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LA IMUNOHEMATOLOGIA EN LA RELACION FETO MATERNA

Los casos de Enfermedad Hemolitica del Feto y el Recién Nacido (EHFRN) fueron descritos por
primera vez por la partera francesa Loyse Bourgeois en 1609 después del nacimiento de unos
gemelos con complicaciones clinicas; el primero presenté edema generalizado, hidropesia y muerte;
el segundo present6 un cuadro de ictericia severa y murid tres dias después (1). En el afio 1892,
Ballantyne publicé su obra “The diseases and deformities of the foetus”y describi6 las caracteristicas
clinicas de los Recién Nacidos (RN) con hidropesia fetal ante la alta incidencia de nuevos casos. Sin
embargo, solo hasta el afio en 1932 Diamond unifica en una sola entidad hidropesia, icterus gravis
neonatorum y anemia neonatal como diferentes fases de una misma enfermedad, todas ellas con la
presencia de eritroblastos como punto en comun (eritoblastosis fetalis) (1). En 1938, siguiendo en la
busqueda de la etiologia de la EHFRN, la doctora Ruth Darrow generé hipotesis muy contundentes
que explicarian que el “icterus gravis neonatorun” como se conocia para la época, era debido a una
reaccion antigeno-anticuerpo entre la madre y el RN (2).

En 1940 Landstainer y Wiener describieron la aglutinacién de glébulos rojos humanos al contacto
con suero de conejos inoculados con glébulos rojos de monos Rhesus, denominando al 85 % de las
aglutinaciones como Rh positivo. Un afio después Levine y Stetson publicaron el histérico caso de
una madre que después de dar a luz a un RN hidropico requirié una transfusion de sangre donada
por su esposo aparentemente compatible, y posteriormente la madre presentdé una reaccion
hemolitica. Por lo anterior y reconociendo lo descrito se postulaba que el feto expresaba algun
antigeno diferente al grupo sanguineo ABO heredado del padre pero ausente en la madre (3)(4).

En 1946, Wallerstein publicd la experiencia con la exanguinotransfusion como Unico método de
tratamiento hasta entonces posible, y que fue ampliamente realizado por Allen en 1950 obteniendo
la mejoria en la evolucién clinica de los RN afectos de la EHFRN relacionado con el sistema RH.
Cuatro afios mas tarde, Allen documentd que el nacimiento prematuro disminuye el impacto de las
complicaciones clinicas graves de la anemia y la hiperbilirrubinemia. En 1858, Cremer publicé su
experiencia con la fototerapia tras las observaciones empiricas de la enfermera Ward del hospital
general de Rochford, Essex (Inglaterra) al notar que los prematuros ictéricos que reciben luz solar
directa “destifien” mas rapidamente que sus congéneres que no la reciben. En 1961, Liley describe
su experiencia correlacionando el grado de la enfermedad con los niveles de bilirrubina a la
espectrofotometria en liquido amniético obtenido por amniocentesis sugerido por Bevis una década
antes (1)(2).

Es de anotar, que a finales de la década de los afios 60s, cerca de 200.000 bebés morian en el
mundo a causa de la EHFRN por incompatibilidad RhD y una gran proporcion de RN que sobrevivian,
padecian dafios cerebrales y deficiencias irreversibles, pues solo en Estados Unidos se reportaban
alrededor de 40.000 casos anuales. Ante estas alarmantes cifras, en 1968 Jhon Gorman y Vince
Freda desafian los caminos de la medicina experimental desarrollando una “antivacuna” como
estrategia de inmunizacién pasiva al inyectar a la madre los mismos anticuerpos Rh que normalmente
afectarian al feto neutralizando la propia defensa inmunoldgica; posteriormente, realizaron pruebas
en reclusos voluntarios del centro correccional Sing Sing en Nueva York con resultados satisfactorios
demostrando que era posible suprimir la respuesta inmunitaria; posteriormente, Gorman probaria su
efecto en su cufiada embarazada, replicando los buenos resultados. En 1968 el medicamento
RhoGAM finalmente fue aprobado y hasta la actualidad los sueros han salvado millones de vidas
afectadas por esta entidad (5).

En 2019, mas de 50 afios después de la aprobacion y uso de la profilaxis anti-D, segun datos de la
Worldwide Initiative for Rh Disease Eradication | Pathology, debido a la falta de conciencia y acceso
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a la atencion adecuada, la EHFRN por Rh sigue prevaleciendo en Latinoamérica y otras partes del
mundo, lo que ha generado cientos de miles de abortos espontaneos, mortinatos y neonatos con
complicaciones y/o secuelas relacionadas con la hiperbilirrubinemia. De hecho, se estima que ~ 50%
de las mujeres embarazadas en todo el mundo que necesitan inmunoglobulina Rh (D) no la reciben,
lo que equivale a ~ 2.5 millones de mujeres cada afio (6).

La inmunohematologia eritrocitaria es la ciencia que estudia la compatibilidad sanguinea a través de
pruebas de laboratorio que buscan reconocer la presencia de antigenos eritrocitarios y los
correspondientes anticuerpos. Dado que la EHFRN es una entidad generada por anticuerpos
maternos contra antigenos fetales heredados del padre, las pruebas de inmunohematologia
eritrocitaria son importantes para identificar procesos de incompatibilidad materno - fetal, a fin de
establecer estrategias de seguimiento, terapéutica y prondstico.

La fase preanalitica de las pruebas de inmunohematologia eritrocitaria merece especial atencion.
Las variables mas criticas en esta etapa comprenden: la correcta identificacién del paciente y sus
muestras, la relacién anticoagulante-muestras, la adecuada homogeneizacién y almacenamiento
intermedio de las muestras. Las 6rdenes médicas deben ser claras, y tener la firma del médico
solicitante; asi mismo, la disponibilidad de informacién sobre la historia clinica de las gestantes es
importante para una correcta correlacion diagnostica especialmente en los casos que se identifiquen
valores criticos.

Respecto a la fase analitica, es de resaltar que la fiabilidad de los resultados depende de que los
reactivos empleados en el area sean verificados y controlados a través de un programa de control
de calidad interno y externo; de que se sigan las instrucciones de los insertos de los reactivos y de
gue se desarrolle un plan de aseguramiento metrolégico que garantice que los equipos y sistemas
estan en condiciones éptimas para el correcto procesamiento de pruebas.

Existen diversos consensos de expertos y guias clinicas basadas en la evidencia en torno a la
importancia de la realizacién de pruebas inmunohematolégicas en el periodo prenatal con el fin de
detectar la Isoinmunizacion Eritrocitaria (IE) y prevenir la EHFRN; en esta seccidn se realizara una
revision sucinta de las recomendaciones mas relevantes y al alcance de los laboratorios
latinoamericanos para el correcto seguimiento de las gestantes:

3.1 Hemoclasificacion:

La hemoclasificacion permite conocer el grupo sanguineo ABO y RhD de las gestantes y debe
realizarse en el primer trimestre de la gestacién con los examenes de inicio a los programas de
atencion prenatal; asi mismo, se recomienda la confirmacion del grupo sanguineo en la semana 28
para comprobar que el resultado es reproducible y evitar asi posibles errores técnicos y logisticos

(7).

La clasificacion ABO comprende la deteccién de los antigenos ABO mediante la prueba directa y
la deteccién de hemaglutininas en la prueba inversa. La prueba directa debe realizarse utilizando
sueros monoclonales anti-A, anti-B con capacidad para detectar los antigenos A, B en la membrana
de los glébulos rojos; la prueba inversa debe realizarse con glébulos rojos A1 y B buscando los
anticuerpos anti-A y anti-B en el plasma materno.

Hemociencia
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Aunqgue es conocido que los anticuerpos ABO son predominantemente de la clase IgM y no cruzan
la barrera placentaria, esta documentado que las mujeres multiparas de grupo O pueden tener altos
titulos de Anti-A y anti-B de clase IgG, que pueden atravesar la barrera placentaria y sensibilizar los
glébulos rojos fetales de grupo A o B produciendo hemdlisis (8)(9). Es de resaltar, que la presencia
de altos titulos de anti-A o anti-B no es exclusivo de mujeres O (10). Por lo expuesto, la identificacion
de las gestantes O permite implementar estrategias de vigilancia y seguimiento clinico en los RN por
lo cual, la hemoclasificacion en muestras de cordén umbilical ha sido sugerida en gestantes O para
el seguimiento durante el periodo postnatal, como se discutira mas adelante.

La incidencia de embarazos ABO incompatibles notificados por algunos autores es del 15 % al 25
% (11). No obstante, la incompatibilidad por ABO no es descrita como un grave problema en la
relacion materno-fetal debido a que la mayoria de los casos clinicos son leves, autolimitados y no
requieren tratamientos complementarios; los casos de severidad moderada generalmente se
resuelven con fototerapia. En un estudio realizado en el sur de la India por Bhat y Kumar se observo
gue la frecuencia de incompatibilidad ABO en embarazadas fue 17,3 % (151/878), de los cuales 50,4
% fueron madres O / RN Ay 49,6 % fueron madres O / RN B. El 30,4 % de los casos (46/878)
requirieron fototerapia y ninguno requiri6 exanguinotransfusion. Por otro lado, a pesar de lo
expuesto, es importante saber que, la incompatibilidad ABO también puede llegar a producir casos
graves, con alto grado de hiperbilirrubinemia que acaban por demandar tratamiento con
exanguinotransfusion (11).

Es necesario un alto indice de sospecha para el diagnéstico precoz de la EHFRN por ABO. Esto es
comprensible ya que la embarazada generalmente presenta un rastreo de anticuerpos irregulares
(RAI) negativo y la Prueba Directa de Antiglobulina (PAD) del RN puede o no ser positiva. En estos
casos, la evidencia de hemdlisis determinada por el estudio de biomarcadores como bilirrubinas,
hemoglobina y hematocrito, reticulocitos y enzimas hepaticas es la clave para sugerir la realizacion
de un eluato que debe ser enfrentado con células Al y B.

La clasificacion RhD comprende la deteccién del antigeno D del sistema RH en los eritrocitos.

Identificar las madres RhD negativo o con fenotipo D variante, es importante para la definicion del
uso de la profilaxis anti-D y prevenir la EHFRN por RH. De acuerdo con las principales guias
existentes, la muestra de una gestante debe ser tipificada con un anti-D monoclonal (IgM) que no
reconozca las variantes DVI (antisuero Anti-DVI-). Ademas, no se recomienda la confirmacién de
antigeno D en la fase de Antiglobulina Humana (AGH), técnica denominada anteriormente como
variante Du (12).

Para la ejecucion de las pruebas de tipificacion RhD se deben respetar las instrucciones del
fabricante sobre el uso del reactivo control de Rh, ya que algunos antisueros anti-D utilizan
potenciadores en su composicion lo que podria conducir a la aglutinacion espontanea de los glébulos
rojos en los casos de gestantes con PAD positiva. Cualquier resultado positivo en el tubo control,
invalida el resultado con el anti-D utilizado. Un aspecto de relevancia es que el antisuero anti-D y el
control de Rh deben ser de la misma marca y lote.

Hemociencia
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Imagen N°1 Imégenes representativas de la hemoclasificacion ABO Yy tipificacion RhD en muestras
RhD positivo, RhD negativo y RhD variantes Fuente: Banco de imagenes de grupo Hemociencia

La interpretacion de resultados en la tipificacion RhD deben cefiirse a los grados de aglutinacion
estandarizados por el fabricante. En este sentido, un resultado RhD positivo se debe a una
aglutinacién de 4+; dependiendo de la técnica o reactivo utilizado las reacciones de 3+ 0 menos
(técnica de gel centrifugacion- Bio-Rad), o de 2+ o0 menos (técnica en tubo) se consideran como
posibles RhD variantes.

En los casos donde existan dudas sobre la interpretacién de los resultados, sea por resultados
débiles, o por resultados discrepantes entre dos 0 mas Anti-D, la gestante debe ser tratada como si
fuera RhD negativo. Esto se debe especialmente porque las técnicas basadas en serologia no
permiten diferenciar de manera inequivoca los fenotipos D parciales y D débiles, por ello se adopta
una conducta conservadora a fin de evitar la sensibilizacion anti-D.

En la rutina de algunos paises, las muestras maternas que presentan resultados débiles (< 2+ para
pruebas en tubo, o <3+ para las pruebas en gel) o discrepantes entre diferentes sueros anti-D son
remitidas para la evaluacién con técnicas de biologia molecular. Este punto sera desarrollado en la
seccion “Aplicaciéon de la biologia molecular en la inmunohematologia eritrocitaria feto-materna”.

Debido a que se ha reportado que una de las causas en la falla de la administracion de la
inmunoglobulina Anti-D es el error de la caracterizacion del tipo RhD en las muestras maternas, la
realizacién de la prueba y la interpretacion de resultados exige nuestro cuidado extremo y la
aplicacion de controles adecuados.

Las gestantes RhD negativo que no poseen anti-D deben recibir una primera dosis de la
inmunoglobulina Anti-D en la semana 28 y hasta una segunda dosis dentro de las 72 horas después
del parto en caso de resultar un recién nacido con RhD positivo, para evitar que se sensibilicen
contra este antigeno. También esta indicada la administracion de inmunoprofilaxis anti-D si se han
presentado eventos inmunizantes como abortos terapéuticos o espontaneos, accidentes o traumas
gue puedan producir hemorragia feto materna o ante la realizacion de examenes invasivos tipo
cordocentesis 0 amniocentesis.

Hemociencia
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Algoritmo N° 1 Algoritmo para la toma de decisiones en la tipificacion RhD Fuente: Adaptado a
partir del articulo cientifico de Daniels G (13).

3.2 Rastreo de anticuerpos irregulares (RAI):

El RAI es la prueba realizada para detectar la presencia de anticuerpos anti-eritrocitarios
clinicamente significativos (IgG) capaces de cruzar la barrera placentaria. Se estima que el 1 % de
las embarazadas cursan con anticuerpos clinicamente significativos (12).

La importancia de hacer el RAI (seguido de la identificacién de anticuerpos irregulares cuando
corresponde) al inicio del embarazo es poder detectar los casos de alto riesgo para el desarrollo de

Hemociencia
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EHFRN, e iniciar oportunamente el seguimiento y tratamiento en las gestantes, que incluye la
definicion de la aplicacion de la inmunoglobulina anti-D. Otro aspecto importante es detectar la
presencia de anticuerpos que pueden causar problemas con el suministro de componentes
sanguineos para la gestante y para el feto/RN en casos de necesidad de transfusiones.

Actualmente, es bien conocido que el anti-D no es el Unico anticuerpo capaz de producir EHFRN,
se reconoce que especificidades como anti-c y anti-K1 también desarrollan cuadros de EHFRN
graves. Otras especificidades como anti-C, anti-E y anti-Fy(a) también han sido documentados en
casos moderados. Por lo anterior, consensos internacionales sugieren la realizacion del RAI en todas
las gestantes independiente de su ABO o RhD en el primer trimestre (semanas 8 a 12 semanas) (12)
(14) (15).

El Comité Britanico de Estdndares en Hematologia, sugiere repetir el RAl a todas las gestantes en
la semana 28 de gestacién. A su vez, la Sociedad Espafiola de Transfusiébn Sanguinea (SETS)
orienta repetir el RAI en la semana 28, s6lo para las gestantes RhD negativo o variantes de D
(identificadas Unicamente por técnicas seroldgicas), para orientar el uso de la profilaxis RH. Si el RAI
sigue negativo, es pertinente la aplicacion de la inmunoglobulina anti-D prenatal, si el RAI es positivo
y el anticuerpo encontrado es un anti-D no es pertinente la aplicacién de la inmunoglobulina anti-D
prenatal (14).

Técnicamente, el RAI se realiza enfrentando el plasma materno con dos o tres reactivos de células
de grupo O fenotipados para los principales antigenos de grupos sanguineos de relevancia clinica.
La prueba debe ser realizada por la técnica de antiglobulina indirecta (PAI) con incubacion a 37°C
segun las recomendaciones de los insertos de los reactivos.

Segun el protocolo de diagnéstico y prevencién de la EHFRN de la SETS, en las células utilizadas
para los estudios deben estar representados los siguientes antigenos: C, c, D, E, e, K, k, Fy?, Fy®,
Jk3, Jkb, S, s, M, Ny, Le?. Es recomendable que una célula de escrutinio sea R1R1 y otra R2R2 y
que los antigenos Fy?, Fy®, Jk?, Jk°, Sy s estén presentes en forma homocigota al menos en una de
las células (14).

Dependiendo de la poblacién estudiada, algunos antigenos de baja frecuencia pueden estar
contemplados en los reactivos utilizados. Este es el caso del antigeno Di? en las poblaciones de
Latinoamérica.

El uso de pool de células O RhD positivo, elaboradas “in house” sin estar fenotipados para los
antigenos citados, expone a la gestante y al feto/RN a riesgos graves.

Cuando la PAI es realizada en la técnica convencional en tubo, exige el uso del reactivo control de
AGH, su positividad al final de la reaccion garantiza que los resultados negativos no son producto
de fallas en la ejecucion de la técnica. Para las técnicas en columna de gel, el uso del control de
AGH no es necesario ya que no requieren fase de lavados o de adiccidn de reactivos en etapas
posteriores del proceso.

Hemociencia
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Prueba Indirecta de Antiglobulina
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Imagen N°2 Esquema representativo de la Prueba Indirecta de Antiglobulina Fuente: Grupo
Hemociencia

Sobre la interpretacion y seguimiento a los resultados del RAI:

- RAI negativo significa que la gestante no presenta anticuerpos irregulares dirigidos contra
los antigenos presentes en las células del reactivo.

- RAI positivo significa que la embarazada posee algun anticuerpo irregular dirigido contra los
antigenos presentes en las células del reactivo. En este caso, es necesario determinar la
especificidad de los anticuerpos mediante la prueba de ldentificacion de Anticuerpos
Irregulares.

3.3 Identificacion de anticuerpos irregulares:

El objetivo de la Identificacion de Anticuerpos Irregulares (IAl) es determinar la especificidad y las
caracteristicas in vitro de los anticuerpos detectados en el RAI, lo que permite definir la importancia
clinica y su posible asociacion con EHFRN. Para la IAl se debe utilizar la misma técnica del RAI,
enfrentando el plasma materno con un estuche mas amplio de glébulos rojos O fenotipados para los
principales antigenos de importancia clinica; generalmente el estuche consta de 11 células reactivo,
sin embargo, esto puede variar. La interpretacion de esta prueba exige experticia del personal,
especialmente cuando hay mezclas de anticuerpos.

Al identificar el anticuerpo, si este es considerado de importancia clinica, se sugiere derivar la
gestante al especialista en medicina fetal para el seguimiento ecogréfico oportuno con el fin de definir
la presencia de hemdlisis, anemia y sufrimiento fetal para dirigir intervenciones terapéuticas precisas
y eficaces en torno a la prevencion de EHFRN grave.

Los anticuerpos anti-D, anti-c y anti-K1 son cominmente implicados en la EHFRN grave vy justifican
la intervencion prenatal. Es de resaltar que aquellas gestantes con antecedentes de embarazos con

Hemociencia
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EHFRN, deben ser consideradas de alto riesgo y por tanto derivadas al especialista de medicina
fetal independientemente de la especificidad de los anticuerpos detectados.

Independiente de los regimenes de seguimiento prenatal, la recomendacion del Comité Britanico de
Estandares en Hematologia es realizar la IAl para verificar las especificidades de anticuerpos
existentes en la madre e incluso definir las intervenciones en la seleccion de hemocomponentes
antes de la transfusion fetal cuando es necesario.

A continuacién, se describen las especificidades de anticuerpos anti eritrocitarios asociados a
EHFRN:

Especificidades de aloanticuerpos con probabilidad de causar EHFRN.

Anti-D Rh D 19G Si Severa Si

Anti-C (¢} 19G Si Leve Si

Anti-c c 19G Si Leve-severa Si

Anti-E E 19G Si Leve-moderada Si

Anti-e e 19G Si Leve Si Usualmente raro
Anti-K KELL K 19G Si Leve-severa Si

Anti-k k 19G Si Leve-severa Si Usualmente raro
Anti-Kpa Kpa 19G Si Leve-severa Si

Anti-Kpb Kpb 19G Si Leve-moderada Si

Anti-Jsa Jsa 19G Si Leve-severa Si

Anti-Jsb Jsb 19G Si Leve-severa Si

Anti-Fya DUFFY Fya 19G Si Leve-severa Si EHFN severa: raro
Anti-Fyb Fyb 19G Si Leve Si Usualmente raro
Anti- Jka KIDD Jka 19G Si Leve- moderada Si Usualmente raro
Anti-Jkb Jkb 19G Raro Ninguna-leve Si

Anti-M MNS M IgM/ 1gG Raro Raro 19G (Si), IgM (No)  IgG: casos raros
Anti-N IgM/IgG Excepcional Raro 19G (Si), IgM (No)  IgG: casos raros
Anti-S S 19G Si Leve-severa Si Usualmente raro
Anti-s s 19G Si Leve-severa Si Usualmente raro
Anti-Lea LEWIS Lea IgM No Ninguna No

Anti- Leb Leb IgM No Ninguna No

Anti-Lua LUTHERAN Lua IgM No Ninguna No

Anti-Lub Lub 19G Si Leve Si

Anti-P1 P P1 IgM No Ninguna No

Anti-PP1PK Pk IgM/IgG No/ Si raro Ninguna a severa No 19G muy raro
Anti-1 | | IgM No ninguna No

Anti-Di a DIEGO Dia 19G Si Leve a severa Si

Anti-Di b Dib 19G Si Leve Si

Observacion: por otras especificidades consultar literatura. Tomado de Marion E. Reid, Christine Lomas.Francis, Martin L. OlssonThe Blood Group Antigen.
Facts Book. 2012. EHFN: enfermedad hemolitica feto neonatal; EHRN: enfermedad hemolitica del recién nacido; ARO: alto riesgo obstétrico .

Tabla N°1 Especificidades de anticuerpos asociados a EHFRN Fuente: Adaptado a partir del
articulo cientifico de Rivas y colaboradores (15)
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e Diferenciar Anti-D+C de anti-G optimiza el uso de la profilaxis anti-D

Durante el proceso de identificacién de anticuerpos en las gestantes, es posible encontrarnos con
una mezcla de anticuerpos con especificidad anti-D+C, en estos casos se debe siempre sospechar
la presencia de un posible anti-G

El antigeno G es uno de los 56 antigenos del sistema RH: RH12 (004012 o 4.12). Reportado por
primera vez en 1958 cuando los glébulos de un donante D-C-, reaccionan con anti-D+C. El antigeno
G esta presente en: 84 % de los caucésicos, el 92 % de los afrodescendientes, y el 100 % de los
asiaticos. En su gran mayoria, las células que poseen el antigeno D y/o C expresan el antigeno G.

Qué es el Antigeno G
RH-12

Proteina Rhce Proteina Rhce

Antigenocye Antigeno ¢y ¢ Antigenocye

D+C-=G+ D-C+=G+ D+C+=G+ D-C-=G-

Imagen N°3 Diagrama de explicacién del antigeno G Fuente: Grupo Hemociencia

El anti-G es un anticuerpo de la clase IgG detectable en la fase de AGH. Puede causar reaccion
transfusional tardia y EHFRN no tan severa. El anti-G reacciona con las células D+ y/o C+, células
gue expresan el antigeno G.

¢, Qué tan importante es diferenciar anti-D+C de anti-G?

Una gestante RhD negativo que tiene un Anti-D+C no tiene indicacion de administracion de profilaxis
anti-D (ya que se encuentra sensibilizada para el antigeno D). En contraste, una gestante RhD
negativo que tiene un Anti-G (sin evidencia seroldgica de anti-D), debe recibir la profilaxis anti-D
para prevenir la sensibilizaciéon por el antigeno.

El Dr. Eduardo Muniz.et al. han definido un enfoque simple para la confirmacion de la presencia de
anti-D en sueros con una posible mezcla de anti-D+C en embarazadas utilizando un proceso de
adsorcion con células r’r. Las células r'r expresan los antigenos G y C, y no expresan el antigeno D.
Si en la muestra problema hay un anticuerpo anti-D presente, el anticuerpo quedara libre en el
plasma después de la adsorcion, y podra ser detectado en una PAI. Si identificamos un anticuerpo
Anti-D en la muestra post adsorcion se interpreta que la paciente esta aloinmunizada y por lo tanto
no tiene indicacion de recibir la profilaxis anti-D. Si no identificamos un anticuerpo Anti-D en la
muestra post adsorcion se interpreta que la paciente no esta aloinmunizada y tiene indicacién debe
recibir la profilaxis anti-D (16).

3.4 Titulacién de Anticuerpos Irregulares

La titulacion es un método semicuantitativo para determinar la concentracion de un anticuerpo anti-
eritrocitario. Por estar al alcance de la mayoria de los laboratorios, es la técnica mas utilizada para
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monitorear los aloanticuerpos de potencial importancia clinica en las gestantes. Sin embargo, es un
“"procedimiento inherentemente impreciso” que exige rigurosidad en su realizacion y de controles
muy especificos desde la preparacion de las diluciones hasta la eleccion del fenotipo de los glébulos
rojos empleados para la titulacion (9) (14) (17).

e Preparacion de las diluciones:
La titulacion utiliza diluciones seriadas en base 2 (12 tubos de titulacion identificados como 1:2, 1:4,
1:8... hasta 1:2048). Para disminuir las variaciones analiticas algunos documentos técnicos
establecen que las titulaciones son més precisas cuando se utilizan volimenes més grandes al
preparar las diluciones.

100ul_100uL_100ul 100ul 100ul 100ul 100 uL 100ul 100 ul 100ulL 100 ul

Sueroen 1.2 1.4 1.8 116 1:32 164 1128 1:256 1512 1:1024 1:2048

estudio |
|
\ 100 uL de solucién salina al 0,9 % para diluir el suero |
I

Suero a ser titulado (100 ulL)
@ Suspension de gldbulos rojos al 3 % (100 uL) para ser dispensado en cada dilucion seriada

hemociencia

Imagen N°4 Esquema representativo de la técnica de titulacion de anticuerpos irregulares Fuente:
Grupo Hemociencia.

Cuando la titulacidn se realiza en el contexto del seguimiento inmunohematolégico de un embarazo,
la primera muestra (realizada generalmente a partir de la 122 semana de edad gestacional) establece
la linea base de la titulacion. Todas las titulaciones posteriores deben realizarse en paralelo con la
muestra anterior; esta muestra debe ser conservada a <-20°C y al momento de ser utilizada se debe
garantizar su completa descongelacién y homogeneizacion. Para cumplir estos objetivos, el
calentamiento previo a 37°C y un correcto pipeteo antes de su uso puede facilitar el
acondicionamiento de la muestra historica. Para preparar y dispensar cada dilucién se debe cambiar
la punta con la que se dispensoé el volumen en el tubo correspondiente, esto evitara el efecto de
arrastre entre diluciones y por lo tanto el incremento en el titulo de anticuerpo por un error técnico.
Asi mismo, todos los volimenes estandarizados se deben dispensar con una pipeta volumétrica
calibrada (9)(14)(17).

e Seleccion del fenotipo de los glébulos rojos para titulacion
Siempre que sea posible, se debe utilizar la misma fuente de antigenos en cada titulacion. Esta

recomendacién se realiza ya que existe una gran heterogeneidad en la expresion de los antigenos
incluso entre células del mismo fenotipo. Por ejemplo, las células R1R2 (DCcEe) pueden expresar
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entre 23.000 y 31.000 copias del antigeno D. Debido a que es imposible para la mayoria de los
laboratorios tener para el seguimiento de titulacién los mismos glébulos rojos disponibles durante
todo el embarazo, algunas guias técnicas recomiendan utilizar un pool de tres células (volumen por
volumen) del mismo fenotipo (BioRad Laboratories- DiaMed GmbH, 2019). Con las células
seleccionadas se debe preparar suspensiones segun la técnica en que seran realizadas las pruebas.
Durante todos los controles de titulacion se debe utilizar siempre el mismo fenotipo de las células.
Cambios en el fenotipo de las células puede impactar en el resultado de titulo y score.

Sobre el uso de células con expresidn heterocigota u homocigota, no hay consenso. Hay
lineamientos que recomiendan el uso de células con expresion heterocigota ya que reflejan de
manera mas real la situacion in vivo del feto (quien ser& heterocigoto para el antigeno implicado en
la incompatibilidad feto materna); por otro lado, hay lineamientos que recomiendan la seleccién de
células homocigotas para incrementar la sensibilidad de la deteccion (9)(14). En este sentido
cualquier método que elija el laboratorio debe ser validado, documentado y usado de manera
sisteméatica. Respecto a la titulacion del anti-D la mayoria de las guias recomiendan el uso de células
R2R2 (DcE/DcE), este fenotipo es seleccionado ya que tiene la mas alta expresion de antigeno D,
comparado con otros fenotipos Rh o haplotipos Rh) (9)(14)(17).

e Importancia de laidentificacién de anticuerpos en las pruebas de titulacién

No es Util realizar la titulacién solo por un resultado de RAI positivo sin identificar el anticuerpo, ya
gue la eleccion de los glébulos rojos empleados en la titulaciébn se realiza en funcion de la
especificidad del o de los anticuerpos presentes en la muestra. Ademas, en presencia de mezcla de
anticuerpos, si estos no son identificados de manera independiente se pueden obtener resultados
de titulacion erréneos.

Cuando en un estudio de una gestante se evidencia una mezcla de anticuerpos, se debe realizar
una correcta identificacion de cada una de las especificidades y la seleccion de los glébulos rojos
para la titulacién debe hacerse asegurando que el titulo de cada anticuerpo es evaluado de forma
independiente.

Ejemplo:
Para titular una mezcla de anti-K+ anti-Fy(a), se deben hacer dos titulaciones independientes:
e Fenotipo titulaciéon 1: K-; Fy(a+b+) permitira titular el anti-Fy(a) sin interferencia en el titulo
y score del anti-K
e Fenotipo titulacion 2: K+k+; Fy(a-) permitira titular el anti-K sin interferencia en el titulo y
score del anti-Fy(a)

e Interpretacién de los resultados
El titulo de anticuerpo es la inversa de la dilucion mas alta en la que se evidencia aglutinacion de
1+.
Ejemplo:
Si en un caso de titulacion la ultima reaccion de 1+ se presenta en la dilucion 1:32, el titulo del
anticuerpo sera 32 (no se debe decir titulo 1:32)

Sin embargo, el titulo no siempre refleja la verdadera fuerza de un anticuerpo ni permite evidenciar
cambios en su cinética. Utilizar un sistema de puntaje para los grados de aglutinacion, puntaje
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denominado score, puede ayudar a tener una vision mas completa del comportamiento del
anticuerpo. Los métodos de score son diferentes, algunos usan score de 12 a 0 (lo mas comun),
otros mas sencillos de 5 a 0. Aligual que se discutié con el fenotipo de las células empleadas para
la titulacion, la institucion debe validar y socializar con los profesionales de laboratorio y los clinicos
que realizan uso de esta informacion el método de score que adoptara (9)(17).

A continuacion, se describe el sistema de score de 12 puntos:
En este sistema a cada grado de aglutinacion se le asigna un puntaje: 4+= 12 puntos; 3+= 10 puntos
2+= 8 puntos; 1+= 5 puntos; +/- o positiva débil= 2 puntos.

Para determinar el score se debe realizar la sumatoria de todos los puntajes obtenidos en la

titulacion; la sumatoria de este puntaje puede ir mas alla del titulo ya que después de una reaccién
de 1+ puede haber una o mas con reacciones +/-.

Ejemplo: Titulos y score

Dilucién de la muestra
1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 Titulo Endpoint Score

Tabla N°2 Ejemplos de titulacién de anticuerpos irregulares Fuente: Procedimientos de titulacién
17)

Segun el manual técnico de la AABB una diferencia de dos diluciones o un score de 10 (diferencia
entre el resultado de la muestra histérica y la muestra actual), es considerado como un cambio
significativo en el comportamiento del anticuerpo. Otro valor que se tiene en cuenta es el titulo
critico del anticuerpo, un término que hace referencia al titulo a partir del cual incrementa el riesgo
de EHFRN y por lo cual es necesario complementar el seguimiento de las gestantes con imagenes
diagnosticas o procedimiento invasivos (Eco Doppler, ultrasonido, amniocentesis o cordocentesis)
para establecer si los hallazgos de laboratorio se correlacionan con hallazgos clinicos y de ser asi
para estimar la severidad de la enfermedad. Es importante resaltar en este punto que solo se realiza
titulacion y seguimiento de titulacion a anticuerpos clinicamente significativos y que sean de tipo IgG;
en este contexto anticuerpos benignos como los anti-Lea, anti-Leb, anti-P1, anti-N, anti-l no
requieren seguimiento inmunohematologico (a excepcién de que se identifiquen hallazgos clinicos
que ameriten su realizacion) (9).

e Titulo critico de anticuerpos:

= Anti-D, otras especificidades Rh: en la mayoria de los estandares se considera un titulo
critico mayor a 32. Por debajo de este valor el riesgo de EHFRN o de hidropesia fetal es
muy bajo. Si en los estudios de titulacion el titulo es 8 o menor se recomienda realizar
seguimiento de la gestacion con titulaciones cada 4 a 6 semanas hasta el parto.

* Anti-K: Segun algunas guias los estudios complementarios deben ser realizados una vez
se identifica esta especificidad. En contraste, el manual técnico de la AABB estima 8 como
titulo critico para este anticuerpo. Esta conducta es utilizada ya que la EHFRN por anti-K,
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en la mayoria de los casos, cursa con cuadros clinicos severos en los que se encuentra
presente la inhibicion de la eritropoyesis y la hidropesia fetal.

= Otros anticuerpos: No se han establecido titulos criticos para otras especificidades. Sin
embargo, para anticuerpos de importancia clinica de acuerdo con los estandares de la
AABB se sugieren las mismas consideraciones que para anti-D.

Determinar el grupo ABO y RhD
Rastreo de Anticuerpos Irregulares (RAI) en RhD+ y Rh-

RhD+ RhD- RhD-/RhD+

RAI- RAI- RAI+

I I

Repetir a las 24-34 Identificacion del anticuerpo
semanas Titulo y subclase de IgG
Significancia clinica
1
Repetir antes de las Estudio de fenotipo paterno
28 semanas Estudio genotipo RhD fetal

Confirmar la incompatibilidad

RAI- RAI+ >

Control habitual

Parto a término

Protocolo de gestante
sensibilizada

Inmunoprofilaxis anti-D
Si el padre es RhD+

Algoritmo N°2 Algoritmo de seguimiento inmunohematolégico en gestantes Fuente: Seccién IV
libro de Inmunohematologia Basica y Aplicada GCIATM (18)

En el contexto latinoamericano, es importante realizar reflexiones sobre la pertinencia técnica de
seguimiento inmunohematoldgico del RN en el periodo postnatal entendiendo que el alta hospitalaria
temprana de los RN se ha convertido en una practica comdn por razones administrativas, sociales
y econdmicas. Al respecto, la recomendacion de la Academia Americana de Pediatria (APP) (19)
con el objetivo de prevenir los cuadros de hiperbilirrubinemia grave y kernicterus, es realizar el
seguimiento en las primeras 48 horas de los RN con factores de riesgo asociados para
hiperbilirrubinemia grave y los cuales son:
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RN con nivel de bilirrubina sérica comparable con zona de alto riesgo

Ictericia en las primeras 24 a 30 horas

Incompatibilidad sanguinea entre la madre y el RN con PAD positiva

Hermanos con antecedentes de ictericia o EHFRN y/o requerimiento de fototerapia
Cefalohematomas o hematomas significativos

Diversidades étnicas

Multiparidad.

La identificacion de ictericia grave es fundamental para prevenir la readmision hospitalaria tardia y
las complicaciones derivadas de la EHFRN.

4.1 Anédlisis inmunohematoldgicos en muestras de cordon umbilical:

Durante el afio 1968 Clifford et al (20); realizaron un estudio para determinar la frecuencia de IE en
muestras de cordon umbilical (CU) de 7340 RN, evidenciando que esta ocurria en 0,9% por
incompatibilidad RhD y 1,5% por incompatibilidad ABO. En la actualidad, autores latinoamericanos
han investigado la frecuencia de IE mediante PAD en muestras de CU evidenciando que ocurre del
3,6% al 6,5% (21)(22)(23). Segun Barreto y Cols, estrategias como la correcta toma de muestras
por puncion del CU, el lavado de glébulos rojos con solucion salina y la implementacion de controles
salinos en la prueba directa de hemoclasificacién, permiten validar resultados satisfactorios (24).

La muestra de CU tiene mdltiples ventajas para la realizacién de pruebas de inmunohematologia
entre ellas se destaca la calidad bioldgica de la muestra al contener una gran concentracion de
anticuerpos maternos y eritrocitos fetales ideales para pruebas inmunohematol6gicas; por otra parte,
el buen volumen disponible para estudios complementarios asociados a hemdlisis inmunolégica
como hemoglobina, hematocrito, reticulocitos, bilirrubinas y marcadores hepaticos, lo cual evita
punciones innecesarias al RN y la anemia iatrogénica. Cuando el CU se emplea solo para analisis
hematolégicos o inmunohematolégicos es pertinente el empleo de tubos con EDTA o heparina de
litio; en caso de analisis de quimica sanguinea es pertinente el empleo de tubos con heparina de
litio 0 tubos sin anticoagulante; de cualquier modo, es importante emplear los tubos sugeridos por el
fabricante de la plataforma tecnol6gica implementada en el laboratorio para los exdmenes de interés
clinico.

¢ Recomendaciones sobre larealizacion de la hemoclasificacion en el RN:

En el RN es pertinente la realizacion solo de la prueba directa de la hemoclasificacion utilizando
sueros monoclonales anti-A, anti-B y anti-AB con el fin de detectar los antigenos del sistema ABO.
Los resultados deben ser bien interpretados considerando que los globulos rojos del RN tienen 1/3
de sus antigenos ABO presentes respecto a los glébulos rojos de los adultos y es posible que las
reacciones de hemaglutinacion sean débiles o excepcionalmente ausentes. Por otra parte, no esta
indicada la realizacion de la prueba inversa de la hemoclasificacion en la muestra del RN debido a
la inmadurez inmunoldgica para la produccién de anti-A y anti-B antes de los 4 meses de vida. Sin
embargo, ante la fuerte sospecha clinica de incompatibilidad ABO se sugiere la evaluacion del
plasma o suero del RN en fase de antiglobulina indirecta para la deteccion de anti-A o anti-B
adquirido de la madre (25).
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e Recomendaciones sobre larealizacion de la Prueba de Antiglobulina Directa (PAD):

La PAD en el RN consiste en la identificacion de IgG fijadas en la membrana de los glébulos rojos
por medio del reactivo de AGH. Los principales consensos internacionales han indicado la
realizacion de la PAD en los RN con factores de riesgos asociados a EHFRN (19). Considerando
gue no todos los casos de IE y EHFRN cursan con PAD positiva, e incluso puede haber PAD negativa
en RN con ictericia significativa, algunas veces son necesarias pruebas mas sensibles como la
elucidn para investigar la presencia de anticuerpos fijados a los glébulos rojos del RN e identificarlos
mediante PAI (26) (27). Recientemente, autores han documentado que las razones por las cuales la
PAD puede ser negativa en esta entidad comprenden la baja concentraciébn de anticuerpos
disponibles en la circulacion de RN, la severidad de la hemdlisis y la subclase de inmunoglobulina
asociada (28). Asi mismo, un resultado de PAD positivo no debe ser interpretado como hemdlisis
inmunolégica pues es necesario la determinacion de biomarcadores especificos en sangre
(bilirrubinas, hemoglobina, hematocrito, reticulocitos, etc.;) y los signos clinicos caracteristicos en el
paciente para confirmar la presencia de EHFRN (19)(26)(29).

e Validez diagnostica de la elucién en lainvestigacion inmunohematolégica en el RN:

Recientemente, Toro Espinosa et al. publicaron un estudio en el cual investigaron la frecuencia de
IE en 306 RN del oriente antioquefio, (Colombia) empleando muestras de CU para analisis de
hemoclasificacién directa, PAD y PAI posterior a elucion acida. Los resultados de PAD positivo
evidenciaron que la frecuencia de IE fue 6,2 % (19/306). Interesantemente, al realizar procesos de
elucién se logré determinar que la frecuencia fue 14,1 % (43/306) y la diferencia entre ambas
frecuencias fue estadisticamente significativa (Vp Chi? =0,002) (23).

Al aplicar y comparar métodos estadisticos de validez diagndstica, concluyeron que la PAI posterior
a elucion acida es vdlida y clasifica correctamente los casos positivos de IE debido a la alta
sensibilidad de la prueba y el buen indice de validez (sensibilidad 98,8 % (IC 95 %: 86,33 -107,26)
y especificidad de 92,31 % (IC 95 %: 88,84 - 95,52)). A su vez, la seguridad del método permitié
evidenciar que la probabilidad de hallar un resultado negativo en neonatos sanos es alta y la
eficiencia diagndstica demuestra que el método es suficiente para la deteccién de la IE en muestras
de CU en las primeras horas de vida. En este estudio, se detectaron 25 discrepancias entre los
métodos de evaluacion, 17 casos fueron por anticuerpos ABO y 8 casos por anticuerpos irregulares
subestimados por el método de PAD considerado un “Gold Imperfecto” y detectados por elucion
acida; lo cual pone de manifiesto la capacidad de este método para concentrar anticuerpos I1gG en
eluados e incrementar la sensibilidad en la deteccién en la fase antiglobulina.

Algunas sociedades cientificas como AABB y SETS establecen dentro de los lineamientos técnicos
efectuar estudios pre-transfusionales inmunohematolégicos en menores de 4 meses; el abordaje
inicial de los pacientes debe incluir la hemoclasificacion ABO y RhD en los glébulos rojos del RN y
la investigacion de anticuerpos irregulares anti-eritrocitarios utilizando suero o plasma de la madre
preferiblemente o del propio RN.

Durante la hospitalizacion puede omitirse la prueba de compatibilidad cruzada y no repetirse la
hemoclasificacion directa e investigacion de anticuerpos si se cumplen los siguientes criterios: el RAI
es negativo y se desean transfundir unidades del grupo O; en caso de transfundir unidades ABO
idénticas o ABO compatibles, es necesario evaluar el plasma del RN para identificar anti-A y anti-B
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adquirido de la madre que permita seleccionar las unidades correctas. Respecto al antigeno D puede
ser idéntico al del paciente (25)(30).

En caso de RAI positivo en la muestra del RN o de la madre, el RN debe recibir unidades que
carezcan de los antigenos respectivos y realizar las pruebas cruzadas mediante PAIL. En este
escenario, los analisis deben repetirse en cada transfusion hasta que el anticuerpo materno no se
detecte en la muestra del RN. Después de la obtencion de resultados negativos para anticuerpos
irregulares, no se requieren pruebas cruzadas ni transfusion de unidades antigeno negativo hasta
los 4 meses de edad. La politica del servicio de transfusion determinara la frecuencia para un nuevo
estudio del paciente sobre la presencia de anticuerpos.

Respecto a las transfusiones de plaquetas y plasma deben ser siempre ABO y RhD idénticas o
compatibles con el receptor. Se recomienda administrar unidades de plaguetas obtenidas por
aféresis para reducir la exposicion a diferentes donantes (30).

Por dltimo, es importante resaltar que los servicios de sangre deben evitar la transfusion de
componentes sanguineos que puedan transferir pasivamente al RN anticuerpos irregulares o
anticuerpos anti-A o anti-B incompatibles; en caso de no realizar los andlisis pertinentes a los
donantes de sangre para evitar esta situacion, sera necesario crear politicas institucionales y
protocolos mas completos en torno a la transfusion segura en RN.

Como describimos en secciones previas, para realizar el diagnéstico de la aloinmunizacién durante
el primer trimestre del embarazo se debe realizar a la gestante el grupo ABO, tipificacién del antigeno
D y deteccién de anticuerpos irregulares. Si el RAI es positivo, se debe determinar la especificidad
y la importancia clinica del anticuerpo. Cuando se identifican anticuerpos de importancia clinica,
siempre gue sea posible, es Util evaluar en una muestra de sangre paterna el fenotipo del antigeno
implicado; esta evaluacion proporciona informacion para predecir el riesgo del feto o RN de sufrir
EHFRN (9)(14).

Considerando lo anterior y dependiendo del genotipo / fenotipo paterno hay dos escenarios:

e El feto de un padre homocigoto tendra el 100 % de probabilidad de heredar el alelo
responsable de la incompatibilidad y por ende expresar el antigeno especifico.

Padre Madre
[ &)
d d
D Dd Dd
D Dd Dd
Hijo
100% de probabilidad
g
~ de que el feto o el
recién nacido sea
portador del antigeno
(Dd)

Tabla N°3 Adaptacion del cuadro de Punnet para ilustrar los genotipos probables del hijo de una
gestante RhD negativa y un padre RhD positivo homocigoto Fuente: Grupo Hemociencia
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e El feto de un padre hemicigoto (término que hace referencia al individuo que posee
solo una copia funcional del gen RHD o de otro sistema) o heterocigoto, tendra un 50
% probabilidad de heredar el alelo responsable de la incompatibilidad y por lo tanto
de expresar el antigeno especifico

Padre Madre
d d
D Dd Dd
d dd dd
Hijo

50% de 50% de

L L P L
~ probabilidad S probabilidad
de que el feto = de que el feto
o el recién o el recién
nacido sea nacido no sea
portador del antigeno portador del antigeno
(Dd) (dd)

Tabla N°4 Adaptacion del cuadro de Punnet para ilustrar los genotipos probables del hijo de una
gestante RhD negativa y un padre RhD positivo hemicigoto Fuente: Grupo Hemociencia

En este punto es donde la biologia molecular puede ser complementaria para el diagnéstico de la
incompatibilidad feto materna y constituye un apoyo en las estrategias de seguimiento clinico y de
administracion de la inmunoprofilaxis anti-D teniendo en cuenta las siguientes consideraciones
(9)(14):

e Para la evaluacion del riesgo de la EHFRN por Anti-D, si la madre es RhD negativa y el
padre RhD positivo, una prueba de fenotipo no es suficiente para determinar la cigosidad
del antigeno D paterno. Por lo cual esta indicado realizar genotipo RHD paterno o fetal.

e En el escenario de un padre heterocigoto o hemicigoto, es Gtil evaluar el genotipo fetal para
establecer si existe incompatibilidad feto materna ya que hay un 50 % de probabilidad de
que el feto no haya heredado el antigeno del cual se sospecha incompatibilidad y por lo
tanto no sean necesarias estrategias de seguimiento inmunohematolégico durante el
embarazo ni se requiera la administracion de inmunoprofilaxis anti-D.

e Ya que no siempre hay a disposicion una muestra para realizar la prueba de fenotipo o
genotipo paterno, se puede emplear la determinacion de grupo sanguineo fetal para evaluar
de manera precisa el grupo sanguineo y concluir la existencia o no de incompatibilidad feto
materna.

6.1 Evaluacion de la cigosidad RHD paterna

Las técnicas basadas en serologia permiten evaluar de manera cualitativa la presencia o ausencia
del antigeno D, lo cual es util en la mayoria de los escenarios clinicos. Sin embargo, no permiten
identificar la cigosidad RHD de un individuo. En el estudio de la EHFRN la informacién de la
cigosidad paterna RHD es relevante ya que esta estrechamente relacionada con el riesgo de que el
feto herede el antigeno eritrocitario responsable de la incompatibilidad feto materna y ademas brinda
informacion para que se instaure el seguimiento clinico a la gestacion y se implementen las medidas
terapéuticas para mitigar el riesgo de aloinmunizacion anti-D.
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Lo anterior, ya que el fenotipo RhD positivo puede deberse a la presencia de dos copias funcionales
del gen RHD (individuos homocigotos, D/D) o de una sola copia funcional (individuos hemicigotos,

D/d).

éEstos dos individuos son iguales en la tipificacion RhD?

Por técnicas seroldgica si pero el
genotipo de cada uno es diferente
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Si este individuo tiene un hijo con
una mujer RhD negativo su hijo tiene
50% de heredar una copia funcional
del gen RHD paterno
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Si este individuo tiene un hijo con
una mujer RhD negativo su hijo
tiene 100% de heredar una copia
funcional del gen RHD paterno

Imagen N°5: Hallazgos seroldgicos y moleculares en individuos homocigotos y hemicigotos para el

gen RHD Fuente: Grupo Hemociencia

Una aproximacion seroldgica para evaluar la cigosidad se basa en la determinacién completa del
fenotipo Rh (D, Cl/c, E/e) en individuos RhD positivo, y que parte del hecho de que estos antigenos
se heredan de una manera estrechamente relacionada. A partir de las frecuencias con las que se
produce el complejo de haplotipos Rh en diferentes poblaciones se puede predecir el genotipo mas
probable (esta prediccion puede constituir un reto especialmente en poblaciones mestizas o en
poblaciones en la que no se cuente con los reportes de haplotipos Rh) (9).

A continuacion, se presentan algunos ejemplos para profundizar la idea:

e Un individuo con fenotipo D+C+c+E-e+ de etnia caucasica tiene el 31.1 % de probabilidad
de ser genotipo DCe/Ce (R1r’) (genotipo hemicigoto para RHD); mientras que la probabilidad
es del 8.8 % en un individuo afrodescendiente. En contraste, un individuo afrodescendiente
con este fenotipo tiene el 15.0 % de probabilidad de ser R'R° (genotipo homocigoto para

RHD).

e Un individuo con fenotipo D+C-c+E-e+ de etnia caucasica tiene el 3.0 % de ser genotipo
Dce/ce (R°r) (genotipo hemicigoto para RHD); mientras que la probabilidad es del 22.9 % en

un individuo afrodescendiente.
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e Un individuo caucasico con fenotipo D+C+c-E-e+ tiene un 17.6 % de probabilidad de ser
genotipo DCe/DCe mientras que un individuo afrodescendiente tiene un 22.9 % de tener el
mismo genotipo.

En este contexto, sélo las técnicas moleculares permiten definir certeramente la cigosidad del gen.
Para ello se han estandarizado estrategias que cuantifican la dosis del gen RHD con PCR en tiempo
real (32) o diferentes tipos de PCR que permiten la caracterizacion molecular de los diferentes
genotipos RhD en funcién de los patrones de migracion que producen en un gel de agarosa los
fenotipo RhD negativos, los fenotipos RhD positivos hemicigotos y los RhD positivos homocigotos
(33).

6.2 Genotipo empleando ADN libre fetal

El descubrimiento del ADN libre fetal en plasma materno se realiz6 en 1997 y constituye uno de los
principales avances en el diagnéstico fetal no invasivo de aneuploidias, en la determinacion de sexo
fetal y en la deteccion temprana de la incompatibilidad feto manera. Previo a la implementaciéon de
esta técnica, para la toma de muestras era necesaria la realizacion de amniocentesis o biopsia de
vellosidades coriénicas, procedimientos que incrementan el riesgo de hemorragia feto materna y la
sensibilizacion o re-estimulacion contra el antigeno responsable de la incompatibilidad.

En el contexto de la inmunohematologia, el fundamento de determinar el genotipo del grupo
sanguineo fetal se basa en la deteccion de alelos heredados del padre no presentes en el genoma
de la madre (ejemplo gestante RhD negativa con un feto que puede heredar el antigeno D paterno).
Esto es posible ya que las células placentarias apoptoéticas y necréticas (trofoblastos placentarios)
liberan en la circulacion materna el ADN fetal, un grupo de pequefios fragmentos de ADN de
aproximadamente <150 pb de longitud que se encuentran presentes desde la cuarta semana de
gestacion y cuyas concentraciones incrementan durante el embarazo (3 % durante el primer
trimestre de gestacién con un incremento del 6 % en el tercer trimestre). Ademas de ser un
procedimiento no invasivo, el ADN fetal puede aislarse facilmente, es resistente a la temperatura
ambiente y se considera un marcador especifico fetal debido a su corta vida media post parto (34).

La determinacién de ADN fetal generalmente ha sido utilizada para la evaluacién RHD del feto. Los
métodos empleados se basan en la técnica de PCR en tiempo real, una técnica sensible y especifica
en la cual se detectan pocas copias de ADN fetal y en la que se amplifican dos o0 mas exones del
gen (principalmente los exones RHD 4 a 7). Sin embargo, debido a que el gen RHD es altamente
polimorfico, que la genética difiere entre grupos poblacionales y las prevalencias son muy diferentes
entre ellos, es necesario que cada laboratorio disefie o complemente su ensayo en funcion de las
caracteristicas genéticas de su poblacion (35).

Los resultados de los estudios disponibles sobre RHD fetal documentan una alta sensibilidad, del 99
% alas 10 a 11 semanas de edad gestacional y del 99,9 % a las 25 semanas de edad gestacional.
En estos ensayos se han utilizado diferentes estrategias con el fin de validar la presencia de ADN
fetal, dentro de ellos se encuentran marcadores como el gen SYR (del inglés Sex determining Regién
Y), gen asociado a la determinacion de sexo masculino, y cuya deteccién en el ADN extraido del
plasma de una gestante confirma la presencia de material genético fetal en suficiente concentracion
para garantizar un resultado confiable de grupo sanguineo fetal; otras estrategias para validar la
presencias de ADN fetal son el uso de marcadores epigenéticos o la evaluacion de resultados en
dos muestras independientes (36).
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El estudio del ADN libre fetal ha sido implementado en diferentes paises del mundo como Suecia en
2009, Dinamarca en el 2010, en los Paises Bajos en 2011, en Inglaterra en 2013, en 2014 en
Finlandia, asi como en Francia y Bélgica, otros paises europeos y de Norte América como una
estrategia para (35)(37):

e Evaluar el riesgo de EHFRN en gestantes aloinmunizadas: en el caso de una gestante
RhD negativa con aloinmunizacién anti-D, se realizara seguimiento y tratamiento mas estricto
para mitigar el impacto clinico de la EHFRN; mientras que, si el feto es RhD negativo, se
pueden eliminar pruebas excesivas e innecesarias que incrementan las intervenciones en
las gestantes y los costos de atencién en salud.

e Genotipificacion de RhD fetal para guiar la profilaxis Rh prenatal: la profilaxis prenatal
se administra en gestantes RhD negativas sin aloinmunizacién anti-D como una dosis Unica
de 250-300 ug de inmunoglobulina Rh en la semana gestacional 28 o 29; la profilaxis
postnatal se administra dentro de las 72 horas posteriores al parto. Este esquema
usualmente es utilizado en todas las gestantes RhD negativo ya que el grupo sanguineo fetal
es desconocido hasta el nacimiento. En este punto, el genotipo fetal RhD no invasivo permite
gue la inmunoprofilaxis anti-D prenatal se administre sélo a gestantes con fetos RhD positivo.
Esta utilidad evita la exposicion innecesaria de la gestante a un medicamento de origen
humano y que en algunos paises no cuenta con suficiente disponibilidad.

Para ilustrar el impacto de esta estrategia, se pueden tener en cuenta los reportes de
poblacién caucasica europea donde aproximadamente el 40 % de las mujeres embarazadas
gestan fetos RhD negativo y que por lo tanto no tienen riesgo de aloinmunizacion y no
requieren tratamiento, situacion que contribuye a la disminucién de costos de atencién en
salud y al uso racional de la inmunoprofilaxis anti-D.

6.3 Utilidad de la genotipificacion en el estudio de variantes RhD en gestantes

En la seccion de tipificacion RhD identificamos que las técnicas serolégicas no nos permiten
diferenciar entre los fenotipos D débiles y D parciales. Sin embargo, realizarlo tiene utilidad en la
administracion de inmunoprofilaxis RhD y la seleccién de componentes sanguineos.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, los individuos con fenotipo D variante tipificados
molecularmente como portadores de alelos D débil tipo 1, D débil tipo 2, D débil tipo 3 (38), D débil
tipo 4.0 y D débil tipo 4.1 en estado homocigoto o hemicigoto no tienen riesgo de aloinmunizacién
anti-D cuando se exponen a glébulos rojos RhD positivo (39)(40)(41). En estos casos no esta
indicada la administracion de inmunoprofilaxis RhD ni la administracion de componentes sanguineos
RhD negativos. Este protocolo contribuye al uso racional de la profilaxis RhD y de los componentes
sanguineos, especialmente ya que la prevalencia de estos fenotipos en caucésicos europeos puede
ser hasta del 95 %.

Por otro lado, se ha reportado aloinmunizacién en otros tipos de D débiles como los D débiles tipo
4.2, tipo 11, tipo 15, tipo 21 y tipo 57 por lo cual en estos casos se adopta una estrategia
conservadora para prevenir la aloinmunizacién anti-D con la administracién de inmunoprofilaxis RhD
y la transfusién de componentes RhD negativo para estos fenotipos. Este mismo lineamiento se
utiliza para otros tipos de RhD variantes en los cuales no hay suficiente evidencia que permita
concluir si estdn 0 no en riesgo de aloinmunizacion (38).
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En razdén a estas consideraciones, el Colegio Americano de Patélogos recomienda que se realice
genotipo RHD cuando se identifican resultados de tipificacion de RhD discrepantes y/o cuando se
identifica un hallazgo sugestivo de una variante de D en una mujer en edad fértil. En una estimacion
realizada por este grupo de expertos se concluyé que incorporar el genotipo RHD en Estados Unidos
podria prevenir la administracién de 24,700 inyecciones innecesarias de inmunoprofilaxis anti-D; asi
mismo, evitaria la transfusién innecesaria de 47.700 unidades de glébulos rojos que podrian ser
utilizadas en pacientes que tienen la indicacion de transfusion de componentes RhD negativos(38).

En este escenario el abordaje para la tipificacion RhD se describe en el siguiente algoritmo:

Resultado de la tipificacion de RhD en técnica manual en
tubo o mediante métodos automatizados

- - Positivo
| Negativo | Discrepante / Inconcluso o (yconcordante con la
la fuerza de reaccion fue historia clinica del
mas deébil de lo esperado .
(fenotipo D débil serolégico) o esf;fili-_i:t:ﬁible;
. Candidato para la

administracion de RhIG Remitir para T No es candidato para

. . genotipificacion RHD para L -
+ Indicada la transfusién de tipos D débiles administracion de RhIG

componentes sanguineos * Indicada la transfusion de
RhD negativo para componentes sanguineos RhD
transfusion positivo para la transfusion
D débil tipo diferente a 1, 2, 3, 4.0 0 4.1 D débil tipo 1, 2, 3, 4.0 o 4.1 identificado
Puede estar en riesgo de producir Anti-D No esta en riesgo de producir Anti-D
= Candidato para la administracion de RhIG = No es candidato a la administracion de RhIG
= Indicada la transfusion de componentes - indicada la transfusién de componentes
sanguineos RhD negativo para transfusion sanguineos RhD positivo para transfusion

Algoritmo N° 3 Algoritmo para la toma de decisiones en la tipificacién RhD utilizando herramientas
de biologia molecular Fuente: Adaptado a partir del articulo cientifico de Sandler et al. (38).

En los apartados anteriores se ha discutido lo relacionado con las interacciones que se presentan
con los glébulos rojos en la relacién feto materna. Sin embargo, tenemos otro protagonista que
no podemos dejar de mencionar y revisar detenidamente, las denominadas plaquetas.

Las plaguetas son fragmentos celulares producidos en la médula 6sea a partir de las células
precursoras denominadas megacariocitos. Una vez liberadas al torrente sanguineo, su vida util
es corta, alrededor de 7 a 10 dias. A pesar de su pequefo tamafio, las plaquetas desempefian
un papel crucial en la cascada de coagulacién y en la formacion del tapén plaquetario para
prevenir la pérdida excesiva de sangre en caso de lesiones.
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Un recuento plaquetario (RP) inferior a 100 x 10%/1, corresponde al que llamamos trombocitopenia,
siendo esta condicién un hallazgo muy frecuente en el periodo neonatal, que ocurre, en especial,
en nifios criticamente enfermos y en prematuros (42).

Dada su alta ocurrencia y la gravedad de sus potenciales efectos, el nivel de plaquetas se debe
evaluar no solo en todo nifio con sangrado, sino también como control de rutina en todo neonato
en estado critico, asi como en los neonatos sanos con algun antecedente familiar de
trombocitopenia (42). Sus causas son multiples, y pueden dividirse en tres grandes grupos:

e Por destruccion aumentada (causas inmunes y causas no Inmunes)

e Por produccion disminuida (ocupacion o reemplazo o insuficiencia medular)

e Por mecanismo mixto o desconocido

Teniendo en cuenta lo anterior, la inmunohematologia plaquetaria en la relacion feto materna,
estudia las causas de trombocitopenia por destruccion aumentada de origen inmune, en la cual
se evidencia la interaccion entre los antigenos plaquetarios del feto o del recién nacido y los
anticuerpos desarrollados en respuesta a estos antigenos por el sistema inmunolégico materno,
de igual manera como ocurre en la EHFRN estudiada anteriormente.

7.1 Trombocitopenias de causa inmune

El pasaje transplacentario de anticuerpos de la madre al feto puede producir trombocitopenia
transitoria en el recién nacido. Segun el tipo de anticuerpo, se puede diferenciar entre los
siguientes: a) autoanticuerpos: estan dirigidos contra un antigeno de las plaquetas maternas, y el
nifo es el sujeto pasivo de una enfermedad materna que produce trombocitopenia; b)
aloanticuerpos: estan dirigidos contra un antigeno de las plaquetas fetales ausente en las
plaguetas maternas, y el nifio es el sujeto activo que sufre las consecuencias de la formacion de
anticuerpos estimulados por sus plaquetas en su madre sana.

e Trombocitopenia por autoanticuerpos

La patologia materna en la cual este trastorno ocurre con mas frecuencia es la trombocitopenia
inmune primaria (antes denominada puarpura trombocitopénica idiopatica, cuyas siglas PTI fueron
de uso extendido), pero puede potencialmente ocurrir en cualquier otra enfermedad autoinmune.
La incidencia real de trombocitopenia en hijos de madres con PTI aiin no ha sido establecida con
claridad, ya que, en los estudios publicados, oscila entre el 16 % y el 56 % (43) (44). Considerando
que, en el recién nacido, un RP de 50 x 10%I ha sido definido como seguro, aun en nifios enfermos
y en prematuros, existe consenso mayoritario para considerar trombocitopenia grave un RP inferior
a 50 x 1091, situacién que ocurre en el 8-11 % de los hijos de madres con PTI (43).

e Trombocitopenia por aloanticuerpos

La Trombocitopenia Fetal/Neonatal Aloinmune (TFNA), se produce como consecuencia de la
destruccion de las plaquetas fetales/neonatales inducida por aloanticuerpos anti-plaquetarios
presentes en el suero materno y dirigidos contra algun antigeno plaquetario especifico que el feto
o recién nacido (RN) ha heredado del padre. Se trata de una complicacién de la gestacion
potencialmente muy grave, que en las situaciones de trombocitopenia extrema (<20x10°%/L
plaguetas) puede cursar con una hemorragia intracraneal (HIC) en el feto o RN (20 %-30 % de
casos) y ocasionarle la muerte o producirle secuelas neurolégicas irreversibles (45).

Para comprender los posibles estimulos que pueden generar los antigenos plaquetarios, es

importante mencionar que estos antigenos se agrupan en dos grandes categorias: los especificos
de estas células (HPA, del inglés human platelets antigen) y los antigenos compartidos con otras

Hemociencia



LA IMUNOHEMATOLOGIA EN LA RELACION FETO MATERNA

células y tejidos (ABO, HLA). Hasta la fecha se han descrito 40 antigenos HPA expresados en 6
glucoproteinas (GP) plaquetarias diferentes: GPIIb, GPIlla, GPlba, GPIb, GPlay CD109 (Imagen
N. 06(46). Para ampliar la informacién sobre estos los HPA se puede visitar el siguiente link
https://www.versiti.org/products-services/human-platelet-antigen-hpa-database

HPA-4
HPA-16
HPA-17
HPA-19

HPA-1
HPA-7
HPA-10

S O
.....
.......

GPIbp  GPIba
GPllla

Imagen N°6 Esquema representativo de los Antigenos Plaquetarios Humanos Fuente:
imagen publicada en el articulo cientifico de Chen et al. (47)

Los Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA) son los principales objetivos de los anticuerpos
maternos en la TENA. La deteccion temprana de los anticuerpos anti-HPA vy la identificacion de
los riesgos potenciales son fundamentales para el manejo adecuado de esta condicion.

7.2 Fisiopatologia de la TFNA

Como se comentd anteriormente, el mecanismo para la produccion de TFNA es similar al de la
EHFRN. La madre puede presentar aloinmunizacion contra Ag de los eritrocitos, leucocitos y
plaguetas; provocados por embarazos previos, transfusiones previas o recientes, o por el
embarazo actual y el feto puede ser afectado por Ac generados por este estimulo. Para que se
produzca TFNA, es necesario que el antigeno paterno sea capaz de poseer fuerza en su
expresion y ocupar un gran numero de sitios antigénicos sobre las GPs de la membrana
plaquetaria y estimular la formacion de un Ac de clase IgG (46)(48).

7.3 Diagndstico de la TENA

En la presentacion mas comun se observa un recién nacido de madre sana no trombocitopénico,
en la que tanto el embarazo como el parto transcurrieron sin complicaciones. Al momento del
parto, o algunas horas después, se aprecia un neonato con purpura cutanea en forma de petequias
0 equimosis, que puede acompafiarse, en los casos graves, de hematuria, hemorragia digestiva e
incluso HIC; por lo que el neonato nace deprimido en grado variable. Los RP igualmente son
variables, en casos graves pueden ser inferiores a 20 x 10° /L y con tendencia a disminuir en las
primeras 24-72 horas (49).

El fendbmeno es grave, ya que potencia el desarrollo de hemorragia cerebral entre 10-30 % de los
neonatos con resultado de muerte en 10 % de estos. Aproximadamente, 50 % se produce durante
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la vida intrauterina, por lo general entre las semanas 30 y 35 de gestacion. En casos
excepcionales, las hemorragias aparecen antes de las 20 semanas (50)(51).

En casos poco comunes, su presentacion puede coincidir con hidrocefalia aislada, anemia fetal de
causa no explicada, abortos recurrentes e incluso, hidropesia fetal. Es importante sefalar, que los
Ag HPA tienen total expresion a partir de las 16 semanas y el paso transplacentario puede ocurrir
a partir de las 14 semanas (52)(53)

Cualquier antigeno plaquetario puede estar involucrado en este trastorno, pero el antigeno
plaquetario humano la (HPA-1a por las siglas en inglés de human platelet antigen 1a), presente
en mas del 90 % de la poblacién, es responsable de la mayoria de los casos (75%) seguido por
HPA-3 y HPA-5. En las mujeres HPA-1a negativas, la capacidad de desarrollar inmunizacion esta
asociada, principalmente, con el antigeno leucocitario humano (HLA) DRB3*0101(54).

Ante la sospecha clinica de TFNA deben realizarse una serie de estudios dirigidos
fundamentalmente a la deteccién e identificacion de aloanticuerpos especificos anti-HPA en el
suero materno. También es aconsejable descartar la presencia de autoanticuerpos
antiplaquetarios, aungue no haya evidencia del diagndstico de PTI en la madre (45). Dentro de
los estudios seroldgicos se encuentran las técnicas de citometria de flujo que son ensayos
sensibles y rapidos que permiten detectar inmunoglobulinas de los isotipos I1gG e IgM reactivas
contra plaquetas y son empleadas para evaluar el suero materno contra plaquetas lavadas de
ambos progenitores y contra un panel de plaguetas fenotipadas para los antigenos HPA mas
comunes, procedentes de donantes de grupo O. También se utilizan en la demostracion de
anticuerpos anti-HLA de clase | (49)(55). Una de las técnicas mas utilizadas es la prueba de
inmunofluerescencia de plaquetas en suspension. Las plaguetas maternas son incubadas con
suero control anti-HPA que permite la formacién del complejo Ag-Ac. Este complejo es marcado
con reactivo de antiglobulina humana unido a un fluorocromo [isotiocianato de fluoresceina
(FITC)], que se detecta por citometria de flujo (56).

Los ensayos en fase sélida permiten la identificacion de la GP contra el cual los Ac maternos son
especificos. Uno de los métodos seroldgicos utilizados, es la técnica de MACE [del inglés modified
antigen capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)], donde las plaquetas “blanco” son
incubadas con el suero materno, lavadas y lisadas con detergentes aniénico, por ejemplo, triton
X-100. La GP de interés es capturada sobre la fase sélida por su uniéon con el anticuerpo
monoclonal especifico para esta. Después de varios lavados, el Ac materno unido a la GP retenida
es detectado por ELISA (57)(58). Adicionalmente, existe otro método empleado que es la técnica
de inmovilizacion de antigenos plaquetarios con anticuerpos monoclonales (por sus siglas en
inglés MAIPA), muy similar a la técnica de MACE y equivalentes en especificidad y sensibilidad
(59).

De la misma forma como se incluyd en el apartado de los glébulos rojos, la determinacion del
genotipo plaquetario establece un importante hallazgo. Utilizando la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se ha podido vencer los problemas de la tipificacion seroldgica, debido a la
escasez de antisueros y a las dificultades de interpretacién del fenotipo relacionadas con la
habitual contaminacion de los antisueros con anticuerpos de especificidad de antigeno de
histocompatibilidad (HLA). El genotipado HPA del padre permite determinar si este es homocigoto
o0 heterocigoto para el Ag en cuestion. Si es homocigoto, en todos los embarazos siguientes los
fetos serén heterocigotos y por consiguiente incompatibles con el Ac materno. Si es heterocigoto,
el 50 % tiene la probabilidad de heredar el marcador. El genotipado se puede realizar entre las 8-
10y 18-20 semanas de gestacién en muestras de liquido amniotico o vellosidades coriénicas (60).

7.4 Tratamiento
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El tratamiento inmediato para la trombocitopenia grave (conteos plaquetarios inferiores a 30 x
10%L) con signos graves de sangramiento evidente (petequias, equimosis, hemorragia
gastrointestinal, genitourinario o intracraneal) es la transfusion de plaquetas de donantes
fenotipados, con plaquetas carentes del Ag contra el cual se dirige el Ac materno, frescas (menos
de 72 h), con volumen reducido, ABO compatibles, citomegalovirus negativo e irradiadas. Si no se
cuenta con este tipo de producto, se pueden utilizar plaquetas de donante al azar (con los mismos
requerimientos anteriores), que aumentan temporalmente los conteos plaquetarios hasta un valor
minimo y reducen la posibilidad de sangramientos, aun cuando son incompatibles con el Ac
materno. En adicion, la administracion de IgG intravenosa (IVIG) a dosis de 0,4-1 g/kg/d de 2-5
dias, permite prolongar la sobrevida de las plaquetas incompatibles y disminuir el periodo de
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