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Proyecto de Investigacion

Valoracion de pruebas estandarizadas para la semicuantificacion idiotipica
implicada en la prediccidén de eritropenias fetales de origen inmune en el Servicio
de Medicina Transfusional de una Maternidad de Vicente Lopez, Provincia de
Buenos Aires.

Resumen

El suero de mujeres gestantes sera evaluado inmunohematolégicamente con el
propésito de prevenir eritro y blastopenias en el feto o recién nacido. La génesis
aloinmune, producto de la incompatibilidad paterno-materna, se medira
semicuantitativamente, una vez identificado el idiotipo. Mediante esta prueba se
podra establecer el numero y actividad biolégica de los anticuerpos y conocer
cuales estan en condiciones de producir patologia perineonatal. Las pruebas de
titulacion  sérica de anticuerpos anti-eritrocitarios  entrafan  sesgos
procedimentales, falta de estandarizacién, escasas medidas de control,
inadecuada seleccion de métodos y desvios que dependen del grado de
experiencia del operador, estas variables se expresan en grados de subjetividad
en los resultados. El objetivo del trabajo de valoracion de las pruebas
estandarizadas en la semicuantificacion idiotipica implicadas en la prediccion de
eritropenias fetales de origen inmune en el Servicio de Medicina Transfusional de
una Maternidad de Vicente Lépez, Provincia de Buenos Aires, contrastara algunas
hipbtesis respecto de la responsabilidad de ciertas variables que nutren el sesgo
procedimental, esto permitira elaborar algoritmos de trabajo, para reducir la
probabilidad de error, mejorando la certeza del instrumento diagnostico en
beneficio de la gestante y su hijo.

Palabras clave

Eritropenia neonatal. Anticuerpos. Titulacion.

Introduccién

La placenta de los mamiferos ha estado sujeta a dos presiones opuestas durante
la evolucion del nuevo ser, con el objeto de eliminar los patdégenos mientras al
mismo tiempo protege al feto del rechazo inmunitario,.



Hay cuatro razones por las que el feto habitualmente no provoca reaccion
inmunitaria en la madre Billingham y Medawar (1953) la separacion anatomica del
feto y la madre, la inmadurez antigénica del feto, considerar el utero como un lugar
privilegiado inmunologicamente y la disminucion de la respuesta inmunitaria por el
organismo materno,.

Evidencias experimentales; indican que los aloantigenos fetales son reconocidos
por el sistema inmune materno, pero este reconocimiento induce tolerancia en los
linfocitos T y los linfocitos B especificos maternos. Sin embargo, a pesar de esta
tolerancia inmune, también se objetiva que en muchas ocasiones en las que el
embarazo fracasa hay detras un mecanismo inmunoldgico, se observa que,
previamente a los abortos hay importante actividad inflamatoria con activacién del
complemento e infiltracion linfocitaria de los tejidos,.

Existen diversos lugares donde el sistema inmunitario materno puede ponerse en
contacto con el feto e iniciar teéricamente el mecanismo de rechazo del aloinjerto.

Esta posibilidad se mantiene a lo largo de toda la gestacién. El contacto puede
producirse: En el lugar donde el blastocisto toma contacto con el endometrio para
implantarse, en el espacio intervelloso, bafiado por sangre materna y cubierto por
el sincitiotrofoblasto de las vellosidades coriales, entre el citotrofoblasto velloso y
las células del sistema inmune presentes en la decidua.

La decidua se considera el sitio donde con mayor probabilidad tiene lugar el
reconocimiento inmune del trofoblasto. Es el lugar con mayor poblacién de células
del sistema inmune, con un 40% de linfocitos granulares grandes, un 20% de
macréfagos y un 10% de linfocitos T. Estas proporciones varian a lo largo de la
gestacion. Nuestra mirada se centrara en dos procesos el de la eritropenias.

Dosis tan bajas como 5uL de hematies de traspaso feto-materno demuestran la
capacidad de causar la inmunizacion al antigeno D, incluso en puérperas.
Aumentando la tasa de respuesta si se aumenta el volumen por ejemplo hasta
90% para 200 ml. de glébulos rojos desplasmatizados (1 unidad) en voluntarios
sanos, y la mitad del 10% restante, si la paciente no realiza anti-D después de
haber recibido incluso dos 0 mas transfusiones los llamaremos. A éste cohorte le
llamamos habitualmente "no respondedores"s.

Las pruebas de titulacion de anticuerpos, como tradicionalmente le llamamos en
nuestros laboratorios, consiste en medir proporcionalmente y de manera
especifica la concentracién de una actividad idiotipica, para valorar si: a) ¢ha
cesado el estimulo?,b) ¢ se encuentra en un proceso de biosintesis activo?,c) ¢ es
pasivo? d) jesta consumiendo aloantigenos? ,e) ¢iel consumo es autélogo u
alogénico?

Necesitamos ciertos sustratos preanaliticos: 1) conocer el idiotipo, 2) que sea
unico en el suero/plasma (Incluso tendremos que adsorber si hay otros
concomitantes), 3) adecuar al tipo de estructura antigénica, conociendo la
probabilidad del numero de copias por célula del antigeno que usaremos como
blanco, 4) también podremos elegir el medio en que los haremos reaccionar
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teniendo presente su mejor pH, 5) su rango térmico, 6) la necesidad o no de
emplear suero antiglobulina.

Con todas estas variables yuxtaponiéndose al mismo tiempo, la estandarizacion
resulta ineludible, la valorizacién del titulo como responsable de los cambios que
predicen la severidad del dano fetal-neonatal por si sola no alcanza, debemos
acceder al registro y analisis de la sumatoria final del score y del puntaje final de la
reaccion del titulo.

Es preciso citar aqui que, el uso extendido de suero antiglobulinico de origen
poli-especifico entrafia desvios propios de su pluriespecificidad y que resulta de
mayor aprovechamiento pronostico los resultados que provienen de sueros
monoespecificos conteniendo las subclases IgG1 y 3, causantes de la
patogenicidads 75,10,11,12,13,14,15-

Justificacion

Las estandarizacién de pruebas de titulacién, semicuantificacién relativa de
idiotipos, se lleva a cabo con el proposito de prevenir las eritropenias y
eritroblastosis fetal neonatal, dichas pruebas poseen variables de sesgo
procedimental interdependientes; tales como la seleccion de métodos, seleccidn
de reactivos, controles inter e intra ensayo y la propia experiencia del operador, el
estudio. La cuantificacion de las responsabilidades que implican estas categorias
deben ser valoradas para reducir desvios en los resultados;s 17 1g.

Planteamiento del problema

¢ Como influye la introduccion de pruebas estandarizadas de sumatoria de
score y puntuacion final del titulo para la semicuantificacionidiotipica
implicada en la prediccion de eritropenias fetales de origen inmune en el
Servicio de Medicina Transfusional de una Maternidad de Vicente Lépez,
Provincia de Buenos Aires en el periodo octubre 2015 julio 20167

Hipotesis

El método de medicidbn sobre concentracion de anticuerpos en sueros de
puérperas protocolizado en una Maternidad de Vicente Lopez mejora su
performance predictiva si se introducen pruebas estandarizadas que observan las

variables: puntuacion final y sumatoria del escore como parte de los resultados de
titulacion.

Objetivos

Objetivo general



Evaluar las pruebas estandarizadas en la semicuantificacion idiotipica implicadas
en la predicciéon de eritropenias fetales de origen inmune en el Servicio de
Medicina Transfusional de una Maternidad de Vicente Lopez, Provincia de Buenos
Aires.

Variables
En la dimension clinica, tres rasgos del proceso de titulacion:

e Titulo
e Sumatoria del escore
e Puntuacion final del titulo

Respecto de los anticuerpos implicados en la enfermedad hemolitica
fetal-neonatal, la poblacién objetivo de la que surgen las pruebas muéstrales
resulta constituida por pacientes gestantes aloinmunizadas que asiste al Servicio
de Medicina Transfusional de una Maternidad de Vicente Lopez durante el periodo
octubre 2015-julio 2016 en forma ambulatoria

Pasos en el analisis sobre la muestra

a) Estudiar la relacién de los resultados de pruebas de titulaciéon que resultan del
empleo de suero antiglobulina poliespecifico de coombs en torno a la prediccion
del riesgo de enfermedad hemolitica fetal-neonatal respecto del empleo de
reactivos monoespecificos de antiglobulina Tipo G de Subclase 1y 3, en un grupo
control de pacientes gestantes aloinmunizadas que asiste al Servicio de Medicina
Transfusional de una Maternidad de Vicente Lépez durante el periodo Octubre
2015-Julio 2016 en forma ambulatoria.

b) Comparar los resultados de pruebas de titulacion que resultan del empleo de la
dilucion del suero de la paciente, respecto del empleo de reactivos
monoespecificos de antiglobulina Tipo G de Subclase 1 y 3 en dilucién controlada
en torno a predecir la clinica eficiencia de los anticuerpos implicados en la
enfermedad hemolitica fetal-neonatal en un grupo control de pacientes gestantes
aloinmunizadas que asiste al Servicio de Medicina Transfusional de una
Maternidad de Vicente Lopez durante el periodo Octubre 2015-Julio 2016 en
forma ambulatoria.

Marco de Referencia

La enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) se caracteriza por el
acortamiento de la vida media de los hematies fetales debido a la accién de
anticuerpos maternos que atraviesan la placenta. A pesar del término EHRN, el



proceso comienza en la vida intrauterina, por lo que se ha propuesto el nombre de
enfermedad hemolitica del feto y recién nacido 5 2 2.

Principales eventos histéricos

La enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido es una afeccion
inmunoldgica aloinmune, en la cual la sobrevida del hematie fetal y del recién
nacido esta acortada debido a la accion de anticuerpos maternos que pasan a
través de la placenta y que son especificos contra antigenos de origen paterno
presentes en las células rojas fetales y del recién nacido,s .

En 1609, la partera LouyseBourgeois, describid en la prensa laica francesa el
nacimiento de gemelos. El primero, fue una nifa hidropica que murid a las pocas
horas del nacimiento. ElI segundo gemelo fue un nifio, que nacié bien, pero en las
primeras horas de vida presentd un ictero intenso y en posicion de opistétonos
fallecio,s, .

Otros casos similares fueron descritos, hasta que en 1882, Ballantyne los reunié
en una entidad nosolégica denominada Hidropsfoetalisuniversalis. En 1932,
Diamond, Blackfan y Batty unificaron todos estos sindromes en una entidad que
llamaron Erytroblastosisfoetalis,;.

En 1939, Levine y Stetson reportaron una reaccién postransfusional en una mujer
después del parto de un nifio hidropico. La madre presentd una hemorragia
posparto y fue transfundida con sangre de su esposo. Levine demostré que la
paciente tenia un anticuerpo que aglutinaba las células del esposo y postulé que
se habia inmunizado contra un antigeno fetal heredado del padre,s .

En 1940, Landsteiner y Wiener determinaron el antigeno responsable y realizaron
experimentos donde reportaron que el suero procedente de conejos previamente
inmunizados con células rojas de monos rhesus contenia un anticuerpo que
aglutinaba el 85 % de los hematies de sujetos caucasianos. Tales sujetos fueron
llamados rhesus positivos (Rh positivos). El 15 % restante presentaba células que
no aglutinaban con este suero y a estas se les llamé rhesus negativos (Rh
negativo). Este experimento sirvio de marco a la inmuno-hematologia moderna.4
Levine y otros usando el suero anti-Rh de Landsteiner y Wiener, determinaron que
las pacientes reportadas en 1939 eran Rh negativas y que tenian un anticuerpo
anti-Rh que aglutinaba los hematies de sus esposos e hijos, demostrando asi la
etiologia de la enfermedads,.

Posteriormente, C. Smith denomind a esta entidad enfermedad hemolitica del feto
y del recién nacido, a la que hoy en dia, dada la extension de los conocimientos
sobre ella, se le denomina enfermedad hemolitica perinatal (EHPN).

Desde entonces hasta la fecha han ocurrido grandes progresos en el
conoci-miento de los grupos sanguineos que han permitido precisar que la EHPN
no sélo se debe a anticuerpos contra el antigeno D, sino que también estan
involucrados otros antigenos del sistema Rh, el sistema ABO y de otros sistemas
antigénicos; con los avances cientificos en el diagndstico, profilaxis y tratamiento
de esta entidad se ha logrado disminuir su incidencia y morbimortalidad.



Resumen de los datos relevantes de la historia

1609: LouiseBourgeois (comadrona): primera descripcion clinica
de hydropsfetalis .1932: Diamond et al describen que anemia congénita, ictericia
grave e hydropsfetalis son manifestacién de la misma enfermedad: eritroblastosis
fetal. 1938: Darrow postula que la hemdlisis se debe al paso transplacentario de
anticuerpos maternos a la circulacion fetal. 1939: Levine y Stetson encuentran un
anticuerpo que causa la EHRN. 1940: Landsteiner y Weiner describen el grupo
sanguineo Rh. 1954: Chow demuestra la sensibilizacion materna por hemorragia
fetomaterna (HFM). 1966: Prevencién de la EHRN mediante profilaxis Anti-D.
Estudio multicéntrico (Inglaterra y Baltimore). 1971: OMS: Prevencion de la
sensibilizacion Rh. 1998: Edimburgo: conferencia de consenso sobre la profilaxis
Anti-D.

Fisiopatologia

De las causas mas frecuentes de hemodlisis por inmunoglobulinas: anemia
hemolitica autoinmune, reaccién hemolitica transfusional y EHRN, es esta ultima
la mas compleja, ya que implica la produccién de anticuerpos en un individuo sano
(madre) y la destruccion de hematies en otro (feto) 5.

Aunque la circulacion materna y la circulacion fetal transcurren anatémicamente
por separado, estudios mediante citometria de flujo han demostrado la existencia
de pequefias HFM en casi todos los embarazos. Asi, hematies fetales alcanzan la
circulaciéon materna y se produce la formacion de aloanticuerpos maternos frente a
antigenos eritrocitarios fetales. Una vez que se produce la aloinmunizacién, la
placenta transporta activamente anticuerpos IgG a la circulacién fetal; estos se
unen especificamente a los hematies fetales, que seran destruidos por el sistema
mononuclear fagocitico (SMF) ;,. Sin embargo, no todos los anticuerpos IgG
producen EHRN; en general, producen la enfermedad aquellos anticuerpos que
causan destruccion acelerada de las células incompatibles. Es por tanto
improbable que esté originada por anticuerpos del sistema Chido/Rodgers y
Knops.

Aunque la incompatibilidad ABO es la mas frecuente, pocos fetos y recién nacidos
(RN) estan afectados por la enfermedad hemolitica. Los anticuerpos mas
frecuentemente asociados con enfermedad hemolitica moderada y grave son los
del sistema Rh (especialmente el anti-D, que es 50 veces mas inmunogénico que
otros anticuerpos de este sistema, seguido del anti-c) y los del sistema Kell. En el
caso del anti-K, ademas de la hemodlisis, el anticuerpo produce anemia en el
primer trimestre de la gestacion por inhibicion de la eritropoyesis intramedular ' .
Esto puede agravar la enfermedad en las fases iniciales de la gestacion.
Ocasionalmente, anticuerpos frente a antigenos de otros sistemas causan
enfermedad hemolitica grave en el feto y neo-nato. En ocasiones la ausencia de
enfermedad en presencia de anticuerpos se debe al insuficiente desarrollo de los
antigenos en los hematies fetales y/o a la neutralizacion del anticuerpo por
antigenos solubles.



El anti-D sigue siendo la causa mas frecuente de morbilidad y mortalidad fetal por
enfermedad hemolitica, a pesar de que su incidencia ha disminuido
sustancialmente tras la introduccién de la profilaxis anti-D,.

Factores inmunogénicos
Los factores que influyen en la respuesta inmune a las células D positivas son:

1. Dosis del antigeno (volumen de hematies D positivos). Es el factor critico
que determina la magnitud de la respuesta. La HFM se produce por procesos
fisiolégicos y patologicos, o por procedimientos obstétricos que causan rotura de la
barrera fetomaterna de la placenta (tabla 1) La media de HFM durante el parto es
menor de 1 ml; sin embargo, hasta un 0.24 % de mujeres supera los 30 ml.

2. Incompatibilidad ABO fetomaterna. Supone un efecto protector;
aproximadamente un 50 % de todas las mujeres con embarazos ABO compatibles
tienen hematies fetales detectables en la circulaciéon y sélo el 19 % de aquellas
con embarazos ABO incompatibles. Esto es debido posiblemente a la rapida
retirada de las células de la circulacibn materna por el sistema fagocitico
mononuclear, principalmente en el higado, 6rgano menos inmunorrespondedor
que el bazo, lo que disminuye la probabilidad de estimulaciéon de formacién de
anticuerpos.

3. Patron de expresion de antigenos Rh del feto. El fenotipo R2r expresa mayor
cantidad de antigeno D que los otros fenotipos siendo mas efectivo en sensibilizar
a las madres.

4. Capacidad de respuesta inmune de la madre. Es muy variable durante el
embarazo y esta influenciada por el sistema mayor de histocompatibilidad, clase II.
Solo un 16 % de madres D negativas no protegidas se sensibilizan durante el
embarazo de un feto D positivo.

Sensibilizacion y desarrollo del aloanti-D

En el primer trimestre del embarazo el paso es lento y pequefio. Solo es
significativo cuando la concentracion de anticuerpos anti-Rh es alta. Esto fue
demostrado por Chown’s (1955) y Mollison (1951) en fetos de 6 a 10 semanas,
que presentaban una prueba de antiglobulina directa (PAD) positiva.

Puesto que los antigenos Rh estan presentes sb6lo en los hematies, la
inmunizacion Rh-D se desarrolla en sujetos D negativos tras el contacto con
antigeno D por inyeccion intramuscular o intravenosa de hematies D positivos, o
tras una HFM de un feto D positivo.

Como el antigeno D en el feto no esta plenamente desarrollado hasta los 30-40
dias de gestacion y la HFM no se produce antes de la sexta semana, tedricamente
la sensibilizacibn materna por hemorragia transplacentaria no puede producirse
antes de este periodo de gestacion. El riesgo de HFM es del 1-3 % en el primer
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trimestre, 43 % en el segundo y 64 % en el tercero, y en mas del 50 % de los
partos

El paso activo de la IgG es lento hasta la semana 24, y de aqui al final del
embarazo se incrementa exponencialmente hasta alcanzar en el momento del
parto niveles ligeramente superiores en el suero del recién nacido.

Papel de las subclases de IgG

La concentracidon de las cuatro subclases de IgG es sensiblemente mayor en el
cordén que en el suero materno. La IgG1 cruza la placenta en fases tempranas de
la gestacién y hacia la semana 20 es detectable en el suero del cordén en igual o
mayor cantidad que en el suero materno. La IgG3 no alcanza ese nivel hasta la
semana 28-32 y no se eleva mas en el resto del embarazo. El anti-D responsable
de la EHRN se produce solo como IgG1 y/o IgG3. Los casos anti-D IgG1 cursan
con anemia mas grave que la IgG3, quiza por una exposicidén mas prolongada del
feto a esta subclase. Sin embargo, IgG3 provoca un mayor incremento de
bilirrubina en el neonatog.

Hay pruebas de que la intensidad del estimulo antigénico y la modalidad de la
aloinmunizacién condicionan la produccién de subclases de IgG. La mayoria de
los casos presenta mas de una subclase de IgG, pero son predominantes las IgG1
y las 1gG3.

Las 1gG2 y las 1gG4 sensibilizan a los hematies fetales, pero no disminuyen su
vida media debido a la poca o ninguna union a los receptores Fc de los
macrofagos y a la no activacién del sistema del complemento.

La IgG1 pasa a la circulacién fetal a las 26 semanas de gestacion. Por sus
caracteristicas produce una anemia mas intensa y de forma precoz, aunque in
vitro sea menos hemolitica que la 1gG3.

La 1gG3 pasa a la circulacion fetal entre las 28 y las 32 semanas de gestacion y
produce anemia de forma tardia e hiperbilirrubinemia en el recién nacido.

La capacidad de la IgG3 de unirse a los receptores Fc de los macrofagos es
mayor que la de los anticuerpos IgG1. En experimentos in vitro se ha comprobado
que la IgG3 es mas potente y letal que la IgG1;2, probablemente se deba a que el
aclaramiento de células Rh positivas es causado por menos moléculas de 1gG3
anti-D que de IgG1 anti-D.9,20,21 La EHPN causada por IgG3 sola se observa
con menor frecuencia, y los titulos de anticuerpos anti-D son mas bajos y el
cuadro clinico moderado, caracterizado por anemia tardia e hiperbilirrubinemia en
el recién nacido. La combinacién de estas 2 subclases produce una enfermedad
hemolitica perinatal mas severa.

Mecanismos de destruccion de hematies

Los mecanismos finales de destruccion inmune de hematies son los mismos en
caso de autoanticuerpos (anemia hemolitica autoinmune), aloanticuerpos contra
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hematies transfundidos (reaccion hemolitica transfusional), o aloanticuerpos
maternos contra hematies fetales. Los hematies que tienen los anticuerpos unidos
a los determinantes antigénicos de la membrana son reconocidos por los
macrofagos a través de receptores especificos para la fraccion Fc de la IgG. La
subclase IgG3 es captada con mayor avidez por parte de este receptor. Ademas,
la patogenicidad de los anticuerpos depende de otros factores:

e Eficiencia en el paso transplacentario de anticuerpos.
e Madurez funcional del bazo fetal.
e Presencia de anticuerpos bloqueantes relacionados con HLA.

La hemodlisis in vivo comienza con la opsonizacion de los hematies por los
anticuerpos. Posteriormente, son reconocidos y eliminados de la circulacion por
los macréfagos en el bazo y en menor grado en el higado. Los hematies también
pueden perder parte de su membrana por la accion de los macrofagos, volviendo
a la circulacion como esferocitos para después ser atrapados en el bazo,
acortandose su vida media. Ademas de la fagocitosis mediada por receptor Fc, se
cree actualmente que la citotoxicidad celular anticuerpo dependiente, puede
también contribuir al dafo celular durante la fase de intimo contacto con los
macrofagos del bazo.

Rasgos clinicos de la EHRN

La EHRN se inicia durante la vida intrauterina por la hemdalisis de los hematies
fetales recubiertos de anticuerpos. La anemia resultante conlleva una disminucion
de la capacidad de transporte de oxigeno y como mecanismo de compensacion
una hiperplasia intramedular de la serie roja y liberacion a sangre periférica de
formas inmaduras (erythroblastosisfetalis).

Cuando la capacidad de compensacion de la médula es superada, aparece la
hematopoyesis extramedular en higado y bazo, lo que origina distorsion de la
circulacién portal, hipertension portal y ascitis. La hipoalbuminemia causada por la
disminucion de la sintesis de albumina en el higado da lugar a una disminucion en
la presidn oncodtica con la aparicion de edema generalizado, ascitis, e incluso
derrame pleural y pericardico (hydropsfetalis).

Otras manifestaciones son cardiomegalia, hemorragia pulmonar, etc.

La bilirrubina generada por la hemdlisis es eliminada en el feto a través de la
placenta. Sin embargo, si en el neonato se supera la capacidad de aclaramiento,
presentara ictericia intensa y signos de afectacion
neurologica (icterusgravisneonatorum).

El nivel de hemoglobina y el recuento de hematies del cordon, que estan
frecuentemente disminuidos, no siempre se correlacionan con la gravedad. En la
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extension de sangre periférica, los hematies presentan macrocitosis, anisocitosis y
poiquilocitosis. Los reticulocitos pueden representar el 30-40 % de la serie roja en
RN no tratados, pudiendo ser bajos en aquellos con transfusioén intrauterina (TIU).
Son frecuentes los eritroblastos circulantes. Los esferocitos se ven sobre todo en
casos de enfermedad por incompatibilidad ABO o en ciertos trastornos de la
membrana del hematie.

La amenaza mas grave de la hiperbilirrubinemia del neonato es el dafno cerebral,
conocido como kernicterus. La bilirrubina no conjugada es particularmente toxica
para el tejido cerebral en que se deposita, especialmente en los ganglios basales,
el talamo, el cerebelo, la sustancia gris y la espina dorsal. EI mecanismo por el
que la bilirrubina libre pasa al cerebro en el RN no esta del todo aclarado, pero el
nivel de albumina sérica, pH sanguineo y la hipoxia parecen ser factores
decisivos.

El nivel de bilirrubina necesario para producir kernicterus no es conocido, pero
raramente se produce dafio cerebral si la bilirrubina es menor de 20 mg/dl. Este
umbral parece ser inferior en RN prematuros.

Existen diferentes grados de afectacion. Un 45-50 % de los casos padece una
enfermedad tan leve que no requiere tratamiento; un 25-30 %, aunque no
desarrollan hydrops , padece una anemia moderada y pueden desarrollar intensa
ictericia con el consiguiente riesgo de kernicterus; un 20-25 %
desarrolla hydropsfetalis , 10-12 % antes de la 34 semanas de gestacion y 10-13
% tras la semana 34. Por ello es preciso detectar precozmente y tratar a estos
fetos que de otra manera tendrian alta mortalidad o probabilidad de dafo cerebral
irreparable.

Prevencién de la isoinmunizaciéon Rh

A pesar de los avances en la monitorizacién y tratamiento ante y posnatal, el
mayor logro histérico en la EHRN ha sido su prevencion, disminuyendo con su
aplicacion la mortalidad de 18,4 a 1,3/100.000 nacidos vivos (1977-1992). Sin
embargo este sistema de prevencion es imperfecto. A diferencia de las vacunas
habituales, en esta enfermedad lo que se previene es la inmunizacion, lo que
obliga a administrar Rh IgG en dosis adecuadas cada vez que exista una
exposicion al antigeno.

Mecanismo de accién

El mecanismo exacto de accidon de la IG Rh-D es desconocido aun en la
actualidad. Tres teorias se han propuesto:

1. Desviacion antigénica

Existen algunas evidencias que apoyan esta teoria:
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a) Disminucion de la frecuencia de inmunizacion en los casos de incompatibilidad
ABO, posiblemente por la rapida retirada de las células incompatibles por el SMF
del higado.

b) El efecto supresor de anticuerpos IgG no es an-tigeno-especifico. En
inyecciones a voluntarios D—, K- con células D+, K+ y anti-K se observo la
inhibicion de la respuesta a ambos antigenos.

c¢) Las células D positivas recubiertas de IgG Rh-D son eficazmente eliminadas de
la circulacion, posiblemente por los macrofagos del bazo, que tienen una elevada
expresion de FcR, antes de que sean reconocidas por las células presentadoras
de antigeno.

2. Inhibicién competitiva por bloqueo antigénico

Este mecanismo dificilmente explica la inmunosupresion mediada por anticuerpo
de la IGRh ya que menos del 20 % del antigeno presente se une a la IGRh.

3 Inhibicién central

Constituiria una teoria posible ya que el aumento de la concentracion de
complejos antigeno-anticuerpo en el bazo y los ganglios linfaticos podria suprimir
la respuesta inmune primaria bloqueando la expansion clonal de los linfocitos B
especificos mediada por linfocitos T helper. La respuesta inmune mediada por los
linfocitos B de memoria no es, sin embargo, inhibida por la IGRh, por lo que es
importante la identificacion de las madres Rh-D negativas antes de que la
respuesta inmune haya ocurrido. Por otra parte, la eficacia de la profilaxis
antenatal se justifica porque es posible que a medida que el antigeno D es
procesado, moléculas libres de anti-D (de la IGRh) compitan eficazmente por el
antigeno, previniendo su union con los receptores de los mondmeros de IgM de
los linfocitos B.

Dosis e indicaciones

La dosis 6ptima, el momento de administracion y las indicaciones han sido objeto
de estudio por los distintos grupos de Norteamérica, Reino Unido y Canada hasta
la realizacion de documentos de consenso y guias de administracién, cuya
rigurosa aplicacién permitiria la erradicacion casi total de la EHRN. Un principio
general es que 20g (100 U) de anti-D protegen frente a 1 ml de hematies Rh-D
positivos

La administracion de IGRh a mujeres D negativas no inmunizadas previamente, en
las 72 h tras cada alumbramiento de un RN-D positivo, previene la inmunizacién
en la mayoria de los casos. Sin embargo, un 1,8 % de las mujeres con riesgo
desarrollan anti-D, y de éstas, el 92 % lo hacen a partir de la 28 semana de
gestacion. La adicion de una dosis de 300 g en esta semana de gestacion
disminuye la sensibilizacion al 0,12 %. La dosis de 300 g post-parto protege frente
a la exposicion de 15 ml de hematies D positivos; del 0,24 % de las mujeres que
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tienen una hemorragia superior a esta cantidad en el parto sélo el 30 % quedaran
sensibilizadas, por lo que el fallo con esta dosis ocurrira en el 0,08 %.

En EE.UU. todas la mujeres D negativas reciben 300 g (1.500 U) de anti-D entre la
28 y la 35 semana de gestacion en todos los embarazos. Si el neonato es D
positivo, esta dosis se repite tras el parto. En la mayoria de los paises Europeos
se administra una dosis inferior, 200-250 g (1.000-1.500 U) a la 28 semana y se
repite a la 34 semana. Esta dosis se reduce aun mas en el Reino Unido donde
consideran que 100 g a la 28 y 34 semanas confieren la misma proteccién.
Tedricamente, las dosis divididas tienen la ventaja de mantener un nivel elevado
de IGRh a lo largo del tercer trimestre. Sin embargo, y en la practica diaria,
suponen un riesgo por falta de cumplimiento al precisar una mayor adherencia por
parte de las embarazadas

Esta justificada la profilaxis IGRh en todos los casos de D parcial o débil, o
débil-parcial.

Proteccion en situaciones de hemorragia fetomaterna

En EE.UU. se utilizan habitualmente dosis de 300 g (1.500 U). En el Reino Unido
la dosis depende del momento de la gestacidn en que se produce la HFM; asi, se
administran 50 g (250 U) si ocurre antes de la 20 semana de gestacién y 100 g
(500 U) si ocurre a partir de entonces. Esta dosis estandar es suficiente
prevencion para hemorragias menores de 4 ml de hemat&iacute; es fetales
incrementandose la dosis (125 U/ml de hematies) en el caso de hemorragias de
mayor volumen. La Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB)
recomienda la cuantificacion sistematica de la HFM para ajustar la dosis. La
Asociacion Americana de Obstetricia y Ginecologia (ACOG) recomienda la
cuantificacion sélo en los casos de gestacién multiple, abruptioplacentae, placenta
previa y extraccion manual de la placenta. Si se sospecha HFM intermitente es
importante repetir la dosis a intervalos de 6 semanas ya que niveles bajos de IGRh
pueden paraddjicamente incrementar la respuesta inmune en la presencia de un
estimulo antigénico.

La cuantificacién de la hemorragia se recomienda hacerla por la técnica de elucién
acida de Kleihauer o equivalente, técnica de rosetas o por citometria de flujo.

La administracion rigurosa en tiempo y dosis de la inmunoprofilaxis anti-D debe
ser una prioridad, ya que fallos de administracién constituyen aun hoy en dia una
importante causa de inmunizacion Rh.

Seguimiento en aloinmunizaciéon materna

El objetivo del seguimiento antenatal es identificar a los fetos gravemente
afectados (déficit de Hb> 7 g/dl de lo esperado para semanas de gestacion),
corregir su anemia y determinar el momento 6ptimo del parto.

La evaluacion y manejo de las pacientes obstétricas con inmunizacion han sido
ampliamente estudiados con un consenso bastante general en el tratamiento. Sin
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embargo, aun existe controversia en el seguimiento respecto a las técnicas
invasivas y al momento de su aplicacién.

La informacién sobre el estado del feto se obtiene mediante la historia obstétrica,
la identificacion y cuantificacion del anticuerpo, los ensayos funcionales,
ultrasonidos, eco-Doppler de la arteria cerebral media, estudio del fenotipo fetal
mediante analisis del ADN, amniocentesis estudiando la DO450 del liquido
amniodtico y analisis de sangre fetal para estudio de la anemia. La combinacién de
estos métodos invasivos y no invasivos nos permiten ser predictivos en
aproximadamente el 95 % de los casos.

Una vez confirmado el diagnéstico de EHPN es necesario analizar la dinamica del
proceso hemolitico, para asegurar el buen desarrollo del feto y su viabilidad.

La evolucion de la gravedad de la EHPN debe basarse en la suma de los datos
siguientes: Historia obstétrica y hemoterapéutica:

La EHPN tiende a manifestarse siempre como una de las formas clinica,
ictero-anémica o hidrépica, que se agrava o no en las gestaciones siguientes. La
presencia de un feto o recién nacido hidrépico en la historia de la gestante es un
dato importante.

En cuanto a la historia hemoterapéutica se debe recordar que la transfusion de
sangre incompatible produce una aloinmunizacion intensa.

Caracteristicas del anticuerpo

La mayoria de las formas graves estan causadas por anticuerpos anti-D, aunque
otros sistemas son capaces de producir la EHPN (Acs anti-c, -K, -S, -s, -PP,P¥).

La titulacion del anticuerpo es valida s6lo en la primera gestaciéon donde aparece
el anticuerpo. En embarazadas inmunizadas posteriores, si el titulo de anticuerpos
es elevado desde el comienzo, este puede aumentar mas aun, disminuir o
permanecer inalterado.

Por esta razon, en las pacientes previamente inmunizadas, los titulos seriados de
anticuerpos no son un método confiable para evaluar el estado del feto. En estos
casos debe evaluarse el liquido amnidtico. Pero es en muchos casos el unico
método disponible.

La cuantificacion del anticuerpo presenta mas correlacion con la severidad que el
titulo; si es < 4-5 Ul/mL, el recién nacido tendra Hb superior a 100 g/L, la bilirrubina
menor de 85 umol/L y solamente el 4 % de ellos requieren exanguinotransfusion
(ET). Si es > de 4-5 Ul/mL, el 75 % de ellos necesitaran una ET y tendran una Hb
inferior a 100 g/L.
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Estudio del liquido amniético

Un buen indice de la hemodlisis intrauterina y de bienestar fetal es el nivel de
pigmento biliar en el liquido amnidtico obtenido por amniocentesis.El método de
espectrofotometria, propuesto por Liley, permite determinar la concentracion de
bilirrubina en el liquido amnidtico, y por consiguiente, predice la severidad de la
enfermedad sobre la base de la variacion de la densidad optica a 450 nm (DO,sp).

El trabajo original de Liley era sobre fetos de mas de 27 6 28 semanas de
gestacion y no debe ser extrapolado hacia atras. También pueden estudiarse otras
variables fetales como la relacion entre lecitina/esfingomielina para medir la
madurez pulmonar, de gran importancia para decidir el momento del nacimiento.

Ultrasonografia

Es un método no invasivo de inestimable valor, porque permite evaluar la funcién
cardiaca y el tamafno del area cardiaca, hepatica, esplénica, de la placenta y el
volumen de liquido amnidtico, que se incrementa con la hematopoyesis
extramedular y la anemia progresiva. La técnica puede indicar la presencia
de hidrops fetal.

El ultrasonido ha reducido al 20 % el riesgo de traumatismo placentario cuando se
efectua la amniocentesis, pues permite un perfil del sitio de implantacion, de suma

importancia si la ubicacién de la placenta es anterior.

Extracciéon percutanea de sangre de cordén

Permite establecer un diagndstico de seguridad y gravedad, pues evalua
directamente variables hematoldgicas y bioquimicas del feto. Muchas veces se
contamina con sangre materna o fluido amnidtico; para diferenciar la sangre
materna de la fetal se utilizan marcadores tales como el tamafio de los eritrocitos,
la presencia de Hb fetal y la expresion de antigenos.

Toma de muestras de vellosidades coridnicas

Se realiza bajo ultrasonografia. Puede obtenerse una muestra de vellosidades
corionicas a las 8-9 semanas de gestacion; al romper las vellosidades se obtienen
glébulos rojos fetales y se puede efectuar la tipificacién antigénica. La toma de
muestra puede efectuarse por via transabdominal o transcervical, bajo
ultrasonografia.

Esta prueba presenta riesgo de HFM, con pérdidas fetales en el 0,8 %, y aumento
del titulo de anticuerpos, por lo que debe indicarse profilaxis con gammaglobulina
anti-D, si la mujer no estd aloinmunizada. La indicacion de esta prueba esta
reservada para mujeres con pareja heterocigota para el antigeno problema,
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severamente inmunizadas, con antecedentes de EHPN severa y muerte
intrauterina.

Estado del Arte
Pruebas de Biologia Molecular

En los ultimos anos la utilizacidon de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
para determinar el Rh fetal permitié amplificar selectivamente secuencias de ADN
o ARN, produciendo grandes cantidades de ADN de longitud y secuencias
definidas a partir de pequefias cantidades de un complejo templado,; 3g39

Bennet, Arce, Rossitery otros estudiaron células fetales de liquido amnidtico y
determinaron el Rh del feto. La determinaciéon del antigeno D con métodos
moleculares puede realizarse en vellosidades coridnicas o en liquido amnidtico.
Hay reportes (Le Van Kimy otros, 1993) de intentos de desarrollar la tipificacion D
por analisis del DNA de células fetales de la sangre periférica de madres Rh
negativas, pero este sistema no esta aun disponible como método de rutina. Esta
técnica no invasiva podria convertirse en el método de eleccion para la tipificacion
del Rh fetal cuando se desarrollen mejores métodos de enriquecimiento de células
fetales.

Prueba de respuesta a la oxitocina (PRO) y determinacion de los valores de estriol
materno: Pueden ser utiles. Aunque los niveles de estriol materno elevados
indican la suficiencia de las vias metabdlicas dependientes de una unidad
fetoplacentariafuncionante, los valores en si no son buenos indicadores de la
severidad de la EHPN.

Estudios de inmunidad celular

Los ensayos funcionales que miden la interaccion entre eritrocitos sensibilizados y
las células mononucleares humanas parecen ser utiles en predecir la evolucién de
la enfermedad hemolitica. Los mas ampliamente conocidos son:

e Prueba de monocapa de monocitos (MM).
e Prueba de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

La prueba de MM se demostr6 que predice la significacion clinica de los
anticuerpos en casos potenciales de enfermedad hemolitica. Serviria como
prueba in vitro de la afinidad del anticuerpo materno por los eritrocitos fetales.
Cuando la reactividad de esta prueba es mayor o igual al 20 %, se asocia con
EHPN que requiere transfusion.

La prueba de ADCC puede arrojar falsos positivos, cuando existen en la madre
anticuerpos bloqueadores para el receptor Fc presentes en segundos embarazos
y siguientes. Los glébulos rojos sensibilizados in vivo con IgG se adhieren a los
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fagocitos mononucleares por medio de receptores Fc. La interaccién entre el
receptor y la célula blanco viene determinada por la subclase de IgG. Sdlo las
IgG1 e IgG3 son capaces de permitir la adhesion del glébulo rojo a la célula
efectora y de estos las IgG3 tienen la mayor actividad de adherencia. Las
subclases 1gG2 e IgG4 no lo hacen o es muy escasa. Se ha observado que la
prueba de MM tiene similar utilidad que la prueba de ADCC; actualmente un gran
numero de investigadores le confieren mayor credibilidad a la prueba de MM

Pruebas de titulacion mediante la dilucién del suero antiglobulinico IgG1 e
IgG3

El uso de pruebas de titulacion y de antiglobulina directa, mediante el revelado de
IgG1 / IgG3 en diluciones permite la diferenciacion entre bajo y alto riesgo de
hemdlisis. Una reaccion positiva con la primera dilucion tiene una sensibilidad de
aproximadamente 1000 IgG1 y 125 moléculas anti-IgG3 / células respectivamente.
Una reaccion positiva con la segunda dilucién indica una alta concentracién de
anti-lgG1 y / o anticuerpos 1gG3.g 41, 42, 43, 44, 45, 46-

Disefio metodoloégico

La presente investigacion no experimental, se inscribe en un tipo de estudio
transseccional correlacional con enfoque cuantitativo (HernandezSampieri 2004),
analizando las causales efectoras en la relacion de diferentes procesos participes
de la semicuantificacion idiotipica implicadas en la prediccién de eritropenias
fetales-neonatal de origen inmune en un grupo de pacientes gestantes
aloinmunizadas que asistieron al Servicio de Medicina Transfusional de una
Maternidad de Vicente Lépez durante el periodo Octubre 2015 - Julio 2016 en
forma ambulatoria. El presente estudio analiza los datos aportados por la primera
cohorte (Octubre 2015-Abril 2016). Aportando valor explicativo,; a la construccién
de una hipotesis de relacion sobre las variables de origen de los sesgos
procedimentales en la practica de titulacién de anticuerpos.

Poblacién y muestra

La poblacion bajo andlisis corresponde a todas las gestantes que ingresan de
manera ambulatoria desde la cuarta semana de embriogénesis hasta la etapa
preparto en la unidad de observacion del Servicio de Obstetricia de una
Maternidad de Vicente Lopez en el periodo Octubre 2015 - Julio 2016; en tanto
que la Unidad de Observaciéon corresponde solo a aquellas gestantes sin historia
de transfusiones con eritrocitos o plaquetas, que durante el transcurso de la
gestacion desarrollen anticuerpos no idiotipo heterofilo, solo de naturaleza IgG,
caracterizado como implicado en eritropenias fetal-neonatal.

Criterios de seleccion para la poblacién muestral
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Criterios de exclusién

Pacientes con multiples aloanticuerpos, aquellas que se encuentren en programa
de profilaxis anti-D antenatal o hayan desarrollado anticuerpos de naturaleza
autoinmune

Criterio temporo-espacial
Gestantes donde no sea posible la evaluacion de al menos dos muestras
consecutivas en el proceso de evaluacion.

Criterio de eliminacion

Gestantes que, incluidas en la evaluacion por cumplir con los anteriores criterios
de aceptacion, desarrollen mas de un idiotipo, rasgos seroldgicos de
autoinmunidad o reciban profilaxis anti-D antenatal durante el periodo de
evaluacion u otros estimulos inmunologicos como transfusiones de eritrocitos o
plaquetas.

Tabla I- Criterios para la conformacion de la poblacién bajo estudio

Criterios

Inclusion Exclusion Temporo-espaciales Eliminacion

Gestante adulta Aborto Primer ejemplar 12-14

., Transfusiones
semanas de gestacion

Cronobiologia tres
ejemplares consecutivos
periodos 28-30 dias.

Desarrollo de
Autoanticuerpos

Deteccion de anticuerpos | Heterofilia
positiva Idiotipica

Identificacion de idiotipo Heterofilia

unico implicado en EHRN | Isotipica Reciban profilaxis anti-D

Perdida de variables de

Firma de consentimiento . .
inclusion

Muestreo
Para la seleccion de las pacientes de la Primer cohorte Octubre 2015-Abril 2016
plausibles de participar en la unidad de analisis, se introduce un instrumento de

seleccién muestral no probabilistico, dirigido por la siguiente secuencia de eventos
(Categorias del | al VII)

Categorias
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Gestante adulta (I) de al menos cuatro semanas o mas de embriogénesis (II) con
prueba de deteccion de anticuerpos positiva cursando las 14 a17 semanas de
gestacion (Ill), con pruebas de identificacion de idiotipo unico (IV), de isotipolgG
exclusivo (V), implicado en eritropenias fetal-neonatal que (VI), que asiste al
menos a tres eventos de extraccion de espécimen sérico en el periodo de
evaluacion (VII) y no recibe otros estimulos antigénicos (VIII).

Métodos de recoleccion de informacion empirica

Se establece como instrumento para la recoleccion de los datos que orienten la
decision de incorporacion de la paciente a la evaluacién, las entrevistas médicas,
se encuentran en el ANEXO | del presente trabajo, conteniendo las atribuciones
que establecen las categorias senaladas (I al VIIl) dentro del periodo de
evaluacion.

Instructivo para la recoleccién de datos

La entrevista médica

El lugar y las circunstancias donde se desarrollara la entrevista médica es el
sector de acceso de pacientes ambulatorios de una Maternidad de Vicente Lopez
— Hemoterapia luego de validar las variables: privacidad, silencio e iluminacion.

Recomendaciones: No seran aceptadas entrevistas del tipo “consultas de pasillo”.
Se debe programar un tiempo razonable para atender bien a cada paciente. La
citacion de los enfermos debe estar debidamente planificada.

Cuidado: Se deben respetar las medidas de aislamiento bacteriolégico. Los
pacientes estan incluidos en riesgo de padecimiento potencial de infecciones, que
también de ser enfermos, se puede transmitir al operador de la entrevista (ej.:
tuberculosis pulmonar, meningitis meningocécica, SIDA, etc.) durante la entrevista.
Precauciones: lavarse las manos, usar mascarillas, delantal, vacunarse Hepatitis
Viral B. El lavado de manos entre cada paciente es muy importante para evitar
transmitir infecciones.

Notificacion a las participantes - Consentimiento informado,g

Estamos invitando a todas las embarazadas adultas, dentro de las 12-14 semanas
de gestacion que son atendidos en un Maternidad de Vicente Lopez, para
participar en la investigacion sobre protocolos de laboratorios estandares que
creemos mejoraran la calidad de nuestras practicas.

Trabajaremos con los datos de tres entrevistas (cada 28-30 dias), una serie de
preguntas sobre su embarazo y algunos antecedentes de su salud. En cada
ocasion le extraeremos una muestra de sangre, las muestras de sangre son del
tamarno de una cucharada de sopa. Al participar en esta investigacion es posible
que experimente molestias como el que le preguntes varias veces lo mismo
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sanguinea o pincharle las venas y el posterior desarrollo de un pequefio

hematoma.

Su participaciéon esta indicada por el médico tratante, pero usted puede elegir
participar o no hacerlo, igual recibiran todos los servicios que generalmente recibe
participe o no. Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria.
Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar de participar aun cuando haya
aceptado antes
Si esta de acuerdo firma este consentimiento.

Tabla Il Hoja de recoleccion de datos

MATERNIDAD DE VICENTE LOPEZ - INMUNOHEMATOLOGIA

Protocolo Vigente 12.01.2014

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Tache lo que no corresponde — Complete los datos vacios

ID Margarita Benites
FN Edad Raza FUM FPP
35 A | C | AF
Hijos 1 213 4 | 5|6 | Abortos 1 2 3 No sabe
Transfusiones Sl No No sabe | GR PQ PF No sabe

Detalles: No conoce si ha recibido transfusiones en una cirugia laparoscépica de vesicula hace dos

afios
Pruebas Inmunohematolégicas
ABO: RhD: Lote: Fenotipo:
Fecha:
DAI LOTE PANEL 2020u3 Negativo | Positivo
20.05.2014
, y g g
AGHD Lote: Negativo Positivo G C3ad A IgM
Pruebas de identificacion anticuerpos positiva
Patente:
e Primer Titulacion Fecha:
ID F Muestra T PF SS Valida
Sl NO
Nuevo panel identificador anticuerpo Fecha:
Conserva ) .
. Negativo Nueva especificidad:
especificidad
e Segunda Titulacién
ID F Muestra T PF SS Valida
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ID2- SI NO

e Tercer Titulacion

Nuevo panel identificador anticuerpo Fecha:
Conserva i
o Negativo Nueva especificidad:
especificidad
ID F Muestra T PF SS Valida
ID3- Sl NO

FN: Fecha nacimiento. F.U.M.: Fecha ultima menstruacion. F.P.P.: Fecha probable de parto. T: titulo. PF: Punto Final. SS: Sumatoria
del Score. AGH: Prueba Directa antiglobulina. DAI: Deteccidon Anticuerpos Irregulares

Figura | - Ejemplo Hoja de recoleccion de datos completa
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MATERNIDAD SANTA ROS5A DE VICENTE LOPEZ - INMUNOHEMATOLOGIA

Fmaocolo wigenhe 120712014

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Tache lo que no corresponde — Complete los datos vacios

ID9E070-14 Margarita Benites
FN Edad Raza FUM FPP
12-04-1975 35 = | e 12-03-2014 17-12-2015
Hijos 1 3 et [ ADOM0S | sl————— ] 0 e
Transfusiones e Mo B et (T e = S N =T T R~ N V1, -y

Detalles: Mo conoce si ha recibido transfusiones en una cirugia laparoscopica devesicula hace dos

anos
Pruebas Inmunohematologicas
ABD: A RhD: (o) Lote: x8756 | Fenotipo: ce
Cral Fecha: 20.05.2014 | LOTE PAMEL 202003 slbagadiveas [ Positivo
AGHD Lote: 878457 Megativo Bowittrr—T100, | L Ml (Lt
Pruebas de identificacion anticuerpos positiva
Patente: Anti-D (lgG)
*  Primer Titulacién Fecha:
In] F Muestra T PF 25 Walida
ID1-028987T6 22-05-2014 32 32 21 T =
Muevo panel identificador anticuerpo Fecha:
Conserva especificidad Megativa Mueva especificidad:
»  Segunda Titulacion
0 F Muestra T FF 35 Walida
IO2- 3l MO
»  Tercer Titulacién
Nuevo panel identificador anticuerpo Fecha:
Conserva especificidad Megativao Mueva especificidad:
In] F lMuestra T PF 25 Walida
O3- Sl MO

Fii: Fadha nadmiamia. F.UM. Fadha uilima mansimaciin. F.PP: Fadha probania da pana. T: thula. PF: Puma Final. 55 Sumaioda
g Soora. AH:D Prusha Direcls amiglobulina. DAL Dofeccidn Antiouanpoes Irraguianss
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Estratificacion

Primer Cohorte distribuido en tres grupos por fechas de extraccion de muestras
Proceso de inclusién y exclusion de ejemplares

Sobre un total de 287 pacientes evaluadas, segun Criterio |, quedaron incluidos
veinticuatro (24) ejemplares en la primer etapa (8,36%) y luego de que la pesquisa

de anticuerpos irregulares resultara positiva, segun indica el criterio Il.

Un ejemplar (1) fue excluido por desarrollar mas de un anticuerpo en la segunda
etapa (ID1075) aplicando el criterio Il

Un ejemplar (1) excluido por poseer concomitantemente isoforma IgM (ID1000)
aplicando el Criterio V en la segunda etapa.

En la tercer etapa por incumplimiento del criterio VII tuvieron que ser excluidos
cuatro (4) ejemplares de muestra (ID1041, 1D1004, 1D1002, ID1124) y un (1)
ejemplar excluido ID1170 por criterio VIII - (Ver ANEXO II) -

Resultando como sustrato de analisis 17 pacientes (5,9 %) incluidos con tres
ejemplares cada uno (51 muestras).

La recoleccidn de muestras de otros estratos continué hasta Julio 2016, los datos
aun se encuentran en revision.

Los datos recolectados se ilustran en
Tabla | — Datos de los ejemplares, criterios de inclusion y eliminacion

Tabla VI, VIl y VIIl — Resultados comparados de Titulo, Sumatoria de Score y
Puntaje Final

Variables
Mediciones

Para la estandarizacion, se estudiaron los resultados de las variables asociadas a
la potencia de reaccion de los anticuerpos demostradas in vitro, éstas vinculadas
con la biogénesis y la concentracion en idénticos volumenes de suero son:
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1) Titulo
2) Sumatoria del Score de Reaccion
3) Puntaje final del Titulo

Las mediciones se obtienen a partir de la lectura macroscoépica, sobre aglutinaciéon
en tubo, a tras luz en un aglutinoscopio, el reactivo revelador conteniendo IgG
(humana) + C3d Mo109-b (Monoclonal) Marca BioRad (EUA) Lote: 1123-9. El
suero antiglobulina poliespecifico humano (SAGPH) actia inmovilizando las
inmunoglobulinas ligadas a los antigenos tras la etapa de incubacion. Los
resultados negativos se validan mediante el agregado de células sensibilizadas
con anti-D humano, siendo en todos los casos el resultado esperado (reactivo).

El ejemplar de suero se enfrenta a un volumen medio de eritrocitos reactivo de
fenotipo conocido -blanco para el idiotipo analizado- sometiéndose por el término
de 30 minutos a incubacién humeda de 37°C. La prueba se lee tras una
centrifugacion a 1000 rpm 30 segundos en medio SAGPH.

1) El titulo, consiste en indicar la ultima dilucion donde se produjo aglutinacién de
potencia una cruz de reaccion, segun una tabla de potencias (1+)

2) La sumatoria del score de reaccion, consiste en sumar los puntajes obtenidos
en todas las reacciones a las que se sometieron las diferentes diluciones de
suero.

3) El puntaje final del titulo se calcula como la ultima dilucién que ha resultado
reactiva la prueba (w).

Tabla Ill - Valores incluidos en la tabla de potencia

Score Aspecto Puntaje
++++ | Un aglutinato completo fondo limpio 12

+++ Varios aglutinados grandes fondo limpio 8

++ Varios aglutinados medianos fondo limpio 5

+ Multiples aglutinados (fondo microaglutinados) 2

w Microaglutinados (fondo completo) 1 (débil)

H Hemolisis parcial Reactivo

CM Cualquier mezcla de los aspectos mencionados | Campo mixto
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En la escala ordinal, el 12 asume el mayor puntaje (corresponde a 4+) pero en el
caso de repetirse el valor tras diluciones seriadas, debera asumir el valor menor
de 11 hasta llegar a (3+) que tendra un puntaje de 10, 9, siendo el minimo 8. El
maximo para las (2+) de 7 y minimo de 5 puntos; el maximo de (1+) es de 4
puntos y el minimo de 2 puntos. W vale siempre 1 punto.

Celularidad

Se considera oferta estable de antigenos al empleo de la misma celularidad, es
decri proveniente de un unico donador, siendo de predileccion el genotipo que
posee la misma informacién a ambos lados del haplotipo Rh. Para ello se
conservan los sueros histéricos a -18°C y se emplean en pruebas en paralelo.

En este caso se emplearon los siguientes 7 (siete) donadores de perfil fenotipico
conocido BioRad Lote: xx.106.2234 en una diluciéon comercial al 2% en medio
estabilizado 7,4pH.

Tabla IV — Antigenos presentes en las células de prueba

ID Clc|E|l]e|D|[K|[k[N|[S]|s]|M]|IJsb|Jsa]|Fya| Fyb
100238 |+ |+ |O0|O |+ |O |+ |+ |O|+]|O [+ nt | + 0
212142 |0 |+ |+ |O |+ O |+ |+ |+ |+]|+ |+ 0 + +
189800 |+ |+ |+ |+ [+ |O [+ ]|+ [|+]|+]O |nt |nt |+ 0
101387 |+ |+ [+ |+ |+ |O|+|O |+ |+]|+ [nt [Nt |O +
987612 [O|+|O|+|O|+|[+]O|O|+ ]|+ |nt |nt |O +
E23447 |+ |0 |O |+ |+ |O |+ |+ [+ ]|+]|+ |nt |nt |O +
033778 0|+ |O|+|O|+|[+]|+|O|+]0 |nt |nt |+ +

(nt): No testeado; (0): negativo; (+): positivo.
Medio de dilucién del suero

Se empled suero inerte del tipo 001003 (AB), sin actividad iso-idiotipica confirmada
por doble determinacion de pesquisa de anticuerpos irregulares negativo en
pruebas en Gel Sephadex G100.
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Tabla V - Cronograma de actividades

Actividad

2015

2016

Meses

1. Solicitud de acceso a la
institucion

2. Diseino del cuestionario

3. Prueba piloto del instrumento

4. Ajuste del instrumento

5. Recoleccion de datos

6. Procesamiento de datos

7. Compulsa tedrica

8. Redaccion de informe final

9. Presentacion de la tesina

Resultados sobre los 17 ejemplares incluidos

Tabla VI Analisis de las variables sobre el Primer ejemplar de muestra

ID /Dilucién

1082(1133| 1175 |1075|1074(1157| 1037 | 1041 | 1097 | 1004 | 1002 |1080| 1056 1119 1124 1038 |1105| 1170 |1131| 1141 |1241| 1000 | 1024 |1058
2 x [ ax | xx X | x| x XXX XXX XXX XXX xx | ¢ | xxx XXXX XX X x XX X XXX X XXX XX x
4 x X X o x X XX XXX XXX XX X X XX XXXX XX X x x X XX o XX x x
8 a a w a X XX XX x X a X XXX x o a x w x X x w
16 o o w X X X w X XXX X o o X X w o
32 w [s] w w [s] w XX X w w o
64 o o w w XX o w [s]
128 o o X o
512 w
1024 w
2048 w
4096 o
Titulo 0,25|0,25| 0,25 | 0,5 | 0,25)|0,25| 0,125 | 0,0625 | 0,0625) 0,0625 | 0,125 0,25 0,0625 | 0,0078125 | 0,03125|0,25|0,25)0,125(0,25| 0,0625 | 0,5 | 0,0625 0,125 | 0,25
Puntaje Final 4 4 8 2 8 4 32 16 32 64 16 4 64 2048 32 4 4 8 8 64 2 32 16 8
Titulo Fraccion 4 4 4 2 4 4 8 16 16 16 8 4 16 128 32 4 4 8 4 16 2 16 8 4
Sumatoria Score | 5 7 8 2 10 5 17 26 27 24 12 7 20 56 21 5 5 10 6 20 2 19 11 6
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Tabla VII Analisis de las variables sobre el Segundo ejemplar de muestra

ID /Dilucién 1082(1133| 1175 | 1075|1074 (1157 1037 | 1041 | 1097 | 1004 | 1002 |1080| 1056 1119 1124 1038|1105 1170 |1131| 1141 |1241| 1000 | 1024 |1058
2 x| xx | xx xx | x| ®xxx | xxx XXX XXX xx | xx | xxx XXXX XX x x XX X XXX x Xx x
4 x X XX x X XXX AKX XXX XX X X XX XXXX XX x x x X XXX o x x
8 o | o X w | o XX XX XX x X w X XXX x o a x w Xx x w
16 w o X X X X w X XHX X W o X w o
32 w [s] W w [s] w XX X W w o
64 o o w w XX o w
128 o o X w
512 W w
1024 0
2048 0
4096 o
Titulo 0,25(0,25| 0,125 0,25 0,25 [ 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,125| 0,25| 0,0625 ) 0,0078125 | 0,03125| 0,25 0,25(0,125)| 0,25 | 0,0625 | 0,5 0,125]| 0,25
Puntaje Final 4 4 16 8 4 32 16 32 64 16 4 64 2048 32 4 4 32 8 512 2 16 8
Titulo Fraccion 4 4 8 4 4 16 16 16 16 8 4 16 128 32 4 4 8 4 16 2 3 4
Sumatoria Score | 5 9 14 10 5 23 26 27 24 13 8 20 56 21 5 5 12 6 2 11 6
Tabla VIII Analisis de las variables sobre el Tercer ejemplar de muestra
1D /Dilucién 1082(1133| 1175 [1075(1074(1157| 1037 | 1041 | 1097 | 1004 | 1002 (1080 1056 1119 1124 |1038(1105| 1170 [1131( 1141 |1241| 1000 | 1024 (1058
2 X | oxx | oxxx x| x| xxxx XXX Xx | Xxx XXXX x X x XXXX X XX X
4 X X XX X X XXX XXX X XX KXXX X X X XXX o X X
8 o | o x w | o XX XX w x XXX o | o w XX X w
16 w o X X w X XXX o X w o
32 w W w w XX X o
64 w W o w XX w
128 W o X w
512 w w w
1024 w w
2048 W
4096 o
Titulo 0,25(0,25| 0,125 0,25(0,25 | 0,0625 0,0625 0,25 [ 0,0625 | 0,0078125 0,25(0,25 0,25(0,03125 | 0,5 0,125)| 0,25
Puntaje Final 4 4 32 3 4 1024 32 4 64 2048 4 4 8 64 2 16 8
Titulo Fraccién 4 4 3 4 a4 16 16 4 16 128 4 4 4 32 2 8 a4
Sumatoria Score [ 5 9 10 5 27 9 20 56 5 5 6 32 2 11 6
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Tabla IX - Valorizacion de los resultados discrepantes

Casos Titulo Puntaje Final | Sumatoria
discrepantes de Score
1175 NO Corrimiento | Significativo

Corrimiento
1037 NO Corrimiento | Significativo
Corrimiento
1080 NO NO No
corrimiento | Corrimiento | significativo
1170 NO Corrimiento | No
corrimiento significativo
1141 NO Corrimiento | Significativo
Corrimiento

Analisis de los datos clinicos de casos discrepantes

1175 -Paciente en la semana 15 de gestacion (09/10/2015) conteniendo
exclusivo Anti-C de isotipolgG 1, cuya fecha probable de parto es (30/04/2016)

1037 -Paciente en la semana 16 de gestaciéon (30/10/2015) conteniendo
exclusivo Anti-D de isotipolgG1, 3. Cuya fecha probable de parto (24/04/2016)

1080 -Paciente en la semana 16 de gestacién (06/10/2015) conteniendo
exclusivo Anti-C de isotipolgG1, 3. Cuya fecha probable de parto(09/04/2016)

1170 - Paciente en la semana 15 de gestacion (06/11/2015) conteniendo
exclusivo Anti-D de isotipolgG1, 3. Cuya fecha probable de parto (18/04/2016)

idiotipo

idiotipo

idiotipo

idiotipo

1141 -Paciente en la semana 16de gestacién (13/11/2015) conteniendo idiotipo exclusivo

de isotipo Anti-E IgG1. Cuya fecha probable de parto (23/04/2016)
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Descripcion

1175

1037

1080

1170

1141

Existe una valoracion del corrimiento del Titulo entre primer y segundo ejemplar
historico, pero no se advierte esta modificacién respecto del tercer ejemplar, en
cambio si se modifica el Puntaje Final entre el primer y ultimo ejemplar de modo
significativo.

Existe una valoracion del corrimiento del Titulo entre primer y segundo ejemplar
histérico, pero no se advierte esta modificacion entre el segundo y el tercer
ejemplar a pesar de cambiar el Puntaje Final y la Sumatoria del Score entre esos
ejemplares.

Observamos cambios en la sumatoria de score sin cambios en el titulo.

Advertimos cambios en el Puntaje Final sin modificaciones en el titulo.

Se valora el corrimiento de la Sumatoria del Score producido en el primer y
segundo ejemplar sin cambios en el titulo.
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Conclusiones

Con la estandarizacién de las pruebas de titulacién y el agregado del analisis de
las dos variables bajo estudio: Puntuacion final del titulo y Sumatoria del score de
reaccion se consigue la obtencidn de resultados mas precisos, poniendo en
evidencia que la ponderacion exclusiva de la variable: Titulo, no alcanza para
predecir tempranamente la magnitud de desarrollo -monto o potencia- de algunos
ejemplares de anticuerpos (20%),no pudiendo establecerse con exactitud el riesgo
de enfermedad hemolitica del recién nacido.

La valoracion de los rasgos “sumatoria del escore y puntuacion final” en las
pruebas de titulacién configuran rasgos que junto al titulo, predicen la importancia
clinica de los anticuerpos implicados en la enfermedad hemolitica fetal-neonatal.
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