui-
neos, motivo por el cual recibié el Premio N6bel en Medicina en 1930. Landsteiner continué
investigando en grupos sanguineos, en la quimica de los antigenos, anticuerpos y otros eventos
inmunolégicos que ocurren en la sangre.

En 1939 recibi6 el titulo de Profesor Emérito del Instituto Rockefeller, trabajando con la
misma energfa que lo caracterizé. El 24 de junio de 1943, padeci6 un infarto de miocardio en
su laboratorio y muri6 dos dias después en el hospital del instituto en el cual habfa realizado su
distinguido trabajo [9].

En 1908, Moreschi [10] describié la reaccién de antiglobulina, pero su aplicacién en la de-
teccion de los grupos sanguineos no fue apreciada hasta 1945, cuando Coombs, Mourant y Race
publicaron su trabajo en Lancet y en British Journal of Experimental Pathology en 1945 y 1946,
sobre el uso de anticuerpos de conejo contra la IgG para detectar eritrocitos cubiertos con 1gG
[11]. En pocos afos la “prueba de antiglobulina” o “prueba de Coombs” se adopté virtualmente
en todos los laboratorios de hematologia y en los servicios de transfusién de sangre de todo el
mundo, permaneciendo como la “prueba de oro” hasta la fecha.

La prueba de antiglobulina mejoré la seguridad de la transfusiéon sanguinea y también llevé
al descubrimiento de muchos antigenos y grupos sanguineos. Adicionalmente, esta prueba es la
base de la prueba inmunoabsorbente ligada a enzima o ELISA (en inglés, enzyme linked immuno-
sorbent assay) y de muchas otras usadas en microbiologfa y otras especialidades.

Robert Royston Amos (“Robin”) Coombs nacié en 1921 en Londres, se educé en Sudéfrica y
Escocia, donde se gradud en Veterinaria. Posteriormente obtuvo su PhD en Cambridge, en donde
trabajo toda su vida en el Departamento de Patologfa. Recibié titulos honorarios de las universi-
dades de Guelph, Netherlands y Edimburgo, y fue nombrado Fellow de la Royal Society en 1965.
Murié en Cambridge el 25 de enero de 2006 a la edad de 85 afos [12].

Medicina & Laboratorio, Volumen 15, Nimeros 1-2, 2009

38



Arbelaez-Garcia CA.

Genética de los grupos sanguineos

La herencia de caracteristicas transmisibles o rasgo, incluyendo los antigenos de los grupos
sanguineos, forma la base de la genética. El material genético que determina cada rasgo se en-
cuentra en el ntcleo de la célula. Este material nuclear se llama cromatina, la cual esta constituida
principalmente por acido desoxirribonucleico (DNA). Cuando la célula se divide, la cromatina
pierde su apariencia homogénea y conforma unas organelas en forma de bastones denominadas
cromosomas. Cada cromosoma estd formado por cadenas de DNA. Dentro del DNA cromo-
sémico estan los genes, que poseen la informacién genética, los cuales estan constituidos por
secuencias especificas de nucleétidos. Los genes estdn ubicados en un orden especifico a lo largo
del cromosoma, ubicados en una posicién fija conocida como locus, loci en plural [13], como se
observa en la figura 1.

Cromosomas

El nimero de cromosomas y la morfologia de los cromosomas son especificos para cada
especie. Las células somaticas humanas tienen 46 cromosomas que existen como 23 pares (la
mitad de cada par se hereda de cada padre). Veintid6s de los pares son semejantes en hombres
y mujeres, denominados autosomas; los cromosomas sexuales, XX en las mujeres y XY en los
hombres, son el par restante.

Cada cromosoma consiste en dos brazos unidos en una constriccion primaria, llamada cen-
tromero. Los dos brazos poseen diversas longitudes: el brazo corto se llama “p”, y el brazo largo
se llama “q”. Los brazos de cromosomas individuales son indicados por el nimero del cromoso-
ma seguido por una “p” o una “q” (por ejemplo, Xp es el brazo corto del cromosoma X; 12q es
el brazo largo del cromosoma 12). Cuando son coloreados, cada cromosoma exhibe un patrén
Gnico de bandas, que se enumeran del centrémero hacia afuera. Los cromosomas son identifi-
cados por la localizacién del centrémero y de sus patrones de bandas. La identificacién de genes
individuales a lo largo del cromosoma se puede trazar fisicamente, de acuerdo a la ubicacién

especifica de las bandas [14], como se observa en la figura 1.

Cromosoma

Gen

Locus

Centromero

Cromatina

Figura 1. Representacién esquematica de la ubicacién (locus) de los genes en los cromosomas.
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Genética y herencia

Los genes de los grupos sanguineos estan localizados en los 22 pares de autosomas. Ningtn
antigeno de grupo sanguineo se ha encontrado en el cromosoma Y, y en el cromosoma X sélo
los genes Xg y Xk.

Alelos

Cada gen tiene un locus especifico sobre un cromosoma, y genes alternos que ocupan un solo
locus se denominan alelos, los cuales son responsables de la especificidad de los antigenos. La
terminologfa de la Sociedad Internacional de Medicina Transfusional, ISBT (por sus siglas en in-
glés, International Society of Blood Transfusion) distingue entre los alelos para los antigenos de los
grupos sanguineos (polimorfismos genéticos) y los antigenos que ellos codifican [22]. Por ejemplo,
los antigenos principales del sistema del ABO son A, By O, y los alelos son A’, By O'. En el
sistema Kell, dos alelos, Ky k, determinan los antigenos Ky k, respectivamente. Los individuos
que tienen alelos idénticos en un locus especifico en ambos cromosomas se denominan homoci-
gotos para el alelo (por ejemplo A’/A" o K/K o k/k). En el estado heterocigoto, los alelos presentes
en el locus en cada cromosoma no son idénticos (por ejemplo A’/O" o A/B" o K/k). La tabla 1
presenta los genotipos y las localizaciones cromosémicas para los 30 sistemas de antigenos de los
grupos sanguineos [15].

Cuando se heredan dos alelos silenciosos o amérficos, el resultado es un fenotipo nulo o
“menos-menos”. Existen fenotipos nulos en la mayoria de los sistemas de grupos sanguineos
humanos. Los ejemplos mds comunes son las personas de grupos sanguineos O, Fy(a-b-), mas
frecuente en poblacién negra, y Le(a-b-) [16].

Efecto de dosis

Los individuos que son homocigotos para un alelo en algunos sistemas de grupo sanguineo
pueden tener mayor cantidad de antigeno expresado en sus eritrocitos que las personas que son
heterocigotas para ese alelo. Por ejemplo, los eritrocitos de una persona con fenotipo Jk(a+b-)
tienen una “dosis doble” del alelo Jk* 'y, consecuentemente, expresan mdés antigeno Jk* en la
superficie del eritrocito que un individuo cuyo fenotipo es Jk(a+b+) (una sola dosis del alelo de
Jk?). La diferencia en la cantidad de antigeno expresado en la membrana del eritrocito, entre un
fenotipo homocigoto y heterocigoto se puede detectar por técnicas serolégicas, como se muestra
en el siguiente ejemplo:

Fenotipo Genotipo Reaccion con anti-E
E E/E Fuerte (4+)
Ee Ele Débil (2+)
E ele Negativa (O)

El efecto de dosis no se presenta en todos los antigenos de grupo sanguineo o aun en todos
los anticuerpos de una especificidad dada. Los anticuerpos que demuestran tipicamente efecto
de dosis, son los que pertenecen a los sistemas de grupos sanguineo Rh, MNS, Kidd y Duffy. Los
alelos se originan por cambios genéticos en el DNA y pueden dar lugar a diferentes expresiones
de fenotipos [13].

Frecuencia de los alelos

La frecuencia de un alelo (o la frecuencia del gen) es la proporcién que contribuye al grupo
total de alelos en un locus, en una poblacién y en un momento dados. Esta frecuencia se puede

Medicina & Laboratorio, Volumen 15, Nimeros 1-2, 2009

40



Tabla 1. Genotipos y localizaciones cromosémicas de los sistemas sanguineos

Numero Sistema Simbolo No. de antigenos Gen Cromosoma
.001 ABO ABO 4 ABO 9
.002 MNS MNS 46 GYPA, GYPB, GYPE 4
.003 P P1 1 P1 22
.004 Rh RH 57 RHD, RHCE 1
.005 Lutheran LU 21 LU 19
.006 Kell KEL 34 KEL 7
.007 Lewis LE 6 FUT3 19
.008 Duffy FY 6 DARC 1
.009 Kidd JK 3 SLC14A1 18
.010 Diego DI 21 SLC4A1 17
.011 Yt YT 2 ACHE 7
012 Xg XG 2 XG, MIC2 XY
.013 Scianna SC 7 ERMAP 1
.014 Dombrock DO 6 ART4 12
.015 Colton co 3 AQP1 7
.016 Landsteiner-Wiener LW 3 ICAM4 19
.017 Chido/Rodgers CH/RG 9 C4A, C4B 6
.018 Hh H 1 FUT1 19
.019 Kx XK 1 XK X
.020 Gerbich GE 8 GYPC 2
.021 Cromer CROM 15 CD55 1
.022 Knops KN 9 CR1 1
.023 Indian IN 4 CD44 11
.024 Ok OK 1 BSG 19
.025 Raph RAPH 5 CD151 11
.026 John Milton Hagen JMH 1 SEMA7A 15
.027 | | 1 GCNT2 6
.028 Globoside GLOB 1 B3GALNT1 3
.029 Gill GIL 1 AQP3 9
.030 Glicoproteina RHAG 3 RHAG 6

asociada a Rh

calcular de las frecuencias del fenotipo observadas dentro de una poblacién. La suma de frecuen-
cias de los alelos en un locus debe ser igual a 1.

La ley de Hardy-Weinberg se utiliza para calcular las frecuencias de alelos y genotipos en una
poblacién, cuando la frecuencia de un rasgo genético (por ejemplo fenotipo del antigeno) se
conoce. Sin embargo, tiene en cuenta ciertas premisas: que no existan mutaciones ni migracio-
nes (hacia adentro o hacia fuera) de la poblacién, que no haya presencia selectiva de ventajas o
desventajas de un rasgo en particular y que se analice una poblacién suficientemente grande, de
modo que un solo hecho no pueda alterar la frecuencia de un alelo. Si todas estas condiciones
estan presentes, el grupo de genes esta en equilibrio y las frecuencias del alelo no cambiaran de
una generacién a la siguiente. Si estas premisas no se aplican, pueden ocurrir cambios en la fre-
cuencia de los alelos en algunas generaciones, lo cual puede explicar muchas de las diferencias
en frecuencias de los alelos entre poblaciones [13].
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Fundamentos de genética e inmunologia
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Segregacion

El término segregacion se refiere al concepto que dos alelos de un gen nunca se encuentran
en el mismo gameto, pero siempre se segregan y pasan a diferentes gametos. En genética de gru-
pos sanguineos, esto puede ser ilustrado por la herencia de los alelos ABO. En el ejemplo de la
figura 2, la generacion parental (P) son homocigotos para el alelo Ay el alelo O. Todos los miem-
bros de la primera generacién filial (F1) serdn heterocigotos (A/O) pero expresaran el antigeno
del grupo sanguineo A (O es un alelo silencioso). Si una persona F1 se aparea con una persona
de genotipo A/O, la progenie resultante, llamada la segunda generacion filial F2, serd de grupo
sanguineo A (heterocigoto u homocigoto) o grupo sanguineo O. Si una persona F1 se aparea con
una persona heterocigoto del grupo B (B/O), la descendencia podria tener el grupo sanguineo A,
B, AB u O, como se observa en la tabla de Punnett de la figura 2.

Madre Padre
Palcires A (Fenotipo) O (Fenotipo)
AA (Genotipo) 0O (Genotipo)
Gametos
Hijos (Fenotipo) AO AO AO AO
F (Genotipo) P: A X A 1A
:
1
1
1
1
1
1
:
Hijos (Fenotipo)  AA AO AO 00
F2 (Homocigoto) (Heterocigoto) (Homocigoto)
(Genotipo) A A A A

Tabla de Punnett

AO

Y 1 @1 @
BO

AB BO

i B
) AO 00

Figura 2. Segregacion. Ejemplo de segregacion de los grupos sanguineos donde se observa la presencia de un solo alelo
por gameto.
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Herencia independiente

La ley de Mendel de herencia

Madre Padre

A, K+ (Fenotipo) B, K- (Fenotipo)

BB, kk (Genotipo)

independiente establece que los ge- AA, Kk (Genotipo)
nes que determinan varios rasgos son T
heredados independientemente uno
del otro. Por ejemplo, si un padre es
del grupo A (homocigoto para A) y Al a K |«
K+k+, y el otro padre es del grupo B
(homocigoto para B) y K-k+ (homoci-
goto para k), todos los nifos F1 serdn
el grupo AB; la mitad serdn K+k+ y 8 | ag | AB P VO
la otra mitad K-k+. Una segunda ge-
neracion filial puede presentar cual-
quiera de los siguientes fenotipos: Al B K | «
grupo A, K+k+; grupo AB, K+k+;
grupo B, K+k+; grupo A, K-k+;
grupo AB, K-k+; grupo B, K-k+.
Las proporciones serdn 1:2:1:1:2:1, B | AB | BB k| ke | Kk
como se observa en la figura 3.

Genotipos

o T AB | AB k | Kk | kk

Genotipos
posibles

La herencia independiente se | a4 Y

. e ) . enotipos ) , )
aplica si los genes estan en dlfgrentes ¥ osihlas { BB kk AB.Kk AB. kk
cromosomas o en porciones distantes

del mismo cromosoma. Una excep-
cién a esta regla es que los genes que
estan estrechamente ligados en el mismo cromosoma no se heredan independientemente, per-
maneciendo juntos de una generacion a otra, esto se denomina ligamiento.

Figura 3. Herencia independiente de los grupos sanguineos ABO y Kell.

Ligamiento

El ligamiento genético se define como la tendencia de que alelos que estan muy cerca en el
mismo cromosoma, se transmitan juntos. Durante la mitosis, cada par de cromosomas homélo-
gos experimenta una serie de recombinaciones. El resultado del intercambio reciproco de seg-
mentos entre las cromatides se denomina entrecruzamiento (ver figura 4). Los genes que estan
muy cerca en un cromosoma tienden a ser transmitidos juntos durante estas recombinaciones y
sus alelos, por lo tanto, no se segregan independientemente. Algunas veces el ligamiento es muy
estrecho, asi que la recombinacion raramente ocurre.

La fuerza de ligamiento se puede utilizar como unidad de medida para estimar la distancia
entre diferentes loci. Este tipo de analisis puede ayudar en identificar, trazar y diagnosticar los
genes responsables de ciertas enfermedades heredables. La demostracion de ligamiento entre el
gen que controla la secrecién de ABH (Se) y la expresién de los antigenos del grupo sanguineo Lu-
theran (Lu?, Lu®) fue el primer ejemplo reconocido de ligamiento autosémico en humanos [17].

El andlisis de esta relacién también proporcioné la primera evidencia en los seres humanos
de la recombinacién debido a entrecruzamiento, y ayudé a demostrar que ocurre mas frecuen-
temente en hembras que en varones.

Desequilibrio de acoplamiento

Cuando dos loci estdan muy cerca, los alelos en estos loci tienden a heredarse juntos y se dice
que constituyen un haplotipo. El ligamiento estrecho entre los loci que controlan la expresién de
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Figura 4. Los /oci que se encuentran muy cerca unos de otros, raramente se afectan por el entrecruzamiento, por lo tanto
los alelos de estos loci se heredan juntos (Ny S, My s). Los loci que estan en el mismo cromosoma, pero no muy cerca (loci
Ss y Zz), pueden presentar entrecruzamiento. El entrecruzamiento ocurre entre cromatides homélogas durante la meiosis,
dando como resultado segregacién de los alelos en el mismo cromosoma.

M, de N, de Sy de s, es un ejemplo de desequilibrio de ligamiento. Las frecuencias aproximadas
de cada uno de los cuatro alelos son:

Alelo Frecuencia (%) Alelo Frecuencia (%)
M 0,53 S 0,33
N 0,47 s 0,47

Si los alelos de los antigenos M, N, S, y s, se segregan independientemente, la frecuencia
esperada de cada haplotipo, seria el producto de las frecuencias de los alelos individuales. Sin
embargo, las frecuencias observadas no son las que se esperan:

Alelos Frecuencia esperada Frecuencia observada
MS 0,53x0,33 =0,17 0,24
Ms 0,53 x 0,67 = 0,36 0,28
NS 0,47 x 0,33 = 0,16 0,08
Ns 0,47 x 0,67 = 0,31 0,40
Total 1,00 1,00

Este es un ejemplo de desequilibrio del acoplamiento: la tendencia de combinaciones espe-
cificas de alelos en dos o més loci ligados, se heredan juntos mas frecuentemente de lo que se
podria esperar por azar.

Patrones de herencia

Rasgo dominante y recesivo

Los rasgos son la expresién observada de los genes. Un rasgo que se observa cuando el alelo
determinante esta presente se llama dominante. Cuando diferentes alelos en cromosomas ho-
mélogos producen un rasgo observable, se utiliza el término codominante. Los antigenos de los
grupos sanguineos se expresan como rasgos codominantes. Por ejemplo, si una persona hereda
el gen E de un padre y el gen e (antigenos E y e del sistema Rh) del otro padre, entonces ambos
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antigenos E y e se expresaran sobre

la superficie de los eritrocitos, como
se observa en la figura 5.

Un rasgo recesivo se observa S
Gnicamente cuando el alelo no se para
aparea con un alelo dominante, Eoe
o sea cuando dos alelos recesivos
estan presentes. Los rasgos obser-
vables se llaman fenotipos. La ti-
pificacion de los antigenos de los
grupos sanguineos con antisueros
identifica el fenotipo. En algunos
casos, los genotipos se pueden de-

ducir del fenotipo, especialmente Cromosomas Cromosomas Cromosomas

cuando se realizan estudios familia- homocigotos heterocigotos para homocigotos

res, pero los genotipos usualmente para el gen E los genesEy e, para el gen e

no se determinan tipificando los Ul

eritrocitos.

Asignacion cromosomica a

La expresion antigénica se

puede alterar por la interaccién Eritrocitos Eritrocitos Eritrocitos

de los genes. Genes reguladores o expresan expresan expresan
antigeno E antigenos Ey e antigeno e

modificadores, no necesariamen-
te Iocallzado.s.en el mismo IOCUS/ Figura 5. Ejemplo de combinaciones de los genes E y e, sobre el cromo-
pueden modificar un grupo sangui-  soma 1, brazo corto .

neo. Ademas, los genes supresores
o modificadores pueden afectar la expresion
de otros genes a través de mecanismos poco
conocidos. La interaccién de tres loci separa-
dos (H, Le y Se), determina el fenotipo Lewis.
In(lu) es un gen modificador que inhibe la ex-
presion del antigeno Lutheran junto con P, i,
Au?y otros [18, 19]. Algunas observaciones en
serologia de los grupos sanguineos han sido
explicadas por la interacciéon genética: de-
bilitamiento de la expresién del antigeno de
D cuando el alelo C est4 presente en cis (en
el mismo cromosoma) o en trans (en el cro-
mosoma par), como se observa en la figura
6 [20].

r
1
1
1
1
1
1
1
ol
CIS:
1
1
1
1
1
1
1
1

Genética poblacional

En situaciones clinicas para predecir la pro- -

babilidad de encontrar sangre compatible con

un suero que contiene multiples anticuerpos,

es importante el conocimiento de la genética

poblacional. Para los célculos se utilizan las pu- o ) ,

bli . de las f ias de los f ti Figura 6. Localizacion de los alelos en cis (en el mismo
Icaciones de las frecuencias de 10s tfenotpos. cromosoma) y en trans (en el cromosoma par).
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Fundamentos de genética e inmunologia
para bancos de sangre y medicina transfusional

Frecuencia de los fenotipos

Las frecuencias de los fenotipos de los grupos sanguineos se obtienen analizando muchas per-
sonas seleccionadas de forma aleatoria, de la misma raza o grupo étnico y observando la propor-
cién de reacciones positivas y negativas con un anticuerpo especifico para un grupo sanguineo.
En un sistema de grupo sanguineo, la suma de las frecuencias del fenotipo debe ser igual al 100%.
Por ejemplo, en una poblaciéon caucasica, 77% de los individuos seleccionados aleatoriamente
son Jk(a+). La frecuencia de los individuos de Jk(a-) debe ser el 23%. Si se necesita sangre para
un paciente con anti-Jk?, el 23% o aproximadamente una en cuatro unidades de sangre ABO-
compatibles, deben ser compatibles.

Calculos para fenotipos combinados

Si un paciente tiene mudiltiples anticuerpos de grupos sanguineos, puede ser Gtil estimar el
ndmero de unidades que deben ser analizadas para encontrar unidades de sangre negativa para
todos los antigenos. Por ejemplo, si un paciente tiene anti-c, anti-K, y anti-Jk?, écudntas unidades
de sangre ABO-compatibles tendrian que ser analizadas para encontrar 4 unidades con el feno-
tipo apropiado?

Anticuerpo Frecuencia del fenotipo (%)
c- 20
K- 91
Jk(a-) 23

Para calcular la frecuencia del fenotipo combinado, las frecuencias individuales se multipli-
can porque los fenotipos son independientes unos de los otros. Entonces, la proporcién de las
personas que son c- es 20%. Del 20% de individuos c-, el 91% son K-; por lo tanto 18% (0,20 x
0,91 = 0,18) son c- y K-. De este 18% de individuos c-K-, el 23% deben ser Jk(a-); por lo tanto,
solamente el 4% de individuos tendran sangre c-K-Jk(a-) (0,2 x 0,91 x 0,23 = 0,04). Es asi como
de 100 unidades analizadas, 4 unidades son compatibles. Para la toma de decisiones se debe
solicitar ayuda a los bancos de sangre, con el fin de encontrar sangre compatible en pacientes
aloinmunizados [13].

Pruebas de paternidad

Los antigenos de los grupos sanguineos, muchos de los cuales se expresan como rasgos co-
dominantes, con modelos simples de herencia mendeliana, son tiles en los analisis de paterni-
dad. Si uno asume que los resultados de las pruebas son exactos, la paternidad se puede excluir
de dos maneras:

1. Laexclusion directa de la paternidad se establece cuando un marcador genético esta presente
en el nino pero estd ausente en la madre y en el supuesto padre. Ejemplo:

Fenotipo de grupo sanguineo

Nifio Madre Supuesto padre
B (0] O

El nifo ha heredado un gen B, el cual no se puede heredar ni de la madre ni del padre su-
puesto. De acuerdo con los fenotipos de la madre y del nifio, el gen B se debe haber hereda-
do del padre biolégico y se llama un gen obligatorio paterno.
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2. La exclusién es indirecta cuando el nifio carece de un marcador genético que el padre alega-
do (dado su fenotipo observado) debe transmitir a su descendencia. Ejemplo:

Fenotipo de grupo sanguineo

Nifio Madre Supuesto padre
Jk(a+b-) Jk(a+b-) Jk(a-b+)

En este caso, el supuesto padre es probablemente homocigoto para Jk* y debe haber trans-
mitido Jk® al nifto. La exclusién directa es més convincente que la exclusién indirecta cuando
se trata de establecer paternidad. La exclusién indirecta puede resultar algunas veces por la
presencia de un alelo silencioso. En el ejemplo anterior, el padre supuesto podria tener un
alelo silencioso (Jk), el cual fue transmitido al nifo.

El genotipo del nifo podria ser Jk¥k en vez de Jk*Jk?, mucho mas comin. La interpretacion
de datos fenotipicos debe considerar todos los factores biolégicos y analiticos conocidos para
influenciar resultados. Cuando el supuesto padre no puede ser excluido de la paternidad, es
posible calcular la probabilidad de la paternidad. La probabilidad que el padre supuesto transmi-
ta los genes obligatorios paternales se compara con la probabilidad que cualquier otro hombre
aleatoriamente seleccionado de la misma poblacién racial/étnica pueda transmitir los genes.

El resultado se expresa como un cociente de probabilidad (indice de paternidad) o como por-
centaje (probabilidad posterior de paternidad dada una probabilidad anterior). Los métodos para
el andlisis de paternidad incluyen a menudo el estudio de muchos sistemas genéticos diferentes a
los grupos sanguineos (por ejemplo HLA y repeticiones cortas al azar (STR, en inglés short tandem
repeat systems). Muchos laboratorios de pruebas de paternidad emplean el método STR para el
analisis de DNA como una medida para evaluar los casos de disputa de paternidad. La Asociacién
Americana de Bancos de sangre (AABB, en inglés American Association of Blood Banks) ha desa-
rrollado estandares para los laboratorios que realizan estudios de paternidad [21].

Nomenclatura de los grupos sanguineos

El grupo de trabajo de la Sociedad Internacional de Transfusién de Sangre (ISBT, en inglés
International Society of Blood Transfusion) ha establecido un sistema estandarizado para clasificar
los antigenos de los grupos sanguineos. Sin embargo, se deben conservar las terminologfas an-
teriores, para evitar confusién con las nuevas, por lo tanto ahora existen convenciones comunes
para su uso correcto. La Sociedad Internacional de Transfusion de Sangre ha descrito 30 sistemas
de grupos sanguineos [22].

La terminologfa de la Sociedad Internacional de Transfusion de Sangre para los antigenos de
los eritrocitos, fue ideada como una nomenclatura numérica para facilitar su automatizacién.
Una designacién de seis digitos indica la especificidad de cada grupo sanguineo. Los primeros
tres nimeros identifican el sistema del grupo sanguineo y los dltimos tres nimeros identifican la
especificidad individual. Esta terminologia numérica estd disefiada principalmente para las bases
de datos de computadores.

Para la clasificacién de la Sociedad Internacional de Transfusién de Sangre, cada sistema de
grupo sanguineo debe ser genéticamente distinto. La asignacién de antigenos a un sistema espe-
cifico de grupo sanguineo depende de las relaciones genéticas, serolégicas, y bioquimicas. La clo-
nacion de genes ha hecho posible la asignacién definitiva y ha permitido algunas designaciones
no aprobadas previamente por los estudios tradicionales de familias (por ejemplo, la expansién
del sistema de Diego para incluir un nimero de antigenos de baja incidencia). Sin embargo, aln
no se ha demostrado que algunos antigenos son parte de un sistema reconocido.
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Las colecciones (Ilamadas series 200) son al parecer sistemas de antigenos relacionados para
los cuales atin no existe informacién genética definitiva. Otros antigenos aislados de alta inciden-
cia (serie 901) o baja incidencia (serie 700) se listan juntos hasta que la informacién genética esté
disponible. En estos dltimos afos, el nimero de antigenos de estas tres series ha declinado dra-
maticamente debido a que la informacién genética y bioquimica ha permitido su reasignacion.

Terminologia correcta

Las siguientes son las convenciones aceptadas para expresar los fenotipos y genotipos de los
eritrocitos [23].

1. Los genes que codifican la expresién de los antigenos de los grupos sanguineos se escriben
en itdlica (o subrayado si la italica no esta disponible). Si el nombre del antigeno incluye un
subindice (A,), el gen que lo codifica se expresa con un superindice (A").

2. Los nombres de los antigenos identificados por un superindice o un niimero (por ejemplo Fy?,
Fy:1) se escriben normal (romana). Las identificaciones numéricas se escriben en la misma
linea que las letras. Las letras del superindice son mintsculas. (Algunas excepciones ocurren,
basados en el uso histérico: hrs, hr®).

3. Cuando se expresan los fenotipos del antigeno usando identificaciones con letras, los resulta-
dos se escriben generalmente como + 6 -, en la misma linea que la(s) letra(s) del antigeno:
K+ K-.

4. Para expresar los fenotipos de los antigenos identificados con una letra en superindice, la letra
se pone entre paréntesis en la misma linea que el simbolo que define el antigeno: Fy (a+) y
Fy (a-).

5. Para los antigenos identificados por ndmeros, el simbolo que define el sistema se escribe con
letra mayuscula seguido por dos puntos, y seguido por el nimero que representa el antigeno
analizado. El signo més (+) no aparece cuando los resultados de la prueba son positivos (K:1),
pero el signo menos (-) se pone antes si los resultados son negativos: K:1, K:-1. Si las pruebas
para varios antigenos en un grupo sanguineo se han realizado, el fenotipo se identifica por
la(s) letra(s) del locus o del sistema del grupo sanguineo seguido por dos puntos, y seguido por
los niimeros del antigeno separados por comas: K:-1,2, -3,4. Solamente los antigenos anali-
zados se enumeran; si un anticuerpo que define un antigeno especifico no fue analizado, el
namero del antigeno no se enumera: K:-1, -3,4.

Aunque la terminologia numérica se ha ideado para varios sistemas y antigenos, no se debe
sustituir la terminologfa convencional. El uso de los nombres convencionales de los antigenos
también es aceptable. En algunos sistemas, principalmente el Rh, existen multiples terminologfas
y no todos los antigenos dentro del sistema tienen nombres.

Inmunologia basica de los grupos sanguineos

Antigenos

Un antigeno se define como cualquier sustancia que, cuando ingresa en el organismo y se
reconoce como extraia, provoca una respuesta inmune. Esta podria inducir la produccién de an-
ticuerpos especificos que determinan una reaccion observable [24]. Los antigenos de los grupos
sanguineos pueden ser proteinas o glicoproteinas estructurales de membrana del eritrocito. Los
anticuerpos reconocen principalmente su cadena polipeptidica o de carbohidratos y los glicoli-
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pidos. La mayorfa de las proteinas de superficie son glicosiladas con excepcién de las proteinas
Rhy Kx [25].

Los antigenos de los eritrocitos se pueden expresar exclusivamente en los eritrocitos (como
en el caso de los antigenos Rh) o simultdneamente en otras células sanguineas (como el antigeno
P1) y en los tejidos (antigenos ABO) [26].

Anticuerpos

Un anticuerpo es el producto de la respuesta inmune que reacciona con el antigeno corres-
pondiente en forma observable. Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son proteinas plasmati-
cas que se ubican en la fraccion de las gammaglobulinas. Existen cinco clases de inmunoglobuli-
nas: IgG, IgM, IgA, 1gD e IgE. Los anticuerpos estan formados por cadenas de aminoacidos unidos
por puentes peptidicos. Los anticuerpos IgG poseen cuatro cadenas, dos pequefas o livianas y
dos mas grandes o pesadas. Por su parte, la IgM se compone de 10 cadenas livianas y 10 pesadas.
La figura 7 ilustra la diferencia entre las dos moléculas [24].

¢Qué es un grupo sanguineo?

Un grupo sanguineo se define como “una caracteristica heredada sobre la superficie del eri-
trocito, la cual se puede detectar por medio de un anticuerpo especifico”.

Definicion de sistema de grupo sanguineo

Un sistema de grupo sanguineo estd compuesto por antigenos heredados como grupo. Cada
sistema estd constituido por antigenos producidos por alelos en un locus genético Gnico o en loci
tan estrechamente ligados, que no se presenta entrecruzamiento. Los antigenos de los eritrocitos,
que representan un grupo sanguineo Unico, estdn controlados genéticamente por genes alélicos
heredados independientemente los unos de los otros.

La identificacién de un sistema de grupo sanguineo sigue una secuencia natural. Un anticuer-

po que detecta un nuevo antigeno es descubierto, usualmente en pacientes multitransfundidos
o en mujeres multiparas. Una vez que el correspondiente antigeno es identificado, el patrén de

AV 4 /

para el antigeno

liviana pesada / \

IgG IgM

Figura 7. Representacién esquematica de las moléculas de inmunoglobulinas G y M.
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herencia es estudiado y se inicia una investigacion para la identificacion del antigeno. Posterior-
mente se pueden establecer relaciones genéticas mas complejas; por ejemplo, cuando alelos
mdltiples sobre un cromosoma tnico son heredados como grupo, como en el caso del sistema
de grupo sanguineo MNSs, o varios loci estan comprometidos, como en el caso del sistema de
grupo sanguineo Lewis.

Luego se realizan estudios de poblacién para calcular las frecuencias del gen. Una vez que se
confirma la relacién genética, se puede hacer la asignacién de un sistema de grupo sanguineo.
Si es posible, se determina la estructura bioquimica del antigeno y se describe su biosintesis. Por
lo tanto, los grupos sanguineos primero se definen inmunolégicamente, luego genética y bioqui-
micamente.

Los grupos sanguineos se pueden clasificar de la siguiente forma: 1) por su importancia cli-
nica (es decir que causan reaccion transfusional hemolitica o enfermedad hemolitica del recién
nacido), 2) por la fuente de sensibilizacién (exposicion a antigenos similares en el ambiente o por
estimulacién inmune de antigenos extrafios introducidos por transfusién o embarazo), o 3) por
relaciones bioquimicas.

Inmunohematologia

Los anticuerpos que definen los antigenos de los grupos sanguineos se dividen en tres grupos:
aloanticuerpos, autoanticuerpos y anticuerpos heterélogos [27]. Los aloanticuerpos pueden ser
naturales o inmunes, estimulados por transfusién o por embarazo. Los autoanticuerpos reac-
cionan con antigenos de la misma persona que formé el anticuerpo y generalmente se dirigen
contra antigenos de alta frecuencia. Los anticuerpos heterélogos contra los eritrocitos humanos,
se originan de otras especies.

Un antigeno induce la formacién de un anticuerpo especifico, el cual es capaz de combinarse
con el antigeno. La porcién que se une fuertemente con el anticuerpo, es el determinante inmu-
nodominante. Los determinantes antigénicos pueden ser polipéptidos y polisacaridos lineares o
también pueden ser proteinas.

La especificidad depende de la estructura quimica del antigeno, la cual permite el contacto
estereoquimico entre el antigeno y el anticuerpo. El determinante antigénico es el drea accesible
que se combina con el anticuerpo. El ntimero y la localizacién de los determinantes antigénicos
varfan ampliamente de sistema a sistema y se correlaciona con la fuerza con la cual diferentes
antigenos reaccionan con sus anticuerpos. [28, 31].

Los anticuerpos inducidos por un antigeno especifico pueden presentar reacciones cruzadas
con otros antigenos. Un antigeno generalmente tiene mas de un determinante antigénico, que
también se puede encontrar en antigenos no relacionados. La reactividad cruzada ocurre cuando
los determinantes compartidos son similares.

La inmunogenicidad de un antigeno se debe a su capacidad para estimular la formacién de
anticuerpos. No todos los antigenos son igualmente inmunogénicos. La antigenicidad relativa se
puede estimar calculando el nimero de personas negativas para un antigeno especifico, quienes
desarrollarén el correspondiente anticuerpo, y se compara con la posibilidad de recibir sangre
positiva para un antigeno. De los anticuerpos, los Rh son los mas comunes, seguidos por los que
pertenecen a los sistemas de grupo sanguineo Kell, Kidd y Duffy [27].

La formacién de anti-D ocurre casi en 1% de las exposiciones antigénicas potenciales, anti-K
en aproximadamente 0,1%, y anti-c y anti-E en cerca de 0,04% [32].
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Importancia biolégica de los antigenos de los grupos sanguineos

La importancia biolégica de muchos antigenos de los grupos sanguineos se debe principal-
mente a su estructura. Las siguientes funciones se han atribuido a los antigenos de los grupos
sanguineos [25]:

= Transportadores de moléculas biolégicamente importantes a través de la membrana del eri-
trocito

Receptores de estimulos externos y células de adhesién

Reguladores del complemento para prevenir la destruccién de los eritrocitos

Enzimas

Anclaje de la membrana del eritrocito al citoesqueleto

Proveedor de matriz extracelular de carbohidratos para proteger a la célula de dainos mecé-
nicos y ataques por agentes infecciosos.

Importancia clinica de los anticuerpos de los grupos sanguineos

La importancia clinica se determina de acuerdo a si el anticuerpo es capaz de destruir los
eritrocitos in vivo, si el anticuerpo puede cruzar la placenta (y el antigeno esta bien desarrollado
en el feto), y por la frecuencia relativa del antigeno. Usando estos criterios, los anticuerpos ABO,
los cuales causan destruccién intravascular inmediata, son los mas importantes en las transfusio-
nes, seguidos por los anticuerpos Rh, los cuales ya se han formado por la estimulacién inmune
y pueden causar enfermedad hemolitica del recién nacido severa o destrucciéon inmune de las
células transfundidas. Otros factores importantes son la clase y subclase de inmunoglobulina y el
rango térmico del anticuerpo. En general, los anticuerpos clinicamente importantes son 1gG que
reaccionan a 37°C.

Los anticuerpos clinicamente significativos se presentan entre el 1% y 2% de todos los pa-
cientes transfundidos [33]. Los pacientes con enfermedad de células falciformes tienen una inci-
dencia aproximadamente del 25% [34, 36] y los receptores de transplante hepético desarrollan
anticuerpos entre el 6% y el 12%. Las personas con enfermedades autoinmunes también presen-
tan una frecuencia elevada de aloanticuerpos [37].

Otro factor importante es la diferencia en la distribucién de los antigenos sobre los eritro-
citos, en la poblacién. Como se observa en la tabla 2 [38, 39], |a distribucién de antigenos en
algunos sistemas de grupo sanguineo, es diferente entre los grupos étnicos, por lo tanto el po-
tencial de transfundir glébulos rojos que porten los antigenos a receptores que no los poseen,
es mucho mayor.

Anticuerpos 1gG

Los anticuerpos IgG constituyen alrededor del 73% de las inmunoglobulinas totales. Tienen
un peso molecular de 150.000 daltons. Por su tamaiio, atraviesan con facilidad la placenta, cau-
sando la enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, la cual se presenta cuando los anti-
cuerpos maternos cruzan la placenta y destruyen los eritrocitos fetales que poseen los antigenos
correspondientes. Los anticuerpos IgG no producen aglutinacién de los glébulos rojos antigénicos
suspendidos en solucién salina; sélo los recubren y sensibilizan [24].
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Tabla 2. Distribuciéon de grupos sanguineos en poblacion de los Es- Anticuerpos lgM
tados Unidos

Prevalencia en porcentaje Los anticuerpos IgM constituyen
Sistema Antigeno Blancos Negros alredgdor del 8% de las inmunog-
sanguineo lobulinas totales. Son mucho maés
Rh c 68 o7 grandes que los IgG y tienen un
o 80 % peso molecular de 900.000 daltons.
£ 29 2 No pueden atravesar la placenta, de
manera que no provocan enferme-
€ %8 %8 dad hemolitica del recién nacido.
LEL X 9 2 Aglutinan con facilidad los gl6bulos
99.8 100 rojos suspendidos en solucién salina
Js2 0 20 y su vida media es de apenas 10 dfas.
Jsb 100 99 Durante las reacciones antigeno-an-
Duffy Fye o5 10 ticuerpo, a menudo activan gl com-
plemento, causando hemdlisis de los
Fy? g 2 eritrocitos, mas que aglutinacion. La
Kidd Je Ll o1 tabla 3 muestra la diferencia entre
Jke 72 43 los anticuerpos IgG e IgM [24].
MNS S 55 31
s 89 87 Grupo sanguineo
y enfermedad
Tabla 3. Diferencias entre los anticuerpos IgG e IgM La asociacién de grupos sanguf-
19G IgM neos y enfermedad se puede dividir
b , _ , . . en dos categorfas: 1) la asociacién
orcentaje del total de inmunoglobulinas 73% 8% del fenotipo de grupo sanguineo
Peso molecular 150.000 900.000 con la expresién de enfermedad y
Aglutinacion eritrocitaria No Si 2) el papel de los grupos sangufneos
Cruce placentario Si No como receptores de patégenos [38].
Activacién del complemento si Si En la primera categoria, la identidad
Temperatura 6ptima de reaccion 37°C 4°C de un fenOtipO anormal ha llevado
, . al descubrimiento de una anorma-
Tipo de anticuerpo Inmune Natural

lidad en la membrana del eritrocito
[39]. Usualmente el fenotipo de los
eritrocitos se representa como “nulo”; esto significa que los antigenos de un grupo sanguineo
en particular estdn ausentes en los eritrocitos. Un ejemplo es el fenotipo Rh nulo: en personas
de este fenotipo, todos los antigenos del sistema de grupo sanguineo Rh estdn ausentes en los
eritrocitos. Los eritrocitos muestran una forma anormal y las personas presentan anemia leve
compensada. Otro ejemplo es el fenotipo McLeod, el cual se manifiesta en los eritrocitos por
la ausencia o debilitamiento de los antigenos del sistema de grupo sanguineo Kell. La forma de
los eritrocitos es anormal (ovalocitos) y el defecto genético se asocia con la aparicién tardia de
sintomas neurolégicos. Estos ejemplos representan enfermedades asociadas debidas a defectos
de membrana heredados.

Los antigenos de los grupos sanguineos son de hecho receptores para ciertos patégenos. La
proteina del grupo sanguineo Duffy ha mostrado ser el receptor exclusivo para Plasmodium vivax,
uno de los parasitos causantes de la malaria. Como consecuencia, una seleccién genética impor-
tante ha ocurrido en dreas endémicas del occidente de Africa, en donde al 100% de la poblacién
le falta la proteina Duffy en los eritrocitos. Esta seleccion se refleja en la poblacién americana de
origen africano, en quienes la prevalencia del fenotipo Duffy negativo es del 68% [40].
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Los antigenos de grupos sanguineos también poseen receptores para bacterias, como en el
caso de E. coli que se une al antigeno DR, sobre el CD55. En el caso del parvovirus B19, éste se
une por medio de un receptor de membrana al grupo sanguineo P [41, 42].

Respuesta inmune

Cuando el organismo se expone por primera vez a un antigeno extrafo, desencadena una
respuesta primaria. Esta se desarrolla con lentitud y podrian pasar varios meses hasta la aparicién
de anticuerpos detectables. El segundo contacto con el mismo antigeno determina una respuesta
secundaria. Esta es mucho mas fuerte, y en general se sintetizan concentraciones mas altas de
anticuerpos en poco tiempo. La respuesta primaria a menudo se asocia con niveles altos de IgM,
mientras que en la secundaria predomina la 1gG [24]. Ver figura 8.

Anticuerpos naturales e inmunes

Si analizamos el suero de una persona normal, encontramos anticuerpos de grupo sanguineo
ABO, en tanto que el suero del cordén umbilical o del recién nacido revela concentraciones mi-
nimas o nulas de anticuerpos de ese tipo. No obstante, si examinamos el suero del lactante 12 a
20 semanas mas tarde, observamos titulos moderados. Estos anticuerpos aparecen sin inmuniza-
cién obvia del bebé con antigenos de grupo sanguineo A o B. Por lo tanto, se consideran natura-
les; es decir, que surgen en ausencia de un estimulo antigénico conocido. Como ya se menciong,
los anticuerpos se sintetizan como resultado del ingreso de un antigeno, de modo que el término
“natural” podrfa causar confusién. Ahora se sabe que los virus, bacterias y muchos alimentos
poseen antigenos AB muy similares a los de los grupos sanguineos humanos. Entonces, estos
anticuerpos “naturales” se deben a antigenos que entran al organismo y promueven la respuesta
adecuada, casi siempre de tipo IgM. Los anticuerpos inmunes de grupo sanguineo suelen ser 1gG
y se producen en presencia de anticuerpos eritrocitarios extranos. Este evento puede tener lugar
como consecuencia de una transfusién de sangre o en caso de embarazo, por el paso de sangre
fetal a la circulacién materna [24].

Reacciones antigeno-anticuerpo eritrocitarias

La mayorfa de las técnicas empleadas en banco de sangre para detectar las reacciones entre
antigenos y anticuerpos se basan en la aglutinacion y en ocasiones, en la lisis de los glébulos rojos
(hemolisis).

Aglutinacién
La aglutinacién resulta de la fi-

jacion de los anticuerpos a los anti-
genos que estdn en la membrana de

Valor relativo

los eritrocitos, formando una red que IgG
mantiene unidas las células. Este pro-
ceso se divide en dos etapas: IgM

0 3 6 9 12

= Los anticuerpos se fijan a los an-
tigenos eritrocitarios en cuanto se Meses
ponen en contacto con ellos. Este
fendmeno no causa aglutinacién, Figura 8 Respuesta inmqu a antlgepos extranlos. La respuesta inicial se
. . T caracteriza por la generacion de anticuerpos tipo IgM, los cuales desa-
sélo recubrimiento y sensibiliza-

o . ; parecen gradualmente con el tiempo. Posteriormente aparecen los anti-
ciéon de los g|0bu|OS rojos. cuerpos tipo IgG, que permanecen detectables de por vida.
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= Se forma una red que determina la aglutinacién. Esta etapa es una continuacion de la primera
etapa, en la cual, si las condiciones son apropiadas, los anticuerpos provocan aglutinaciéon
fisica de las células.

Los anticuerpos IgM son grandes y exhiben 10 puntos de combinacién antigénica. Pueden
sensibilizar y producir aglutinacién de los eritrocitos de manera directa, como se observa en la fi-
gura 9. Los anticuerpos IgG son mas pequenos y no aglutinan los glébulos rojos en forma directa,
sélo recubren y sensibilizan, como se observa en la figura 10.

Para conocer si se produjo sensibilizacién eritrocitaria y reacciéon antigeno-anticuerpo, se
emplean los siguientes reactivos: albtimina, reactivos antiglobulinicos y enzimas proteoliticas, los
cuales seran descritos mas adelante.

Hemolisis

Hemdlisis es la ruptura de los eritrocitos con la correspondiente liberaciéon de la hemoglobina
intracelular. La hemdlisis in vitro mediada por anticuerpos depende del ataque del complemento
a la membrana de la célula roja. La hemdlisis no ocurre si el antigeno y el anticuerpo interactGan
en el suero, al cual le falta el complemento, o en el plasma, en el cual el anticoagulante ha que-
lado los cationes de calcio y magnesio, necesarios para la activacién del complemento.

La hemdlisis indica un resultado positivo en las pruebas en las cuales se buscan anticuerpos con-
tra antigenos en los eritrocitos, ya que confirma que ha ocurrido la unién del anticuerpo al antigeno
y la activacién de la cascada del complemento, lo cual se percibe visualmente como sobrenadante
de color rojo o rosado en el suero. Algunos anticuerpos que son liticos (por ejemplo anti-Vel, anti-
le?, Jk?), pueden causar hemdlisis intravascular en pacientes transfundidos con sangre.

Factores que afectan
las reacciones antigeno-anticuerpo eritrocitarias

Fuerza ionica

En condiciones fisiol6gicas normales (in vivo) o en un tubo de ensayo (in vitro), los glébulos
rojos nunca hacen contacto, debido a su carga eléctrica negativa en la membrana que hace que
se rechacen entre si. La distancia que separa los eritrocitos es minima, pero suficiente para evitar
que las moléculas pequefias de IgG que se adhieran a las células causen aglutinacién, como se
aprecia en la figura 9. Sin embargo, las moléculas de IgM mds grandes, pueden unirlas, como
se muestra en la figura 10. En consecuencia, los anticuerpos IgM pueden provocar aglutinacion

O
7\

Figura 9. Reaccion de los eritrocitos con los anticuerpos Figura 10. Eritrocitos sensibilizados por anticuerpos IgG.
IgM que conlleva a la aglutinacion.
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directa de los glébulos rojos, pero los anti-
cuerpos 1gG sélo los recubren y sensibilizan.

La carga negativa de los eritrocitos deri-
va de los grupos de acido neuraminico de la
membrana. La fuerza que mantiene la sepa-
racién entre las células se denomina poten-
cial zeta (ver figura 11). Con el fin de reducir
la fuerza iénica e incrementar la velocidad
de la reaccién antigeno-anticuerpo, en los
bancos de sangre se utiliza solucién salina de
baja fuerza i6nica (LISS), la cual sera revisa-
da mas adelante.

Temperatura

Los anticuerpos de los grupos sanguineos
difieren con respecto a su actividad térmica
optima 'y Son. re?CUVOS &l L.m rango d/e tem- Figura 11. Potencial Z. Las cargas ionicas en la superficie de los
peratura restrmgldo. Los anticuerpos fr|os, ge- eritrocitos los mantienen separados unos de otros. La molécula
neralmente IgM, reaccionan de forma (’)ptima de IgG es muy pequefna y no puede servir de puente entre los

4 o N eritrocitos, como si lo hace la molécula de IgM.
a bajas temperaturas, entre 4°C y 25°C. Por
otro lado, los anticuerpos calientes, generalmente IgG, reaccionan mejor a 37°C. Los anticuerpos
que reaccionan in vitro sélo a temperaturas por debajo de 37°C se considera que no tienen signifi-
cado clinico y raramente causan destruccién de los glébulos rojos.

pH

El pH éptimo de la mayoria de los anticuerpos de los grupos sanguineos es de 6,5 a 7,5.
Cuando el pH es demasiado acido o demasiado alcalino, las reacciones se inhiben. Para pruebas
de rutina se debe usar un pH de 7,0.

Antigliedad del suero y los eritrocitos

Las reacciones mas satisfactorias se obtienen cuando se utilizan suero y eritrocitos frescos.
Se aconseja entonces utilizar glébulos rojos recién preparados y conservar el suero a -20°C o
menos.

Proporcion entre anticuerpos y antigenos

La proporcién entre anticuerpos y antigenos es importante. Cuanto mayor es la concentracién
de anticuerpos en relacién con la de los antigenos eritrocitarios, mas intensa es la reaccién. Por
lo tanto, la potencia de la suspensién de glébulos rojos es esencial, porque si es excesiva, podria
enmascarar la presencia de anticuerpos débiles. Para las pruebas de aglutinacién, la preparacién
de los eritrocitos debe estar entre el 2% y el 5%.

En serologia, una proporcién de glébulos rojos cominmente usada es dos gotas de suero por
una gota de una suspensién de glébulos rojos entre el 2% y el 5%. Si el anticuerpo reacciona muy
débil, aumentar la cantidad de anticuerpo puede incrementar la sensibilidad de la prueba.

La reduccién de la concentracion de eritrocitos a partir del 5% hasta el 2% o al 3% dobla la
relacién célula-suero, al igual que agregando 4 gotas del suero a la suspensién estandar de los
eritrocitos. A veces, es (til aumentar el volumen del suero a 10 o aun 20 gotas, particularmente
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durante una investigacién de una reacciéon hemolitica transfusional, en la cual las pruebas de ru-
tina no revelan ningln anticuerpo. Las alteraciones en el volumen de suero o de plasma afectan
de forma importante la fuerza i6nica de las pruebas en las cuales LISS ha reducido la constante
dieléctrica, asf que los procedimientos deben ser modificados para mantener la relacién apropia-
da entre suero y LISS.

Tiempo de incubacion

Las reacciones antigeno-anticuerpo tienen un tiempo 6ptimo de incubacién que favorece
la méxima unién del anticuerpo al antigeno. Periodos de incubacién cortos no permiten que
cantidades significativas de anticuerpo se unan, y periodos prolongados de incubacién pueden
resultar en disociacién del anticuerpo del antigeno.

Para los sistemas en solucion salina en los cuales se utiliza el suero de antiglobulina humana
(AGH) para demostrar la unién del anticuerpo, la incubacién entre 30 a 60 minutos a 37°C es
adecuada para detectar la mayoria de los anticuerpos clinicamente significativos. Para algunos
anticuerpos débilmente reactivos, la asociacién puede no alcanzar el equilibrio en 30 minutos
y la prolongacién del tiempo de la incubacién puede aumentar la sensibilidad de la prueba.
Prolongar el tiempo de la incubacién mas alla de 60 minutos tiene pocas desventajas, con la
excepcién de retrasar el tiempo de los resultados.

El tiempo de incubacién a 37°C se puede disminuir entre 10 y 15 minutos si se utiliza solu-
cién salina de baja fuerza i6nica, LISS. El uso de polimeros solubles en agua como el glicol de
polietileno (PEG, por sus siglas en inglés polyethylene glycol) también reduce el tiempo, como se
revisara mas adelante [43].

Lectura e interpretacion de las reacciones de aglutinacion

La mayoria de los procedimientos de rutina realizados en los bancos de sangre dependen de
aglutinacién y/o hemélisis como punto final. En las pruebas serolégicas, la hemdlisis o la aglutina-
cién que constituye el punto final de la reaccién, debe ser descrito con precisién. Inmediatamen-
te después de la centrifugacion, se debe observar el sobrenadante para hemdlisis y el botén de
glébulos rojos se debe desagregar suavemente para observar la aglutinaciéon. La manera en la cual
los eritrocitos son despegados del botén del tubo, afecta la deteccién de la aglutinacion [43].

La fuerza de la aglutinacién observada con cada muestra debe ser registrada una vez se ha
leido. Todo el personal en el laboratorio debe usar el mismo esquema de interpretacién. Un sis-
tema cominmente usado es el siguiente:

® 4+ aglutinados sélidos

3+ varios aglutinados grandes

® 2+ aglutinados de tamafo medio, fondo claro

1+ pequeios aglutinados, fondo turbio

® +  aglutinados muy pequefios, fondo turbio

= O no aglutinacién o hemolisis

= HP hemdlisis parcial, algunas células rojas permanecen
m H  hemdlisis completa, no hay células rojas

m mf campo mixto, algunos aglutinados de células rojas y algunas células libres
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Para una maxima reproducibilidad, se deben usar una fuente de luz y un lente éptico. Las
lecturas al microscopio no se usan de rutina en el banco de sangre, pero pueden ser (tiles para
diferenciar fendmeno de rouleaux. La formacién de rouleaux es una pseudoaglutinacién en la
cual los eritrocitos se adhieren uno a otro sobre su superficie plana, dando la apariencia de una
pila de monedas. Esta adherencia no inmunolégica de los eritrocitos, se debe a altas concen-
traciones de globulina en el suero, los cuales se observan en pacientes con mieloma mdiltiple,
muestras tomadas del cordén umbilical que se contaminan con la gelatina de Warthon y en
pacientes a quienes se les administra dextrdn como expansor del plasma. El rouleaux se dispersa
con la adicién de solucién salina a la reaccién. Este procedimiento se conoce como la técnica
del reemplazo de solucién salina. La verdadera aglutinacién no se dispersa con esta técnica. En
la figura 12 se observa aglutinacion de los eritrocitos.

Reactivos utilizados para la deteccion de anticuerpos

AlbGmina

Las moléculas como la albéimina aproximan los eritrocitos entre si, de manera que los an-
ticuerpos 1gG pueden fijarse a los antigenos de células adyacentes y formar aglutinados. Si los
eritrocitos no estan cubiertos, la albdmina no actda.

Su efecto se debe a que actlia como un estabilizador de baja fuerza iénica, facilitando la
aglutinacion al reducir la repulsion entre las células. La albimina de suero bovino esté disponible
como soluciones al 22% y al 30% [13].

Enzimas

Las cargas negativas de los glébulos rojos los mantienen separados. Este fenémeno se debe
a la presencia de acido neuraminico en la superficie de las células. Algunas enzimas como la
bromelina, ficcina, papaina y tripsina, remueven parte del &cido neuraminico, disminuyendo la
carga negativa. Los eritrocitos se aproximan y los anticuerpos 1gG pueden aglutinarlos. Los anti-
cuerpos IgM también aglutinan los eritrocitos tratados con enzimas y su reaccién puede ser mas
intensa, como en el caso de anti-A y anti-B.

Sin embargo, las enzimas eliminan algunos antigenos eritrocitarios principalmente M, N, S,
Fy? y Fy>. Por lo tanto, estas pruebas son complementarias y no reemplazan las pruebas basicas
(solucién salina, albdmina y antiglo-
bulina) [13].

Glicol de polietileno

Glicol de polietileno (PEC) es un
polimero lineal soluble en agua usa-
do como un aditivo para potenciar las
reacciones antigeno-anticuerpo [44].
Se ha sugerido que el PEG promueve
la captacion del anticuerpo a través
de la exclusion de moléculas de agua
en el diluyente, de tal forma que los
antigenos y los anticuerpos entran en
un contacto muy estrecho, facilitan-
do la unién entre los eritrocitos y los
anticuerpos. Miiltiples estudios han Figura 12. Lectura de las reacciones de aglutinacion (Coombs) en tubo.

Negativo Positivo

~
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demostrado que el PEC incrementa la deteccién de anticuerpos clinicamente significativos y
disminuye la deteccién de anticuerpos no significativos [45].

Solucién salina de baja carga i6nica

La solucién salina de baja carga iénica o LISS (aproximadamente 0,03 M), al reducir la fuerza
i6nica del medio, incrementa la velocidad de la sensibilizacién de los anticuerpos contra anti-
genos eritrocitarios, comparada con la solucién salina normal (aproximadamente 0,17 M). Para
prevenir la lisis de los eritrocitos debido a la fuerza iénica tan baja, se adiciona glicina como
aditivo al LISS.

Actualmente la mayorfa de los bancos de sangre utilizan LISS con aditivo, el cual se encuentra
disponible comercialmente y puede contener alblimina, ademas de sales y estabilizadores. Las
soluciones LISS aumentan la velocidad de asociacion del anticuerpo (etapa 1) cuando las pro-
porciones del volumen estén correctas. Aumentando el volumen del suero, aumentara la fuerza
i6nica de la prueba; por lo tanto, cualquier alteracién en los volimenes del suero usados requiere
el ajuste del volumen de LISS o la omisién de LISS. Por esta razén, el uso de LISS para los estudios
de rutina de titulacién y otras pruebas, se debe hacer siguiendo las instrucciones del fabricante.

Prueba de antiglobulina 0 Coombs

Como ya se menciond, algunas moléculas pequefias como la IgG pueden sensibilizar los
eritrocitos y no producir aglutinacién. En 1945, Coombs y colaboradores [11] describieron una
prueba para detectar estos anticuerpos no aglutinantes. Posteriormente, esta misma prueba se
utilizé para demostrar la unién del complemento a los eritrocitos. Esta prueba se conoce como la
prueba de antiglobulina o prueba de Coombs.

Todas las moléculas de anticuerpos son globulinas. Estas globulinas humanas son inyectadas
a animales para que fabriquen anticuerpos dirigidos contra esas proteinas extranas. El suero del
animal es sometido luego a procedimientos de adsorcién para eliminar las aglutininas indesea-
das. Este suero tendrd la capacidad de reaccionar especificamente contra globulinas humanas,
por lo tanto se denomina suero de antiglobulina humana (AGH). Los sueros de AGH se pueden
producir con diferentes especificidades, principalmente contra IgG y contra diferentes fracciones
del complemento.

Las moléculas de AGH forman un puente entre los eritrocitos adyacentes cubiertos con
anticuerpos, para producir aglutinacion visible. Las células que no tienen ninguna globulina
unida no seran aglutinadas. La fuerza de la aglutinacién observada es generalmente propor-
cional a la cantidad de globulina unida. El suero de AGH reaccionaréd con los anticuerpos
y fracciones del complemento de origen humano, que estdn unidos a los eritrocitos, por
lo tanto los eritrocitos deben ser lavados para eliminar las proteinas no unidas, antes de la
adicion de AGH.

Prueba de antiglobulina directa

La prueba de antiglobulina directa 0 Coombs directo se utiliza para demostrar el recubrimien-
to in vivo de eritrocitos con anticuerpos o con el complemento, principalmente IgG y C3d. Los
eritrocitos lavados de un paciente o de un donante se prueban directamente con los reactivos de
antiglobulina humana-AGH. La prueba de antiglobulina directa se utiliza en la investigacién de
enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, anemia hemolitica autoinmune, hemélisis
inducida por drogas y en el estudio de las reacciones aloinmunes contra eritrocitos transfundidos
recientemente.
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Prueba de antiglobulina indirecta

En la prueba de antiglobulina indirecta 0 Coombs indirecto, el suero (o plasma) se incuba con
eritrocitos, luego se hace un lavado para remover las globulinas no unidas. La aglutinacién que
ocurre cuando se agrega antiglobulina humana AGH, indica que el anticuerpo se ha unido a un
antigeno especifico presente sobre el eritrocito. La especificidad del anticuerpo puede ser cono-
cida y la del antigeno no, como en el caso de la fenotipificacién de grupos sanguineos, o pueden
ser desconocidas. También se usa para realizar la prueba cruzada de compatibilidad, en donde
el suero y los antigenos eritrocitarios son desconocidos. En la figura 13 se esquematiza la prueba
de antiglobulina directa e indirecta y en la figura 12 se observa su lectura.

Reactivos de antiglobulina

Se pueden preparar anticuerpos contra las globulinas humana, inyectando animales con IgG,
IgA, IgM, C3, o C4 purificado. Estos antisueros obtenidos de animales son policlonales por natu-
raleza. También se pueden preparar reactivos monoclonales a partir de hibridomas. Anticuerpos
derivados de animales o de hibridomas pueden ser mezclados en las preparaciones de los reacti-
vos para obtener cualquier combinacién con las especificidades deseadas, o también se pueden
juntar en un mismo reactivo diferentes clones de anticuerpos que reconocen un mismo antigeno.
Por lo tanto, los reactivos pueden ser policlonales, monoclonales, mezclas de monoclonales o
mezclas de anticuerpos monoclonal y policlonal.

Los anticuerpos monoclonales producidos a partir de un clon de una célula Gnica y espe-
cificos para un solo antigeno, se pueden producir en grandes cantidades usando tecnologia de
hibridomas. Este proceso involucra la fusién de la célula del bazo de un ratén normal que pro-
duce el anticuerpo deseado, con una célula anormal de un ratén que tiene mieloma. En cultivo
estas células hibridas producen clones que crecen rdpidamente y producen grandes cantidades
del anticuerpo deseado, como se observa en la figura 14. Las células del hibridoma pueden ser
inyectadas intraperitonealmente a un ratén, para producir la efusién de grandes cantidades de
liquido rico en anticuerpos a la cavidad peritoneal. Posteriormente, el liquido ascitico del ratén es
obtenido para la produccién de reactivos para los bancos de sangre, entre otros usos.

La Administracién de Alimentos y Drogas de Estados Unidos (FDA) ha establecido las defini-
ciones para una variedad de los reactivos de AGH, como se muestra en la tabla 4. Los antisueros
especificos para otras inmunoglobulinas (IgA, IgM) o las subclases (IgG1 e IgG3, entre otras) exis-
ten, pero raramente se utilizan para las pruebas de rutina [46].

Otros métodos para detectar las reacciones antigeno-anticuerpo

Los siguientes métodos representan alternativas a las pruebas tradicionales realizadas en tubo,
usando AGH. Algunos métodos no permiten la deteccién de anticuerpos IgM e IgG, y pueden
no aportar informacién sobre la fase y la temperatura de la reactividad de los anticuerpos, que se
obtiene cuando se utilizan pruebas en tubo.

Pruebas de adherencia de células rojas en fase sélida

Las técnicas en microplato usan antigenos o anticuerpos inmovilizados en fase sélida. En una
prueba directa, el anticuerpo se fija a los pozos del microplato, luego se adicionan los eritrocitos.
Si las células expresan el correspondiente antigeno, ellas se adhieren a las paredes del pozo, si
no ocurre reaccion antigeno-anticuerpo, las células se van al fondo del pozo formando un botén
cuando se centrifugan [47].
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Coombs directo
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Eritrocitos con IgG (1) Incubacion con Aglutinacién
0 C3 (L) unidoala anticuerpos contra (prueba positiva de
membrana Ig (¥)yC3 (&) humanos Coombs directo)

188

Suero del paciente Incubacién con Unién de IgG a los
conlgG (7) reactivo con eritrocitos del
eritrocitos reactivo
Incubacioén con Aglutinacién
anticuerpos contra (prueba positiva de
Ig (X) humana Coombs indirecto)

Figura 13. Prueba de antiglobulina o Coombs. El Coombs directo se usa para determinar si hay anticuerpos (IgG) o com-
plemento (C3) unidos a la membrana de los eritrocitos. Los eritrocitos del paciente son incubados con anticuerpos anti-lgG
y anti-C3. Si hay presencia de IgG o C3 en la membrana de los eritrocitos, se presenta aglutinacién y la prueba es positiva.
El Coombs indirecto se usa para detectar si hay anticuerpos IgG en el suero del paciente contra los eritrocitos. El suero del
paciente se incuba con el reactivo con eritrocitos. Posteriormente se agrega el suero de Coombs (que contiene anticuerpos
anti-IgG). Si hay autoanticuerpos o aloanticuerpos contra los eritrocitos, se presenta aglutinacién y la prueba es positiva.
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Figura 14. Produccién de anticuerpos a partir de hibridomas: (1) El ratén es inmunizado con un antigeno. El bazo del ratén
produce células plasmaticas que secretan anticuerpos contra el antigeno; (2) se seleccionan las células de mieloma que no
sintetizan anticuerpos ni la enzima hipoxantin-guanin-fosforribosil transferasa (HGPRT); (3) se aislan las células plasmaticas
a partir del bazo del raton inmunizado, las cuales son mezcladas con las células de mieloma. Se induce la fusién de ambos
tipos de células para producir hibridomas; (4) las células son incubadas en medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidi-
na). Las células no fusionadas mueren; (5) se seleccionan los hibridomas que producen anticuerpos especificos contra el
antigeno inyectado y se producen en forma masiva.

Tabla 4. Reactivos de antiglobulina humana

Nombre del reactivo Definicion

Anti-IgG, C3d; poliespecifico Contiene anti-IgG y anti-C3d (puede contener otros anticuerpos como anti-C3c y
anti-inmunoglobulinas)

Anti-IgG Contiene anti-IgG sin actividad anticomplemento, no necesariamente especifico de
cadenas gamma

Anti-lgG, cadenas pesadas Contiene sélo anticuerpos reactivos contra cadenas gamma humanas

Anti-C3b Contiene sélo anticuerpos C3b sin actividad anti-inmunoglobulina

anti-C3d Contiene sélo anticuerpos C3d sin actividad anti-inmunoglobulina

Anti-C4b Contiene sélo anticuerpos C4b sin actividad anti-inmunoglobulina

Anti-C4d Contiene sélo anticuerpos C4d sin actividad anti-inmunoglobulina

En las pruebas indirectas se utilizan componentes de los eritrocitos, por ejemplo proteinas
especificas de membrana, que son fijados al microplato. Posteriormente, se adiciona el suero
o plasma problema a los pozos cubiertos con eritrocitos, luego los pozos se lavan para eliminar
protefnas no unidas. El indicador para la unién de los anticuerpos es una suspensién de eritrocitos
cubiertos con anti-IgG. La reaccién es positiva si los eritrocitos se adhieren a las paredes del pozo.
Si se forma un botén en el fondo cuando se centrifuga el microplato, se demuestra que no ocurrié
reaccion antigeno-anticuerpo, como se observa en la figura 15 [48].

La unién de antigenos o anticuerpos a la fase sélida es una parte integral de otras pruebas
tal como la inmovilizacién especifica de anticuerpos monoclonales de antigenos eritrocitarios
(MAIEA, del inglés monoclonal antibody-specific immobilization of erytrocyte antigens), que serd
discutida mas adelante.

Medicina & Laboratorio, Volumen 15, Nimeros 1-2, 2009

Medicina & Laboratorio: Programa de Educacion Médica Continua Certificada
Universidad de Antioquia, Edimeco

61




Fundamentos de genética e inmunologia
para bancos de sangre y medicina transfusional

A8

"i" ':l" Se adicionan Positiva
eritrocitos cubiertos

3 ¥ Lavado con IgG y anti-IlgG

X & X

: 3

Fijacion de Se adiciona 7‘%

proteinas de suero del
membrana de paciente
eritrocitos a +
fase solida *
e

Negativa

o

Figura 15. Prueba indirecta de antiglobulina en fase sélida. En una prueba positiva, el reactivo con eritrocitos se observa en
las paredes del micropozo. En una prueba negativa, el reactivo con eritrocitos no se une y el botdn de células cae al centro
del micropozo cuando se centrifuga. Las reacciones débiles dan resultados intermedios.

También se han disefado sistemas en fase sélida para la deteccién de anticuerpos antiplaque-
tarios, pruebas microbiolégicas para sifilis, citomegalovirus y antigeno de superficie de la hepatitis
B [48-51].

Tecnologia de aglutinaciéon en columna

Se han disefiado varios métodos en los cuales los eritrocitos son filtrados a través de una
columna que contiene un medio que separa los eritrocitos. Los sistemas comerciales emplean
una tarjeta o tira de microtubos, a diferencia de los tubos convencionales. Estos permiten el pro-
cesamiento de varias pruebas en forma simultdnea. Un espacio o cdmara en la parte superior de
cada columna se usa para los eritrocitos o para incubar las células y el suero o plasma. Cuando
los eritrocitos pasan a través de la columna durante la centrifugacién, el medio de la columna
separa los eritrocitos aglutinados de los no aglutinados, de acuerdo al tamafo del agregado, como
se observa en la figura 16 [48]. En las pruebas de columna, el botén de células en las pruebas
negativas se va para el fondo. En las pruebas positivas, las células son capturadas en la parte su-
perior o en el cuerpo de la columna. Una ventaja de estos sistemas es la estabilidad al final de la
reaccion, la cual puede ser leida por varias personas, o en algunos casos, documentarla por me-
dio de fotocopiado. Las pruebas de columna tienen generalmente una sensibilidad similar a los
métodos de antiglobulina en LISS, pero estas pruebas tiene un menor desempefio en la deteccién
de anticuerpos débiles, especialmente los del sistema ABO [52, 53].

Alternativamente, en algunas pruebas se puede incluir en el medio un antisuero especifico o
protefnas. Las células que portan el antigeno especifico son capturadas selectivamente cuando
pasan a través del gel.
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En 1986, Lapierre y colaborado-
res desarrollaron un proceso que lle-
v6 esta tecnologia al uso de una co-
lumna con un gel de particulas [54].
El procedimiento utiliza microtubos
que contienen una mezcla del gel,
estabilizador y reactivo. Dependien-
do de la prueba a realizar, se utiliza
un gel neutro que no contiene reac-
tivo (los reactivos se adicionan en la
parte superior) o un gel especifico
que contiene reactivos (por ejemplo
suero de antiglobulina o anti-A, B,
D, etc.). Una suspensién de eritro-
citos (para clasificacién sanguinea
o para la prueba de antiglobulina
directa) o una mezcla de eritrocitos
y suero (para la clasificacion ABO
reversa o para la identificacién de
anticuerpos) es centrifugada bajo
condiciones controladas. En las re-
acciones negativas, las células rojas
pasan a través del gel y se forma un
botén rojo en el fondo del tubo,
mientras que en las reacciones po-
sitivas, los eritrocitos quedan atra-
pados en el gel, permitiendo que
la reaccién se pueda leer aun horas
después. La prueba es facil de reali-
zar, sensible y reproducible. Se pue-
de hacer la prueba de antiglobulina
sin necesidad de lavar los eritrocitos,
por lo tanto se eliminan reacciones
inespecificas y el riesgo por el uso
de material contaminado.

Otra tecnologfa similar a la aglu-
tinacién en gel, es el uso de colum-
nas con microperlas de vidrio en un
diluyente. Como en las pruebas con
gel, las perlas pueden atrapar las cé-
lulas aglutinadas o antisuero, o tam-
bién se puede adicionar anti-IgG al
diluyente [55].

Equipos automatizados
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Figura 16. Prueba indirecta de antiglobulina en gel. El gel contiene anti-
cuerpos anti-IlgG. Se adiciona el suero o plasma del paciente (que puede
0 no tener anticuerpos) y el reactivo con los eritrocitos, los cuales son
incubados en la cdmara antes de centrifugarse la columna. En una prue-
ba positiva, el reactivo con eritrocitos se observa adherido al gel en la
columna. En una prueba negativa, el reactivo con eritrocitos no se une y
el botén de células cae al fondo de la columna cuando se centrifuga. Las
reacciones débiles dan resultados intermedios.

Se han desarrollado varios equipos automatizados para la deteccién de reacciones antigeno-
anticuerpo. Todos los pasos en el procesamiento de las pruebas, desde la separacién de las
muestras hasta el reporte de los resultados, son hechos por el equipo. Estos equipos permiten la
realizacién de mdltiples pruebas, usando tecnologia en fase sélida, gel en columna y platos para
microtitulacién. Los equipos son controlados por un programa de computador, utilizando iden-
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tificacion de las muestras por medio de cédigo de barras. El equipo se puede integrar al sistema
de informacién del laboratorio para el reporte de los resultados. Estos equipos son muy dtiles
en instituciones donde se procesan grandes vollimenes de pruebas tanto de donantes de sangre
como de pacientes.

Inmunofluorescencia

Las pruebas de inmunofluorescencia permiten la identificacion y localizacién de antigenos
por dentro o en la superficie de las células. Un fluorocromo, como la fluoresceina o ficoeritrina,
se puede unir a una molécula de anticuerpo, sin alterar su especificidad o su capacidad para
unirse al antigeno. La unién del anticuerpo marcado con fluoresceina al antigeno de la célula,
hace que la célula cubierta con el anticuerpo aparezca de un color verde amarillo brillante o rojo,
dependiendo del fluorocromo.

Los anticuerpos fluorescentes pueden ser usados en procedimientos directos o indirectos,
siendo la fluorescencia andloga a la aglutinacién como punto final. En las pruebas directas, el
anticuerpo marcado con fluoresceina es especifico para el antigeno de interés. En la prueba in-
directa, antiglobulina marcada con fluoresceina se adiciona a las células que han sido incubadas
con un anticuerpo no marcado de especificidad conocida. Recientemente los anticuerpos inmu-
nofluorescentes se han usado en citometria de flujo, para cuantificar la hemorragia feto-materna,
para identificar las células transfundidas y medir su vida media en los receptores, para medir ni-
veles bajos de IgG unida a las células y para distinguir la expresién homocigota de la heterocigota
de los antigenos de los grupos sanguineos [56].

ELISA

Las pruebas inmunoabsorbentes ligadas a enzimas o ELISA (en inglés, enzyme-linked immu-
nosorbent assays) se usan en banco de sangre para identificar antigenos o anticuerpos. La enzima
fosfatasa alcalina se puede unir a moléculas de anticuerpo, sin destruir la especificidad del anti-
cuerpo o la actividad enzimatica. Esta prueba se ha usado para detectar y medir IgG unida a las
células y asi demostrar hemorragia feto-materna. Cuando se examinan eritrocitos, la prueba se
denomina prueba de antiglobulina ligada a enzima o ELAT (en inglés, enzyme-linked antiglobu-
lina test).

MAIEA

Significa inmovilizacién especifica de anticuerpos monoclonales de antigenos eritrocitarios
(MAIEA en inglés por, monoclonal antibody-specific immobilization of erytrocyte antigens). En la
prueba de MAIEA, los eritrocitos se incuban con dos anticuerpos, uno contiene aloanticuerpos
humanos dirigidos contra un antigeno de grupo sanguineo y el otro es un anticuerpo no humano
(monoclonal de ratén) que reacciona con una porcién diferente de la misma membrana proteica.
Este método se ha usado principalmente para aislar estructuras de membrana de forma especifi-
ca, para el estudio de antigenos de grupos sanguineos [57, 58].

Métodos moleculares

Las técnicas moleculares se han desarrollado como pruebas suplementarias a las técnicas
serologicas actuales [59]. Las pruebas de aglutinacién, aceptadas como estandar de oro, para la
fenotipificacién de los grupos sanguineos, pueden ser poco exactas como en el caso de pacien-
tes multitransfundidos o en pacientes con autoanticuerpos [60]. Ademas, los antisueros espe-
cificos para algunos antigenos de grupos sanguineos como Dombrock (Do?, Do), Colton (Co?,
Co") y los antigenos de baja frecuencia, son escasos [60]. Las pruebas moleculares superan
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estas limitaciones. El gen MN (GYPA) fue el primer gen de grupo sanguineo clonado, en 1986
[61]. Al presente todos los genes de los 30 sistemas han sido identificados y secuenciados. Se
han determinado las bases moleculares para todos los polimorfismos de los grupos sanguineos
clinicamente importantes, ademas de las variantes raras [62]. La asociacién de la mayoria de los
antigenos de los eritrocitos con polimorfismos de nucleétidos Gnicos o SNPs (por sus siglas en
inglés, single-nucleotide polymorphisms), proveen las bases para la deteccién de la expresion
del antigeno por medio de DNA [63]. Aunque estos métodos han permitido la identificacién
de alelos, atin no son practicos para realizar a gran escala debido a su complejidad y a que son
procedimientos muy laboriosos y poco rdpidos para la obtencién de los resultados. Ademas
de lo anterior, los resultados de genotipificacion por medio de DNA deben ser analizados cui-
dadosamente, debido a que no siempre reflejan el fenotipo [60]. Sin embargo, recientemente
se han desarrollado nuevas técnicas que superan estas dificultades, permitiendo la genotipifi-
cacién de los grupos sanguineos a través de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real, ya que permite su automatizacién, flexibilidad en el uso de hardware y rapidez en
el tiempo de procesamiento [64].

Las aplicaciones actuales de esta tecnologfa incluyen:

= Cenotipificacion fetal en mujeres en embarazo con anticuerpos contra los grupos sanguineos,
para evaluar si el feto estd en riesgo de presentar enfermedad hemolitica del feto y del recién
nacido.

m Clasificacion sanguinea en pacientes multitransfundidos (anemia hemolitica autoinmune), pa-
cientes dependientes de transfusiones (anemia falciforme, talasemias, anemia aplasica), para
proveer sangre con pruebas cruzadas compatibles.

m Definicién de variantes del antigeno D.
m Deteccion de donantes con baja expresion del antigeno D.
m Clasificacion de donantes y pacientes cuando no se dispone del antisuero especifico.

m Investigacién de casos dificiles, especialmente cuando los eritrocitos estan cubiertos con in-
munoglobulinas.

m Comprobacién de que los paneles que se usan para la tamizacion e identificacion de anti-
cuerpos, tengan la dosis de antigenos de acuerdo al fenotipo determinado serol6gicamente.

= Diagnéstico genético preimplantacion.

Abstract: Over 100 years have gone by since the discovery of the A, B, and O blood
groups and until today there are 308 recognized antigens, 270 of which are clustered in
30 blood group systems. They are important as they allow blood transfusions with safety
by means of simple tests such as the blood group analysis for ABO and Rh, compatibili-
ty testing and antibody screening in order to avoid alloimmunization of receptors. These
tests, initially developed by Nobel price winner, Karl Lansteiner in 1930, paved the way
for the development of today’s molecular biology assays that allow genotyping analysis
of the fetus in pregnant women who have produced antibodies against blood antigens,
blood typing of multiple transfused patients, detection of donors with low expression of D
antigen, preimplantation genetic diagnosis, and donor typing polymorphisms of clinical
importance, among others. These series begin with the present module describing the
genetic and immunological bases of blood groups and intends to take the reader across a
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fascinating journey to knowledge, to enjoy the study of blood typing, its antigens and an-
tibodies, and their clinical importance. In the upcoming modules, hemolytic disease of the
fetus and the newborn, hemolytic anemia diagnostic tests, transfusion reactions analysis,
immunohematologic assays and their correct interpretation in order to provide appropriate
elements for the proper clinical and surgical management of patients. Finally, serological
studies of leukocytes and platelets will be addressed, as well as the laboratory assays and
their clinical importance.

Key words: blood groups, leukocytes, platelets, genetics, immunology, blood bank, trans-
fusion medicine.
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