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Resumen

Introduccién: el fenotipo Rh nulo se caracteriza por la
ausencia en la expresion de los antigenos del sistema
Rh en la membrana eritrocitaria, siendo su causa mas
comun mutaciones en el gen RHAG (tipo regulador) y,
con menor frecuencia, en el gen RHCE junto con dele-
cién del gen RHD (tipo amorfo). Presentacién del caso:
donante femenina con un probable fenotipo Rh nulo, sin
datos de sensibilizacion. Se realizaron estudios molecu-
lares para definir el tipo de Rh nulo y con ello saber el
mecanismo genético causante del fenotipo observado.
Adicionalmente, se realizé estudio fenotipico familiar
para identificar patrones de herencia. Conclusién: la
combinacién entre los estudios seroldégico, familiar
y molecular confirman el fenotipo Rh nulo, siendo la

Abstract

Introduction: the Rh null phenotype is characterized by
the absence of Rh system antigens on the erythrocyte
membrane. Its most common cause is mutations in
the RHAG gene (regulatory type), and less frequently,
mutations in RHCE along with RHD deletion (amorphous
type). Case presentation: a female donor with a
probable Rh null phenotype, without evidence of
sensitization. Molecular studies were performed to
define the type of Rh null and thus determine the
genetic mechanism causing the observed phenotype.
Additionally, a family phenotypic study was conducted
to identify in heritance patterns. Conclusion: the
combination of serological, family, and molecular
studies confirms the Rh null phenotype, with the new
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nueva mutacion encontrada en el gen RHAG la causa
mas probable de este fenotipo y clasificandolo como RH
nulo tipo regulador.

Palabras clave: Rh nulo, proteina RhAG, fenotipo Rh,
genotipificacion.

Abreviaturas:

IAl = identificacion de anticuerpos irregulares

ISBT = Internation Society of Blood Transfusion (Sociedad
Internacional de Transfusion Sanguinea)

NGS = secuenciacion de nueva generacion

RAI = rastreo de anticuerpos irregulares

Introduccion

Los glébulos rojos que carecen de todos los
antigenos Rh se designan Rh nulo; la causa
mas frecuente de este fenotipo son las muta-
cionesen el gen RHAG, conocida como Rh nulo
regulador, y, con menor frecuencia, Rh nulo
amorfo, el cual presenta mutaciones en el gen
RHCE junto con supresion del gen RHD.'? La
proteina RhAG forma parte del complejo Rh en
la membrana e interactla con el citoesqueleto
del eritrocito.'®

Los glébulos rojos de los individuos con fenoti-
po Rh nulo presentan alteraciones morfolégicas,
presencia de estomatocitos, esferocitos, y son
osmodticamente fragiles, lo que resulta en una
vida mas corta.*® Suelen desarrollar anticuer-
pos anti-Rh29, por lo que, ante requerimientos
transfusionales, se vuelve un gran reto encontrar
unidades compatibles.?78

Presentacion del caso

Donante mujer de 37 anos de edad, la cual acude
a nuestro servicio para realizar una donacién el
dia 05/02/2025, cumpliendo con el proceso de
seleccion. Con los siguientes datos clinicos: G2, P2,
CO, AO. Sin transfusiones previas ni datos clinicos
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mutation found in the RHAG gene being the most likely
cause of this phenotype, classifying it as regulator type
Rh null.

Keywords: Rh null, RhAG protein, Rh phenotype,
genotyping.

relevantes. Aplicaciéon de inmunoglobulina anti-D
postparto en ambos embarazos; Ultima aplicaciéon
el 30/12/2018.

Posterior a la donacién, se realizaron pruebas
inmunohematolégicas de rutina, encontrando:
grupo = B, Rh (D) = negativo, D-débil = negativo,
fenotipo de Rh: --/-- (nulo) (Figura 1); rastreo de
anticuerpos irregulares (RAI) = negativo; identifi-
caciéon de anticuerposirregulares (IAl) = negativo.
Se reprocesaron los estudios por duplicado, sin
ninguna modificacion. Se realizé frotis de sangre
periférica para evaluar la morfologia de serie roja,
encontrando las siguientes alteraciones: aniso-
citosis, presencia de esferocitos y estomatocitos
(Figura 2).

Posterior a estos resultados, se localizd a la
donante y se le explicaron las caracteristicas y la
importancia de tener un fenotipo Rh nulo, soli-
citdandole su consentimiento para realizar una
nueva toma de muestras (a ella y sus familiares)
con la intencién de repetir estudios, verificar su
fenotipo por un segundo centro, poder encontrar
algdn familiar con fenotipo Rh nulo, asi como
realizar estudios moleculares y contribuir a los
registros nacionales e internacionales de fenoti-
pos poco frecuentes. En la Tabla T se detallan los
resultados obtenidos en el segundo centro, los
cuales concuerdan con los obtenidos al momento
de la donacién; también se muestran los hallazgos
del estudio familiar.

Se efectud la genotipificacion mediante ID
core Tx Griffols, donde sélo se pudo analizar el gen
RHCE, el cual se encontré presente sin alteracio-
nes para los alelos evaluados. Posteriormente, se
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envid la muestra para genotipificacion mediante
secuenciacion de nueva generacion (NGS) (Pla-
taforma Hemoselect v3), lo que permitié evaluar
los genes RHD, RHCE y RHAG. Los resultados se
muestran en la Tabla 2.

Discusion

El Rh nulo se considera un fenotipo poco comun,
gue se define por la ausencia de expresion de
los antigenos del sistema Rh (D, C,E,cye)enla
superficie del eritrocito. Los Rh nulo se clasifican,
de acuerdo a su genética, en dos tipos: Rh nulo
reguladory Rh nulo amorfo. El Rh nulo regulador
surge de mutaciones en el gen RHAG que da
como resultado una proteina RhAG disfuncional
incapaz de transportar los RhD y RhCE hasta la
membrana. Por otra parte, el fenotipo Rh nulo
amorfo se origina por la combinacién de genes
silenciados, mutaciones o deleciones en RHD y
RHCE.?® En este estudio hemos descrito el hallaz-
go de una donante de sangre con un fenotipo Rh
nulo sin datos de sensibilizacion.

En el primer estudio molecular (genotipo),
se evalud al gen RHCE, el cual se encontré pre-
sente sin mutaciones para los alelos evaluados
(RHCE*Ce); en un segundo estudio molecular,
donde se empled secuenciacién de nueva ge-
neracién, se evaluaron los tres genes implicados
enelgen RHD (RHD, RHCE y RHAQG); se encontrd
una mutacién homocigota que lo clasifica como

Figura 1: Fenotipo Rh+K.
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Figura 2: Frotis de sangre periférica.

un RHDel*32.° La bibliografia refiere que esta
mutacié en RHD se ha encontrado en individuos
Rh (D) positivos, sin que represente cambios
estructurales en la proteina; por otro lado, para
definir un fenotipo Del, se deben realizar estudios
de adsorcidon-elucién, los cuales fueron negativos
en este caso. Con estos hallazgos, y al no encontrar
mutaciones en RHCE, se podria plantear la hipo-
tesis de un fenotipo Rh nulo regulador.

En RHAG se observa un cambio intrénicoenla
posicion c.341+4A<G; este cambio no se encuentra
descrito en los registros de la Internation Society
of Blood Transfusion (ISBT),° por lo que no se co-
noce su consecuencia sobre el fenotipo seroldgico
descrito en este estudio; sin embargo, la localiza-
cion de esta mutacién se encuentra muy cercana
a la zona de splice, por lo que este polimorfismo
podria tener el potencial de suprimir la expresiéon
de la proteina RhAG y llevar a la expresion de un
fenotipo RH nulo tipo regulador, lo cual es con-
sistente con lo observado en este caso.

Adicionalmente, se realizé el estudio fenotipico
familiar, no encontrandose ningudn otro miembro
con el mismo fenotipo; se observd que todos los
integrantes de la familia poseen el mismo fenoti-
po de Rh CDe, por lo que, en este caso, se deberia
considerar herencia de tipo autosémico recesivo
o mutacién de novo. En multiples articulos se
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describe que las personas con fenotipo Rh nulo,
al estar ante eventos inmunizantes (transfusiones
0 embarazos), se sensibilizan en alto porcentaje,
produciendo anticuerpos anti-Rh29, un anticuer-
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po contra el complejo Rh.*” En el caso descrito,
en los estudios serolégicos realizados en ambos
centros, Nno se encontraron anticuerpos, ya que
las pruebas RAl e |Al fueron negativas, a pesar de

Tabla 1: Resultados de estudios realizados en un segundo centro y del estudio familiar.

Resultados de segunda toma de muestra

Grupo Rh (D) D-débil Fenotipo Rh+K RAI IAI

B Negativo
Fenotipo extendido

Negativo D-, C-, E-, ¢, e—, Cw—, K- Negativo
K-, k+, Kp (a=, b+), Jk (a+, b-), Fy @+, b-), Le (a—, b+),

Lu (a-, b+), P14, M+, N+, S—, s+

Negativo

Estudio familiar

Prueba Grupo Fenotipo RhD/CE
Donadora B D-, C—, E-, ¢ e~
Hermano (@] D+,C+, E-, c e+

Padre O D+, C+, E-, c— e+

Madre B D+, C+, E-, c— e+

HijoT B D+,C+, E- c e+

Hijo2 B D+, C+, E-, c— e+

Esposo O D+,C+, E-, c— e+

IAl = identificacion de anticuerpos irregulares. RAl = rastreo de anticuerpos irregulares.

Tabla 2: Resultados de genotipo y secuenciacion.

Resultados del estudio de genotipificacion

Sistema de grupo sanguineo Genotipo Fenotipo predicho por genotipo

RH (RHCE) RHCE*Ce Ce/Ce

Grupo sanguineo por genotipificacion mediante NGS, plataforma HemoSelect v.3.

Sistema de grupo sanguineo Genotipo ISBT Fenotipo predicho por genotipo

RHD*01EL.32/RHD*01EL.32 DEL 32

RH RHCE*02/RHCE*02 Ce/Ce
RHAG RHAG*01 (C.341+4A>C/
RHAG*0T (C.341+4A>G

ISBT = Internation Society of Blood Transfusion. NCS = secuenciacién de nueva generacion.
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gue la historia clinica de |la paciente nos referia dos
eventos inmunizantes (embarazos) manejados
con administracion de inmunoglobulina anti-D
postparto, lo que le confiere proteccién contra
el antigeno D, pero no se describe la proteccion
contra los antigeno RhCE.

Conclusiones

La combinacion de los estudios serolégico, fami-
liar y molecular confirman el fenotipo Rh nulo en
el caso descrito. Los hallazgos moleculares nos
muestran que la causa del fenotipo en estudio
no esta dada por alteraciones en los genes RHD
y RHCE, siendo la nueva mutacién encontrada
en RHAG la causa mas probable de la expresion
nula de los antigenos del sistema Rh, clasificando
a nuestra donante como Rh nulo tipo regulador.
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