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Abreviaturas

RHD : Gen codificante para la proteina del antigeno D.

RhD : Proteina codificada por el gen RHD.

RHCE: Gen codificante para la proteina C y E.

RhCE : Proteina codificada por el gen RHCE.

RHAG: Gen codificante para la proteina Rh-associated glycoprotein.

DEL : Abreviatura de Anti-D adsorbed and Elution. Fenotipo que presenta una

reaccion de aglutinacion mas débil que los fendtipos “Rh débil”.

ISBT : International Society of Blood Transfusion.

ADN : Acido desoxirribonucleico.

PCR : Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

PEG : Polietilenglicol.

pGEMT: Plasmido utilizado para clonar fragmentos de PCR.

NCBI : National Center for Biotechnology Information.

PROVEAN : Software Protein Varaition Effect Analyzer.

SIFT : Software Sorting Intolerant From Tolerant.

HSF : Human Splicing Finder.




SSP-PCR : Single Specific Primer-Polymerase Chain Reaction.

Leu

Pro

Trp

Arg

Val

Gly

Ala

HSF

ESS

IHE

ESR

: Aminoacido Leucina.

: Aminoécido Prolina.

: Aminoacido Triptofano.

: Aminoacido Arginina.

: Aminoécido Valina.

: Aminoacido Glicina.

: Aminoacido Alanina.

: Human Splicing Finder

: Silenciador de splicing exénico (Exonic Splicing Silencers).

: Elementos de identidad intrénica (Intron-identity elements).

: Secuencias regulatorias de splicing exénico (Exon-identity elements).




Resumen
Los grupos sanguineos se clasifican de acuerdo a los antigenos presentes en los
globulos rojos. En el sistema de clasificacion Rh no siempre es posible determinar
inequivocamente el grupo sanguineo, en cuyo caso los pacientes son clasificados
como D débiles o parciales. El antigeno D es codificado por el gen RHD, y su analisis
puede ser utilizado como una herramienta complementaria a los métodos seroldgicos
convencionales.

En el presente trabajo se secuenciaron los exones y las secuencias aledafas
del gen RHD en 35 pacientes previamente clasificados mediante pruebas
inmunolégicas como D débiles o parciales.

Se identific6 una mutacion relacionada al fenotipo débil o parcial en 31 de los
35 pacientes (88,57%), mientras que en 4 pacientes solo se identificaron mutaciones
intrébnicas no relacionadas al fenotipo débil o parcial. La mutacién del exén 1
c.46T>C, asociada al fenotipo DEL, fue identificada en 60% de las muestras, mientras
que las mutaciones asociadas al fenotipo débil c.182G>T (ex6n 2), ¢.1148T>C (ex6n
8) y ¢.1154G>C (exdn 9) fueron identificadas en el 14,29%, 11,43% y 2,78% de los
pacientes respectivamente. El haplotipo con las mutaciones c¢.46T>C (exén 1),
c.-368A>G (region 5’) y ¢.1154-31T>C (intrén 8) presentd la mayor frecuencia entre
las muestras estudiadas (48,57%). Las cuatro mutaciones exoénicas identificadas
habian sido reportadas previamente en Argentina con prevalencias menores a las de
Chile, pero mayores que las europeas.

Estos resultados permiten conocer en mayor profundidad la diversidad genética
del sistema Rh en pacientes chilenos con fenotipos DEL o débil, lo que presenta

especial importancia clinica en transfusiones sanguineas, transplantes y embarazos.
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Abstract

The blood groups are classified according to the antigens present in the red
blood cells. In the Rh system is not always possible to determine the blood group
unequivocally, in which case the patients are classified as weak or partial D. The D
antigen is encoded by the RHD gene, and the genetic analysis of this gene can be
used as a complementary tool to conventional serological methods.

In the present study were sequenced the exons and the surrounding
sequences of the RHD gene from 35 patients previously classified by immunological
tests as weak or partial D.

A mutation related to the weak or partial phenotype was identified in 31 of the
35 patients (88.57%), whereas in 5 patients only intronic mutations unrelated to the
weak or partial phenotype were identified. The mutation of exon 1 c.46T>C,
associated with the DEL phenotype, was identified in 60% of the samples, whereas
the mutations associated with the weak phenotype ¢.182G>T (exon 2), ¢.1148T>C
(exon 8) and ¢.1154G>C (exon 9) were identified in 14.29%, 11.43% and 2.78% of
the patients respectively. The haplotype with the mutations c.46T>C (exon 1),
c.-368A>G (5 'region) and ¢.1154-31T>C (intron 8) presented the highest frequency
among the samples studied (48.57%). The four exonic mutations identified had
previously been reported in Argentina with lower prevalences than those of Chile, but
higher than those of Europe.

These results allow knowing in greater depth the genetic diversity of the Rh
system in Chilean patients with DEL or weak phenotypes, which has special clinical

importance in blood transfusions, transplants and pregnancies.




Introduccién

Los grupos sanguineos corresponden a sistemas genéticos que codifican para
antigenos que se expresan en la membrana de los globulos rojos. Existen
numerosos sistemas de grupos sanguineos, de los cuales los mas estudiados son
los sistemas del grupo sanguineo ABO y Rh debido a su importancia clinica (1). El
sistema ABO fue descrito en 1900 por Karl Landsteiner y clasifica la sangre en cuatro
grupos que expresan diferentes antigenos en la superficie de los globulos rojos;
estos son el antigeno A, B, AB y molécula H en el caso del grupo O. El segundo
sistema mas importante de clasificacion sanguinea es el sistema Rh (Rhesus),
descrito en 1940 por Karl Landsteiner y Wiener. En comparacién con el sistema
ABO, el sistema Rh es mucho mas complejo, debido a que los genes codificantes
para la expresion de antigenos son altamente polimérficos (2).

A diferencia del sistema ABO, en la sangre de individuos Rh negativo no
existen anticuerpos anti-D a menos que el individuo Rh negativo haya sido expuesto
previamente a glébulos rojos Rh positivos, lo que provoca la generacién de
anticuerpos anti-D (2).

Sistema de grupo sanguineo Rh:

El sistema Rh se determina en base a dos genes altamente homélogos
denominados RHD y RHCE (Figura 1A). Los genes RHD y RHCE se generaron por
duplicacidon génica de un gen ancestral, presentan 90% de homologia y cada uno de
ellos contiene 10 exones, (Figura 1C). Los genes RHD y RHCE se encuentran en
orientacion opuesta en la banda 1p34-36 del cromosoma 1 y separados por
aproximadamente 30,000 bp, donde se ubica el gen SMP1. Este ultimo gen no tiene

relacion con las funciones de los genes Rh (3).




Los genes RHD y RHCE son muy similares entre si con mas de un 90% de
identidad. Ambos genes codifican para proteinas conformadas por 417 amino&cidos
distribuidos en 6 asas extracelulares y 12 dominios transmembrana (Figura 1B). Las
proteinas RhD y RhCE presentan diferencias de entre 30 a 35 aminoacidos

aproximadamente.

El gen RHD tiene 2 alelos en la poblacion, un alelo dominante “D” codificante
para la proteina D y un alelo recesivo “d” que corresponde a la delecion completa del

mismo gen.

El gen RHCE tiene cuatro alelos codominantes, denominados CE, cE, Ce y ce,
cada uno de los cuales codifica para las proteinas o antigenos del mismo nombre

(Figura 1Ay 1B) (4).

A.
RHD RHCE
Rhpositve —s [ <{ENTNELE
D antigen Cc and Ee antigens RHCE
l_
148 187 151 148167 128 134 80 74 24
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YR U C ”, VARY, U 1,635

Figura 1: Diagrama de genes RHD y RHCE. A. Se sefiala orientacion opuesta de genes
RHD y RHCE. Se observa la delecién del gen RHD que determina un fenotipo Rh negativo.
B. Topologia de proteinas RhD y RhCE en la membrana de los glébulos rojos con 12
dominios de transmembrana. En RhD se observan en circulos oscuros las posiciones de
amino&cidos que difieren con la proteina sintetizada a partir del gen RHCE. En RhCE se
observa la posicion de los cambios aminoacidicos responsables de los polimorfismos C/c o
E/e. C. Esquema de estructura de los genes RHCE y RHD. Los exones estan indicados con
una letra E y el nimero correspondiente. El tamafio de los exones codificantes esté indicado
sobre la linea mientras que el tamafio de los intrones es indicado bajo la linea. Westhoff CM.
Semin Hematol. 2007;44(1):42-50 (4). Avent ND, Reid ME. 2000;95(2):375-87 (5)
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La secuencia aminoacidica de los antigenos RhCE que se expresen depende
de las sustituciones genéticas existentes; las variantes C o ¢ se localizan en la
segunda asa extracelular de la proteina RhCE, mientras que las variantes E o e se
localizan en la cuarta asa extracelular (Figura 2) (5, 6). Los antigenos Rh se
expresan en etapas tempranas de la diferenciacion eritropoyética. Ademas de los
genes RHD y RHCE, existe otro gen homologo, RHAG (Rh-associated glycoprotein),
que codifica para la proteina RhAG, la que se relaciona con la expresion de las
proteinas RHD y RhCE. La glicoproteina RhAG presenta un 38,5% y 39,2% de
homologia con las proteinas RhD y RhCE respectivamente (5).Las proteinas del
sistema Rh se expresan en forma de tetramero formado por dos moléculas de la
proteina RhAG y dos de las proteinas RhD o RhCE (2, 4, 7, 8). Si la proteina RhAG
no estd presente, no se puede formar el tetrAmero y se pierde por completo la
expresion de los antigenos Rh. Por esta razon, existen mutaciones en el gen RHAG
que interfieren directamente con la normal expresion de los antigenos Rh (4, 7, 9).

La funcién biolégica del sistema Rh permanece sin ser comprendida
completamente. En levaduras, bacterias y plantas simples las proteinas Rh
presentan un 20% de homologia con transportadores cuya funcion es la eliminacién
de metilamina y amonio en altas concentraciones, sin embargo, es improbable que la
funcién del sistema Rh sea la misma en seres humanos, ya que en animales
superiores existen sistemas mas complejos de eliminacion de amonio. Se ha
propuesto que las proteinas Rh en humanos podrian relacionarse con el co-
transporte de amonio en conjunto de otros cationes, sin embargo es necesario
realizar mas estudios para poder determinar realmente la funcion de estas proteinas

(5, 10, 11).
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Type 11(M295I)

Type 6 (R10Q ¢ /> Type 10 (W393R)
T 3(S3C
ype 3 ( Type 13 Type 1 Type 7
(A276P) (V270G) (G339E)
Type 4 (T201R; F223 \

Type 14 (S182T; Type 16
K198N; T201R) (W220R)

Figura 2. Estructura de la proteina RhD y posicion de algunos cambios aminoacidicos
reportados en pacientes con fenotipo D débil. Las mutaciones representadas en esta
figura son principalmente missense. Los circulos grises indican las los cambios
aminoacidicos generados como consecuencia de las mutaciones. Los aminoacidos
especificos para la proteina RhD presentes en el gen RHD son indicados con circulos en
blanco. En la membrana las regiones de secuencias conservadas dentro de la familia Rh
estdn marcadas en rectangulos negros, mientras que los sitios no conservados son
indicados como rectangulos grises. El “tipo” de mutaciones fueron numeradas en forma
consecutiva en relacién a la fecha de reporte, no a su posicién en la proteina. Avent ND, et
al. Blood. 2000;95(2):375-87. (5, 12).

En el sistema de grupo sanguineo Rh la presencia o ausencia del antigeno D
confiere la clasificacion de Rh positivo (+) o negativo (-) respectivamente. La
importancia clinica de la determinacién del grupo Rh radica en las reacciones
hemoliticas que ocurren cuando se realiza una transfusion sanguinea entre
individuos con grupos no compatibles. Especificamente, cuando una persona con
grupo sanguineo Rh negativo recibe sangre de un donante Rh positivo, el sistema
inmune del receptor destruye los globulos rojos recibidos durante la transfusion,

reaccion que puede ser incluso potencialmente mortal (2, 13). Es por eso que cada
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vez que se realiza una transfusion de sangre se deben realizar pruebas

inmunohematologicas para la determinacion del grupo sanguineo (14).

Fenotipos D débil, DEL y parcial.

Durante las pruebas para determinar el grupo sanguineo de un paciente se
detecta en algunas personas una reaccién débil ante el anticuerpo anti-D. Estas
personas son normalmente catalogadas como D débil o parcial (4).

Los fenotipos D débil o DEL corresponden a pacientes cuyos eritrocitos
poseen una cantidad reducida del antigeno D (diferencia cuantitativa respecto a la
variante positiva). El fenotipo DEL es una subclasificacion del fenotipo D débil, y
puede ser diferenciado de otros sélo mediante técnicas genéticas, ya que debido a
su bajo o nulo nivel de reaccion de aglutinacién, generalmente es clasificado como
RH negativo. El nombre del fenotipo DEL se debe a que originalmente sélo podia ser
detectado mediante una técnica de Anti-D adsorbed and Elution, por lo que se
utilizaron las iniciales de la técnica para referirse a ese fenotipo (15).

El fenotipo D parcial corresponde a pacientes cuyos eritrocitos carecen de una
porcion del antigeno D (diferencia cualitativa respecto a la variante positiva), por lo
que al recibir glébulos de pacientes positivos puede ocurrir una aloinmunizacion (5,
16). Esta aloinmunizacién no ocurre en los pacientes con fenotipo D débil por lo que
es importante también discriminar genéticamente entre D débil y D parcial, aunque
su aglutinacion sea indistinguible.

Cuando no se tiene certeza del grupo Rh de un paciente, se recomienda la
interpretacion de una variante débil o parcial como Rh positivo en el caso de un

donante y como Rh negativo en el caso de un receptor (14, 16), para asi evitar
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posibles reacciones de rechazo de transfusion. Esto es un problema especialmente
en los receptores, porque cuando estos requieren transfusion de sangre se les debe
transfundir sangre Rh negativa, que es generalmente escasa en los bancos de
sangre.

Un fenotipo D débil o parcial puede expresarse a partir de diferentes
genotipos. Frecuentemente D débil se asocia a mutaciones en el gen RHD y se han
descrito al menos 98 variantes en el gen RHD que han sido asociadas con fenotipo D
débil, de acuerdo a International Society of Blood Transfusion (ISBT) y la base de
datos RhesusBase. La figura 2 muestra la estructura de la proteina RHD y algunos
de los cambios aminoacidicos generados por estas mutaciones (17).

Se han reportado mutaciones asociadas al fenotipo D débil en regiones
codificantes para dominios transmembrana, citoplasmicos, regiones conservadas y
no conservadas, sin embargo la mayoria de las mutaciones han sido reportadas en
dominios no conservados entre las diferentes proteinas de la familia Rh (Figura 2) (5,
18-20).

Actualmente en la base de datos RhesusBase (21) existen mas de 400
mutaciones reportadas a lo largo de todo el gen RHD (Figura 2), muchas de las
cuales (98 variantes) se encuentran asociadas al fenotipo D débil. Desde el afio 1995
en la base de datos antes mencionada, la informacion de nuevas mutaciones ha
aumentado exponencialmente, permitiendo asi entender de mejor manera la relacion
entre los genotipos y fenotipos del gen RHD.

En relacion a los tipos de mutaciones, se han descrito, mutaciones de sentido
erréneo (missense), inserciones y deleciones en los 10 exones del gen RHD. Dichas

mutaciones pueden afectar la eficiencia y la cantidad de proteina que logra insertarse
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dentro de la membrana de los eritrocitos, pudiendo expresar el fenotipo D débil o

parcial de acuerdo a la mutacién que se produzca (12) (Figura 2).

Algunos fenotipos D parciales pueden ocurrir mediante conversion génica,
esto sucede cuando se reemplaza una regién del gen RHD por una region del gen
RHCE. Esto se produce cuando dos genes homologos, en este caso RHD y RHCE,
se encuentran de forma adyacente, lo que facilita la transferencia de una region de
un gen al gen vecino, formando un alelo que codifica para una proteina hibrida

(Figura 3).

> e = o =

Gene conversion I T

RHD RHCE
__ 1 234567891& /0981654321
A c

RHD- CE(3-6) -D RHCE

Figura 3. Conversion génica de la variante DVI. Este tipo de conversion ocurre en el alelo
RHD-CE(3-6)-D, que codifica para la variante VI tipo 3 del gen RHD. En el gen RHD los
exones 3 al 6 son sustituidos por los exones homologos del gen RHCE. Flegel WA. Blood
Transfus. 2007;5(2):50-7. (22)

En las variantes de D parcial algunos o muchos epitopes de la proteina RhD
estan ausentes. Al realizar ensayos de los resultados obtenidos al exponer a los
glébulos rojos de pacientes D parciales con anticuerpos de otros pacientes D
parciales, se observaron diferencias seroldgicas que llevaron a definir asi categorias
nombradas con numeros romanos desde Il al VIl (la categoria | se encuentra
obsoleta). Posteriormente, analisis con anticuerpos monoclonales y técnicas como la

secuenciacion genética se determinaron nuevas subvariantes en base a las
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diferencias en su secuencia aminoacidica. Estas nuevas variantes han sido
designadas con una nomenclatura de tres letras, como DBT, DFR y DHAR (5, 23).
En la figura 3 se observa la variante D parcial DVI, sin embargo, existen 4
subcategorias de esta variante, las que dependen del gen hibrido que se genere
durante la conversion (23).

Debido a que las diferencias entre los fenotipos débiles, DEL y parcial sélo son
detectables a nivel genético y no fenotipico, el analisis genético del gen RHD ha sido
propuesto como un método molecular concluyente para la clasificacion del grupo
sanguineo Rh, especialmente en casos donde existe discrepancia 0 no hay
resultados claros en las pruebas serologicas (24).

El laboratorio de Hematologia e Inmunohematologia del Instituto de Salud
Publica de Chile recibe muestras clasificadas como D débiles o parciales, dichas
muestras son enviadas voluntariamente por servicios de salud de todo el pais para
intentar definir la correcta clasificacion sanguinea Rh. Sin embargo, luego de realizar
pruebas con kits comerciales para la determinacion del genotipo Rh y después de
repetir las pruebas inmunohematoldgicas, un grupo de muestras contindan siendo
clasificadas como D débiles o parciales, sin que se logre realizar la identificacion del
sistema Rh. El objetivo de este estudio es identificar mutaciones en el gen RHD que
estén relacionadas a los fenotipos débil o parcial en muestras recibidas entre los

anos 2013 al 2016 en el Instituto de Salud Publica.
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Hipotesis

Pacientes cuyas muestras de sangre han sido clasificadas como D débiles o
parciales segun tipificacién seroldgica del sistema de Rh presentan mutaciones en la
region codificante del gen RHD, lo que explica una reaccion débil al realizar las

técnicas de identificacion del grupo sanguineo.

Objetivos

Identificar mutaciones en la region codificante del gen RHD, que expliquen las

causas del fenotipo D débil o parcial en pacientes chilenos.

Objetivos especificos

. Secuenciar los 10 exones del gen RHD en muestras de 35 personas con fenotipo D

débil o parcial.
Relacionar las mutaciones identificadas con el fenotipo expresado en el sistema Rh.

Estudiar el posible efecto a nivel de proteina de las mutaciones identificadas en

exones codificantes y que no hayan sido reportadas anteriormente.
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Materiales y métodos

1. Obtencién de muestras:
Entre los afios 2013 y 2016 se han recibido en el Instituto de Salud Publica
100 muestras provenientes de laboratorios de todo el pais con el objetivo de
identificar la variante Rh en pacientes clasificados como D débil o parcial. Mediante
técnicas seroldgicas y el uso de kits comerciales para la identificacion de muestras D
débiles se logré la clasificacion en 65 pacientes. Sin embargo 35 pacientes
siguieron siendo clasificadas como D débiles o parciales. Las muestras de estos

pacientes fueron seleccionadas para realizar el analisis genético del gen RHD.

2. Extraccion de ADN:

Se realiz0 la extraccion de ADN desde muestras de sangre mediante el uso de
un kit comercial marca Qiagen de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
removiendo los posibles contaminantes o inhibidores presentes en la muestra. El
ADN purificado fue conservado congelado a -80°C hasta su uso. Posteriormente, se
realizé la cuantificacion del ADN antes de su uso en un equipo de espectrofotometria

NanoDrop 2000.

3. Sintesis de oligonucleétidos:
Se utilizé el equipo MerMade 4 para realizar la sintesis de los 34 partidores
(Tabla 1) que fueron utilizados para la amplificacion y secuenciacion del gen RHD de

acuerdo a lo descrito por T.J. Legler, et al (24).
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4. Amplificaciéon mediante PCR:

Se amplificaron mediante PCR los 10 exones que componen el gen RHD,
usando los partidores descritos por Legler T.J. et al. Transfus Med. 2001;11(5):383-8
(Figura 4 y Tabla 1). Se utiliz6 un protocolo de amplificacion consistente en una
denaturacion inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion
consistentes en etapas de 92°C por 20 segundos, 64°C por 30 segundos y 68°C por
90 segundos. La temperatura de alineamiento utilizada fue diferente para los exones
5y 7 (60°C). Se realiz6 una elongacion final de 5 minutos a 72°C. Los productos
PCR fueron visualizados en un gel de agarosa tipo Il al 2%. Los productos fueron
migrados a 120 V por 35 minutos y posteriormente fueron visualizados en un

transluminador Gel Doc XR.

5. Purificacién de productos PCR:

En los casos en los que se obtuvo un producto PCR con una amplificacién
Unica, se realizé un protocolo de purificacion utilizando PEG 8000 NaCl 2,5 M y
precipitacion con etanol 70%. En los productos PCR donde se observaron
amplificaciones inespecificas se realiz6 la purificacion del producto con el kit
comercial “GenedET Gel Extraction Kit” de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. En ambos métodos los productos purificados fueron migrados en un gel

de agarosa tipo Il al 2% y visualizados en un transluminador Gel Doc XR.
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Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion y secuenciacién del gen

RHD (24).
L Tamafio
_ _ N Posicidn del
Partidor Orientacién 5’ 3’ respecto a
exoN producto
(pb)
Dsl-s TCAACTGTGTAACTATGAGGAGTCAG -554
Dsl-a GCTATTTGCTCCTGTGACCACTT +18 767
Dsl-seq (re0l) TCCATAGAGAGGCCAGCACAA -132
Ds2-s TGACGAGTGAAACTCTATCTCGAT -1037
Ds2-a GGCATGTCTATTTCTCTCTGTCTAAT +330 1602 6
Ds2-seq CCTGGATTCCTTGTGATACACG +206 1380*
16920RHDFW AGTTGAGAACATTGAGGCTCAA -894
17378RHDRV GCTGTGCAATATTTAGGACATCC +108
Ds3-s (rb20d) GTCGTCCTGGCTCTCCCTCTCT -8
Ds3-a CTTTTCTCCCAGGTCCCTCCT +19 219
Ds3-seq (rb21) GGTCCCTCCTCCCAGCAC +11
Ds4-s GCCGACACTCACTGCTCTTAC -16
Ds4-a TGAACCTGCTCTGTGAAGTGC +174 378
Ds4-seq (rb22) GGGAGATTTTTTCAGCCAG +64
Ds5-s (rb11) TACCTTTGAATTAAGCACTTCACAG -243
Ds5-a (rb15) TTATTGGCTACTTGGTGCC +1006 1458
Ds5-seq (rb24) AGACCTTTGGAGCAGGAGTG -34
Ds6-s CAGGGTTGCCTTGTTCCCA =77
Ds6-a CTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG +21 274
Ds6-seq CTTCAGCCAAAGCAGAGGAGG +21
Ds7-s (re 621) CATCCCCCTTTGGTGGCC -85
Ds7-a (re 75) AAGGTAGGGGCTGGACAG +152 405
Ds7-seq GTCTCACCTGCCAATCTGCT -22
Ds8-s GGTCAGGAGTTCGAGATCAC -574
Ds8-a TGGCAATGGTGGAAGAAAGG +16 708
Ds8-seq (re73) AGTCCTTTTTGTCCCTGATGACC -49
Ds9-s TGCAGTGAGCCGAGGTCAC -284
Ds9-a (re93) CACCCGCATGTCAGACTATTTGGC +298 697 6
Ds9-seq (re82) GAGATTAAAAATCCTGTGCTCCAAAC -31 805
53907 EX9RHD FW CATGCCTGTAATACTAGCACTTT -471
54919 EX9RHD RV AAGTGCTGGGATCACAGGCGTG +446
Ds10-s (re91) CAAGAGATCAAGCCAAAATCAGT -45
Ds10-a (rr4) AGCTTACTGGATGACCACCA +271 381
Ds10-seq (rr3) CAGTCTGTTGTTTACCAGATGTTGTTAT +234

* El tamafio de 1602pb se obtiene con los partidores Ds2-s y Ds2-a. El tamafo de
1380pb se obtiene con los partidores Ds2-s 'y 17378RHDRV.

¥ El tamafio de 697pb se obtiene con los partidores Ds9-s y Ds9-a, mientras que el
tamafio de 895pb se obtiene con los partidores 53907EX9RHD FW y Ds9-a.

20



5

DIFW DS1-seq D2FW D2FW D3FW D4FW D::FW DS5- Seq D6FW DS7- Seq D7FW DBFW DS8- Seq D9FW Ds8-. Seq Di1OFW

—=
-554 -132 -1037 -894 -8 574 49 284 31 -45
+18 +108 +206 +330 +11  +19 +64 +174 +1006 +16 +Z98 +234 +271
<« €« €« <« “—€ <«

DiRV D2RV D2RV DS2-Seq DS3-seq D3RV DS4-seq D4RV D3RV D&RV D7RV DSRV DQRV DS10-Seq D1ORV

Figura 4. Esquema del gen RHD y la posicion de los partidores utilizados para la
amplificacion por PCR y secuenciacién. Los exones son indicados con una letra E y los
nameros correspondientes. Con flechas se indica la posicién y direccién de cada partidor.
Con numeros se indica la posicion del partidor con referencia al exdn codificante mas
cercano. Sélo el exdén 10 no fue secuenciado completo, ya que la secuencia codificante no
incluye el exdn completo. La secuencia de cada partidor se detalla en la Tabla 1.

6. Secuenciacion de exones del gen RHD:

Se utilizé el Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle sequencing de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante para la secuenciacion del gen RHD. Se utilizaron los
mismos partidores usados en la amplificacion y en el caso de los productos de mayor
tamafio se usaron partidores internos como se indica en la figura 4. Para la reaccion
de PCR durante la secuenciacion se utilizd un programa consistente en una
desnaturacion inicial de 1 minuto a 96°C y 30 ciclos de 10 minutos a 96°C, 5
segundos a 60°C y 2 minutos a 60°C. Los productos marcados fueron purificados
mediante precipitacion con etanol 100% para finalmente ser resuspendidos en

formamida. Las muestras purificadas fueron procesadas y analizadas en un equipo

Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer.

7. Clonacion de productos PCR:
En los casos en que a pesar de repetir el proceso de secuenciacion se siguio

observando mezcla de sefial durante el analisis de los electroferogramas, se realizé
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la clonacién del producto PCR. Los amplicones fueron ligados al vector de clonacion
pGEMT vy luego fueron transformados en células competentes Nova blue tratadas
previamente con cloruro de calcio. Las células transformadas fueron sembradas en
medio agar luria en presencia de ampicilina. Luego de 16 horas de incubacion a 37°C
se seleccionaron 10 colonias positivas (resistentes) y se realiz6 una reaccién de PCR
con los partidores M13 forward y reverse, los cuales hibridan en la zona que flanquea
el polilinker del vector. Los productos obtenidos fueron visualizados en un gel de
agarosa al 2% y luego purificados con PEG 8000 NaCl 2,5 M.
8. Analisis de secuencias:
Las secuencias obtenidas fueron analizadas preliminarmente con el programa
Data Collection 3500 versién 3.1. Posteriormente se utilizaron los software, Chromas
version 2.6, BioEdit version 7.2.0 y Sequencher version 5.4.1 para realizar el andlisis,
edicion y ensamble de las secuencias obtenidas. Se utilizé la secuencia de referencia
NG_007494.1 descargada desde la pagina de NCBI. Posteriormente se compararon
las secuencias obtenidas con la referencia, para asi determinar mutaciones
presentes en las muestras analizadas.
9. Analisis de mutaciones:
Las mutaciones identificadas fueron comparadas con las variantes reportadas

en la base de datos RhesusBase (http://www.rhesusbase.info/), ademas de realizar

una busqueda bibliogréafica sobre los casos reportados para comprobar si existe 0 no
relacion del genotipo con el fenotipo D débil o parcial. Adicionalmente, se utilizo la

pagina http://provean.jcvi.org/index.php para usar los algoritmos PROVEAN (Protein

Varaition Effect Analyzer) y SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), permitiendo asi
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analizar las sustituciones exonicas identificadas y determinar el probable impacto
bioldgico en la funcion de la proteina.

Entre las mutaciones intronicas identificadas sOlo la sustitucion
€.1073+170G>A no habia sido reportada previamente, por lo que se utilizd el

software online Human Splicing Finder (HSF) (http://www.umd.be/HSF3/) para

predecir el impacto de esa mutacion en el procesamiento de la proteina (25).
En la figura 5 se observa un diagrama del disefio experimental realizado para

el andlisis genético del gen RHD.

Extracciéon de DNA
*Kit comercial para extraccion
desde muestrasde sangre.
* DNA conservadoa -20°C

v

Cuantificacion de DNA

*Equipo NanoDrop 2000

V

Amplificacién mediante PCR

*Amplificacion de 10 exones

|

Purificacién de producto
PCR
*Polietilenglicol
Analisis de mutaciones *Columnas de purificacion
*Busqueda de mutaciones
en bases de datos: i
*
*’F\{lf;::usBase Secuenciacion Sanger
*Kit BigDye Terminator v3.1 <
*Equipo Applied biosystem
T 3500
Lectura de secuencias ll Reanalisis
*Programg, Data Collection S| 4% pasibile-ansliz lag NO 1 Repet?c?(?n de secuencia
3500 version 3.1. e PR ————3 | 2. Repeticién de PCR
:(é:;gé?tas : 3. Sintesis de nuevos partidores
4. Clonacion

Figura 5. Diagrama de estrategia experimental. Descripcion del procesamiento de
muestras. En el paso de reandlisis se eligié una de las opciones y se repitio el proceso hasta
obtener un resultado.
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Resultados

Se analizaron 35 muestras recibidas en el Instituto de salud Publica desde
diferentes servicios de salud. La mayoria de las muestras fueron enviadas desde la
Regidén Metropolitana (29), 4 muestras provinieron de la Regién de Los Lagos, 1 de
Antofagasta y 1 de Valparaiso. Entre las 35 muestras analizadas 22 correspondieron
a mujeres y 13 a hombres con edades entre 11 meses y 88 afios. No existia relacion
de parentesco entre los pacientes.

Se realizé la extraccion de ADN desde muestras de sangre mediante el uso de
un kit comercial y posteriormente el ADN fue cuantificado en un equipo de

espectrofotometria, obteniendo valores entre 7,8 y 88 ng/pl.

Estandarizacion de la técnica de amplificacion por PCR de ADN

En el proceso de estandarizacion de amplificacién de los exones por PCR se
utilizaron los partidores descritos por Legler et al. (24). En la figura 6 se muestran
los productos PCR obtenidos. En algunas muestras el exdén 2 presentdé una
amplificacion muy débil que no era adecuada para secuenciamiento, por lo tanto fue
necesario disefiar y sintetizar nuevos partidores (incluidos en la Tabla 1 y Figura 4)
con los cuales mejoré la amplificacion del exén 2 (Figura 6B).

El exdn 9 fue particularmente dificil de amplificar y secuenciar, ya que la
amplificacion presentaba bandas inespecificas de tamafio similar a la banda
correspondiente al exén 9 (697 pb). Se utilizd el método de purificacién en gel de
agarosa para separar las bandas y en la mayoria de las muestras se obtuvieron
electroferogramas con secuencias con mas de una secuencia. Para tratar solucionar

la amplificacion inespecificas se disefiaron nuevos partidores para amplificar el exon
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9 (Tabla 1 y Figura 4). Con los nuevos partidores se siguieron obteniendo bandas
inespecificas en el exdn 9, sin embargo, estas bandas fueron de menor tamafio que
el del producto PCR esperado (895pb). El producto PCR pudo ser purificado en un

gel de agarosa y se obtuvieron electroferogramas aptos para la lectura.

A ES5 E6 E7 E8 E9 E10 H20

ST CR 117-87 H20 316-67 516-78
100pb 316-66 316-69 H20

ST CR 1115-50115-51 H20
100pb

Ex6n 9
895 pb

v 1 L P> | Exon 2

895 pb

ORI 1

Figura 6. Resultados de amplificacion mediante PCR de exones del gen RHD. En A se
muestra un analisis mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% de los productos de
amplificaciéon de los exones 1-10. Los tamafos esperado de cada producto son los
siguientes: Exon 1: 767 pb, Exd6n 2: 1602 pb, Exén 3: 219 pb, Exdn 4: 378 pb, Exdn 5: 1458
pb, Exon 6: 274 pb, Exon 7: 405 pb, Exdn 8: 708 pb, Exdn 9: 697 pb, Exon 10: 381 pb. En B
se observa el exdn 2 amplificado en 5 muestras con los nuevos partidores sintetizados. En C
se observa la amplificacion del exén 9 con los nuevos partidores disefiados.
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Secuenciacion y analisis de secuencias.

Los productos de PCR fueron secuenciados y los electroferogramas fueron
analizados visualmente para evaluar calidad de las secuencias y la posible presencia
de cambios heterocigotos. Las figuras 6 y 7 muestran electroferogramas de algunos
resultados representativos.

Posteriormente, una vez editadas y ensambladas las secuencias obtenidas,
éstas se compararon con una secuencia de referencia obtenida del proyecto locus
reference genomic, curado por el equipo de trabajo del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Al realizar esta comparacion, se identificaron
mutaciones presentes en las muestras. En todos los exones se analizaron al menos
20 pb que flanqueaban cada exdn en las direcciones 5’ y 3'.

Entre las 35 muestras estudiadas se analizaron las secuencias codificantes
para los 417 aminoacidos de la proteina RHD y se identificaron 4 mutaciones,
previamente reportadas en literatura como asociadas a los fenotipos DEL o débil
(Tablas 2 y 3). En la Figura 7 se muestran los electroferogramas representativos de
las mutaciones encontradas y en la Tabla 2 se detallan las mutaciones encontradas
en cada muestra.

En el exén 1 se identifico la mutacién c.46T>C, asociada al fenotipo DEL
(Figura 7A). En los exones 2, 8 y 9 se identificaron las mutaciones c¢.182G>T,
€.1148T>C y ¢.1154G>C respectivamente; todas asociadas al fenotipo débil (Figura
7B, 7C y 7D). En 31 (88,57%) de las muestras estudiadas se identificaron
mutaciones relacionadas con los fenotipos DEL o débil, mientras que en 4 (11,43%)
de las muestras no se identific6 ninguna mutacidon que pueda ser asociada al

fenotipo DEL, débil.
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La mutacion asociada al fenotipo DEL o débil que presentd una mayor
frecuencia en este estudio fue sustitucion del exéon 1 c.46T>C identificada en 21
muestras (60%). Las otras tres mutaciones relacionadas al fenotipo débil fueron
identificadas en un menor nimero de muestras: la mutacion del exén 2 ¢.182G>T fue
identificada en 5 muestras (14,29%), la mutacién en el exén 8 ¢.1148T>C en 4
muestras (11,43%) y la mutacién 1154G>C se identifico en sélo 1 muestra (2,86%).

Dentro de las regiones intronicas se identificaron 6 sustituciones y una
delecion, de las cuales las més frecuentes fueron la mutacién en la regién 5 c.-
368A>G (identificada en 32 muestras) y la sustitucién del intrén 8 ¢.1154-31T>C
(identificada en 22 muestras). Ambas corresponden a polimorfismos frecuentes en la
poblacion y se encuentran reportados en la base de datos de NCBI dbSNP. Estos
dos polimorfismos y adicionalmente la mutacién del ex6n 1 c.46T>C fueron
identificados en conjunto en 17 de las 35 muestras analizadas (48,57%), siendo este
haplotipo el mas frecuentemente identificado (tabla 2).

Cuando se analizo el electroferograma del exén 6 en la muestra 17-43366 se
observé que habia una secuencia clara seguida de una mezcla de secuencias,
sugiriendo la existencia de insercion o delecion heterocigota. Para separar las
secuencias de ambos alelos los productos PCR fueron clonados, y como resultado
se logré obtener dos secuencias diferentes. En uno de los alelos habia una delecion
de una secuencia de 4 nucleotidos en el intron 5 a 42 bases de distancia del exon 6
(c.802-42delCTCT), lo que provocaba que en el electroferograma se observara una
mezcla de sefal al sobreponerse la secuencia de ambos alelos. Esta delecion
corresponde la delecion de una secuencia de 4 nucledtidos repetida donde el alelo

normal tiene la secuencia TTCTCTCTCT vy alelo delecionado la secuencia TTCTCT.
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Esta delecion intronica presente en 1 de las muestras fue la Unica mutacion
heterocigota identificada. En la figura 8 se muestran los electroferogramas obtenidos

antes y después de clonar los productos PCR.
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A c.46T>C Exon |

p-WI6R
Arg Cys Leu Pro Leu Arg Ala Leu Thr Leu Glu Ala Ala
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

B c.182G>T 2
asiv Exon 2
Thr Yal Met Ala Ala lle Yal Leu Gly Phe Leu Thr Ser Ser Phe
55 56 57 58 59 &0 L1 62 63 64 65 &6 67 68 69

'ACCIIGIGl&TGGCGGCLJIA!TGCT'BJOGC‘ITC”C'JlkCC”T CJ&BT“‘IIC

il et

Ex6n 8 c.1148T>C
p.L383P
lle Ala Leu Thr Ser Arg Leu Pro Thr Intron 8
376 377 378 379 380 381 382 383 384

c.1154G>C
D p.G385A Exdon 9

>
Intrén 9 |Ala Leu Leu Leu Asn Leu Lys lle Trp Lys Ala

< 385 386 387 388 389 390 391 392 393 394 395
lllllll.lll.l' ll'l“-ll”- l'"l""ll'l'.|l‘llll'ull‘ll."‘lll‘

C AT 1TTA PN A G s T3 &C % €8 T Al 1 T TAAAATATGGAAAMNGCA

Figura 7. Electroferogramas representativos de las cuatro mutaciones exénicas
identificadas. A: mutacién c.46T>C en ex6n 1. B: c¢.182G>T en exén 2. C:
€.1148T>C en ex06n 8. D: ¢.1154G>C en ex6n 9.
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A Inicio mezcla de
sefal

Intrén 5

cleTe TR e A TT CETTYNT T % D TR T
ICTUHSCTICCITIYIRTIRCCRCTATITCTTIC

M TG CGCAG ATG G TG TTIC IC T|cC

am ey m il
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Intrén 5 sefial
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...................................
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f\"‘a“’/\/ﬂ’W\/\ f‘u”V\ﬂ/M\/ N\A A /M I ,\ ﬂ/w/\ !

Figura 8. Electroferogramas correspondientes al borde intrén 5 - ex6n 6 de
muestra 17-43366. A: secuencia obtenida al secuenciar con partidor forward. Se
encuentra marcada la regién de inicio de mezcla de sefial. B: secuencia obtenida con
partidor reverse. C: secuencia obtenida luego de haber clonado el fragmento de
PCR, se muestra alelo sin delecién. D: secuencia obtenida después de haber
clonado el fragmento de PCR, se muestra alelo con delecion ¢.802-41delCTCT
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En la Tabla 2 se detallan todas las mutaciones identificadas en cada una de las 35

muestras analizadas.

Tabla 2. Mutaciones identificadas.

N° de Mutaciones exénicas Mutaciones intrénicas
muestra N° exén | Nomenclatura N intron Nomenclatura
c.46T>C Extremo 5~ c.-368A>G
115-20 ! p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
Extremo 5 ° c.-368A>G
117-87 8 °'11L4388£;C Intrén 1 €.149-29G>C
P- Intron 5 C.801+219T>G
Extremo 5” c.-368A>G
314-10 9 °'11653f‘8c;;c Intrén 7 ¢.1073+170G>A
P- Intron 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
e 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
Extremo 5~ c.-368A>G
316-66 8 °'11L4388£;C Intrén 1 €.149-29G>C
P- Intron 5 €.801+219T>G
c.182G>T Intrén 1 c.149-29G>C
316-67 2 p.G61V Intrén 5 .801+219T>G
c.46T>C Extremo 5 c.-368A>G
316-68 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
c.1148T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
e e 0.L383P Intrén 1 €.149-29G>C
c.46T>C Extremo 5 c.-368A>G
316-72 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
415-22 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5~ c.-368A>G
416-73 ! p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
BLlEezl 1 p.W16R Intron 8 €.1154-31T>C
Extremo 5 c.-368A>G
515-26 Ninguna Intrén 1 €.149-29G>C
Intrén 5 c.801+219T>G
Extremo 5 ° c.-368A>G
516-78 1 C""Vﬂgg Intrén 7 C.1073+170G>A
P: Intron 8 €.1154-31T>C
A6TSC Extremo 5 c.-368A>G
517-93 1 c. Intrén 5 C.801+101G>A
p.W16R ]
Intrén 8 c.1154-31T7>C
613-6 1 c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
p.W16R Intrén 8 €.1154-31T7>C
c.46T>C Extremo 5 c.-368A>G
614-11 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
Bkl 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
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N° de Mutacion exénica Mutaciones intrénicas
muestra N°exén | Nomenclatura N°exén |  Nomenclatura
c.182G>T Intrén 1 c.149-29G>C
615-27 2 0.G61V Intrén 5 C.801+219T>G
Extremo 5 ° c.-368A>G
617-106 1 ([:)?IS-ZIL—ZIS Intrén 1 c.149-29G>C
’ Intrén 8 €.1154-31T7>C
c.46T>C Extremo 5 c.-368A>G
714-13 L p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
816-82 L p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
Extremo 5~ c.-368A>G
817-120 1 C"\‘,SIZFE Intron 5 ¢.801+101G>A
- Intrén 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
817-121 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
Extremo 5 c.-368A>G
913-8 > c.182G>T Intrén 1 €.149-29G>C
p.G61V Intron 5 €.801+219T>G
Intrén 7 €.1073+170G>A
Extremo 5 ° c.-368A>G
915-41 8 C'lll_‘:';g;c Intrén 1 €.149-29G>C
- Intrén 5 C.801+219T>G
Extremo 5 c.-368A>G
917-124 Ninguna Intrén 1 €.149-29G>C
Intrén 5 €.801+219T>G
Extremo 5 ° c.-368A>G
1112-4 Ninguna Intrén 1 €.149-29G>C
Intrén 5 €.801+219T>G
c.46T>C Extremo 5° c.-368A>G
1114-18 ! p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
Extremo 5 ° c.-368A>G
1115-49 2 c.l?326(i\>/T Intrén 1 c.149-29G>C
P- Intron 5 C.801+219T>G
Extremo 5 c.-368A>G
c.182G>T Intrén 1 €.149-29G>C
1115-50 2 0.G61V Intrén 5 ¢.8014219T>G
Intrén 7 €.1073+170G>A
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
111551 1 p.W16R Intré6n 8 €.1154-31T>C
Extremo 5 c.-368A>G
12125 1 C"\lﬂgg Intrén 7 €.1073+170G>A
P- Intron 8 €.1154-31T>C
c.46T>C Extremo 5 ° c.-368A>G
1214-19 1 p.W16R Intrén 8 €.1154-31T>C
Intrén 1 €.149-29G>C
17-43366 Ninguna Intron 5 €.801+219T>G
Intrén 5 €.802-42delCTCT




En la Tabla 3 se muestra un resumen de las mutaciones identificadas y el
fenotipo al que han sido asociadas previamente. La mutacion del exén 1 c.46T>C
provoca el cambio de un triptéfano por una arginina, en el exén 2 ¢.182G>T produce
un cambio de Glicina por Valina, en el exén 8 ¢.1148T>C produce el cambio de
leucina a prolina y finalmente la mutacion ¢.1154G>C del exdn 9 provoca el cambio

de glicina por alanina.

Tabla 3. Resumen de mutaciones identificadas en 35 muestras de pacientes chilenos
con fenotipo Rh débil o parcial. El fenotipo asociado se determind de acuerdo a lo
reportado en bibliografia y en la base de datos internacional RhesusBase.

niren Nublestido | Protena  membrana | Fenotpo  Prevalencia o (S

1 c.46T>C p-W16R Transmembrana DEL 58,33% 21
2 c.182G>T p.G61V Transmembrana Débil, tipo 48 13,89% 5
8 c.1148T>C p.L383P Transmembrana Débil, tipo 59 11,11%
9 €.1154G>C p.G385A Transmembrana Débil, tipo 2 2,78% 1

Extremo 5  (.368A>G N/A* N/A* Sin fenotipo asociado  88,89% 32
1 ¢.149-29G>C N/A* N/A* Sin fenotipo asociado  38,89% 14
5 ¢.802-42delCTCT N/A* N/A* Sin fenotipo asociado 2 78% 1
5 c.801+219T>G N/A* N/A* Sin fenotipo asociado  33,339% 12
5 c.801+101G>A N/A* N/A* Sin fenotipo asociado 5 56% 2
7 c.1073+170G>A N/A* N/A* Sin fenotipo asociado  13,89% 5
8 c.1154-31T>C N/A* N/A* Sin fenotipo asociado  61,11% 22

*N/A= No aplica

En el presente trabajo no se estudid la heterocigocidad del gen RHD, sin embargo,
debido a que un alelo sin mutaciones del gen es suficiente para generar el fenotipo
positivo (26), se realiz6 el calculo de las prevalencias considerando que las variantes
débiles tenian uno de los alelos delecionado. Debido a que en 1 de los pacientes se
obtuvo una mutacion heterocigota, se consider6 que sélo ese paciente tenian ambos
alelos del gen RHD y que los 34 pacientes restantes tenian solamente uno de los

alelos del gen RHD.
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Prediccién de efecto de mutaciones

Para predecir el efecto de las mutaciones exonicas a nivel de proteina se
utilizo el software online PROVEAN. (herramienta “Human protein batch”) incluyendo
como referencia la secuencia NCBI NP_057208.2. En los resultados obtenidos se
incluyeron los algoritmos PROVEAN y SIFT (27, 28).

En las cuatro mutaciones analizadas se obtuvo como resultado un valor menor
al punto de corte (PROVEAN: -2,5, SIFT: 0.05) obteniendo una prediccién de
“‘deleterious” o “damging” (perjudicial). Esto indica que dichas mutaciones
probablemente tienen un efecto perjudicial para el funcionamiento normal de la

proteina. En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4. Predicciones de efecto de mutaciones exdnicas sobre la funcion de la
proteina. ElI N° de secuencias corresponde a la cantidad de secuencias descargadas
de las bases de datos UniprotKB/Swiss-Prot, dbSNP y RefSeq, las que fueron
utilizadas comparativamente para realizar el céalculo de cada algoritmo.

Prediccion PROVEAN Prediccion SIFT
Mutacion Prediccion _—— Prediccion N_—
Puntaje (puntaje de ) Puntaje | (puntaje de corte )
secuencias secuencias
corte -2,5) 0.05)
c.46T>C -5,57 Deleterious 281 0,007 Damaging 128
c.182G>T -8,09 Deleterious 281 0,001 Damaging 134
€.1148T>C -5,02 Deleterious 281 0,001 Damaging 124
€.1154G>C -4,86 Deleterious 281 0,001 Damaging 124

Las mutaciones intronicas que habian sido reportadas previamente fueron
asociadas a polimorfismos de la poblacion segun la base de datos de NCBI dbSNP.

Sin embargo, una de las mutaciones intrénicas identificadas no habia sido reportada
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previamente (intrén 7, ¢.1073+170G>A), por lo que se utilizd el software Human
Splicing Finder (HSF) para obtener una prediccion del impacto de la mutacién en el
splicing de la proteina. El software HSF utiliza 12 algoritmos diferentes que permiten
predecir el efecto de las mutaciones en los sitios dador y aceptor de splicing, sitio de
ramificacion y secuencias auxiliares como enhancers de splicing exénicos (ESE) o
silenciadores de splicing exdnicos (ESS) (25). El analisis de la mutacion con el
software HSF demostré que no existiria impacto en el splicing de la proteina (Tabla
5).

Tabla 5. Prediccién de efecto de mutacion intronica ¢.1073+170G>A en splicing.
Resultados obtenidos con software Human splicing finder. En la posicion cDNA se
muestra en la linea 1 (azul) la secuencia identificada como silenciador de splicing
segun lo descrito por Zhang et al.(29), mientras que en la linea 2 (naranja) se
muestra la secuencia silenciadora de splicing descrita por Goren et al. (30).

ESS: Silenciadores de splicing exonico. IIE: Elementos de identidad intrénica. ESR:
Secuencias regulatorias de splicing exonico.

Ti Algoritm o L
PO de g0 t OS de Posicion cDNA Interpretacion
alteracion prediccion

1.- lIEs from Alteracion de un
Quiebre Zhang et al. ctaccttagatggattt | SitioESSintronico.
de sitio 1 Probablemente
ESS 2 _ESR 2 no hay |mpacto
I T | T 1 T | T 1 en splicing.
Sequences from 164 166 168 170 172 174 176 178
Goren et al.
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Discusion

El andlisis genético mediante secuenciacion del gen RHD es util como
estrategia de determinacion del grupo sanguineo en el sistema Rh, lo que es
especialmente importante en casos de pacientes clasificados como D débil o parcial.

En esta tesis, se amplific6 mediante PCR los 10 exones incluyendo bordes
exon intrén de muestras de los 35 pacientes. Estos segmentos de ADN se

secuenciaron por el método de Sanger.

Analisis de mutaciones identificadas.

Los resultados de las secuencias obtenidas nos permitieron identificar cuatro
mutaciones exonicas, seis sustituciones y una delecion en las regiones intrénicas.
Todas las mutaciones exodnicas habian sido reportadas previamente y se
encontraban registradas en la base de datos Rhesusbase. Dentro de las mutaciones
intrénicas identificadas, solo la mutacion del intron 7 ¢.1073+170G>A no ha sido
reportada previamente. Esta mutacidbn se encuentra alejada del sitio dador de
splicing y no tendria implicancia en el procesamiento de la proteina RhD.

Se realiz6 una busqueda bibliografica de cada una de las mutaciones exénicas
identificadas en esta tesis, construyendo con esa informacion la tabla 6, donde se
realizé el calculo de las prevalencias reportadas entre los pacientes analizados en
cada una de las publicaciones. En ninguno de los estudios utilizados para determinar
las prevalencias de la tabla 6 se realizaron pruebas para determinar la pérdida de
heterocigocidad del gen RHD (26, 31-48), sin embargo, se ha reportado que el

fenotipo RHD negativo se produce principalmente mediante la delecion del gen RHD
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(26). Debido a que la presencia de un alelo RHD sin mutaciones es suficiente para
tener el fenotipo Rh utilizando pruebas de aglutinacién, se realizo el calculo de las
prevalencias en la Tabla 6 considerando las variantes débiles como hemicigotas, es
decir, considerando que el otro alelo RH se encuentra delecionado, como en la
mayoria de los pacientes con el fenotipo Rh negativo.

Tabla 6. Estudios realizados en diferentes poblaciones en donde se reportan las
mutaciones asociadas a los fenotipos DEL y débil identificadas en este estudio

Total de Muestras RH Muestras Prevalencia de mutacion

. Pais de origen de o .
Mutaciéon AR muestras débiles, DEL con entre fenotipos DEL,

las muestras

analizadas o parciales mutacion débiles o parcial
Suiza 2012 20.015 37 1 2,7%
c.46T>C Argentina 2014 1.314 6 5 83,33% ¥
Argentina 2017 133 117 12 10,26%
.182G>T Austria 2013 804 17 7 41,18%
Argentina 2017 324 324 1 0,309 %
Francia 2007 333 289 1 0,346%
€.1148T>C Argentina 2012 18.379 88 2 2,27%
Francia 2013 748 459 1 0,218%
Alemania 1999 161 161 43 26,71
Australia 2000 147 99 46 46,46%
Francia 2004 168 137 21 15,33%
Portugal 2006 99 99 63 63,64%
c.1154G>C Argentina 2010 59 59 4 6,78%
Brasil 2011 306 306 75 24,51%
Argentina 2012 18.379 88 9 10,23%
Polonia 2013 31.200 27 3 11,11%
Espafia 2014 25 25 1 4%

¥ En este estudio se analizaron 1.314 muestras de pacientes no emparentados y que
habian sido clasificadas previamente como RH negativo; por lo que era esperable
identificar un namero reducido de muestras RH débiles o parciales (6 pacientes).

Un resumen de las mutaciones identificadas en este estudio se muestra en la

Tabla 3. Se observa que la mutacién del exén 1 ¢.46T>C fue predominante ya que

fue identificada en 21 (60%) de los 35 muestras analizadas. Esta mutacién de
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sentido erréneo (missense) codifica para el aminoacido Arginina en lugar de
Triptéfano. La mutacion fue reportada por primera vez en Argentina en 2010 (49), sin
embargo la secuencia aminoacidica fue depositada a la base de datos GenBank con
el nimero de acceso HE999546.1 en el afio 2012 como parte de un estudio de
screening en muestras que habian sido clasificadas como negativas inicialmente en
Suiza (32). En ese estudio la mutacién fue asociada al fenotipo DEL y fue identificada
en 1 de 35 pacientes (2,7%) que presentaban los fenotipos DEL, débil o parcial
(Tabla 6).

En 2014 Trucco Boggione C, et al. reporté la identificacion de la mutacién
c.46T>C en cinco pacientes en Rosario, Argentina (Tabla 6) (31). En ese estudio se
analizaron 1.314 muestras de pacientes no emparentados entre ellos, identificando la
mutacion c.46T>C en pacientes que presentaban una reaccion extremadamente
débil del antigeno D, por lo que la variante fue clasificada como DEL. Las variantes
DEL corresponden a una categoria de fenotipos que presentan una reaccién aun
mas débil que las variantes “RH débil” (15), por lo que su deteccién en la practica
clinica se vuelve méas importante ante el riesgo de que estos pacientes sean
clasificados erroneamente como Rh negativo.

De acuerdo a los tres estudios donde se reporta la mutacion ¢.46T>C (tabla 6),
se observa que la mutacion fue identificada con mayor frecuencia en Argentina que
en Suiza, lo que indica que esta variante podria tener mayor prevalencia en
Sudamérica que en Europa. Este hallazgo permitird en un futuro recomendar la
incorporacion de esta mutacion en el trabajo de rutina en los casos de pacientes

con el fenotipo débil o parcial.
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La mutacion ¢.46T>C provoca un cambio del aminoacido 16 codificado por el
exon 1, esto produce un cambio del aminoacido Triptéfano apolar e hidrofobico, a
Arginina, un aminoacido bésico, con carga positiva e hidrofilico. Ya que el
aminoacido 16 se posiciona en el primer dominio transmembrana de la proteina, esto
podria afectar la correcta insercion de la proteina en la membrana del eritrocito, lo
que podria explicar la relacion directa que ha sido descrita entre esta mutacion y el
fenotipo Rh débil.

La mutacién c.46T>C puede explicar los fenotipos débiles en 21 de los
pacientes en que fue detectada, ya que al verse afectada la integracién de la
proteina en la membrana de los glébulos rojos la cantidad de antigeno D expresado
en la superficie de los eritrocitos resulta cuantitativamente menor al fenotipo normal,
y ya que esta mutacion esta situada en el primer dominio transmembrana se explica
que estos pacientes presenten un fenotipo especialmente débil, catalogado como
DEL.

La mutacion ¢.182G>T (tipo 48) ubicada en el exon 2 fue identificada en 5
(14,29%) pacientes. Esta mutacion fue reportada a la base de datos Rhesusbase en
2005 asociada a la secuencia aminoacidica publicada por Polin,H. et al. en la base
de datos GenBank con el niumero de acceso AM072759.1. En 2013 Polin,H. et al.
publicé en Austria un estudio donde la misma mutacién fue identificada en 7 de 17
pacientes con el fenotipo Rh débil o parcial (33). Posteriormente, en 2017 la misma
mutacion fue reportada en Argentina por Trucco Boggione C. et al (48), siendo
identificada en 1 de 324 pacientes (0,309%). El hecho de que la mutacion
c.182G>T haya sido reportada en Argentina puede indicar que la variante se

encuentra presente en otros paises de Sudamérica. Especificamente en el caso de
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Chile, la mutacion ¢.182G>T podria ser una variante que actualmente se encuentra
sub reportada debido a que generalmente cuando se lleva a cabo la identificacion de
mutaciones en el gen RHD, el proceso se realiza con kits comerciales que no
incluyen esta variante poco frecuente.

La mutacién ¢.182G>T provoca un cambio en el amino4cido 61 pasando de
codificar para Glicina a codificar para Valina. EI aminoacido Glicina es apolar
hidrofébico, al igual que Valina, sin embargo, a pesar de que no hay cambio de carga
0 polaridad en esta mutacion, el cambio en la estructura podria afectar el correcto
plegamiento de la proteina, ya que por ejemplo, Valina tiende con mayor tendencia a
formar hojas B mientras que Glicina tiene una mayor tendencia a estar presente en
los giros y bucles (50). En estudios realizados en Austria y en Argentina esta
mutacion fue asociada al fenotipo débil, al igual que en los pacientes analizados en
este trabajo. En los cinco pacientes chilenos que tienen esta mutacibn no se
identificé ninguna otra mutacion exonica.

En el presente estudio la mutacion del exén 8 ¢.1148T>C (tipo 59) fue
identificada en 4 pacientes (11,43%). Esta mutacion se encuentra reportada en la
base de datos Rhesusbase desde el afio 2007, cuando se identificé por primera vez
y la secuencia aminoacidica fue incluida en la base de datos GenBank con el nimero
EF105446.1.

La mutacién ¢.1148T>C provoca un cambio en el aminoacido 383, cambiando
desde Leucina a una Prolina, siendo ambos aminoacidos no polares hidrofobicos. La
conformacion de Leu y Pro es distinta, ya que Leucina tiene una cadena lateral
extendida, mientras que el aminoacido Prolina tiene una cadena lateral ciclica, lo

que puede dificultar la formacion de estructuras secundarias de alfa-hélice o lamina-
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beta, ya que se pueden producir curvaturas en la estructura (51). El aminoacido 383
se ubica en el duodécimo dominio transmembrana de la proteina RhD, y la
asociacion del fenotipo débil y una mutacion en el codon que codifigue para este
aminoacido es concordante con el hecho de que la mayoria de las mutaciones que
han sido descritas como asociadas al fenotipo débil se concentran en regiones
transmembrana (4, 5, 18-20).

Los estudios realizados en el gen RHD en Argentina y Francia (tabla 6)
muestran que la mutacion ¢.1148T>C, ha sido reportada con mayor frecuencia en
Argentina (2,27% de los pacientes), lo que hace suponer que al igual que en las otras
mutaciones, a pesar de presentar una baja frecuencia en la poblacién, esta mutacion
podria presentar una mayor prevalencia en Sudamérica que en Europa.

Debido a que la mutacién ¢.1148T>C ha sido reportada como asociada al
fenotipo débil y no a DEL, los pacientes con esta mutacién presentan una
aglutinaciéon un poco mas definida durante las pruebas de anticuerpos, sin embargo,
en este caso el efecto de la sustitucion del aminoacido 383 sigue provocando una
cantidad reducida de antigeno D expuesto en la membrana de los glébulos rojos, lo
que se expresa como fenotipo débil.

Dentro de las mutaciones exoénicas identificadas en el presente estudio, la
sustitucion del exon 9 ¢.1154G>C fue la menos frecuente, ya que se identifico so6lo
en una de los pacientes (2,7%). Esta mutacidon ha sido reportada en multiples
ocasiones con una alta frecuencia en diferentes continentes y es considerada una de
las variantes mas importantes del sistema Rh debido a su alta frecuencia (47) (Tabla
6). Esta mutacion provoca un cambio en el aminoacido 385 donde ocurre el cambio

de una Glicina por una Alanina, ambas apolares e hidrofébicas. Esta mutacion
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reportada frecuentemente como asociada al fenotipo Rh débil, generalmente se
encuentra incluida en los kits de deteccion usados rutinariamente.

Las muestras seleccionadas en este trabajo, como fue descrito previamente,
fueron aquellas que no pudieron ser identificadas mediante técnicas de aglutinacion y
el uso de kits comerciales de SSP-PCR, entre el que se encuentra el kit RH-Type
(BAG Health care, 6645). Este kit que incluye el analisis de la variante débil tipo 2,
correspondiente a la mutacién ¢.1154G>C. Es por esto que era esperable que esta
variante fuera identificada en muy baja frecuencia o en su defecto no fuera
identificada en ninguna de las muestras analizadas, ya que las muestras con esta
mutacion deberian haber sido excluidas en el paso de seleccion previo. El hecho de
gue una muestra con esta variante haya sido identificada puede deberse a una falla
en el protocolo utilizado ya sea por manipulacion o porque la muestra haya estado
fuera de los limites de deteccidn del kit utilizado.

Las mutaciones exonicas identificadas en este estudio se ubicaron en
nucleétidos codificantes para aminoacidos ubicados en dominios transmembrana, y
segun lo descrito en otros estudios, mutaciones en estas regiones suelen provocar
una disminucién en la expresion de antigenos en la superficie de los glébulos rojos
(17), lo que se expresa en el paciente como fenotipo débil o parcial.

Todas las variaciones genéticas exonicas identificadas en este estudio habian
sido reportadas previamente en la base de datos internacional RhesusBase, donde
habian sido relacionadas a los fenotipos DEL o débil (Tabla 3). Sin embargo, con el
objetivo de verificar el impacto de las mutaciones en la funcidon biolégica de la
proteina RhD, se utilizé el software online PROVEAN incluyendo los algoritmos

PROVEAN y SIFT (27, 28).
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Los algoritmos PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) y SIFT (Sorting
Tolerant From Intolerant) tienen un fundamento similar, ya que ambos se basan en
una comparacion entre la secuencia analizada y las variantes del mismo gen
reportadas en la misma u otras especies. De esta forma se mide la conservacién
evolutiva de los aminoacidos dentro de familias de proteinas, considerando las
posiciones aminoacidicas con alto grado de conservacion como intolerantes a las
mutaciones (“deleterious” o “damaging”), mientras que las regiones aminoacidicas
que presentan bajo grado de conservacion son consideradas como tolerantes, ya
gue acumulan una mayor cantidad de mutaciones a lo largo del tiempo, lo que es

reflejado como un resultado benigno.

Impacto funcional posible de las mutaciones

Especificamente, el algoritmo PROVEAN predice el impacto funcional para
toda las posibles variaciones incluyendo inserciones, deleciones y multiples
sustituciones. El célculo del puntaje se realiza mediante la alineacion de secuencias
en pares, usando puntuaciones de alineacién como una medida de similitud entre
secuencias, para asi incluir en el calculo la probabilidad de que las secuencias sean
homologas o se encuentren relacionadas. Posteriormente se incluye en el célculo un
diferencial en el valor de alineacion que es determinado por las diferentes
mutaciones presentes en las secuencias alineadas. De esta forma se esta midiendo
el efecto de las variaciones a nivel de proteina, considerando una mutacion dafina si
la secuencia analizada es muy diferente a lo reportado en proteinas homologas en
distintas bases de datos internacionales. Dentro del algoritmo se incluye la

construccion de una matriz de sustitucion que incluye informacion sobre la mutacion,
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frecuencia y propiedades quimicas de 20 residuos de aminoacidos, zonas
conservadas y zonas mas polimoérficas de la proteina analizada.

Por otra parte, el algoritmo SIFT también realiza mdultiples alineamientos
aminoacidicos, sin embargo, este calculo también incluye métodos probabilisticos
para calcular la probabilidad de sustitucion para los 20 aminoacidos existentes.
Ambos algoritmos usan como alimentacion para sus andlisis los sitios web
UniprotKB/Swiss-Prot, dbSNP y RefSeq.

Los resultados obtenidos con ambos algoritmos son mostrados en la Tabla 4,
donde se observa que al utilizar ambos célculos se obtuvo el mismo resultado para
las cuatro mutaciones exdnicas analizadas: “deleterious” o “damaging”, es decir, que
cualquiera de estas mutaciones es perjudicial y tienen un impacto negativo en la
funcion de la proteina RhD. Estos resultados reflejan la importancia de los dominios
conservados dentro de la proteina, ya que mutaciones en esas regiones y
especificamente en las posiciones aminoacidicas reportadas en este estudio
explicarian una disminucion de la correcta insercion de la proteina en la membrana
de los glébulos rojos y consecuentemente una disminucion en la expresion de
antigenos.

Ademas de las mutaciones exdnicas, en el presente estudio se identificaron 6
sustituciones y 1 delecién en las regiones intrénicas. Todas las muestras presentaron
cambios intrénicos, sin embargo ninguno de ellos fue asociado al fenotipo débil o
parcial. Solamente la mutacion ¢.1073+170G>A localizada en el intron 7 no habia
sido reportada previamente, por lo que se utilizé el software HSF para analizar el

efecto de la mutacion en el splicing de la proteina RhD. El resto de las mutaciones
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habian sido identificadas previamente como polimorfismos frecuentes en la poblacion
y sin efectos de significancia clinica.

El resultado del software HSF para el andlisis de la mutacion ¢.1073+170G>A
es mostrado en la tabla 5 (29, 30), donde se observa que el cambio nucleotidico fue
identificado como una alteracién de un sitio silenciador de splicing exdnico (ESS)
ubicado en el intrén 7, sin embargo, debido a que no se identificaron modificaciones
en el sitio dador de splicing ni de ramificacién de splicing, el andlisis en conjunto de
los 12 algoritmos utilizados por el software HSF entregd como resultado que
mutacion ¢.1073+170G>A es identificada como “Probably no impact on splicing”, es
decir, que no debiera afectar el splicing y correcto procesamiento de la proteina.

Entre las mutaciones intronicas identificadas en este estudio, la mas frecuente
fue c.-368A>G localizada en la regidn 5’ en 32 pacientes (91,43% ) seguida de la
mutacion del intrén 8 ¢.1154-31T>C que fue identificada en 22 pacientes (62,86% ).
Estas dos mutaciones fueron identificadas en conjunto con la sustitucion del exén 1
c.46T>C, siendo ese haplotipo el méas frecuente al identificarse en 17 muestras
(48,57%). El resto de las mutaciones presentaron mayor diversidad en su distribucion
y ningun otro haplotipo fue identificado en mas de tres muestras, lo que demuestra la

diversidad de los polimorfismos intrénicos identificados.

Entre las variaciones intronicas identificadas la menos frecuente fue detectada
en 1 muestra y correspondio a la delecion del intron 5 ¢.802-42delCTCT. Esta
deleciéon fue la Unica mutacion heterocigota identificada en las 35 muestras
analizadas y fue identificada en una muestra que no presentdé ninguna mutacion

exonica, a pesar de tener el fenotipo débil o parcial.
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Para verificar la presencia de dos alelos en la muestra con la delecién ¢.802-
42delCTCT se clon6 el producto PCR de acuerdo a lo descrito en materiales y
métodos, logrando identificar y separar las secuencias nucleotidicas con y sin
delecion.

Se identificaron cuatro muestras sin ninguna mutacién exénica, sin embargo,
todas presentaron al menos dos mutaciones intrénicas. La identificacion de muestras
que no presentan mutaciones exdnicas a pesar de tener el fenotipo débil o parcial ya
ha sido reportada. En el caso de la delecion ¢.802-42delCTCT, se han descrito casos
sin mutaciones asociadas a los fenotipos débiles o parcial en Austria en 2004
(Kormoczi GF. et al.) y 2005 (Wagner T. et al.) (52, 53) y en Alemania en 2007 (Von
Zabern |. et al.) (54). Segun lo reportado por Von Zabern |I. et al. la delecion c.802-
42delCTCT fue identificada tanto en pacientes con el fenotipo positivo como
negativo, incluyendo variantes heterocigotas y hemicigotas, denominadas asi al
identificarse en pacientes que tenian un alelo RH negativo, es decir, con el gen RHD
delecionado. Debido a que segun lo reportado por Von Zabern 1. et al. la delecién fue
identificada tanto en pacientes Rh positivos como negativos, por lo que los autores
concluyen que la delecion ¢.802-42delCTCT no afecta la expresion del antigeno D y
corresponde mas bien a una variacion intrénica comuan en la poblacion.

Debido a que en el presente estudio no se logré identificar mutaciones que
pudieran estar relacionadas directamente a los fenotipos débil o parcial en cuatro de
los pacientes estudiados, se puede plantear la hipdtesis de que en esos pacientes
este fenotipo este causado por mutaciones en otras proteinas que intervienen en el
proceso de la generacion de antigeno D. El hecho de haber identificado dos

muestras heterocigotas para la delecion ¢.802-42delCTCT del intron 5 indica que
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esos pacientes portaban dos alelos del gen RHD sin mutaciones detectables
asociadas a los fenotipos débil o parcial. Esto abre varias posibilidades que
expliquen este fenotipo, por ejemplo podria haber mutaciones en regiones génicas
no secuenciadas en este trabajo como en el promotor del gen o en secuencias
intronicas importantes para la regulacion de la expresidon génica no incluidas en este
estudio. Sin embargo también existe la posibilidad que el fenotipo sea provocado por
mecanismos diferentes a las mutaciones del gen RHD.

Previamente se ha descrito que no sélo mutaciones en el gen RHD pueden
provocar el fenotipo débil, ya que la proteina RhD se une a un complejo que
interactia en la membrana del eritrocito (4), por lo que mutaciones en los genes
codificantes para otras proteinas también pueden relacionarse a defectos de
expresion del antigeno D. En otros estudios se han descrito mutaciones en el gen
RHAG que pueden causar el fenotipo débil (55) o incluso nulo (56), es por esto que
en el caso de los cuatro pacientes sin mutaciones relacionadas a los fenotipos débil o
parcial es recomendable ampliar el andlisis incluyendo otros genes que puedan

presentar mutaciones que expliquen el fenotipo.

Diferencias poblacionales

La distribucion de las distintas variantes tanto débiles como parciales es
diferente en las poblaciones de cada continente, en la poblacion europea y
canadiense se ha descrito como mas frecuente el genotipo D débil tipo 1, 2 y 3, al
igual que lo descrito en Australia. Por otro lado, para el genotipo D parcial en Europa
se ha descrito como predominante la variante DNB. En Africa se han reportado con

mayor frecuencia los tipos D débil 4.0 y 4.1, mientras que los D débiles tipo 15y 33
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son predominantes en el este de Asia (17, 22, 23, 57). En Estados Unidos
aproximadamente el 80% de los fenotipos serolégicamente D débiles corresponden a
los tipos 1, 2y 3 (58).

La variante DEL estd presente en un mayor porcentaje en la poblacion
asidtica, donde ha sido identificada hasta en un 30% de los pacientes con fenotipo
débil (15, 59). Sin embargo, esta variante no ha sido reportada frecuentemente en
América latina, lo que hace interesante el hecho de que en el presente estudio se
haya identificado en el 60% de los pacientes la mutacion del exén 1 c.46T>C
asociada al fenotipo DEL. Esto podria indicar que dicha variante esta presente en
mayor porcentaje en Chile del que se ha reportado hasta ahora en la poblacion
sudamericana.

Los resultados obtenidos muestran que es posible que variantes DEL, débiles
0 parciales que presentan bajos porcentajes de prevalencia en Europa, estén
presentes en mayores porcentajes en Chile, pero debido a que no estan incluidas en
los kits comerciales disponibles para la identificacion de Rh, estén siendo sub
representadas, al permanecer sin ser identificadas ni reportadas en bases de datos
internacionales.

Como fue descrito en materiales y métodos, las muestras obtenidas para este
estudio fueron enviadas voluntariamente por distintos servicios de salud, ya que la
determinacion exacta del fenotipo Rh no es obligatorio en Chile, sino que se
recomienda tomar medidas precautorias en los casos donde hay duda sobre el
fenotipo (16). Sin embargo, la caracterizacion genética de la poblacion Rh débil o
parcial es importante a nivel de salud publica, ya que permite optimizar los sistemas

de transfusiones sanguineas y prevenir complicaciones clinicas en casos en los que
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los pacientes han sido errbneamente clasificados. Si el personal del area de salud es
capaz de identificar con exactitud el genotipo Rh de un paciente, ser4 también capaz
de explicar al paciente su propio fenotipo, las consecuencias médicas e inclusive la
forma de herencia de su genotipo y las implicancias médicas asociadas.

Los resultados aqui obtenidos muestran que las variantes débiles o parciales
qgue han sido descritas como predominantes o presentes en altos porcentajes en
poblaciones blancas no son necesariamente las mismas en Chile, ya que la
poblacion Sudamericana podria presentar prevalencias importantes en variantes
poco frecuentes en otros continentes.

La gran complejidad y variabilidad del sistema Rh hace imposible que exista
una herramienta serolégica que permita identificar todos los alelos posibles para el
gen RHD, lo que hace aun mas importante caracterizar genéticamente a la poblacion
chilena, para poder identificar variaciones que no estan presentes actualmente en
paneles comerciales y a la vez conocer en mayor profundidad la diversidad genética

presente en la poblacién chilena.
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Conclusion

El analisis genético del gen RHD permitié identificar mutaciones que explican el
fenotipo débil en 31 de los 35 pacientes analizados (88,57%).

Se identificaron 4 mutaciones exonicas diferentes, todas fueron missense y
estaban ubicadas en nucledtidos que codifican para aminoacidos ubicados en
dominios transmembrana de la proteina RhD, lo que provocaria que la proteina
presentara una menor expresion de antigenos en la superficie de los glébulos
rojos (17), explicando asi los fenotipos débil y DEL.

La mutacién del exén 1 c.46T>C fue la més frecuente entre las muestras
analizadas ya que fue identificado en 21 de los 35 pacientes estudiados (60% de
las muestras). Esta mutacién codifica para un cambio aminoacidico de triptofano
por arginina en el primer dominio transmembrana de la proteina. Esta mutacion
ha sido asociada al fenotipo DEL y ha sido reportada previamente con baja
frecuencia en Suiza y Argentina.

La mutacién del exdén 2 ¢.182G>T fue identificada en 2 de los 35 pacientes
estudiados (5,71% de las muestras). Esta mutacion codifica para un cambio
aminoacidico de Glicina por Valina en el segundo dominio transmembrana de la
proteina. Esta mutacion ha sido asociada al fenotipo débil y ha sido reportada
con baja frecuencia previamente en Austria y Argentina.

La mutacion del exén 8 ¢.1148T>C fue identificada en 4 de los 35 pacientes
estudiados (11,43% de las muestras). Esta mutacion codifica para un cambio

aminoacidico de Leucina por Prolina en el duodécimo dominio transmembrana
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de la proteina. Esta mutacién ha sido asociada al fenotipo débil y ha sido
reportada con baja frecuencia previamente en Francia y Argentina.

La mutacion del exon 9 ¢.1154G>C fue identificada en 1 de los 35 pacientes
estudiados (2,86% de las muestras). Esta mutacién codifica para un cambio
aminoacidico de Glicina por Alanina en el duodécimo dominio transmembrana de
la proteina. Esta mutacion ha sido asociada al fenotipo débil y es una de las
mutaciones identificadas con mayor frecuencia en varios paises de Europa y
América.

En la prediccion del efecto de las mutaciones (algoritmos PROVEAN y SIFT)
identificadas, se encontré6 que las cuatro mutaciones exodnicas serian
“perjudiciales”, lo que concuerda con el fenotipo observado en estos pacientes.
Se identificaron 7 mutaciones intronicas diferentes en los pacientes estudiados,
sin embargo soélo la mutacion ¢.1073+170G>A no habia sido reportada
previamente. Esta mutacion fue identificada en 5 pacientes que presentaron
mutaciones asociadas a los fenotipos DEL o débiles en los exones 1, 2 0 9. Se
realiz6 un andlisis de la mutacién ¢.1073+170G>A con el software HSF, el que
predijo que la mutacién probablemente no tiene efecto sobre el splicing de la
proteina, ya que no se ve afectado el sitio de splicing o el sitio de ramificacién de
splicing.

Todas las mutaciones intrénicas reportadas previamente correspondieron a
polimorfismos de la poblacién y no han sido relacionadas a los fenotipos débil o

parcial.
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El haplotipo que incluye las mutaciones c.-368A>G (regién 5’), ¢.1154-31T>C
(intrén 8) y ¢.46T>C (exon 1) fue identificado en 17 de las 35 muestras
estudiadas (48,57%). El resto de las mutaciones fueron identificadas en
diferentes haplotipos, sin que ninguno fuera identificado en mas de tres
muestras.

En cuatro de los pacientes estudiados no se identificO ninguna mutacion
relacionada a los fenotipos débil o parcial. Casos como éstos han sido
reportados previamente en la literatura. Para estudiar en mayor profundidad
estos cuatro pacientes, es recomendable secuenciar el gen RHD completo
(incluyendo promotor e intrones completos) y ampliar el estudio a otros genes,
tales como RHCE y RHAG.

Los resultados obtenidos indican que algunas variantes débiles o parciales poco
frecuentes podrian ser identificadas en la poblacion chilena en porcentajes
mayores a las reportadas en otros paises de Europa.

La correcta clasificacion sanguinea de los pacientes con los fenotipos débil o
parcial es de gran importancia clinica debido a que los antigenos del sistema RH
son altamente inmunogénicos, es por esto que errores en la clasificacion Rh
pueden provocar graves complicaciones en el caso de mujeres embarazadas o al

realizar transfusiones sanguineas y trasplantes.
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