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RESUMEN

El presente trabajo se llego a realizar en el Hospital de Clinicas Universitario donde se
determino la frecuencia de subgrupos sanguineos Al y A2 mediante la utilizacion de

lectinas anti A1 y anti H, durante el periodo de enero a mayo del aiio 2001.

La poblacion en estudio estuvo constituido por todos los donantes de sangre y pacienies
de los grupos sanguineos A y AB que acuden al Banco de Sangre de dicha institucion,
donde no se efectuo diferenciacion racial ni se consideraron olras variantes
infrecuentes del grupo sanguineo A. Asi como también cabe resaliar que el sistema

ABO se considero como dato adicional.

Las muestras estuvieron constituidos por sangre que se obtuvieron mediante la 1écnica
de venipuntura en el caso de pacientes externos y en donantes de sangre la cantidad de
muestra requerida fue de 3 a 5 mi de sangre recogida sin anticoagulante. los cuales

Jueron procesados en el laboratorio de Inmunohematologia de dicha institucion.

Para la determinacion de todas las muesitras se realizaron técnicas que permitieron
oblener resultados satisfactorios tanlo en la prueba directa en placa como en la prueba
directa en tubo, la cual fue considerado como la "Regla de Oro" debido a que presenta
mayor sensibilidad por efectuarse suspensiones precisas y la prueba inversa en tubo

constituyo un metodo confirmatorio de las pruebas divectas en placa y tubo.

De un total de 399 muestras del grupo sanguineo A fueron analizados 134, de los
cuales el mayor porcentaje correspondieron al subgrupo Al (93,28%) y en menor
porcentaje correspondieron a los subgrupos A2 (5,22%) y Aint (1,49%,), en funcion a la
interpretacion de resullados senalados por la linea comercial Dia - Med. Estos dalos

obtenidos son similares a estudios realizados por diferentes autores.



I. INTRODUCCION

En nwestro pais ( Bolivia o se Hene mayor conacimiento de trabajos de
wmvestigacion efectuados en cuanto a la determinacion de subgrupos sanguineos A
(ed) v As ) e cambe, el estudio de lus frecuencias de los subgrupos A, v 1. a
ocupado un lugar mmpartante en lo inquetud ceeptifica ¢ mvestigativa  de
estuciosos del apasionado ambite de la Inmunohemarologua en diferentes palses
ded mundo, Ex asi que en ef afio 1997 (nvestigadores cubanos dieron a conocer fa

frecuencia de los grupos sanguineos 4, . A, Adimt . ded Ry O,

El estudio de oy grupos sanguineos, adquirid gran unportancia, desde que
descubrieron en 1901 la presencia de aglutimnas en (o sangre por  Karl
Leandsteiner,y Shattock. En 1907, Jansky determing los cuatro grupos sanguineos
(2, A, B v AB. y Mass reviso el rabao en 1910, Posieriormente Von Dungern v
Hirzfeld en 1911 describieron los subgrupos A, . As, A,By A8 no fueron menos
importanies, v por supuesio el sistema Rh descrin por Wiener en 1940 fue por
dennis trascendente.  Su mmporiancia  radica  principaimente  en el Jogro de
transfusiones sanguineas seguras donde fanto el sistema ABO v Riv deben ser los
mismas, es dectr. que sean compatibles tanto donante como receplor para no

acasionar afferacton minguna en el recepior.

© Es ademds muy impaortante la identificacian de los donantes de sangre que
pertenecen a los subgrupos débiles de A con objeto de evilar que seun
errdneamente clusificados como donantes del grupo sanguineo Q



St se transfundiera de uno de los subgrupos de A indicadas o un recepror gripa (),
podria tener lugar a una reaccon ransfusional. De igual manera sucederia si se
tfransfundiera sangre A, a un receplor Ay aumgue la literatura refiere que esia
reaccion suele ser poco severa v iy rara, debido al bajo porcemtage de individuos

A que expresan la aglurining anti A,

Ademas de tado lo anteriormente mencionade. la determinacion de los grupos
sanguineos, que al principio se hmaban a lo sefeccion dy donantes v receptores
para la transfusion sarguingd, se ha extendido a la determinacion de exclusion de

patermidad y tambien af ambito de la crimnologia.(7)

Finalmente, se hace notar que ¢l Haspital de Clinicas Universitario pasa a ser ¢l
ceniro de salud woneo para levar a cabo el presente rabaye de mvesngacion en
todos los donantes de sangre y pacentes que acuden al Banco de Sangre puesio
que consutuye el Centro Normativo Nacional de Referencia ( Léy [687 de Bancoy
de Sangre v Medwina Transfusional |, aie 1996 ). De manera adicional la
elaboracion del presente trabajo se justifica plenamente va que no se tienen
antecedentes de estdios realizados respecto a la deternunacton de subgrupos
sanguineos 4, v A, en nuestra poblacidn, por ello en esta oportunidad, (os
esfuerzos esturan concentrados o someter a un analisis profundo v evaluacron de
los resultados obtenidus, pura aportar de esta manera imporiante informacion
cientifice.

El aporte de la presente mvestigacton. rudica principalmentz en demosirar la
imporiancie de la implementacion de la prieba directa en Tubo por la eficacia que
presenta en la obtencion de reswliados v en el buen monegjo del instrumento
stgutendo rigurosamente los pasos establecidos de la metodologia a usarse en los

hancos de sangre en los cuales se efectué la npificacion de grupos sanguineos.



II. DISENO TEORICO.

A. Marco referencial.

1. Modeleo teérico.-




2. Antecedentes generales sobre el problema.-

A principios del siglo XX se llevo a cabo un descubrimiento crucial en Medicina
Transfusional, Kart Landsteiner demostré que cuando se combimnaban dos muestras
de sangre. en algunos casos se mezclaban sin presentar signos apreciables de
reaccion, pero en otros se producia una evidente aglutinacion de los globulos

Fojos.

Esta aglutinacion se atribuyo a la presencia de antigenos en los globulos rojos y
anticuerpos en el suero. Mas tarde se comprobo que existian dos antigenos

eritrocitarios: A y B.

La superficie de los eritrocitos humanos contiene gran numero de diferentes
deterninantes antigénicos; los cuales son productos directos o indirectos de los

genes.

Erase una vez cuando el abaco se consideraba el ultimo avance en instrumentos
para calcular v podiamos contar todos los antigenos del grupo sanguineo sin
dificultad, los simbolos alfabéticas servian perfectamente bien, para designarfos,
desde el comienzo del alfabeto, el aniigeno A, después el B. ;Qué podia ser mas
Jfacil? . La denominacion O supuestamente significaba la ausencia de antigenos,
s6lo que mds adelante se descubrio uno al que se llamo H en los hematies del
grupo O. v en diferentes grados, en aquellos de otros grupos sanguineos, s¢ lo

llamo H por “humano ™ .(7)

De esta manera nace el sistema ABO, pero en la actualidad se describen mds de

veinte sistemas de grupos sanguineos, deniro de cada sistema de  grupos



sanguineos, los antigenos son heredados al parecer como productos de un gen
sencillo, de un conjunto de genes sencillos, o de un conjunto estrechamente ligados

entre si.

Se han descrito mas de 400 antigenos eritracitarios, cada antigeno esta definido
por un anticuerpo especifico que reacciona con él. Adicionalmente. en el suero se
encuentran dos tipos de anticuerpos: anti - A, gue reacciona con los globulos rojos

del grupo A y anti - B, que aglutina a los del grupo B.

Los anticuerpos séricos anti-A v anti-B varian de acuerdo con lo antigenos

eriroctlarios:

+« Si los globulos rojos tienen antigeno A (grupo A) el suero tene anticuerpo
anti — B.

» St los globulos rojos tienen antigeno B (grupo B) el sucro tiene anticuerpo
anti — A.

Silos globulos rojos tienen antigenos A v B (grupo AB) el suero no tiene

o}

anticuerpos anti - A, ni anti - B. vy finalmente.
v Silos globulos rojos no trenen antigenos 4 ni B (grupo 0), el suero tiene

anticuerpos anti — A v anti — B. (7)

Junto con el Sistema de grupos sanguineos A, B v O, el Sistema Rh es de vital
importancia en Medicina Transfusional. La principal diferencia entre el sistema
ABO y el sistema Rh es la siguiente: en el sistema ABO, las aglutininas
responsables de producir reacciones transfusionales se presenmtan de forma

espontanea, mientras que en ¢l sistema Rh . la persona debe exponerse primero de

21



Jorma muy intensa a un antigeno del sistema Rh (fundamentalmente el antigeno

D). habitualmente mediante rtransfusion de sangre, o en el caso de la mujer
o -

gestante cuyo producto presenta el antigeno D, v ella carece de ¢l . (Enfermedad

Hemolitica del Recién Nacido).(4)

De manera basica sera importante mencionar que la presencia de los antigenos A,
B v O en los hematies depende de la herencia de los genes alélicos A, By O. Un
gen H situado en un locus separado codifica la sustancia precursora sobre la que
actuan los productos de los genes A v B. Estas son enzimas que actian como
transferasas especificas. El producto del gen H es wuna enzimua que produce
sustancia [, las transferasas de los genes A y B son enzimas que convierien la
sustancia H en antigeno A o B. El gen O es un alelo silencioso que no allera la
estructura de la sustancia H, por wanto | los individuos del grupo O tienen grandes

cantidades de sustancia H en sus celulas(6)

Los antigenos A v B son detectables al nacer, si bien no estan plenamenie

desarrollados.

Los antigenos pertenecientes al sistema ABO no solo estan presentes en los
hematies, sino también en muchas otras células del organismo, asi como en lua
mavoria de sus liquidos (leche, orina, saliva, etc.). En cuanto a su estructura

quimica se presentan como glucoproteinas y glucolipidos.

En lo que respecta al sistema ABO, los globulos rojos pueden exhibir uno de estos
antigenos en su superficie, los dos, o ninguno de ellos. Dando lugar a los grupos

sanguineos A, B, AB y O. Los antigenos ABO de los hematies derivan de las



cadenas de precursores de substancias H tipo 11, mientras que, los antigenos ABO

del plasma provienen de los precursores de tipo 1y de tipo 11.(1)

La substancia H. precursora de los antigenos 4 y B se forma por adicion de una
Jucosa ( Fuc ) a la galactosa terminal ( Gal ) va sea en las cadenas ripo [ o en las
de tipo 1. Después de anadirse la fucosa a las cadenas de tipo 11, la estructura que
se obtiene se denomina I de tipo 11. Se han identificado cuatro clases de 11 de tipo
/1. H, v H> son simples cadenas * rectas ™ de glucolipidos, mientras gue los tipos

Iy H, tienen cadenas ramificadas.(1)



GRAFICON. 1

Estructura quimica de Ja substancia H ( Tipo 1y )

ENZIMA1,2 FUCOSIL TRANSFERASA

T

GEN H

GAL = Galactosa
Nac Glc = N- Acetil glucosamina

Fuc = Fucosa
La especificidad de los antigenos A y'o B, esta determinada por adicion de un
monosacdarido especifico a la Galactosa terminal de la sustancia H. El antigeno
A se forma mediante la adicion de la N- Acetid-galactosammna ( Gal -~ Nac ); el

antigeno B por la adicion de la galactosa ( Gal ) (1)

>0



TABLAN®1

Enzimas de los genes A, By H

A 13 N-ACETIL GALACTOSAMINIL TRANSFERASA Hac Gal ‘

B 13 GALACTOSIL TRANSFERASA

H 12 FUCOSIL TRANSFERASA

GRAFICON. 2

Estructura quimica de los antigenos A v B

B>
")
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Las enzimas que aiaden los azucares mencionados estan codificadas por los genes

A v B respectivamente

Qtro aspecto importante a ser considerado por el lector de la presente tesina, es
Precisamente la caracteristica importante que presenta el fenotipo A, y es
precisamente gque, puede dividirse en dos sub grupos: Ay Y A;. Aproximadamente
el 80 % de los individuos del grupo A tienen el fenatipo A, v el 20% el fenotipo

A estos porcentaies  estan definitivamente relacionades con caracteristicas
genéticas y raciales de los individuos. Mdas adelante se hard referencia al hecho de

que enire estos dos subgrupos existen d{/érem'm.s‘ cualitatvas v cuantitativas.

Todos los conceptos mencionados anteriormenie son de vital importancia para

comprender claramente las diferencias entre los subgrupos sanguineos A; y A..

Los individuos pertenecientes al grupo sanguineo A, producen antigeno A, a partir
de todas las cadenas H de tipo Il { H; H- H; v Hy) .Los individuos A> producen

antigeno A solamente a partir de precursores H, v H.mieniras que los individuos



A, lo hacen a partir de los precursores H, H-~H; v H; Por tanto los individuos A,
I I 2413

presentan mas cantidad de antigeno A por hematie gue los individuos A-. (2)

TABLA No 2

SUBGRUPOS DE A

Fenotipo h A
Frecuencia 80 % 20%
Substancia H H
Precursora H: H:

Hs

Ha
Niimero de sitios
antigénicosenel 850.000 240.000
eritrocito
Anticuerpo pre - Anti-B Anti-B
sente en el suero Anti-A: 3%

Aproximadamente el ( 2 — 3 %) de los individuos 4> y el 25 % de los individuos
A-B producen un anticuerpo denominado anti- A, este anticuerpo reacciona con

los hematies A, pero no reacciona con (os hemeties A .



Los hematies pertenecientes al subgrupo A; presentan un modelo caracteristico de
aglutinacion cuando reaccionan con el suero anti-A; algunos de los hematies son
aglutinados mientras que otros no lo son, es decir, ofrecen una imagen de doble
poblacion. El fenotipo A presenta una frecuencia de I por 1000).

Subgrupos mas raros o variantes de A son: Aoy A A . Abgne .« Aa o A (A4 A

A-y Ay ) Ap(3)

También es importante mencionar gque recientemente se ha demostrado que
substancias con las propiedades de los anticuerpos anti- A vy anti-B estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza v que actuan como aglutininas activas

contra los antigenos ABO.

Los extractos de varias semillas poseen potentes aglutininas particularmente anti —

A v anti-H.

Los extractos de Dolichos biflorus y Phaseolus lunatas aglutinan con mucha
avidez a las células A, v 4B v débilmente a A-, no produciendo aglutinacion con
los demas subgrupos de A. En especies de Ulex europeaeus y Lotus
tetragonolubus se encuentra anti-H que aglunina a los hematies O v A.. Los

hematies A, y 4B dan reacciones débiles o negativas.(6)

Ll estudio de la frecuencia de los subgrupos A, v A> ha ocupado un lugar
importante en la inquietud cientifica e mvestigativa de estudiosos del apasionado
ambito de la immunohematologia en diferentes paises del mundo. Es asi que en el
ano 1997 mvestigadores cubanos dieron a conocer la frecuencia de los grupos
sanguimeos A, A> A, A, By O en 2107 donantes de sangre ,clasificados en

1261 blancos, 569 mestizos v 277 negros. El grupo sanguineo A, predominé en los



blancos v el fenotipo A, se identifico unicamente en este grupo racial. Los grupos
sanguineos B v A, fueron mas frecuentes en los negros. £n este grupo racial se
observo una alta mcidencia de fenotipos con deficiencia de substancia I, que
origing un aumento de la frecuencia de los grupos A- v del A>B en relacion con el
AB. El grupo sanguineo O fue mas frecuente en los mestizos en relacion con los
Dlancos. Las frecuencias génicas calculadas expresaron resultados similares a los

observados en las frecuencias fenocipieas.(( ()

Tambien se mvestigo la deficiencia de substancia precursora tl de los grupos
sanguineos A v AB, en 347 donantes de sangre ( 397 blancos y 150 negros ). Se
estimo el rango de puntuacion de la aglutinacion de un grupo control de 40
donantes, correspondientes a los grupos sanguineos a A;, A-. 4, By A-B. En el
suero de los donantes deficientes de I se determing la presencia de anticuerpos
eritrocitarios. En los donantes blancos el grupo 4, predominé sobre el A, de
Jorma contraria ocurrio en los negros. En los dos grupos raciales estudiados, tanto
para el grupo A como el AB, se encontraron variantes deficientes de H codificados
por los genes A, v A~ En toda la muestra se hallo una mavor frecuencia de
variantes deficientes A> B, especialmente en los negros. No se observaron

anticuerpos anti-H en el suero de las varianies. (12)

Los subgrupos de A, v A, se determinaron con el empleo de las Lectinas anti- A,
de Dolichos biflorus ( Menarini ) v anti-H de Ulex europaeus ( Menarini ), segun
las instrucciones del productor. Los eritrocilos que reaccionaron con Cualro cruces
de aglutinacion con el anti-A; y no reaccionaron con el ant-H se clasificaron
como fenotipo A, mientras que se consideraron como fenotipo A- los gue no
reaccionaron con el anti- A,y mostraron dos cruces de aglutinacion con el anti-

F.



En 1911 Von Dungern v Hirszfeld describen estos subgrupos de A: Ay A A)B y
A-B |, donde cast todos los sueros Anti-A ( de donadores B ) contienen dos
anticuerpos anti-A: A y A; . Anti-A aglutina a los hematies de los subgrupos A, . A

Ay By Az Bemientras que A; aglutina solamente las sangre 4, v A, 5.

El anticuerpo A, se encuentra en el suero del ( 2 — 3 %) de los sujetos 4> v en
aproximadamente el 26 % de los A; B. A reacciona mds débilmente que A, con
anti-A v aun cuando se ha sugerido que la diferencia entre ambos es solamente

cuantitativa se admite en general su naturaleza cualitativa. (8)

3. Descripcion del ambito de estudio

LI Banco de Sangre se encuentra eir el Hospital de Clinicas Universitario que esida
ubicado en la Avenida Saavedra N° 2245 — Mwraflores. Para brindar la mejor
atencion posible a los donanies de sangre, ha sido dividido en diferentes dreas:
estas son: Recepcion v Secretaria, Consultorio Clinico para donantes, Toma de
Muestras. Area de Flebotomias, Laboratorio de Inmunochematologia, Area de

refrigerio, Area de Hemoterapia y sala de descanso.

De tgual manera forman parte del Banco de sangre el Area de Fraccionamiento

Sanguineo v el Laboratorio de Inmunoserologia.

Ll plantel profesional esta conformado por Médicos Especialistas en Hematologia,
Bioguimicos especializados en [nmunologia e Inmunohematologia v Bancos de
Sangre. Técnicos de Laboratorio. Secretaria, Admiunstrador v personal de

Limpieza.



4. Descripeion del ambito de investigacion .

Para realizar la determinacion de los subgrupos sanguineos A, v A> mediante la
utilizacion de Lectinas anti-A, v anti-If, tanto en los donantes de sangre v
pacientes que acuden al Banco de Sangre del Hospital de Clinicas Universitario,
se requiere de comodos ambientes v sillones especialmente diseiiados para

exiracciones sanguineas.
Para dicha determinacion se trabajara en el laboratorio de Inmunohematologia;
ambiente que fiene [0S equipos v reactivos necesarios para la optnma realizacion

de la técnica que permitira obtener resultados satisfactorios.

5. Fundamento de la técnica.

Uso de Lectina anti- A ( Dolichos bifiorus) -

Los subgrupos de mavor importancia dentro del grupo A, son el A; v el A
Serologicamente los hematies A- presentan menor expresion del antigeno A que
los hematies A, Dentro del fenotipo A~ el gen 4 es codificado por la N-acetil
Galactosamina Transferasea,se caracteriza por ser menos eficaz para convertir

las cadenas activas H en antigeno .

La lectina anti- A; es un extracto purificado de granos (semillas) de Dolichos
hiflorus que contiene aglutininas contra los subgrupos A,y A,B. El reactivo no

aglutina los hematies de los subgrupos A; v A:B v de otros subgrupos.

A



Uso de Lectinag anti-H ( Ulex europaes).—

La lectina anti-f{ es un extracto preparado a partir de Ulex europaeus en
buffer salino, contiene aglutininas contra el antigeno . Su utilizacion mediante
la 1écnica en tubo permite identificar la presencia del antigeno H en hematies v
en saliva. El antigeno I se encuentra expresado en la membrana de hematies
en diferentes cantidades dependiendo del grupo sanguineo ( sistema ABO).Se
expresa en mayor cantidad en hematies grupos O. A, ., A> v el grupo que

expresa menor cantidad es el A;By A,

B- Marco Tedbrico

Los eritrocitos poseen en su membrana Substancias antigénicas cuyva estructurda
esta determinada  genéticamente; éstas pueden identificarse serologicamente
mediante anticuerpos especificos . Se distinguen dos tipos de anticuerpos: inmunes
v naturales. Los anticuerpos inmunes se producen por el proceso de inmunizacion
v ose distinguen distintos tipos, con caracteristicas propias. Los anticuerpos
naturales, a diferencia de los anteriores, se presentan en ef plasma de un individuo
sin el estimulo antigénico previo;, es decir, se  presentan natural v

espontaneamente.(3)

Pertenecen u la categoria de anticuerpos natwrales los del sistema ABO, hecho que
Jacilito que fuera el primero en descubrirse. La mavoria de los demas, como ocurre
en el sistema Rhesus, son de  sensibilizacion, ( para que aparezcan se debe

producir una mmunizacion previa ) .



La primera observacion de la aglutinacion de los hematies humanos por el suero
humano fue hecha por Landsteiner, como va se menciono anteriormente. Los
anticuerpos ABO se presentait regudarmente en la sangre cuando esta aisente el

antigeno correspondiente.

Existen dos tipos posibles de substancias precursoras para los antigenos ABO: tipo
I v tpo Il Ambos constan de azucares idénticos, pero la union de los azucares
termnales difiere en ambos.

Ll precursor del tipo [ tienen una galactosa terminal (GAL) unida a una N-aceti]
glucosamimna sub terminal (Gle-Nac) por una wmion 1, 3. Esos mismos azucares se
unen mediante un eniace 1.4 en el precursor del tipo 11.(2)

GRAFICON, 3

Fstructura quimica de los precursores para los antigenos ABO.

Precursor de tipo 1
XD

Union (1.3)



Precursor de tipo 1]
= L
Unidon (1.4)

El nifio comienza a producir sus anticuerpos entre los tres v seis meses de edad,
alcanzan su titulo maximo entre los cinco v diez anos, luego comienzan a declinar
muy gradualmente. El hallazgo de anticuerpos en recién nacidos indica que han
sido transferida pasivamente por la circulacion materna durante la vida fetal.

Estos anticuerpos tambien pueden ser detectados en la saliva.

No se conoce el origen de anti-A v anti-B |, discutiéndose si son determinados
genéticamente o son el producto de la inmunizacion del individuo por substancias

A v B del medio ambiente; ( Alimentos, bacterias, eic).



TABLA No 3

Antigenos y Anticuerpos del sistema ABO
Grupo Subgrupo Antigenos eritrocitarios  Anticuerpos
O - Ninguno Anti-A

Anti-A,
Anti-B
A Aj A+ A Anti-B
As A Anti-B
Anti-A |
13 - B Anti-A
AB A]I‘; A+ AI + B
AsB A B Anti-A |

Ll grupo sanguineo A puede ser subdividido en los subgrupos A, v A> en base al
numero de sitios antigénicos-A , sobre el eritrocito. Aproximadamente 80% de las
personas A v AB pertenecen al subgrupo A, La elevada densidad del antigeno
sobre los eritrocitos A, se traduce en la formacion de una especificidad antigénica

nueve. Pero relativamente débil, talve= como consecuencica de la interaccion de dos
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oligosacaridos A, estrechamente advacente. Las personas A> v en especial  A>B
pueden tener anticuerpos anti-A, .

Puesto que los anticuerpos anti-A, son débiles, no siempre son prdacticos para la
diferenciacion entre A, y 4> . La distincion por lo general se hace empleando

substancias llamadas Lectinas

En un estudio ( Instituto de Hematologia e Inmmunologia ciudad de la Habana

Cuba “Frecuencia de los grupos sanguineos 4 , v A, v de las variantes
deficientes de sustancic 1l en donantes de sangre de raza blanca ' ) realizado se
indica que aproximadamente el 80% de los Europeos del grupo A pertenecen al

subgrupo A ; v el resto es casi totatmente del subgrupo A 1y,

La diferencia se pone de manifiesto al enfrentarlo con la Lectina de Dolichos
hiflorus. Cuando la Lectina se diluye de forma adecuada . unicamente agluting o
los hematies A, , si se wtiliza un extracto muy concentrado, se consigue aglutinar
algunas muestras de A> de adulto. pero no las de un A B adulto o las de sangre de

cordon A,

Los aciicares inmunodaminantes son idénticos en A, v Ay, pero el anti- A,
reacciona solo  con fos hematies en los que los sitios A se  encuentran
suficientemente proximas. Ciertos estudios cuantitativos indican que se necesilain
como minimo 2,5-4 x 107 sitios A para gque se produczca la aglutinacion por

reactivos aiti-A,
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TABLA N° 4

Frecuencia de los grupos ABO en algunas poblaciones seleccionadas

Poblacién % de los distintos fenotipos
Caracteristicas

especiales
N° estudiado 0 Ay Ab B A\B AB
Indios sud-
Americanos 100 0 0 0 O 0 Todos 0
Vietnamitas
Aborigenes 45 2140 29145 0 Ausencia de
Ao
Australianos 444 556 0 -0 O 0 Ausencia de
Azy

B

Germanos 428 3259411 31 11

Bengalies 22 222 18 38 148 09 B es la mas
Frecuente

Japoneses 18.2 36.1 18 48 63 6.2 Axmuy
frecuente




Se reconocen a veces, algunas formas de A, mdas debiles, incluso que el As: los
hematies A estos son aglutinados parcialmente por el suero anti-A de un doncnte
del grupo B, dando una imagen de doble poblacion ; cuando se utiliza suero del
grupo O, la aglutinacion es algo mds visible, aunque sigue siendo débil ; el suero

de donantes A; suele contener anti- A,.

C. Marco Conceptual

A Aglutinacidn; Agregado de células o particulas debido a una jormacion
entrelazada, que ocurre cuando el antigeno reacciona con el anticuerpo. Se
puede ver a simple vista en el tubo de ensayo, o también haciendo uso del

IRICrOSCOPIO.

A Aglutinina; anticuerpo  formado en la  sangre, capaz de  producir
aglutinacion contra antigenos especificos.bj.: el anti — Rh, aglutinina que no
existe narmalmente en la sangre, pero gue se produce en wna mujer Rh
embarazada de un feto Rh+ o después de multiples transfusiones con sangre

Rh+.

A Anticuerpo; son glucoproteinas presentes en plasma y liquidos intersticiales
que el organismo elabora ante la entrada de un antigeno v que tienen la
capacidad de unirse especificamente al mismo. Son producidos y secrelados
por células plasmdaticas resultantes de la activacion y diferenciacion de

linfocitos B. Se tienen 5 clases, 1gG, 1gM, 1gD), [gA e IgF.



Antigenos; Son sustancias capaces de inducir la produccion de anticuerpos
con gran especificidad para reaccionar con ellos.

En la naturaleza existen o pueden obtenerse a partir de ciertas sustancias,
Jracciones capaces de reaccionar con los anticuerpos pero no-de generarlos,

(haptenos).

Anti — A; anticuerpo que reacciona contra el antigeno principal del grupo

sanguineo /1

Anti-f1; es un anticuerpo poco frecuente, que aparece en individuos con un
fenotipo muy raro Oh (Bombay) en forma de hemolisina v como aglutinina

casi tan activa a 37 grados centigrados como a cero grados centigrados.

Determinantes antigénicos; es la zona restringida de la molécula antigénica
que determina su especificidad. Dado que pueden tener varios determinantes
antigénicos diferentes en una molécula. la inoculacion de esta originara en

el recepror anticuerpos con distinta especificidad.

Enzima; sustancia capaz de acelerar o provocar ciertos procesos quimicos
sin sufrir ninguna modificacion. Son complejos organicos que calalizan
reacciones bioguinicas v estdan compuesios por un grupo prostéfico o
coenzima, que lienen especificidad funcional, v un grupo prostético o
apoenzima, con especificidad de sustrato.

T

Estandarizacion; procedimiento que se sigue para porer " a punto” unda
enica v a partir de fla estandarizacion puede ser utilizada con igual

probabilidad de obtener resultados satisfactorios. En términos generales



implica la comparacion de una técnica frente a otra de la cual se tienen
conocimiento de su rendinienio.

A Fenotipo; conjunio de las propiedades manifiestas de un organismo, secu o
no hereditarias. Grupo de mdividuos de aspecto semejante pero de diferente

constitucion genética.

A Frecuencia; Numero de casos que ocurren en una determinada poblacion

por umdad de tiempo. Repeticion reiterada de un aclo o suceso.

A Lectinas; son extractos de semillas de  plantas.  que reaccionan
selectivamente con algunos antigenos del grupo sanguineo que  son

carbohidraios.

A Reaccion transfusional; son alteraciones que se produce duranee la
venoclisis, de forma inmediata o tardia. Asi se pueden observar: reacciones
hemoliticas por sangre incompatible; reacciones febriles que no son
hemoliticas, que son ocasionadas por anficuerpos citoloxicos aglutinanies en

el receptor, dirigidos contra antigenos de leucocilos del donador.

A Titulo; grado, valor o proporcion. En términos aplicados a reacciones de
aglutinacion, seria la mayvor dilucion de un suero que ain evidencia

reaccion de aglutinacion.



ITT. OBJETIVOS.

A

Objetivo General

- Determinar la frecuencia de subgrupos sanguineos 4, v A- mediaiite la
utilizacion de Lectinas anti- A, v anti-I{ en donantes de sangre v pacientes
que acuden al Banco de Sangre del Hospital de Clinicas Universitario. de la

ciudad de La Paz- Bolivia, durante el periodo de Enero a Mayvo del ano 2001

Objetivos Especificos.

- Estandarizar la técnica directa en placa v efectuar la técnica directa en
tubo para la deternunacion de los subgrupos sanguineos A, v A, medianie
lae utilizacion de Lectinas anti- 4; (Dolichos biflorus ) v anti-I1 ( Ulex

CHIOPEUUs ).

- Validar la prueba inversa identificando aglutininas en suero mediarnte la
utilizacion de un panel celular ( eritrocitos de fenotipo conocido ) Ay v A,

como metodo confirmatorio de las técnicas directas en placa y tubo.

- Determinar la Eficacia de la iécnica directa en tubo vy la técnica inversa
vs. la técnica directa en placa, y a su vez comparar los resultados obtenidos

enire esics [echnicas.



- Deternunar la frecuencia de grupos sanguineos ABO en donantes de
sangre vopacientes que acuden al Banco de Sangre del Hospital de Clinicas
[niversitario, de la ciudad de La Paz dwrante ¢l periodo de Enero a Mayvo

del ano 2001,

IV. DISENO METODOLOGICO.-

A. Poblacion en Estudio.-

La poblaciion en estudio estuvo canstituideo por todos los donantes de sangre v
pacientes de los grupos sanguineos A v AB que acudan al Banco de Sangre del
Hospital de Clinicas Universitario, duranite los meses de Enero a Mavo del ario
2001. No se efectuo diferenciacion racial { blancos.mestizos.elc ), ni se

consideraron otras variantes mfrecuentes del grupo sanguineo -

B. Muestras.

Las muestras estuvieron constituidos por sangre que se obtuvieron
mediante la técnica de venipuntura, en el caso de pacientes externos v
donantes de sangre. la cantidad de muestra requerida fue de 3 a 3 ml de
sangre recogida sin anticoagulanie. para sw posterior centrifugacion y
separacton en pagquete globular v suero, mismos que fueron almacenados
por  separado  en (ubos de ensavo de vidrio con tapones de  goma
cuidadosamente 1dentificados con el respectivo numero de muestra que se

asigne o 1odos v cada uno de los donantes v pacientes mmcluidos en la
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presente mvestugacion. Las muestras se Conservaraoin o menas cuatro grados

centigrados hasia el momento de su procesamienio

C. Determinacion de Subgrupos A, y A4

Para la determinacion de subgrupos sanguineos A, v A mediante la utilizacion
de Lectinas anti - A; v ante - H en donantes de sangre v pacientes que acuden
al Banco de Sangre del Hospial de Clinicas, se llego a preparar una
suspension de los hematies problema al 5% con soluciin  fisioliogica para la
prueha diecta en Tubo, al cual se dispenso 30 ul del reactivo anti - 4, v se
anacdio al mismo 50 ul de la suspension de hematies al 3%. Con el uso de las
Lectinas antr — H se sigwic los mismos pasos, pero se uliliza el dohle del

reactivo anti — FH (100 ul ).

Para la prueba directa en Placa, se colocairoin dos gotas de muestra en la placa
Vv ose aiadid una gota del reactivo anti - H v anti - /1, se homogenizo con una

varilla v se observo la aglutinacion.

En la prueba Inversa en Tubo como método confirmatorio. se determinaron las
aglutininas presentes en el suero de las muestras mediante la utilizacion de un
panel celular ( eritrocitos de fenotipo conocido A, v A ), donde se siguen loy

mismos pasos dque la prueba divecta en Tubo ( Ver Anexo 111) .

D. Analisis de Datos.

Despues del procesamiento de las muestras de los donantes de sangre v

pactentes qgue  acuden al  Banco de  Sangre del Hospital de  Clinicas



Universitario, se realizo el ancdlisis de los datos obtenidos por las diferentes

Técnicas utilizadas. prueba directa en Tubo. en Placa y la prueba Inversa.

V. RESULTADOS. -

Después de la realizacion de la parte practica de la presente investigacion s

obtuvieron los siguientes datos:

- La técnica convencional utilizada para  determinar la frecuencia de
subgrupos sanguineos fue estandarizada, siguiendo  las  instrucciones

provistas por la linea comercial Dia-Med (Diagnostika - Suiza ).

De un total de 399 muestras del grupo sanguineo A; fueron analizadas 134
muestras representativas de las cuales, el mayor porcentaje correspondieron al
subgrupo A, v en menor porcentaje correspondieron a los subgrupos A,y
Aint en funcion a la interpretacion de resultados sefialados por la linea
comercial Dia- Med. Donde se puede observar en el siguiente Grafico ( Fer

Tabla — Arnexo IT)



GRAFICO 1
Frecuencias Fenotipicas de los Subgrupos A ( A; A; y Aint ) obtenidos mediante

la Técnica Convencional

Hospital de Clinicas Universitario, Enero — Mayo / 2001

5,22 % 1,49 %

lma1
B A2
LI Aint

93,28 %

Se consideraron las muestras A, cuando presentaron 3 a 4 cruces de
aglutinacion para con anti-A,; y 0 cruces de aglutinacion con anti-H , las
muestras que presentaron 1, 2 y hasta 3 cruces de aglutinacion con anti-H y

0 cruces con anti-A,, fueron consideradas Ay; finalmente las muestras que
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presentaron aglutinacion debil (de 1 a 2 cruces de aglutinacion ) con ambas

lectinas ( anti - A, y anti-H ). fueron tipificadas como A intermedio..

Para la determinacion de todas las muestras se realizaron técnicas, que

permitieron obtener resultados satisfactorios tanto en la prueba directa en placa

como en la prueba directa en tubo, haciendo uso para este cometido de Lectinas

(anti-A, v anti-tl). las cuales constituven anticuerpos especificos para la

determinacion de los subgrupos sanguineas A; v /.

- La prueba inversa en tubo constituvo un método confirmatorio de las pruebas

directas en placa v tubo, siendo un aporte importante para dar validez al
resultado obtenido por las pruebas anteriormente mencionadas. Se utilizo
para esta determinacion un panel celular (eritrocitos de fenotipo conocido

A v oA L) efectuando la determinacion de aglutininas.

Evaluando los resultados obtenidos de las muestras de donantes de sangre v
pacientes, la prueba directa en tubo debe ser considerada como la ' Kegla
de Oro ™ (Standard Ciold) en la determinacion de subgrupos sanguineos A,
v A, debido a que presento mayvor sensibilidad por efectuarse suspensiones
precisas de la muestra de sangre a diferencia de la técnica directa en placa,

en la que se utilizo sangre lotal.

De forma adicional las frecuencias observadas de los grupos sanguineos
ABCO fueron : 3990 muestras de donantes de sangre v pacientes que
acudieron al Banco de Sangre del Hospital de Clinicas Universitario entre
los meses de enero a mavo ( 2001 ).de éestas el mavor porcentaje de

muestras corresponde al grupo sanguineo () ,siendo tipificadas en menor



']

porcentaje los grupos sanguineos A, B y AB, los cuales se pueden observar
en el siguiente grafico ( Ver Tabla — Anexo V' ).

GRAFICO 11
Distribucion Porcentual de Grupos Sanguineos ABO, de Pacientes y Donantes que

acuden al Banco de Sangre del Hospital de Clinicas Universitario, La Paz, Enero —
Mayo / 2001
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VI. CONCLUSIONES. -

La presente investigacion concluyve con lo siguiente.

- La técnica directa en tubo se llego a efectuar, asi como la prueba directa en
placa, se llego a estandarizar en el presente estudio, para la determinacion
de subgrupos sanguineos A, v A, , mediante el uso correcto de aglutininas
( Lectinas Anti- A, v Anti —H ), adicional a la correcta interpretacion de los
resultados . siguiendo los pardametros establecidos por la linea comercial
Dia — Med . Llegando a obtener resultados concordantes con las dos técnicas

utilizadas.

- En cuanto a la prueba inversa en tubo para la determinacion de aglutininas,
en la que se utilizo necesariamente un panel celular ( eritrocitos de fenotipo
conocido A; y A ). se concluye que puede constituirse en un excelente
método confirmatorio para las pruebas directas en tubo vy placa , siendo los
resultados un importante aporte adicional que valida el informe final de la

determinacion de los subgrupos sanguineos A, v A .

- La prueba directa en tubo presenta mavor confiabilidad del resultado
obtenido en relacion a la prueba directa en placa, ya que se realizaron
suspensiones de las muesiras de sangre y se consigue con esto equiparar la
cantidad de antigeno v anticuerpo, evitando por tanto el fencémeno de
prozona y postzona que podria presentarse en la técnica en placa, debido a

un exceso de antigeno o anticuerpo al utilizar sangre 1otal.



- En cuanto a la frecuencia de los grupos sanguineos en el sistema ABO
medianie los  parametros estadisticos obtenidos, inferimos  una
predominancia del grupo sanguineo Q. Los demds grupos sanguineos se

CHCUHERIFan PpresSentes ¢en menor porcentaje.

- Mediante la utilizacion de Lectinas Anti- Ay v Anti-H, se pudao determinar
la frecuencia de los Subgrupos A, tanto en donantes de sangre como en
pacientes durante el periodo de Enero a Mavo del 2001, llegando a obtener
una mayvor frecuencia del subgrupo A, ( 93,28% ), v en menor frecuencia el
subgrupo A, (3.22% ), también se llego a observar otro fenotipo que es el

Aint con una frecuencia del 1.49%

VII. DISCUSION. -

En el presente estudio que se realizo, del total de muestras obtenidas del grupo
sanguineo A . solo se llego a procesar un mimero de muestras representativas, ¢sto
se debe a la falta de recursos economicos para la compra de los reactivos (Lectin

as anti — Ay, anti - H v el panel celular ) por el costo que estos representan.

De las frecuencias abtenidas, en relacion a los subgrupos sanguineos A, v A, . Se
pudo inferiv una predominancia del subgrupo sanguineo A, (93.28% ) y A- (
5.22% ) en menor porcentaje, junto a Aint (1.49 % ) ( el cual no ha sido parte del

estudio).

Estos datos obtenidos son similares a estudios realizados por diferentes autores,
asi por efemplo. Los investigadores cubanos que en el afio 1997 dieron a conocer

la frecuencia de estos subgrupos sanguineos, donde presento mavor frecuencia A,



(80%)(raza blanca) v menor frecuencia en A> ( 20 %). En la raza negra se
obtuvo mavor porcentaje de 4~ . Donde para la obiencion de estos datos se

utilizaron Lectinas. En el trabajo realizado no se llego a distinguirlos por raza.

L relacion a la frecuencia de los grupos sanguineos ABO, se pudo observar la
predominancia del grupo sanguineo O. Los demas grupos se encuentran presentes
en menor frecuencia, siendo simitar estos datos a los obtenidos por los distintos
autores e investicadores. ( J. (. Kelton, investigadores cubanos ).Lo cual se

confirma una vez mas el predominio de este grupo sanguineo en nuestro medio.



VIII. RECOMENDACION.

Ls de gran importancia indicar algunas recomendaciones, a los lectores de lo

presente (es na :

A Concientizar a las autoridades de salud, Bioguimicos v Teécnicos de
Laboratorio, sobre la importancia que tiene, el realizar la prueba directa en
tubo para la determinacion de grupos sanguineos v subgrupos Sanguineas

mediante la cual se llega a obtener resultados confiables.

A También es importante recalcar que para la obtencion de resultados
satisfactorios, se sugiere que las muestras sean procesadas el mismo dia de
su recoleccion, tanto para la prueha directa v para la prueba mversa, se
debeir considerar tambien una serie de medidas para su realizacion ( ver

Anexo - V).

(]
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RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LA TECNICA CONVENCIONAL

|

ANEXO - 1|

Prueba directa en Placa y Tubo

Prueba inversa en Tubo

Técnica en |

N'de | Técnica en tubo | placa ;,J
muestra |Prueba inversaPrueba directaPrueba direct Observaciones
T A A A
2 oAl AF | oAl L
3 Al | Al | Al
4 | Al Al Al ]
5 Al | Al Al |
6 | Al . Al | Al |
7 Al Al | AL
8 | Al Al | Al .
9 Al AL | Al [
w0 | oAt | Al [ AL
u o AL ] Al AL
12 Al | AL Al .
B 1 AL [ AL [ AL T
4 | Al L Al | Al | B
I35 [ Aint | AN - Aint i
16 AL Al Al N _
17 | Al AL [ Al i
18 | Al Al | Al
9 | Al Al ﬁ Al
20 | Al Al | Al .
21 | Al | Al | AL |
22 | Al Al | Al
23 Al Al Al
24 Al Al Al )
25 | Al Al | Al |




26 Al Al Al
27 Al Al Al
28 A2 A2 A2
29 A2 A2 A2 B
30 Al Al Al
31 Al Al Al
32 | A2 A2 | A2 -
33 Al Al Al
34 Al Al Al
35 | Al Al Al o ]
36 | Al Al Al
37 Al Al Al
38 Al Al Al R
39 Al Al Al
40 Al Al A
4l Al Al | Al
42 Aint Aint | Aint
43 | Al Al | Al
4 | Al Al AL -
45 Al Al | Al
46 Al Al Al
47 Al Al Al
48 Al Al Al
49 | Al Al Al :
50 | oAl | AL | Al B
51 Al Al Al
5 Al Al Al
53 Al Al Al
54 Al Al Al _
55 Al Al Al
Ls6 | Al Al Al
_>7 | Al Al Al
8 AL Al Al S
59 Al Al Al i
60 | Al Al Al -
6l Al Al Al
62 Al Al Al
63 Al Al Al
64 Al Al Al




l Al | Al
Al | Al

Al | Al

Al Al

Al Al

Al Al

Aint Aint

Al Al

Al Al
Al | Al
Al Al

Al Al

| Al Al
Al Al

Al Al

80 Al | Al
Al Al
Al [ Al
.| Al

Al Al

Al Al

Al Al

Al Al

Aint - Amt

Al Al

Al Al

Al Al

Al Al

AL Al

Al Al
Al Al
| Al Al
97 | Al | Al
Al Al
Al Al
Al Al

N Al Al
A2 A2

Al Al

Al  |Muestra insuficiente (Suero)
Al

Al
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ANEXO - i

MATERIALES , EQUIPOS Y REACTIVOS EMPLEADOS EN LA
DETERMINACION DE SUBGRUPOS SANGUINEQOS DE A MEDIANTE EL
USO DE LECTINAS

1. Materiales.

Vaterial biologico:

Viwestra e sangre total obtenida mediante la tecnica de vempuntura, sin
cnticuagulante donde se separa por centrifugacion el paguete eritrocitario v el

suero para las deterninaciones a realizar.

Viaterial suplementario necesario:

7 Placas de vidrio para 12 determmaciones
r Lupu

# Aplicadores plasticos

» arillas de plasuco descartables

r [ubos de ensavo de vidrio

» Micro pipetas ¢ 20 30 100~ 200 ul )
~ Puntas descartables de micro pipetas

~ Soporie para puila descartables

~ Gradilla para nibos de ensavo



2. Equipos.-

» centrifuga serologica ( Serofuge)

»  Rhesuscopio

3. Reactivos.-

» Lectina anti- A, ( Dolichos biflorus) Marca Dia Med Diagnostika Suiza (
No. Catalogo 100405) solucion estéril de Cl Na al 0.9%. Frasco de 5 ml.
Conservante Na N3 menor al 0.1 %

lemperatura de conservacion de 2-8°

» Lectina Anti-H ( Ulex europaeusj Marca Dia Med Diagnostika
Procedencia Suiza (No. Catalogo 100502)
Controles: Panel celular de eritrocitos de fenotipo conocido A,y A-
L.D.- Dia Cell ABO A1 x 10ml (003620) A-x I0ml (003621) Dia
Med-11D Micro Tyvping System.



ANEXO - 1l

PROCEDIMIENTOS PARA LAS PRUEBAS DIRECTAS EN TUBO,
PLACA E INVERSA

Procedimiento para la prueba directa en placa -

A Colocar dos gotas de muestra en la placa,
A Anadir una gota del reactivo Anti-H v Anti- A,
A Homogemzar con la varilla.

A Observar la aglutinacion.

Procedimiento para la prueba directa en tubo:

I Lectina Anti-A,

A Identificar en un tubo de ensavo de vidrio el numero correspondiente
de muesira.

A Dispensar 50 ul (una gota) del reactivo Anti-A, en el tubo de ensayo.

A Duspensar 50 ul (una goia) de la suspension de hematies al 5%
(previamente preparada).

A HHomogemzar v centrifugar un minuto « 1000 rpm.

A Resuspender el sedimento de hematies y proceder a la lectura

macroscopica.

>

Anotar el resultado obtenido.

2 Lectina Anti-H

A Lavar los eritrocitos con solucion fisiologica.



TABLA - ANEXO IV

Frecuencias fenotipicas de los subgrupos A (A: , A, y Aint ) ,obtenidos
mediante la técnica convencional.
Hospital de Clinicas Universitario, Enero — Mayo /2001

Subgrupos |
sanguineos A | Numero  Porcentaje (%)
| A | 125 . 9328
|
‘ Az 7 5.22
o IS B - _ ) Fea |
Aint | 2 ‘ 1.49

Total 134 99.99



TABLA - ANEXO YV

Distribucion por meses de grupos sanguineos ABO, de pacientes vy
donantes que acuden al Banco de sangre del Hospital de Clinicas
Universitario, La Paz , Enero —~ Mayo /2001

GRUPOS S/\NUUINLO\ - |

| | 0

Ao AB | Total
LML\ (anndad | % |( anudad| % (‘Llntsdadl Y Lcmndad % (anudad %

Fnero | 490 R7.81 52 __|.9_-§_2_;_ 15 ijﬁ_‘)! 1l Il(_)_lzsi__ 558 'mul
Febrero 697 $834 67 849 22 079 3 038 789 100
Marzo | 893 8562 122 11169 23 221 5 (048 1043 100

638 mase & 22 28 b8 1 a4 740 oo
Abril | 628 8486 83 1122 28 378 1014 740 100
Mayo | 754 87.67 75 877 318610 [0 860 (100

Total | 3462 8677 399 | 10| 119 298 10 025 3990 100




ANEXO Vi

Si se llegaran a procesar en los siguientes siete dias, las muestras obtenidas de
la poblacion en estudio, deberan conservarse a menos cuatro grados
centigrados separando el suero del paguete celular, y que finalmente si se
llegaran a procesar en un tiempo mavor a siete dias deberdan ser refrigeradas a
menos 20 grados centigrados, aungue no es lo ideal ya que se pudo comprobar
que el titulo de anticuerpos (aglutininas), va disminuyendo, vy por lanio que la
reaccion de aglutinacion se va debilitando y se va haciendo cada vez mas dificil

su interpretacion.



ANEXO Vi

BANCO DE SANGRE DEL HOSPITAL DE CLINICAS UNIVERSITARIO







ANEXO IX

MATERIAL UTILIZADO PARA EL PROCESAMIENTO DE LAS
MUESTRAS




ANEXO X

PROCESAMIENTO DE LA PRUEBA DIRECTA EN PLACA MEDIANTE
LECTINAS

[N —



