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Anti-D or Anti-G? A diagnostic challenge: a clinical case report
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Resumen

Se presenta el caso de una mujer caucasica de 46 afos,
grupo sanguineo A RhD negativo, con antecedentes obs-
tétricos de cinco gestacionesy tres transfusiones previas
con sangre A RhD negativo. Consulta en el servicio de
emergencia por un cuadro de anemia aguda mal tolera-
da, motivo por el cual se indica transfusion de sangre. En
los estudios inmunohematoldgicos de rutina (tipificacion
ABO y deteccion de anticuerpos irregulares), se identifi-
can anticuerpos anti-D y anti-C. Ante la sospecha de que
pudiera tratarse de un anticuerpo anti-G, se solicitaron
estudios inmunohematoldgicos avanzados con el objetivo
de caracterizar el perfil de aloinmunizacién. Se detallan
los pasos diagnodsticos necesarios para diferenciar entre
la presencia simultanea de anti-D y anti-C versus un
anticuerpo anti-G, distincion que reviste especial impor-
tancia para la prevencioén de la aloinmunizacion anti-D,
particularmente en mujeres en edad fértil. Los estudios
confirmaron la presencia de anticuerpos anti-G y anti-C,
hallazgo de relevancia significativa tanto para el manejo
transfusional como para el seguimiento obstétrico.

Palabras clave: anticuerpos irregulares, pruebas in-
munohematologicas, sistema de grupo sanguineo Rh,
enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido.

Abstract

We report the case of a 46-year-old Caucasian female,
blood group A RhD-negative, with a history of five
pregnancies and three previous transfusions with A
RhD-negative blood. The patient presented to the
emergency department with acute, poorly tolerated
anemia, requiring a blood transfusion. Routine
immunohematological studies (ABO typing and
irregular antibody screening) identified anti-D and
anti-C antibodies. Suspecting the presence of an anti-G
antibody, advanced immunohematological studies
were ordered to characterize the alloimmunization
profile. The diagnostic steps necessary to differentiate
between the simultaneous presence of anti-D and
anti-C antibodies versus an anti-G antibody are
detailed, a distinction of particular importance for
preventing anti-D alloimmunization, especially in
women of childbearing age. The studies confirmed the
presence of anti-G and anti-C antibodies, a finding of
significant relevance for both transfusion management
and obstetric follow-up.

Keywords: irregular antibodies, immunohematologic
tests, Rh blood group system, hemolytic disease of the
fetus and newborn.
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Abreviaturas:

EHRN = enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido
PAD = prueba de antiglobulina directa

Introduccion

El sistema Rh, identificado en 1939, constituye
el grupo sanguineo mas complejo y polimaorfico
presente en la membrana eritrocitaria. El locus
RH esta compuesto por dos genes homologos,
RHDy RHCE, localizados en el cromosoma 1. Este
sistema incluye 56 antigenos transportados en
dos proteinas transmembrana: RhD y RhCcEe.'?

La frecuencia del fenotipo RhD positivo se ha
reportado en aproximadamente 85% en pobla-
cion caucasica, 95% en poblaciones del Africa
Subsahariana y mas del 99% en Asia Oriental. El
sistema Rh reviste gran importancia clinica en
medicina transfusional, dada su implicacion en
reacciones hemoliticas postransfusionales y en
la enfermedad hemolitica del feto y del recién
nacido (EHRN), siendo considerado un anticuerpo
clinicamente significativo.®

La enfermedad hemolitica del recién nacido
por aloinmunizacién RhD afecta aproximadamen-
tea 276 de cada 100,000 nacidos vivos a nivel mun-
dial, con una incidencia que desciende a 2.5 por
100,000 en paises con profilaxis universal, mientras
que, en América Latina, la incidencia varia entre
0.5y 5 por cada 1,000 nacidos vivos, reflejando
desigualdades en el acceso a inmunoprofilaxis
y diagndstico inmunohematoldgico avanzado.*®

Presentacion del caso

Mujer caucasica de 46 anos, residente en Rocha,
Uruguay. Presentaba antecedentes personales
de asma (tratada con salmeterol y fluticasona),
hipertensién arterial controlada con losartan
y alergia conocida a penicilina. Habia cursado
cinco gestaciones, y desconocia si habia recibido
inmunoglobulina anti-D en el puerperio. Sin an-
tecedentes familiares a destacar.
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Consulté en el servicio de emergencia por
anemia severa y mal tolerada por sindrome
funcional anémico, con hemoglobina de 3.8 g/
dL, microcitica e hipocrémica, detectada en la
valoracion preoperatoria de una lesién cutanea.
En el estudio pretransfusional se identificd gru-
po sanguineo A Rh(D) negativo, con prueba de
anticuerpos irregulares negativa en el panel de
cribado de tres células (tarjeta LISS/Coombs a
37 °C).

Se realizé la transfusion de tres unidades de
concentrado eritrocitario desplasmatizado en
48 h, alcanzando un valor de hemoglobina de
7.1 g/dL, con correccién de la sintomatologia del
sindrome funcional anémico. Posteriormente, se
realizd la intervencidn quirdrgica menor por un
lipoma en cuello, sin complicaciones, con buena
evolucion clinicay alta hospitalaria, con indicacion
de ferroterapia oral.

Se solicitaron interconsultas para determinar
la causa de laanemia crénica. La evaluaciéon gine-
colégica evidencid prolapso genital, indicandose
cirugia correctiva e histerectomia por sangrado
uterino anormal.

Durante la valoracién preoperatoria en la po-
liclinica de hemoterapia, se solicitdé una nueva
tipificacidon sanguinea y panel de anticuerpos y
paraclinica, con correccién de la anemia previa
que se encontraba en 13 g/dL. Se confirmé grupo
A Rh(D) negativo mediante técnica en tubo. En
esta ocasion, el panel de cribado de anticuerpos
irregulares en tarjeta LISS/Coombs a 37 °C resulté
positivo: célula | (++), célulall (+), célulalll (=) (Tabla
1). El panel de identificaciéon de 11 células mostré
positividad (+++) en las células 1,2y 4;y (+) en las
células 3y 8, compatible con la presencia de an-
ticuerpos anti-D y anti-C.

Elfenotipo Rh de la paciente fue: C— E—, c+, e+,
K—. Esta combinacién orientd la sospecha hacia un
posible anticuerpo anti-G. Se procedid a realizar
estudios inmunohematoldgicos avanzados, inclu-
yendo doble adsorcién y elucién para dilucidar la
especificidad del anticuerpo.
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Se coordiné la cirugia correctiva de prolapso e
histerectomia, se reservaron volUmenes de sangre
con fenotipo compatible, respetando la especifici-
dad antes identificada, aunque no se requirieron
nuevas transfusiones.

Resultados

Grupo sanguineo: A Rh(D) negativo.
Fenotipo eritrocitario: C—, c+, E—, e+, K-,
Anticuerpos Irregulares: ID-DiaPanel (Bio-Rad)
e ID-Card LISS/Coombs.

Se llevaron a cabo estudios serolégicos avan-
zados mediante técnicas de adsorcion y eluciéon
para distinguir entre la presencia de anticuerpos
anti-C, anti-D y anti-G.

En la primera etapa, se utilizé una adsorciéon
con eritrocitos R2R2 (D+ C— c+ E+ e—), permitien-
do laremocion del anti-D y del posible anti-G del
suero. Se efectuaron adsorciones repetidas hasta
obtener prueba de antiglobulina directa (PAD)
negativa sobre los glébulos rojos adsorbidos. El
plasma remanente fue enfrentado a un panel
de células para identificacién, confirmando la
persistencia de anti-C (Tabla 1).

Posteriormente, se realizd una elucién con
cloroquina sobre las células R2R2 adsorbidas.
El eluato obtenido fue nuevamente adsorbido
con células r'r' (d C+ c+ E— e+), alcanzando PAD
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negativa tras adsorciones sucesivas. El plasma
residual fue enfrentado a un panel de 11 células,
sin reactividad detectable (Tabla 2).

Finalmente, sobre las células r’ r’ adsorbidas
se practicd una nueva elucién con cloroquina, y
el eluato resultante se evalud contra un panel de
identificacién, obteniéndose una especificidad
compatible con anti-D asociado a anti-C. Esta
secuencia confirmd la presencia de anticuerpo
anti-G (Tabla 2).

El analisis confirmé la presencia de un anti-
cuerpo anti-G coexistente con un anti-C.

Discusion

El presente caso permitié alcanzar un diagnés-
tico preciso de aloinmunizacién por anticuerpo
anti-G asociado a anti-C mediante el empleo de
técnicas serolégicas avanzadas de adsorcién y
elucién. Estas metodologias se fundamentaron
en los principios de especificidad y reversibilidad
de la reaccién antigeno-anticuerpo.

Sobre esta base se desarrollaron técnicas de
adsorcién que permitieron eliminar anticuerpos
especificos del suero al incubarlo con eritroci-
tos de fenotipo conocido. El sobrenadante fue
posteriormente analizado para determinar qué
anticuerpos persistian, evaluando asi su especifi-
cidad. En este caso, se empled una aloadsorcion
(adsorcion heteréloga). Se realizaron adsorciones

Tabla 1: Resultados del cribado de anticuerpos irregulares mediante panel de células de cribado.

Panel de seleccién Rh

Panel celular D C E C e Cw AGH
1 R1R1 aF aF 0 0 aF AF 2
2 R2R2 aF 0 aF aF 0 0 1+
3 rr + 0 + + + 0 =

Se realiz6 panel screening en fase antiglobulina humana (AGH); se evidencia resultado positivo en célula 1y 2, siendo necesario realizar un panel
de identificacién para discriminar la especificidad. Plataforma utilizada: microtécnica gel ID-DiaPanel (Bio-Rad).
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Tabla 2: Identificacion y resolucién mediante técnicas de adsorcién y elucion.

1° Adsorcion 2° Adsorcion

Plasma inicial R2R2 r'r’
Plasma Plasma
Panel de Abs Eluato  Abs
Identificacién Rh AGH AGH (AGH) (ACH) (AGH)
Panel
Celular D C E C e Cw
1 R1R1 4F 4F 0 0 4F 4F 2+ 2+ 2+ 2+ -
2 R1R1 A A 0 0 A 0 2+ 2+ 2+ 2+ -
3 R2R2 4 0 4 4 0 0 2+ 2+ — 2+ -
4 rr 0 + 0 + + 0 ¢ ¢ ¢ ¢ .
5 r''r 0 0 S S S 0 = = = = =
6 rr 0 0 0 + + 0 = = = = -
7 rr 0 0 0 A A 0 - = — — -
8 Ror A 0 0 A A 0 2+ 2+ - 2+ -
9 rr 0 0 0 + + 0 = = = = -
10 rr 0 0 0 A A 0 - = — — -
11 r 0 0 0 4 4 0 = = = = -
AC - - - - -

Se realizé panel de identificacién en fase antiglobulina humana (ACGH); se evidencia anti-D asociado a anti-C. Luego de la primera adsorcién con
células R2R2, el eluato de estas células mantenta la especificidad anti-D asociado anti-C, que puede ser un anti-G; el plasma adsorbido evidencia
anticuerpo anti-C. En la segunda adsorcion con células r'r’, el eluato obtenido de estas células mantiene especificidad anti-D asociado a anti-C y el

plasma sobrenadante es negativo, confirmando anti-C.

sucesivas hasta lograr una prueba de antiglobuli-
na directa (PAD) negativa como control.®

Como complemento, se aplicd la técnica de
elucién acida para recuperar los anticuerpos
fijados a eritrocitos sensibilizados. Las eluciones
permiten liberar anticuerpos unidos mediante el
rompimiento de las fuerzas que mantienen esta-
ble el complejo antigeno-anticuerpo, utilizando
cambios fisicoquimicos. Existen diversas metodo-
logias de elucidn, y ninguna resulta universalmen-
te 6ptima. En este caso, se utilizé una elucién con
cloroquina, una técnica que preserva la integridad
de la membrana eritrocitariay permite recuperar
anticuerpos previamente adsorbidos.

La relevancia clinica del sistema Rh radica en
su alta inmunogenicidad, siendo el mas impor-
tante después del sistema ABO. Este sistema,
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codificado por los genes RHD y RHCE localizados
en elcromosoma 1, incluyé los antigenos D, C, ¢, E
ye. Elantigeno G, integrante del sistema Rh, esta
presente en la mayoria de los individuos RhD y/o
RhC positivos, dado que comparte una estructura
molecular comun codificada por ambos genes
(RHD y RHCE)7®

Dado que la paciente presentd un fenotipo d,
C—, c+, E—, e+, K— ante la deteccidn inicial de an-
ticuerpos irregulares con reactividad compatible
con anti-D y anti-C, se considerd necesario eva-
luar al menos cinco combinaciones seroldgicas
posibles:

1. Anti-D asociado a anti-G

2. Anti-Dy anti-C
3. Anti-D, anti-Cy anti-G
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4. Anti-Cy anti-G
5. Anti-G aislado

En el caso presentado, se estudié una pacien-
te A Rh(D) negativa con antecedentes de cinco
gestacionesy tres transfusiones, en quien se de-
tectaron inicialmente anticuerpos irregulares con
especificidad anti-D y anti-C. Dado su fenotipo
C-D-, se planted la posibilidad de un anticuerpo
anti-G, que simula ser un anti-D mas un anti-C.

El antigeno G, descrito por primera vez por
Allen y Tippett en 1958, se expresa en eritrocitos
que poseen antigeno D y/o C. Su expresion de-
pende del residuo serina 103, codificado por RHD
y por el alelo C de RHCE. El anticuerpo anti-G, de
tipo inmunoglobulina G (IgG), puede causar en-
fermedad hemolitica del feto y del recién nacido
(EHRN), generalmente mas leve que la provocada
por anti-D o anti-C.”?

En este contexto, el estudio inmunohemato-
l6gico reveld que la paciente desarrollé anti-C y
anti-G, sin evidencia de anti-D. El procedimiento
consistié en una primera adsorcion con glébulos
rojos D+C—, que evidencié un anti-C. Una segun-
da adsorcién con células D-C+ y el analisis del
eluato final permitieron confirmar la presencia
de anti-G./o"

La identificacion errénea de un anti-G como
un anti-D mas anti-C puede conllevar decisiones
clinicas inadecuadas como omitir la profilaxis
con inmunoglobulina anti-D en mujeres RhD
negativas. Por lo tanto, la distincion serolégica
de estas especificidades resulta esencial, sobre
todo durante el embarazo, para evitar una nueva
aloinmunizacion que puede tener consecuencias
graves para embarazos futuros.®'?13

Conclusiones
Este caso clinico evidencia la complejidad diag-

nostica que puede surgir en la interpretacion
de reacciones serolégicas del sistema Rh. La
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diferenciacién entre anticuerpos anti-D, anti-C y
anti-G resultdé fundamental en una paciente RhD
negativa, especialmente por sus implicancias en
la prevencion de la aloinmunizacién. La aplicacion
de técnicas de adsorcion y elucién permitié con-
firmar la presencia de anti-Gy anti-C, evitando un
diagnostico erréneo de sensibilizacién anti-D. Este
hallazgo subraya la importancia de un abordaje
inmunohematolégico exhaustivo en mujeres en
edad fértil, con impacto directo en la indicaciéon
de inmunoprofilaxis y la estrategia transfusional.
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