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INTRODUCCION

Desde principios del siglo XX hasta la actualidad hemos sido testigos de la evolucion del
laboratorio de inmunohematologia, teniendo actualmente la posibilidad de automatizar muchos
de los procesos incluyendo el uso de técnicas mas avanzadas de biologia molecular. Las pruebas
inmunohematoldgicas han pasado por tres grandes momentos en la historia: el primer gran
momento seria el inicio con el descubrimiento del grupo sanguineo ABO por Karl Landsteiner
mediante la tradicional prueba de aglutinacion directa, el segundo gran momento se da con la
aplicacion del suero de antiglobulina humana para la deteccion de anticuerpos y antigenos en los
afios 40" que abrid la puerta para el descubrimiento de muchos otros grupos sanguineos y el
tercer gran momento se manifiesta con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular con sus
maltiples aplicaciones en inmunohematologia en los afios 90" que, por la exactitud de la
informacion que brinda, ha permitido, entre otras cosas, ampliar a 36 el nimero de sistemas de

grupo sanguineo y establecer mas de 200 variantes del antigeno D.
Técnicas Seroldgicas

Todas las técnicas seroldgicas en inmunohematologia se basan en la reaccién antigeno-anticuerpo
cuyas caracteristicas son la especificidad, reversibilidad, rapidez, espontaneidad; esto obedece a
un conjunto de interacciones entre las moléculas en las que intervienen la complementariedad de
encaje, la complementariedad de carga y el establecimiento de enlaces no covalentes como
interacciones electrostaticas, puentes de hidrdogeno, enlaces hidrofébicos y fuerzas de Van der
Waals. Estos enlaces estan regulados por factores externos como la temperatura, el pH y la fuerza

ionica del medio.
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Por muchos afios las técnicas seroldgicas empleadas en los laboratorios de inmunohematologia
han estado basadas en la reaccion de aglutinacion, sin embargo, existen algunas otras técnicas
como la adherencia de eritrocitos en fase sdlida que ofrecen sensibilidad mejorada para la
deteccion de pequefias concentraciones de anticuerpo en las muestras. Asi, en la actualidad estan
disponibles mdaltiples plataformas de trabajo para la investigacion de anticuerpos y antigenos
eritrocitarios que van desde la aglutinacién en l&mina, tubo, microplaca, microcolumnas y
métodos de fase solida, siendo estas tres Ultimas faciles de automatizar lo cual permite su uso a

gran escala y ofrece mayor trazabilidad y seguridad en los procesos.

La aplicacion de las técnicas convencionales es Util para procesar la mayoria de la rutina de los
laboratorios de inmunohematologia, sin embargo, hay una poblacién de pacientes en los cuales es

necesario aplicar técnicas especiales que permitan la resolucion de los casos mas complejos.

Las técnicas de neutralizacion, extraccion, disociacién, elucion y adsorcion son herramientas

valiosas para la resolucién de casos serolégicamente complejos.

Las técnicas de elucion y adsorcion se basan en la modificacion de los factores que determinan la
reaccion antigeno anticuerpo y la caracteristica de reversibilidad de la misma. Estas técnicas son
de gran utilidad en la investigacion de casos complejos de inmunohematologia, pues juegan un
rol importante para identificar anticuerpos en muestras PAD+, detectar antigenos expresados
débilmente, concentrar soluciones que contienen anticuerpos, identificar anticuerpos en muestras
con multiples anticuerpos, preparar células para autoadsorcién, preparar células con PAD+ para

fenotipificacion.

Aun cuando existen diversas herramientas seroldgicas que ayudan a la resolucion de casos
complejos, en ocasiones estas resultan insuficientes para obtener los resultados esperados que se
puedan traducir en obtener la sangre mas segura para los pacientes evitando la generacion de
reacciones transfusionales hemoliticas y enfermedad hemolitica del feto y recién nacido. Cuando
serologicamente no podemos encontrar compatibilidad aplicando la prueba cruzada mayor
debemos recurrir a transfundir unidades de sangre con fenotipo compatible, es decir que no
contenga los antigenos de mayor importancia clinica de los cuales el paciente carece y de esta

forma minimizar el riesgo de que un anticuerpo no identificado en el paciente pueda producir una
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reaccion transfusional y en segundo lugar prevenir la aloinmunizacién del paciente con otros

anticuerpos. En estos casos las pruebas de biologia molecular son de gran utilidad.
Técnicas de Biologia Molecular

El conocimiento del genoma humano nos ha permitido descubrir los polimorfismos de los genes
que dan origen a los antigenos de grupo sanguineo. La gran mayoria de los antigenos de grupo
sanguineo dependen de mutaciones puntuales conocidas como polimorfismos de un solo
nucledtido o SNPs, estos SNPs pueden estar presentes en la region codificadora del gen, es decir,
la que se traduce directamente para dar origen a la proteina, o en la regién reguladora que se
encarga de su expresion. Es por ello que es importante conocer los mecanismos moleculares que
regulan la expresion de los antigenos en los eritrocitos. Un ejemplo de esto es el origen del
fenotipo Fy(a-b-) en poblacion africana que codifica un alelo Fy-b silente debido a la mutacion de
la region promotora GATA-1 que regula la expresion del antigeno Duffy en la membrana del
eritrocito méas no en otros tejidos, es por ello que individuos de fenotipo Fy(a-b-) que tienen la
mutacién en la region GATA-1 pueden recibir sangre con antigeno Fy-b sin riesgo de

aloinmunizacion.

Existen diversas técnicas para la genotipificacion eritrocitaria, todas ellas basadas en la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) que consiste en elaborar multiples copias de regiones
especificas de ADN y demostrar la presencia o ausencia de los alelos mediante AS PCR, PCR-
SSP, PCR-RFLP, PCR Real-Time y la tecnologia de microarreglos. La tecnologia de
microarreglos permite detectar numerosos polimorfismos en un Unico ensayo y debido a su

configuracion permite la genotipificacion a gran escala.

Las técnicas de inmunohematologia molecular han abierto un nuevo horizonte en el laboratorio
de inmunohematologia. Gracias a la aplicacion de las técnicas de inmunohematologia molecular,
hoy podemos saber que existen mas de 200 variantes del antigeno D y al reconocer esas variantes
se puede identificar aquellas personas que son capaces de generar una respuesta inmune frente al
antigeno D lo cual es de mucha utilidad en la toma de decisiones obstétricas para la
implementacién de la profilaxis con anti-D. Otra aplicacion importante en obstetricia es el

estudio de ADN fetal desde la circulacién materna con lo que podemos deducir el fenotipo del
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feto para establecer los riesgos del embarazo y aplicar los protocolos profilacticos en la gestante

sin necesidad de emplear métodos invasivos para obtener informacion del feto.

La genotipificacion cobra valor sobre todo para la toma de decisiones transfusionales en aquellos
pacientes que por su condicion clinica y seroldgica no pueden ser fenotipados con las técnicas
convencionales, aquellos pacientes PAD+ y PAI+ en los que no es posible encontrar unidades
serologicamente compatibles ni tampoco es posible la fenotipificacion debido a la interferencia
del autoanticuerpo adsorbido en el eritrocito o aquellos pacientes cronicos que reciben multiples
transfusiones como los que padecen de talasemia, anemia drepanocitica o cualquier otra
condicion que necesite maltiples transfusiones y que presentan reacciones de doble poblacién en
el fenotipo debido a la transfusion reciente son candidatos a la aplicacion de pruebas de

inmunohematologia molecular.

En el campo de donantes las técnicas de inmunohematologia molecular son dtiles para la
tipificacion sanguinea de donantes a gran escala con el fin de establecer la frecuencia de
antigenos en la poblacion y poder establecer un banco de datos de donantes para cubrir las
necesidades de la poblacion de pacientes mas susceptibles a inmunizacién. El uso de la
inmunohematologia molecular permite establecer el fenotipo para los antigenos en los que
usualmente no hay antisueros disponibles debido a su rareza, por lo tanto, es una herramienta Gtil

en la generacion de banco de datos de donantes con fenotipo raro.

Aunque el estudio del ADN en el laboratorio de inmunohematologia es una realidad en muchos
centros a nivel mundial, y sus aplicaciones son diversas, se debe tener cuidado al momento de la
interpretacion pues para ello se requiere de experiencia en la interpretacion de la técnica utilizada,
evaluar los datos seroldgicos y la historia clinica del paciente y conocimiento de los genes que
codifican a los antigenos de grupo sanguineo y sus variantes en la poblacion estudiada. Es por
ello que las técnicas de genotipificacion no deben ser usadas de manera aislada si no como un
complemento a las pruebas seroldgicas. Las herramientas serologicas han sido y seguiran siendo

durante algun tiempo la primera linea de pruebas inmunohematolégicas.
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