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Introducción 

Antígenos del sistema de grupo sanguíneo Rh 

 Immunohematology 2004; 20: 23-36 

Moderador
Notas de la presentación
Antes de comenzar a ahondar en el tema de esta Tesis, es importante hacer un recordatorio de cosas que deberían considerarse básicas con respecto al grupo sanguíneo Rh. Este grupo es el más polimórfico de los grupos sanguíneos, y está formado principalmente por 5 antígenos, que son los antígenos D, C, E, c y e. Digo principalmente, porque se ha visto que estos 5 antígenos de los 50 que se conocen a la fecha, son los que más están involucrados en reacciones hemolíticas transfusionales por incompatibilidad de grupo sanguíneo. 



Blood 2000; 95: 375-387 

Antígenos Rh 

8 aminoácidos 
específicos 
24 aminoácidos TM e IC 
 

 

40% de homología con proteínas Rh 
 
Mutaciones producen fenotipo Rh null 

91.61% de 
homología 
entre ambas 
proteínas 

Moderador
Notas de la presentación
El antígeno D es codificado por el gen RHD y los antigenos CcEe por el gen RHCE. La expresión en la membrana eritocitaria de los antígenos Rh no depende solamente de los genes RHD y RHCE funcionales, sino que también de la expresión de un gen llamado RHAG, localizado en el cromosoma 6 . Este gen codifica para una proteína, RhAG, que cumple un rol de sustancia precursora para los antígenos Rh. Las proteínas RhD, RhCE y RhAG son proteínas politópicas que poseen 6 loops extracelulares y presentan los dominio C-terminal y N-terminal en la región interna, o sea citoplasmática del eritrocito. Las proteínas RhD y RhCE poseen 417 aminoácidos, a diferencia de RhAG que posee 409. Los círculos de color amarillo muestran los 8 aminoácidos específicos del antígeno D que están ubicados en la superficie exofacial (loops 3, 4 y 6) de la proteína RhD, mientras que los círculos negros muestran los 24 aminoácidos del dominio transmembrana y los que están orientados hacia el citoplasma del eritrocito. En morado se muestra que en el antígeno D, el aminoácido 103 corresponde a serina y en el 226 a alanina.�La diferencia entre el antígeno C y c radica en polimorfismos que parecen depender principalmente de la mutación sobre la posición 103 en el exón 2 del gen RHCE, en donde una serina en esa posición determina a C, mientras que una prolina determina a c. (2) La diferencia entre E y e está determinada por una sustitución aminoacídica en la posición 226 en el exón 5 del gen RHCE, en donde una prolina en esa posición determina a E, mientras que una alanina determina a e. (3) 



Genes del sistema Rh 

Entre ambos 
genes  
existe un 96% de 
homología 

cromosoma 1p34.3-36.1  

98.6% de 
homología 

entre ambos 
Rhesus box 

Willy A. Flegel and F. Wagner. Clin. Lab. 2002; 48: 53-59.  

Moderador
Notas de la presentación
Son dos los genes que codifican los antígenos de este sistema, esos genes son el RHD y RHCE de 10 exones cada uno, y entre ambos poseen una homología del 96%. Ambos se encuentran en el cromosoma 1. Como pueden ver en la figura, ambos genes se enfrentan el uno con el otro mediante sus extremos 3´, y entre ellos se encuentra otro gen llamado SMP1,el  cual no tiene una función relacionada con la expresión de proteínas Rh en la membrana eritrocitaria. Al mismo tiempo el gen RHD está flanqueado por dos regiones que poseen un 98.6% de homología y que tienen idéntica orientación, denominadas  Rhesus box 



Formación de alelos híbridos 

B: Conversión génica en cis 
 
 
 
 
 
C: RHD-RHCE-RHD 

Cambios extracelulares  Pérdida de  
epítopes D 

Blackwell Scientific Publications; 1997; 163-20  

Moderador
Notas de la presentación
La misma estructura que posee el locus RH facilita dos mecanismos moleculares principalmente, la deleción del gen RHD y al formación de alelos híbridos. En esta imagen, precisamente en A, se aprecia la dirección opuesta entre ambos genes RH. En B se ve como una conversión génica en cis se ve favorecida por la estructura en horquilla que puede adoptarse en la recombinación. En C se aprecia como a través de la conversión génica, parte del gen RHD es reemplazado por segmentos que corresponden al gen RHCE . Estas conversiones génicas son el principal mecanismo molecular del o de los fenotipos D parciales, que se caracterizan por alteraciones cualitativas del antígeno D, en la región exofacial de la proteína RhD, y que generan pérdidas de epítopes D en la membrana eritrocitaria. 



Fenotipos D parcial 

0.02 -0.05% 

Blood 2000; 95: 375-387  

Moderador
Notas de la presentación
En esta imagen se puede apreciar que los fenotipos D parciales pueden tener un origen heterogéneo, donde las cajas negras representan a los exones del gen RHD, y las cajas grises al gen RHCE. Dentro de los fenotipos D parciales, el más común es el DVI que se presenta con una frecuencia entre 0.02 a 0.05 % en la población, y en general los tipos de DVI se caracterizan en que los exones 4 y 5 del gen RHD han sido sustituidos por los exones del gen RHCE. La mayoría de los individuos con fenotipo D parcial pueden generar anti-D al transfundirse o al inmunizarse  durante el embarazo con glóbulos rojos con epítopes D que el no posee. El DVI tiene pocos epítopes en la superficie exofacial del eritrocito y muchos anticuerpos monoclonales no reaccionan con eritrocitos que presentan este fenotipo. 



Mecanismo molecular de los  
fenotipos D débiles más comunes 

Frecuencia: 0.2 - 1% 

 Blood 1999; 93: 385-393 

Moderador
Notas de la presentación
El fenotipo D débil, corresponde a la variante cuantitativa del antígeno D, en donde hay un menor número de sitios antigénicos D en comparación con eritrocitos con expresión normal. Este fenotipo se debe principalmente a mutaciones puntuales que generan sustituciones aminoacídicas en la región transmembrana y/o intracelular de la proteína RhD. La frecuencia del fenotipo D débil es cercana al 0.2 - 1%, y los más frecuentes son el d débil tipo I, con un con un 70.29%, el D débil tipo II con un 18.01%, y el D débil tipo III, con un 5.19%. El D débil tipo I, se produce por una sustitución de Timina por Guanina en el nucleótido 809, ubicado en el exón6 del gen RHD. Este cambio nucleotídico produce una sustitución de valina por glicina en el aminoácido 270 de la proteína RhD. Hasta el día de hoy se han determinado alrededor de 76 tipos de D débiles. �La mayoría de los D débiles  se caracterizan por no generar anti-D al transfundirse con glóbulos rojos Rh positivo, esto indicaría que el fenotipo no se debe a una alteración cualitativa de la proteína RhD, pero ahora se sabe que los D débiles tipo 4.2, 11 y 15 producen anti-D, lo que no permite hacer una diferenciación entre D parciales y  D débiles por el solo hecho de presentar anti-D. Eso sí, se sabe que más del 90% de los D débiles más comunes como el tipo I, II y III no generan anti-D. 



76 tipos 

Blood 2000; 95: 375-387  

Fenotipos D débiles 

Moderador
Notas de la presentación
Hasta el día de hoy se han determinado alrededor de 76 tipos de D débiles. �La mayoría de los D débiles  se caracterizan por no generar anti-D al transfundirse con glóbulos rojos Rh positivo, esto indicaría que el fenotipo no se debe a una alteración cualitativa de la proteína RhD, pero ahora se sabe que los D débiles tipo 4.2, 11 y 15 producen anti-D, lo que no permite hacer una diferenciación entre D parciales y  D débiles por el solo hecho de presentar anti-D. Eso sí, se sabe que más del 90% de los D débiles más comunes como el tipo I, II y III no generan anti-D. 



Determinación serológica  
del fenotipo Rh 

 Blood 1999; 94: 3986-3996.  

Moderador
Notas de la presentación
Para la determinación de grupo sanguíneo Rh, es importante saber que algunos clones de anticuerpos monoclonales son capaces de aglutinar los eritrocitos con fenotipo D parcial y con fenotipo D débil. Por ejemplo, los clones MS201, RUM 1 y LDM1 permiten identificar por aglutinación a gran parte de D parciales, pero no identifican a DVI, DFR, ni DBT. Para identificar a los fenotipos D débiles, casi todos los clones permiten aglutinarlos, con excepción de los clones que identifican a los DVI, DFR y a DBT. Los clones de anticuerpos monoclonales que se usaron para la determinación de grupo Rh en las muestras recolectadas fueron TH-28 y MS26. Con el uso de ambos, se podrían determinar la mayoría de los D parciales y D débiles, pero no permite hacer una diferenciación entre ellos a través de un análisis cualitativo, como lo es la aglutinación, cuando hay resultados discrepantes. Lo que sí permite hacer el uso de los dos clones, es que cuando una muestra no presenta aglutinación con los dos anticuerpos, se puede asegurar, serologicamente, que el fenotipo es Rh negativo.  



Determinación serológica 
del grupo Rh 



Fenotipos Rh discrepantes 

Moderador
Notas de la presentación
Cuando se presentan discrepancias, se obtienen resultados como los siguientes. En el primer pocillo se encuentran los anticuerpos que provienen de los clones TH28, y son de IgM, en el segundo pocillo, son de los clones MS26, que son IgG, que generalmente vienen acompañado con IgM, pero en menor cantidad que la IgG. Según estos resultados, sería complejo poder decir a ciencia cierta si el fenotipo es débil o parcial. Poder discriminar entre estos fenotipos es esencial, ya que en el caso de los D parciales el asunto se puede abordar desde dos perspectivas, y se basa en determinar el D parcial en un donante o en un receptor de sangre. La sangre o la unidad de glóbulos rojos con fenotipo D parcial de un donante debe ser etiquetada como D positivo, pero en el caso de determinarlo en un receptor, se debe etiquetar como D negativo, con el fin de disminuir el riesgo de inmunización anti-D o el riesgo a generar una reacción hemolítica si el individuo ya se encuentra inmunizado. Determinar que política o plan de acción se debe seguir frente a estos casos es un asunto que el banco de sangre no puede obviar, sobre todo cuando estas discrepancias se encuentran en mujeres en edad fértil.





Hipótesis 

    “La tipificación molecular por PCR del gen RHD permite 
diferenciar los fenotipos D débil y/o D parcial en  
muestras con fenotipo Rh discrepante”. 



Objetivo General 

 
Establecer mediante la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) un método que permita identificar el fenotipo D 
débil tipo I o D parcial en aquellas muestras que presentan una 
clasificación Rh discrepante. 
 

 



 
 
1. Reclasificar  por técnica en gel y en tubo el grupo sanguíneo de las 
     muestras que presentan un fenotipo presuntivo de D débil y 
     muestras Rh discrepantes. 
 
2. Implementar y estandarizar  mediante la técnica de reacción en 
    cadena de la polimerasa (PCR) un método para la caracterización 
    definitiva de fenotipos  D débil y D parcial.  
 
3. Determinar el genotipo Rh más probable en las muestras con  
    fenotipo presuntivo de D débil.  

Objetivos Específicos 



Metodología 
Obtención de las 

muestras 

Reclasificación 
sanguínea de 
las muestras 

Extracción del 
ADN 

Amplificación del 
gen β-globina 

humana 
(110 pb) Diseño de los 

partidores 

Determinación de la 
concentración de 
MgCl2 y partidor 

para cada reacción 
PCR 

Determinación de la 
sensibilidad de la reacción 

de PCR para cada  
partidor utilizado  

Determinación de la 
especificidad de los 
partidores para el 

gen RHD 

Detección del 
fenotipo D débil  
tipo I por PCR 

Detección del 
fenotipo D parcial 

por PCR 



Resultados  
Obtención de las muestras 

 

• Registro de fichas clínicas en Banco de Sangre de la Clínica  
  Santa María (1/11/2009 – 31/12/2010) 
• 2.528 determinaciones de grupo sanguíneo  
• 50 determinaciones con fenotipo presuntivo de D débil y/o  
  D parcial (2 %) 
• 4 muestras Rh negativas con test de Du positiva 
• 3 muestras con fenotipo Rh discrepante del Banco de Sangre  
  del Hospital San José 
• 1 muestra con fenotipo presuntivo de D parcial proveniente  
   del Hospital Clínico de la Universidad Católica de Chile 
• 4 muestras Rh positivas y 12 muestras Rh negativas 
 



Detección del gen β-globina  
humana en muestras recolectadas 

 1     2    3     4    5    6    7  

Moderador
Notas de la presentación
Con respecto a la amplificación del gen de B globina, en esta imagen se puede apreciar que el fragmento de 110 pb de este gen, se obtuvo en todas las muestras a alas que se le extrajo el ADN, confirmando la calidad de ellas. 



Diseño de los partidores para  
fenotipo D parcial 

Moderador
Notas de la presentación
Antes de mostrar los resultados de la técnica de PCR es importante mencionar que para determinar el fenotipo D parcial se diseñaron partidores orientados a amplificar un fragmento de 123 pb que es parte del exón 4, un fragmento de 158 pb del exón 5 y otro fragmento de 196 pb del exón 10 del gen RHD. Este último sirve como control interno del gen RHD, debido a que se han reportado muy pocas conversiones génicas que afecten a este exon. 



Diseño de los partidores para  
fenotipo D débil tipo I 

Moderador
Notas de la presentación
En el caso de determinar el fenotipo D débil, los partidores estuvieron diseñados para amplificar un fragmento de 188 pb que contiene la mutación del fenotipo D débil tipo I, y para amplificar un fragmento de 299 pb que contiene parte del exon/intron 4 del gen RHD, este último sirve como control interno dentro del mismo gen RHD, y para descartar conversiones génicas entre el gen RHD y RHCE. 



Determinación de la concentración de  
MgCl2 para cada partidor diseñado 

Amplificación del exón/ intrón 4 del gen 
RHD a 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 mM de MgCl2 

299 
pb 

Moderador
Notas de la presentación
Los resultados obtenidos al trabajar con concentraciones de 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 mM de MgCl2 indicaron que la concentración adecuada para desarrollar la amplificación por PCR fue de 2 mM, y en primera instancia todos los partidores fueron utilizados a 0.5 uM. En esta imagen en el carril 1 se ve el marcador de peso molecular de 100 pb y en el resto de los carriles se ve un fragmento amplificado de 299 pb que fue obtenido con concentraciones crecientes de MgCl.  Se ve que la amplificación de este fragmento es óptima cuando se ocupan 2 mM de MgCl, la cual fue usada para todas las amplificaciones siguientes. 



Determinación de la concentración  
requerida de cada partidor para PCR 

 

Amplificación del exón 5 del gen RHD a  
0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 uM 

158 pb 

E5F/E5R: 0,4 uM 
E10F/ E10R: 0.4 uM 
EI4F/ EI4R: 0.4 uM 
 
E6mF/ E6mR: 0.6 uM 
E4F/ E4R: 0.6 uM 

Moderador
Notas de la presentación
Los resultados obtenidos al amplificar los diferentes exones del gen RHD a diferentes concentraciones de partidor, concentraciones que estuvieron a  0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 uM señalaron que la mejor amplificación, en el caso del par de partidores para amplificar el exón 5 del gen RHD, se obtenía utilizando estos partidores a 0.4 uM. Esta concentración también fue la adecuada para amplificar el exón intron 4 y el exón 10 del gen RHD. Para amplificar el Exón 6 mutado y el exon 4 se determino que la concentración adecuada era 0.6 uM. 



Determinación de la sensibilidad de la  
reacción de PCR para cada  

partidor utilizado 

Amplificación del exón 10 del gen RHD usando  
300, 200, 100 y 50 ng de ADN 

196 pb 

Moderador
Notas de la presentación
En esta imagen se aprecia que utilizando los partidores para amplificar el exón 10 de 196 pb del gen RHD se necesita como mínimo 100 ng de ADN, aunque se obtienen fragmentos de amplificación a menor concentración, estas se obtienen con una menor calidad. Esta concentración de ADN es la mínima requerida para amplificar los fragmentos esperados utilizando cada uno de los partidores. El método de Lahiri permitió obtener ADN a una concentración de 0.25 a 0.6 ug/uL. 



Determinación de la especificidad de los 
partidores para el gen RHD 

Tamaño Fragmentos Amplificados 
Carril 2: exón 4 → 123 pb 
Carril 3: exón 5 → 158 pb 

Carril 4: exón-intrón 4 → 299 pb 
Carril 5: exón 10 → 196 pb 
Carril 6: control negativo 

Moderador
Notas de la presentación
Antes de realizar la determinación del fenotipo D débil y parcial se inicio con la amplificación de los exones 4, 5, una región que comprende el exón e intrón 4 y el exón 10 del gen RHD en una muestra de un individuo Rh positivo. Como se esperaba los partidores amplificaron un fragmento de 123 pb para el exón 4, 158 pb para el exon 5, 299 pb para el exón-intrón 4, y 196 pb del exon 10 del gen RHD. Este resultado, o sea la obtención de estos 4 fragmentos se obtuvo en las 4 muestras RhD positivas usadas como control.  



Detección del exón 6 mutado en muestras D débil  
y en muestra Rh positivo.  

  

Detección de la mutación T→G 809  
del fenotipo D débil tipo I 

188 pb 

annealing 
de 62°C 

Moderador
Notas de la presentación
Para la amplificación del fragmento de 188 pb del exón 6 conteniendo la mutación del D débil tipo I, se realizo una PCR con una temperatura de annealing de 62°C, con una muestra Rh positiva y en otra muestra con D débil. En la imagen se ve que en el carril uno, de una muestra Rh positiva, no hay presencia del fragmento de 188 pb, pero sí en el carril 3, que corresponde a la muestra de un D débil. Esto quiere decir que la especificidad del partidor para detectar la mutación y amplificar el fragmento esperado es a 62 grados. 



Detección de la mutación T→G 809  
del fenotipo D débil tipo I 

 188 pb 

 299 pb 

Amplificación del exón 6 mutado y exón-intrón 4 del gen RHD en 
las muestras recolectadas. Carril 2 y 3, muestra 2479; carril 4 y 5, 8847; 

carril 6 y 7, 3897; carril 8 y 9, controles negativos. 

Moderador
Notas de la presentación
Posterior a determinar la temperatura adecuada para llevar a cabo la reacción se procedió a realizar dos reacciones de PCR en todas las muestras recolectadas, tanto a las con expresión reducida del antígeno D, como las Rh discrepantes. Una reacción estuvo orientada a determinar la presencia del exón/intrón 4 y otra para determinar la mutación específica del D débil tipo I. En esta imagen se ve un gel de agarosa al 2%, en el que en el carril 1 se ve el marcador de peso molecular de 100 pb, en el carril 2 y 3 la muestra 2479, y en los carriles 4, 5, 6 y 7 se ven los fragmentos obtenidos en 2 muestras dentro de las que fueron recolectadas. En el carril 8 y 9 se aprecian los controles negativos. Según los resultados que se muestran en esta imagen las muestras 2479, 8847 y 3897 presentan el fenotipo D débil tipo I y todas ellas poseen el fragmento de 299 pb del exón/intrón 4, que sirve como control interno dentro del mismo gen RHD. Es importante mencionar que estos resultados se obtuvieron en  las 4 muestras con expresión reducida del antígeno D, y en las 3 muestras Rh discrepantes. 



Amplificación de los exones 4,  
5 y 10 del gen RHD 

Blood 1997; 89: 2568-77   

123 pb 

Moderador
Notas de la presentación
Antes de mostrar los resultados que se obtuvieron con la muestra que previamente había sido catalogada como D parcial, es importante mencionar que el diseño de los partidores para las muestras que se presentaran como D parcial serológicamente estuvo orientada a determinar la presencia o ausencia de los exones 4 y 5 del gen RHD, y como control interno dentro del mismo gen se utilizó la amplificación de un fragmento del exón 10. Esta imagen muestra que al querer determinar la presencia o ausencia de los exones 4 y 5 del gen RHD una muestra D parcial podría tipificarse como DVa, DVI, DFR o DBT, lo que quiere decir que estos son los tipos de D parciales que se pueden determinar con está técnica. 



Amplificación de los exones 4, 5 y 10 
del gen RHD en la muestra 
presuntivamente D parcial 

Carril 1, marcador de peso molecular 100 pb; 
Carril 2, exón 4 (123 pb); Carril 3, exón 5 

(158 pb); Carril 4, exón 10 (196 pb) 

Moderador
Notas de la presentación
Esta imagen muestra que los 3 exones del gen RHD, el 4, 5 y 10, están presentes en la muestra que había sido clasificada como D parcial. Estos resultados indican que la muestra no corresponde a DVI, DVa, DFR ni a DBT. Pero esto como resultado no descarta que la presunción de que sea D parcial se deba a otro fenotipo que no es determinado por está técnica, e incluso que la muestra pueda tener una expresión reducida del antígeno D.



Detección del exón 6 mutado y del exón-
intrón 4 en el gen RHD en muestra JCR y 

en muestra Rh positiva 

Amplificación del exón 6 mutado y 
exón-intrón 4 del gen RHD en la 
muestra presuntivamente parcial 

Moderador
Notas de la presentación
En este sentido, se realizó la amplificación del exón 6 mutado y del exón intrón 4 en reacciones por separado para descartar esa posibilidad. Así, se obtuvo la amplificación de los dos fragmentos, por lo que se descarta que la muestra JCR sea D parcial, y que en definitiva es un D débil tipo I. Esta afirmación cobra mayor validez debido a que su determinación se hizo en paralelo a una muestra D positiva. En el carril 2 y 3 se ven los fragmentos de 188 pb y de 299 pb de la muestra en cuestión, y en el carril 4 y 5 se ve solo la amplificación del fragmento de 299 pb del exon /intron 4 del gen RHD. Lios carriles 6 y 7 son los controles negativos. 



Discusión 

• Si bien el número de muestras recolectadas fueron menos 
de las esperadas, a partir de la revisión de las fichas 
clínicas se puede informar que dentro de 2.528 
determinaciones de grupo sanguíneo,  
50 presentaban fenotipos presuntivos de D débil y/o 
parcial, lo que representa el 1.9% de las determinaciones 
realizadas entre el 1 de noviembre del año 2009 al 31 de 
diciembre del año 2010. 

• La identificación por PCR del fenotipo D débil tipo I en las 
muestras analizadas se correlaciona con la fenotipificación 
serológica previamente realizada en las 4 muestras Rh 
negativas con test Du positivas. 

Moderador
Notas de la presentación
Leer lo de arriba y decir: Este porcentaje del 2% se relaciona bien con los datos que se obtuvieron de la revisión bibliográfica y que dicen que las muestras D débiles se presentan alrededor del 0.2 al 1% de la población, haciendo que sea necesario un estudio que contemple un mayor numero de muestras para estimar la frecuencia real en Santiago. Lo de al medio: aunque no hubieron discrepancias con la reclasificación del grupo sanguíneo, el uso de dos anticuerpos monoclonales en la clasificación Rh muestra resultados discrepantes en algunas muestras obtenidas, lo cual no permite diferenciar los fenotipos débiles y parciales. 



Discusión 

• La muestra previamente clasificada como D parcial, pudo serlo 
probablemente a que provenía de un individuo clasificado como Rh 
positivo y que poseía anti-D sérico. Con los resultados que 
permitieron clasificar esta muestra como D débil tipo I, no se 
descarta la posibilidad de que un criterio así (una inmunización anti-
D) se fundamente en la mutación que caracteriza a los fenotipos D 
débiles tipo 4, 11 y 15, que son los fenotipos débiles que se han 
relacionado con inmunización anti-D. 

 

Moderador
Notas de la presentación
Leer y decir: esto sugiere que probablemente exista una mutación que afecte a aminoácidos localizados en el límite de la región transmembrana con la exofacial de la proteína RhD, que serológicamente no permiten identificarlos.



Conclusión 

    1.Se estandarizó una técnica basada en PCR que permite identificar aquellas 
   muestras sanguíneas que presentan un fenotipo Rh discrepante  
   mediante técnicas inmunohematológicas. 

  
     2.La tipificación molecular de las muestras con fenotipo D débil y de las 

   muestras Rh discrepantes permitió confirmar el fenotipo como D débil,  
   el que probablemente sea del  tipo I. 

 
      3.La muestra clasificada como fenotipo D parcial, después de 

   analizarla con esta metodología, fue reclasificada como fenotipo D débil 
   tipo I.  

  
          



    La  implementación de la técnica basada en PCR permitiría 
discriminar entre las muestras con fenotipo RhD débil de las muestras 
con fenotipo D parcial en aquellas muestras que se presenten como 
discrepantes para el Banco de Sangre. 
  
    La utilización de esta técnica de PCR en los Bancos de Sangre 
facilitaría la identificación de aquellas muestras o unidades de glóbulos 
rojos a transfundir que presenten un fenotipo sanguíneo Rh discrepante, 
disminuyendo los casos de pacientes que pueden generar una 
inmunización primaria contra el antígeno D, y también disminuyendo las 
reacciones hemolíticas transfusionales en pacientes que ya se 
encuentran inmunizados. 



Proyecciones 

• Estimar la frecuencia de los fenotipos D débiles y de los fenotipos D 
parciales presentes en nuestra población.  

 
• PCR múltiplex dirigida a la amplificación de un mayor número de exones 

del gen RHD. 
 
• Realizar PCR múltiplex para determinar la causa más frecuente de la 

expresión reducida del antígeno D.  
 
• Someter a los fragmentos amplificados a digestión con enzimas de 

restricción. 
 
• Secuenciación del gen RHD. 





Back ups 



Reclasificación sanguínea  
de las muestras 

Moderador
Notas de la presentación
Para la obtención de muestras con fenotipo Rh discrepante, se realizó una revisión del registro fichas clínicas en la Clínica Santa María. De un período que abarcó el 1 de noviembre del año 2009 al 31 de diciembre del 2010, se revisaron 2528 determinaciones de grupo sanguíneo, encontrando 50 individuos con fenotipo presuntivo de D débil y/o parcial. Esa cantidad representa el 1.97% de las determinaciones analizadas. �Se obtuvieron 4 muestras, que en primera instancia fueron D negativas, siendo posteriormente positivas en el test de Du. 3 muestras Rh discrepantes se obtuvieron del Banco de Sangre del Hospital San José y una muestra clasificada presuntivamente como D parcial fue obtenida desde el Hospital Clínico de la Universidad Católica.  El primer y segundo objetivo de esta investigación guarda relación con la reclasificación sanguínea de las muestras D débiles y Rh discrepantes y con la determinación del genotipo Rh más probable en las muestras con fenotipo D débil.



Fragmentos amplificados de los 3 
exones en muestra 734  

Amplificación de los exones 4, 5 y 
10 en muestra 734 

123 pb 158 pb 
196 pb 

Moderador
Notas de la presentación
A la muestra que no presento la amplificación del exón intron 4 en la primera reacción de PCR, se le realizo reacciones de PCR de forma separada para cada exón, en donde se obtuvo la amplificación de los exones, por lo que se descarta que la muestra posea un fenotipo D parcial, y se confirma que es del fenotipo D débil al haber amplificado el fragmento de 188 pb previamente. 



Preguntas para la profe 

SINERGISMO ENTRE 
TATA e Inr según 
distancia que los 
separe. Como esta en la 
imagen hay sinergismo y 
más alejados entre ellos 
actúan 
independientemente.  

DPE es un promotor 
dentro del gen.  
Mutaciones en la región 
promotora repercuten 
en una expresión 
reducida de la proteína 
o se generan proteínas 
truncadas ? 


	TIPIFICACIÓN MOLECULAR POR PCR DE FENOTIPOS D DÉBIL Y/O D PARCIAL EN MUESTRAS CON GRUPO SANGUÍNEO RH DISCREPANTE
	Introducción
	Número de diapositiva 3
	Genes del sistema Rh
	Formación de alelos híbridos
	Fenotipos D parcial
	Mecanismo molecular de los �fenotipos D débiles más comunes
	Número de diapositiva 8
	Número de diapositiva 9
	Número de diapositiva 10
	Fenotipos Rh discrepantes
	Número de diapositiva 12
	Hipótesis
	Objetivo General
	Número de diapositiva 15
	Metodología
	Resultados �Obtención de las muestras�
	Detección del gen β-globina �humana en muestras recolectadas
	Número de diapositiva 19
	Número de diapositiva 20
	Determinación de la concentración de �MgCl2 para cada partidor diseñado
	Determinación de la concentración �requerida de cada partidor para PCR�
	Determinación de la sensibilidad de la �reacción de PCR para cada �partidor utilizado
	Número de diapositiva 24
	Número de diapositiva 25
	Detección de la mutación T→G 809 �del fenotipo D débil tipo I
	Número de diapositiva 27
	Número de diapositiva 28
	Número de diapositiva 29
	Discusión
	Discusión
	Conclusión
	Número de diapositiva 33
	Proyecciones
	Número de diapositiva 35
	Back ups
	Número de diapositiva 37
	Número de diapositiva 38
	Preguntas para la profe

