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Hemaglutinación  

Esta metodología ha permitido el desarrollo  
y la práctica de la medicina de transfusión durante el siglo XX 

 Es la mezcla de eritrocitos lavados con anticuerpos específicos anti-eritrocitários 
(monoclonales o policlonales) pero algunos no estan disponibles o en pequeñas 
cantidad 

  Es una prueba con más de 100 años (1901 Nobel Laureate Karl Landsteiner,) 

 La serología rutina grupo sanguíneo se dirige hacia la detección de antígenos de grupo 
sanguíneo: ABO, RH clínicamente significativo, KEL, FY, JK y MNS  

 La aloinmunización es detectados por P.A.I. (pesquisa de anticuerpos irregulares) y la 
compatibilidad entre beneficiarios y donantes 
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LIMITACIONES: 
  Fenotipagem en pacientes politransfundidos  
  Fenotipagem de glóbulos rojos cubiertos con IgG 
  Identificación de ags  variantes 
  Identificación de ags de baja y alta frecuencia  
 Otros :  

  Falta de reactivos policlonales y monoclonanes 
 Caracterización incompleta de los reactivos de glóbulos rojos  utilizados en la 

detección y identificación de anticuerpos  
 Variabilidad de reactividad de los anticuerpos monoclonales   
 Baja reactividad de los anticuerpos  que son clínicamente significantes   
 Falta de un único método (universal) para la detección  y identificación de 

anticuerpos  
 Subjetividad en la lectura e interpretación de los resultados  
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Limitaciones de los reactivos de los glóbulos rojos 
   

 Dificultad en obtener la inclusión de células homocigotas 
para los ags D, C, c, E, e, Fya, Jka, S y ags de baja incidencia    

 Límite de inclusión y exclusión de aloanticuerpos debido a 
falhas em los paneles de glóbulos rojos 

 Control de calidad de reactivos hematíes (determinación de 
zigocidade de los antigenos D, Fya, Fyb) 
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Limitaciones de fenotipagem de los grupos de sangre  

 Pruebas y la inclusión de los datos es que requieren mucho trabajo 

 Número de donantes que pueden ser fenotipados es pequeño   

 Proporcionar a los pacientes sangre antígeno negativo cuando 
teine el anticuerpo correspondiente  

 Proporcionar  sangre con fenotipo compatible para los pacientes 
politransfundidos   
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Genotipo !!! 
Resultados seguros en situaciones donde la hemaglutinación 

es  limitada 
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Zoom en AND  



 Antígenos son  proteínas que están  codificados  directamente 
por los genes  

 Antígenos de hidratos de carbono están bajo el control de los 
genes que codifican glicosiltransferases 

 Todos los genes ya han sido secuenciados 
 Los polimorfismos de GS son definidos  genéticamente  

 Análisis molecular de los genes de GS pueden ser útil en la 
clínica 

 Comprensión de las bases moleculares de GS exploró sus 
funciones 

Antígenos de grupos de sangre   
productos génicos 
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 Genotipagem en gran escala para la identificación de los antígenos 
comunes y raros 

 Producción de paneles de glóbulos rojos  adicionales 

 Determinar la zigocidad de los antigenos D, Fya y Fyb  para control 
de calidad de reactivos comerciales 

 Determinación del factor Rh variantes (D débil, Del, evar) 

 Proporcionar sangre antígeno negativo para los pacientes con 
aloanticuerpos 

Aplicaciones de pruebas moleculares 
en donantes de sangre 
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Aplicaciones de pruebas moleculares 
en medicina de transfusión 

 Apoyar la transfusión en pacientes politransfundidos o 
aloimunizados para disminuir o evitar la aloinmunización  

 Transfusión de apoyo en pacientes con prueba directa de AGH 
positivo 

 Identificación de fenotipos raros 

 Identificación de las variantes Rh com riesgo de aloinmunización  

 Confirmación de genotipo cuando un antígeno es débilmente 

 Resolución de las discrepancias ABO, RhD, ......  
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Aplicaciones de pruebas moleculares 
en medicina materna fetal 

 La madre tiene anticuerpos IgG clínicamente 
significativos  

 Padre es heterocigoto para el gen que codifica el 
antígeno de interés o padre desconocido 

 Determinación de ADN fetal en plasma materno 
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 Amniócitos y vellosidad coriónica  
 Células fetales em la sangre materna  
 ADN libre en plasma materno 
 Hay células fetales que circulan en la sangre materna en todas las etapas 

del embarazo (tasas de 1: 5.000/5.000.000) 
 Tipos celulares: Trofoblastos, eritrocitos, leucocitos y células  

progenitoras CD34 + 

Fuentes de ADN fetales 
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Determinación de ADN 
fetal en plasma materno   



25.4 genome equivalents/mL (early pregnancy) - 3,4%  
292.2 genome equivalents/mL (late pregnancy) - 6,2%  

ADN FETAL LIBRE EXISTE EN SUERO O PLASMA MATERNO EN 
PROPORCIONES MUCHO MAYORES QUE LAS CÉLULAS FETALES  

Quantitative analysis of fetal DNA in maternal plasma and 
serum: implications for noninvasive prenatal diagnosis.  

Lo Y-M et al, Am J Hum Genet, 1998, 62: 768-775.  

Resultados de 30 embarazadas con fetos masculinos 
24 plasma, 21 suero y 5 buffy-coat  

Determinación de ADN fetal en plasma materno 
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Prediction of fetal D status from maternal plasma: introduction of a new 
noninvasive fetal RHD genotyping service  

Avent et al, Transfusion 2002, 42: 1079- 1085  

Fetal blod group genotyping from DNA from maternal plasma: an important  
advance in the management and prevention of haemolytic disease of the fetus 

newborn  Daniels et al,  Vox sanguinis 2004, 87: 225-232 

Fetal RhD genotyping from maternal plasma in a population with a higly diverse 
ethnic background . Castilho et al., Ver Assoc Med Bras. 2006, 52: 232-235.  

Determinación de ADN fetal en plasma materno 
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Rapid clearance of fetal DNA from maternal plasma.  
Lo Y-M et al, Am J Hum Genet 1999, 64: 218-224. 

La vida media de ADN fetal en circulación= 16 min (4 – 30)  

ADN FETAL libre en PLASMA materno es eliminado rápidamente en las orina 
dentro de 48 horas después del parto 
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Determinación de ADN fetal en plasma materno 



Aplicaciones de pruebas moleculares reactivos 
hematíes de control de calidad  

Fenotipo          Genotipo probable  

A  AA, AO 

RhD+  RHD/RHD o RHD/– 

Fy(a+b–)  FY*A/FY*A o FY*A/FY o FY*A/FY*X 

Fy(a–b+)  FY*B/FY*B o FY*B/FY o FY*B/FY*X 
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 SNPs (single nucleotide polymorphisms)  
La mayoría 

 Inserción:  

 Nucleotído (s) : Rh, Colton 

 Eliminación 

 Gen, Exon, Nucleótido(s): ABO, MNS, 
Rh, Kell, Duffy, Dombrock 

 

 Transcripción: GATA 

 Duplicación 

 Exon: Gerbich  

 Splicing alterados: Jk(a-b-) 

 Conversión génica o 
recombinación:  MNS, Rh, 

     Ch/Rg 

Mecanismos moleculares que conducen a la 
diversidad de los antígenos de G.S. 
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Moderador
Notas de la presentación
Os mecanismos moleculares que levam a diversidade dos antigenos de GS incluem: SNPs, inserções, deleçoes, rearranjos gênicos. Sem dúvida o SNP( troca de 1 nucleotídeo com substituição de 1 aminoácido) é o mais comum. A partir do momento que se conhece as bases moleculares é possível identificar o polimorfismo de GS através da análise de DNA.



AAGTCAGCTGGACTTCGAAGATGTATGGAATTCTTCCTATGGTGTGAATGATTCCTTCCCAGATGGA

GACTATGATCCAACCTGGAAGCAGCTGCCCCCTGCCACTCCTGTAACCTG 

           (FY B)   A  (Asp42) 

           (FY A)  G  (Gly42) 

 RH: C/c (Ser103Pro); E/e (Pro226Ala) 

 MNS: S/s 

 Kell: K/k, Kpa/Kpb, Jsa/Jsb 

 Diego: Dia/Dib 

    Duffy: Fya/Fyb 

    Kidd: Jka/Jkb 

    Lutheran: Lua/Lub 

    Dombrock: Doa/Dob 

SNPs (mutaciones puntuales missenses)  
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Moderador
Notas de la presentación
Os mecanismos moleculares que levam a diversidade dos antigenos de GS incluem: SNPs, inserções, deleçoes, rearranjos gênicos. Sem dúvida o SNP( troca de 1 nucleotídeo com substituição de 1 aminoácido) é o mais comum. A partir do momento que se conhece as bases moleculares é possível identificar o polimorfismo de GS através da análise de DNA.



WAGNER y FLEGEL, 2000  

GENES RHD y RHCE 

 
 69Kb, 10 exones 
 identidad de 95% (nt y aa) 
 el gen RHD está cercado por 2 cajas Rhesus 
 SMP= Simple Membrane Protein 
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                      1    2     3    4    5    6    7    8   9 10              10 9  8    7    6     5     4    3     2    1 Rh 
box 

Rh 
box 

SMP1 

RHD RHCE 

5’ 3’ 3’ 5’ 



Fenotipo: D-positivo y D-negativo  

D+ (D/D) 

D+ (D/d) 

D- (d/d) 

RHD RHCE 
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Eliminación  del gene RHD  



Inserción de 37 pb  – codón de parada prematura 

RHD 

b 

RHDψ b SMP1 RHCE 

RHCE 
37pb Stop codon  

Genotipo: la presencia de genes RHD  
Fenotipo: ausencia de gen RHD  

Ocorre en 1/3 de individuos Africanos RhD -  

Gen RHDψ 
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Variantes RhD: D débil y D parcial  

Flegel & Wagner, 2002 

NH2 

COOH 

SNPs (mutaciones puntuales missenses)  

Rojo =  D débil  
Azul = D parcial  
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DANIELS, 2002  

2 1 3 8 9 4 5 6 7 

RHD 

10 

RHCE 

RHD SMP1 RHCE 

SM
P1

 

Rhesus  
box 

 

Rhesus  
box 

 

Reorganizaciones de genes 
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Variantes RhD  



Reorganizaciones de genes 
1    2     3      4     5     6      7     8     9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

1    2     3      4     5     6      7     8     9      10 

RHD 

RHCE 

Type II 

Type IIa 

Type IIb 

Type IIIc 

Type IVa 

Type IVb 

Type Va 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8       9     10 

1    2     3      4     5     6      7     8      9     10 

Type VI-1 

Type VII 

Type DFR 

Type DBT 

Type RoHar 

Type VI-2 
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1 TATC 2 

1 TACC 2 

FY A/FY B 

FY B 

FY Normal 

FY Mutado* 

Mutaciones en el promotor de genes que afectan a la 
expresión del antígeno en glóbulos rojos 

GATA box 

* Fenotipo Fy(a-b-) 

DUFFY- Transcripción 
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Técnicas moleculares para el análisis genético 
de grupos sanguíneos 

  Amplificación de ADN por PCR 

 PCR-RFLP 

 PCR-alelo-especifico 

 PCR-multiplex 

 Secuenciación 

 Real  time PCR 

 Métodos automáticos  

 Microarray 
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Genotipo de grupos sanguineos 

 AS-PCR y PCR-RFLP análisis requieren 

 trabajo manual 

 análise por electroforese (gel de agarosa, poliacrilamida) 

 repeticiones 

 varias pruebas sobre la misma muestra 
 PCR en tiempo real  puede ser realizado en tubo cerrado  

 trabajo manual 

Técnicas empleadas actualmente son lentos y 
laboriosos 
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Perspectiva: Microarray 
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Matriz-Chips de ADN 
 ¿Qué es un chip de ADN? (un chip es una matriz) 

 

 Informática: almacena una lista de datos 
ordenados 

 

 Biología: Grupo de moléculas de ADN son almacenados 
ordenadamente (PCR, oligonucleótidos...) en una superfície 
sólida  (vidrio, nylon, módulos de sílica) 
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 Oligos colocados sobre una superficie de vidrio (50-
100 micrones, 0,2-0,5 nL) 

 Miles de secuencias 

 Puede crear nuevos arreglos en semanas o meses 

Producción 
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BeadChipTM-Protocolo 
   1AMPLIFICACIÓN: 
 M-PCR 
    

gDNA 
Primers + P OH 

P 
OH 

2:00 h 

 2: VERIFICACIÓN DE FITA 

 ELIMINACIÓN  DE PRIMERS y dNTPs 

ssDNA 

P 
OH 

DIGESTION OF  
P-STRAND 1:30 h 

4: ANÁLISIS y ADQUISICIÓN DE IMÁGENES 

 1:00 h 
96 amostras 

 3: eMAP  
 RECONOCE  y EXTENSIÓN 
  
 0:30 h 

CUSTOM BEADCHIP™ 

PROBE 

DNA POLYMERASE + 
dNTPs + labeled dNTP 

TARGET 

BioArray Solutions Ltd 



Discriminación por extensión del alelo específico 
             Assay Image  

MATCH 

C 

G 
T 
T 

C 

G 

G 

G 

C 

A 

G 
T A 

A 
T 

T 
A 

T 
A 

A 
A 

C 
T 

  MISMATCH 

X 

C 

G C 

G 

G 

G 

C 

C 

A 

A 
T 

T 
T 

T 
A 

A 
A 

A 
T 

BeadChipTM-Protocolo 



Adquisición de imágenes 

Decoding Image 

Automated “Snapshot” Array Imaging   

Assay Image  BioArray Solutions Ltd 

BeadChipTM-Protocolo 



ADN array -BeadChipTM 

 Genotipo Eritrocitario : C/c, E/e, K/k, MNSs, 
Jka /Jkb, Fya/Fyb, GATA,FYx, 

     Dia/Dib, Coa/Cob, U, Uvar 

 Lwa/Lwb, Sc1/Sc2, Lua/Lub Doa/Dob, 

     Hy, Joa,  

 Hgb S 

 Genotipo de plaquetas: HPA1- 9, 

HPA11 y HPA5 

 Variantes RHD y RHCE  

 BioArray Solutions Ltd 



Análisis de datos: genotipos 

    Análisis del  chip  

Análisis de ADN 
 (para cada par de sondeos)  

  
AA   

" AB   

" BB ”   

  



 Sondas de oligonucleotideos em lâminas de 
vidro (Progenika) 

 MPXI (ABO y RHD)  

 MPXII (R HCE,MNS,DO,KEL,CO,JK,DI,FY) 

 

DNA array : ID - CORE  

‘normal’ 

‘mutante’ 

heterozigoto 



DNA array : ID- CORE  



 AMPLIFICAÇÃO 

 FRAGMENTÃÇÃO 

 LEITURA (CLASSIFICAÇÃO) 

DNA array – ID CORE  

 HIBRIDIZAÇÃO 

 

 QUANTIFICAÇÃO 

 



Análisis de datos:  



Perspectivas: Microarray 

 Gran número de muestras (buena plataforma para 
los donantes de sangre) 

 PCR multiplex  

 Análisis rápido y automático pós-PCR para 
numerosos polimorfismos de sangre 

 Sistema cerrado para evitar la contaminación 

 Análisis computarizado de los resultados 

 Realiza las interpretaciones a partir de una base de 
datos  

ADN array -Chips 



La tecnología microarray permite 

 Resolver problemas complejos 

 Proporcionan unidades  compatibles 

 Buscar donantes de sangre rara    

 Mejorar la seguridad e la calidad de la sangre 

Tecnología microarray:  
el potencial de cambiar la medicina de transfusión 



R1R1 
K- 

Fy(a-) 
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Fy(b-) 
Gata 

Mutado 
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K- 

Fy(a-) 
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8 11 12 

15 

Compatibilidade 
Perfeita 

La tecnología microarray permite 



El futuro:  
plataforma que puede 

permitir que cada 
individuo tenga  su 

genotipo   GLÓBULOS 
ROJOS, PLAQUETAS  
Y HLA  rápidamente 

definido al nacimiento 
(esta información lo 
acompañará toda la 

vida ) 
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