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Soporte de transfusiones para
pacientes con transfusiones cronicas

e

Encontrar formas eficaces para reducir el riesgo de:

v'Reacciones de transfusiones hemoliticas

v'Sindrome de hiper-hemdlisis asociada a transfusion

v Aloinmunizacion




Historicamente, y actualmente los

Q fenotipos de grupos sanguineos han sido
I/‘ realizados por hemoaglutinacion

Stainsby et al. Serious hazards of transfusion: a decade of
hemovigilance in the UK. TMR 2006; 20:273-82

v’ 2623 eventos (1996-2004)

v' 10.2%- Reacciones de transfusiones hemoliticas agudas (ABO)

v’ 9.7%- Reacciones de transfusiones hemoliticas tardias




Historicamente, y actualmente los
fenotipos de grupos sanguineos han sido

I/‘ realizados por hemoaglutinacion

Reacciones de transfusiones hemoliticas tardias:

v' 8 muertes

v' 53% anti-Jka/JkP

v’ 38% anticuerpos sistema Rh

v 14%de errores pueden haber sido evitados mejorando
la practica en laboratorio




LIMITACIONES DE LA
HEMOAGLUTINACION

Dificultad en los fenotipos de pacientes con muchas transfusiones
con transfusiones recientes

Dificultad en los fenotipos de hematies recubiertos con IgG

Dificultad en la identificacion de ags variantes

Dificultad en la identificacion de ags de baja y alta frecuencia

Imposibilidad de determinar la cigozidad

Limitacion de los stocks de antigenos-negativos
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Genotipo eritrocitario en pacientes
cronicamente con transfusiones: Donde

estamos

v’ Soporte de transfusiones reduciendo o previniendo la
aloinmunizacion

v’ Soporte de transfusiones de pacientes con Anemia Hemolitica Auto
Imune

v' Identificacion de fendtipos raros : Dombrock,etc

v'Identificacidon de variantes Rh que representan riesgo de
aloinmunizacion : D parcial , D debil

v'Confirmacién del genotipo cuando un antigeno es francamente
expreso

v Resolucién de discrepancias ABO, RhD

Busca de donantes fenotipo compatibles




GENOTIPO EN CLINICA

by
o
»

Genotipo de grupos sanguineos en clinica

requiere:

v' Conocimiento en grupos sanguineos

v' Experiencia en la interpretacion de las reacciones de
PCR utilizadas

v" Obtencién de los hallazgos seroldgicos y de la historia
clinica del paciente antes de interpretar los resultados
de genotipos

Conocimiento de los genes gque codifican los antigenos
de GS y sus formas variantes (fenotipos y genotipos
pueden no relacionarse) en la poblacion estudiada :




Inmunohematologia: mas alla del
tubo

Fenotipo Genotipo

Aglutinacion

Técnicas moleculares: potencial para cambiar la
practica en la medicina de transfusiones




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia em la practica clinica

Caso clinico 1
v Paciente encaminado para recibir 2 unidades de hematies en régimen
ambulatorio. Diagnostico del Sindrome Mielodisplasico (SMD).
v" Politransfusiones - ultima transfusion < de 3 meses.
v' Exames inmunohematoldgicos prévios ( otro hospital) :
v" A RhD positivo
v TDA : negativo
v PAI : positivo
v 1Al : anti-E ; provavel anti-JkP
v Fenotipo probable : (D+C(cm)c+E(cm) e+); K-k+; Fy(a+bcm); Jk(a-bcm)

Test complementario: genotipo RH, KEL, FY e JK




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 1

Genotipo: RHD+ RHCE ccee , K2/K2
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Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 1 _
Genotipo FY*A/A, JK*A/A

Controle JK A/JK B
Controle JKB/JK B
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Componente seleccionado para la transfusion:
v'Fenotipo reducido del genotipo: R r(D+C-c+E-e+);K-; Fy(b-);Jk(b-)
1 en 18 unidades son E-, Jk(b-)

Protocolo hematies fenotipados: 1 en 100 unidades son C-,E—,K—Fy(a-),Jk(a-)




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 2

v Paciente con politransfusiones con TDA positivo
(4+) eluato y suero positivos (4+) con todas las
células del panel de hematies.

v Histéria de transfusiones recientes y evidencia
clinica de disminucion de vida de hematies en
transfusiones.

v Hipotesis diagnostica : Anemia Hemolitica Auto —
Imune.




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

PCR- Multiplex PCR- RELP
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Genotipo: RHD-, RHCE ccee; K*2/2




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

PCR- RFLP PCR- AS ]

FY AIFY B
IKA/IKA

Genotipo: FY*A/B; JK*A/A; GYPB*s/s

Fenotipo deducido : rr,K-k+,Fy(a+b+), Jk(a+b-)S-s+




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

v'Examenes complementarios
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Aloanticuerpos detectados: anti-E, -JkP
dnAponente seleccionado para la transfusion: Fenotipo rr, K-, Jkb(-) S-




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 3
v' Histoérico (2005)

v" C.N, 35 afios, fem.,pardo, A.Falciforme + 202 sem. gestacion. GIPO.
Colescistectomia hace 4 anos.

v' Medicamentos: Acido félico + sintomaticos para crisis de dolor.
v Politransfusiones con transfusion reciente (<3 meses)

v Solicitado : 2CH para transfusion y reserva de 4 unidades hasta el
parto.

v' Estudios Iniciales :
v ABO/Rh : B RhD positivo
v’ Test directo de Antiglobulina : negativo
v Investigacién de anticuerpos irregulares en LISS/AGH: positiva
v 1Al : anti - Kp?
v Fenotipo 2002 : R, r (cDe/cde),K-k+




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Fenotipo deducido : Ryr,K-k+, Jk(a-b+), Fy(a-b-), S- s+




Fenotipo Fy(a-b-) en Africanos

Mutaciones en el gen promotor que
afecta la expresion de antigeno en hematies:
mutacion T>C en GATA box impide la transcripcion del gen
Bl

GATA box

Ie)— ) >

v Fenotipo Fy(a-b-): gen FY codifica FY*B




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

N
v" Fenotipo seleccionado para transfusion: %

R0r1 K_k+1 Kp(a_)’ ‘]k(a_b+)’8_ ' ¢

v Aumento de disponibilidad de sangre fenotipo compatible

v Transfusion de sangre fenotipo Fy(b+) no elevé la aloinmunizacion

v Transfusion de hematies Fy(b+) es recomendada en pacientes con

genotipo como FY*B-33




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 4

v GKK, 76 afios, fem, bc, diagndéstico de cancer de mama +
anemia cronica. GO/PO

v Feb a Jun/2003 recibié 5u CH
Estudios Iniciales:

v'TS: O RhD -

v Fenotipo: rr,K-k+ Fy(a+b+),Jk(a+b-), M+N+S+s+,Le(a-b+)

No recibio transfusion en otro servicio

Nov/2003: PAI +, identificado aloanti-D




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 4

v" Look back:

v Fenotipo de los donadores relacionados:

v 4 confirmados como RhD- por el fenotipo y
genotipo

v'1 RhD debil (CCDee) clasificado como RhD —en 12
donacion

vFenotipo  de paciente: RhD confirmado por el
genotipo — rr(ccdee)




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 4 - Resultados seroldgicos

Rh Policlonal Monoclonal

0 (salina)

0 (37°C)
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2+(ctl)
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Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica
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Flegel & Wagner, 2002




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 4 - Densidad antigénica

Fenotipo Media Mediana Rango

D debil tipo 1

326.000 310.000 227.000-382.000
(donante) DCCee

D debil tipo 1

(ctl) DCcee 768.000 792.000 534.000-1158.000

D debil tipo 2

(ctl ) DccEe 663.000 630.000 423.000-718000

DCcee (ctl) 13.402 - 19.018




Do we need to be more concerned about weak D
antigens ? G. Garratty / Editorial Transfusion, 2005

Pacientes RhD negativo que recibiran transfusion con
fenotipo RhD debil

v D debil tipo 2 (Flegel & Wagner, 2000)
v D debil tipo 1 (Mota & Castilho, 2003)

Pacientes D debil que recibiran transfusion con fenotipo
RhD positivo

v D debil tipo 4.2 (Wagner & Flegel, 2000)
v D debil tipo 15 (Wagner & Flegel, 2000)




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
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Importancia en la practica clinica

Pacientes D Debil

00S mas comunes (RhD-positivo)

00s /, 15 (RhD-negativo)

v' D debil DVI- (RhD-negativo)
v D debil detectado TA/37°C (RhD-positivo)




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

v'Histoérico
NSSM, 52a, fem, bc. Admitida en 24/07/2006 con dipnea a los medios esfuerzos,
debilidad + plaguetopenia . Hepatitis C cronica.

GIIPIIl. Craneotomia hace 10 afios
Medicacion: medicada con Interferon y Ribaverina (suspendio hace 20 dias).

Relata haber recibido 3 u CH hace 3 semanas en otro hospital.

v'Examen fisico/ laboratorio

Palidez cutanea-mucosa , esplenomegalia
Hb: 7,8 g/dl, BT: 2,7 mg/dl, Bl: 1,8 mg/dl, DHL: 1940 U/L, reticulocitos: 3%.

Ficha Inmunohematologica:
TS: BRhD +
TAD: IgG 3+ / C3d 1+
PAI: Positiva
Fenotipo eritrocitario: no realizado previamente
Solicitado 2 u de CH




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica
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Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Lewis Lutheran Di  eluato

JDoador




MULTIFLEX 26-07-2005

1. L@cgler : 100pb
2. Centrol ¥

3. Cant¥ol D+,Cc
4. Cnt bl D+,CC
5. Contradl ddcc

6. Pacientt

RFLPRHE/e 26-07-2006

1. Ladder : 50pb
2. Control ee
3. Control Ee
4. Control EE

5. Paciente

o

Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica
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PCR K2 groe  jrae —

RFLP KEL 26-07-2006 RFLP KIDD 26-07-2006

RFLF DUFFY 26-07-2005

1. Ladder : 100pb

I I To [o [T N0 0] 0] o} 1. Ladder : 100pb

1. Ladder : 100pb

2.PCR 2. Control FY: 1,2 2. PCR
2. Paciente

3. Control K:1,2

3. Control FY:1,-2 3. Control JK: 1,2

3. Paciente

4. Control K:-1,2

4. Control FY:-1,2 4. Control JK:1,-2

5. Paciente

5. Paciente 5. Control JK:-1,2

6. Paciente

Genotipo: RHD+,RHcc/Ee,K2/K2,FYB/FYB,JKB/JKB,GYPBs/s




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

v'Fenotipo deducido del genotipo:

R,r,K-k+, Jk(a-b+), Fy(a-b+), S-

v’ Analisis  serologico complementario:  Adsorciones
alogenicas con hematies R,r,K-Jk(a-),Fy(a-),S- para la
retirada del autoanticuerpo.

v'Conclusiones: Aloanticuerpos detectados: anti-C,-Fy2,-S.

v Transfusion con hematies fenotipo compatible.




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Importancia de la prevencion de aloinmunizacion en pacientes que
entran en el esquema de politransfusiones, especialmente portadores
de AHAI

Cerca del 30% de estos pacientes son aloinmunizados principalmente
por anticuerpos dirigidos a antigenos de los sistemas Rhy Kell (E > K >
C)

Utilizacion de genotipo como un instrumento de alta resolucion para
garantizar seguridad en la transfusion
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Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 6

MRD,62 anos , femenina ,blanca. Admitida el 2070672007 LNH
politransfusiones, ultima transfusion hace 1% mes en otro
hospital. GIIPII.

Examen fisico/ laboratorio
Palidez cutanea-mucosa, hepatoesplenomegalia .
Hb: 7,0 g/dl, cont. plaquetas: 56 x 103/uL .

Examenes Inmunohematologicos

TS: O RhD +

TAD : Negativo

PAI : Positiva

Fenotipo eritrocitario: no realizado previamente

Solicitado 2 u de CH




Caso Clinico 6 — Panel de Hematies

Fenotipo
R,"R,
RiR,

RiRy

anti-c, provavel - Jk2 ,- Fy2. -K?




Caso Clinico 6 — Panel de Hematies
Seleccionadas

Fenotipo
R,"R,
RiR,

RiRy

anti-c, - Jk@ ,- Fy?




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

PCR -RFLP

pCR




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

El papel del genotipo :

v Impacto en el inventario
de bolsas fenotipo
compatible

v Optimizar la hora de
trabajo del funcionario

v' Costo/ Beneficio

v Laudo preciso por el LRI




Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Caso clinico 7:

v' Paciente falciforme aloinmunizado con anti-D y anti-K

v' Fenotipo del paciente: R,r (D debil), K-k+

v Genotipo del paciente: RHD+, RHCE cc ee , K2K2
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Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica
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Aplicaciones de Biologia Molecular en Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

Situaciones que el genotipo y el fenotipo pueden no
corresponder

v Transfusiones cronicas/Zsolidas

v' Alteracion en el gen afectado: transcripcion (Fyb-); splicing (S-s-);

introduccion del stop codon Fy(a-b-), Rh,,,, 0 mutacion que afecta la
estabilidad de la proteina en la membrana de la célula (Fy*)

Crossing over Yy otros arreglos geneticos (RHD/RHCE)

Alteracion en otro gen que esta asociado con la expresion del gen :
RHAG —Rh

null




Aplicaciones de Biologia Molecular en
Inmunohematologia:
Importancia en la practica clinica

v Genotipos de grupos sanguineos en clinica requieren:

v' Conocimiento en grupos sanguineos

v’ Experiencia en la interpretacion de las reacciones de PCR
utilizadas

v' Obtencidén de los hallazgos seroldgicos y de la histéria clinica del
paciente antes de interpretar los resultados del genotipo

v' Conocimiento de los genes que codifican los antigenos de GS y
sus formas variantes (fenotipos Yy genotipos pueden no
relacionarse) en la poblacion estudiada




Como sera el nuevo siglo?

XG
L

1945: Introducido test indirecto de antiglobulina
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