FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS ¥ FARMACLA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
UNIVERSIDAD DE 84N CARLOS DE GUATERALA

12

REVISTA CIENTIFICA VOL. 7.1

PERSPECTIVAS

Existe por parte del personal que wrabaja yfo colabora con el
Proyecto, un marcado interés por alcanzar en su totalidad los objetivos
propuesios, pero debido a gue el material y equipo que han sido
solicitados para el mismo no han sido proporcionados, se han entablado
pldticas con la Dra. Toriello a fin de realizar un trabajo conjunto USAC-
UNAM, en el que los antigenos se obtendrdn por colaboracién del
Laberatorio de Micologia de la UNAM y serdn enviados al Laboratorio
de Micologiade la USAC, en donde nosotros procederiamos a estanda-
rizar ¥ utilizar en esmdios seroepidernioldgicos.

Esto seria mientras el equipo y material solicitado parael Proyecto,
nos sea propercionado por el IIQB. Con ello, no sélo se aleanzardn los
objetivos propuestos para este afio, sino se darfa paso a nuevos estudios
que estdn delenidos por el memento por ne contar con los antigenos y
antisuerns Necesarios para su gjecucion.
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DETERMINACION DE LA INCIDENCIA
GRUPOS SANGUINEOS EN

B Maria de los Angeles Prado B. y
Gloria Hidalgo

RESUMEN

Elobjeto de este estudio, fue establecer la incidencia v la frecuencia
de antigenos eritrocitarios en una poblacién representativa de donadores
desangre, Paraellos, se tipificaron en 445 donadores del Banco de Sangre
del Hospital General, los antigenos de siete sisternas sanguineos: ABO,
Rhesus, MNSs, Kell, Lewis, Duffy y P.

Los grupos sanguineos O, A, B y AB fueron encontrados en 68.8,
19.6,9.4 y 2.2% respectivamente. El subgrupo A, se presentd en el 80.4%
de los donadores positivos para el antigeno A,

El orden descendente en que fueron encontrados los antigenos del
sistama Rh fue: D en 97.7%, en 89.8%, C en 80.1%,cen 65.1% y Een
50%. Los fenotipos m4s frecuentes en la poblacidn fueron: C4c-E-e+D+
(25.2%), C+c+E+e+D+ (24.8%) y C+c+E-e+D+ (20.8%).

Los antigenos del sisterna MNSs, M, N, S y s se presenta:fon enun
89.9%9;, 75.5, 42.7 v 50.1% respectivamente, siendo los fenotipos mds
frecuentes M+N+ (65.5%), M+N- (23.8%), S-5+ (31.9%) y S-s- (25%).

El antigeno Kell, ¢l de més baja frecuencia en el estudio; se presenté
en3.1% de los donadores, mientras que el Cellano, el segundo en frecuen-
cia después del D; se encontrd en el 97.3% de los donadores, siendo el
fenotipo més frecuentemente hallado el k-k+ en 93.7% de la poblacién.

El fenotipo mds [recuente del sistema Lewis, Le(a-b+), se presento
cn 66.4% de los donadores, teniendo el antigeno LePmayor frecuencia que
el Len

Los antigenos Fy*y P, delossistemas Duffy y P, se encontraron en
un 77.2 y 68.7% respectivamente,

Al conocer la distribucidn de estos antigenos en la poblacidn, se
formd con la sangre de los donadores estudiados, un panel eritrocitos con
antigenos conocidos, el cual fue conservado a -20°C por lécnicas de
congelacién, y podra ser utilizado en ]a deteccién de anticuerpos irregu-

Y FRECUENCIA DE ANTIGENOS DE
DONADORES DE SANGRE

lares en casos de incompatibilidad sanguinea en politransfundidos y
mujeres multiparas asi como en enfermedad hemolitica del recién nacido,

INTRODUCCION

Los grupos sanguineos representan sistemas de determinantes
antigénicos ubicados en la membrana del eritrocito. Los antigenos eri-
trocitarios se heredan de acuerdo a las leyes mendelianas simples,

Los anticuerpos contra los antigenos de grupos sanguineos se han
encontrado responsables de reacciones hemoliticas en pacientes poli-
transfundidos, as{ como en el recién nacido. Los anticuerpos contra fac-
tores del sistema Rh (C,E,c,e), sistema Kell, Kidd, Duffy, MNSs, Diego
y otros se han identificado como causantes de este tltimo padecimiento,
mientras que los anticuerpos contra los sistemas Lewis y Lutheran se
asocian mis frecuentemente a reacciones postransfusionales.

En Guaternala, se desconocfa la incidencia y frecuencia de los
antigenos de grupos sanguineos en la poblacién, existiendo tnicamente
algunos estudios sobre grupo ABO y antigeno D del sistema Rhesus, por
lo que se identificaron los antigenos del grupo ABO (A, A, B, AB)y
sisternas Rh (C, ¢, E, ¢, D), MNSs (M, N, 8, s), P (P,), Duffy (Fy*), Kell
(K, k) v Lewis (Le®, Le®), a través de la utilizacién de la téenica de
aglutinacién en tubo y de antisueros monoclonales comerciales,

Unavez conocidala presencia de los antigenos de cada sistema men-
cionado, se formé, conla sangre de los donadores estudiados, un panel de
eritrocitos con antigenos conocidos (células rojas pantallas), el cual fue
conservado y preservado por técnicas de congelacidn, para ser utilizado
en estudios posteriores, en la determinacién de anticuerpos contra antige-
nos de grupos sanguineos, como causantes de reaccidn ransfusional y en-
fermedad hemolitica del recién nacido.

MATERIALES Y METQDOS

El universo de trabajo lo constituyeron 445 donadores de sangre,
hombres y mujeres comprendidos entre las edades de 18 a 50 afios,
provenientes tanto del inicrior de la Repiblica, como de la ciudad capital,
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y que asistieron al Banco de Sangre del Hospital General San Juan de
Dios.

Cadauno de ellos llend una ficha con informacién de importancia al
estudio. Seguidamente sc les extrajo sangre para determinar por medio de
la técnica de aglutinacidn en tubo, y con antisueros monoclonales de las
casas Immucor, Gamma Biologicals y Ortho Diagnostics, los antigenos
eritrocitarios, A, B, AB, A, D,C,E,¢c,e, M, N, §,5, P, Kk, Fy*, Let,
y Leb. Una vez obtenidos los fenotipos de estos grupos sanguineos se
prepard un panel de células pantalla que se almacend por técnicas de
congelacidn a -20°C,

El presente estudio se realizé en el Banco de Sangre del Hospital
General San Juan de Dios, contando ademds con el apoyo del Depar-
tamento de Citohistologia, de la Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad
de CC.QQ. v Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

Dentro del equipo de importancia empleado se encuentran: 1 centri-
fuga MLA, 1 centrifuga Clay Adams, 1 bafio de Agua Memmert y 1
refrigeradora Prado S. A.

Losreactivos utilizados incluyen, adem s a los antisueros monoclo-
nales antes mencionados: solucidn salina al 0.85%, citrato de potasio,
glicering, sodio dihidrogenofosfato 1 hidratade, sodio dihidrogenofos-
falo anhidro y antiglobulina humana poliespecifica.

A, Metodologia

Se estrajo sangre a los 445 donadores, ¥ se dejé coagular de 30 a 60
min., tiempo después del cual sc centrifugd cada muestra de sangre, se
separé el suero el cual fue debidamente identificado, y se prepararon
suspensiones al 45 de eritrocitos, con un volumen final de 2 ml.

Una vez obtenidas las suspensiones para cada donador, se procedié
a la identificacién de los antigenos, Se utilizé la téenica de aglutinacién
en tubo, haciendo referencia a los procedimientos especificados por las
casas comerciales Immucor, Gamma biologicals y Ortho diagnostics (1-
9.

La identificacion de los antigenos A, B, AB, A, D,C,E,c,e, Lety
LePse realizd en medio salino, a temperatura ambiente, y los antigenos del
sistema Rhesus, ademds, a 37°C.

La identificacién de los antigenos S, s, K, k, ¥ Fy® se realizé por
medio de las prueba de antiglobulina, después de meubar los tubos a 37°C
por 15 min,

La identificacién del antigeno P, se realizd una vez incubados los
tubos a 4°C por 10 min,

Una vez determinado el fenotipo eritrocitario, se cité a los dona-
dores, y en forma estéril se les extrajo sangre, la cual fue recolectada en
solucidn ACD vy se utilizé para la realizacién de un panel de células
pantalla:

- Se disolvicron en 600 ml de agua destilada, 19.4 gr. de citraio de
potasio, 3.1 gr. de NaH PO _2H,0 y 2.8 gr. de Na_HPO,

- Seafadieron 2 velimenes de glicerina a 3 voldmenes de la solucidn
de citrato amortiguada.

- Se centrifugd la sangre recoleclada y se separd cl sobrenadante del
paquete de eritrocitos.

- Seagreg6 lentamente un volumen de solucién de glicerina y citrato
igual al volumen del paquete de eritrocitos, mezcldndolos cuidado-
samente, y sc distribuyd la mezcla en volimenes de 4 ml, en tubos
de hemdlisis, los cuales fucron congelados a -20°C,

RESULTADOS Y DISCUSION

Lapoblacién de estudio consistid en 445 donadores que asistieron al
Banco de Sangre del Hospital General San Juan de Dios, durante los
periodos comprendidos del 5 de agosto de 1987 al 7 de abril de 1988 y del
22 al 29 de julio de 1988. De éstos, 368 eran de sexo masculino y 77 de
sexo femenino. 152 donadores se encontraban entre las edades de 18 y 25
afios, 291 entre los 26 y 50 afios y 2 mayores de 51.

La mayoria de los donadores incluidos en el esmdio fueron de
poblacién mestiza originaria de los departamentos de Guatemala, Jutiapa,
Escuintla, El Progreso, Sta. Rosa, San Marcos, Jalapa, Zacapa, Quetzal-
tenango, Chiquimula, Sacatepéquez, Mazatenango, Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Quiché, Solold, Huehuetenango y Totonicapin.

Deltotal de donadores, 402 no habian sido sometidos a procedimien-
los quirdrgicos, 426 expresaron no haber sido receptores de transfusion
sanguinea y delas 77 mujeres donadoras de sangre, 55 refirieron no haber
terido embarazos, mientras que 22 habfan tenido embarazos previos con
partos normales, cesdreas o abortos espontincos.

Para el grupo ABO se determind que 306 fucron de tipo "0", 87 de
lipo "A",42 detipo "B"y 10 detipo "AB",lo querepresentaun 68.8,19.6,
94 y 2.2% respectivamente. Estos datos concuerdan con los de Pérez-
Folgar, quien establecid la frecuencia de estos antigenos en donadores de
sangre de la ciundad de Guatemala, en 1983,

Los resultados obtenidos para los otros sistemas de ant{genos eritro-
citarios, se relacionaron con datos publicados en estudios similares, los
cuales son basados en poblacidn Cauedsica, a pesar de que la poblacidn
guatemalteca es en su mayoria indigena y mestiza.

La incidencia de los antigenos del sistema Rhesus difiere con la
cncontrada en la poblacién Caucdsica, en la que se encuentra que los
antigenos e, D y c tienen los mayores porcentajes (98, 85 y 80%), yCy
E los menores (70 y 30%), mientras que ennuestra poblacidn se encucntra
que el mayor porcentaje corresponde a D, ey C (97.7,89.8 y 80.1%) v los
menores acy E (69.1 y 50%).

Losresultados obtenidos son importantes para estudios en los que sc
investiguen anticuerpos irregulares, ya que los antigenos D, e y C, por su
alta frecuencia podrian considerarse como causantes de reaccidn ransfu-
sional en mujeres multiparas y pacientes politransfundidos asi como
cavsantes de enfermedad hemolitica en recién nacidos.

Los [enotipos mas frecucntes del sistema Rh, en la poblacién de
estudio son: C+c-E-e+D+ (25.2%), C+c+E+e+D+ (24.6%) y Cc+E-
e+D+ (20.8%). La determinacidn de los fenotipos de este sistema fue
importante pues permitié determinar que los genotipos mds probahles en
la poblacidn guatemalteca son Deef/dce, DCe/DcE y DCe/dce.

En ¢l sistema MNSs, el antigenc M se presentd en un 89.9%, N en
755%,5en50.1% v S en 42.7%. Paralos antigenos M y N del sistema
MNSs los fenotipos mas frecuentes son: M+N+, M+N-, M-N+, v para los
antigenos S y s, S-s+, 8-s-, S+s- ¥ S+s-. Eslo concuerda con los datos
reportados para laraza Caucésica, a excepcién de los fenotipos M-N-y §-
s-paralos cuales inicamente se menciona que son extremadamente raros,
y cn la poblacién guatemalleca presentaronun 0.7 y 25% respectivamen-
le.

Los resultados obtenidos son importanles ya que los anticuerpos
contra los antigenos de mayor {recuencia encontrados (M y NJ, han sido
reportados como causanies de enfermedad hemolilica del recién nacido
as{ como causantes de reacciones transfusionales,

Con respecto al sistema Kell, el antigeno Kell se presentd en un
3.19%, mientras que el Cellano en 97.3%. El {enotipo que se encontrd con
mayor frecuencia, de esle sislema, en el estudio fue K-k+, en 93.7% de los
casos, Juego K+k+ en 3.6%, K-k- en 24% y K+k- en 0.3%. Esto
concuerda con los datos reportados para la raza Caucdsica, con excepeidn
del fenotipo K-k+ que sc presenta en mayor porcentaje en dicha pobla-
cidn.
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Estos datos son de suma importancia vaque ambos antigenos pueden
originar la formacién de anticuerpos causantes de reaccidn transfusional
y enfermedad hemolitica del recién nacido. Ademds, el antigeno k fue
encontrado en segundo lugar en frecuencia después del antigeno D del
sistema Rhesus, por lo que podria considerarse que puede ser una causa
importante de reaccién postransfusional antes que ofros antigenos del
sistema Rhesus.

Los antigenos del sistema Lewis, Le* y Le® fueron encontrados enun
6.4 y 70.5% respectivamente, siendo el fenotipo més frecuentemente
encontrado el Le(a-b+), presente en el 66.4% de 1a poblacidn.

Aungue los anticuerpos conlira el antigeno Le® no se han reportado
como causantes de enfermedad hemolitica del recién nacido, puede
causar dificultad en las pruebas cruzadas en la bisqueda de sangre
compatible.

El antigeno Fy* del sistema Duffy fue encontrado en un alto porcen-
taje (77.2%), v el antigeno P, del sistema P, en un 68.7%. Ambos
antigenos se Presenlaron en Un mayor poreentaje que el esperado.

En Guatemala, existe un uso indebido de la terapia transfusional, la
cual conduce a la sensibilizacidn de los pacientes, a diversos antigenos,
incluyendo enire ellos, al Fy* y a P,. Este tlumo ha provocado la
formacién de anticuerpos en pacientes obstétricas, con historia de trans-
fusiones previas.

El panel de células pantallas se formé con células provenientes de 10
donadores cuyos fenotipos se determinaron durante el estudio, Este panel
se ided de una forma funcional para la identificacién de anticuerpos
irregulares. Este quedd formado asi:

PANEL DE CELULAS

Rh MNSS Kell | Lewis | Duffy P
Donador C ¢ E e D M N S s |K k |Let Le*| Fy* P
No, |
1 + + 4+ + + |+ + + +|=- -] - = + 4+
2 + - —+ +|+ - =+ - F| = - + o+
3 B T I e B + -
4 Cel T S e B I i
5 -+ -+ = = 4+ -t = - + -
6 -+ -+ =+ =+ -+ - + + o+
7 -+ -+ == + -+ - +| - = + o+
8 -+ - =+ === - +| = + + 4+
9 |+ ++++ |+ +-—-+ - + |+ +
10 + ++++”__§++__|‘+

Pruebas de 1gualdad de proporciones fuercn utilizadas para estable-
cer la veracidad de las hipdtesis planteadas.

Para la primera hipétesis, P, representd el 0.50 de donadores que
presentaron separadamente los antfgenos E,e,C,¢ y D del sistema Rhesus,
de esta misma manera, P_represents el 0.50 de donadores que presenta-
ron el fenotipo Lewis, Le(a-b+) para la segunda hipdlesis.

Para la tercera hipétesis, P representd el 0.90 de donadores con
fenotipo K-k+.

La proporeién P de 0.50 representd la presencia de cada antigeno
delsistema MNSs (M, N, §, s) enla cuarta hipétesis, y delamisma forma,
para la dltima hipdtesis. (Conun de 0.05).

De acucrdo al andlisis estadistico, los valores de z calculados fueron
mayores que el valor de z eritica (1.64), para los antigenos C, ¢, ey Ddel
sistema Rhesus, v M y N del sistema MNSs, por 1o que se rechazaron las
hip&tesis nulas y se concluyd que cada antigeno mencionado se presentd
en mas del 50% de los donadores esmdiados. Sin embargo, para el
antigeno E del sistema Rhesus, y para los antigenos S y s del sistema
MNSs, los valores de z calculados fueron menores que el valorde z eritica

(1.64), por lo que se concluyd que cl porcentaje tedrico (50%) para ambos
casos, es mayor que el porcentaje experimental.

Los porcentajes encontrados, de los fenotipos Le(a-b+) del sistema
Lewis, y K—k+ del sistema Kell (66.4 v 93.7% respectivamente), fueron
mayores que los porcentajes tedricos de 50 y 90%.

Para los antfgenos Fy* y P, de los sistemas Dulfy y P, los valores de
z calculados, fueron mayores que €l valor de z critica (1.64), por lo que se
rechazaron las hipdiesis nulas, esto significa, que para cada uno de ellos,
el porcentaje tedrico (50%) es menor que el porcentaje experimental.

CONCLUSIONES

1. Los antigenos mas frecuentes en la poblacién de estudio son: D del
sistema Rhesus (97.7%), k del sistema Kell (97.3%) y e del sistema
Rhesus (89.8%).

2. Losantigenos de mas baja [recuencia en lapoblacidn de estudio son:

K del sistema Kell (3.1%) y Le* del sistema Lewis (6.4%).

Los antigenos A, A , B, AB, del sisterna ABO, D, e, C, ¢ del sistema

Rhesus, M y N del sistema MNSs, k del sistema Kell, Le* del sistema

Lewis, Fy* del sistemna Duffy y P, del sistema P, se presentaron en

mds del 50% de la poblacidn.

4, Los antigenos s v § del sistema MNSs, K del sistermna Kell, Le®del
sistemna Lewis, ¥ E del sistema Rhesus, se presentron en menos del
50% de la poblacién,

5.  El fenotipo presente en todos los casos de antigeno Rh negative s
D-Dv-.

6. Latécnica de aglutinacién en tubo es una técnica practica y Util para
Ja determinacidn de antigenos de grupos sanguineos.

7. Debido ala alta frecuencia de los antigenos D, k, M, e, C, Fy*, N, Lz’
¢y P, éstos pueden ser considerados como posibles causantes de
incompatibilidad transfusional en politransfundidos y mujeres mul-
tiparas.

8. Los antigenos D, ¢, C, c del sistema Rhesus, M y N del sislema
MNSs, k del sisterna Kell, Le® del sistema Lewis, Fy* y P, de los
sistemnas Duffy y P, pueden ser considerados como posibles causan-
tes de enfermedad hemolitica en el recién nacido.

9. Los fenotipos del sistema Rhesus, C+c-E-e+D+, C+c+E+e+D+ y
C+c+E-e+D+ son los mds frecuentes en la poblacidn de estudio.

10. Los genotipos del sistema Rhesus, mds probables en la poblacién de
estudio son: Deefdee, DCe/DeE yDCe/dce.

11. Losfenotipos M+N+, M+N-, §-s+y S-s- son los mds frecuentemen-
te enconirados del sistema MINSs en la poblacién de estudio,

12. Los fenotipos Le(a-b+) y K-k+ de los sistemas Lewis y Kell son los
mds frecuentes en la poblacidn de estudio.

Lad

RECOMENDACIONES

—  Propiciar la realizacidn de estudios tales como "Determinacidn de

anticuerpos irregulares como causantes de enfermedad hemolitica
del recién nacido", "Determinacion de anticuerpos causantes de
reacciones hemoliticas en politransfundidos”, "Incidencia y fre-
cuencia de anticuerpos rregulares en mujeres multiparas”, que
permitan la utilizacidn del panel de células.

—  Destacar la importancia de los diversos antigenos de los grupos

sanguineos y su relacién con la enfermedad, al desarrollar temas
tales como "Deteccidn de substancias sanguineas cn secreciones’,
"Deteccidn de antigenos eritrocitarios en tileera péptica, anemia
perniciosa, leucemia y carcinoma géstrico”.

—  Realizar estudios en la raza indigena sobre la frecuencia de cstos

antigenos, ya que ella constituye la mayor{a de la poblacién guate-
malteca,



