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INTRODUCCION

“Cuando yo trabajo en investigar y descubrir lo que la naturaleza encie-
rra no siento ni frio ni calor, ni hambre ni suefio”.
Prof. Dr. Roberto Caldeyro Barcia.

Los rapidos y profundos cambios cientificos tecnologicos en el area de la
salud, los cambios demograficos y epidemioldgicos, el aumento de las de-
mandas de la poblacion, la modificacion de los roles de los médicos en los
actuales sistemas asistenciales, entre otros cambios, hace imprescindible la
formacion continua de todos los integrantes del equipo de salud, en espe-
cial de los médicos. La educacion médica curricular de grado y postgrado,
no garantiza la competencia en forma indefinida. Considerando la respon-
sabilidad y los riesgos intrinsecos del trabajo médico, son necesarios meca-
nismos que aseguren al usuario la competencia de los profesionales y una
mejor calidad asistencial.

Esta publicacion, la Medicina Transfusional Perinatal, tiene como obje-
tivo primordial la docencia para estudiantes de grado, médicos de postgra-
do y para la tercera etapa, la mas larga del aprendizaje profesional, la edu-
cacion médica continua que se define como la educacion en el trabajo, por
el trabajo y para el trabajo en los servicios y cuya finalidad es mejorar la
salud de la poblacion sobretodo para médicos con multiempleos y alejados
de los centros docentes. Por ello, en esta obra se ha priorizado la discusion
tematica aplicada a la medicina clinica recopilando la mayor experiencia
nacional e internacional, seleccionando la abundante bibliografia y discu-
tiendo casos clinicos reales que ocurrieron tanto en instituciones publicas
como privadas de Montevideo o el interior del pais, no con fines criticos
a los profesionales que actuaron sino por su alto contenido docente. No
queremos con esta publicacion ensefar medicina sino aprender a razonar
en medicina para aplicar correctos diagndsticos clinicos y tratamientos ba-
sados en la fisiopatologia de la enfermedad con medicina basada en evi-
dencia. En este mecanismo de razonamiento no debemos saltear etapas
fundamentales como la historia clinica y el examen fisico herramientas
primordiales para el encare diagnostico. Solicitar la paraclinica para con-
firmar el diagnéstico clinico positivo o los posibles diagnosticos diferen-
ciales. Estamos observando en nuestra practica profesional y docente una
inversion en las prioridades diagnosticas donde se solicitan cada vez mas
estudios paraclinicos aun antes de realizar una correcta historia clinica o
tocar al paciente. Se etiquetan patologias a pacientes por los resultados de
estudios de laboratorio pero sin clinica no teniéndose en cuenta los erro-
res preanaliticos, analiticos o postanaliticos que pueden ocurrir. A su vez
cuando existe un diagndstico clinico bien establecido se solicita un trata-
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miento que no tiene justificacion fisiopatoldgica lo cual demuestra el des-
conocimiento de la patologia a tratar. Por ejemplo, hemos recibido varios
pedidos de administrar inmunoglobulina anti-D al recién nacido (RN) para
el tratamiento de la Enfermedad Hemolitica Perinatal (EHP) cuando este
tipo de inmunoglobulina se inyecta a la puérpera RhD negativa para evitar
la inmunizacién anti-D. La inmunoglobulina que se utiliza en el RN para
el tratamiento de la EHP es la polivalente de uso intravenoso. Por el con-
trario, ante la duda, se toman decisiones apresuradas en lugar de establecer
la consulta especializada. Por ejemplo cuando el RN tiene una prueba de
Coombs directa positiva no se indica la inmunoprofilaxis anti-D a pesar de
que esto no es contraindicacion para no hacerla. El médico debe aprender
a trabajar en un equipo multidisciplinario para el beneficio del paciente.
Se debe priorizar la consulta personalizada de manera que el médico tra-
tante presente la historia clinica al médico consultante y el objetivo de la
consulta. Actualmente se solicitan consultas sin datos clinicos, el médico
consultante debe revisar so6lo toda la historia clinica a veces con letra ile-
gible y contestar también por escrito, sin intercambio de ideas, lo que a su
juicio fue el motivo de consulta. Al dia siguiente probablemente el médico
tratante encuentre en la historia clinica una recomendacion diagndstica y/o
terapéutica para la cual el no solicit6 la consulta.

He tratado de introducir en esta obra mi modesta experiencia clinica desa-
rrollada durante 35 afios de trabajo en una Unidad de Perinatologia publica
y la experiencia docente, de investigacion y de extension universitaria en
la Catedra de Medicina Transfusional desde el afio 1978. Ademas hemos
tratado de aportar conceptos incorporados a través del amplio intercambio
cientifico logrado al integrar equipos de trabajo, a lo largo de todos es-
tos afios, con integrantes de las Catedras de Obstetricia y Ginecologia, los
Servicios de Neonatologia y del Centro Latinoamericano de Perinatologia
(CLAP). A su vez en los ultimos 13 afios hemos logrado una experiencia
clinica y cientifica importante que también tratamos de incorporar en esta
obra, al integrar el equipo multidisciplinario de transplante de células pro-
genitoras hematopoyéticas de la Asociacion Espafiola, tanto en pacientes
adultos como pediatricos y con mas de 400 procedimientos realizados.
Pero, como dijo John Lennon “la vida es eso que pasa mientras se hacen
planes” desde la Catedra de Medicina Transfusional estamos desarrollando
dos proyectos multidisciplinarios e interinstitucionales que estan directa-
mente vinculados con el desarrollo futuro de la Medicina Transfusional
Perinatal. En primer lugar, junto con el Departamento Basico de Medicina,
el Instituto de Donacién y Transplante (INDT) y a otros servicios clinicos
hemos presentado un proyecto para la creacion de una Unidad de Terapia
Celular en el Hospital de Clinicas con el objetivo de realizar medicina re-
generativa utilizando como fuente células madres adultas obtenidas de mé-
dula 6sea, sangre periférica o cordon umbilical. Dicho proyecto fue acepta-
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do para su desarrollo por la Comision Sectorial de Investigacion Cientifica
(CSIC) de la Universidad de la Republica y contamos con el asesoramiento
internacional del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona.

En segundo lugar, se ha presentado un proyecto entre la Catedra de Medici-
na Transfusional, el Servicio de Hemoterapia del Hospital Pereira Rossell y
el Instituto Pasteur de Montevideo para desarrollar una unidad de biologia
molecular para su aplicacion en inmunohematologia (determinacion del
antigeno D de células fetales en plasma materno) y en coagulopatias con-
génitas como la hemofilia el cual se encuentra en estudio por la Agencia
Nacional de Investigacion e Innovacion (ANII).

Pero como dijo Octavio Paz “una sociedad se define no sé6lo por su actitud
hacia el futuro sino ante el pasado, sus recuerdos no son menos revelado-
res que sus proyectos”. Por ello, hemos tratado de recopilar los avances y
esfuerzos mas importantes en el desarrollo de la Medicina Transfusional
Perinatal en el Uruguay, sobre todo para las nuevas generaciones que no
han vivido dichos acontecimientos de una manera directa.

No hemos encontrado a nivel nacional ni Latinoamericano una publicacion
en idioma espafiol que reuna a todas las disciplinas que intervienen en la
Medicina Transfusional Perinatal a pesar que nuestro pais ha sido uno de
los pioneros en el desarrollo de esta especialidad.

Dentro de las alteraciones de la hemostasis, nos referimos en esta publica-
cion, a los sindromes hemorragiparos tanto de la gestacion, parto y puerpe-
rio como a los que se producen en el periodo neonatal. Sin embargo, no nos
hemos detenido, de ex profeso, en desarrollar temas de trombosis como los
estadios trombofilicos, congénitos o adquiridos, que se pueden producir
por la gestacion o en el neonato dado que, estos son tratados en una recien-
te publicacidn editada por la Dra. Ana Maria Otero titulada “Hemostasis y
Trombosis” segunda edicion Latinoamericana 2006/2007, y que como dice
la editora, tiene muchos autores que pertenecen, en su mayoria, al Grupo
Latinoamericano de Hemostasis y Trombosis (GLAHT). Por tanto, no nos
pareci6 correcto duplicar esfuerzos y conocimientos que por otra parte es-
tan muy bien explicitados en los distintos capitulos de dicha publicaciéon y
que nos han servido de referencia bibliografica.

“Nunca dejes de leer, actualiza tus conocimientos y razonamientos,
camina junto al tiempo, no te detengas.”
Prof. Dr. Jorge Decaro
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CAPITULO 1 - MEDICINA TRANSFUSIONAL PERINATAL

La medicina perinatal o del binomio materno-fetal se ocupa, por defini-
cion, de lo que se encuentra “alrededor del nacimiento”, es decir, embara-
70, parto, puerperio y lactancia.

En nuestro pais y en América Latina hubieron dos pioneros de la medicina
perinatal: el Prof Dr. Roberto Caldeyro Barcia y el Prof Dr. Hermdgenes
Alvarez quienes en 1947 comenzaron a medir la presion intruterina lo cual
trajo como consecuencia el desarrollo del monitoreo fetal electronico y
avances en la fisiologia del trabajo de parto (1). Este método, original en el
mundo, les permitid analizar y definir en forma cuantitativa la exacta con-
tractilidad uterina durante el embarazo y el parto, la intensidad y frecuen-
cia de las contracciones, el tono y la actividad uterina. Esta ultima se mide
en “unidades Montevideo”. El empleo de este método se fue extendiendo y
actualmente se emplea en todo el mundo.

En 1958 el Profesor Caldeyro Barcia presentd y publico en el III Congreso
Latinoamericano de Obstetricia y Ginecologia, realizado en México, un
trabajo titulado “Estudio de la hipoxia fetal mediante el registro continuo
de la frecuencia cardiaca fetal”. Este método, también original, demostro
ser de gran utilidad para diagnosticar precozmente la asfixia fetal durante
el parto. A partir de este trabajo se definieron los descensos de la frecuencia
cardiaca fetal por debajo de la linea de base denominados desaceleracio-
nes, DIPS o bradicardias siendo los DIPS I precoces y los DIPS II tardios.
A partir de esta fecha el Dr. Caldeyro Barcia y sus colaboradores utilizaron
los dos métodos simultdneamente: el registro de la presion intrauterina y
la frecuencia cardiaca fetal pudiendo documentar asi el efecto de cada de
cada contraccion uterina sobre el feto. Este método es la base de la tecno-
logia denominada actualmente “cardiotocografia” o monitoreo fetal que
hoy se emplea mundialmente para evaluar la salud o enfermedad del feto
durante el embarazo.

En 1970 la Universidad de la Republica (UDELAR) junto con el Minis-
terio de salud Publica (MSP) y la Organizaciéon Panamericana de la Salud
(OPS) dependiente de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) fun-
dan en Montevideo-Uruguay, el Centro Latinoamericano de Perinatologia
(CLAP) que se instala en el piso 16 del Hospital de Clinicas “Dr. Manuel
Quintela” siendo el primer Centro de Perinatologia con tal titulo que se
cred en el mundo y donde han recibido entrenamiento una gran cantidad
de becarios de todos los paises de Latinoamérica.

La medicina transfusional es una medicina también clinica, es decir atenta
a la correcta asistencia no empirica, ni institucional ni transcripta, sino
basada en un conocimiento profundo, tanto tedrico como practico, como
praxis de la cuestion a tratar.

El 12 de noviembre de 1942 se inaugura el primer Banco de Sangre del
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pais que se denomina Central de Sangre y Plasma. Comienza a funcionar
en el Instituto de Patologia de la Facultad de Medicina siendo sus funda-
dores los Dres. Dinor Invernizzi, Raul Canzani y Silio Yanicelli. En 1947,
la Central de Sangre y Plasma realiz6 un curso de Hemoterapia el cual fue
auspiciado por la Comision del Interior de la Facultad de Medicina cuyo
presidente era el Prof. Domingo Prat. El objetivo era divulgar y ensefar
el conocimiento de los adelantos de la hemoterapia y la plasmoterapia en
forma tedrico-practica principalmente para médicos y técnicos del interior
del pais ya que la Central de Sangre y Plasma habia colaborado en todo lo
que pudo en instalar los servicios de transfusiones en Salto, Trinidad, San
José asi como el que se deseaba realizar por esa fecha en Melo. Los temas
tratados fueron publicados en un libro “Curso de Hemoterapia” publicado
en marzo de 1947 por la imprenta Rosgal de Montevideo.
El primer capitulo sobre los sistemas de grupos sanguineos ABO, MN y
P fue escrito por el Dr. Hector Mazzela nuestro querido profesor de Fi-
siologia cuando ingresamos a la Facultad de Medicina en 1970. El Prof.
Roberto Caldeyro Barcia escribe dos capitulos de este libro, uno sobre las
soluciones anticoagulantes y otro sobre la conservacion del plasma. El Dr.
Euclides Peluffo Prof. Agregado de Pediatria relata el capitulo sobre Eri-
troblastosis Perinatales término que sugiere sustituir por el de Enfermedad
Hemolitica Congénita (EHC). Describe las formas clinicas y establece que
en varias oportunidades han realizado recambios parciales de sangre del
nifio de 40 o 50 cc, una o dos veces por dia, durante varios dias segun la
gravedad del cuadro clinico. El Dr. Silio Yanicelli es autor del capitulo
sobre la Isoinmunizacion materna por factores Rh-Hr y ABO en las eri-
troblastosis perinatales donde describe las caracteristicas, constitucion,
genética, nomenclatura y aplicacion del factor Rh descubierto por Lands-
teiner y Wiener siete afios antes en 1940. A su vez, establece el mecanismo
fisiopatoldgico de la EHC basado en los conceptos de Levine y Stetsson
sobre la inmunizacién materna causada por antigenos fetales y ausentes en
ella. En lo esencial establece que la fisiopatologia de la EHC involucra un
problema de inmunologia clinica. Se plantean como tratamientos neonata-
les las transfusiones de sangre Rh negativas o las exsanguinotransfusiones
parciales o totales. Como medidas preventivas se propone evitar las trans-
fusiones en mujeres en edad procreativa e incluso en nifias y en el sentido
de eliminar las aglutininas residuales antes del nuevo embarazo se ensayan
sangrias terapéuticas.
Por ultimo, el Dr. Ramén Guerra, Prof. Agregado de Pediatria escribe el ca-
pitulo sobre Hemo y Plasmoterapia en el Lactante (sangre y sus derivados
principales) estableciendo cuando, que, cuanto y como se debe transfundir.
En 1952 se resuelve integrar la Central de Sangre y Plasma al Hospital
de Clinicas siendo el primer servicio médico del hospital. Un afio des-
pués, con el ingreso de los primeros pacientes a la Clinica Semioldgica del
piso 8 del Prof. Pablo Purriel pasa a denominarse Servicio de Transfusio-
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nes ocupando la planta fisica donde funciona actualmente, la Catedra de
Hemoterapia primero y de Medicina Transfusional después, a partir de su
creacion en 1978.

Hasta ahora, una de las mas apasionantes historias en medicina perinatal
es la Enfermedad Hemolitica Perinatal producida por el antigeno D del
sistema Rh.

Desde su primera descripcion clinica en el afio 1609 en la prensa de Paris
(2) muchas generaciones de médicos se vieron enfrentados a una de las
mas misteriosas y devastadoras enfermedades que era la responsable de
una de las cinco mas frecuentes causas de muerte perinatal. Durante afios
fue imposible realizar un diagnostico y un tratamiento adecuado y la con-
secuencia eran nifios severamente afectados o muertos. Ambas condicio-
nes clinicas, el hidrops y el kernicterus, no fueron asociadas hasta que en
1932 Diamond llega a la conclusion de que constituyen diferentes aspectos
de una misma patologia: una severa hemolisis que desarrolla focos de eri-
tropoyesis extramedular y libera a la sangre células nucleadas inmaduras
de la serie roja (Erythroblastosis Fetalis) (3). Pero, hasta ese momento no
se tenia idea de la causa de esta hemdlisis fetal.

En 1938, Ruth Darrow, patdloga de Chicago, quien tuvo un recién nacido
que fallece luego por kernicterus, establece la teoria que la causa de la he-
molisis fetal se debe a anticuerpos maternos que cruzan la placenta produ-
ciendo la destruccion de los eritrocitos fetales (4). Si bien Darrow describe
correctamente la fisiopatologia de hemolisis fetal piensa erroneamente que
el antigeno causante de la respuesta inmune materna es la hemoglobina.
El descubrimiento del sistema Rh en 1940 por Landsteiner y Wiener sirve
de base para que en 1941 Levine establezca que el antigeno D es el factor
patogénico de la enfermedad hemolitica fetal (5). En 1945, el veterinario
Robert Coombs junto con los Dres Arthur Mourant y Rob Race describen
el método para la deteccion de anticuerpos “incompletos” luego denomi-
nado test de Coombs (6).

Antes de 1945, el 50% de todos los fetos con enfermedad hemolitica fa-
llecian por hidrops o kernicterus (7). Con la introduccion de la exsangui-
notransfusion por Wallerstein (8) se erradico el kernicterus y se redujo la
mortalidad perinatal al 25%. Luego, el estudio de la espectrofotometria
del liquido amniotico y la realizacion de la primera transfusion intraute-
rina por William Liley en Nueva Zelandia en 1963, la induccion del parto
prematuro, la cordocentesis y la transfusion fetal intravascular disminuye-
ron la mortalidad perinatal al 2,3% en equipos de trabajo expertos en esta
patologia .

En nuestro pais, en 1981, un grupo de médicos del Hospital de Clinicas
y del CLAP, bajo el asesoramiento e impulso del Prof Caldeyro Barcia,
decidieron realizar una monografia sobre la “Enfermedad Hemolitica Peri-
natal por Aloinmunizacién anti-Rh (D). La cual recibi6 el premio “El Pais”
otorgado por la Academia Nacional de Medicina del Uruguay en 1982.
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Mediante este premio se logro la publicacion del libro y su distribucién en
forma gratuita (9).

Este mismo grupo de médicos, decidié que ademas de lograr la difusién
de los conocimientos de la Enfermedad Hemolitica Perinatal (EHP) debia
pautar el seguimiento de esta patologia tanto en el periodo prenatal como
postnatal, para lo cual se propusieron las “Normas de Prevencion, Diag-
noéstico y Tratamiento de la EHP por conflicto Rh (D) a las que se les otor-
g6 el primer premio de la Asociacion Médica del Uruguay en 1982. Luego
fueron adoptadas como normas nacionales por el MSP (10).

También en 1982, en el Hospital de Clinicas, se presenta el primer caso en
el Uruguay de un recién nacido vivo, obtenido por cesarea a las 32 semanas
de gestacion, luego de que se le practicaran a la madre, durante la ges-
tacion, procedimientos de recambios plasmaticos intensivos mediante un
separador celular con el fin de disminuir los anticuerpos anti-D maternos y
por consiguiente la hemolisis fetal (9).

En 1984, Junto con el Prof. Caldeyro Barcia presentamos un trabajo sobre
la “Incidencia de individuos Rh (D) negativos en algunas poblaciones del
Uruguay” (11) el cual demostr6 que el porcentaje de gestantes Rh negati-
vas en nuestro pais es del 12%.

En 1994, realizamos por primera vez, la administracion de altas dosis de
inmunoglobulina polivalente en los vasos umbilicales del feto mediante
cordocentesis lo cual fue publicado en el Journal of Perinatal Medicine
(12) y constituy6 una prioridad mundial. Cinco aflos mas tarde, en 1999,
autores austriacos publican en la revista Transfusion de la American Asso-
ciation of Blood Bank (AABB) 13 casos de infusion de inmunoglobulina
en el cordon umbilical de fetos afectados por EHP (13). Tecnologia que atin
se realiza en el momento actual con buenos resultados.

En el Uruguay, muchos médicos se interesaron por la EHP y de algunos as-
pectos en particular como el Prof. Daniel Fonseca quien se preocup6 por el
seguimiento de los nifios con hiperbilirrubinemia al nacer para establecer
déficits neurosensoriales como la sordera y la lesion cerebral minima que
se traduce por trastornos de adecuacion motora. Ya en el afio 1971 esta-
blecia que “un valor aislado de bilirrubina puede no tener o no tiene valor
absoluto. En cambio un valor comparado, sabiendo exactamente las horas
que pasan entre una toma y otra, eso si tiene gran valor” (45), incremento
horario que hasta el dia de hoy seguimos aplicando y recomendando en
nuestra practica clinica.

El Dr. Obes Polleri desarrolld el método de la fototerapia quien lo presento
en New York en 1964. Hoy en todo el mundo manejan la fototerapia en
forma rutinaria para el tratamiento de la hiperbilirrubinemia neonatal.

En el afio 2003, veinte afios después de la primera publicacion nacional
sobre EHP, decidimos realizar una revision bibliografica no solo de la EHP
producida por el anti-D del sistema Rh sino también sobre el resto de los
antigenos eritrocitarios que pueden producirla. Los objetivos de esa publi-
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cacion (14), que también igual que en 1982 se distribuyd en forma gratuita,
fueron por un lado cambiar el esquema de diagnostico y seguimiento inmu-
nohematologico de la gestacion y por otro lado, aplicar la nueva tecnologia
en la prevencidn, diagnostico y tratamiento de esta patologia perinatal.

La finalidad, como aprendimos en 1982, fue que se elaboraran por un equi-
po multidisciplinario de expertos pautas de prevencion, diagnéstico y tra-
tamiento.

Asi, en el afio 2005, se publica en los Archivos de Ginecologia y Obstetri-
cia (15) el consenso sobre esta patologia el cual fue presentado al Programa
Prioritario de Salud y Género del MSP para su aprobacién como normas
nacionales.

La mayoria de las enfermedades hematoldgicas que se adquieren “in tte-
ro” se prolonga su incidencia hasta después del nacimiento por lo cual el
campo de la hematologia es uno de los cuales la Perinatologia adquiere
gran valor.

El fin es proveer la mejor atencion perinatal posible de forma multidisci-
plinaria, integrada, de alta calidad y actualizada. La medicina fetal procura
realizar una rapida y precisa evaluacion diagnoéstica a fin de evaluar las
posibles conductas y seleccionar las mejores alternativas para los intereses
de la madre y el nifio al nacer.

El desarrollo de la medicina perinatal necesita ademas de cientificos y
profesionales perinatales, de especialistas para la asistencia primaria y de
profesionales de otras disciplinas lo cual mejorara el cuidado obstétrico y
llevara a lograr mejores resultados perinatales en las poblaciones latinoa-
mericanas (1).

El dia 4 de marzo de 1908 se realizé en un hospital de New York la primera
transfusion de sangre a un recién nacido, una nifia de 3660 g que habia
nacido de padres sanos (16).

Al nacer, salvo la marca del forceps en su mejilla, aparecia sana. A las 12
horas de vida desarrollé un hematoma de lengua y esa tarde comenzd con
fiebre de 39 grados C. Ella lucia palida, con desasosiego y lloraba conti-
nuamente. Un hematoma subcutaneo detras del oido izquierdo fue hallado,
el cual se extendi6 hacia el cuello en las siguientes 36 horas. Tuvo luego
una deposicion oscura de meconio con sangre. Se le diagnostico infeccion
intestinal la cual fue tratada con aceite de castor y lactato de calcio. Su
condicion clinica empeor6 durante los proximos tres dias y al cuarto esta-
ba desahuciada. Tenia un sangrado nasal continuo. Su piel era de un color
blanco cera, las mucosas hipocoloreadas y el pulso débil. En ese momento,
era claro que la nifia necesitaba una transfusion de sangre pero nunca antes
se habia realizado en un recién nacido. Los médicos tratantes consideraron
realizarle una “transfusion directa” y le preguntaron al padre si queria ser
el donante. El estuvo de acuerdo y el cirujano francés Alexis Carrel realizé
una anastomosis entre la arterial radial del padre y la vena poplitea del

17



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

recién nacido. Ni el padre ni la hija recibieron anestesia. No se establece
la cantidad de sangre infundida pero una cantidad “suficiente” para que el
color del RN cambiara de la palidez al rojo brillante y llorara vigorosamen-
te. Luego, cuando ella estuvo exhausta durmi6 placidamente. Una semana
mas tarde se le otorg6 el alta y a los dos meses ella se encontraba con buen
estado de salud.

Sobre esta historia es dificil realizar un diagnostico retrospectivo pero el
diagndstico mas probable seria la “enfermedad hemorragica del recién na-
cido” que puede explicar la completa recuperacion mediante la transfusion
de sangre directa. Esta patologia hemorragica se produce por un descenso
de los factores de la coagulacion vitamina K dependientes.

No figura en el trabajo original que se haya realizado la determinacidn de
los grupos sanguineos o pruebas cruzadas de compatibilidad a pesar de que
en 1900 el bacteridlogo austiaco Karl Landsteiner habia descubierto los
grupos A, B y C (luego llamado 0 ). En 1912 el Dr. Alexis Carrel recibe el
Premio Nobel de Medicina por sus investigaciones pioneras en la cirugia
vascular. En 1930 Landsteiner recibe también el Premio Nobel por el des-
cubrimiento de los primeros grupos sanguineos humanos.

En 1923, Sidbury trata con éxito un shock hipovolémico y un sindrome
hemorragiparo en un recién nacido mediante la realizaciéon de una trans-
fusion con sangre del padre a través de la vena umbilical y determina que
la sangre total actia como un tratamiento especifico de la enfermedad he-
morragica del recién nacido (32). Asi, hasta 1940 el tratamiento estandar
o la profilaxis de esta patologia se realizaba mediante la administracién
intramuscular de sangre adulta generalmente obtenida del padre. Dado que
esta medida se realizo antes del descubrimiento del factor RhD muchas
nifias se inmunizaron y presentaron EHP en sus gestaciones.

En 1929, Henrik Dam en Dinamarca descubrié que los pollos alimenta-
dos sin grasas en la dieta desarrollaban una enfermedad hemorragica que
corregia administrando un extracto lipidico de alfalfa. Luego, se aisld y
caracterizd el compuesto activo, la filoquinona, que se conocié como la
vitamina de la coagulacién. Debido a que el término en danés se escribe
con k (koagulations vitamin) se denomino, como hoy se conoce, vitamina
K (33)(34).

Por su parte, Edward Doisy de USA, demostr6 que ademas de las plantas
verdes numerosas bacterias sintetizaban vitamina K (35). A ambos investi-
gadores se les concedi6 el premio Nobel en 1941 por el descubrimiento de
esta vitamina liposoluble.

La naturaleza hemorragica de la deficiencia de la vitamina K fue localizada
en una alteracion del complejo protrombina lo cual explicaba la enferme-
dad hemorragica neonatal que se producia en recién nacidos normales (36)
(37), sobretodo alimentados a pecho dado que la leche materna contiene
muy poca vitamina K comparada con la leche de vaca.

En 1937, Waddel y colaboradores demostraron que la enfermedad hemo-
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rragica del recién nacido podia prevenirse con la administracion de vita-
mina K (38)

La sintesis de esta vitamina se logré por Almquist y Close en 1939 (39)
y su uso profildctico rutinario en recién nacidos fue recomendada por la
Academia Americana de Pediatria (AAP) en 1961 (40).

Actualmente, el sindrome hemorragiparo del recién nacido por deficiencia
de vitamina K ha desaparecido con la administraciéon de vitamina K al
nacer. Algunos casos pueden ocurrir en recién nacidos alimentados con
leche materna que no recibieron la profilaxis al nacer o que la madre haya
recibido farmacos como la difenilhidantoina o la rifampicina durante la
gestacion que interfieren con la accion de la vitamina K (41)(42).

Tanto la “enfermedad hemolitica perinatal” como la “enfermedad hemo-
rragica del recién nacido” son entonces, dos historias que muestran cla-
ramente los progresos de la medicina desde el reconocimiento del cuadro
clinico y su descripcion, la definicion del mecanismo patogénico hasta el
tratamiento y la prevencion

Un gran nimero de enfermedades, entre ellas las hematolédgicas, se produ-
cen durante la gestacion y se extienden al feto y recién nacido. A su vez,
muchas de las patologias crénicas del adulto tienen la raiz en la infancia.
Es decir en el periodo neonatal se gestan las bases para una mejor o peor
salud futura. Por ello, el “gasto precoz” en prevencion perinatal se amortiza
con creces ya que la estadistica establece un ahorro sanitario del 400% a
lo largo de la vida del individuo. Aunque muchos paises cuentan con siste-
mas de salud perinatales excelentes, otros tienen sistemas que estan mucho
menos desarrollados. En muchos casos la causa es la falta de fondos eco-
némicos. Algunos paises tienen la necesidad de compartir la informacioén
y experiencia para mejorar el cuidado perinatal. Con este fin la Asociacién
Mundial de Medicina Perinatal (World Association of Perinatal Medicine
-WAPM) sirve como una organizacién de paises alrededor del mundo. El
compromiso es de todos los que trabajamos en salud y del resto de la so-
ciedad. Para cerrar este concepto nada mejor que la frase del presidente de
la Asociacion Espaiiola de Neonatologia : “la forma que una sociedad trata
a sus individuos mas vulnerables refleja la medida y nivel de los estandares
humanos de esa sociedad”. En nuestro pais, en 1985 se crea la Catedra de
Neonatologia siendo el Dr. José Luis Pefia el primer profesor de la misma.
Junto a €1, realizamos en el Uruguay las primeras transfusiones de leucoci-
tos en recién nacidos con sepsis bacteriana.

En los ultimos afios, han adquirido gran desarrollo en la medicina perinatal
disciplinas como la genética, la biologia molecular y la biotecnologia.

En 1983 publicamos el primer estudio en Uruguay de asesoramiento gené-
tico para mujeres portadoras de hemofilia A (17). En el 2008 se realizé un
estudio molecular de una familia de portadoras sintomaticas de hemofilia
B de San Gregorio de Polanco en la Academia Nacional de Medicina de
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Buenos Aires “Instituto Mariano Castex” por ser el laboratorio de referen-
cia regional para la Federacién Mundial de Hemofilia (WFH). Se hall6 una
mutacion ¢.835G-A asociada al cambio missence p.233Ala-Thr del factor
IX por la técnica de polymerase Chain reaction (PCR-CSGE).

Mediante muestras obtenidas de vellosidad coridonica o amniocentesis y
mas recientemente de sangre materna se puede determinar el fenotipo RhD
fetal lo cual tiene dos aplicaciones fundamentales. Primero, gestantes no
inmunizadas Rh negativas con fetos D negativos no deben recibir inmuno-
profilaxis antenatal o postnatal. En un trabajo cientifico reciente se deter-
mind que aproximadamente un tercio de las gestantes RhD negativas no
inmunizadas tienen un feto RhD negativo por lo cual seria innecesaria la
administracion de inmunoglobulina anti-D antenatal (27). Segundo, muje-
res Rh negativas aloinmunizadas con anti-D con fetos D negativos no de-
sarrollaran EHP con lo cual se evitaria la realizacion de métodos invasivos
de diagnostico y tratamiento fetal(18).

La Cétedra de Medicina Transfusional, conjuntamente con el servicio de
Hemoterapia del Hospital Pereira Rosell han desarrollado un proyecto de
una Unidad Docente Asociada (UDA) para la creacion de una unidad de
biologia molecular para su aplicacion precisamente en coagulopatias con-
génitas e inmunohematologia. En una primera etapa, se trabajara en forma
asociada con el Instituto Pasteur de Montevideo.

Los adelantos mas sobresalientes en el seguimiento de la EHP en los ulti-
mos afios han sido el desarrollo de dos métodos no invasivos para la deter-
minacion de probable afectacion fetal: uno, la determinacion del fenotipo
fetal RhD por PCR en tiempo real a partir de muestras de plasma materno
y otro, la determinacion de la anemia fetal por la medicion de la velocidad
del flujo sanguineo mediante Doppler de la arteria cerebral media (28).
Como ya vimos a principios del siglo XX se descubrieron los grupos san-
guineos por la técnica de aglutinacion, en 1945 el suero antiglobulina hu-
mano (Coombs) y en 1975 los anticuerpos monoclonales todos los cuales
se siguen utilizando actualmente para el fenotipaje de los distintos sistemas
de grupo sanguineo. Sin embargo, los comienzos del siglo XXI han cata-
pultado a la biologia molecular con el desarrollo de técnicas basadas en los
acidos nucleicos. Actualmente se estd utilizando en la Comunidad Euro-
pea (CE) un chip de ADN como diagnéstico del genotipaje de sistemas
de grupo sanguineo (19). Permite determinar en una sola prueba mas de
60 fenotipos de grupos sanguineos eritrocitarios abarcando inclusive las
variantes mas significativas de los distintos grupos étnicos. Minimiza los
costos ya que solo se realiza una sola vez en la vida tanto para el donante
como para el receptor. La compatibilidad entre ambos se establecera en una
computadora y no en el laboratorio por lo cual creo que un futuro cercano
diremos “good bye agglutination”. El estudio de los grupos sanguineos a
través del ADN aumenta la seguridad del receptor de transfusiones a través
de una mejora de la compatibilidad. Se estima que se puede evitar entre el
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80 y 90% de los casos de aloinmunizacién lo cual es de particular impor-
tancia para las mujeres en edad reproductiva activa dado que, a diferencia
del D donde se puede realizar inmunoprofilaxis, el resto de los antigenos
eritrocitarios pueden ser inmunizantes a través de transfusiones, transplan-
tes o drogadiccién intravenosa.

La posibilidad de comprobar si un embrién es normal o no, desde el punto
de vista genético, antes de ser transferido al utero es un concepto esencial
para la prevencion primaria de enfermedades y para conseguir un éxito en
una pareja estéril. Asi, el diagndstico genético preimplantacional (DGP)
se presenta como una técnica capaz de prevenir embarazos con embriones
anomalos.

La genética y la biologia molecular unen sus estrategias para diagnosticar
enfermedades, bien mediante el estudio de los cromosomas en el embrion
o bien mediante la deteccion de mutaciones en los genes que originan en-
fermedades monogénicas. A través de técnicas de micromanipulacion, se
realiza una biopsia de cada embrion, por la que se extraen 1 o 2 de sus
células. Una vez extraidas se analizan los nucleos marcando sus cromoso-
mas con sondas fluorescentes o se amplifica el ADN de estas blastomeras
y se analiza para la bisqueda de distintas mutaciones mientras el resto del
embridn sigue en cultivo para ser transferido cuando se conozca el diag-
ndstico.

Actualmente mediante DGP se pueden detectar mas de 30 enfermedades
de origen monogénico y dentro de ellas enfermedades hematologicas como
la hemofilia (43) y la beta talasemia (44).

Cuando una pareja es portadora o afecta de una genopatia como la hemofi-
lia la fecundacion in vitro es el tratamiento de eleccion porque es el tnico
que puede disponer de embriones in vitro para analizarlos genéticamente.
El estudio citogenético del embrion en la hemofilia permite marcando con
distintos colores cada uno de los cromosomas sexuales saber si en el em-
brion hay una dotaciéon XX o XY lo cual sera de utilidad para seleccionar
los embriones de acuerdo a la situacién de los padres con respecto a la
enfermedad. En el caso de padre hemofilico y madre sana por ejemplo, se
pueden seleccionar varones sanos e interrumpir la cadena de transmision
de la enfermedad.

El estudio molecular indirecto también es de utilidad cuando el gen am-
plificado en la genopatia es muy grande para poder ser secuenciado con
éxito y las mutaciones o alteraciones posibles de su secuencia nucleotidica
son muchas. La hemofilia A es uno de estos casos como lo es también la
fibrosis quistica con mas de 700 mutaciones descritas.

Recientemente, en el Hospital Virgen del Rocio de Sevilla-Espaia se ob-
tuvo un recién nacido sano por DGP hijo de padres portadores de beta
talasemia y que ya tenian un hijo enfermo de esta patologia que para so-
brevivir necesita recibir transfusiones de eritrocitos cada 15 dias. A su vez,
este nuevo ser engendrado por fertilizacién in vitro es 100% histocom-

21



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

patible con su hermano mayor enfermo. Por tanto, al nacer se tomaron
células progenitoras hematopoyéticas (CPH) del cordon umbilical (CU) y
se guardaron congeladas en nitrégeno liquido (-180° centigrados). Luego,
se realiz6 el descongelado e infusion a 37° centigrados de estas CPH de
CU al hermano enfermo. Con este tipo de trasplante se obtiene entre un 70
y 90% de éxitos.

Seguin los médicos que estudiaron el caso, de los 18 millones de donantes
de médula 6sea posibles para el paciente de seis afios no se encontré ningu-
no compatible por lo cual se consider6 ético tener un hijo sano para salvar
la vida de un hermano dado que no existia otra posibilidad.

El DGP en mujeres RhD negativas inmunizadas al antigeno D pero con
un compafiero RhD positivo heterocigoto, es una buena opcidn para evi-
tar la Enfermedad hemolitica Perinatal (EHP). Seeho y colaboradores, de
Australia, fueron los primeros en reportar en el afio 2005 el caso de una
gestacion no afectada de EHP usando DGP para realizar el nacimiento de
una nifia RhD negativa (51).

Aunque la fiabilidad del DGP se sitia por en cima del 95% pueden existir
algunos errores diagnoésticos. El tiempo de los estudios genéticos y mole-
culares puede durar entre 3 y 6 meses. Tiene un costo elevado pero en los
paises donde la interrupcion de un embarazo afectado genéticamente es
ilegal, el gasto que se debe afrontar para un DGP seguramente es mucho
menor que sise compara con el que se afrontaria con el mantenimiento de
un nifio afectado. La calidad de vida es el eje central del DGP.

En los centros en que se utiliza, ofrece resultados alentadores pero en de-
terminadas cromosomopatias y en la mayoria de las enfermedades mo-
nogénicas debe ser considerada aun una técnica experimental y todas las
gestaciones que han pasado por DGP deben someterse a un diagndstico
prenatal.

Hasta hace algunos afios el cordén umbilical y la placenta eran un ma-
terial bioldgico de descarte. En los ultimos afios, la sangre obtenida por
puncidén del cordén umbilical (CU) es muy valiosa por la presencia de cé-
lulas progenitoras hematopoyéticas (CPH). Fue en 1988 que se utiliz6 por
primera vez las CPH de CU para realizar un trasplante en un nifio de 8 afios
con una anemia de Fanconi. Este procedimiento exitoso fue realizado en
Paris y permitio la curacién del paciente.

En 1991 se crea el primer banco de sangre de CU en New York lo que per-
mite realizar en 1993 el primer trasplante de CPH obtenidas de CU a partir
de un donante no relacionado. Actualmente existen el en mundo mas de 60
bancos de CU sin fines de lucro. Los Bancos publicos almacenan sangre
de CU para cualquier persona que la necesite (uso alogénico). En Espaiia
por ejemplo existen seis bancos de CU publicos (Barcelona, Valencia, Ma-
laga, Madrid, Galicia y Tenerife) con 20.000 cordones almacenados lo cual
constituye el 10% de todos los CU depositados en todo el mundo siendo el
segundo pais en numeros absolutos s6lo superados por EE.UU.
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La fundacion Netcord, a los 10 afios desde su creacion agrupa a 25 bancos
de sangre de cordon con mas de 150.000 unidades de sangre de cordén
almacenadas. Mas de 200 equipos de transplante en el mundo utilizan estas
células umbilicales y de ellas mas del 50% se han utilizado en pacientes
adultos.

En nuestro pais, hemos realizado en nifios trasplantes alogénicos no rela-
cionados de CU histocompatibles pero obtenidos de bancos de sangre de
cordon de la CE o EE.UU para el tratamiento de enfermedades hematon-
coldgicas.

Recientemente, en la Argentina, se ha inaugurado un banco de CU publico
en el hospital de Pediatria Juan P. Garrahan.

Los bancos privados de CU almacenan la sangre obtenida para ser utilizada
en forma autdloga o a familiares por lo cual el beneficiario debe abonar por
la recoleccion, congelacion y almacenamiento durante afios. Sin embargo,
no existen evidencias en que estas células puedan ser utilizadas en seres
humanos para tratar enfermedades que pueden surgir a lo largo de la vida.
La probabilidad de que un nifio necesite de estas células en los primeros
aflos de vida es bajisima. No es correcto que quienes puedan hacerse car-
go econdmicamente adquieran este beneficio tedrico y quienes no puedan
pagar queden excluidos. A la poblacion que se le ofrece el servicio es alta-
mente vulnerable por la condicidn de la gestacion de un nuevo ser y ade-
mas por lo general no se les explica que en caso de realizarse un trasplante
en un futuro deben hacerse cargo de los gastos dado que esta posibilidad
no esta cubierta por el sistema asistencial publico o privado ni los IMAE.
Los bancos publicos, por el contrario, son de todos y para todos, la sangre
de CU es de la comunidad y debe volver a ella cuando algtn individuo la
necesite. Los bancos de sangre de CU solo la colectan, procesan y almace-
nan en condiciones seguras hasta que sea requerida. La donacién volunta-
ria y anénima es un ejercicio necesario para el desarrollo de una sociedad
moderna.

La utilizaciéon de CPH para el tratamiento de distintas enfermedades dege-
nerativas de origen neurologico, cardiaco, diabetes entre otras ha llevado
a considerar a las células de CU como una posible alternativa terapéutica.
Este futuro atractivo de la terapia celular y medicina regenerativa con
células de cordén se basa en que el nimero de CPH- CD34+ es de 0,1
a 0,8% similar al que se encuentra en la médula 6sea (MO) pero las cé-
lulas de CU tienen un potencial proliferativo in vitro mucho mayor que
las células de la MO. Esto determina que la reconstitucion medular lue-
go de un régimen mieloablativo ocurra con la décima parte de células de
CU con respecto a MO (29). El CU ademas de las CPH contiene células
estimuladoras de la angiogénesis (células progenitoras endoteliales CD4+
CD133+)) en una concentracion aproximada de 10 veces mayor que en
la MO (30). Las células mesenquimales también presentes en el CU al
igual que en la MO han demostrado poder diferenciarse en una variedad
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de tejidos in vitro como ser cardiaco, osteoblastos, hepatico y nervioso. Un
estudio reciente compara las células mesenquimales obtenidas de MO, CU
y tejido adiposo concluyendo que las células mesenquimales de CU tienen
una capacidad de expansion de 20 veces, la del tejido adiposo de 8 veces y
las de la MO de 5 (31). Los linfocitos presentes en el CU, en contraste con
los que se encuentran en la sangre del adulto, son generalmente inmaduros
y no secretan citoquinas inflamatorias. El uso de sangre de cordon umbili-
cal para transfusiones o trasplante no ha producido por ejemplo enferme-
dad de injerto versus huésped en el receptor por lo cual se concluye que la
infusién de sangre de CU es un procedimiento seguro que no se asocia con
consecuencias inmunologicas.

En el afo 2008, la Catedra de Medicina Transfusional conjuntamente con
el Departamento Basico de Medicina y otras catedras y servicios de la
Facultad de Medicina a presentado un proyecto para la creacién de una
unidad de Terapia Celular y Medicina Regenerativa en el Hospital de Cli-
nicas que fue aprobado, en su primera etapa, por la Comision Sectorial de
Investigacion Cientifica (CSIC) de la Universidad de la Republica. Hemos
recibido el asesoramiento en esta primera etapa del Dr. Joan Garcia, Jefe de
la Unidad de Terapia Celular del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona
y presidente en ejercicio de Netcord que nuclea a 15 bancos de células de
cordon a nivel mundial.

La hemofilia es una patologia atractiva para la terapia celular y génica
dado que manteniendo niveles del factor de la coagulacion entre 1 y 5%
se disminuyen los riesgos de sangrados espontaneos. El papel fisiologico
del higado en la produccién del FVIII ha sido confirmado con la normali-
zacion permanente del nivel del factor en sangre luego de un transplante
hepatico en un paciente hemofilico (46). El estudio liderado por el Dr.
Sanjeev Grupta de la Facultad de Medicina Albert Einstein de la Univer-
sidad de Yeshiva en New York (47) muestra como las células endoteliales
de ratones no hemofilicos al ser inyectadas en la vena porta del higado de
ratones con hemofilia A, permanecen en dicho drgano, proliferan y sinteti-
zan activamente FVIII corrigiendo la coagulopatia en el 87% de los casos
manteniendo un nivel en plasma entre el 14 y 25%.

La tendencia de investigacion actual es utilizar células medres del propio
paciente, modificarlas genéticamente mediante vectores no virales tras la
apropiada expansion in vitro para evitar los problemas inmunoldgicos de
un transplante alogénico. Un modelo interesante de terapia génica ex vivo
para hemofilia es la utilizaciéon de vectores no virales en células madres
mesenquimales obtenidas de tejido adiposo (48).

El trasplante de CPH intrauterino es una alternativa en desarrollo para
el tratamiento de enfermedades congénitas que pueden ser diagnostica-
das precozmente en la gestacion y pueden ser tratadas con células madres
adultas (20).
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Los problemas frecuentes que se observan en los trasplantes de la vida
extrauterina como la variabilidad antigénica de los leucocitos, la enferme-
dad de injerto versus huésped, la mieloablacion previa o la demora en la
reconstitucion inmunolodgica no se observan en el feto pues existe el feno-
meno de tolerancia inmunologica. La fuente de trasplante mas utilizada es
la médula 6sea del padre, una vez realizada la deplecion de las células T
mediante inmunoseleccion. Hasta ahora los tinicos casos exitosos han sido
en el tratamiento de inmunodeficiencias (21).

En 1998 se desarroll6 un modelo “in vitro” para la produccién de glé-
bulos rojos humanos a partir de CPH obtenidas de médula o6sea, cordon
umbilical o sangre periférica (25).

En 2004 un grupo de investigadores franceses describen la produccion ex
vivo en gran escala de globulos rojos maduros a partir de CPH CD34+ ob-
tenidas de cordon umbilical (26) lo cual tiene implicancias directas sobre
la terapia génica, la medicina transfusional y la medicina tropical. En caso
que se pueda estandarizar e industrializar dicha técnica, lo cual constituiria
un gran avance en biologia celular con varias aplicaciones terapéuticas. En
primer lugar, la posibilidad de obtener eritrocitos autélogos del paciente
sobre todo en pacientes anémicos dado que las técnicas actuales de dona-
cion de predepdsito no lo permiten. A su vez en las transfusiones alogéni-
cas se evitaria la necesidad de obtener donantes previamente al igual que
en las transfusiones de grupos “raros”. A su vez, la poblacién de eritrocitos
obtenidos por hematopoyesis ex vivo tendran todos una edad de 120 dias
mientras que los tranfundidos a partir de donantes de sangre tienen distin-
tas edades expresadas en una curva de Gauss por lo cual la sobrevida in
vivo serd menor. Este nuevo modelo de produccion de eritrocitos ex vivo
serviria ademas para revertir via terapia génica las anormalidades congéni-
tas de los eritrocitos como talasemias, anemia falciforme, hemoglobinuria
paroxistica nocturna entre otras.

En la revista Blood de la American Society of Hematology (ASH) del 1
de diciembre del 2008, Lu y colaboradores describen un nuevo método
para diferenciar in vitro células madres embrionarios (CME) humanas en
grandes cantidades de gldbulos rojos maduros (49). Las ventajas de esta
produccion de células rojas serian que evitaria la necesidad de donantes de
sangre asi como el costoso proceso de preparacion de hemocomponentes.
Se evitaria la transmision de agentes infecciosos, inclusive los patdogenos
emergentes, sin necesidad de realizar costosos métodos de inactivacion.
Se podrian obtener eritrocitos de grupos sanguineos menos frecuentes
como 0 RhD negativo en gran escala.

Sin embargo, algunos problemas deben ser solucionados antes de que co-
mience la produccion industrial in vitro de eritrocitos a partir de CME. El
primero, es el numero de células que se pueden obtener por este método
dado que el numero que existe en cada unidad de globulos rojos (220 ml)
para transfusion es considerable (dos trillones de eritrocitos). Lu y colabo-
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radores producen mas de 10 billones e inclusive varios de los pasos del pro-
tocolo en el procedimiento se pueden expandir . Por tanto, se debe alcanzar
un numero suficiente de células in vitro con fines transfusionales antes de
iniciar la produccion industrial.

El costo final del proceso de manufactura asi como el nivel de pureza y la
cantidad de pruebas necesarias para su aprobacion por las agencias regula-
torias deben ser razonables.

Ademas de la cantidad, un segundo punto a considerar es que los eritro-
citos producidos in vitro deben tener una funcionalidad normal in vivo.
En el método descrito por Lu y colaboradores se obtienen glébulos rojos
con un fenotipo fetal como los que se producen en los periodos iniciales
de la gestacion. Que estos eritrocitos pueden ser usados para transfusion
es un aspecto que aun queda por resolver debido a los multiples pasos
de diferenciacion que ocurren entre los eritrocitos fetales y adultos. Lu y
colaboradores crean un 95% de glébulos rojos nucleados de un tamafio
mayor (10 micras) y el 65% contienen hemoglobina fetal. Las curvas de
equilibrio de oxigeno son comparables a los eritrocitos adultos y responden
a los cambios de pH y de 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG). Sin embargo, la
obtencion de eritrocitos adultos a partir de CME es un proceso que ain
queda por resolver.

De forma interesante, el andlisis del fenotipo por PCR muestra que 2 de
las 20 lineas de CME estudiadas son RhD negativas (MA99 y MA133) es
decir, no expresan el antigeno D. El estudio inmunolégico de los eritrocitos
generados por la linea celular MA99 no expresan el anfigeno D mientras
que los obtenidos de la linea MAO1 son RhD positivos.

Con respecto al sistema ABO, las células MAO1 expresan el antigeno A, las
MA99 el antigeno B y las WAO1 no expresan los antigenos A ni B por lo
cual corresponden al grupo 0. De esta manera se puede manipular la pro-
duccién in vitro de globulos rojos por ejemplo del grupo 0 RhD negativo
que en la poblacion del Uruguay es tan solo del 5% lo cual genera un stock
insuficiente para el tratamiento de receptores de este grupo sobretodo en
hemorragias masivas y particularmente en mujeres en edad reproductiva
activa lo cual evitaria la inmunizacién anti-D y sus consecuencias en la
gestacion.

Sin embargo, algunas preguntas quedan por responder como cual es la vida
media, la inmunogenicidad y la eliminacion de células indiferenciadas que
pueden provocar el desarrollo de tumores en el futuro (50). Pero, el saltear
dichos obstaculos en el proceso de generacion in vitro de eritrocitos a par-
tir de CME puede allanar el camino para la produccion de otros tipos de
células sanguineas en un futuro cercano.
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CAPITULO 2 - TRANSFUSION DE GLOBULOS ROJOS

En el periodo fetal, la principal indicacion de la transfusion de eritrocitos
intrauterina (TIU) es la anemia causada por la presencia de aloanticuerpos
maternos del tipo inmunoglobulina G (IgG) que pasan hacia el feto y si
los globulos rojos de éste poseen el antigeno correspondiente, producen
hemolisis extravascular. El principal factor patogénico en la vida fetal es la
anemia que puede desencadenar cuadros clinicos severos como el hidrops
e inclusive la muerte intrauterina. Si bien el uso de inmunoglobulina anti-D
ha disminuido la incidencia de la enfermedad hemolitica perinatal (EHP)
por este anticuerpo han surgido otros, diferentes al D, que pueden producir
EHP severa. Se ha demostrado que los aloanticuerpos maternos que re-
quieren mas TIU son el anti-D, el anti-c y el anti-Kell (1). El tratamiento de
esta patologia se desarrolla en los capitulos siguientes.

Otras causas de anemia fetal, aunque menos frecuentes, incluyen la infec-
cion por el parvovirus B19, la hemorragia fetomaterna severa, la transfu-
sion feto-fetal en gestaciones gemelares monocoriales biamnidticas y en la
alfa-talasemia homocigota. En todos estos casos la intensidad de la anemia
puede desarrollar hidrops fetal por causa no inmunoloégica. En el capitulo
de enfermedades trasmisibles por la sangre se describe un caso clinico de
hidrops por parvovirus B19 y se realiza una revision del diagndstico y tra-
tamiento de esta patologia feto-neonatal.

Tanto en el caso de la anemia de causa inmune como en la producida por
la infeccion del parvovirus B19 se asocia a la TIU intravascular realizada
por los vasos sanguineos del cordon mediante cordocentesis, la infusion de
inmunoglobulina polivalente intravenosa a altas dosis (400 mg/kg peso).
En la anemia de causa inmune para bloquear los receptores Fc de los ma-
créfagos principalmente del bazo fetal con el fin de disminuir la hemolisis
(2). En la infeccion por parvovirus B19 porque la mayoria de las prepa-
raciones comerciales de inmunoglobulina polivalente existen anticuerpos
anti-parvovirus que son neutralizantes y que pueden curar la infeccion
feto-neonatal (3).

El sindrome de transfusion feto-fetal (TFF) se presenta aproximadamente
en el 15% de los embarazos gemelares monocoriales biamnidticos . Es una
patologia placentaria con fetos normales. No es una afeccion heredada o
genética. Sin embargo, las anastomosis arterio-venosas placentarias son
una grave complicacion del embarazo monocoriénico que causan una mor-
talidad fetal mayor del 90%.

En el gemelo donante se produce anemia, hipovolemia, retardo del creci-
miento intrauterino, menos orina que lo normal por lo cual es posible que
no se observe la vejiga en la ecografia y oligohidramnios. En el gemelo
receptor grande, por el contrario, se presenta poliglobulia, hipervolemia
y sobrecarga cardiaca. Para reducir el volumen de sangre el feto receptor
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aumenta la cantidad de orina que produce por lo cual se observa una vejiga
grande en la ecografia y aumento de la cantidad de liquido amnioético. El
polihidramnios severo que acompafia a este cuadro clinico generalmente
condiciona el parto prematuro lo cual agrava atin mas la condicién clinica
y deteriorada de ambos gemelos (4). En el momento actual los mejores
tratamientos para mejorar la condicion prenatal son el amniodrenaje seria-
do y la cirugia endoscopica con laser. Sin embargo, el amniodrenaje es un
tratamiento sintomatico que trata de disminuir la presion intrauterina, me-
jorar la perfusion placentaria y prolongar el embarazo (5), pero no mejora
la causa que son las anastomosis placentarias. En cambio, la cirugia laser
endoscopica directamente trata la causa produciendo la coagulacion de los
vasos comunicantes placentarios por lo cual no necesita, por lo general, la
repeticion del procedimiento(6). En un trabajo randomizado reciente (7),
se comparan ambos tratamientos y se demuestra que los fetos tratados con
cirugia laser tuvieron una sobreviva del 76% comparado con el 56% de la
amnioreduccion.

Al nacer es probable que el neonato receptor poliglobulico e hipervolémi-
co necesite un procedimiento de hemodilucidn por cateterismo umbilical
mientras que el gemelo donante anémico una transfusion de eritrocitos.
Para tal fin, en el caso de gemelos monocigdticos (idénticos) se puede uti-
lizar los glébulos rojos que se obtienen de las sangrias del gemelo receptor
para transfundir directamente al gemelo donante (transfusion singénica).
El gemelo donante al nacer puede presentar, dada la intensidad de la ane-
mia, focos de eritropoyesis cutaneos de forma similar a los casos graves de
enfermedad hemolitica perinatal inmune.

Cuando existen gestantes aloinmunizadas con embarazos gemelares puede
ocurrir EHP en ambos fetos (8) o por el contrario, cuando son dicigdticos,
dicoridnicos y diamnioticos y el padre es heterocigoto para el antigeno
correspondiente se puede presentar EHP en un feto y en el otro no (9).
Todas estas patologias que se pueden presentar en embarazos multiples
deben ser tenidas en cuenta dado que en los ultimos afios se han incremen-
tado sensiblemente este tipo de gestaciones (epidemia moderna?) debido a
la aplicacién de técnicas de reproduccion asistida.

Por ejemplo, en Australia la tasa de nacimientos multiples se incremento
de 12 a 17 por mil nacimientos entre 1986 y 1997 (10) de manera similar
a Gran Bretafia (11) y USA (12). El parto de pretérmino es el principal
efecto adverso del embarazo multiple y esta relacionado directamente con
el namero de fetos (10). Una de las consecuencias de la prematurez serd la
mayor prevalencia de anemia neonatal y una mayor necesidad de transfu-
siones de eritrocitos.

Un método no invasivo, que se utiliza en el momento actual, para el diag-
nodstico de la anemia fetal independiente de la causa que la origina es medir
la velocidad del flujo sanguineo en el pico sistolico de la arteria cerebral
media mediante Doppler (13). Cuando existe anemia fetal aumenta la ve-
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locidad del flujo sanguineo debido al aumento del gasto cardiaco y a la
disminucion de la viscosidad lo cual es proporcional a la intensidad de la
masa globular. Una elevacion de la velocidad mayor a 1.5 de la media es
indicador de cordocentesis y TIU en gestantes aloinmunizadas (14).Esta
tecnologia doppler es también de utilidad para diagnosticar anemia fetal
producida por otras patologias como infeccion por parvovirus B19, he-
morragia fetomaterna, transfusion feto-fetal y alfa talasemia por ejemplo.
Tipicamente en los casos de transfusion feto-fetal el feto donante tendra
una velocidad del flujo sanguineo de la arteria cerebral media aumentada
por encima de 1.5 veces el valor promedio para la edad gestacional mien-
tras que el feto receptor la tendra disminuida. El tratamiento con TIU del
feto receptor en los casos severos luego de la cirugia laser ha sido util para
prolongar la gestacion en algunos casos (15) por lo cual se recomienda el
seguimiento semanal con Doppler luego de la coagulacion de las anasto-
mosis placentarias en los casos severos.

Sin embargo, el valor predictivo de la medicion de la velocidad del flujo
sanguineo en el pico sistolico de la arteria cerebral media fetal disminuye
luego que se ha realizado la primera TIU lo cual debe ser tenido en cuenta
cuando se extiende esta técnica para decidir la frecuencia de las subse-
cuentes TIU (12). Una explicacion de este hecho puede ser que con la TIU
se aportan eritrocitos con hemoglobina A (HbA) lo cual determina que
los globulos rojos adultos sean mas rigidos que los fetales cambiando las
condiciones reoldgicas de la circulacion fetal. A su vez, la TIU aumenta
el hematocrito fetal con el consiguiente aumento de la viscosidad sangui-
nea. Ambos elementos disminuyen la velocidad del flujo sanguineo. La
rapida elevacion de la Hb producida por la TIU produce una inhibicién
de la eritropoyesis fetal lo cual se incrementa con las TIU subsecuentes.
En los casos de EHP los eritrocitos infundidos por cordocentesis circulan
libremente porque carecen del o los antigenos a los cuales esta dirigido el
anticuerpo materno y los macrofagos carecen de receptores para antigenos
de grupos sanguineos. La disminucidn de la eritropoyesis fetal y la mayor
sobrevida de los eritrocitos infundidos hace que la mayoria de los glébulos
rojos circulantes tengan HbA. Se establece en esta etapa una quimera artifi-
cial (16). Por ello, debemos realizar la determinacion del grupo sanguineo
fetal y el test de Coombs directo con la muestra de sangre de la primera
cordocentesis. Luego existira una doble poblacion de eritrocitos adultos y
fetales que se traducira en las pruebas diagnoésticas lo cual puede llevar a
falsas interpretaciones. Inclusive, al nacer, el grupo sanguineo del neonato
puede ser el de los eritrocitos transfundidos y el test de Coombs directo
resultar negativo a pesar de que en la muestra de la primera cordocentesis
era francamente positivo (ver historia clinica del capitulo diagnoéstico pre-
natal).

Generalmente la segunda TIU se realiza a los 7 dias de la primera y luego
cada dos semanas en forma empirica. Una prueba de compatibilidad ma-
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yor entre el suero o plasma materno y los eritrocitos a transfundir debe ser
realizada previamente a cada TIU porque aproximadamente el 25% de las
embarazadas que reciben TIU desarrollan anticuerpos adicionales particu-
larmente cuando la puncion se realiza transplacentaria (17). Los leucocitos
contaminantes deben ser removidos del producto a infundir mediante fil-
tracidn principalmente para evitar la infeccion por citomegalovirus (CMV)
(18). Los eritrocitos utilizados para TIU por lo general tienen menos de 5
dias de extraidos por lo cual tienen una larga sobrevida in vivo y menos
alteraciones producidas por el almacenamiento in vitro a temperaturas de
2 a 8° centigrados. Para evitar la reaccion de injerto versus huésped que
se puede producir por los linfocitos adultos infundidos se debe irradiar el
concentrado de eritrocitos con irradiacién gamma a una dosis de 25Gy. Es
recomendable que la irradiacion, que inhibe la capacidad mitética de los
linfocitos, se realice poco tiempo antes de la infusién dado que la irradia-
cion gamma produce hiperkalemia. La centrifugacién para mejorar el he-
matocrito del producto también produce aumento del potasio en el plasma
sobrenadante.

El lavado de los eritrocitos, con menos de cinco dias de extraidos, con
suero fisioldgico para extraer el plasma remanente con un almacenamiento
posterior de hasta 4 horas mantuvo el potasio con niveles inferiores a 12
mmol/l lo cual es considerado un nivel seguro para realizar TIU. La mayo-
ria acepta un intervalo de hasta 24 horas entre el procesamiento e irradia-
cion del producto y la TIU (20).

Una fuente alternativa de obtencion de eritrocitos para realizar TIU son
los globulos rojos maternos. Generalmente y de ser posible, este proce-
dimiento se reserva cuando no se pueden encontrar eritrocitos alogénicos
compatibles con el plasma materno. Esto ocurre principalmente cuando
hay anticuerpos maternos multiples o el anticuerpo esta dirigido hacia un
antigeno publico de alta frecuencia en la poblacion (ver historia clinica
del capitulo diagnostico prenatal). Los eritrocitos maternos a transfundir
deben ser lavados para extraer el o los anticuerpos e irradiados por provenir
de un familiar directo.

En algunos centros se combinan TIU intravasculares por cordocentesis con
TIU intraperitoneales. Esta combinacion tiene como objetivo realizar un
tandem de eritrocitos dado que los de la TIU intravascular ingresan inme-
diatamente a la circulacion sanguinea mientras que los administrados en
el peritoneo fetal se absorben lentamente a través del sistema linfatico que
los vuelca a la sangre. En casos de afectacion severa la TIU por via intra-
cardiaca puede ser realizada teniendo como precaucion la temperatura de
la sangre (37° centigrados), el nivel de potasio y la velocidad de infusion.
La sobrecarga de hierro producidas por las TIU y por la hemolisis puede
repercutir en el periodo neonatal produciendo colestasis y hepatitis (21).
También los casos de hidrops fetales producidos por anticuerpos anti-D
o Kell pueden acompaiiarse de trombocitopenias fetales o neonatales con
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recuentos inferiores a 50.000 plaquetas por mm® lo cual puede agravarse
pues por lo general son pretérminos que tienen un riesgo aumentado de
hemorragia (20).

En el feto la hematopoyesis esta regulada por el incremento gradual de los
niveles de eritropoyetina (EPO) estimulado por la baja tensién de oxigeno
durante la vida intrauterina. Los eritrocitos fetales que contienen hemo-
globina F (HbF) tienen alta afinidad por el oxigeno por lo cual facilitan
el intercambio de los globulos rojos maternos hacia los fetales durante la
gestacion. El cambio de HbF a HbA comienza aproximadamente a las 32
semanas de gestacion y al nacer la HbF constituye el 60 al 80 % de la he-
moglobina del recién nacido. Por lo tanto, los pretérminos tienen niveles
mas elevados de HbF que los de término. Los valores normales de Hb
segun la edad serian: a las 28 semanas de gestacion 14,5 g/dl, 32 semanas
15 g/dl, al término 16,5 g/dl, 1 a 3 dias 18,5 g/dl y a las dos semanas 16,6
g/dl (22).

En los recién nacidos de término, el aumento de la oxigenacioén que ocurre
con la respiracion pulmonar luego del nacimiento hace que se produzca un
aumento abrupto del nivel de oxigeno tisular lo cual establece un “feed-
back” negativo sobre la produccién de EPO y por ende de la eritropoyesis.
Esta reduccion de la eritropoyesis asi como la vida media eritrocitaria de
60 a 70 dias comparada con los 120 dias del adulto, hacen que se produzca
una caida fisioldgica de la Hb en las proximas semanas de vida que luego
aumenta lentamente a partir del cuarto a sexto mes de vida. Este fenémeno
que se denomina “anemia fisiologica del recién nacido de término” por
lo general es normocitica y normocrémica y no requiere de una extensiva
evaluacion o tratamiento. Usualmente el valor de Hb no desciende por de-
bajo de 9,5 g/dl.

El mismo mecanismo fisioldgico causa anemia en el pretérmino pero con
una menor produccién de EPO, una vida media eritrocitaria de 35 a 50 dias
y flebotomias mas frecuentes que en el recién nacido de término. Esto hace
que la anemia fisiologica del pretermino pueda alcanzar valores mas bajos
de Hb (8 g/dl en los prematuros de 1000 a 1500g y 7g/dl en los menores
de 1000g). La anemia se considera fisiologica porque es autolimitada, en
general se tolera sin inconvenientes y no se asocia a ninguna alteracion.
La volemia de los recién nacidos (RN) de término es de aproximadamente
de 85ml/Kg y en los prematuros de bajo peso de 100ml/Kg. Los RN no
compensan la hipovolemia como lo hacen los adultos. Cuando la volemia
disminuye el 10% el RN reduce el gasto cardiaco sin incrementar la fre-
cuencia cardiaca. Para preservar la presion arterial sistémica produce una
vasoconstriccion que junto a la disminucién del volumen minuto provoca
un deterioro de la perfusion tisular con baja oxigenacion de los tejidos y
acidosis metabolica.

La anemia neonatal que puede requerir transfusion de eritrocitos puede
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producirse por: pérdidas sanguineas, disminucion de la produccion o por
aumento de la destruccion (hemolisis).

La anemia puede ser causada por una hemorragia que ocurre prenatal,
en el momento del parto o postnatal. Las causadas por pérdidas sanguineas
crénicas son mejor toleradas y pueden ser compensadas fisiologicamente
por lo cual los neonatos son mas estables clinicamente que cuando se pro-
duce una anemia aguda. La circulacion feto-placentaria tiene un volumen
aproximado de 110 ml/Kg por lo cual pequefias hemorragias pueden repre-
sentar una proporcion importante del volumen fetal. Una pérdida sangui-
nea aguda tan so6lo de 15 a 20 ml puede resultar en anemia. La hemorragia
puede ser de causa obstétrica por placenta previa, desprendimiento placen-
tario, trauma a la placenta o al cordon umbilical en el momento del parto
o la ruptura de vasos placentarios anomalos. A pesar de que en la mayoria
de los casos de hematoma retroplacentario o placenta previa se produce un
sangrado materno, una hemorragia fetal también puede ocurrir. Los proce-
dimientos diagnosticos prenatales como amniocentesis, muestra de vello-
sidad corionica y/o cordocentesis pueden ser causa de hemorragia. Cuando
hay una hemorragia aguda, tipicamente el neonato se presenta palido, hi-
potenso e hipovolémico pero sin hiperbilirrubinemia por lo cual debe ser
tratado con reposicion hidroelectrolitica y/o transfusion de eritrocitos.

En la mayoria de las gestaciones menos de 2 ml de sangre fetal circula en
la sangre materna pero en el 0,3% de los casos el volumen excede los 30ml
lo que equivale en un neonato de 3 Kg al 10% de la volemia. Ademas de
producirse anemia del RN cuando la gestante es RhD negativa con fetos
RhD positivos la dosis de inmunoglobulina anti-D estandar de 300 meg i/m
0 120 mcg i/v no es suficiente para prevenir la inmunizacién materna por lo
cual se debe realizar una dosis mayor o adicional.

Hay un riesgo aumentado de hemorragia feto materna (HFM) en los casos
de complicaciones durante la gestacion o el parto, maniobras invasivas,
aborto, pre-eclampsia y cesarea.

La transfusion feto-fetal en gestaciones gemelares monocoridonicas como
ya vimos puede ser causa de anemia en uno de los fetos. Al nacer puede
existir una hemorragia feto-placentaria cuando se coloca al RN por encima
del nivel placentario con una oclusion parcial o tardia del cordén umbilical.
Las maniobras obstétricas pueden causar cefalohematoma o mas raramen-
te hemorragias internas por rotura de higado o bazo. En los RN de pre-
término es mas frecuente la aparicion de una hemorragia intraventricular.
Sin embargo, la causa mas frecuente de anemia y de transfusion, sobretodo
en pretérminos, es la pérdida sanguinea iatrogénica producida por las fre-
cuentes sangrias utilizadas para realizar estudios de laboratorio (20).

La enfermedad hemorragica del RN por deficiencia de los factores de la
coagulacion vitamina K dependientes se puede presentar en los primeros
dias de vida y puede ser también causa de anemia.

La anemia neonatal puede producirse cuando la destruccion de los eri-
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trocitos (hemolisis) supera a la produccion. La causa puede ser por alte-
raciones intracorpusculares hereditarias poco frecuentes como defectos de
la membrana (esferocitosis, eliptocitocis), enzimaticos (glucosa-6-fosfato,
piruvato-kinasa) o hemoglobinopatias (anemia falciforme, talasemias alfa
o beta). Las causas extracorpusculares, mas frecuentes, pueden ser de cau-
sa inmune (incompatibilidad de grupos sanguineos o por medicamentos)
o no inmunes (infeccion, déficit de vitamina E). La anemia hemolitica de
causa inmune debido al pasaje de anticuerpos maternos hacia el feto sera
analizada en los capitulos siguientes.

La hemolisis se define por un acortamiento de la vida media del eritrocito.
En los neonatos de término, la vida media fisiologica es de 80 a 100 dias
y en los prematuros de 60 a 80 dias sensiblemente menor a los 120 dias
de los globulos rojos del adulto. La crisis hemolitica se establece cuando
hay un aumento de la velocidad de destruccion ya sea por el mecanismo
patogénico o por un factor desencadenante.

Tipicamente la hemolisis extravascular se traduce en un descenso de la
Hb y un aumento de la bilirrubina indirecta (BI). La anemia estimula la
eritropoyesis lo que se refleja en un aumento de la reticulocitosis y en la
aparicion en sangre periférica de elementos nucleados de la serie roja (eri-
troblastos) pero, esto no es patognomdnico de hemdlisis dado que pueden
estar presentes en la hipoxia neonatal en ausencia de anemia.

La observacion de una lamina de sangre periférica puede revelarnos cam-
bios morfolégicos de los eritrocitos que nos pueden sugerir el mecanismo
hemolitico como por ejemplo esferocitosis o eliptocitosis hereditarias o
anemia de causa microangiopatica (presencia de eritrocitos fragmentados
0 esquistocitos).

En los seres humanos se genera monoxido de carbono cuando se degrada
el hem de la hemoglobina. Este monoxido de carbono es transportado en la
sangre como carboxihemoglobina. La medicion de los niveles de carboxi-
hemoglobina puede ser usado como un marcador de hemolisis.

En la hemdlisis intravascular aparece rapidamente hemoglobinemia y he-
moglobinuria. El diagndstico se puede realizar también rapidamente obser-
vando macroscdpicamente el aspecto del suero y la orina.

El aumento de la concentracion de la enzima lacticodeshidrogenasa (LDH)
en sangre sugiere una hemolisis dado que esta enzima es intracelular pues
participa del metabolismo del eritrocito.

La Hb libre tiene un peso molecular de 32.000 Daltons por lo cual atraviesa
el glomérulo renal hacia la orina. Para evitar la pérdida de esta importante
molécula el organismo del adulto presenta dos mecanismos. En primer lu-
gar, una glicoproteina sérica la haptoglobina forma un complejo irreversi-
ble con la Hb libre aumentando su peso molecular y evitando su escape por
la orina. Este complejo es captado por los macréfagos del sistema reticulo
endotelial, principalmente del higado, que tienen un receptor especifico
CD163. Esto explicaria porqué en las hemolisis intravasculares también
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puede producirse un aumento de la BI.

Sin embargo, en los neonatos los niveles de haptoglobina son bajos y los
niveles del adulto se adquieren recién después de varios meses por lo cual
el nivel de esta glicoproteina en suero no es un parametro adecuado para
medir el nivel de hemdlisis en los RN.

En segundo lugar, la Hb libre en el plasma se puede oxidar a metahemog-
lobina que se disocia facilmente en hem y globina. El hem libre e insolu-
ble a pH fisiolégico se une a otra glicoproteina plasmatica la hemopexina.
Este complejo también es metabolizado en el parénquima hepatico. Pero,
al igual que la haptoglobina, la sintesis de la hemopexina estd reducida
en el RN por lo tanto no es un buen indicador de la hemdlisis neonatal al
contrario de lo que sucede en el adulto.

Sin embargo, la hemolisis intravascular es mucho menos frecuente en el
RN que en el adulto dado que por ejemplo en las anemias hemoliticas de
causa inmune los anticuerpos de origen materno son del tipo IgG que pro-
ducen hemolisis extravascular. Tampoco se plantean en el RN las hemdlisis
intravasculares producidas por valvulas mecénicas, venenos de serpientes
o arafias o intoxicacion por gas arsénico. Algunos episodios accidentales
como la infusién de soluciones hipotonicas o el calefaccionar los eritroci-
tos a transfundir por encima de 41° centigrados pueden producir hemdlisis
intravascular. Los globulos rojos a transfundir deben ser calentados a 37°
centigrados con calefactores de calor himedo o seco, con registro visible
de temperatura y alarma. Nunca se deben calefaccionar con lamparas de
luz, estufa, agua caliente o fototerapia.

Si bien la hemdlisis extravascular produce un aumento de la BI que en el
RN puede causar, con valores elevados o incrementos acelerados, dafio
neurologico, la hemdlisis intravascular se presenta con un cuadro clinico
mas severo que se puede acompaiar de shock, CID y/o insuficiencia renal
con necrosis tubular aguda.

Las principales causas de la falla renal aguda y la necrosis tubular son la
isquemia y el descenso del 6xido nitrico (NO). El principal productor de
NO es la célula endotelial pero el principal reservorio es el eritrocito dado
que el NO circula unido a la Hb de manera similar al 02 y CO2 por lo
cual se denomin¢ el tercer gas. Cuando se produce hemdlisis intravascular
el NO libre rapidamente es oxidado a nitrato (NO3) que es un metabolito
inactivo. A su vez del globulo rojo roto se libera una enzima intracelu-
lar (arginasa) transformando la L-arginasa (sustrato para la produccion de
NO) en ornitina. El rdpido descenso del NO produce vasoconstriccion y
agregacion plaquetaria lo que contribuye a la formaciéon de microtrombos
que explicarian la isquemia y la necrosis tubular. Este mecanismo explica-
ria también las crisis hemoliticas que se producen en la anemia falciforme
sin embargo este tipo de hemoglobinopatia no se presenta clinicamente en
el periodo neonatal (50).

Recientemente se ha demostrado la presencia de receptores de EPO en
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varias células renales (48). La administracion sistémica de EPO atenuaria
la muerte celular y estimularia la regeneracion epitelial luego de la isque-
mia. Este efecto es dosis dependiente (5000 UI/Kg) y es mayor cuando se
administra previamente al inicio de la necrosis tubular aguda o minutos
después (49).

Tanto para la hemdlisis intravascular como extravascular los tratamientos
de eleccion son la terapéutica de la causa que produce la hemdlisis, la
transfusion de eritrocitos y/o la exsanguinotransfusiéon ademas de una bue-
na hidratacion y terapias de sostén.

Por tltimo, la anemia neonatal puede producirse por una disminucién
de la produccion de los eritrocitos por defectos congénitos raros como
Diamond-Blackfan y anemia de Fanconi o deficiencias adquiridas mas fre-
cuentes como infecciones, nutricionales, medicamentos (anticonvulsivan-
tes, antibidticos o sulfas) o descenso de eritropoyetina (EPO).

Infecciones como el parvovirus B19, rubéola, sifilis, citomegalovirus, HIV,
adenovirus o sepsis bacteriana pueden producir anemia neonatal . Sin em-
bargo, las deficiencias nutricionales de hierro, cobre, folatos, vitamina E
y B12 pueden causar anemia en los primeros meses de vida pero general-
mente no al nacimiento.

La respuesta a la EPO de los RN difiere a la que se observa en nifios ma-
yores y adultos en los cuales los sensores renales de oxigeno reconocen
un descenso del mismo en la circulacién y liberan EPO la cual actua es-
timulando la eritropoyesis medular. En el feto, el sensor de oxigeno se
encontraria en el higado el cual parece estar programado para el entorno
intrauterino hipdxico. La respuesta atenuada a la hipoxia protege al feto
de la policitemia. Con el avance de la gestacion la produccion de EPO
se trasladaria progresivamente del higado al rifién operando a partir del
término por tanto, los lactantes mas inmaduros o prematuros, son los que
producen menos EPO (anemia del pretérmino). A su vez, en los que re-
ciben transfusiones reiteradas después del nacimiento, tienen una mayor
concentracion de HbA que de HbF por lo cual se favorece la liberacion de
oxigeno tisular pero descienden los niveles de EPO.

Un mecanismo adicional contribuye a disminuir los niveles de EPO en
plasma en los prematuros que es el aumento del catabolismo. En suma, la
anemia del pretérmino se produce por disminucion de la concentracion de
la EPO plasmatica (por disminucién de su produccion y por aumento de su
catabolismo) y por las repetidas sangrias para analisis de laboratorio. Para
prevenir este ultimo factor se han disefiado micrométodos o procesadores
en linea que toman la muestra de sangre, realizan los estudios analiticos
y luego la reinfunden ya analizada evitando la necesidad de transfusiones
(22)(23). Hasta que estos dispositivos sean probados mas extensamente
y demuestren ser efectivos y seguros, el reemplazo de las pérdidas san-
guineas por analisis de laboratorio seguira siendo un factor remanente y
critico en la necesidad de transfusiones para los neonatos de las unidades
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de cuidados intensivos.

El reconocimiento de niveles plasmaticos de EPO descendidos con una
adecuada eritropoyesis medular en los prematuros provee una base racional
para considerar, en el tratamiento de esta anemia, ¢l uso de EPO recom-
binante (rEPO). Sin embargo, la utilizacion de rEPO no es totalmente
aceptada en el manejo clinico neonatal dado que su eficacia es incompleta.
Por un lado, los progenitores eritropoyéticos de neonatos responden bien
a la rEPO in vitro. A su vez, la rEPO mas hierro efectivamente estimulan
la eritropoyesis in vivo lo cual se evidencia por un aumento de los reticu-
locitos y de los eritrocitos circulantes. La dosis 6ptima seria 750 U/Kg
por semana de EPO que se puede dividir en tres dosis de 250U/Kg por via
subcutanea mas sulfato ferroso 2 a 12 mg/Kg dia por via oral (27).

Por otro lado, cuando el objetivo primario de la administracion de rEPO es
eliminar las transfusiones eritrocitarias, la rEPO ha fallado. Muchos estu-
dios realizados con este fin han tenido resultados inconsistentes (24).

Un meta-analisis ha sido realizado con estudios clinicos publicados en-
tre 1990 y 1999. Del analisis surgen como conclusiones que es imposible
establecer una recomendacion firme para el uso clinico de la rEPO en el
tratamiento de la anemia del prematuro y que cuando la rEPO fue eficaz en
reducir la necesidad de transfusiones eritrocitarias, su efecto fue relativa-
mente modesto y de cuestionable importancia clinica (25).

En una reciente revision Cochrane (26) se concluye que no existe un bene-
ficio demostrable cuando se compara la administracion precoz de EPO con
la tardia en reducir el uso de transfusiones de eritrocitos en los pretérminos
y/o de bajo peso al nacer. La administracion precoz de EPO inclusive au-
menta los riesgos de retinopatia.

En suma, el uso rutinario de rEPO para el tratamiento de todos los neonatos
de pretérmino no se correlaciona con medicina basada en evidencia (24).
Una de las indicaciones de EPO seria en neonatos cuyos padres son testi-
gos de Jehova (51).

En la actualidad, se han desarrollado EPO de tercera generacion llama-
das activadores continuos de los receptores de eritropoyetina (Continuous
Erythropoiesis Receptor Activator, CERA) que tienen como ventajas que
su activacion es continua, una mayor actividad in vivo y su vida media es
mas prolongada. La vida media de eliminacion de CERA tras la adminis-
tracion intravenosa o subcutanea es similar. Los estudios con animales in
vivo han demostrado que CERA es mas eficaz que las anteriores EPO en
la estimulacién de la eritropoyesis en cuanto a la magnitud y duracién de
la respuesta (32). La administracion de CERA una vez al mes, por via in-
travenosa o subcutanea, ha demostrado ser efectiva en el tratamiento de la
anemia en los pacientes con enfermedad renal crénica dializados o sin dia-
lizar independientemente de la edad, sexo o comorbilidades de los pacien-
tes (33). Sin embargo, todavia no existen ensayos clinicos que recomienden
su uso para el tratamiento de la anemia en neonatos o pretérminos.
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Las transfusiones de eritrocitos utilizadas para el tratamiento de la ane-
mia del prematuro tienen como objetivo mantener la concentracion de he-
moglobina a un nivel determinado para la condicion clinica del neonato.
En pretérminos con una enfermedad respiratoria severa es aconsejable
mantener una Hb entre 13 y 14 g/dl y un Hto entre 40 a 45 %. Similarmente
se debe mantener un Hto por encima del 40% cuando existen enfermeda-
des cardiovasculares congénitas. En cambio, un Hto entre 30 y 35% seria
suficiente cuando existen patologias cardiopulmonares moderadas. Re-
cientemente, The Guidelines for neonates and older children establecidas
por el British Committee for Standars in Haematology Blood Transfusion
Task Force (BCSH) (www.bcshguidelines) recomienda mantener una Hb
superior a 12 g/l en los neonatos que requieren internacion en unidad de
cuidados intensivos por enfermedades pulmonares severas, enfermedades
cardiacas cianoticas o falla cardiaca. Se aconseja transfundir a los neonatos
que han sufrido una pérdida sanguinea superior al 10% de la volemia. En
los neonatos clinicamente estables se transfunden s6lo con Hb inferior a 7
g/l y en aquellos que tienen una dependencia cronica de oxigeno se reco-
mienda mantener una Hb superiora 11 g/l.

Para una cirugia mayor se debe mantener un Hto superior al 30% mientras
que para una cirugia menor no se requiere este nivel de Hto pero siempre
la posibilidad de una hemorragia debe ser considerada.

En general los neonatos con una anemia modesta, clinicamente estables, no
requieren transfusiones salvo que se presenten problemas clinicos atribui-
bles a la presencia de la anemia o alteraciones que puedan ser corregidas
por la transfusion de eritrocitos. Como ejemplos de esto ultimo, son la uti-
lizacion de las transfusiones para tratar alteraciones de los ritmos cardio-
pulmonares. El descenso de la Hb contribuye a la presencia de taquipnea,
disnea, apnea y taquicardia o bradicardia debido a la disminucion de la
liberacion de oxigeno a nivel del centro respiratorio del cerebro. Las trans-
fusiones de eritrocitos disminuirian la incidencia de los periodos de apnea
al mejorar la liberacion de oxigeno tisular principalmente a nivel cerebral.
Sin embargo, los estudios cientificos en este punto son contradictorios
(24). Otra indicacion controvertida de la transfusion de eritrocitos es para
ganar peso cuando el Hto es inferior a 25% pero el neonato no presenta
otros signos de distress como taquicardia, dificultad respiratoria, succion o
llanto débil o disminucién de la reactividad. Los estudios clinicos realiza-
dos tampoco recomiendan esta practica transfusional (28).

La decision de transfundir o no debe estar basada en un balance riesgo
beneficio de acuerdo a la situacion clinica del neonato. Algunos, esta-
blecen que este criterio clinico es muy impreciso por lo cual aconsejan
evaluar parametros fisiologicos como criterios de transfusion como el vo-
lumen de eritrocitos circulantes, la masa celular o la liberacion de oxigeno.
Sin embargo, las mediciones de estos parametros no estan disponibles ruti-
nariamente en la mayoria de los centros asistenciales por lo cual se vuelven
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no practicos.

Otra importante controversia en prescribir transfusiones neonatales es ba-
sarse en un criterio restrictivo o liberal. Dos trabajos randomizados han
sido realizados para comparar ambas indicaciones. En uno, se encuentra
un aumento de las apneas, hemorragia intraventricular y leucomalacia ce-
rebral en los neonatos dentro del grupo del protocolo restrictivo (29). En el
otro, no se encuentran diferencias entre ambos protocolos (30). De acuer-
do a estos resultados es recomendable, hasta que haya mas informacién
disponible, transfundir a los pretérminos con un protocolo convencional
relativamente liberal para no someter a los neonatos a riesgos adicionales
como los producidos por el protocolo restrictivo.

En un estudio reciente (34), se estudian 637 pacientes pediatricos con eda-
des entre 3 dias y 14 afios que fueron admitidos en una unidad de cuidados
intensivos y que presentaron una hemoglobina inferior a 9,5 g/dl pero con
una condicion clinica estable. De estos, 320 pacientes fueron tratados con
un protocolo transfusional restrictivo recibiendo eritrocitos con un umbral
de Hb 7g/dl y 317 con un protocolo liberal con un umbral de 9,5g/dl. Se
demostré que en pacientes pedidtricos criticos con una condicion clinica
estable el protocolo restrictivo disminuy6 el numero de transfusiones de
eritrocitos sin aumentar efectos adversos en la evolucion. Sin embargo,
este protocolo restrictivo no es aplicable a pretérminos, adultos afiosos,
pacientes con enfermedad coronaria, o nifios con severa hipoxemia, inesta-
bles hemodindmicamente, con hemorragias o enfermedades cardiovascu-
lares ciandticas.

Otro punto practico de interés es determinar como deben ser los eritroci-
tos a transfundir. Dado que los RN y lactantes pequeilos son inmaduros
desde el punto de vista inmunoldgico, la aloinmunizacion a los antigenos
eritrocitarios en el periodo neonatal es excepcional. Como no se produ-
ce aloinmunizacion y las evaluaciones reiteradas incrementan la pérdida
sanguinea iatrogénica se recomienda no realizar pruebas seroldgicas pre-
transfusionales en lactantes menores de cuatro meses. Por ello, en algunos
servicios se transfunde a todos los RN con glébulos de grupo 0 con el fin
de no realizar pruebas serologicas, evitar el conflicto ABO y tener alicuotas
leucoreducidas para neonatos s6lo de este grupo sanguineo con lo cual se
reducen sensiblemente los costos (35). Si el suero materno contiene anti-
cuerpos el RN debe recibir globulos rojos sin el o los antigenos correspon-
dientes. Puede realizarse una prueba cruzada mayor entre los eritrocitos a
transfundir y el plasma o suero materno. En caso de no poder obtener una
muestra de sangre materna se haran los estudios inmunohematologicos con
la sangre obtenida del RN.

El uso tradicional de transfundir a los RN con eritrocitos de menos de cin-
co dias ha sido sustituido en algunos centros por la transfusion de alicuotas
o partes de una misma unidad de glébulos rojos mantenidas hasta 42 dias,
mediante el uso de soluciones aditivas como el Sagman (Sodio, Adenina,
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Glucosa y Manitol) que se utiliza en nuestro medio, con lo cual se dismi-
nuye el nimero de donantes a los que se expone el RN.

Se ha demostrado que la transfusion de eritrocitos con soluciones aditivas
en los RN que requieren volimenes pequeiios (10 a 20 ml/Kg) con una
velocidad de infusion entre dos a cuatro horas no produce efectos adversos
(31). Estas alicuotas presentan un hematocrito de 55 a 60%. En estos casos,
una unidad de sangre desplasmatizada con solucién aditiva es dividida en
cuatro o cinco unidades mas pequenas (pedipack) que son reservadas para
uno o dos neonatos. Para la realizacion de esta técnica es necesario contar
con un equipo de conexidn estéril y su vez, las fracciones eritrocitarias de-
ben ser leucoreducidas por filtracion antes de su conservacion en heladera
(36). En un estudio reciente, donde se analizaron los cambios metabolicos
que pueden producir las transfusiones de eritrocitos en 61 neonatos de me-
nos de 31 semanas internados en una unidad de cuidados intensivos, se
determiné que las transfusiones eritrocitarias fueron efectivas para corregir
la anemia y sélo produjeron cambios metabolicos leves, aumentando el
pH y PO2 y disminuyendo la glicemia y la calcemia, pero sin significa-
cion clinica relevante (52). La disminucion de la calcemia fue muy leve
en las transfusiones unitarias pero fue mas marcada en aquellos RN que
recibieron varias unidades. Se debe realizar calcio preventivo en los casos
de transfusiones masivas como la EST. Con respecto al potasio, los autores
recomiendan su monitoreo sélo cuando los RN tienen riesgos adicionales
de hiperkalemia como la insuficiencia renal.

La leucoreduccion se realiza con el objetivo principal de reducir la trans-
mision del CMV. Por ello, se recomienda su uso universal en todas las
transfusiones neonatales de eritrocitos y/o plaquetas (36).

Tiene como ventajas adicionales la disminucién de la trasmision de
otros agentes infecciosos como los virus linfotrépicos humanos tipo Iy
IT (HTLV-I 1I), el virus Epstein Barr (EBV) y ciertas bacterias como la
Yersinia enterocolitica. Sin embargo el resto de las reacciones adversas
transfusionales prevenibles por leucoreduccion en el adulto como las reac-
ciones febriles no hemoliticas, la insuficiencia respiratoria aguda asociada
a transfusion (TRALI producido por leucocitos del donante y anticuerpos
en el receptor) o la aloinmunizacioén plaquetaria son excepcionales en el
RN dada la inmadurez de su sistema inmune (37).

Cuando el RN ha recibido previamente TIU o la sangre proviene de fa-
miliares directos de primer o segundo grado de parentesco, los productos
celulares a transfundir deben ser irradiados previamente con 25 Gy de ra-
diacion gamma con el fin de prevenir la reaccidon de injerto versus hués-
ped que pueden producir los linfocitos del producto. La radiaciéon gamma
inhibe la capacidad mitética de las células nucleadas. Como los eritrocitos
y las plaquetas son células que carecen de nicleo no se ven afectados. Las
unidades irradiadas deben ser transfundidas a RN dentro de las 24 horas
posteriores a la irradiacion dado que esta aumenta la concentracion del
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potasio extracelular. Si se transfunde luego, se debe realizar previamente
un lavado de los eritrocitos (38). En suma las indicaciones de irradiacién
serian las TIU, las transfusiones o exsanguinotransfusiones (EST) en RN
que han recibido TIU, cuando la sangre es de familiares directos o cuando
existe diagnostico o sospecha de inmunodeficiencia (39).

Muchas personas piensan que las transfusiones dirigidas de familiares
0 amigos son mas seguras que las de donantes al azar. No existe eviden-
cia médica que las donaciones dirigidas tengan menos riesgo de trasmitir
infecciones que las obtenidas de donantes voluntarios. En algunos casos
inclusive pueden ser menos seguras dado que los donantes que conocen
al paciente o sus familiares no revelan sus conductas de riesgo y piensan
que las pruebas que se realizan a la sangre pueden detectar cualquier en-
fermedad trasmisible. Ademas las transfusiones realizadas entre familiares
directos deben ser obligatoriamente irradiadas previamente con radiacién
gamma para evitar la reaccion de injerto versus huésped. A su vez, las
transfusiones entre familiares directos pueden, en el futuro, entorpecer
trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas alogénicas.

El plasma materno puede contener anticuerpos dirigidos contra antigenos
paternos de los eritrocitos, plaquetas y leucocitos que se pueden expresar
en las células fetales. La infusion de este plasma que contiene anticuer-
pos tedricamente pude producir hemdlisis, trombocitopenia o0 TRALI por
transferencia pasiva de anticuerpos. Estos anticuerpos maternos pueden
estar dirigidos contra antigenos presentes en los hemocomponentes trans-
fundidos originando reacciones transfusionales agudas como reacciones
pulmonares, hemolisis y trombocitopenia postransfusional.

El TRALI que se puede producir por los anticuerpos maternos pasivos y
los leucocitos transfundidos se evita con la leucoreduccion. Por el contra-
rio, el TRALI que se produce por la transferencia pasiva de anticuerpos del
donante no se evita con leucoreduccién. Este cuadro de insuficiencia respi-
ratoria aguda postransfusional generalmente estd sub-diagnosticado dado
que se mimetiza con el sindrome de distress respiratorio agudo neonatal.
Por otro lado, los anticuerpos que pueden estar presentes en el plasma
materno pueden estar dirigidos contra antigenos paternos de eritrocitos,
plaquetas y leucocitos pero que no se expresan en las células fetales por
lo cual no se producird una reaccion antigeno-anticuerpo feto-neonatal in
vivo. Pero, en caso de transfusiones dirigidas paternas, las células trans-
fundidas contienen los antigenos especificos para los anticuerpos maternos
y se produce una reaccion antigeno-anticuerpo neonatal por transferencia
materna de anticuerpos y transferencia pasiva de células paternas.

Por ultimo, deben tener una compatibilidad de grupo sanguineo con el re-
ceptor y deben cumplir con todos los requisistos clinicos y paraclinicos de
los donantes voluntarios por lo cual muchas veces no estan disponibles en
caso de urgencias.
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Si bien los métodos de transfusion autéloga que se practican en el adul-
to y en nifios mayores como la donacién de predepdsito, la hemodilucién
normovolémica y la recuperacion de sangre del campo quirargico no son
aplicables en los RN, existen algunas posibilidades para disminuir el nu-
mero de transfusiones alogénicas. La placenta contiene entre 75 y 125 ml
de sangre al nacimiento. Este volumen tedricamente se puede transfundir
al neonato para compensar las pérdidas sanguineas o mejorar la anemia de
la prematurez evitando ademas la trasmision de infecciones y la enferme-
dad de injerto versus huésped. Los intentos de transfundir al RN desde la
placenta mediante una ligadura tardia del cordon umbilical puede entrar
en conflicto con una necesidad de reanimacion que por lo general se rea-
liza lejos de la madre. Las ventajas del clampeo tardio serian una menor
dificultad respiratoria y una necesidad menor de transfusiones. Como des-
ventajas el retraso en la reanimacion, la hipotermia, la policitemia y la
necesidad de tratamiento de la hiperbilirrubinemia.

En una revisiéon Cochrane (40) donde se compara el clampeo precoz con
el clampeo tardio del cordon umbilical en prematuros se concluye que el
clampeo tardio de corddén, con un retraso de 30 a 120 segundos, parece
estar asociado con una menor necesidad de transfusiones y una menor inci-
dencia de hemorragias intraventriculares. En un estudio posterior realizado
en 105 neonatos nacidos entre las 30 y 36 semanas de gestacion que no
requirieron resucitacion inmediata, se document6 un aumento de la masa
eritrocitaria y del Hto en los que se realizé un clampeo tardio de cordon
(41). Sin embargo, la elevacion del Hto no se tradujo en una disminucion
significativa de los requerimientos transfusionales ni tuvo efecto en el sco-
re de Apgar al minuto y a los cinco minutos. Tampoco hubo diferencia
significativa en la prevalencia de hemorragia intracraneana.

No se observaron, con el clampeo luego de 60 segundos, efectos adversos
clinicamente significativos como poliglobulia, hiperviscosidad o hiperbili-
rrubinemia. Los prematuros de menos de 30 semanas no pudieron incluirse
en este estudio de clampeo tardio por dificultades técnicas como la necesi-
dad de reanimacion inmediata.

Otra posibilidad es que se realice el clampeo precoz del corddn y se obten-
ga sangre en una bolsa por puncién del cordén mientras se realiza el alum-
bramiento. En un estudio (42) se obtuvo sangre de cordon en 290 neonatos
de término y prematuros . De los 52 prematuros, 30 recibieron transfusion
de sangre de cordon por anemia de la prematurez y los otros por cirugia
inmediantamente del nacimiento o dentro del mes de vida.

La cantidad de sangre obtenida de cordon fue suficiente para cubrir el 40%
las necesidades transfusionales de los RN con un peso entre 1000 y 2500
g y todos los RN con menos de 1000 g necesitaron transfusiones alogéni-
cas adicionales. Los autores concluyen que para los RN de término que
requeriran una cirugia inmediata luego del nacimiento o los de pretérmino
mayores de 1000g y menores 35 semanas de gestacion, la sangre autéloga
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de corddn es una alternativa valida frente a los productos alogénicos.

Sin embargo, se encontraron problemas técnicos y una contaminacion bac-
teriana del 8,6% cuando se realiz6 la extraccion de sangre de cordén en
prematuros de bajo peso con obtencidon de menos de 30 ml (20).

En aquellos RN donde la transfusion de sangre de cordon fue posible hubo
una elevacion de la Hb y el Hto similar a la producida por las transfusiones
de donantes al azar (43). En prematuros de menos de 32 semanas el pro-
ducto aut6logo de cordon pudo ser viable tan s6lo en el 27% de los RN que
requirieron transfusion (20).

La principal indicacién de realizar una exsanguinotransfusion (EST) en
el RN es el tratamiento de la hiperbilirrubinemia indirecta. Los eritroci-
tos a utilizar seran compatibles con el suero materno y el RN, pueden ser
reconstituidos a sangre total con plasma AB carente de aglutininas alfa
y beta del sistema ABO, de anticuerpos inmunes y de donantes hombres
que carecen de anticuerpos anti-leucocitarios y no producen reacciones
pulmonares agudas. Deben tener menos de cinco dias de extraidos, seran
leucoreducidos y en algunos casos irradiados con radiacion gamma como
por ejemplo cuando el RN ha recibido TIU. La sangre para la EST contiene
por un lado altos niveles de glucosa y sodio pero ha perdido el calcio ioni-
zado. Por ello, la velocidad de recambio méaxima es de 2 ml/Kg por minuto
y se debe monitorizar la presidon sanguinea, la frecuencia cardiaca asi como
las respiraciones y la saturacién de oxigeno. Durante la EST puede ser
necesaria la administracion lenta de gluconato de calcio diluido. Luego de
la EST se puede producir una hipoglicemia por rebote dado que el anticoa-
gulante tiene niveles altos de glucosa que produce una hiperinsulinemia.
También la EST reduce el nivel de plaquetas circulantes en un 50% por lo
cual es importante mantener los niveles de plaquetas por encima de 50.000
por mm™ sobre todo en prematuros por el riesgo de desarrollar hemorragia
intraventricular. Otro elemento a tener en cuenta en una EST para evitar
complicaciones vitales es la hipotermia. En los RN el stress por frio pro-
duce efectos exagerados de hipoglicemia, acidosis metabdlica y tendencia
a los episodios apneicos que pueden llevar a la hipoxia, hipotension y paro
cardiaco. Por tanto, debemos calefaccionar el ambiente, al RN y la sangre
para realizar la EST.

Para calefeccionar la sangre se utilizan calefactores en linea por calor hu-
medo o seco con control de temperatura a 37° centigrados dado que los
eritrocitos a 41° centigrados se hemolisan.

No deben emplearse calefacciones radiantes y cuando el RN se encuentra
en fototerapia tener cuidado que los eritrocitos no se expongan a la radia-
cion. Las alicuotas de hemocomponentes colocados en jeringas no deben
ser calefaccionadas en bafios de agua por el riesgo de contaminacion. Es
aconsejable calefaccionar la bolsa del hemocomponente o su fraccion en
los banos de agua a 37° centigrados con una bolsa protectora 30 minutos
antes de la transfusion y luego adicionar a la jeringa para la infusion tenien-
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do cuidado que esta no quede expuesta a radiacion solar directa o luminosa
como la fototerapia. En el otro extremo, el frio extremo a 0 centigrado
puede también producir la lisis de los eritrocitos. Por ello, los eritrocitos
para transfusion deben ser almacenados en heladera entre 2 a 8 centigra-
do pero con un monitoreo estricto de la temperatura dado que el margen
inferior es tan s6lo de dos grados. Las consecuencias de una hemolisis
por almacenamiento pueden ser transferidas pasivamente al RN confun-
diendo un cuadro clinico por hemolisis aguda, no se elevara el nivel de Hb
y se aportaran estromas celulares inmunogénicos innecesariamente sin el
efecto terapéutico deseado. Es aconsejable siempre realizar una inspeccion
optica del sobrenadante del hemocomponente y/o realizar una prueba de
hemolisis previa a la infusion .

Todos los hemocomponentes deben ser infundidos a través de una guia que
contenga un filtro de 170 micras. No se pueden utilizar tubuladuras para
sueros que carecen de filtros. Las alicuotas en jeringas deben ser retiradas
de la guia de infusion luego de la filtracion. La mayoria de los neonatos se
transfunden para corregir la anemia en dosis de 10 a 20 ml/Kg de peso de
eritrocitos concentrados.

Aquellos RN que reciben TIU y/o EST pueden presentar ademas de la ane-
mia precoz fetal o neonatal una anemia tardia hasta los tres meses de vida.
La anemia tardia hiporegenerativa con niveles bajos de reticulocitos y EPO
es la principal complicaciéon de neonatos con EHP debido al “feedback”
negativo sobre la médula dsea que se produce por el rapido aumento de
la Hb A por una TIU o EST. Otro factor causal es la reduccion de la vida
media de los eritrocitos transfundidos. La incidencia de anemia tardia en
neonatos con EHP tratados con TIU y/o EST es de 71 al 83% (44). Este
tipo de anemia usualmente se resuelve a los tres meses de vida. Mientras
tanto controles clinico y paraclinicos semanales deben ser realizados. Los
neonatos de término seran tratados con transfusiones de eritrocitos cuando
la hemoglobina sea menor a § g/dl en neonatos estables clinicamente o
cuando la Hb sea menor a 9.5 g/dl pero con sintomas de anemia presentes
como taquicardia, taquipnea, se prende menos a pecho, hiporeactivo, etc.
Tanto la EPO como la suplementacion con acido félico o hierro no estarian
recomendadas (45) (46) (47).
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CAPITULO 3 - POLICITEMIA PERINATAL E HIPERVISCOSIDAD

Un aumento de la masa eritrocitaria del recién nacido (RN) que se traduce
por una elevacion del hematocrito puede producir un incremento de la vis-
cosidad sanguinea y un sindrome por disfuncion orgénica.

La viscosidad sanguinea es influenciada por varios factores celulares, plas-
maticos y vasculares. La masa eritrocitaria es el factor mas importante en
los neonatos dado que la deformabilidad de los gldbulos rojos del RN es
mayor que en el adulto. Las otras células sanguineas casi no influyen en la
hiperviscosidad sanguinea neonatal salvo en los casos de leucemias con-
génitas. Hay un aumento de la viscosidad en los vasos de pequeiio calibre
mientras que en los grandes vasos como la aorta el flujo sanguineo es ma-
yor. La viscosidad plasmatica depende casi exclusivamente de la concen-
tracién de las proteinas plasmaticas pero las causas de paraproteinemia
(IgM monoclonal) mas frecuentes del adulto como la macroglobulinemia
de Waldestrom o el mieloma multiple no se presentan en el periodo neo-
natal. El fibrinogeno tiene en el RN una concentracion descendida con res-
pecto al adulto por lo cual tampoco influye sobre la viscosidad sanguinea
neonatal. En suma, en el RN la hiperviscosidad sanguinea depende casi
directamente de la policitemia y quiza por ello muchos las usan como si-
nénimos aunque fisopatolégicamente no lo son.

Se define la policitemia neonatal como el aumento anormal de la masa
eritrocitaria con un hematocrito (Hto) venoso mayor a 65% o una hemo-
globina (Hb) superior a 22 g/dl en la primer semana de vida.

El Hto capilar es significativamente mayor que el venoso e influenciado por
las variaciones del flujo sanguineo por lo cual la policitemia debe confir-
marse siempre por un Hto venoso (1).

La incidencia de la policitemia es de 1,5 a 4% de todos los nacimientos
(2) pero, los pretérminos de menos de 34 semanas raramente desarrollan
policitemia (3).

Los términos de policitemia e hiperviscosidad son tomados muchas veces
como equivalentes y sin embargo sélo el 47% de los neonatos con polici-
temia presentan hiperviscosidad y el 24% de los neonatos con hipervisco-
sidad presentan policitemia.

Los sintomas y signos principales de la policitemia son la rubicundez, difi-
cultad para prenderse al pecho materno y letargia. El diagnostico es clinico
y paraclinico por el aumento del Hto.

Los principales sintomas y signos del sindrome de hiperviscosidad san-
guinea son cianosis, ictericia, taquipnea y falla renal. Dado que las medi-
ciones de la viscosidad sanguinea habitualmente no estan disponibles el
diagnéstico de hiperviscosidad por lo general es clinico y asociado a una
policitemia.

La policitemia puede ser secundaria, en primer lugar, a una transfusion
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fetal o neonatal por clampeo tardio del cordon umbilical, por transfusion
feto-fetal o por transfusion materno fetal por ejemplo al colocar el RN
debajo del nivel placentario antes de ligar el cordon.

En segundo lugar, la policitemia se puede producir como mecanismo com-
pensador de a una hipoxia fetal o asfixia perinatal como en el retardo de
crecimiento intrauterino, hipertension gestacional, diabetes materna, en-
fermedad cardiaca cianotica materna, postmadurez, gestante fumadora.
En los hijos de madres diabéticas el 29% presentaba policitemia mientras
que los RN de madres no diabéticas ocurria en el 6% ( 17). La infusion
de insulina causa aumento de la masa eritrocitaria en animales (18) y la
concentracion de eritropoyetina (EPO) fetal se correlaciona con los niveles
de insulina (19). A su vez, estos neonatos tienen un riesgo aumentado de
trombosis especialmente de la vena renal (20).

También en los hijos de madres fumadoras hay un aumento de la EPO en el
cordén umbilical (21) y este valor esta en relacion con el nimero de ciga-
rrillos consumidos dado que la EPO no atraviesa la placenta.

Por tultimo, la policitemia se puede deber al aumento de la altitud sobre el
nivel del mar o a causas fetales como hiperplasia adrenal congénita, sindro-
me de Beckwith-Weiderman, trisomias del 13,18 y 21 e hipertiroidismo.
En un estudio realizado en la Division Neonatologia del Hospital Materno
Infantil Ramoén Sarda de Buenos Aires sobre un total de 31447 registros
analizados del Sistema Informatico Perinatal (SIP) desde 1996 al 2000
la prevalencia de policitemia neonatal fue del 1,6% (4). Se observo una
asociacion estadisticamente muy significativa entre riesgo aumentado de
policitemia en presencia de hipertension arterial, preeclampsia, eclampsia,
embarazo multiple y diabetes gestacional. A su vez, la frecuencia de poli-
citemia supera la media de la poblacion (1,6%) en presencia de bajo peso
y alto peso para la edad gestacional.

Los sintomas y signos y parametros de laboratorio de la policitemia con
sindrome de hiperviscosidad son: rechazo al alimento, succidon débil, vo-
mitos, letargia, hipotonia, apnea, temblores, convulsiones, trombosis veno-
sa cerebral, robicundez, cianosis, taquicardia, taquipnea, soplo cardiaco,
insuficiencia cardiaca congestiva, cardiomegalia, resistencia pulmonar au-
mentada, disminucion de la filtracion glomerular, disminucion de la excre-
sion de sodio, trombosis de la vena renal, hematuria, proteinuria, trombo-
citopenia, ictericia, hipoglicemia, hipocalcemia, reticulocitosis, normoeri-
troblastos, enteritis necrotizante.

En un estudio realizado en Chile (14), se encontrd que el 2,4% de los RN
presentaban poliglobulia neonatal de los cuales 13,9% tenian antecedentes
de hipertensién gestacional,, 6,65% retardo de crecimiento intrauterino,
6,43% diabetes gestacional, 43% fueron pequefios para la edad gestacional
y 22,8% grandes para la edad gestacional. Cinco RN presentaron sindrome
de Down. 29,5% presentaron sintomas siendo el 64,2% metabdlicos, el

50

Capitulo 3 - Policitemia perinatal e hiperviscosidad

20,1% del sistema nervioso central y el 6,9 % robicundez. Se concluye que
la poliglobulia neonatal afecta principalmente a RN de término, pequefios
y grandes para la edad gestacional, con antecedentes de hipoxia intraute-
rina.

La viscosidad sanguinea aumenta en forma exponencial cuando el volu-
men de los eritrocitos neonatales excede el 65% en el Hto.

Como causa de aumento del Hto siempre se debe descartar una deshidrata-
cion que produce policitemia relativa.

Los neonatos con policitemia verdadera se pueden clasificar clinicamente
en sintomaticos con Hto superiores al 65% o asintomaticos. Los sintoma-
ticos deben ser tratados con hemodilucion o exsanguinotransfusion parcial
(PET). En los asintomaticos con Hto superior a 65 % se deben monitorear
para la aparicion de sintomatologia y considerar la hidrataciéon (1). El ob-
jetivo de la PET es llevar el Hto a 55% para disminuir la hiperviscosidad
con el fin de mejorar la sintomatologia pero manteniendo el volumen san-
guineo. La hemodilucién normovolémica debe realizarse con extracciones
de sangre en alicuotas de S5Sml/Kg con reemplazo de igual volumen de so-
lucion salina fisioldgica 0,9%. En un estudio (5), se demuestra que tanto la
albumina al 5% como la solucién salina isotonica son igualmente efectivos
cuando se utilizan como fluidos de reemplazo en la PET. Dos revisiones
sistematicas (6)(7) llegaron a la misma conclusion que las soluciones cris-
taloides son tan efectivas como las coloidales para la realizacion de PET.
La solucién salina tiene como ventajas que no trasmite infecciones, no
produce anafilaxia, estd rapidamente disponible en forma universal y es
menos costosa.

Los neonatos con policitemia pueden presentar vomitos y rechazo por
el alimento (8) pero también se sugiere la asociacion entre policitemia y
enterocolitis necrotizante (NEC) (9). En un estudio randomizado (10), se
observo que el 6% de los neonatos policitémicos no tratados tenian sinto-
mas gastrointestinales mientras que el 51% de los que se trataron con PET
mostraban sintomas gastrointestinales severos incluyendo NEC.

Este estudio sugiere que el factor de riesgo mas importante para desarro-
llar NEC es la PET y no la policitemia. Aquellos que reciben plasma fresco
(PF) como fluido de reemplazo son los de mayor riesgo.

El plasma de donantes adultos aumenta la viscosidad sanguinea cuando se
mezcla con eritrocitos fetales (1).

En una reciente revision (11), se muestra que la PET realizada por los va-
sos umbilicales puede asociarse a un riesgo incrementado de NEC.

Sin embargo, la asociacion no es siempre sinonimo de causa. Reciente-
mente se ha publicado un caso de NEC luego de transfusion intrauterina
(TIU) sin embargo no hubo una asociacion significativa entre NEC y TIU
en el resto de los casos estudiados (15).

No existe hasta el momento evidencia cientifica consistente que muestre
una asociacion entre la NEC y la transfusion de hemocomponentes (16).
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En algunos centros se suspende la alimentacion del RN durante algunas
horas mientras dure la transfusion de hemocomponentes. Si bien esto pue-
de tener beneficios tedricos no existe evidencia cientifica que fundamente
este practica (16).

El volumen total a intercambiar en la PET se calcula multiplicando la vo-
lemia (80-90 ml/Kg para RN de término y 90-100 ml/Kg para prematu-
ros) por la diferencia entre el HTO hallado y el que se quiere alcanzar y
dividido por el valor del Hto hallado. En un RN de término de tres kilos
por ejemplo con un Hto de 70% que se desea llevar a un 55% la ecuacion
anterior determina un volumen total para la PET de 58cc.

Una regla rapida puede ser la de 20 ml/Kg.

La PET revierte las alteraciones fisiologicas asociadas con la policitemia e
hiperviscosidad. Mejora la percusion capilar, el flujo sanguineo cerebral y
la funcion cardiaca.

Comparado con el adulto, los neonatos tienen prolongados los tiempos de
coagulacion como el tiempo de protrombina (PT) y el tiempo de trombo-
plastina parcial activado (APTT) con niveles reducidos de factores pro-
coagulantes y anticoagulantes excepto los cofactores (FVIIl y FV) y la
alfa2-macroglobulina. A veces, se plantea la realizacion de PET con plas-
ma fresco para corregir los valores de los test de coagulacion.

Los neonatos tienen disminuida la sintesis de los factores procoagulantes
que prolongan el PT y APTT. Sin embargo, los neonatos tienen una hemos-
tasis normal después de un trauma o cirugia e inclusive pueden desarrollar
trombosis (12). La concomitante reduccion en los niveles de los anticoagu-
lantes naturales que se produce en los neonatos juega un rol determinante
en el mantenimiento del equilibrio hemostatico entre la hemorragia y la
trombosis. Estudios recientes realizados en neonatos utilizando pruebas
de generacion de trombina (TG) que exploran el sistema anticoagulante
han contribuido a desarrollar el concepto que la reduccion de los niveles
de factores procoagulantes es compensado por un descenso de los anticoa-
gulantes naturales (13). Estos hallazgos estarian contraindicando el uso
de plasma en la PET aun en neonatos con PT o APTT prolongados. En
suma, el balance hemostatico in vivo en los neonatos es mantenido por el
concomitante descenso de los factores pro-coagulantes y anticoagulantes
naturales. Este balance debe ser estudiado in vitro por test de generacion
de trombina con trombomodulina y no por los test convencionales como el
PT o APTT (13).

No se ha demostrado que la PET realizada en neonatos policitémicos asin-
tomaticos tenga un efecto beneficioso en un seguimiento a largo plazo (11)
(14).

En suma, la PET es un tratamiento recomendado para los neonatos con po-
licitemia e hiperviscosidad sintomaticos. No existe justificacién para usar
otro fluido de reemplazo que nos sea la solucion salina fisiologica.
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CAPITULO 4 - ENFERMEDAD HEMOLITICA PERINATAL
4.1 - INTRODUCCION

La enfermedad hemolitica perinatal (EHP) fue descrita clinicamente por
primera vez en 1609 en un embarazo gemelar de una madre francesa. El
primer gemelar tuvo un hidrops y fallece y el segundo desarroll6 una icteri-
cia falleciendo luego por un cuadro que actualmente conocemos como ker-
nicterus. Recién en 1932 Diamond et al. (1) demostraron que los dos cua-
dros clinicos, el hidrops fetal y el kernicterus postnatal eran dos aspectos de
la misma patologia, la hemolisis de los globulos rojos del feto y el neonato.
Esta EHP producia eritropoyesis extramedular, hepatoesplenomega-
lia y la liberacion a la circulacion de eritroblastos como forma de com-
pensar la anemia producida por la hemolisis de ahi el término de Eri-
troblastosis Fetalis que se utilizd para denominar a este cuadro clinico.
La identificacion de la causa de la EHP no ocurre hasta 1940 cuan-
do se descubre el sistema Rh demostrandose que la hemolisis ocu-
rria en un feto Rh(D) positivo en una madre Rh(D) negativa que ha-
bia sido previamente inmunizada por embarazos anteriores (2).
En Canada, en 1940 la tasa de mortalidad perinatal era de 40 por
1000 nacimientos. El 10% de estas muertes se debian a EHP (3).
La introducciéon en 1946 de la exsanguinotransfusion (EST) (4), me-
diante la cual las células Rh(D) positivas del neonato eran reemplazadas
por globulos rojos Rh(D) negativos de un donante, redujo las muertes
por esta patologia a la mitad y previno la hemolisis y el kernicterus que
se producia por el deposito de bilirrubina no conjugada en el cerebro.
Un problema remanente fue el hidrops fetalis dado que el diagnostico en
utero de la EHP era casi nulo y la mitad de los hidrops ocurrian antes de las
34 semanas de gestacion. La induccidn del trabajo de parto o la realizacion
de cesarea desde la semana 32 de gestacion disminuyo los riesgos de hi-
drops pero aumento los riesgos por prematurez. Asi, se obtenian neonatos
sin afectacion o moderadamente afectados que morian por prematurez.
En 1961, se introduce la medicion de la bilirrubina en el liquido amnioti-
co mediante espectrofotometria como forma de estimar la severidad de la
hemodlisis fetal, método diagnostico que se utiliza hasta el momento actual.
En 1964, la tasa de muerte por EHP en Manitoba-Canada se redujo del
25% al 16% de todos los afectados. Se introduce luego, como méto-
do terapéutico antenatal la transfusion intrauterina en la cavidad perito-
neal del feto de globulos rojos Rh(D) negativos para combatir la anemia
fetal y prevenir el hidrops (5). El desarrollo posterior de la ecografia, la
obtencion de muestras de sangre fetal por cordocentesis y la transfusion
intrauterina intravascular (6) hicieron que la tasa de mortalidad en Mani-
toba descendiera al 2 % en el periodo comprendido entre 1986 y 1995 (3).
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En 1993 JT Queenan y colaboradores (7) establecen un nuevo grafico para
representar los valores de densidad optica de las embarazadas aloinmu-
nizadas. Se proponen 4 zonas en lugar de tres del grafico de Liley para
diferenciar a los fetos afectados y no afectados comenzando ademas en la
semana 14 de gestacion lo cual permite realizar amniocentesis precoces
alrededor de la semana 18 a 20 de gestacion limite en el cual comienzan a
pasar los anticuerpos maternos hacia el feto.

En nuestro pais, en 1982, un grupo de médicos del Hospital de Clinicas y del
Centro Latinoamericano de Perinatologia (CLAP) escribia un libro donde
se describian todos los métodos de diagnostico asi como los tratamientos
pre y postnatales utilizados en la EHP por aloinmunizacién anti-D. Tam-
bién se determinaba en que la unica forma de eliminar las muertes produci-
das por la EHP era realizar una correcta profilaxis mediante la administracién
de inmunoglobulina anti-D post parto, post aborto, post amniocentesis, etc.
Dicho esfuerzo comunitario fue premiado por la Academia Nacional de Me-
dicina del Uruguay con el premio “EL Pais” con lo cual se logré la publica-
cién del libro y su distribucion en forma gratuita (8). Los autores tuvimos el
honor de que el prologo y el prefacio de la edicion fueran escritos por dos
académicos, los profesores Fernando Herrera Ramos y Roberto Caldeyro
Barcia quienes lucharon incansablemente para vencer esta patologia. Recor-
damos las palabras del Prof Herrera Ramos quien nos dijo “quien haya visto
como yo un nifio con kernicterus no se olvida nunca mas”.

El mismo grupo de médicos pens6 que ademas de lograr la difusion de los
conocimientos de la EHP debia pautar el seguimiento de esta patologia
tanto en el periodo prenatal como en el postnatal para lo cual propusieron
las “Normas de prevencion, diagnostico y tratamiento de la EHP por
conflicto Rh(D)” a las que se les otorgo el primer premio de la Asociacion
Medica del Uruguay (9) y luego fueron adoptadas como normas nacionales
por el Ministerio de Salud Publica.

También en 1982 se presenta el primer caso en el Uruguay de un recién na-
cido vivo obtenido por cesarea a las 32 semanas de gestacion luego que se le
practicaran a la madre procedimientos de recambios plasmaticos intensivos
mediante un separador celular con el fin de disminuir la concentracion de
anticuerpos maternos y por ende la hemolisis fetal. La madre de 40 afios de
edad, sin hijos vivos, con antecedentes de muertes intrauterinas producidas
por EHP, habia sido inmunizada por transfusiones de sangre Rh(D) positivas
en un episodio de hemorragia digestiva previo a las gestaciones (8).

En 1994, publicamos el primer caso mundial de administracion de inmu-
noglobulina a altas dosis en los vasos umbilicales del feto mediante cor-
docentesis como forma de prevenir la hemolisis fetal producida por EHP.
Ya se habia demostrado que altas dosis de inmunoglobulina administrada
intravenosa a neonatos disminuia la hemolisis por bloqueo de los recepto-
res Fc de los macrofagos reduciendo la necesidad de exsanguinotransfu-
siones en los recién nacidos afectados por EHP (10). Por ello, planteamos
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la hipétesis que altas dosis de inmunoglobulina administrada intravascular
en el feto debia reducir la hemolisis y por ende la necesidad de transfusio-
nes intrauterinas ya que el mecanismo fisiopatoldgico es similar en el feto
y en el neonato.
En el caso clinico publicado el feto presentaba a las 28 semanas de gesta-
cion una afectacion severa determinada por el incremento de la densidad op-
tica con un alto riesgo de desarrollar hidrops y/o muerte intrauterina. Me-
diante cordocentesis (puncién de los vasos umbilicales bajo seguimiento
ecografico) se realizan 4 infusiones de inmunoglobulina a altas dosis con-
siguiendo un aumento del hematocrito fetal y un descenso de la densidad
optica del liquido amnidtico sin necesidad de transfusiones intrauterinas.
Cinco aflos mas tarde, en 1999 autores austriacos publican en la revista Transfu-
sion de la American Association of Blood Bank (AABB) 13 casos de administra-
cion de inmunoglobulina en el cordon umbilical de fetos afectados por EHP (11).
En 1990 se publica el método de inmunoprecipitacion en gel por
Lapierre y colaboradores (12) el cual nace en el Centro Regional de Trans-
fusion sanguinea de Lyon-Francia.
Este método diagndstico es utilizado por nosotros a partir del aflo 1995
para determinar el grupo sanguineo y la busqueda de anticuerpos inmunes
en recién nacidos, embarazadas, donantes de sangre y/o pacientes. Es una
microtécnica que permite una macrolectura, con reactivos ya incorporados
lo cual disminuye el error técnico, con lector automatico en un sistema
computarizado que transcribe directamente los resultados evitando de esta
manera el error administrativo. La mayor sensibilidad del método compa-
rado con la técnica en tubo utilizada hasta ese momento queda demostrada
por los siguientes hechos:
a) la mayoria de los recién nacidos (RN) con conflictos por grupo ABO
tenian un test de Coombs directo (TCD) negativo con la tradicional técnica
en tubo a pesar de presentar sintomas y signos de EHP. Con la técnica
en gel la mayoria de los RN con conflicto ABO presentan TCD positivo.
b) Las embarazadas Rh negativas que reciben inmunoprofilaxis durante
la gestacion deben esperar mas de 8 semanas para repetir los estudios
inmunohematoldgicos dado que la técnica en gel detecta los anticuerpos
anti-D pasivos administrados con la inyeccion i/m de 300 microgramos
inmunoglobulina.
¢) Dos trabajos cientificos recientes (13) (14) concluyen que la técnica
de inmunoprecipitacion en gel es superior a la técnica en tubo para el
diagndstico en la incompatibilidad feto materna y en la realizacion
del test de Coombs directo para detectar anticuerpos y/o fracciones
del complemento adheridos a los globulos rojos.
La aplicacion de esta técnica ha traido un cambio fundamental en el se-
guimiento de la EHP. En 1982 proponiamos que en la primera consulta se
le realizara a la embarazada la determinacion del grupo sanguineo ABO y
Rh (D). Si era Rh(D) positivo no se le realizaban mas controles durante la

57



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

gestacion. Si era Rh(D) negativa se le investigaba la presencia de anticuer-
pos anti-D (aglutininas). Si las aglutininas eran negativas se repetian cada
4 semanas hasta el final de la gestacion. Si eran positivas se titulaban y de
acuerdo al titulo se tomaban conductas diagndsticas y/o terapéuticas.

Con el transcurrir de los afos se demostrd que los titulos del anticuerpo
materno no debian ser utilizados como diagnostico de severidad fetal (15)
y menos aun como indicadores de conductas terapéuticas dado que existian
afectaciones fetales leves con titulos altos de anticuerpos y por el contrario
afectaciones fetales severas con titulos relativamente bajos.

A su vez que la madre tenga anticuerpos circulantes no significa que exista
EHP. Para ello se deben dar dos condiciones mas, una que el anticuerpo sea
del tipo IgG que atraviesa la placenta hacia el feto y dos que el feto posea el
antigeno correspondiente. Asi pueden existir titulos crecientes de anticuer-
pos anti-D en mujeres con fetos Rh(D) negativos dado que el embarazo es
un estimulo inespecifico del sistema inmunitario.

Por otro lado, se observd que se producian muertes intrauterinas o nacian
recién nacidos afectados con EHP en madres Rh (D) positivas por la pre-
sencia de otros anticuerpos IgG diferentes a los ABO o anti-D.

Muchos de estos anticuerpos eran producidos por embarazos anteriores,
transfusiones de sangre generalmente innecesarias y ultimamente por droga-
diccidn intravenosa. En un intento por disminuir el nimero de transfusiones
alogénicas que se realizan a las mujeres en edad genital activa publicamos
en 1999 el “Manual de Medicina Transfusional” (16), Premio El Pais 1997
otorgado por la Academia Nacional de Medicina del Uruguay, donde se rea-
liza una revision de las indicaciones de transfusion de hemocomponentes.
Actualmente proponemos como esquema de seguimiento inmunohema-
tolégico de la gestacion la busqueda de anticuerpos inmunes en el primer
trimestre por la técnica de inmunoprecipitacion en gel. Si la investigacion da
un resultado negativo y la embarazada es Rh(D) positiva no se debe realizar
mas controles serologicos durante la gestacion. Si es Rh(D) negativa con
anticuerpos negativos se debe realizar un nuevo control a las 25 semanas de
la gestacion en lugar de los controles cada 4 semanas propuesto en 1982.

Si la investigacion de anticuerpos es positiva para lo cual se utilizan 3 paneles
de glébulos rojos con fenotipo conocido, independiente del grupo sanguineo
de la embarazada, se realiza la identificacion del o los anticuerpos también
por la técnica de inmunoprecipitacion en gel. Segtin el tipo de anticuerpo en-
contrado existira o no la posibilidad de desarrollar EHP. De los anticuerpos
que pueden producir EHP los del sistema ABO son los mas frecuentes pero
no se realiza investigacion prenatal dado que no producen afectacion fetal
sino solo postnatal. En orden de frecuencia le sigue el anticuerpo anti-D del
sistema Rh, luego anticuerpos del sistema Rh como el C, E, ¢ y e seguidos
de otros anticuerpos de grupo sanguineos como el Kell, Duffy,etc (17).

En un estudio de seguimiento de cinco anos (01/01/2001 al 31/12/2005)
aplicando el esquema prenatal propuesto, con la técnica en gel, en 14860
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embarazadas que se atendieron en los servicios asistenciales del BPS se en-
contraron 157 (1,05%) que tenian anticuerpos circulantes contra antigenos
de globulos rojos. De los 157 anticuerpos hallados 153 eran aloanticuerpos de
los cuales 84 (55%) se hallaron en mujeres RhD positivas y 69 (45%) en RhD
negativas. En las Rh (D) negativas, 55 (80%) tenian un anticuerpo anti-D.

En las Rh (D) positivas 36 (42,8%) presentaban aloanticuerpos con una
especificidad capaz de producir EHP mientras que en las mujeres RhD
negativas 66 (95,6%) eran capaces de producir EHP. En total, se hallaron
104 aloanticuerpos capaces de causar EHP, 98 de los cuales correspondian
al sistema RH y Kell representando el 94% de los anticuerpos hallados del
tipo IgG. En cuatro casos de los 157 se comprobaron autoanticuerpos con
test de Coombs indirecto y directo positivos los cuales fueron identificados
como anticuerpos antifosfolipidos. En suma, en las 14860 gestantes estu-
diadas se encontraron 157 anticuerpos antieritrocitarios de los cuales 153
eran aloanticuerpos y 4 autoanticuerpos. De los aloanticuerpos 104 eran
capaces de producir EHP por ser del tipo IgG que atraviesan la placenta
hacia el feto y de ellos el 94% pertenecian a los sistemas Rh y Kell. Por el
contrario, 49 aloanticuerpos hallados no producirian EHP por ser del tipo
IgM (sistemas lewis, P, HI, etc) pero es de importancia su diagnostico pre-
coz pues pueden provocar reacciones transfusionales en la gestante.

Si se hubiera aplicado el esquema de 1982, como se hace atin en muchos
servicios asistenciales del pais, los 84 aloanticuerpos hallados en gestantes
RhD positivas hubieran pasado inadvertidos produciendo quiza reacciones
transfusionales severas y/o muertes intrauterinas o neonatos afectados.
Este esquema de seguimiento inmunohematologico de la gestacion que
nosotros estamos aplicando desde 1996 en nuestro pais para evitar compli-
caciones sobre la madre y /o el feto ha sido normatizado en algunos paises
del primer mundo como Holanda desde 1998 (18). La American Associa-
tion of Blood Bank (AABB) también recientemente establece las “Practice
guidelines for prenatal and perinatal immunohematology, revisited” publi-
cadas en la revista Transfusion (19).

Con el esquema de seguimiento propuesto y con las técnicas actuales po-
demos determinar la presencia de anticuerpos maternos y si son del tipo
IgG o IgM pero nos queda por determinar la tercera condicion para que se
produzca EHP que es demostrar la presencia del antigeno correspon-
diente en los globulos rojos fetales. El grupo sanguineo del padre nos
proporciona un diagnostico de probabilidad pero no de certeza. Si el padre
carece del antigeno correspondiente el feto carecera del mismo siempre y
cuando se confirme la paternidad. Si lo posee puede ser heterocigoto con lo
cual tendra el feto 50% de probabilidades de heredar el antigeno.

El estudio de la densidad optica del liquido amniotico (LA) obtenido por
amniocentesis segun la grafica de Queenan o la obtencioén de sangre fetal
por cordocentesis son métodos mas precisos pero invasivos.

En dos trabajos publicados en el New England Journal of Medicine recien-
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temente se propone en uno un método no invasivo para determinar el Rh
del feto analizando el DNA en el plasma materno por Polymerase Chain
Reaction (PCR) (20) y en el otro, un método no invasivo para determinar
la anemia fetal que ocurre en la EHP mediante la medicion de la velocidad
del flujo sanguineo de la arteria cerebral media mediante ecodoppler (21).
Pero, no solo es necesario para obtener un correcto seguimiento inmuno-
henatologico de la gestacion aplicar el esquema propuesto sino interpre-
tar correctamente los resultados de la paraclinica con los datos de la
historia clinica. Por ejemplo, una embarazada Rh negativa presenta un
estudio de anticuerpos positivo por la técnica de inmunoprecipitacién en
gel que es identificado como un anti-D. Si nos guiamos exclusivamente por
la paraclinica haremos el diagnostico de aloinmunizacion lo cual puede
llevar a realizar procedimientos invasivos de diagndstico como la amnio-
centesis. Si analizamos la historia clinica vemos que la sefiora ha recibido
inmunoglobulina anti-D hace un mes durante la gestacion a una dosis de
300 microgramos administrados por via intramuscular.

Valorando la clinica y la paraclinica haremos el diagndstico de inmunizacioén
pasivaproducida porlos anticuerpos anti-D de lainmunoglobulinarecibida. Se
deben dejar pasar mas de 8 semanas luego de la administracién de inmunoglo-
bulina anti-D para repetir los estudios inmunohematoldgicos de la gestacion.
En 1982 proponiamos como condiciones de la inmunoprofilaxis anti-D post-
parto que la madre debia ser Rh(D) negativa sin anticuerpos anti-D y el re-
cien nacido Rh(D) positivo con un test de Coombs directo negativo. Simi-
larmente, si nos guiamos exclusivamente por los resultados de la paraclinica
dejaremos de administrar incorrectamente la inmunoprofilaxis postparto en
tres condiciones clinicas diferentes. En primer lugar, una embarazada O Rh
negativa sin anticuerpos detectados durante la gestacion puede tener un re-
cién nacido A Rh positivo con test de Coombs directo positivo. Como esta
fuera de las condiciones propuestas no se administraria inmunoglobulina
anti-D post parto. Sin embargo, el test de Coombs directo positivo se puede
deber a un conflicto ABO y si no realizamos inmunoprofilaxis se producira
una aloinmunizacién anti-D en la madre. En segundo lugar una embarazada
Rh negativa puede tener un anticuerpo anti-Kell y dar a luz un recién na-
cido Rh positivo con test de Coombs directo positivo. Como esta fuera de
las condiciones propuestas tampoco aqui se administraria inmunoglobulina
anti-D postparto. Sin embargo, debe administrarse pues la sefiora carece de
anticuerpos anti-D y el test de Coombs directo positivo del RN se debe a los
anticuerpos anti-Kell. Si no lo hacemos, en un futuro embarazo tendremos
casi seguramente ademas del anticuerpo anti-Kell un anti-D.

En tercer lugar, una embarazada Rh negativa puede haber recibido inmunoglo-
bulina anti-D durante la gestacion y tener un RN RhD positivo con test de Co-
ombs directo positivo pues los anticuerpos administrados intramuscular a la
madre pasan la placenta hacia el feto uniéndose a los globulos rojos fetales que
tienen el antigeno D. Si no realizamos la inmunoprofilaxis postparto la madre
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se inmunizara al antigeno D con la consecuencia para futuros embarazos y es-
tariamos malgastando la inmunoprofilaxis que se realizé durante la gestacion.
Estas tres situaciones clinicas presentadas constituyen una de las causas mas
frecuentes de falta de indicacion de inmunoprofilaxis postparto por parte del
médico tratante de ahi la importancia de recalcar una correcta interpretacion
de los resultados de laboratorio relacionandolos siempre a la situacion cli-
nica.
En 1982 (8)los doctores Santiago Varela y Antonio Grasso al escribir el capi-
tulo 2 sobre la historia de los progresos en la enfermedad hemolitica decian:
“En nuestro medio han sido poco los aportes originales para el diagnostico y
tratamiento de esta enfermedad”. Veinte afos después podemos afirmar que
hemos hecho camino al andar con un equipo de médicos obstetras, perina-
tologos y compaiieros hemoterapeutas. Sin embargo, la enfermedad hemo-
litica perinatal sigue existiendo. La incidencia de la EHP por anticuerpos
anti-D depende de la prevalencia de mujeres Rh (D) negativas.
Los libros anglosajones describen un 15% de mujeres Rh (D) negativas.
Este porcentaje fue el que tomo en 1982 el Profesor Dr Caldeyro Barcia
al escribir el prélogo de nuestro libro. Sin embargo, recordamos que nos
preguntd este sera el porcentaje de nuestra poblacion. De esta pregunta
sencilla surgi6 un estudio sobre la incidencia de individuos Rh (D) negati-
vos en algunas poblaciones del Uruguay (22) encontrando que el porcen-
taje de embarazadas Rh negativas era del 12% en nuestro pais. El propio
Profesor Dr Caldeyro Barcia presentd estos resultados en la IX Reunién de
la Asociacion Latinoamericana de Investigaciones en Reproduccién que se
realizé en la ciudad de Campinas, Brasil en noviembre de 1984.
El riesgo de inmunizacion anti-Rh (D) post parto en una mujer Rh negativo
con un feto Rh positivo ABO compatible es del 16%, con feto ABO inco-
patible 1.5-2%, post aborto provocado 4-5% y post aborto espontanco 2%.
Procedimientos invasivos como la amniocentesis, biopsia de vellosidad
coridnica y/o cordocentesis aumentan el riesgo de aloinmunizacion (23).
Con la administracion rutinaria de la inmunoprofilaxis postparto ha des-
cendido notoriamente la incidencia de la aloinmunizacion anti-D. Inclusi-
ve, en el momento actual ademas de la dosis de 250-300 microgramos para
la inmunoprofilaxis postparto contamos con dosis de 120 microgramos
para los abortos y/o maniobras invasivas del primer trimestre de la gesta-
cion. Sin embargo la aloinmunizacién anti-D y por ende la EHP producida
por este anticuerpo sigue ocurriendo en nuestro pais por:
- Falla de la inmunoprofilaxis postparto por dosis insuficientes dado que
no se cuantifica la hemorragia postparto
- Falta de indicacion por errores en la interpretacion de resultados
- Abortos clandestinos
- Drogadiccion intravenosa
- Transfusiones de sangre Rh (D) positivas a mujeres Rh(D) negativas en
edad reproductiva activa
- Inmunizacién durante la gravidez.
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Pero ademads, ha aumentado en los ultimos afios la aloinmunizacién por
otros anticuerpos frente a antigenos de globulos rojos producidos por ges-
taciones anteriores, transfusiones de hemocomponentes, trasplantes y/o
drogadiccion intravenosa para los cuales no existe en el momento actual
inmunoprofilaxis como en el anti-D. Muchos de estos anticuerpos produ-
cen también EHP y de no ser detectados precozmente durante la gestacion
pueden generar las consecuencias nefastas para el feto y/o RN.

El objetivo de este libro es mostrar de una manera clara y sencilla para el equi-
po de salud, los elementos de prevencion, diagnostico y tratamiento de la EHP.
Dado que en los tltimos afios ha variado sustancialmente el encare diagnostico
y de prevencion junto con la aparicion de nueva tecnologia pensamos que al
igual que en 1982 lo que aqui se propone deberia ser tomado como norma
como forma de unificar la prevencion de la EHP y los esquemas de seguimien-
to diagnostico durante la gestacion en todas las embarazadas del pais como ha
ocurrido recientemente en algunos paises del primer mundo.
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4.2 - FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
HEMOLITICA PERINATAL

Cuando una sustancia extrafia (antigeno) entra en contacto con el sis-
tema inmunitario de un individuo, generalmente se produce una res-
puesta inmune, ya sea mediada por células (inmunidad celular) o por
anticuerpos (inmunidad humoral). Cuando la respuesta inmune me-
diada por anticuerpos es producida por antigenos de individuos de
la misma especie se denomina aloinmunizaciéon. En el hombre, esto
ocurre usualmente ante transfusiones de hemocomponentes, droga-
diccion intravenosa, embarazo y/o trasplante de Organos y tejidos.
Cuando la embarazada carece de los antigenos que el feto posee en sus glo-
bulos rojos y estos penetran en la circulaciéon materna, puede producirse una
respuesta inmune. La enfermedad hemolitica perinatal (EHP) es una pato-
logia tipicamente producida por una reaccion de hipersensibilidad tipo II
mediada por anticuerpos dirigidos contra antigenos de la superficie celular.
Si los anticuerpos maternos corresponden a la clase inmunoglobulina G
(IgG) cruzan la placenta hacia el feto,frecuentemente en embarazos subsi-
guientes y se produce una reaccion antigeno-anticuerpo in vivo cuando las
células fetales poseen el antigeno correspondiente. Se dice entonces que
la madre esta aloinmunizada a antigenos de globulos rojos humanos y
que los eritrocitos fetales se encuentran sensibilizados pues tienen el anti-
cuerpo unido al antigeno presente en su membrana celular. Estos globulos
rojos sensibilizados con la IgG son retirados de la circulacion fetal por
los macréfagos del sistema reticulo endotelial, principalmente en el bazo,
que tienen receptores para la fraccion Fc de la Ig o C3b del complemento
produciéndose una hemolisis extravascular. Se puede definir entonces a
la EHP como una anemia hemolitica de causa extracorpuscular inmune.
Este mecanismo fisiopatologico es similar para las citopenias perinatales
de origen inmune dado que el macrdofago tiene un receptor para la fraccion
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Fc de la inmunoglobulina y la retira de la circulacion unida por su frac-

cion Fab a la célula que contiene el antigeno que le ha dado origen. Esta

célula puede ser un globulo rojo y se producira la enfermedad hemolitica

perinatal o una plaqueta en el caso de la trombocitopenia neonatal alo o

autoinmune.

Resumiendo para que la EHP se produzca es necesario:

® incompatibilidad de grupo sanguineo materno fetal

® aloinmunizacidon materna especifica contra uno o varios antigenos
eritrocitarios fetales

® pasaje de anticuerpos maternos hacia el feto

® presencia en los eritrocitos fetales del antigeno correspondiente

e destruccion acelerada de los globulos rojos fetales

Los anticuerpos de la clase IgG (mondémeros) cuando se unen al antigeno
de la membrana de los eritrocitos no producen aglutinacion dado que la
distancia entre los dos fragmentos Fab (sitios de union al antigeno) del an-
ticuerpo no alcanzan a cubrir la distancia intercelular (50-100 A®) entre dos
glébulos rojos determinada por el potencial zeta. En el caso de moléculas
de IgM (pentameros) mas grandes se produce aglutinacion directa. Para
detectar la presencia del anticuerpo IgG por la técnica de aglutinacion es
necesario utilizar el suero de Coombs. En 1945, Coombs, Mourant y Race
(1) describieron el procedimiento para detectar los anticuerpos unidos a los
eritrocitos y que no provocaban aglutinacion. Coombs, que era veterinario,
inyectd a un conejo inmunoglobulinas humanas produciendo en el animal
una respuesta inmune humoral . Dado que la fraccion Fc de la Ig humana
es la fraccion antigénica de la molécula, los fragmentos Fab del anticuerpo
del conejo (anti-globulina humana) se unen a los Fc de la IgG unida a los
eritrocitos formando un puente y haciendo visible su presencia mediante la
aglutinacion de los gldbulos rojos.

La magnitud de la aglutinacion suele ser proporcional a la cantidad de IgG
fijada.

La prueba de Coombs directa (PCD) se usa para demostrar la cobertu-
ra “in vivo” de los eritrocitos con inmunoglobulinas en particular 1gG o
fracciones del complemento como C3d. Por ejemplo, a los globulos rojos
fetales o del RN que pueden sensibilizarse “in vivo” con las IgG maternas,
se les realiza la PCD para diagnosticar EHP. Antes de agregar el suero
antiglobulina humana (SAGH) se deben lavar los eritrocitos para eliminar
las proteinas libres que pueden neutralizar el SAGH y producir falsos re-
sultados negativos.

La prueba de Coombs indirecta (PCI) se utiliza para detectar [gG antie-
ritrocitarias libres, circulantes, no unidas a los globulos rojos. Es indirecta
porque, a diferencia del caso anterior, antes del agregado de SAGH se ne-
cesita una fase previa de sensibilizacion “in vitro”. El suero o plasma de
la gestante, en el cual queremos investigar la presencia de IgG antieritro-
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citarias, se debe incubar “in vitro” con los glébulos rojos que contengan el
antigeno especifico. Si existen anticuerpos circulantes estos se van a fijar
al antigeno de la membrana del globulo rojo y Iuego con el agregado de
SAGH se hara visible su presencia mediante aglutinacion. En esta prueba,
ademas del lavado de los eritrocitos como en la PCD, es muy importante
que se enfrente el plasma a gldébulos rojos fenotipazos que contengan la
mayoria de los antigenos clinicamente significativos. De no ser asi, se pue-
den obtener falsos resultados negativos que pueden llevar a catalogar a un
embarazo de bajo riesgo cuando en realidad no lo es.

SISTEMAS DE GRUPO SANGUINEO
Los grupos sanguineos son sistemas de antigenos y anticuerpos que tienen
implicancias genéticas, bioquimicas, inmunitarias y antropoldgicas.
En este libro, nos dedicamos exclusivamente al aspecto inmunitario de los
grupos sanguineos y de su significado clinico.
Los antigenos de grupos sanguineos que se hallan bajo control genético se
encuentran en la membrana celular del eritrocito mientras que los anticuer-
pos existen en la fraccién inmunoglobulina del plasma humano.
Los antigenos de grupo sanguineo pertenecen al mismo sistema si se de-
muestran que son alelomorfos es decir, genes sustitutivos que ocupan el
mismo lugar sobre un cromosoma en forma tal que solo uno de dos o mas
alelomorfos pueden hallarse presente en dicho locus o en cualquier cro-
mosoma. De esta manera una secuencia comun en el descubrimiento de
los sistemas de grupos sanguineos lo constituye el hallazgo de un solo
anticuerpo que descubre a un antigeno sobre los eritrocitos, seguido por
el hallazgo de un segundo anticuerpo, antitesis en su reaccion en relacion
con el primero y que demuestra estar descubriendo el producto de un alelo.
Sin embargo, los cuatro primeros sistemas no fueron descubiertos de esta
forma.
Los antigenos de grupo sanguineo que tienen una relaciéon fenotipica, bio-
quimica o genética pero no son alelomorfos no constituyen un sistema y se
denominan “antigen Collections”.
En 1901 Landsteiner denominé a los primeros dos antigenos eritrocitarios
usando las dos primeras letras del alfabeto en mayusculas A y B (2). Los
glébulos rojos que no reaccionaban con los sueros con anticuerpos anti-A
o anti-B eran denominados C. En 1911, Von Dungern and Hirszfeld (3)
fueron los primeros en utilizar la letra O (primera letra del término aleman
“ohne” que significa “without” en inglés o “sin” en espafiol) para describir
los eritrocitos que no reaccionaban con anti-A y anti-B y con el término
AB para describir aquellos que por el contrario reaccionaban con ambos
sueros. De esta manera se describe el primer sistema de grupos sanguineos
humanos, el sistema ABO con sus cuatro posibilidades A, B, AB y O.
La EHP puede producirse por anticuerpos anti-A o anti-B inmunes del
tipo IgG principalmente en madres del grupo O con fetos A o B. A pesar de
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que esta incompatibilidad materno-fetal ocurre en el 15% de los embarazos
la ocurrencia de EHP es solamente de 1 en 150 nacimientos. Tampoco se
producen afectaciones fetales ni muertes intauterinas. La EHP se presenta
postnatal y por lo general luego de las 36 horas de vida bajo formas clinicas
leves o moderadas. Esta discrepancia entre el grado de inmunizacién por
un lado y la incidencia de EHP asi como su severidad por otro se explicaria
por dos razones : primero que los antigenos A y B no estan completamente
desarrollados al nacimiento y segundo que estos antigenos no solo estan
confinados a los eritrocitos de manera que varios tejidos o fluidos corpora-
les (incluyendo la placenta) tienen un efecto protector pasando hacia el feto
una escasa cantidad de anticuerpos. Otra diferencia significativa de esta
EHP con la producida por otros anticuerpos es que la PCD que se realiza
a los eritrocitos del recién nacido para determinar la presencia de anticuer-
pos inmunes generalmente es negativa utilizando la técnica de aglutinacion
en tubo . Esto se explica porque en los globulos rojos de recién nacidos con
EHP relativamente severa por incompatibilidad ABO existen menos de 220
moléculas de IgG por célula (4). La técnica en tubo necesita mas de 150
moléculas por célula para positivizarse por lo cual la mayoria de las EHP
por conflicto ABO que son leves o moderadas trabajan seguramente con un
numero inferior de moléculas . Utilizando métodos mas sensibles como la
inmunoprecipitacion en gel se invierte esta situacion y la mayoria de los
recién nacidos con conflicto ABO presentan la PCD positiva.

En 1940 se describe otro sistema de grupo sanguineo denominado Rh
(5) al tomar las iniciales del mono macacus Rhesus que fue la especie con
cuyos eritrocitos se realizaron las primeras experiencias de inmunizacion.
Este antigeno fue inicialmente denominado LW en honor a sus descubrido-
res Landsteiner y Wiener pero los mismos investigadores sugieren que no
es conveniente esta denominacion.

Con la descripcion de los cinco antigenos del sistema Rh aparecen los pri-
meros problemas de terminologia. Por un lado, Fisher y Race (6) los deno-
minan con las letras mayusculas y mintsculas CcDEe con amplia difusion
en Europa y por otro lado, Wiener (7) utiliza la simbologia Rh/Hr asocian-
do numeros a los antigenos con amplia aceptacion en EE.UU.

El antigeno D del sistema Rh ha sido la causa mas frecuente de aloinmuni-
zacion y se ha tomado como ejemplo cldsico para determinar la fisiopatolo-
gia de la EHP. Cuando los individuos tienen el antigeno D en sus eritrocitos
se denominan Rh positivos y cuando carecen de el Rh negativos. En los in-
dividuos anglosajones predominan los individuos Rh positivos (85%) pero
existen diferentes incidencias raciales a nivel mundial (8). En nuestro pais,
existen aproximadamente un 12% de individuos Rh negativos (9).

Los individuos Rh negativos, que carecen del antigeno D, son los que se
pueden inmunizar cuando entran en contacto con ¢l mediante transfusiones
de hemocomponentes Rh positivos, drogadiccion intravenosa, trasplante
de organos y tejidos y/o embarazos anteriores.
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El Dr Bruce Chown en 1953 fue el primero en demostrar que la causa de la
inmunizacion anti-D se debia al pasaje a la circulacién materna de eritroci-
tos fetales Rh positivos (10).

El riesgo de aloinmunizacion de una embarazada Rh negativa con un feto
Rh positivo es del 16% (11) pero cuando existe una incompatibilidad ABO
entre la madre y el feto este riesgo es del 1.5 a 2%. Esto se debe a que cuan-
do los eritrocitos fetales entran a la circulacion materna los anticuerpos
naturales (IgM) anti-A y/o anti-B se unen a los antigenos correspondientes
de los globulos rojos fetales que son retirados rapidamente de la circula-
cién materna disminuyendo el riesgo de inmunizacion en el sistema Rh.
Los otros antigenos del sistema Rh (CcEe) pueden también producir aloin-
munizacion por las mismas vias que el D y sus anticuerpos al ser del tipo
IgG pueden causar EHP tanto en individuos Rh positivos como Rh nega-
tivos.

Hasta nuestros dias han aparecido una gran cantidad de otros sistemas.
En algunos el nombre del sistema deriva del nombre del individuo del cual
el anticuerpo fue seleccionado por primera vez. Asi, la sefiorita Kell, las
sefioras Lutheran y Duffy y la sefiorita Kidd han prestado sus apellidos a
los sistemas conocidos en la actualidad. A veces las primeras letras (por ¢;j.
K o Lu) en otras las ultimas (por ¢j. Fy) han sido utilizadas para nominar
los antigenos de cada sistema. Los alelos comunes para cada antigeno son
denominados como a y b resultando en Fy” Fyb o Lu® Lub, etc.

Todos los sistemas de grupo sanguineo poseen variantes raras y estas a
menudo revelan la complejidad del sistema, aun cuando al mismo tiempo
contribuyan al entendimiento de se estructura. Por ejemplo, existe un nu-
mero considerable de alelos raros que aparecen ocasionalmente en el locus
Rh. Un sustituto para el antigeno C es el C" que ocurre en menos del 2%
de la poblacion britanica (12). En lugar de la combinacion habitual de ge-
nes CDe un individuo puede ser C"De. El antigeno C" es capaz de estimu-
lar la formacién de anticuerpos anti-C", los cuales en ocasiones aisladas
han provocado reacciones hemoliticas durante transfusiones de globulos
rojos y EHP. El C* es aun un alelo mas raro en el mismo locus, ocurre
aproximadamente en 1 de cada 1000 personas pero es también capaz de
generar el anticuerpo correspondiente y producir EHP.

El antigeno D débil (weak) o D" cuantitativo significa que existen menos
sitios antigénicos D sobre la membrana eritrocitaria pero tanto la madre
como el recién nacido D débil deben ser considerados como Rh positivos.
Puede existir también, aunque en forma mas rara, un D parcial (D cua-
litativo) de manera que personas Rh positivas pueden tener anticuerpos
anti-D que no reaccionan con sus propias células dado que el anticuerpo
esta dirigido hacia una parte (epitopo) faltante del antigeno D. Una de las
mas importantes variantes del antigeno D es la variante pV! que difiere en
la parte extracelular de la proteina en tres aminoacidos con la proteina D
normal. Las embarazadas o receptores de hemocomponentes que tienen el
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fenotipo pV! pueden desarrollar anticuerpos contra los epitopos faltantes
de la proteina D por ello deben ser considerados como Rh negativos y en
el caso de la gestacion deben recibir inmunoprofilaxis anti-D. La mayo-
ria de los sueros monoclonales anti-D que se utilizan para determinar el
grupo sanguineo estan dirigidos contra los epitopos 6/7 que son los mas
inmunogénicos de la proteina D pero son también los que se encuentran
ausentes en la variante D" Por tanto, estos sueros son ideales para tipificar
embarazadas o receptores ya que los fenotipos DY seran tipificados como
Rh negativos y de esta manera recibiran hemocomponentes Rh negativos
asi como inmunoprofilaxis anti-D. Sin embargo, para la tipificacion de do-
nantes de sangre y recién nacidos se recomienda el uso de sueros anti-D
que detecten la variante D! con el fin de que sean tipificados como Rh
positivos para que no sean inmunogénicos en receptores o gestantes RhD
negativos.

Hasta nuestros dias se han descubierto una gran variedad de antigenos
eritrocitarios que se han agrupado en 30 sistemas.

Esta avalancha de terminologia hizo que en 1980 la Sociedad Internacio-
nal de Transfusion Sanguinea (International Society of Blood Transfusion,
ISBT) creara un grupo de trabajo con el fin de uniformizar la nomenclatura
de los antigenos eritrocitarios (Working Party on Terminology for Red Cell
Surface Antigens). Asi, la ISBT sugiere el uso de letras y nimeros arabigos
para denominar los sistemas y codigo de los antigenos. A cada sistema,
antigen collection o series de antigenos se le determina un numero por
ejemplo el sistema ABO es el 001. A su vez a cada antigeno del sistema se
le adjudica un simbolo y un numero por ejemplo el A es 001 y el B 002.
De manera que en el sistema de computacion universal el antigeno A es
001001 y el B 001002 siendo el 001 inicial el que corresponde al sistema
ABO y el siguiente 001 el que corresponde al antigeno A.

Si se eliminan los ceros se puede expresar el antigeno A como 1.1 y el B
como 1.2. En el sistema Rh (004) el antigeno D es 001, C 002, E 003, etc
de manera que en el registro computarizado el D es 004001, el C 004002 y
el E 004003 0 4.1, 4.2 y 4.3 respectivamente. De manera similar la combi-
nacion expresa la simbologia y codigos para cada uno de los otros sistemas
de grupo sanguineo.

Otro grupo de anfigenos son los antigens collections (serie 200) donde se
encuentran por ejemplo los antigenos [ i. La gran mayoria de los eritrocitos
adultos tienen el antigeno I mientras los globulos rojos de cordon umbi-
lical son intensamente positivos al antigeno i. La transicion se realizaria
18 meses después del nacimiento. Los anticuerpos anti-I o anti-HI son los
responsables de la mayor parte de las anemias hemoliticas por anticuerpos
frios.

Los antigenos de baja incidencia se agrupan en la serie 700 y los antige-
nos de alta incidencia serie 900. Estos ultimos, en su mayoria tienen una
incidencia superior al 99% en la poblacion y por ello son denominados
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antigenos publicos.

Recientemente diagnosticamos un caso de una embarazada aloinmunizada
con un anticuerpo anti-Vel (901001) que presentd reacciones transfusio-
nales severas pero no produjo EHP. Aunque no es lo frecuente, un caso de
EHP por anti-Vel fue descrito en el afio 1992 (12). Como es un antigeno
de altisima incidencia en la poblacién es muy dificil conseguir individuos
que carezcan del mismo con fines transfusionales de ahi la importancia de
realizar el diagndstico de aloinmunizacion e identificar el anticuerpo tem-
pranamente durante la gestacion porque aunque la EHP sea la excepcion
debemos tomar medidas precautorias en caso de anemia materna como
técnicas de transfusion autdloga y/o administracion de eritropoyetina, hie-
rro y acido folico con el fin de evitar seguras reacciones transfusionales al
administrar sangre incompatible. En 2008, The internacional Committee
on Terminology of Red Cell Antigens de la Internacional Society of Blood
Transfusion (ISBT) reunido en Macao, China realiza algunos cambios en
la clasificacion establecida. Se cred un nuevo sistema, el RHAG (system
30) y se adicionaron nuevos antigenos a los sistemas Rh (system 4), Kell
(system 6) y Dombrock (system 14). En la actualidad se han reconocido un
total de 308 antigenos eritrocitarios de los cuales 270 se agrupan en 30 sis-
temas de grupo sanguineo (28). La totalidad de la clasificacion asi como la
terminologia de cada uno de los antigenos y sistemas se obtiene visitando
la pagina web de el Internacional Blood Group Reference Laboratory en
Bristol, UK (www.blood.co.uk/ibgrl).

Los médicos clinicos (obstetras y perinatdlogos) pueden consolarse con el
hecho de que no es necesario el entendimiento detallado de cada uno de los
sistemas o antigenos de grupo sanguineo para la apreciacion del papel que
juegan los anticuerpos correspondientes en la generacion de EHP.

Por un lado, el diagndstico de aloinmunizacion es decir, la presencia de
anticuerpos antieritrocitarios inmunes en la embarazada es mucho mas fre-
cuente que la incidencia de EHP. Esto se debe a que varios de los anticuer-
pos son del tipo IgM que no atraviesan la placenta como los anti- Lewis,
anti-P, anti-M, etc por lo cual si revisamos la tabla 1 sabremos aquellos
anticuerpos que pueden producir EHP y/o reacciones transfusionales he-
moliticas (RTH). En un estudio que realizamos en los servicios asistencia-
les del BPS en un periodo de cinco afios estudiamos, mediante la técnica
de inmunoprecipitacion en gel, a 14860 gestantes de las cuales 153 pre-
sentaron aloinmunimunizacién. 69(45%) eran Rh negativas y 84(55%)
Rh positivas. En las Rh negativas 66 (95,6%) de los aloanticuerpos son
capaces de producir EHP mientras que en las Rh positivas 33(42,8%) lo
pueden hacer. En las RhD negativas el anticuerpo anti-D se diagnosticd en
55(80%) siendo el mas frecuente. En las Rh positivas el anticuerpo halla-
do mas frecuente como posible causa de EHP fue el anti-E. En total 104
(0,7%) aloanticuerpos de los 153 hallados eran capaces de producir EHP.
De ellos, 98 (94%) pertenecian al sistema Rh y Kell. De los 16 anticuerpos
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anti-M hallados ninguno vari6 a IgG durante la gestacion por lo cual fueron
considerados como no productores de EHP (25). En un estudio reciente,
realizado en Holanda donde tienen un esquema de seguimiento inmuno-
hematologico desde el afio 1998, similar al propuesto por nosostros, de
investigacion de anticuerpos inmunes a todas las gestantes en la primera
consulta, se hallaron también resultados similares (26). Dentro de los anti-
cuerpos diferentes al anti-D que podian producir EHP el anti-E fue el mas
frecuente. Los anticuerpos anti-M hallados se comportaron como IgM no
produciendo EHP en ningun caso. La mayoria de los anticuerpos hallados
diferentes al anti-D pertenecian al sistema Rh y Kell y por ello proponen
que nifias y mujeres en edad reproductiva activa en caso de necesitar trans-
fusiones de eritrocitos estos sean fenotipados para los sistemas RH y Kell.
El estudio no discrimina la prevalencia de los aloanticuerpos en gestantes
RhD negativas y RhD negativas.

Por otro lado, si el feto no posee el antigeno correspondiente por mas que
los anticuerpos IgG pasen la placenta no se producira hemolisis. Determi-
namos la PCD de los recién nacidos de 10 madres aloinmunizadas a anti-
cuerpos diferentes al anti-D como forma de determinar cuales fetos tenian
el antigeno correspondiente. De ellas 1 era Rh negativa con un anti-E y
9 Rh positivas con 5 anti-E, 2 anti-c, 1 anti-C, lanti-K y 1 anti-Jk”. Una
present6 2 anticuerpos 1 anti-E y un anti-c. De los 10 RN a 9 se le realizo el
TCD. Cuatro (44%) tuvieron TCD positivo tres RN de madres Rh positivas
(con anticuerpos antiE,anti-C y anti-c) y 1 de madre Rh negativa (con anti-
cuerpos anti-E). Todos los anticuerpos que dieron el TCD positivo pertene-
cian al sistema Rh. Una embarazada que tenia un anticuerpo anti-E durante
la gestacion y que tuvo el parto en el interior del pais no se le realizé6 TCD
al RN lo que muestra la importancia de implementar el seguimiento de la
EHP en forma universal.

El mismo anticuerpo, en la misma embarazada, puede producir EHP en un
embarazo y en el siguiente no o en un embarazo gemelar producir afecta-
cion de un solo feto (14).

También una embarazada puede presentar mas de un anticuerpo y uno pro-
ducir EHP y el otro no. Puede carecer de anticuerpos al inicio de la gesta-
cion pero durante la misma aloinmunizarse.

A veces existen en la embarazada anticuerpos del tipo IgG que pasan la
placenta y el feto posee el antigeno correspondiente pero no se produce
una destruccion acelerada de los eritrocitos fetales y por tanto rara vez pro-
ducen EHP como ocurre con los sistemas Chido, Rodgers y Knops (15).
Los anticuerpos anti-Cromer son también del tipo IgG pero su concen-
tracion disminuye durante la gestacion dado que son adsorbidos por los
antigenos Cromer presentes en el trofoblasto y que aumentan cuantitati-
vamente con el desarrollo de la placenta. La reaparicion del anticuerpo en
la sangre materna unas semanas después del parto reafirma esta hipotesis.
Porqué no se produce una respuesta anamnéstica durante la gestacion de
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los anticuerpos anti-Cromer no lo sabemos aun. Por esta razon, a pesar de
que los antigenos Cromer estan bien desarrollados en los eritrocitos fetales
y los anticuerpos son del tipo IgG no hay ningtin reporte hasta el momento
actual de EHP o de recién nacidos con test de Coombs directo positivo
(16).

Por todo ello es fundamental para el médico clinico que se realice pri-
mero el diagndstico de aloinmunizacion, luego el de EHP y por ultimo
se establezca un esquema de seguimiento en el tiempo de acuerdo a los
resultados paraclinicos y su interpretacion. Todo ello lo desarrollamos en
los capitulos siguientes.

ETIOPATOGENIA DE LA ALOINMUNIZACION
La etiopatogenia de esta enfermedad esta basada en la incompatibilidad de
grupo sanguineo materno-fetal cuando los eritrocitos fetales poseen anti-
genos de origen paterno carentes en los globulos rojos de la madre.
Esto origina, en la mayoria de las embarazadas una respuesta inmune y
la produccion de anticuerpos que si son del tipo IgG (principalmente las
subclases IgG1 e IgG3)pueden pasar la placenta hacia el feto. Estos aloan-
ticuerpos al unirse a la membrana de los eritrocitos los sensibilizan y son
fagocitados principalmente por los macréfagos del bazo que tienen recep-
tores para la fraccion Fc de la IgG o la fraccion C3b del complemento
produciendo el acortamiento de la vida media del globulo rojo (hemdolisis
extravascular).
Dado que los macrofagos de la pulpa roja del bazo no tienen receptores
para los antigenos de grupo sanguineo los eritrocitos alogénicos fetales que
ingresan a la circulacién materna no son reconocidos y circulan normal-
mente hasta que se vuelven senescentes o apoptoticos. En el globulo rojo
senescente se expone la phosphatydilserine (PS) en su membrana la cual es
reconocida por el receptor PS del macrofago y los eritrocitos son retirados
de la circulacion.
La respuesta inmune frente a los antigenos de grupo sanguineo se produce
en la pulpa blanca del bazo que contiene células dendriticas (CD) o pre-
sentadoras de antigeno, linfocitos B y células T, mientras que las células
plasmaticas productoras de anticuerpos se encuentran en la pulpa roja.
La respuesta inmune frente a antigenos especificos se ha denominado
“contacto celular dependiente” pues ella necesita del contacto fisico entre
las células T y las células presentadoras de antigeno (APC).
La respuesta inmune humoral frente a anfigenos proteicos requiere de lin-
focitos T cooperadotes (CD4+) que reconocen al anfigeno y desempefian
una funcion esencial en la activacion de los linfocitos B. Los T helper esti-
mulan y ayudan, de ahi su designacion de cooperadotes, a los linfocitos B
a sintetizar anticuerpos.
Los antigenos son captados por células presentadoras de antigenos (APC),
macrofagos y células dendriticas. En el endosoma fusionado con un liso-
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soma el antigeno es degradado en fragmentos o péptidos los cuales son
liberados hacia la superficie celular de la APC donde se unen a las molé-
culas clase II del complejo de histocompatibilidad (MHC). Aqui recién el
antigeno puede ser reconocido por la célula T (CD4+). El receptor TCR del
linfocito T se une al péptido que a su vez se encuentra unido a la molécula
clase II de la APC formandose un puente entre ambas células. Esta primera
sefial es potenciada por moléculas de adhesion como CD2, LFA-1 y CD26.
Se forma asi una verdadera sinapsis entre el linfocito y la APC.

Las células T (CD4+) que se unen al antigeno son estimuladas mediante un
complejo sistema de transmision de sefiales desde la superficie al interior
de la célulay se liberan linfoquinas que estimulan los linfocitos B. Por ello
estos linfocitos T se denominan “Helper T cells” (Th) o cooperadores. Los
linfocitos B se diferencian y crecen en una clona de células denominadas
células plasmaticas o productoras de anticuerpos (inmunidad humoral).
Pero, para activar al linfocito T helper no alcanza con la union del receptor
TCR al péptido y la molécula clase II de la APC. Se necesita una segunda
sefial desde la APC la cual es denominada co-estimulacion. Una de las mas
importantes moléculas co-estimuladoras de las APC es la B7 que se une a
la molécula CD28 del linfocito T. La union de estas dos moléculas provee
la segunda sefal necesaria para la estimulacion de las células T helper.
Estos linfocitos T activados proliferan y migran hasta encontrar las células
B que expresan el mismo complejo HLA clase II de las células dendriticas
(APC). Los linfocitos B adquieren el antigeno mediante el receptor BCR y
por endocitosis. Las células T helper ademas co-estimulan las células B a
través de moléculas como B7-CD28 y CD40 formando una verdadera si-
napsis entre ambas células. Los linfocitos T activados secretan linfoquinas
o inmunotrasmisores como la IL-4 que producen la proliferacion, migra-
cion y diferenciacion a células plasmaticas productoras de anticuerpos de
los linfocitos B previamente activados.

1- Aloinmunizacion por transfusiones de sangre y/o hemocomponentes.
La administracién de sangre y/o hemocomponentes Rh (D) positivos a mu-
jeres Rh(D) negativas en edad reproductiva activa fue una causa comun de
aloinmunizacién anti-D. Actualmente con las nuevas técnicas quirurgicas
e inmunohematoldgicas esta es una causa excepcional. Sin embargo, la
transfusion de sangre y/o hemocomponentes sigue siendo una de las cau-
sas mas comunes de aloinmunizacion por otros antigenos diferentes al A,
B y D. Dentro de los anticuerpos generados por transfusion, que pueden
producir EHP, los otros antigenos del sistema Rh (C,E,c,e) y el Kell son los
mas frecuentes.

Por ello, el médico clinico debe establecer siempre un correcto balance
riesgo-beneficio antes de realizar la indicacion de hemocomponentes sa-
biendo que desde el punto de vista inmunohematologico toda transfusion
de sangre salvo la que se produce entre gemelos idénticos es teéricamente
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incompatible dado el gran nimero de antigenos situados sobre las células
sanguineas. A su vez la indicacion no debe basarse exclusivamente en re-
sultados paraclinicos sino en criterios clinicos validos para cada paciente
en particular (17).

Los anticuerpos anti-K (Kell) producidos generalmente por transfusion
de hemocomponentes previos a la gestacion, producen una hemdlisis fe-
tal cuando el feto es K positivo pero ademas causan una anemia fetal por
supresion de la eritropoyesis a nivel de las células progenitoras. Se ha en-
contrado que los fetos afectados tienen menos reticulocitos y normoblastos
con una anemia mas severa pero con menos hiperbilirrubinemia que los
fetos con anti-D (18).

Tabla 1- Significacion clinica de la aloinmunizacién

Anticuerpo EHP RTH
ABO

Anti - A *si si
Anti- B *si si
RHESUS

Anti - D si si
Anti - C si si
Anti - E si si
Anti - ¢ si si
Anti - e si si
KELL

Anti - K si si
Anti - k si si
Anti - Kpa si si
Anti - K rara si
Anti - Js si si
Anti - js si si
KIDD

Anti - JK? posible si
Anti - Jk rara si
Anti - Jk si posible
DUFFY

Anti - Fya si si
Anti - Fy posible si
Anti - Fy rara si
MNS

Anti - S si si
Anti - s si si
Anti - M rara a veces
Anti - N no rara
Anti-U si si
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Anticuerpo EHP RTH
LEWIS

Anti - Le” no si
Anti - Le no rara
Anti - Le* + Le? (LeY) no si
Anti - Le no no
LUTHERAN

Anti - Lu® posible posible
Anti - Lu posible si
P

Anti - P1 no rara
Anti - P no si
Anti - T (anti-PP1PN)** si si
DIEGO

Anti - Di® si si
Anti - Di si si
COLTON

Anti - Co si si
Anti - Co posible si
DOMBROCK

Anti - Do” si si
Anti - Do posible si

* enfermedad hemolitica postnatal

*% Los anti-PP1P* son del tipo IgG y pueden producir abortos espontaneos
tempranamente en la gestacion (19).

RHT - reaccion hemolitica transfusional.

2- Aloinmunizacion por drogadiccion intravenosa.

Esta es una causa de aloinmunizacion que no plantedbamos hace 25 afios
(20), sin embargo cuando el drogadicto intravenoso comparte agujas y
jeringas con otros individuos la infusiéon de minidosis de gldébulos rojos
puede ser causa de aloinmunizacion. Asi, en un estudio realizado en Mani-
toba-Canada, en 5 de 27 mujeres Rh negativas aloinmunizadas con anti-D
la causa de su inmunizacion fue la drogadiccion intravenosa compartiendo
jeringas y agujas (21). Este modus operandi que puede ser causa también
de trasmision de enfermedades como el SIDA vy hepatitis, hace que las
mujeres puedan estar aloinmunizadas desde la primera gestacion con fetos
severamente afectados (21).Este es un aspecto, la drogadiccion intraveno-
sa, que por lo general es ocultado por la paciente pero que se hace evidente
en el examen fisico cuando quedan al descubierto zonas de puncion.

3- Aloinmunizacion por embarazo.

El embarazo puede producir aloinmunizaciéon cuando los eritrocitos fe-
tales, que poseen un antigeno paterno extraiio para la madre, ingresan a
la circulacién materna lo cual se conoce con el nombre de hemorragia
feto-materna (HFM). Esta ocurre hasta en el 75% de los embarazos por lo
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general en el tercer trimestre y después del parto. Sin embargo, los eritro-
citos fetales pueden ingresar también a la circulacion materna luego de la
amniocentesis, aborto espontaneo o inducido, toma de muestras de la ve-
llosidad coridnica, cordocentesis, ruptura de embarazo ectdpico asi como
traumatismo de abdomen.
Chow (10) en 1953 fue el primero en demostrar la presencia de eritrocitos
fetales en la circulacion materna. En 1957, Keinhauer, Braun y Betke (22)
describen la técnica de la elucion acida que es capaz de detectar hasta 0,1
ml de sangre fetal en la volemia materna. Esta técnica se basa en que los
eritrocitos fetales tienen hemoglobina F (HbF) y los maternos hemoglobi-
na A. La HbA es eluida de los eritrocitos cuando se sumerge la lamina en
un medio acido a pH 3.3 a 37°C. Los eritrocitos fetales se tifien con eosina
mientras que los eritrocitos adultos cuya hemoglobina ha sido eluida no se
tifien y se ven claros (fantasmas).Esta técnica ha sido usada para detectar
HFM de mas de 30 ml de sangre fetal los cuales no estarian cubiertos por la
dosis estandar de 300 microgramos de la Inmunoglobulina anti-D. Pero, es
una técnica laboriosa, subjetiva y de cierta imprecision sobre todo cuando
se realizan los calculos cuantitativos (23).
En los ultimos afios se han desarrollado métodos objetivos para medir la
HFM como el que usa anticuerpos monoclonales anti-HbF mediante cito-
metria de flujo (24) o mediante la técnica de inmunoprecipitacion en gel
(Diamed) (ver capitulo de inmunoprofilaxis anti-D).
Aunque en Uruguay se han hecho las primeras experiencias con estos mé-
todos no se utiliza de rutina ninguna técnica para cuantificar la HFM. Esto
hace que hemorragias superiores a los 30 ml sean aun hoy causa de inmuni-
zacion anti-D post parto dado que la dosis de inmunoglobulina anti-D que
se administra es insuficiente para neutralizar esta cantidad de sangre fetal.
La formacion de las células sanguineas en el embrion humano comienza
en la tercer semana de gestacion y el antigeno Rh ha sido demostrado en
la membrana eritrocitaria a partir del dia 38 . Se han encontrado eritrocitos
fetales en la circulacién materna en los abortos espontaneos o provocados
en el curso del primer trimestre, existiendo por tanto, el riesgo de inmu-
nizacion . La dosis minima para producir una inmunizacién primaria seria
de 0,01 a 0,03 ml de globulos rojos fetales lo que equivale a 1 eritrocito
fetal cada 100.000 maternos . En la practica el volumen de sangrado de una
HFM es variable siendo en el 99,5% de los casos menor a 15 ml.
Sin embargo, un tercio de los individuos de la especie humana no res-
ponden a la estimulacion antigénica (tolerancia inmunoldgica) es decir,
no forman anticuerpos. Este caracter estaria regulado genéticamente por
los genes de respuesta inmune. A su vez, la incompatibilidad en el sistema
ABO entre madre y feto disminuye el riesgo de aloinmunizacién como ya
se ha explicado anteriormente y un tercio de las mujeres RhD negativas
tendran fetos también RhD negativos.

FISIOPATOLOGIA DE LA HEMOLISIS PERINATAL
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Si la embarazada esta aloinmunizada es decir, presenta anticuerpos inmu-
nes contra antigenos de los globulos rojos humanos, y si estos anticuerpos
son del tipo IgG pueden pasar hacia el feto. Si los eritrocitos fetales poseen
en su membrana celular el antigeno correspondiente se producira una reac-
cion antigeno-anticuerpo in vivo. De esta manera los anticuerpos se uniran
por su fraccion Fab al antigeno celular y se dice entonces que los glébulos
rojos fetales estan sensibilizados. Estos eritrocitos unidos al anticuerpo son
captados por los macrdéfagos del sistema reticulo endotelial que tienen un
receptor para la fraccion Fc de la inmunoglobulina y C3b del complemen-
to. Son retirados de la circulacion, principalmente en el bazo, producién-
dose una hemolisis extravascular cuyas consecuencias inmediatas son la
anemia y la produccién de bilirrubina indirecta. Tres receptores Fc para
IgG1, IgG3 y C3b han sido identificados FcRI, FcRII (Ila y IIb) y FcRIII
(Ila y IIIb). El “clearance” de los eritrocitos RhD positivos sensibiliza-
dos con una IgG1 monoclonal se asocia principalmente con los receptores
FcRIla y FcRIlIla pero no con FcRIIIb. Sujetos homocigotos para ambos
alotipos (Ila, IIla) muestran un clearance mas rapido de los globulos rojos
sensibilizados (27).

La anemia es el principal factor patologico en el feto. La disminucion de
la hemoglobina estimula la médula 6sea fetal produciéndose un aumento
de la eritropoyesis con aparicion en circulacion de elementos jovenes (re-
ticulocitos y eritroblastos). A su vez, se estimula la eritropoyesis extrame-
dular reactivandose como o6rganos hematopoyéticos el higado y el bazo.
Anatoémicamente esto se traduce por una hepatoesplenomegalia. En casos
mas severos pueden verse focos de eritropoyesis en rifiofles, suprarenales,
mucosa intestinal y/o cutaneos.

En las anemias intensas, se produce una hipoxemia que puede llevar a la
insuficiencia cardiaca con aumento de la presion venosa central (PVC).
Por otro lado, se produce una hipoproteinemia con la consiguiente hipon-
cosis y retencion hidrosalina. Esto aumenta la volemia y la PVC con lo
cual se agrava la insuficiencia cardiaca. La hiponcosis parece ser el factor
principal que lleva al edema feto-placentario y en los casos mas severos al
hidrops fetalis. El edema placentario altera el intercambio materno fetal,
agrava la hipoxia y las alteraciones metabolicas lo cual lleva a la muerte
fetal. El edema placentario parece ser pues la estocada final en un feto
severamente anémico e hipoxico. Para el estudio de la anemia fetal, se
ha desarrollado recientemente un método no invasivo que es la medicion
de la velocidad del flujo sanguineo en la arteria cerebral media mediante
ecodoppler y que desarrolaremos en el capitulo de diagndstico prenatal de
la EHP.

La bilirrubina indirecta (BI) formada en los 6rganos del sistema reticulo
endotelial fetal como consecuencia de la hemolisis, es transportada en la
sangre por la albumina. Sin embargo, en los primeros meses la alfa feto
proteina también transporta BI por su elevada concentracion y por su alta
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afinidad con el pigmento. Dado el alto gradiente de la concentracion de
albumina entre la circulacién materna y fetal y dado que la BI es liposolu-
ble, hay un pasaje del pigmento hacia la circulacion materna a través de la
placenta. De esta manera, la mayor parte de la BI formada por el feto, es
conjugada y excretada por la madre. La BI, como ya se ha dicho es liposo-
luble y difunde a través de los vasos sanguineos del cordén umbilical hacia
el liquido amnidtico (LA) tifiiéndolo. La determinacion de los incrementos
de densidad dptica del LA, es por ello uno de los indices de mayor valor
pronostico y de afectacion fetal. Por esta difusion, la coloracion amarillen-
ta del cordon umbilical es el unico signo de ictericia al nacer.

En suma, las consecuencias de la hemdlisis fetal son la anemia y el au-
mento de bilirrubina no conjugada. En el feto, dado que la mayor parte de
la BI es excretada hacia la circulacién materna, la anemia adquiere un valor
patogénico primordial al desarrollar, como ya vimos, mecanismos en ca-
dena que pueden culminar con la muerte intrauterina. En los casos severos
los métodos terapéuticos prenatales, tendran como objetivo prevenir y/o
corregir la anemia. En los recién nacidos (RN) en cambio, la anemia al ser
un factor facilmente corregible, adquiere un papel secundario, mientras
que el mayor riesgo lo constituye la hiperbilirrubinemia . La BI libre no
conjugada (no unida a la albumina) en los RN difunde con facilidad las
membranas celulares y en la célula desacopla la fosforilacion oxidativa,
acelera la glicolisis y reduce la sintesis proteica. Su predileccion por el
sistema nervioso central y sobre todo por los nucleos grises de la base esta
favorecida por el aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefa-
lica en el periodo neonatal. Hay factores asociados que pueden aumentar
la bilirrubina libre como la prematurez, la hipoalbuminemia, la acidosis,
farmacos, acidos grasos no esterificados e hipoglicemia o aumentar la per-
meabilidad de la barrera hematoencefalica como la hipoxia y/o infeccion.
Una vez fijada la BI al sistema nervioso la encefalopatia es practicamente
irreversible siendo su grado de expresion mayor el cuadro clinico denomi-
nado kernicterus.
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4.3 DIAGNOSTICO PRENATAL

En 1982 se establecieron, en el Uruguay, las primeras normas para el segui-
miento de las gestantes Rh (D) negativas (1).

Varios datos cientificos se han obtenido durante los 25 afios que transcu-
rrierton desde que estas fueron publicadas y aplicadas.

Primero, con la implementacion de las normas y el desarrollo de progra-
mas de seguimiento de embarazadas de alto riesgo se ha observado que la
EHP por anti-D en las mujeres Rh negativas, si bien ha disminuido por la
aplicacion de la inmunoprofilaxis, esta sigue existiendo. Segundo, han apa-
recido una gran variedad de anticuerpos antieritrocitarios diferentes al D
que producen EHP, algunos diagnosticados durante la gestacién en forma
fortuita por pruebas inmunolodgicas pretransfusionales, otros han pasado
inadvertidos hasta que produjeron recién nacidos afectados o muertes in-
trauterinas tanto en mujeres Rh negativas como Rh positivas. Tercero, se
han desarrollado técnicas inmunohematolédgicas sencillas, de facil aplica-
cién pero con una alta sensibilidad, especificidad y con monitoreo compu-
tarizado. A su vez, se han agregado técnicas no invasivas e invasivas para
el diagndstico y tratamiento prenatal de la EHP.

En base a esta gran cantidad de informacion cientifica obtenida en estas
dos décadas y media es que se proponen cambios en el Protocolo de Mo-
nitoreo Inmunohematolégico de las pacientes obstétricas. Todas y cada
una de las sugerencias vertidas en la presente guia son una base que puede
ser excedida en la practica de acuerdo a las necesidades de cada institucion.
El espiritu de las mismas es la revision continua conforme se desarrollen
nuevos avances cientificos (medicina basada en evidencia). Se recomienda
que los servicios de Medicina Transfusional donde se realizan las pruebas
inmunohematoldgicas tengan un estrecho relacionamiento clinico con los
médicos obstetras y pediatras con el fin de realizar una correcta interpreta-
cion de los resultados y un apropiado seguimiento de la gestacion.

Los objetivos de este protocolo de seguimiento que se propone son los

siguientes:

1- Identificar mujeres aloinmunizadas.

2- Identificar embarazadas con riesgo de desarrollar EHP.

3- Identificar mujeres Rh negativas que necesiten inmunoprofilaxis anti-D.

4- Disponer de hemocomponentes compatibles rapidamente para emergen-
cias obstétricas y/o neonatales.

5- Identificar fetos con EHP que puedan necesitar tratamiento prenatal.

6- Identificar la aparicion de anticuerpos antieritrocitarios adicionales que
puedan surgir durante la gestacion.

7- Predecir si el recién nacido requerira tratamiento por EHP.
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El protocolo de monitoreo debe aplicarse a todas las embarazadas desde
la primer consulta preferiblemente en el primer trimestre de la gestacion.
La elaboracion de la historia clinica de la embarazada debe ser efectuada
en la primera consulta en la cual se ha confirmado el embarazo por la cli-
nica o la paraclinica. Analizar detenidamente los antecedentes obstétricos
como embarazos anteriores, abortos provocados o espontdneos, muertes
perinatales o neonatos con ictericia, exsanguinotransfusion, fototerapia u
otros elementos diagnosticos y/o terapéuticos que orienten a la patologia
que nos ocupa.

Si conoce el grupo sanguineo o figura en la historia clinica anterior, en caso
de ser Rh negativa, preguntar si recibié inmunoglobulina anti-D.

Se deben obtener datos de la pareja actual confirmando la paternidad del
embarazo e interrogando por otra parte si todos los hijos son del mismo
matrimonio.

Se debe interrogar también otros antecedentes inmunohematolégicos
como si ha recibido transfusiones de hemocomponentes, trasplante de 6r-
ganos o tejidos y drogadiccion intravenosa.

En la primera consulta, por lo general en el primer trimestre de gestacion,
se debe solicitar, junto con la paraclinica de rutina, la determinacion del
grupo sanguineo ABO y Rh junto con la investigacion de anticuerpos
inmunes. Esto es independiente de que la paciente conozca su grupo san-
guineo o figure en la historia clinica anterior. Debe realizarse obligato-
riamente en el inicio de cada gestacion y de acuerdo a los resultados se
repetira o no posteriormente.

Aqui como veremos mas adelante, lo prioritario es determinar si la pacien-
te estd o no aloinmunizada e identificar el anticuerpo para saber si puede
producir EHP. En caso de serlo el embarazo debe ser catalogado para su
seguimiento como de alto riesgo realizando un correcto asesoramiento so-
bre la patologia en cuestion a la pareja.

Nosotros contamos ademas de la historia clinica con un sistema de com-
putacion especifico, para el seguimiento inmunohematologico de la ges-
tacion, donde se archivan los datos patronimicos y los resultados de los
estudios realizados asi como las maniobras terapéuticas o de prevencion
realizadas. A su vez nos permite identificar las muestras con una etiqueta
de codigo de barras y almacenar los datos por fecha de consulta y/o reali-
zacion.

PROTOCOLO DE SEGUIMIENTO INMUNOHEMATOLOGICO
DE LA GESTACION
Una vez obtenido el resultado de la determinacion del grupo sanguineo y la
investigacion de anticuerpos inmunes hay varias posibilidades.
En primer lugar, la embarazada puede ser Rh positiva con una investiga-
cion de anticuerpos inmunes negativo (test de Coombs indirecto negativo)
lo que significa que no existen anticuerpos antieritrocitarios circulantes
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al ser enfrentado el suero materno a tres paneles de gldbulos rojos con
fenotipo conocido donde estan representados la mayoria de los sistemas
de grupo sanguineo. La embarazada, en este caso, no debe realizar otro
control inmunohematolégico durante la gestacion.

En segundo lugar puede ser Rh positiva pero con un test de Coombs in-
directo positivo. Aqui se debera identificar el anticuerpo antieritrocitario
utilizando paneles de globulos rojos que combinen la presencia de varios
antigenos. En caso de que los anticuerpos encontrados sean del sistema
Lewis, anti-I o anti-P1 por ejemplo, no tienen importancia clinica para el
feto, pues son del tipo IgM que no pasan la placenta.

La embarazada no necesita nuevos controles inmunohematologicos duran-
te la gestacion como en el caso anterior.

Si el anticuerpo hallado, por el contrario, es del tipo IgG (anti-K, anti-C,
anti-E, etc) puede producir EHP y su seguimiento sera similar al anti-D.
En tercer lugar, la embarazada puede ser Rh negativa con un test de Co-
ombs indirecto negativo. La gestante carece de anticuerpos antieritrocita-
rios circulantes pero debe repetir la investigacion de anticuerpos entre las
25 a 28 semanas de gestacion. Si la embarazada recibe durante la gestacion
inmunoglobulina anti-D se deben dejar pasar mas de 8§ semanas para re-
petir los estudios inmunohematolégicos dado que el test de Coombs indi-
recto puede resultar positivo por los anticuerpos anti-D administrados a la
madre.

Otra posibilidad inmunohematolégica es que la embarazada sea Rh ne-
gativa con test de Coombs indirecto positivo con lo cual se debe -iden-
tificar el anticuerpo antieritrocitario como en la segunda opcion. Lo mas
frecuente es que sea anti-D pero en un 20% de los casos existe otro anti-
cuerpo diferente al D.

Una vez identificado el anticuerpo, de ser clinicamente significativo, se
puede titular. El titulo es una medida indirecta de la concentracion del
anticuerpo materno. Hemos encontrado titulos altos y/o crecientes de anti-
D en embarazadas con fetos Rh negativos dado que el embarazo es un
estimulo no especifico para el sistema inmunitario (20) . A su vez, se han
presentado afectaciones fetales severas con titulos bajos y por el contra-
rio, afectaciones leves con titulos altos (40). Por tanto, el valor absoluto
del titulo o su crecimiento durante la gestacion NO ES INDICADOR DE
AFECTACION FETAL (21). Para que el valor del titulo sea reproducible
se deben tener en cuenta varias condiciones. Existen variaciones en los re-
sultados de los distintos servicios, segun el individuo que realice la técnica,
del método utilizado (tubo o gel) dado que se obtienen valores mas altos
por la técnica en gel y del panel de eritrocitos utilizado. A su vez para que
un resultado sea comparable con otro obtenido de la misma gestante en
el mismo laboratorio se debe realizar el estudio en paralelo con la muestra
anterior que ha sido conservada congelada (2)(4). Por tanto, si una paciente
tiene un titulo de un anticuerpo anti-D de 1/1024 realizaremos el TCI a 20
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tubos con el consiguiente gasto de reactivos y tiempo. Este material pue-
de ser utilizado para el diagnostico de aloinmunizacion de 20 mujeres Rh
positivas o 10 Rh negativas de acuerdo al nuevo esquema de seguimiento
utilizando la técnica en gel. Més atn, cuando se realizan titulaciones se-
riadas durante la gestacion. Nosotros no realizamos el titulo desde ya hace
10 afios determinando el grado de afectacidn fetal por otros elementos
paraclinicos que desarrollaremos mas adelante.

Hace 25 afios, proponiamos como esquema de seguimiento en primer lu-
gar la determinacion del grupo sanguineo ABO y Rh (D). Si la embarazada
era Rh positiva no se le realizaba otro control con lo cual la presencia de
otro anticuerpo diferente al D era detectado de manera casual o pasaba des-
apercibido con las inherentes consecuencias fetales. Si la embarazada era
Rh negativa se realizaba la busqueda de aglutininas anti-D. Si las aglutini-
nas eran negativas se repetia el estudio mensualmente durante la gestacion
y si eran positivas se titulaban repetidamente en el curso del embarazo. Si
habia otros anticuerpos diferentes al D se descubrian fortuitamente o pa-
saban desapercibidos como en el caso anterior. Por lo general, se utilizaba
un “pool” de gldébulos rojos Rh negativos y positivos pero sin determinar
el resto de los antigenos realizdndose la prueba de la antiglobulina humana
(test de Coombs indirecto) en tubo con lectura macro o microscépica.
Con el esquema actual (ver figura 1), lo prioritario es la investigaciéon de
anticuerpos inmunes por la técnica de inmunoprecipitacién en gel utili-
zando tres paneles eritrocitarios que combinan la mayoria de los antige-
nos. Este estudio debe realizarse en la primera consulta de la gestante y de
acuerdo a su resultado se determinara el seguimiento durante el embarazo.
Asi, lo primero a determinar es si la embarazada tiene o no anticuerpos an-
tieritrocitarios independientemente de si es Rh positiva o negativa. Si tiene
anticuerpos en un segundo paso se debe identificar la especificidad del
mismo para saber si puede producir EHP o no. En caso de ser del tipo IgG
que pasa la placenta se debe catalogar el embarazo para su seguimiento
como de alto riesgo. En caso de no tener anticuerpos aqui recién importa el
resultado del grupo sanguineo pues si es Rh positiva no realizara mas con-
troles inmunohematologicos pero en caso de ser Rh negativa debera repetir
los estudios entre la 25 a 28 semanas de gestacién. En 1990, se propone
(2) que la determinacion del Rh(D) debe ser obtenida en dos resultados
concordantes obtenidos en dos ocasiones separadas durante la gestacion
con el fin de evitar que una embarazada sea falsamente tipificada como Rh
positiva siendo realmente Rh negativa. Al utilizar una técnica mas sensible
que la técnica en tubo, como la inmunoprecipitacion en gel, se evitan por
un lado las repeticiones mensuales anteriores o los titulos seriados y por
otro se aumenta la capacidad diagndstica con el fin de evitar afectaciones
fetales y/o muertes intrauterinas. El diagndstico precoz de aloinmuniza-
cion durante la gestacion tiene importancia no sélo desde el punto de vista
obstétrico neonatal sino también desde el punto de vista transfusional.
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FIGURA 1.
Algoritmo diagndstico de EHFN en el embarazo.

Investigacion de anticuerpos irregulares.
Test de Coombs indirecto (TCI).
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La técnica de inmunoprecipitacion en gel propuesta en 1990 (3) es una
microtécnica con macrolectura que cuando los globulos rojos no se agluti-
nan es decir, no presentan anticuerpos en su membrana celular, descienden
libremente a través de las microesferas de dextran (sephadex/sephacryl)
del tubo de reaccion . Por el contrario, cuando los eritrocitos se aglutinan
por la presencia de anticuerpos en su membrana quedan atrapados en las
microesferas variando su altura en el tubo de acuerdo a la potencia de la
reaccion antigeno-anticuerpo .Cada tarjeta contiene 6 tubos y en la que no-
sotros utilizamos para el diagndstico prenatal (ver figura 2) en los tres pri-
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FIGURA 2.
Inmunoprecipitacién en gel.

Con permiso de Saiden S.A., representante exclusivo para Uruguay de Diamed-Suiza.

meros tubos se realiza el diagnostico del grupo sanguineo ABO y Rh (D)
y en los tres ultimos la investigacion de anticuerpos antieritrocitarios. Esta
técnica tiene la ventaja que los sueros hemoclasificadores con anticuer-
pos monoclonales ya estan incorporados en las columnas de sephadex
por lo cual se disminuye el posible error técnico. Asi, en el tubo 1 se
encuentra el suero anti-A que contiene anticuerpos (aglutininas beta) que
reaccionan con el antigeno A de la membrana eritrocitaria. En el tubo 2
existe el suero anti-B con aglutininas alfa que aglutina los eritrocitos que
poseen el antigeno B. En caso que no se produzca aglutinacién en ninguno
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de los 2 primeros tubos la paciente es de grupo 0. Si por el contrario, la
aglutinacion se produce en los dos primeros tubos el grupo es AB.

En el tubo 3 se encuentra el suero anti-D del sistema Rh para determinar si
la embarazada es Rh positiva o Rh negativa.

A las embarazadas Rh negativas se les investiga la variante cuantitativa,
el D débil (DY) o D weak, en otra tarjeta adicional mediante la técnica de
Liss-Coombs. Si la prueba del D débil es positiva la embarazada se tipifica
como Rh positiva. En algunos lugares la prueba del D débil es opcional o
no se realiza (4) y la consecuencia seria que se esta tipificando a una emba-
razada como Rh negativa lo cual lleva a mayores controles inmunohemato-
logicos durante la gestacion y por otro lado a que reciba inmunoprofilaxis
anti-D que no necesita.

Actualmente nosotros estamos utilizando una tarjeta que no detecta la va-
riante DVI (Diaclon Type and Screen A-B-D (VI-)/3 x AHG) dado que las
gestantes con esta variante cualitativa pueden desarrollar anticuerpos anti-
D contra los epitopes faltantes de la molécula del antigenoD cuando tienen
fetos Rh positivos .Por ello deben ser consideradas Rh negativas y recibir
inmunoprofilaxis anti-D cuando corresponda.

En suma, en los tres primeros tubos de la tarjeta de inmunoprecipitaciéon
en gel se determina el grupo sanguineo ABO y Rh(D) de la embarazada
colocando en cada uno de ellos los globulos rojos de la gestante.

La técnica de inmunoprecipitacion en gel tiene como ventaja, ademas de
ser una técnica limpia y sencilla, que cada tarjeta tiene un codigo de barras
para su identificacion y lectura. El resultado obtenido en un lector automa-
tico es validado en la pantalla del computador y este se transcribe por me-
dio de una impresora directamente al papel evitando el error administrativo
tan importante de evitar como el error técnico. En el impreso se diagraman
los resultados de los 6 tubos de reaccidon y automaticamente se expresa la
interpretacion en letras en la parte inferior de la hoja.

En los tres tubos siguientes que contienen como reactivo suero antiglo-
bulina humana AHG (Coombs) se coloca el suero o el plasma de la em-
barazada junto con globulos de los tres paneles de fenotipo conocido para
investigar la presencia de anticuerpos antieritrocitarios.

Si el resultado de estos tres tubos donde se realiza el test de Coombs indi-
recto (TCI) es negativo y la embarazada es Rh positiva no debe realizar
otro control inmunohematolégico durante la gestacion.

En un trabajo cientifico (5) donde se estudiaron 9348 gestantes Rh po-
sitivas en el primer y tercer trimestre para investigar la presencia de anti-
cuerpos antieritrocitarios solamente 6 embarazadas (0.06%) desarrollaron
nuevos anticuerpos capaces de producir EHP en el control del ultimo tri-
mestre.

En otro estudio (6) se encontraron 58 casos (0.24%) de 17568 embarazadas
estudiadas en donde se detecto aloanticuerpos capaces de producir EHP en
el momento del parto. Sin embargo, en ambos estudios ninguno de los neo-
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natos fue afectado por estos anticuerpos encontrados en el ultimo trimestre
de la gestacion por lo cual estableciendo un balance costo beneficio no
estaria recomendado en las mujeres Rh positivas con TCI negativo realizar
otro control inmunohematolégico durante la gestacion (4). Es de hacer no-
tar que en el esquema de 1982 a las pacientes Rh positivas no se le inves-
tigaba la presencia de anticuerpos antieritrocitarios con las consecuencias
de RN afectados o muertes intrauterinas y/o reacciones transfusionales.

Si el TCI es negativo pero la embarazada es Rh negativa se debe reali-
zar un nuevo control inmunohematologico entre las 25 y 28 semanas para
confirmar el Rh y determinar que la paciente carece de anticuerpos previo
a la inmunoprofilaxis antenatal que se realiza entre las 28 y 32 semanas de
gestacion. Si la gestante recibe inmunoprofilaxis durante la gestacion se
deben dejar pasar por lo menos 8 semanas para repetir los estudios inmu-
nohematoldgicos por la técnica de inmunoprecipitacion en gel. De no ser
asi puede aparecer un TCI positivo producido por la inmunizacioén pasiva
de la inmunoprofilaxis.

Si el TCI es positivo en cualquiera de los controles de la gestacion se debe
identificar inmediatamente el o los anticuerpos presentes independiente-
mente del grupo sanguineo de la paciente. No debe asumirse nunca que la
embarazada por ser Rh negativa tendra un anticuerpo anti-D y no realizar
el estudio de identificacion.

En nuestro pais, las muestras de sangre con TCI positivo se envian mayo-
ritariamente al Laboratorio de Referencia en Inmunohematologia del Ser-
vicio Nacional de Sangre donde por la técnica de inmunoprecipitacién en
gel se identifica la especificidad del anticuerpo. El resultado es enviado al
servicio de Medicina Transfusional solicitante quien lo adjuntara al resul-
tado inicial para ser enviado a la historia clinica de la gestante. El resultado
de la identificacion del anticuerpos es decir, contra que antigeno de gru-
po sanguineo esta dirigido, nos puede ayudar a determinar si puede o no
producir EHP . Asi existen anticuerpos como los anti-Lewis (Lea o Leb)
o anti-P1 que son del tipo IgM que no cruzan la placenta hacia el feto. Por
otro lado existen anticuerpos del tipo IgG que atraviesan la placenta pero
que no producen una destruccion acelerada de los globulos rojos como los
anticuerpos del sistema Chido, Rodgers y Knops (4). Por el contrario otros
anticuerpos IgG como los del sistema Rh (C D E ¢ y ¢), Kell, Duffy, etc
pueden producir EHP. Una excepcion para este tipo de anticuerpos son los
del sistema Cromer que a pesar de ser del tipo IgG desciende su concen-
tracion durante la gestacion por la presencia del antigeno correspondiente
en el trofoblasto (7).

En el momento actual, mas de 50 diferentes antigenos eritrocitarios han
sido reportados asociados con EHP (28). Sin embargo, unos pocos parecen
producir EHP severa: anti-D, anti-c y anti-Kell. En un estudio realizado en
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un centro de referencia en Holanda (29), de 258 gestaciones manejadas con
TIU en el 85% de los casos el anticuerpo era un anti-RhD, el 10% anti-Kell
y el 3.5 % anti-Rhe. Sélo un caso de anti-RhE, antiRhe y anti-Fya necesi-
taron TIU. Puede afirmarse entonces que la mayoria de los aloanticuerpos
que producen EHP severa corresponden al sistema Rh y Kell. A excepcion
del anti-D para el cual existe una inmunoprofilaxis los otros antigenos
eritrocitarios siguen siendo una causa de aloinmunizacién y de morbi-
mortalidad por EHP para lo cual es necesario que sean detectados pre-
cozmente durante la gestacion.

En los dos tercios de los casos de gestantes aloinmunizadas con anti-Kell
existe una historia de transfusion de hemocomponentes previa (30) y con
anti-Rhc mas del 50% (31). Por ello, algunos paises como Holanda y Aus-
tralia han implementado el uso de sangre fenotipada en el sistema Rh y
Kell para las transfusiones que se realizan en nifias o mujeres en edad re-
productiva activa. En USA, donde esta practica transfusional no es aplica-
da, el anticuerpo anti-Kell ha sobrepasado al anti-RhD en el liderazgo de la
asociacion con EHP. Inclusive el anticuerpo anti-Kell puede producir una
EHP mas grave que la generada por el RhD. Esto se deberia a que la ane-
mia fetal es mas intensa dado que se produciria por un doble mecanismo.
Uno periférico por hemdlisis extravascular similar al anti-RhD y otro cen-
tral por disminucién de la eritropoyesis. Berkowitz y colaboradores (17)
fueron los primeros en encontrar, por esta razon, una discrepancia entre los
valores del incremento de densidad dptica y la gravedad de la EHP dado
que esta técnica mide exclusivamente el grado de hemdlisis fetal pero no la
intensidad de la anemia. Actualmente, con la medicion por Doppler de la
velocidad del flujo sanguineo en la arteria cerebral media fetal, que mide
directamente el grado de anemia se ha encontrado un mejor valor predicti-
vo de la severidad de la EHP por anti-Kell (33).

En un estudio de seguimiento inmunohematologico que realizamos duran-
te cinco aflos (2001-2005) estudiamos 14860 gestantes aplicando el nuevo
protocolo por la técnica de inmunoprecipitacién en gel y encontramos que
157(1,05%) tenian anticuerpos antieritrocitarios (25). 153 fueron aloan-
ticuerpos de los cuales 84(55%) se hallaron en mujeres RhD positivas y
69(45%) en RhD negativas. Es decir, aplicando el esquema de seguimiento
anterior en donde se investigaba la presencia de anticuerpos inmunes en la
gestacion de mujeres Rh negativas hubiéramos encontrado el 45% de los
anticuerpos con la consiguiente morbi-mortalidad por EHP como publica-
mos, en una historia de un embarazo gemelar en una gestante Rh positiva
donde el anticuerpo anti-Rhc no fue diagnosticado y el resultado fue una
muerte neonatal y el otro gemelar severamente afectado (20).

Dentro de las gestantes RhD negativas el 80% (55 casos) tenian un anti-
cuerpo anti-D lo que representa una inmunizacion residual a pesar de la in-
munoprofilaxis del 3%. Si bien la prevalencia exacta de la aloinmunizacién
anti-D es dificil de determinar en el ultimo reporte realizado en USA en el
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aflo 2003 existian 6.8 casos por 1000 nacimientos (0,68%) sensiblemente
menor a la encontrada por nosotros lo cual reafirma la necesidad de ajus-
tarse a los protocolos de profilaxis anti-D establecidos (35). Ademas nunca
debemos asumir que por ser Rh negativa una gestante va a tener un anti-
cuerpo anti-D pues como lo demuestra este trabajo (25) en el 20% de los
casos se encontrara un anticuerpo diferente al D. De los 153 aloanticuer-
pos encontrados en 14860 gestantes estudiadas 104(0,7%) podian producir
EHP de los cuales los pertenecientes al sistema Rh y Kell fueron 98(94%).
En un estudio similar realizado en 1998 sobre un seguimiento durante un
aflo de 22.264 gestantes se encontraron 244 (1%) de anticuerpos antieri-
trocitarios de los cuales 100 eran anti-D (el anticuerpo mas frecuente) y
144 diferentes al anti-D. Dentro de estos los anticuerpos anti-Rhc y Kell
fueron los que produjeron EHP mas severa seguidos por los anti-RhC, RhE
y Fya (36). En un estudio reciente realizado en Holanda, donde aplican la
determinacion de anticuerpos inmunes a todas las gestantes en la primera
consulta desde el afio 1998, la prevalencia de aloanticuerpos durante la
gestacion fue de 1,2% y de 0,4% los que podian producir EHP(37). Den-
tro de los anticuerpos diferentes al D los mas frecuentes fueron anti-RhE
seguido de anti-Kell y RHc. La presencia de multiples anticuerpos fue en-
contrada en el 14% de los casos.

El sistema MNS contiene 40 antigenos eritrocitarios. Los anticuerpos anti-
M ocurren naturalmente como IgM y tipicamente se presentan como aglu-
tininas frias. Sin embargo, raramente existe una conversion hacia IgG y
algunos pocos casos se han asociado a EHP. Sin embargo, en el estudio ho-
landés (37), los anticuerpos anti-M o N tuvieron una prevalencia de 0,13%
y todos se presentaron como IgM no produciendo EHP. A su vez, en el 7%
de los casos un nuevo anticuerpo fue detectado al final de la gestacion lo
cual confirma que existe un porcentaje de mujeres ya aloinmunizadas que
pueden desarrollar otro anticuerpos cuando se exponen al los antigenos
fetales por ejemplo por cordocentesis (38) o por transfusiones (39). Esto
es importante porque por ejemplo una gestante que esta aloinmunizada al
antigeno Kell y que se le realiza una TIU cuando el feto es Rh positivo debe
recibir inmunoprofilaxis anti-D después de esta u otra maniobra invasiva
durante la gestacion. De no realizar inmunoprofilaxis probablemente en el
préoximo embarazo se detecte un anti-Kell y un anti-D. Por tltimo, este tra-
bajo (37) concluye que el protocolo de seguimiento inmunohematolégico
de la gestacion que comienza con la determinacioén a todas las gestantes
de la investigacion de anticuerpos inmunes justifica su insercion dentro de
los programas rutinarios de cuidado prenatal. Un beneficio adicional de la
investigacion rutinaria en el primer trimestre es la relevancia que puede te-
ner la identificacion precoz del o los anticuerpos con fines transfusionales
maternos o feto-neonatal como se muestra en una de las historias clinicas
al final de este capitulo.

En aproximadamente el 10% de las gestantes con un TCI positivo se en-
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cuentra la presencia de anticuerpos multiples (23). Lo mds frecuente es
la asociacion de un anti-D con anticuerpos dirigidos a otros antigenos del
sistema Rh u otros sistemas (ver historias clinicas del capitulo Tratamiento
Prenatal). La presencia de otros anticuerpos con un anti-D parece incre-
mentar la necesidad de transfusiones intrauterinas (24). Sin embargo, en
los dos casos clinicos presentados en el capitulo de Tratamiento Prenatal
las dos gestantes tiene los mismos anticuerpos (anti-D, anti-C y anti-Fya)
pero una de ellas presenta un feto con EHP grave que requiere TIU y EST
postnatales mientras que en el otro caso la EHP se presenta como leve rea-
lizandose solo tratamiento postnatal con fototerapia.

A veces, cuando se realiza la investigacion de anticuerpos inmunes durante
la gestacion aparece un TCI positivo que reacciona con los eritrocitos de los
tres paneles utilizados. Esto puede ocurrir cuando hay anticuerpos multi-
ples como en el caso anterior pero por lo general cuando el plasma materno
se enfrenta a los 11 eritrocitos del panel de identificacion la especificidad
de los anticuerpos puede ser realizada. Sin embargo, una reactividad en los
tres eritrocitos del panel de investigacion, nos obliga a realizar un TCD a la
gestante el cual resulta negativo en los casos de aloanticuerpos multiples.

En otra situacion menos frecuente, el TCI positivo de los tres eritrocitos del
panel de investigacion se acompaiia de un TCD positivo o a un autocontrol
positivo y cuando se enfrenta el plasma materno a los 11 eritrocitos del
panel de identificacion nos encontramos también con una panaglutinacién
que impide por lo general determinar la especificidad del anticuerpo. Aqui,
se realiza el diagnoéstico de la presencia de un autoanticuerpo materno.
Fuera de la gestacion el primer diagndstico presuntivo seria el de una ane-
mia hemolitica autoinmune (AHAI). Sin embargo, en la gestante lo prime-
ro que debemos pensar es en la presencia de una anticuerpo antifosfolipido
(AAF). En el estudio que realizamos de seguimiento durante cinco afios en
14860 mujeres embarazadas encontramos 157 que tenian un TCI positivo
y de estos 4 presentaban ademas un TCD positivo. En los cuatro casos se
confirmo la presencia de un AAF (25). Sin embargo, la mayoria de los AAF
que se presentan durante la gestacion no presentan este patréon inmunohe-
matologico. Pero, cuando se presenta en el primer control es fundamental
comunicar al médico obstetra dicha posibilidad para que se investigue ra-
pidamente la presencia de AAF dado que este tipo de anticuerpos produce
terminaciones precoces de la gestacion y un cuadro de trombofilia por lo
cual debe iniciarse, luego del diagnostico, el tratamiento con heparina frac-
cionada de bajo peso molecular. Otro beneficio adicional de la aplicacion
del nuevo protocolo de seguimiento inmunohematologico de la gestacion.
Aun menos frecuente, es cuando la gestante tiene un TCI y TCD positivo
pero con anticuerpos AAF negativos (ver historia clinica al final del capi-
tulo). Estos autoanticuerpos generados durante la gestacion no producen
AHALI clinicamente significativa sin afectar a la gestante ni al recién na-
cido. Por el contrario cuando estos autoanticuerpos ocurren fuera de la
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gestacion son clinicamente significativos en un porcentaje mayor (26).
Ademas, las AHAI secundarias a Lupus, artritis, sindromes linfoprolife-
rativos o tumores el cuadro hemolitico se agrava durante la gestacion. En
los casos asintomaticos que se producen durante la gestacion generalmente
el TCD es positivo con anti-complemento (C3d) y/o anti-IgG. En algunos
casos se puede asociar la presencia del autoanticuerpo a aloanticuerpos
gestacionales.

En un estudio de seguimiento realizado durante dos afios en Alemania,
sobre un total de 22.782 gestantes se encontraron, utilizando la técnica de
inmunoprecipitacion en gel, 25 (0,11%) autoanticuerpos (23 autoanticuer-
pos y 2 auto mas aloanticuerpos) lo cual muestra una prevalencia aproxi-
madamente nueve veces superior que fuera de la gestacion (3 casos-0,02%
en 12.903 mujeres estudiadas) (27).

En suma, no es lo mismo el diagnéstico de aloinmunizacion que el de
EHP.

Una embarazada puede estar aloinmunizada y el feto no presentar EHP.
Para que se produzca EHP es necesario que la embarazada presente un
anticuerpo del tipo IgG, que estos anticuerpos pasen hacia el feto, que los
glébulos rojos fetales tengan el antigeno correspondiente y que mediante
una reaccion antigeno-anticuerpo se produzca una destruccion acelerada
de los eritrocitos fetales y/o del RN. La identificacién del anticuerpo ma-
terno hace el diagnostico de aloinmunizacion que es el primer paso para
llegar al diagnostico de EHP. Ni la especificidad del anticuerpo materno ni
el nivel del mismo (titulo o concentracién) pueden predecir con certeza el
grado de afectacion o no del neonato. A continuacion estableceremos los
métodos para determinar el grupo sanguineo fetal asi como los que deter-
minan el grado de afectacion, pasos indispensables para llegar al diagnos-
tico final de EHP.

Cuando se detecta un anticuerpo materno clinicamente significativo, capaz
de producir EHP, es de utilidad determinar el fenotipo del padre para pre-
decir la probabilidad del feto de portar el antigeno eritrocitario correspon-
diente. Pero la determinacion serologica es un diagndstico de probabilidad
y siempre debera tenerse presente la posibilidad de que el sujeto estudiado
no sea el padre bioldgico del feto.

Se ha utilizado como método directo pero invasivo la determinacion del
genotipo fetal (Rh, K, Fy y Jk) mediante la técnica de polymerase chain
reaction (PCR) de material celular obtenido del liquido amnidtico o vello-
sidad coridnica (4).Recientemente se ha publicado un método no invasivo
para determinar la presencia del fenotipo RhD fetal mediante amplifica-
cion del ADN por PCR a partir del plasma de embarazadas Rh negativas
(8). Este método identificd correctamente la presencia del antigeno D en
10 de 12 fetos en el primer trimestre y en todos los 30 fetos del segundo
trimestre y en los 15 del tercero. El diagndstico del fenotipo RhD fetal
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tendria dos aplicaciones fundamentales. En primer lugar, en gestantes RhD
negativas inmunizadas al antigeno D para determinar la posibilidad o no de
afectacion fetal y evitar en los fetos RhD negativo la realizacion de técnicas
invasivas de diagnostico y tratamiento fetal. En segundo lugar, en gestantes
RhD negativas no inmunizadas al antigeno D con el fin de evitar, cuando el
feto es RhD negativo, el uso de inmunoprofilaxis antenatal.

DIAGNOSTICO DE AFECTACION FETAL
Técnicas invasivas como la amniocentesis (9) y la Cordocentesis (10)
son usadas para el diagnéstico y tratamiento de fetos con riesgo de desa-
rrollar EHP. Se utiliza la puncién de liquido amnidtico para determinar el
incremento de densidad dptica como método para establecer el grado de
hemolisis fetal. El valor absoluto obtenido lo trasladamos al grafico de
Queenan (9) que ha sustituido al anterior grafico de Liley (11). El grafico
propuesto es aplicable desde las 14 semanas de gestacion y se identifican 4
zonas pronosticas. Los valores de la zona inferior corresponden a fetos no
afectados que en el caso de una aloinmunizacién anti-D puede ser un feto
Rh negativo. La zona siguiente es indeterminada con fetos no afectados o
con afectacion leve. Valores de densidad optica que caen en ambas zonas
aun con titulos elevados o crecientes de anticuerpos corresponden por lo
general a fetos no afectados.
La tercera zona corresponde a fetos con afectacion moderada y los valores
mas altos caen en la cuarta zona con mayor riesgo de muerte intrauterina.
A veces mas importante que el valor absoluto es determinar la pendiente
entre dos resultados que nos indica la intensidad o no del proceso he-
molitico (12) y nos establece un prondstico anticipado de cuando realizar
cordocentesis o parto adelantado.
En fetos con valores absolutos en las dos zonas superiores o con pendientes
ascendentes pueden ser estudiados por cordocentesis .El mejoramiento de
los equipos de ultrasonido ha permitido dirigir una aguja hacia un vaso
sanguineo umbilical, preferiblemente la vena en su insercidon placentaria,
para obtener una muestra de sangre fetal. La extraccion percutanea de san-
gre umbilical permite la medicion directa de variables hematoldgicas y
bioquimicas y una precisa evaluaciéon de la EHP. Es importante verificar
que la muestra haya sido verdaderamente obtenida del feto mediante la
evaluacion hematolodgica y seroldgica de parametros que pueden diferir
entre la madre y el feto (hemoglobina, grupo sanguineo y TCD). Dado
que le grupo sanguineo, el TCD y el hematocrito pueden ser realizados
rapidamente luego de la extraccion de la muestra, se puede utilizar la mis-
ma puncién para fines terapéuticos fetales como exsanguinotransfusion,
transfusion intruterina y/o administracién intravenosa de gamaglobulina
polivalente .El riesgo de complicaciones importantes por la cordocentesis
es menor al 1% en la mayoria de los centros (13)
Uno de los métodos no invasives para determinar las repercusiones que
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sobre las estructuras ovulares y fetales produce la anemia fetal es la eco-
grafia bidimensional. Esta puede detectar un edema vellositario o un en-
grosamiento del cordon umbilical con dilatacion venosa. Un aumento del
diametro abdominal por hepatoesplenomegalia y/o ascitis, un halo pericra-
neano por edema y en casos mas severos un derrame pericardico con dila-
tacion de la vena cava inferior y del conducto venoso del higado. Muchas
veces el aumento del liquido amnidtico(polihidramnios) es el signo mas
precoz de afectacion fetal.

El analisis de la frecuencia cardiaca fetal (cardiotocografia externa) es
un estudio de utilidad para medir la afectacion fetal y como control de los
tratamientos intrauterinos. El patréon sinusoidal que se define como una
variacion ritmica y fija de la linea de base de la frecuencia cardiaca fetal es
indicador de anemia fetal severa y mal pronostico.

A partir del afio 2000 se desarrolla una técnica no invasiva para el diagnos-
tico de la anemia fetal: la medicion de la velocidad del flujo sanguineo en
el pico sistolico de la arteria cerebral media (ACM) fetal (14). Se estu-
diaron en este trabajo inicial 111 fetos con riesgo de anemia debido al pasa-
je transplacentario de anticuerpos maternos en gestantes aloinmunizadas.
Los valores de hemoglobina (Hb) fueron comparados con 256 fetos norma-
les. En estos el valor de la Hb aumento con la edad gestacional. De los 111
fetos con riesgo de desarrollar anemia 41(37%) no tuvieron descenso de la
Hb, 35(32%) presentaron anemia leve, 4(4%) moderada, 19(17%) severa
sin hidrops y 12(11%) anemia severa con hidrops. El valor predictivo del
método no invasivo para determinar la presencia de anemia fetal mode-
rada o severa fue del 100% de sensibilidad y el 12% de falsos positivos
(especificidad) debido a que los resultados fueron obtenidos desde varios
centros asistenciales con equipos diferentes de ultrasonido y con distintos
operadores. Aqui se plantean las dos primeras variables que pueden influir
en los resultados del método: el equipo utilizado y el técnico que realiza
la medicion. La tercera variable es la expresion de los resultados en unida-
des comparables dado que se necesitan realizar estudios seriados y para lo
cual se proponen los valores en cm/seg en un nomograma establecido (14)
Cuando el valor se encuentra aumentado 1,5 veces la media indicaria el
inicio de medidas diagnosticas y terapéuticas invasivas (cordocentesis). La
velocidad del flujo sanguineo aumenta en los fetos anémicos debido a una
disminucion de la viscosidad sanguinea y a un aumento del gasto cardiaco.
Puede medirse desde la semana 16 al8 de la gestacion y se recomienda
un seguimiento semanal (15). Luego de las 35 semanas aumenta la tasa de
resultados falsos positivos (16). En este estudio, “of the Diamond Study
Group”, se determina que la velocidad de flujo del pico sistdlico de la
ACM fue superior para diagnosticar anemia fetal severa que la determi-
nacion del incremento de la densidad dptica en el liquido amnidtico (LA)
obtenido por amniocentesis y utilizando los graficos de Liley y Queenan
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(85% Doppler, 76% curva de Liley y 81% curva de Queenan). Sin em-
bargo, el estudio Doppler de la ACM mide el grado de anemia fetal y el
incremento de la densidad optica del LA determina el grado de hemolisis
fetal. En este ultimo caso, es recomendable realizar dos punciones espacia-
das una o dos semanas para poder determinar la pendiente del incremento
de densidad dptica lo cual establece un valor pronostico evolutivo que nos
permite establecer cuando realizar cordocentesis o parto adelantado salvo
en los casos donde en la primera amniocentesis el valor absoluto muestra
riesgo de muerte intrauterina. La amniocentesis, como técnica invasiva tie-
ne riesgos aunque menos que la cordocentesis.

En periodos de transicion, cuando se introduce una nueva técnica como
la medicion de la velocidad de flujo sanguineo de la ACM, es recomenda-
ble que durante un periodo de tiempo se realice el seguimiento dual con
la amniocentesis con el fin de establecer una correcta correlacion entre
ambas técnicas (17). Actualmente, la Sociedad Espaiiola de Transfusion
Sanguinea (SETS) en el nuevo Protocolo de Diagndstico y Prevencion de
la Enfermedad Hemolitica del Feto y Recién Nacido de marzo de 2008
(www.sets.es) ya no propone la amniocentesis como método de diagnos-
tico de afectacion fetal sustituyéndola por la ecografia y la medicion de la
velocidad del flujo sanguineo de la arteria cerebral media.

Una vez que se realiza cordocentesis se invalida el seguimiento evolutivo
de la EHP con amniocentesis dado que el LA se contamina con Hb. El
Doppler de la ACM tiene una sensibilidad descendida para decidir las sub-
secuentes cordocentesis para TIU (18) lo cual se incrementa con el numero
de TIU realizadas.

Es de destacar que la medicion de la velocidad del flujo sanguineo de la
ACM sirve para detectar anemia fetal producida por cualquier aloanticuer-
po de origen materno. Inclusive en el caso del anti-Kell que produce ane-
mia fetal por un mecanismo dual, supresion de la eritropoyesis (central) y
hemolisis (periférica) tendria un mayor valor predictivo que el estudio del
LA que mide solamente hemolisis (19).

También puede ser utilizada para detectar otras causas de anemia fetal y
que pueden producir hidrops no inmunoldgicos como la infeccion por par-
vovirus B19, hemoglobinopatias, transfusion feto-fetal, etc. (15).

Para la medicion del pico sistdlico de la velocidad del flujo sanguineo de
la ACM, el feto debe estar en un periodo de reposo durante al menos 2 mi-
nutos. El poligono de Willis debe ponerse de manifiesto con Doppler color.
Se debe realizar una ampliacion de la imagen de la ACM para que se vea
completamente y ocupe el 50% de la pantalla. La ventana Doppler debe te-
ner 1 mm de ancha, debe situarse cerca del origen de la ACM en la carétida
interna y de tal manera que el angulo entre la direccion de la sangre y el haz
de ultrasonidos sea lo mas cercano a cero. No debe usarse el corrector de
angulo. Se deben observar 15 a 30 ondas con forma similar y debe medirse
la onda mas alta. El procedimiento debe realizarse por lo menos tres veces.
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El valor promedio en cem/seg debe llevarse a una hoja de calculo (www.
fetaltest.com) junto con la edad gestacional. El resultado de la velocidad
maxima de la ACM obtenido se expresa en MoM y se estima la concen-
tracion de hemoglobina en gr/dl.y a su vez se realiza la representacion
grafica del valor de la velocidad maxima de la ACM con respecto a la edad
gestacional (14).

Si no se han realizado transfusiones intrauterinas previamente, cuando el
valor de la velocidad méaxima de la ACM se situa por encima de 1,5 MoM
es necesario practicar una cordocentesis diagndstica seguida de transfusion
intrauterina para corregir la anemia fetal. Si ya se han practicado trans-
fusiones intrauterinas previas, es necesario repetirlas cuando la velocidad
maxima de la ACM se situa por encima de 1,68 MoM.

En caso de hidrops fetal es necesario practicar una cordocentesis diagnos-
tica y en el mismo acto una transfusion fetal con independencia del valor
de la velocidad méaxima de la ACM.
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HISTORIA CLINICA

MERV de 24 afios procedente del interior del pais cursando su cuarta gesta.
Dos partos y una cesarea anterior con tres RN vivos. Primer embarazo a los
19 afios. Luego del parto por cesarea recibe transfusion de dos unidades de
sangre desplasmatizada.

FUM 6/8/2005 FPP 16/5/2006 .Grupo sanguineo 0 Rh positivo. Enviada
desde el interior a las 28 semanas de gestacion por TCI positivo. Se extrae
muestra de sangre para realizar estudios inmunohematologicos que mues-
tran un grupo sanguineo 0 Rh D positivo con TCI positivo frente a los tres
paneles de globulos de investigacion por técnica de inmunoprecipitacion
en gel. TCD negativo. Se envia al laboratorio de referencia del Servicio
Nacional de Sangre para identificar el anticuerpo materno. El suero ma-
terno aglutina los 11 eritrocitos de los paneles de identificacion y no se
encuentra sangre compatible de donantes al azar mediante la realizacion de
pruebas cruzadas en medio gel liss-coombs. Se presume la presencia de un
anticuerpo materno originado por un anfigeno publico de alta frecuencia
en la poblacion. Se realiza ecografia que no muestra alteraciones y amnio-
centesis a las 28 semanas con un resultado de 0,123 que en la grafica de
Queenan corresponde a un feto afectado.

Reingresa a las 34 semanas para una nueva amniocentesis con un resultado
de 0,073 que corresponde a la misma zona del grafico de Queenan (feto
afectado). Sin signos ecograficos de afectacion. Se decide cesarea con es-
terilizacion tubaria a las 38 semanas de gestacion. Dado que es imposible
conseguir sangre compatible con el suero materno el dia anterior al parto
se decide realizar una extraccion de 450 cc de sangre materna por el proce-
dimiento de hemodiluciéon normovolémica. Procedimiento bien tolerado.
Los valores previos a la extraccion eran de 11,5g de Hb y 34% de Hto.

E1 3/5/2006 se obtiene un RN de sexo femenino de 2770g, apgar 9/9, 0 Rh
positivo TCD positivo ++++ por inmunoprecipitacion en gel. Los valores
de sangre de cordén fueron de BT 7,54 mg%, BI 6,99mg% y 34% Hto.
Se coloca en fototerapia. A las cinco horas de vida BT 12,15, BI11,56 y
Hto 30%. Se decide realizar exsanguinotranfusion (EST) con eritrocitos
maternos lavados, leucoreducidos, irradiados con radiacion gamma y re-
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suspendidos en plasma fresco AB.

Luego de la EST tiene valores de BT 7,23 mg%, BI 6,93mg% y Hto de
39%. Se realiza albumina humana al 20% 10cc e inmunoglobulina poliva-
lente intravenosa 500mg/kg.

A las 24 horas presenta una BT de 18,7mg%, BI 17,85mg% y Hto 35% por
lo cual se decide realizar una segunda EST también con sangre materna en
iguales condiciones que la anterior. Los valores luego de la segunda EST
son BT 9,74 y BI 9,34mg%. Buena evolucion posterior.

En suma, se trata de una tipica historia de EHP, de gravedad moderada, que
evoluciona favorablemente con tratamiento postnatal.

Sin embargo, la historia clinica tiene algunas particularidades. En primer
lugar, se diagnostica una aloinmunizacidon en una gestante Rh D positiva
lo cual muestra la importancia de la aplicacion del nuevo esquema de se-
guimiento inmunohematologico de la gestacion en donde se establece que
se debe realizar el estudio de anticuerpos inmunes anti-eritrocitarios en
la primera consulta a todas las gestantes con el fin de poder establecer la
posibilidad de EHP o evitar reacciones adversas transfusionales.

En el caso clinico presentado, a pesar de que se realiza diagnostico de
aloinmunizacidn se envia a la gestante para identificar el anticuerpo y rea-
lizar diagnostico de afectacion fetal recién a las 28 semanas de gestacion.
La primera amniocentesis hace diagnostico de afectacion fetal por lo cual
debid repetirse a la semana o a los 15 dias para determinar la pendiente
segun lo establecido en el consenso 2005 . Sin embargo, se realiza tardia-
mente a las 34 semanas de gestacion.

Al no poder identificar el antigeno eritrocitario al cual esta dirigido el anti-
cuerpo materno dado que produce una aglutinacién con todos los glébulos
rojos de los paneles de fenotipo conocido y con un TCD negativo, pensa-
mos se trate de un aloanticuerpo generado frente a un antigeno publico
de alta frecuencia en la poblacion. Dicho anticuerpo fue generado proba-
blemente por las transfusiones de sangre desplasmatizada que recibid la
gestante en la cesarea anterior. La tnica posibilidad de prevenir este tipo
de aloinmunizacion es tratar de evitar las transfusiones de hemocomponen-
tes celulares (principalmente eritrocitos) en mujeres en edad reproductiva
activa. Generalmente las transfusiones de sangre desplasmatizada que se
realizan en el postparto inmediato se deben a anemias gestacionales no
tratadas previamente. Cada vez que se indica una transfusion de eritro-
citos se debe establecer un correcto balance riesgo-beneficio. Dentro de
los riesgos, existe como en este caso, la aloinmunizacién que puede tener
consecuencias en futuros embarazos o en la necesidad de transfusiones o
transplantes.

Al no poderse identificar el anticuerpo se realizaron pruebas cruzadas in
vitro con el suero materno y gran cantidad de unidades de sangre des-
plasmatizada. Sin embargo, debido probablemente a la alta frecuencia del
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antigeno en la poblacion no fue posible encontrar una unidad de sangre
compatible. Por tal motivo, se decidi6 obtener sangre materna el dia ante-
rior a la cesarea principalmente para el tratamiento del RN afectado.

A la sangre materna, carente del antigeno al cual estaba dirigido el anti-
cuerpo, se le realizé estudio de enfermedades trasmisibles, se irradié con
radiaciéon gamma por ser familiar directo, se utilizaron filtros para leuco-
reduccion y se separ6 el plasma con los anticuerpos por centrifugacion
y lavado. Esta unidad se utiliza para la primera EST. Dada la posibilidad
de una segunda EST se extrae una segunda unidad de sangre materna la
cual es utilizada también para el tratamiento del neonato en iguales con-
diciones que la anterior. Se realiz6 un tratamiento similar a cuando ocurre
una trombocitopenia aloinmune neonatal por anticuerpos anti-plaquetarios
maternos. La diferencia son las células maternas utilizadas eritrocitos o
plaquetas.

Pero, como se resolveria este caso si las condiciones maternas por ejemplo
infeccidon aguda o anemia no permitieran la obtencion de sangre ?.

En primer lugar, que sucederia si la gestante tiene una hemorragia en el
parto con descompensacion cardiovascular. Aqui debemos realizar una
valoracion riego-beneficio. Si la gestante presenta una anemia aguda con
riesgo vital por falta de oxigenacion tisular se debe transfundir a la pa-
ciente con sangre desplasmatizada isogrupo incompatible (prueba cruzada
mayor positiva). En una paciente sangrante se pierden anticuerpos mater-
nos y eritrocitos sensibilizados por lo cual la reaccion hemolitica puede ser
menor. Ademas, el anticuerpo materno en este caso es del tipo IgG dado
que pasa la placenta hacia el feto produciendo afectacion feto-neonatal y
un TCD positivo. Por tanto, no se producira en el receptor una hemolisis
intravascular. La hemolisis extravascular produce reaccion febril, chucho
e ictericia principalmente que son situaciones clinicas benignas que ce-
den espontdneamente o con tratamiento sintomatico. Por tanto, en caso de
hemorragia con anemia aguda y riesgo vital se hubiera transfundido a la
gestante con sangre con pruebas cruzadas positivas.

Como tratamos al RN afectado de EHP? En el neonato el riesgo mayor es
la hiperbilirrubinemia sobretodo indirecta que por su liposolubilidad pue-
de provocar cuadros neurologicos irreversibles cuyo grado mayor desde el
punto de vista clinico es el kernicterus. E1 RN tiene circulando eritrocitos
sensibilizados (unidos al anticuerpo materno). En este caso, estaba indi-
cada la EST por lo cual estableciendo un balance riesgo-beneficio se debe
realizar este procedimiento terapéutico con sangre aun con pruebas cruza-
das positivas con el suero materno (1). Lo que puede suceder en esta situa-
cion es que en vez de solucionar la EHP con dos EST como en este caso se
necesite un numero mayor de procedimientos. Ademas, los anticuerpos pa-
sivos son temporales por lo cual el RN carece de secuelas inmunoldgicas.

1 — Medicina Transfusional Perinatal en AABB Manual Técnico 15 Ed en
espafiol . American Association of Blood Bank (AABB) y Asociacion Ar-
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gentina de Hemoterapia e Inmunohematologia. Buenos Aires - Argentina
2007. cap.23 pag. 559.

HISTORIA CLINICA

Gestante de 20 afios, estudiante, casada con un hijo vivo normal, proceden-
te del interior del pais. Grupo sanguineo A RhD negativo. Sin antecedentes
personales y familiares a destacar. Menarca a los 14 afios, ciclos regulares
4/30, 1 gesta 1 parto vaginal normal, RN vivo 3430 g sano grupo A RhD
positivo. Parto en el interior del pais. No recibe inmunoprofilaxis anti-D
postparto. No cuenta con antecedentes de transfusion de hemocomponen-
tes, transplantes o drogadiccion intravenosa. Esposo A RhD positivo.

En el embarazo actual consulta a las 28 semanas de gestacion en el interior
del pais donde se solicitan las primeras rutinas obstétricas. Se determina
un grupo sanguineo A RhD negativo con un test de Coombs indirecto po-
sitivo por la presencia de un anticuerpo anti-D titulo 1/1024. Es enviada a
Montevideo para su seguimiento.

El 10/6/2008 ingresa en un centro asistencial de Montevideo. Paciente con
buen estado general, bien hidratada, normocoloreada con un examen ab-
dominal y genital normal. Los estudios inmunohematologicos realizados
al ingreso confirman los hallazgos realizados en el interior del pais. Se
hace diagnoéstico de gestante aloinmunizada con un anticuerpo anti-D. El
resto de las rutinas obstétricas solicitadas muestran resultados normales.
La ecografia realizada al ingreso no muestra signos de afectacion fetal, con
liquido amnidtico normal. Placenta anterior con madurez intermedia. Edad
gestacional estimada de 30 semanas y un peso fetal estimado de 1437 g.
El ecodoppler de la arteria umbilical es normal y la velocidad del flujo
sanguineo en el pico sistolico de la arteria cerebral media muestra un valor
de 57 cm por segundo lo que corresponde en el nomograma del Diamond
Study Group para las 30 semanas de edad gestacional al limite superior de
la zona de fetos sin anemia o con anemia moderada.

La amniocentesis realizada dos dias después el 12/6/2008 se realiza trans-
placentaria bajo seguimiento ecografico. El estudio del liquido amnidtico
muestra un incremento de la densidad optica de 0,057 lo cual corresponde
a la zona indeterminada del grafico de Queenan.(fetos no afectados o con
afectacion leve).

Se comienza con induccion de la madurez pulmonar con dexametasona 6
mg intramuscular cada 12 horas por 48 horas. Alta a las 31 semanas.
E121/7/2008 a las 35 semanas de gestacion consulta nuevamente. Se reali-
za ecografia que muestra signos de hidrops fetal con ausencia de latido um-
bilical y sin movimientos fetales. Cesarea de urgencia hora 14 y 45. RN de
sexo masculino, 2462 g, palido con bradicardia extrema. Gran distension
abdominal. Apgar 1/5/6. Grupo sanguineo O RhD positivo Test de Coombs
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Directo (TCD) positivo. Se realiza paracentesis extrayéndose 120 cc de
liquido citrino. Los estudios de sangre de cordon muestran una BT de 3,82
mg% con una BI de 3,27. En el hemograma tiene una Hb de 4,43 g, Hto
de 12,2%, 47.400 globulos blancos y 60.000 plaquetas. Se transfunde con
50 cc de sangre RhD negativa desplasmatizada leucoreducida e irradiada.
El hemograma postransfusion muestra una Hb de 7,7 g y un Hto de 21,9%
con 41.400 leucocitos y 52.000 plaquetas.

Se comienza fototerapia. Los estudios solicitados a la hora 17 del dia
21/7/2008 muestran una BT de 5,3 mg% y una BI de 4,4 mg%. Se trans-
funde nuevamente con 50 cc de sangre desplasmatizada en iguales con-
diciones que la anterior. En los controles de la hora 22 y 30 tiene una BT
de 7,99 y una BI de 6,1 con un hemograma de 10,6 g, un Hto de 29,2 y
plaquetas de 30.000.

A lahora 0y 30 del 22/7/2008 se realiza la primera exsanguinotransfusion
(EST) de 280 cc con eritrocitos 0 RhD negativos resuspendidos en plasma
AB mas un concentrado plaquetario. Los valores post EST muestran una
BT de 6,9 y Bl de 6,12 con una Hb de 12,9 g, Hto de 36% y 32.000 pla-
quetas.

A la hora 5 se decide la administracién de inmunoglobulina polivalente
intravenosa a dosis de 1 g/Kg de peso.

A la hora 8 y 30 la BT es de 9,6, la Hb de 13,6 g, el Hto de 38,9% y las
plaquetas de 30.000.

A la hora 16 del dia 24/7/2008 la BT alcanza un valor de 21,65 mg% por
lo cual se decide realizar la segunda EST en iguales condiciones que la
anterior mas un concentrado plaquetario. Buena evolucioén posterior sin
secuelas de la EHP al alta.

Esta historia clinica reciente ocurre por no haber realizado la administra-
cion de inmunoglobulina anti-D post parto en la primera gestacion a pesar
de que de que era una indicacion clasica: gestante RhD negativa sin aloan-
ticuerpos y RN RhD positivo con un TCD negativo. Tampoco se realizo
en esa gestacion la inmunoprofilaxis antenatal. Existe evidencia cientifica
por un lado que la administracién de inmunoglobulina anti-D postparto y
antenatal reduce significativamente la aloinmunizacion anti-D por gesta-
cion. Es claro también, como lo muestra esta historia clinica, que existe
un marcado costo beneficio a favor de la prevencion de la aloinmunizacién
materna frente al diagndstico y tratamiento de la EHP ya constituida. No
entendemos por qué el personal sanitario actuante no la realiza cuando esta
indicada (factor personal) y por qué ademas, no existe un control del centro
asistencial (factor institucional) previo al alta, lo cual acarrea un beneficio
econdmico para la propia institucion en la atencion de las gestaciones si-
guientes.

Otro elemento importante que se destaca de la historia clinica presentada
es que existe una captacion tardia de la gestante pues realiza la primer
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consulta a las 28 semanas. La consulta 6ptima debe ser, para un embarazo
complicado o normal, en el primer trimestre y mas atn para esta patologia
ya que a las 28 semanas nos podemos encontrar con muertes intrauterinas
ya que los anticuerpos maternos comienzan a pasar hacia el feto alrededor
de las 18 semanas de gestacion. Podemos afirmar aqui que la gestante y el
feto tuvieron suerte. Se realiz6 un correcto diagnostico de aloinmunizacion
materna por un anticuerpo anti-D en el interior del pais. Sin embargo, se
demoraron dos semanas mas en comenzar los estudios de afectacion fetal
lo cual en la EHP es un tiempo precioso para hacer diagnostico y tomar
medidas terapéuticas prenatales siempre y cuando no nos encontremos con
una muerte intrauterina la cual en esta patologia puede ocurrir en horas o
dias. Segunda vez que la gestante y el feto tuvieron suerte dado que los
estudios de afectacion fetal que se le realizaron al ingreso del centro asis-
tencial de Montevideo mostraron una afectacion leve o moderada a las 30
semanas de gestacion.

Sin embargo, cinco semanas después cuando la gestante consulta nueva-
mente la ecografia hace diagnostico de afectacion fetal grave e hidrops lo
que motiva la cesarea de urgencia obteniendo un RN vivo clinicamente
grave. Tercer hecho fortuito pues si la gestante hubiera consultado unas
horas o dias después seguramente estariamos frente a un caso de muerte
intrauterina.

Pero la medicina no se basa en hechos fortuitos a pesar que alguno de ellos
han servido para realizar grandes descubrimientos como el de la penicilina.
El seguimiento de la gestacién en embarazos de alto riesgo se debe realizar
mediante hechos pautados que deben ser realizados en tiempo y forma
durante el desarrollo de toda la gestacion.

Y este es el motivo principal por el cual analizamos esta historia clinica. Si
bien el diagndstico de aloinmunizacion se realizé correctamente se demor6
en comenzar el diagnostico de afectacion fetal pero lo que es mas impor-
tante es que no se realizo el fluyjograma de diagndstico y tratamiento de la
EHP pautado en el consenso 2005.

Los estudios de afectacion fetal realizados a las 30 semanas de gestacion
(ecografia, ecodoppler de la arteria cerebral media y amnicentesis) mostra-
ron una afectacion fetal leve o moderada pero esos resultados mostraban
una instantanea de un proceso patologico que ya se habia iniciado y que
indefectiblemente progresa hacia el deterioro del feto por la presencia de
un anticuerpo anti-D materno que es uno de los que tiene mayor significa-
cién clinica sobre el feto.

La amniocentesis como esta pautado se deberia haber repetido a los 15 dias
con el fin de establecer la pendiente del incremento de densidad optica lo
cual nos aporta la intensidad del proceso hemolitico y a su vez nos estable-
ce un valor prondstico para tomar medidas terapéuticas prenatales. La me-
dicion de la velocidad del flujo sanguineo en el pico sistdlico de la arteria
cerebral media, que es un método no invasivo, debe repetirse una vez por
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semana y mas en esta paciente que tenia un valor en el limite superior de la
zona de anemia leve o moderada. Seguramente en los controles siguientes,
que en esta gestante no se hicieron, se hubieran encontrado valores corres-
pondientes a la zona del nomograma de anemia severa lo cual indica la
realizacion de una cordocentesis para diagndstico y tratamiento.

La velocidad del flujo sanguineo aumenta en la EHP debido a la dismi-
nucion de la viscosidad sanguinea por la anemia y por el aumento de la
frecuencia cardiaca.

Los controles de afectacion fetal entonces deben ser seguidos en el tiempo
lo cual nos muestra la evolucion del proceso patologico por un lado y nos
indica los métodos diagndsticos y terapéuticos a seguir. Probablemente en
esta gestante se hubiera realizado una cordocentesis con transfusion intrau-
terina e inmunoglobulina intravenosa o un parto adelantado que hubiera
evitado la evolucion al cuadro de mayor severidad fetal el hidrops que es-
taba presente a las 35 semanas de gestacion. A su vez, el RN presenta una
EHP grave principalmente en su modalidad anémica.

Para finalizar queremos realizar algunas apreciaciones sobre otros hechos,
que si bien son secundarios, pueden influir directamente en el diagndstico
y tratamiento de la EHP.

En primer lugar, cuando se realiza el diagndstico de aloinmunizacién se
realiza la titulacion del anticuerpos (1/1024). Sin embargo, este valor tini-
co no es tomado en cuenta para el seguimiento de la gestacion dado que
no es indicador de afectacion fetal. El fluyjograma diagnostico se cumple
independiente del titulo del anticuerpo. Es lo mismo que la gestante tenga
un valor del/512, 1/1024 o 1/128. El valor absoluto no nos indica nada ni
nos propone nada. Tampoco es necesario realizar titulos seriados pues para
que tengan validez técnicamente se deben realizar en la misma institucion,
por la misma técnica y en paralelo con una muestra anterior que se ha
mantenido congelada.

El aumento del titulo del anticuerpo durante la gestacion tampoco es in-
dicador de afectacion fetal o para el inicio de medidas terapéuticas prena-
tales. Gestantes RhD negativas aloinmunizadas con fetos RhD negativos
tienen aumento de los titulos del anticuerpo anti-D dado que la gestacion
produce un estimulo inespecifico del sistema inmune materno. Por otro
lado, se han presentado casos de afectacion fetal grave con titulos bajos y
por el contrario afectaciones leves con titulos altos. Por ello, nosotros des-
de el afio 1995 no realizamos mas el titulo del anticuerpo dado que tiene
un costo importante y no tiene como vemos en esta historia ninguna signi-
ficacion clinica ni para la gestante ni para el feto. Para que tengan una idea,
para un titulo de 1/1024 como tenia esta gestante se utilizan por lo menos
nueve tubos con el suero de la embarazada y eritrocitos RhD positivos a
los cuales se les realiza el TCI en medio Liss-Coombs. Con este consumo
podemos realizar el estudio de TCI en nueve gestantes en la primera con-
sulta. Si hubiera que repetir el titulo durante la gestacion se deberia hacer
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en paralelo con la primera muestra congelada por lo cual de no aumentar
el titulo del anticuerpo por lo menos se gastarian 18 tubos mas lo que nos
permitiria realizar 27 estudios de embarazadas en la primera consulta con
un valor diagnostico fundamental para considerar un embarazo de bajo o
alto riesgo. En varios centros asistenciales por ejemplo se siguen realizan-
do los titulos seriados a las gestantes aloinmunizadas pero no se realiza
la investigacion de anticuerpos inmunes a las embarazadas RhD positivas
como ha sido pautado en el consenso 2005. Recordemos ademas, que en
un estudio de seguimiento de cinco aflos que realizamos en el BPS encon-
tramos mayor cantidad de anticuerpos inmunes en gestantes RhD positivas
que en las RhD negativas.

En los hemogramas que se le realiza al RN aparece un nivel de leucocitos
por encima de los 40.000. Este valor que puede ser indicador de una in-
feccion connatal debe ser tomado con precaucion cuando existe una EHP.
Los hemogramas se realizan en contadores hematoldgicos automaticos que
separan las distintas series por tamafio y elementos nucleados. Como todos
sabemos ni los eritrocitos ni las plaquetas tienen nucleo por lo cual los
contadores agrupan a los elementos nucleados dentro de la serie blanca.
Sin embargo, en la EHP existen eritroblastos (células nucleadas de la serie
roja) en sangre periférica con el fin de compensar la anemia severa que se
produce en el feto. Por ello, esta patologia fue denominada inicialmente
eritroblastosis fetal aunque después se demostrd que la presencia de eri-
troblastos en sangre periférica no es patognomonico de la EHP ya que se
puede ver en anemias fetales por otras causas.

En suma, siempre debemos complementar el hemograma con una ldmina
de sangre periférica como forma de diferenciar los elementos nucleados de
la serie roja y la serie blanca.

En los hemogramas del RN también esta presente, de forma constante, una
plaquetopenia como se ha descrito asociada a las formas graves (hidrops)
producidos por los anticuerpos anti-D o anti-Kell. En nuestro caso se llegd
a valores de 30.000 plaquetas sin sindrome hemorragiparo. Sin embargo,
esta trombocitopenia debe ser seguida clinica y paraclinicamente sobreto-
do para evitar la muy temida hemorragia intracraneal principalmente en
pretérminos. Cuando se realizan procedimientos invasivos es recomenda-
ble mantener un recuento por encima de las 50.000 plaquetas y cuando se
plantean EST como en este caso se deben realizar concentrados plaqueta-
rios con cada procedimiento terapéutico dado que el recambio sanguineo
produce trombocitopenia.

Por ultimo, a este RN se le realiza inmunoglobulina intravenosa polivalente
a altas dosis (1g/kg) recién a las 14 horas de vida y luego de realizada la
primera EST. Sin embargo, la inmunoglobulina polivalente (Ig) se debe
hacer inmediatamente luego que se realiza el diagnostico de EHP después
del parto y mas aun en una forma grave como en este caso dado que el ob-
jetivo de la Ig no es terapéutico sino preventivo de la hemolisis. Las altas
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dosis de la Ig polivalente intravenosa bloquean los receptores Fc de los
macrofagos del RN haciendo que los eritrocitos sensibilizados tengan una
vida media mayor disminuyendo el nivel de la hemolisis postnatal lo cual
si se administra precozmente puede prolongar o evitar la necesidad de EST
o disminuir el nimero de procedimientos invasivos.

HISTORIA CLINICA

Gestante de 22 afios, de raza blanca, de profesion labores que cursa su
primera gestacion sin antecedentes personales ni familiares a destacar. No
recibi6 transfusiones de hemocomponentes ni transplantes de érganos o
tejidos. Niega drogadiccidn intravenosa.

Cursa embarazo de 25 semanas bien tolerado. Buen estado general. El exa-
men clinico no revela anormalidades. Grupo sanguineo 0 RhD positivo con
una prueba de Coombs indirecta positiva que aglutina los tres paneles de
eritrocitos para la investigacion de anticuerpos inmunes mediante la técni-
ca en gel. Es imposible realizar la identificacion del anticuerpo dado que el
suero de la gestante presenta una panaglutinacion con los 11 eritrocitos del
panel. La prueba de Coombs directa se presenta positiva con un anti-IgG
positivo (+++) y un anti-C3d (+).

Ante estos resultados inmunohematoldgicos se hace diagnéstico de la pre-
sencia de un autoanticuerpo antieritrocitario que no se puede identificar su
especificidad dado que aglutina in vitro a todos los glébulos rojos estudia-
dos.

Fuera de la gestacion el primer diagndstico presuntivo seria el de una ane-
mia hemolitica autoinmune (AHAI). Sin embargo, en la gestante lo prime-
ro que debemos pensar es en la presencia de una anticuerpo antifosfolipido
(AAF). En el estudio que realizamos de seguimiento durante cinco afios en
14860 mujeres embarazadas encontramos 157 que tenian un TCI positivo
y de estos 4 presentaban ademdas un TCD positivo. En los cuatro casos de
autoanticuerpos maternos se confirmoé la presencia de un AAF (25). Sin
embargo, la mayoria de los AAF que se presentan durante la gestacién no
presentan este patréon inmunohematologico. Pero, cuando se presenta en el
primer control es fundamental comunicar al médico obstetra dicha posi-
bilidad para que se investigue rapidamente la presencia de AAF dado que
este tipo de anticuerpos produce terminaciones precoces de la gestacion y
un cuadro de trombofilia por lo cual debe iniciarse, luego del diagnostico,
el tratamiento con heparina fraccionada de bajo peso molecular. Otro bene-
ficio adicional de la aplicacién del nuevo protocolo de seguimiento inmu-
nohematologico de la gestacion. En esta gestante si se hubiera aplicado el
esquema de seguimiento anterior, por ser RhD positiva no se hubiera inves-
tigado la presencia de anticuerpos inmunes (prueba de Coombs indirecta)
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y como carece de clinica asociada no se hubiera hecho el diagndstico de la
presencia de autoanticuerpos y en caso de ser AAF podria haber tenido una
pérdida precoz gestacional.

En este caso los resultados de los anticuerpos anticardiolipinas IgM e IgG
fueron negativos asi como los antibeta2-glicoproteina. El inhibidor lupico
también fue negativo. El hemograma mostré una Hb de 10 g/dl, leucocitos
9300 por mm? y 238.000 plaquetas con un funcional hepatico normal sin
aumento de las enzimas ni de las bilirrubinas.

Con anticuerpos AAF negativos y sin clinica ni paraclinica de hemolisis
(anemia mas ictericia o aumento de las bilirrubinas) se plantea un segundo
diagnostico que es la presencia de un autoanticuerpo generado por la ges-
tacion. Estos autoanticuerpos generados no producen AHAI clinicamente
significativa sin afectar a la gestante ni al recién nacido. Por el contra-
rio cuando estos autoanticuerpos ocurren fuera de la gestacion son clini-
camente significativos en un porcentaje mayor (26). Ademas, las AHAI
secundarias a Lupus, artritis, sindromes linfoproliferativos o tumores el
cuadro hemolitico se agrava con el embarazo. En los casos asintomaticos
con autoanticuerpos generados por la gestacion, generalmente el TCD es
positivo con anti-complemento (C3d) y/o anti-IgG como en esta gestan-
te. En algunos casos se puede asociar la presencia del autoanticuerpo con
aloanticuerpos gestacionales.

En un estudio de seguimiento realizado durante dos afios en Alemania,
sobre un total de 22.782 gestantes se encontraron, utilizando la técnica de
inmunoprecipitacion en gel, 25 (0,11%) autoanticuerpos (23 autoanticuer-
pos y 2 auto mas aloanticuerpos) lo cual muestra una prevalencia aproxi-
madamente nueve veces superior que fuera de la gestacion (3 casos-0,02%
en 12.903 mujeres estudiadas) (27).

Como el autoanticuerpo diagnosticado no afecta clinicamente a la gestante
ni al feto se decide el parto a término.

El parto vaginal ocurre a las 38 semanas de gestacion. Se obtiene un recién
nacido vivo de sexo masculino de 2962 g con apgar 9/10. Grupo sanguineo
0 RhD positivo con prueba de Coombs directa negativa por técnica en gel.
A las 24 horas de vida comienza con ictericia progresiva. A las 48 horas la
cifra de bilirrubina indirecta es de 17,48 mg/dl. Se coloca en fototerapia.
Se realiza relevo infeccioso que es normal. Sin anemia clinica ni paracli-
nica. Continua en doble luminoterapia con alimentaciéon a pecho directo
mas complemento. Buena evolucion con descenso progresivo de las cifras
de bilirrubina.

La ictericia del neonato con una prueba de Coombs directa (PCD) negativa
puede interpretarse como una ictericia fisioldgica. Sin embargo, existen
anemias hemoliticas PCD negativas. Una de ellas es la incompatibilidad
por ABO (que no ocurre en este caso pues madre y RN son del grupo 0)
aunque mas raramente actualmente con la utilizacion de la técnica en gel.
La posibilidad es que se encuentren autoanticuerpos maternos unidos a
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los eritrocitos fetales pero con una cantidad inferior a las 200 moléculas
por glébulo rojo que es la cantidad necesaria para positivizar la prueba de
Coombs. Sin embargo, el neonato no presentd anemia clinica ni paraclinica
asociada a la hiperbilirrubinemia como se observa en la EHP por conflicto
ABO.
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Los procedimientos terapéuticos de la EHP pueden iniciarse en fases tem-
pranas de la vida intrauterina. Algunos se realizan en la madre con el fin
de disminuir el nivel de los anticuerpos que pueden pasar hacia el feto (tra-
tamiento inmunomodulador) y otros directamente sobre el feto que tienen
como objetivo reducir la hemdlisis y corregir la anemia fetal.

1 - Terapéuticas maternas

Dos medidas parecen ser eficaces para reducir los niveles de anticuerpos
maternos y disminuir la hemolisis fetal, el recambio plasmatico y la admi-
nistracion de altas dosis de inmunoglobulina intravenosa.

La primera experiencia nacional sobre recambio plasmatico fue realizada
en el Hospital de Clinicas por nosotros en el afio 1982 (1).

Si no se hubiera realizado esta terapéutica a la paciente con la pendiente
ascendente que mostraba la espectrofotometria del liquido amnidtico (LA)
hubiera alcanzado la zona 1B del grafico de Liley (riesgo de muerte intrau-
terina) a las 28 semanas de gestacion. El recambio plasmatico fue efectivo
en disminuir el titulo del anticuerpo anti-D asi como la densidad 6ptica del
LA. Sin embargo, después del segundo recambio la paciente realiza una
respuesta anamnésica del sistema inmunitario que se refleja en un aumen-
to creciente de la concentracion del anticuerpos asi como, defasado en el
tiempo, del incremento de la hemolisis fetal. A las 32 semanas de gestacion
se decide interrumpir el embarazo obteniéndose un recién nacido vivo de
sexo masculino, que luego del tratamiento neonatal correspondiente pre-
sent6 buena evolucion.

En la década del 90 algunos trabajos muestran que el tratamiento con altas
dosis de inmunoglobulina intravenosa, 0,4 g/Kg de peso materno durante
4 o 5 dias consecutivos repetidos cada 2 semanas, es efectivo para dismi-
nuir por feed-back la sintesis del anticuerpos o reducir su pasaje hacia el
feto por bloqueo de los receptores Fc placentarios (2).

Dado que en la mayoria de los casos tratados con recambio plasmatico se
produce un rebote en el titulo del anticuerpo luego de algunas semanas,
algunos autores asocian la administracion de inmunoglobulina intravenosa
a altas dosis con los recambios plasmaticos como tratamiento inmunomo-
dulador para evitar el aumento de los anticuerpos maternos (3).

Sin embargo, esta terapéutica es tediosa, no muy confortable y sobre todo
costosa. En la década del 80 so6lo teniamos como opciones terapéuticas
prenatales el recambio plasmatico sin la administracion de inmunoglobuli-
na (Ig) y la transfusion intrauterina (TIU) en la cavidad peritoneal del feto.
En el momento actual, nosotros preferimos la realizacion, como veremos
mas adelante, de nuevos tratamientos dirigidos al feto que corrigen rapida-
mente esta patologia o la previenen y son menos costosos.
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La tinica indicacion del recambio plasmatico seria su aplicacion en etapas
tempranas de la gestacion como forma de dilatar el proceso patologico
hasta que puedan aplicarse los tratamientos fetales generalmente después
de las 20-22 semanas de gestacion.

Asi por ejemplo, el recambio plasmatico asociado a Ig puede ser efectivo
en aquellas embarazadas que tienen un anticuerpo anti-P el cual se asocia
con abortos precoces o un anti-Kell que produce ademads de la anemia por
hemolisis una anemia por inhibicion de las células progenitoras (4) o para
tratar casos muy severos de EHP (10).

En una reciente revision realizada por la American Society for Apheresis
(ASFA) el recambio plasmatico terapéutico durante la gestacion para el
tratamiento de la enfermedad hemolitica fetal ha sido incluido en la catego-
ria II lo cual significa que es generalmente aceptado como tratamiento ad-
junto o de soporte a otras terapéuticas definitivas mas que como terapia de
primera linea (15). En la revision del afio 2000 figuraba como categoria I11.
Recientemente también, una inmunoglobulina anti-D mutante recombi-
nante no hemolitica ha sido utilizada para bloquear la actividad hemolitica
del anticuerpo materno sobre los eritrocitos fetales. Estos anticuerpos mu-
tantes no hemoliticos para ser efectivos terapéuticamente deben ser admi-
nistrados a la gestante en dosis suficientes, de forma segura, deben pasar
la placenta hacia el feto y unirse efectivamente a los eritrocitos fetales Rh
D positivos bloqueando el sitio de unién al anticuerpo materno hemolitico.
En la EHP producida por anti-D sdlo participan las subclases IgG1 e 1gG3
que pasan igualmente la placenta hacia el feto, opsonizan los eritrocitos
fetales los cuales son retirados de la circulacion por los macréfagos prin-
cipalmente del bazo que contienen receptores para la fraccion Fc del anti-
cuerpo (FcyRI, FcyRIIa y FcyRIlIa). El receptor Feyllla de los macrofagos
esplénicos parece ser el mas activo cuando actua el anti-D. Esta presente en
las células a partir de las 18 semanas de gestacion (11).

Por el contrario las subclases IgG2 e IgG4 son inefectivas para inducir la
destruccién de los eritrocitos fetales. Armour y colaboradores fueron los
primeros en investigar la diferencia entre ambas subclases de inmunoglo-
bulinas G con el fin de crear un anticuerpo IgG1 sin que causara hemolisis
para lo cual crearon una IgG1 con una porcién Fc hibrida inactiva para
unirse al receptor Fcyllla de los macrofagos y a la fraccion Clq del com-
plemento (12). Este anticuerpo anti-D mutante fue testado in vivo en vo-
luntarios Rh positivos cuyos propios eritrocitos fueron sensibilizados con
el anticuerpo mutante y comparado con el anti-D policlonal el clearance
de los glébulos rojos fue lento, incompleto y transitorio sin evidencia de
hemolisis (12). Sin embargo, la vida media plasmatica no fue examinada
y experimentos de transferencia placentaria no han sido reportados por lo
cual no es todavia posible predecir si este anticuerpo anti-D mutante puede
tener un valor clinico en el tratamiento de la EHP (13).

Otro anticuerpo anti-D mutante pero de la subclase IgG3 ha sido desa-
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rrollado por Nielsen y colaboradores alterando la cadena pesada (hinge
region) (14).

Este anticuerpo fue efectivo en bloquear la actividad hemolitica de un anti
D monoclonal y policlonal in vitro. La vida media plasmatica de este an-
ticuerpo mutante tampoco es conocida pero puede predecirse como cor-
ta pues la vida media normal de un IgG3 es menor (7 dias) que la vida
media de unlgG1 (21 dias). Dado que la vida media no se conoce no es
posible predecir cuales son los niveles que se necesitan para alcanzar u
valor terapéutico in vivo. Para ello, repetidas dosis seran necesarias para
alcanzar niveles sanguineos estables pero existe la posibilidad de inducir
una respuesta inmune anti-IgG que pueda interferir con la eficacia (13).
Es de esperar que estos tipos de anticuerpos mutantes no produzcan las
dificultadas halladas en los estudios realizados con la Ig anti-D monoclo-
nal recombinante (ver capitulo nuevas estrategias en la prevencion de la
inmunizacién anti-D).

2 - Tratamientos Fetales

En el momento actual, con el advenimiento de la cordocentesis (puncién
de los vasos sanguineos umbilicales intrautero) se pueden extraer muestras
para diagnostico (grupo sanguineo, test de Coombs directo, hemoglobina,
hematocrito, bilirrubina, etc) o realizar terapéuticas como la transfusion
intrauterina intravascular, exsanguinotransfusion y/o la administracion de
inmunoglobulina intravenosa.

2.1 Transfusion intrauterina (TIU)

La transfusion intrauterina no carece de riesgos para el feto y se debe in-
dicar solo después de haber realizado una correcta evaluacion clinica y
paraclinica. Por lo general este tipo de terapéutica se plantea después de la
semana 20 de gestacion. La TIU se puede realizar por via intraperitoneal
o por abordaje directo de los vasos umbilicales. Esta ultima, es el procedi-
miento de eleccion pero pueden haber inconvenientes técnicos que lleven a
optar por la via intraperitoneal o a la combinacién de ambas.

En la transfusion intraperitoneal los eritrocitos se colocan en la cavidad
peritoneal fetal a través de una aguja que se pasa con monitoreo ecografico
a través de la pared abdominal materna, pared uterina y pared abdominal
fetal. Los globulos rojos transfundidos ingresan lentamente a la circulacion
fetal por absorcion de los conductos linfaticos que drenan la cavidad peri-
toneal . Generalmente el procedimiento se repite cada 2 semanas. En caso
de que el feto tenga ascitis puede utilizarse la puncion primero para drenar
el liquido peritoneal y luego para realizar la transfusion.

El volumen de globulos rojos a infundir se calcula por la formula V= (ges-
tacion en semanas - 20) x 10 ml. Por ejemplo si tenemos una gestacion de
24 semanas el volumen a infundir sera de 40 ml.

En la transfusién intravascular los eritrocitos se infunden directamente
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en los vasos umbilicales como una simple transfusiéon mediante jeringas
de plastico o como una exsanguinotransfusion parcial (intercambiando
extracciones e infusiones isovolumétricas) para aumentar la efectividad al
remover globulos rojos sensibilizados. La exsanguinotransfusion puede te-
ner particular valor también en los fetos severamente afectados que toleran
muy mal la sobrecarga de volumen. En estos casos es preferible trabajar
en hipovolemia mediante la extraccion de un volumen mayor al infundido
siempre bajo control de la frecuencia cardiaca fetal.

Previo a la infusién se debe tomar una muestra de sangre una vez que
estamos posesionados en los vasos del cordon para verificar que nos en-
contramos en el sistema circulatorio fetal, para realizar diagndstico y para
calcular, mediante el microhematocrito que se realiza inmediatamente en
la sala de puncidn, el volumen de globulos rojos a infundir. Para ello se
utilizan tablas que combinan la edad gestacional o el peso fetal no hidré-
pico estimado con el incremento del hematocrito que se quiere alcanzar.
Por ejemplo si estamos en las 25 semanas de gestacion y el feto tiene un
hematocrito de 20% y lo queremos llevar a un 35% (15% de incremento)
lo debemos transfundir con 24 ml de eritrocitos (ver tabla 1) en alicuotas
de 10 ml a intervalos de 1 a 2 minutos. La transfusion se repite cuando el
hematocrito desciende por debajo del 30% lo cual corresponde a una he-
moglobina de 9-10 g%.

Tabla 1- Célculo del volumen de eritrocitos para TIU intravascular segun
la edad gestacional y el incremento del hematocrito fetal deseado.

EG incremento del hematocrito fetal deseado
(semanas) 10% 15% 20% 25% 30%
21 13.1 14.2 15.2 16.3 17.3
22 13.7 15.8 17.9 19.9 22.0
23 14.8 17.9 21.1 24.2 27.3
24 16.5 20.6 24.8 30.0 33.1
25 18.7 23.9 29.1 34.3 39.5
26 21.4 27.7 33.9 40.2 46.4
27 24.7 32.0 39.3 46.6 53.9
28 28.6 36.9 45.3 53.6 61.9
29 33.0 42.4 51.7 61.1 70.5
30 37.9 48.4 58.8 69.2 79.6
31 43.4 54.9 66.4 77.8 89.3
32 49.5 62.0 74.5 87.0 99.5
33 56.0 69.6 83.2 96.7 110.3
34 63.2 77.8 92.4 107.0 121.6

Los glébulos rojos a transfundir deben ser del tipo 0 y negativos para el
antigeno correspondiente al anticuerpo materno. Deben ser leucoreduci-
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dos para evitar la trasmision de virus como el citomegalo (CMV) o virus
linfotropicos como el HTLV-I/II. El Hto de la sangre a infundir suele ser de
75 a 85% para minimizar la sobrecarga de volumen. La sangre para trans-
fusiones intrauterinas asi como los hemocomponentes celulares consecu-
tivamente transfundidos en el periodo neonatal deben ser irradiados con
irradiacién gamma para prevenir la enfermedad de injerto versus huésped.

3- Inmunoglobulina intravenosa

A principios de la década del 90 se obtuvieron buenos resultados adminis-
trando inmunoglobulina intravenosa a altas dosis 400 mg/kg peso en neo-
natos con EHP por conflicto Rh con el objetivo de bloquear los receptores
Fc de los macréfagos del RN con el fin de que estos no pudieran captar los
anticuerpos anti-D unidos a los eritrocitos neonatales circulantes (5). Este
procedimiento fue efectivo para disminuir la hemolisis en el RN y por ende
los riesgos y necesidades de otros tratamientos neonatales como la EST.
Nuestro equipo de trabajo, apoyado por el consejo invalorable del Prof.
Dr. Roberto Caldeyro Barcia, pens6 que este tratamiento podia realizarse
con el advenimiento de la cordocentesis, en los fetos con EHP dado que el
mecanismo fisiopatoldgico es similar en el feto que en el neonato. Con el
acceso vascular por cordocentesis que nos permitia realizar el diagndstico
y el tratamiento inmediato por la misma via publicamos el primer caso en
la literatura mundial de infusion de Ig a altas dosis en un feto con EHP por
conflicto Rh (6).

Como se muestra en este caso, la administracion de Ig intravenosa al feto
por cordocentesis disminuyé la gravedad de la EHP lo cual se reflejo en
un marcado descenso de la bilirrubina en el LA y un marcado incremento
en el hematocrito fetal. No fueron necesarios otros tratamientos prenatales
ni se presentaron complicaciones fetales con las repetidas cordocentesis.
Recientemente, en un trabajo publicado en la revista Transfusion de la
American Association of Blood Bank (AABB) se muestran similares re-
sultados obtenidos en 13 fetos con EHP que recibieron inmunoglobulina
intravenosa por cordocentesis (7).

El tratamiento con Ig intravenosa puede ser utilizado también para prevenir
EHP por otros anticuerpos diferentes al anti-D asi como otras citopenias
como la trombocitopenia perinatal isoinmune pues el mecanismo de blo-
queo de los receptores Fc de los macrofagos fetales es similar para todas
ellas (8).

Esta terapéutica como se administra por Kg de peso es muy barata en la
etapa perinatal si se lo compara con la administracion de Ig a la madre
(ver tratamientos maternos) y con una efectividad superior al ser inyectada
directamente en la circulacion fetal.

Por tltimo, la administracion de Ig intravenosa por cordocentesis, puede
ser aplicada también para el tratamiento de los hidrops fetales de causa no
inmunoldgica como el que se produce por la infeccion del parvovirus B19 (9).
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Este virus causa la quinta una enfermedad eruptiva que se resuelve espon-
taneamente con la produccion de anticuerpos que neutralizan la infeccion.
En ausencia de una adecuada respuesta inmunolégica la infeccion puede
persistir y en individuos inmunocomprometidos se puede producir una cri-
sis aplastica con una anemia intensa a nivel periférico pues el parvovirus
B19 parasita los eritroblastos, sobre todo los que presentan el antigeno
P en su membrana.La infeccion fetal puede producir anemia intensa que
desencadena la formacién del hidrops de manera similar a la EHP con la
diferencia que la anemia que se produce aqui no es por hemolisis sino por
un descenso en la produccién de eritrocitos fetales.

Dado que la mayoria de las personas tienen anticuerpos anti-parvovirus
B19, las preparaciones comerciales de Ig tienen concentraciones elevadas
de estos anticuerpos que al ser administrados intravenosamente, por ser
neutralizantes, eliminan la infeccion del receptor. En los hidrops fetales
por esta causa es necesario, al igual que en la EHP, asociar TIU para corre-
gir la anemia rapidamente. Como vemos, por un mecanismo fisiopatologi-
co diferente al de la EHP, no por bloqueo de los receptores Fc de los ma-
créfagos fetales sino por la administracion de anticuerpos neutralizantes,
la Ig a altas dosis por cordocentesis, puede ser utilizada también con buen
éxito en el tratamiento del hidrops fetal de causa no inmunoldgica como el
producido por la infeccién del parvovirus B19.

Dado que la transfusion intrauterina y la administracion de inmunoglobuli-
na por cordocentesis no son antagonistas proponemos el siguiente esquema
de tratamiento prenatal. Cuando el hematocrito fetal se encuentra entre un
30y 40% administrar s6lo inmunoglobulina intravenosa a una dosis de 500
mg/kg de peso fetal estimado para la edad gestacional. Si el hematocrito
es inferior al 30% realizar transfusion intrauterina intravascular e inmuno-
globulina intravenosa. Si por alguna razén no se pudieran puncionar los
vasos umbilicales en estos casos proponemos la transfusidn intrauterina en
la cavidad peritoneal fetal solamente y en casos severos puede realizarse la
TIU intracardiaca.

El objetivo de estas terapéuticas fetales consiste por un lado en mantener
los embarazos hasta una mayor edad gestacional y por otro la de obtener
neonatos menos agraviados con el fin de mejorar la sobrevida neonatal.
Los recursos terapéuticos fetales ademas, deben combinarse con la induc-
cion de la maduracion pulmonar mediante la administracidon de corticoides
a la madre.

Antes de la extraccion del feto debe realizarse un correcto balance riesgo-
beneficio entre los elementos de afectacion fetal por un lado y de madura-
cion pulmonar por otro.
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HISTORIA CLINICA 1

Se trata de una gestante de raza blanca de 39 afios grupo sanguineo 0 RhD
negativo que hace 12 afios tuvo un parto vaginal en Venezuela con un re-
cién nacido vivo normal. No recibié inmunoglobulina anti-D postparto.
También en Venezuela sufre multiples quemaduras por la cual recibe trans-
fusiones de hemocomponentes.
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El embarazo actual bien tolerado y controlado con FUM 01/08/2007 y FPP
11/05/2008. EI 21/01/2008 se le realiza estudio inmunohematoldgico que
muestra un grupo sanguineo 0 RhD negativo con un TCI positivo. Se iden-
tifican tres anticuerpos anti-eritrocitarios: anti-D, anti-C del sistema Rh y
un anti-F ya del sistema Duffy que pueden producir EHP. E1 20/0272008 se
le realiza una ecografia que muestra una placenta anterior y un feto unico
vivo de 33 semanas de gestacion sin elementos patologicos a destacar. El
13/03/2008 se realiza un ecodoppler para determinar la velocidad de flu-
jo en el pico sistolico de la arteria cerebral media. Resultado IP 0,73. El
mismo dia se hace una amniocentesis que muestra un incremento densidad
optica del LA de 0,059 que corresponde a una afectacion leve (zona 2B del
grafico de Liley) con un indice lecitina —esfingomielina de 3,5 y fosfatidil
glicerol presente.

El 15/03/2008 se realiza cesarea obteniéndose un RN de sexo masculino
con 2102 g Apgar 9/10 grupo sanguineo 0 RhD positivo con TCD positivo
+++ por inmunoprecipitacion en gel. Se infunde inmunoglobulina intrave-
nosa 1g/Kg. Hemoglobina de cordén 16,6 Hto 49% y B14,72. Se coloca en
fototerapia. Buena evolucion . Alta el dia 22/03/2008.

HISTORIA CLINICA 2

Gestante de 35 afios, de raza blanca fumadora de 10 cigarrillos/dia y sin
otros antecedentes a destacar. Grupo sanguineo O RhD negativo. No reci-
bio transfusiones de hemocomponentes, ni trasplantes ni comparte jerin-
gas. Tuvo cuatro gestaciones anteriores con 3 partos normales y 3 recién
nacidos de término vivos. Los dos primeros de otra pareja. No sabemos si
recibié inmunoprofilaxis anti-D. La cuarta gestacion en el 2006 fue contro-
lada en el HPR donde se hace diagnéstico de aloinmunizacion. Se identi-
fican tres anticuerpos: anti-D y C del sistema Rh y Fya del sistema Duffy
que pueden producir EHP. La paciente no concurre regularmente a los con-
troles y no accede a realizar los procedimientos de amniocentesis que se le
plantean. Obito a las 40 semanas de gestacion.

En el embarazo actual consulta en el primer trimestre donde se confirma la
aloinmunizacién a los tres anticuerpos. FUM 12/08/2007. El 22/01/2008
a las 23 semanas de gestacion comienza el seguimiento con ecografias se-
riadas y velocidad del flujo de la arteria cerebral media. A las 29 semanas
de gestacion se informa en la ecografia inicio de ascitis con un valor de
ACM de 45,8 cm/seg (limite superior). A las 30 semanas importante ascitis
sin otros edemas con un valor de ACM de 83,4 (anemia fetal severa). Se
decide realizar cordocentesis a las 30 semanas. En el mismo acto se realiza
la primera amniocentesis que muestra un incremento de densidad dptica
de 0,227 que llevado a la grafica de Queenan significa riesgo de muerte
fetal. No se determiné la madurez pulmonar. Se estimula maduracion pul-
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monar con dexametasona. Se punciona el cordéon umbilical extrayéndose
una muestra de sangre fetal con grupo sanguineo 0 RhD positivo no feno-
tipandose los otros dos antigenos (C y Fya) con un TCD positivo +++ por
técnica en gel. Hematocrito inicial de 7.5%. Se extrajeron 55 ml de sangre
y se repusieron 65 ml de sangre 0 RhD negativa, C negativa y Fya negativa
irradiada y leucorreducida compatible con suero materno. Se agregaron 12
ml de inmunoglobulina polivalente (0,6g) peso estimado del feto 1400g.
Hto final de 23%.

A la semana (31 de gestacidn) se realiza segunda TIU con 40 ml de SD in-
travascular, 20 ml intraperitoneal y 12 ml de inmunoglobulina polivalente
intravenosa. Hto inicial 17,3% y final 25%.

El dia 27/03/2008 a las 32 semanas de gestacion se realiza cesarea.

RN masculino de 1740g Apgar 7 grupo sanguineo 0 RhD negativo con
TCD negativo. Reactivo, estable, edemas generalizados blandos y blancos.
Mucosas hipocoloreadas con tinte ictérico de cara. Sin adenomegalias. Rit-
mo regular de 120 cpm. Abdomen discretamente globulosos y distendido,
blando, depresible. No se palpa bazo. Higado a 3 cm del reborde costal
con consistencia discretamente aumentada. Mufion umbilical normal. He-
mograma de sangre de cordéon Hb 6,9 Hto 18,9%. BT 4,40 BI 4,19. En la
evolucidn se le realizan 500mg/Kg de inmunoglobulina intravenosa, dos
transfusiones de 30cc cada una de SD y dos EST de 365cc la primera y
265cc la segunda.

En suma, se trata de dos historias de gestantes aloinmunizadas, con una in-
munizacion multiple a los mismos anticuerpos anti-D, anti-C y anti—Fya los
cuales pueden producir EHP. Sin embargo, que la gestante tenga tres anti-
cuerpos no significa que tenga EHP mas graves que con un sélo anticuerpo
y estas historias asi lo demuestran aunque no se le realizé a ninguno de los
RN la determinacién antigénica es sus globulos rojos para poder determi-
nar si uno, dos o los tres anticuerpos se podian unir a los eritrocitos fetales.
Recuerden que para que se produzca EHP debe darse la tercera condicion
que es que los eritrocitos fetales tengan el antigeno correspondiente. En el
primer caso clinico se deberia haber determinado al nacer y en el segundo
en la primera muestra de cordocentesis. Lo que si podemos afirmar es que
el antigeno D estaba presente en ambos fetos y que el TCD también era
francamente positivo en los dos por lo cual existia por lo menos un anti-
cuerpo materno sensibilizando a los eritrocitos fetales.

En el primer caso la causa de la inmunizaciéon materna es por gestacion ya
que no recibe inmunoglobulina anti-D en la gesta anterior y por las mul-
tiples transfusiones de hemocomponentes. En el segundo caso, la causa
es solo gestacional con distintas parejas y al no recibir inmunoprofilaxis
anti-D.

A pesar de tener los mismos tres anticuerpos como causa probable de EHP
la evolucion de ambos casos es completamente diferente. En el primero no
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hay necesidad de realizar tratamientos prenatales y la evolucion postnatal
es de una EHP leve tratada solamente con fototerapia e inmunoglobulina
intravenosa. Coincide la evolucion con el diagndstico prenatal de afecta-
cion leve realizada por amniocentesis aunque esta ocurrié un poco tardia-
mente a las 36 semanas de gestacion al igual que el ecodoppler. Esta ges-
tacion debio controlarse mas precozmente por la posibilidad de desarrollar
una EHP severa y poder determinar la realizacion o no de tratamientos pre-
natales mas precoces. En el segundo, por el contrario, existe una afectacién
fetal severa que coincide con la evolucidn postnatal, por la cual recibe dos
cordocentesis, dos TIU con administracion de inmunoglobulina intraveno-
sa. Aqui también el diagnoéstico de afectacion fetal es tardio ya que se rea-
liza la primer amniocentesis en el mismo acto que la primer cordocentesis
a las 30 semanas de gestacion con un resultado de riesgo de muerte fetal.
Pensamos que las amniocentesis deben realizarse antes en la gestacion
pues nos determinan el grado de hemolisis fetal y al poder determinar la
pendiente nos da un valor prondstico y determinar la oportunidad de los
tratamientos prenatales con anticipacion. Ademads, debemos tener presente
que una vez que se realiza la cordocentesis es imposible hacer un segui-
miento correcto por el incremento de densidad Optica ya que el LA se
contamina con sangre.

En ambas gestantes se realiz6 la determinacion de la velocidad del flujo
sanguineo en la arteria cerebral media (ACM). En la primera se realiza
este estudio también en forma tardia a las 36 semanas de gestacién con un
resultado que figura como IP 0,73 sin saber a que corresponde este valor
y sin referencia al valor normal para esta edad gestacional. En la segunda
gestante, se realizan estudios seriados a partir de la semana 23 de gestacion
y los valores se expresan en cm/seg los cuales deben ser colocados en un
nomograma de acuerdo a la edad gestacional (1). Sin embargo, los resul-
tados fueron normales hasta la semana 29 de gestacion pero el diagndstico
de afectacion fetal se realiz6 previamente por ecografia (ascitis). Pensamos
que estos resultados dilataron la realizacion de una amniocentesis que nos
hubiera proporcionado el grado de hemdlisis fetal. Cuando se introduce
una técnica nueva, en las primeras etapas se debe realizar un seguimiento
en paralelo de la medicion de la velocidad de flujo sanguineo en el pico
sistdlico de la ACM vy los resultados de la amniocentesis hasta que pueda
establecerse una buena correlacion entre ambas técnicas lo cual es sugeri-
do por el consenso 2005 y otros trabajos recientes (2)(3).

Por ultimo, en la segunda historia se determina el grupo sanguineo fetal
como 0 Rh(D) positivo con TCD positivo de la muestra obtenida por cor-
docentesis. Sin embargo, al nacer el grupo del RN es 0 Rh(D) negativo
TCD negativo. La explicacion es que aqui lo que se esta determinando es
el grupo de los eritrocitos que se administraron en las dos cordocentesis y
que no son destruidos por los anticuerpos maternos. Sin embargo, al rea-
lizar el estudio probablemente aparezca una doble poblacion de eritrocitos
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con el suero anti-D por inmunoprecipitacion en gel. Estos RN se seguirdn
transfundiendo en el periodo neonatal con eritrocitos 0 Rh(D) negativos
leucoreducidos e irradiados.
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4.5 - DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO POSTNATAL

El neonatdlogo debe formar parte del equipo tratante de una embaraza-
da aloinmunizada para conocer los antecedentes, la historia obstétrica, la
evolucion clinica, los resultados de la paraclinica y el diagndstico prena-
tal de salud o afectacion fetal. En el momento del nacimiento, en sala de
partos o block quirtrgico, evaluara rapidamente al neonato, determinando
su indemnidad o afectacion clinica, estableciendo su gravedad, ordenando
los estudios paraclinicos para confirmar la EHP y establecer su grado de
afectacion, realizando su prevencion y/o tratamiento.

Existen tres formas clinicas de presentacion de la EHP: leve, moderada y
grave. Dentro de las formas leves hay casos asintomaticos donde la EHP
se diagnostica por la paraclinica. Cuando existen signos clinicos estos se
reducen por lo general a una ictericia que aparece luego del primer o se-
gundo dia de vida, de progresion lenta, sin elementos clinicos de anemia
como palidez, taquicardia o taquipnea. Estos casos leves, por lo general, no
requieren tratamiento o sélo fototerapia.

En las formas moderadas el neonato, en la mayoria de los casos es de
término, y presenta un cuadro clinico de anemia e ictericia que se va agra-
vando con las horas de vida y requiere tratamiento con inmunoglobulina
intravenosa en altas dosis 0,5 a 1g/Kg peso, fototerapia y/o exsanguino-
transfusion (EST). La hepatomegalia es inconstante. El primer signo de
ictericia al nacer es la tincion amarillenta del cordéon umbilical dado que
por alli difunde la bilirrubina indirecta (BI) hacia el liquido amnidtico en
la vida fetal.

En las formas graves la anemia clinica esta presente desde el nacimien-
to caracterizada por palidez cutdneo-mucosa, taquicardia y taquipnea. Es
importante valorarla al nacimiento, ya que en las formas graves puede de-
terminar rapidamente la muerte del neonato por hipoxia o favorecer da-
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fnos cerebrales por lo que debe corregirse con urgencia por transfusion de
glébulos rojos y/o EST. La hepatoesplenomegalia es habitual. Puede ser
secundaria a la insuficiencia cardiaca, a la hemolisis extravascular o a la
reactivacion del higado como 6rgano de eritropoyesis extramedular. La fra-
gilidad del bazo obliga a la palpacidn suave ya que maniobras bruscas pue-
den provocar su ruptura. A veces se encuentran nddulos cutaneos de eritro-
poyesis asociados o no a purpura por alteracion de la hemostasis primaria.
El RN puede presentar edemas especialmente en cara, genitales externos,
sector distal de los miembros y/o derrames serosos (ascitis, pleural y peri-
cardico) que pueden producir también polipnea. La expresion clinica maxi-
ma es el hidrops fetalis que le da al RN el aspecto de Buda. Es un cuadro
clinico muy grave con anemia, ictericia, edemas y/o derrames serosos ¢
insuficiencia cardiaca. A su vez, en esta presentacion clinica, cuando se
decide interrumpir el embarazo antes del término, para evitar la agravacion
por la EHP u otras condicionantes, se suma a los problemas inherentes de
esta patologia los de la prematurez. En un estudio reciente se determiné
que una trombocitopenia severa se asocia frecuentemente a los neonatos
con hidrops producidos por EHP (19). En otro trabajo cientifico, la trom-
bocitopenia severa (menos de 50.000 plaquetas por mm™) se presentd en
el 23% de los fetos hidropicos (17), lo cual puede agregar graves conse-
cuencias como la hemorragia intracerebral. Sin embargo, esta presentacion
clinica, el hidrops, es cada vez menos frecuente dentro de la EHP como
consecuencia de la inmunoprofilaxis anti-D, de la disminucion de las trans-
fusiones de hemocomponentes en mujeres de edad reproductiva activa, de
la identificacién de anticuerpos maternos clinicamente significativos en
todas las gestantes (Rh negativas y positivas) en la primer consulta, del
desarrollo de técnicas de diagndstico y tratamiento fetales asi como de la
interrupcioén mas precoz de la gestacion de fetos afectados por EHP. Pero, a
veces una simple falla en un resultado de una técnica de laboratorio puede
determinar un resultado falso negativo catalogando a la gestacion de bajo
riesgo cuando en realidad el proceso patologico que pasa inadvertido sigue
su curso inexorable de deterioro fetal siendo su hallazgo fortuito como se
muestra en la historia clinica de este capitulo o anatomo-patolégico luego
de la muerte intrauterina.

Como diagndstico diferencial existen hidrops no inmunol6gicos como los
que se presentan secundarios a talasemias, insuficiencia cardiaca por mal-
formacion congénita, nefrosis congénita e infecciones intrauterinas como
el parvovirus B19 (1) (ver historia cap. ).

Mas del 10% de los neonatos con EHP por ABO o Rh, que han recibido
transfusiones intrauterinas o exsanguinotransfusiones, con producciéon ma-
siva de bilirrubina indirecta desarrollan a veces una colestasis intrahepa-
tica con incrementos de la bilirrubina directa (sindrome de bilis espesa).
Generalmente, la evolucion clinica es hacia la resolucion espontanea inclu-
so en los casos mas severos. Es importante que los estudios de laboratorio
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discriminen la bilirrubina conjugada de la no conjugada. Sin embargo, las
nuevas guias para el manejo de la hiperbilirrubinemias neonatales estable-
cidas por la Academia Americana de Pediatria (AAP) estan basadas en los
niveles de bilirrubina total (18).

La paraclinica se utiliza para confirmar o descartar el diagnostico de EHP
asi como para establecer el grado de afectacion neonatal.

Los primeros estudios se realizan de la sangre del cordon umbilical obteni-
da por puncidn y aspiracion con jeringa de los vasos umbilicales para evitar
los efectos que la gelatina de Wharton puede tener sobre los resultados de
laboratorio.

Dentro de los estudios inmunohematologicos nosotros proponiamos en
1982 realizar a todos los RN la determinacion del grupo sanguineo ABO
y Rh(D) junto con el test de Coombs directo (TCD)por el método en tubo.
Actualmente, estableciendo un estricto balance costo-beneficio propone-
mos:

1- Si la embarazada presenta durante la gestacion anticuerpos del tipo
IgG que pueden producir EHP se le debe realizar al RN el grupo sanguineo
ABO y Rh(D) con el TCD. Para ello utilizamos una unica tarjeta por la
técnica de inmunoprecipitacion en gel como se muestra en la figura 1. Hay
dos posibilidades, primero que el TCD sea negativo lo cual indica que a
pesar de estar la madre aloinmunizada el RN carece del antigeno corres-
pondiente por lo cual los anticuerpos pasan la placenta hacia el feto pero
no se unen a los eritrocitos quedando libres en el plasma sin producir EHP.
Esto se puede confirmar realizando un TCI con el suero del RN y globulos
que tengan el antigeno correspondiente. Si la embarazada es Rh(D) nega-
tiva aloinmunizada con un anticuerpo diferente al anti-D y el RN es Rh(D)
positivo debe recibir inmunoprofilaxis postparto.

Nosotros en el momento actual estamos utilizando una tarjeta de inmuno-
precipitacion en gel (ID-Card ABO/Rh for newborns) que determina el D
débil (D weak, D") y la variante D! Esto es importante en RN de madres
Rh negativas para que el neonato no sea falsamente tipificado como Rh
negativo y se deje sin inmunoprofilaxis a la puérpera .

A veces, la madre estd aloinmunizada con anticuerpos del tipo IgG y el
RN tiene el antigeno correspondiente pero presenta un TCD negativo. Esto
puede deberse a un conflicto ABO o a que los anticuerpos son adsorbidos
por el antigeno presente también en el trofoblasto como sucede en el sis-
tema Colton.

La segunda posibilidad es que el RN presente un TCD positivo lo cual
confirma la presencia del anticuerpo materno sobre los globulos rojos del
RN, en ausencia de incompatibilidad materno-fetal ABO, y se producira
EHP por acortamiento de la vida media eritrocitaria. Si existe incompati-
bilidad ABO puede dar el TCD positivo y EHP. Se puede encontrar a veces
doble poblacion eritrocitaria debido por ejemplo a tratamientos intrauteri-
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nos de fetos afectados como transfusion intrauterina con eritrocitos Rh(D)
negativos en fetos Rh(D)positivos o por transfusion materno-fetal en el
momento del nacimiento cuando hay incompatibilidad ABO y Rh(D).

En un estudio que realizamos en la maternidad del Banco de Prevision So-
cial (BPS) se determino el TCD de los RN de 10 embarazadas aloinmuni-
zadas con anticuerpos diferentes al anti-D que se presentaron en el periodo
de un afo, con el fin de determinar cuantos RN tenian el antigeno corres-
pondiente al anticuerpo materno. De las 10 embarazadas 1 era Rh negativa
con un anti-E y 9 Rh positivas con 5 anti-E, 2 anti-c, 1 anti-C, 1 anti-Kell
y un anti Jk del sistema Kidd. Una embarazada Rh positiva present6 dos
anticuerpos 1 anti-E y un anti-c. De los 10 RN se le determind el TCD a 9.
Una embarazada Rh positiva aloinmunizada con anti-E tuvo el parto en el
interior del pais y no se le realiz6 el TCD al RN lo que demuestra la impor-
tancia de la difusion de la informacion de lo que aqui se expresa para un
seguimiento universal. Cuatro (44%) RN tuvieron TCD positivo y 5 TCD
negativo. Todos los RN que presentaron TCD positivo tenian anticuerpos
del sistema Rh diferentes al D sin incompatibilidad ABO materno-fetal.
2- Si la embarazada carece de anticuerpos durante la gestacion se le
realizara determinacién del grupo sanguineo y TCD a los RN de madres
Rh(D) negativas, de madres grupo O y a aquellos RN que presenten icteri-
cia o anemia clinica . Aqui también hay dos posibilidades que el TCD sea
positivo o negativo. Si es positivo, lo mas frecuente es que sea por incom-
patibilidad ABO materno fetal. Si la embarazada es Rh(D) negativa y el
RN Rh(D) positivo se le debe realizar inmunoprofilaxis postparto a pesar
del TCD positivo. Si bien la incompatibilidad ABO disminuye el grado
de inmunizacién anti-D en la madre no lo anula por lo cual debe recibir
inmunoglobulina anti-D . EI TCD positivo puede deberse también a que la
embarazada Rh negativa recibié inmunoprofilaxis anti-D durante la gesta-
cion cercana a la fecha de parto y los anticuerpos pasivos administrados
cruzan la placenta hacia el feto y pueden positivizar el TCD cuando el RN
es Rh positivo. La madre debe recibir también inmunoprofilaxis posparto.
Como el TCD es positivo, utilizando la técnica en tubo, en un 10-20%
de los conflictos ABO, se ha propuesto realizar un TCI con suero del RN
y globulos rojos adultos A o B. Si bien este TCI es usualmente positivo
tiene poco valor predictivo de hemdlisis por lo cual nosotros proponemos
realizar el TCD por la técnica de inmunoprecipitacion en gel que tiene una
positividad del 80 al 90%.

Otra posibilidad, aunque mucho menos frecuente, es que aparezca en el RN
un TCD positivo a pesar de que la madre carezca de aloanticuerpos (TCI
negativo), no exista conflicto ABO ni hubiera recibido inmunoglobulina
anti-D durante la gestacion. En este caso, reiteramos muy poco frecuente,
se le debe realizar un TCD a la madre por la posibilidad de que presente un
TCD positivo por la presencia de autoanticuerpos que pueden pasar al feto
y expliquen la positividad del TCD del RN.
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A veces, recibimos un informe de un TCD del RN con una positividad
débil (sélo una cruz) sin que exista conflicto ABO. Repetimos el TCI a la
madre por la posibilidad que haya existido una inmunizacion tardia durante
la gestacion. E1 TCI materno sigue siendo negativo y no ha recibido inmu-
noglobulina anti-D por ser Rh (D) positiva por ejemplo. Se realiza el TCD
materno siendo también negativo descartando la presencia de autoanticuer-
pos. Agotadas las posibilidades diagnoésticas tedricas se le debe extraer una
nueva muestra la RN para repetir el TCD. En estos casos la repeticion del
TCD resulta negativo haciendo diagndstico de un falso resultado positivo
de la primera muestra lo mas frecuente por una incorrecta relacion anticoa-
gulante sangre produciendo la fibrina una seudoaglutinacién o por conta-
minacion con gelatina de Warthon si la muestra es de sangre de cordon.

Si el TCD es negativo en un RN Rh (D) positivo de una madre Rh (D)
negativa, esta debe recibir inmunoglobulina anti-D postparto.

Los estudios paraclinicos que se solicitan para determinar la afectacion
neonatal producida por la EHP son:

El hemograma. La hemoglobina (Hb) sera menor cuando mayor sea la
hemolisis. En las formas graves la Hb de cordon umbilical serd menor a 8
g %, en las moderadas estard aproximadamente entre 8 y 13 gramos y en
las leves por encima de este valor. En los hemogramas realizados en con-
tadores hematologicos generalmente se informa en las formas moderadas
y graves una hiperleucocitosis con cifras de 20 y 30.000 glébulos blancos
lo que hace alarmar al neonatdlogo pensando en una infeccidon connatal.
Sin embargo, debemos pensar que esta enfermedad se denomind eritro-
blastosis fetal porque se observaban en la sangre periférica gran cantidad
de eritroblastos que son elementos nucleados pero de la serie roja. Por ello,
es necesario realizar una lamina periférica con el fin de diferenciar los ele-
mentos nucleados de la serie blanca de los de la serie roja. De esta manera
existird un aumento de los eritroblastos con una leucocitosis normal o des-
cendida. Los reticulocitos como ocurre en las anemias hemoliticas estan
aumentados con cifras de hasta 30 0 40%. Sin embargo, un recuento bajo
de reticulocitos puede encontrarse en aquellos RN que recibieron transfu-
sion intrauterina o presentan una sensibilizacion anti-Kell. Un porcentaje
alto de esferocitos se encuentra principalmente en los casos de incompati-
bilidad ABO.

En las formas graves puede observarse también una trombocitopenia.
Bilirrubinemia. Cuando hay una hemolisis severa la bilirrubina indirecta
en sangre de cordon supera los 5 mg% mientras que en las formas mode-
radas se encuentra entre 3 y 5 mg% y en las leves con valores inferiores.
Recientemente, la Academia Americana de Pediatria (AAP) establecio
unas guias para el manejo de la hiperbilirrubinemia en recién nacidos con
mas de 35 semanas de gestacion (18), basadas en los niveles de bilirrubina
total. Se establece que en todos los RN con ictericia en las primeras 24
horas de vida se debe medir la bilrrubina total en suero o transcutanea. La
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repeticion de estas determinaciones dependera de la zona donde se tras-
criba el resultado de un nomograma previamente establecido, de la edad
y de la evolucion de la hiperbilirrubinemia. Para el tratamiento postnatal
se recomiendan otros dos nomogramas (uno para fototerapia y otro para
EST) basados en los valores absolutos de bilirrubina y los factores de ries-
go asociados. Nosotros preferimos basarnos mas que en el valor absoluto
de la bilirrubina indirecta en el incremento horario determinado por dos
determinaciones seriadas por el mismo método. Si el incremento es mayor
de 0,5 mg% hora en los RN de término y de 0,3 en los pretérminos indica
un importante nivel de hemolisis.

Los resultados de estos dos examenes junto a la clinica y los estudios inmu-
nohematologicos son suficientes para realizar el diagndstico de EHP y para
determinar el inicio de la prevencion y/o tratamientos neonatales.

Se pueden solicitar otros estudios que ayudan a la valoracién del estado
general del recién nacido como glicemia, albuminemia, gases en sangre,
radiografia de tdrax, etc.

Recientemente se ha demostrado que los niveles de carboxihemoglobina
estan aumentados en los neonatos con hemolisis (2).

TRATAMIENTO DEL RN CON EHP
1- Administracion de inmunoglobulina intravenosa a altas dosis como
inmunomodulador.
Una vez que se produce la reaccion antigeno-anticuerpo in vivo, los eritro-
citos sensibilizados van ha ser retirados de la circulacidon por los macréfa-
gos del SRE que tienen receptores para la fraccion Fc de la inmunoglobuli-
na. Si este mecanismo de destruccion supera la produccion celular aparece
la citopenia en la sangre periférica. Si administramos altas dosis de inmu-
noglobulina libre en la circulacion del RN teéricamente bloquearemos los
receptores Fc del macrofago y los eritrocitos sensibilizados circularan por
mas tiempo al disminuir la hemdlisis.
En la década del 80 aparecen trabajos que muestran resultados beneficio-
sos en la trombocitopenia neonatal isoinmune tratada con inmunoglobulina
intravenosa a altas dosis (3) (4). Dado que el mecanismo fisiopatologico
es similar para la EHP se decidi6 el empleo de esta terapéutica en la EHP
por conflicto Rh (5). Ast, el empleo de una dosis de 500 a 1000 g por kilo
de peso corporal de inmunoglobulina polivalente administrada intravenosa
en las primeras horas de vida puede frenar los incrementos de BI y las
necesidades de EST en RN con EHP moderada o grave (6). Dicha dosis
administrada intravenosa en no menos de 2 horas puede ser repetida a las
12 horas si es necesario (18).
Sin embargo, en una revision del 2002 de Cochrane (16) se sugiere que
estudios futuros bien diagramados son necesarios antes de establecer el uso
rutinario de inmunoglobulina intravenosa para el tratamiento de la ictericia
hemolitica isoinmune. Recientemente, han comenzado a realizarse estu-
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dios prospectivos, randomizados, doble ciego y controlados con placebo
para determinar los efectos a corto y largo plazo del uso de inmunoglobuli-
na intravenosa en neonatos con EHP por Rh (D) y cuyos resultados estaran
disponibles recién a finales del afio 2009 (17). Lo importante es que el tra-
tamiento con inmunoglobulina intravenosa postnatal es aplicable para to-
das las EHP independientemente del anticuerpo materno que la produzca.

2 - Tratamiento de la anemia

El 25 a 30% de los recién nacidos(RN) con EHP presentan al nacer una
anemia moderada y una eritropoyesis insuficiente para mantener el nivel
de hemoglobina. Otro 25% de RN tienen una anemia severa que puede
producir fallos orgdnicos multiples e inclusive la muerte neonatal.

Por tanto, debe ser rapidamente corregido el nivel de hemoglobina median-
te la transfusiéon de concentrados de glébulos rojos (10-20 cc/Kg) que
deben ser leucoreducidos, irradiados y/o calefaccionados. La realizacion
de una exsanguineotransfusion (EST) precoz ademas de corregir la ane-
mia, elimina los eritrocitos sensibilizados, los anticuerpos libres, la bili-
rrubina producida por la hemdlisis asi como la sobrecarga circulatoria en
los casos de hidrops con elevacion de la presion venosa central (PVC)(7).

En la EST precoz se realiza por lo general el recambio de una volemia
pues el objetivo principal es remover los GR sensibilizados, elevar la tasa
de hemoglobina y/o corregir la PVC. De esta manera se extrae el 70% de
los hematies afectados que son fuente potencial de BI. Sin embargo, en las
guias de la Asociacién Americana de Pediatria (AAP) (18) no recomiendan
el uso de una EST precoz.

Cuando la EST es mas tardia se suma como objetivo la remocion de la BI
circulante y por lo general se recambian dos volemias que extrae el 90% de
los GR sensibilizados y el 25-30% de la bilirrubina corporal total porque
esta se encuentra distribuida tanto en el espacio intra como extravascular (8).
Los hematies administrados deben carecer del antigeno problema y si hay
ademas incompatibilidad ABO materno fetal deben ser del grupo 0. Las
pruebas de compatibilidad donante-receptor antes de realizar la transfu-
sion o la EST se pueden realizar con el suero materno teniendo en cuenta
que este puede tener anticuerpos frente a antigenos presentes en el RN o
anticuerpos IgM que no atraviesan la placenta. Es preferible que la sangre
a infundir esté leucoreducida, irradiada y/o calefaccionada (7).

La EST es un procedimiento al igual que la transfusiéon que no esta li-
bre de riesgos con una tasa de morbilidad del 5% y de mortalidad del
0,5%. La apnea, bradicardia, cianosis, vasoespasmo, hipotermia, trom-
bosis, enterocolitis necrotizante, alteraciones metabolicas (hipoglicemia,
hipocalcemia,etc), paro cardiaco asi como la trasmision de enfermedades
infecciosas pueden ocurrir (8) (18).

La EST puede producir una disminucién de los niveles de neutréfilos, lo
cual es corregido lentamente por el RN pero parece no tener significacion
clinica. Una trombocitopenia producida o agravada por la o las exsangui-
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notransfusiones puede desencadenar hemorragias severas (cerebrales y/o
pulmonares) que ocasionan secuelas graves o la muerte neonatal. Para
prevenir dicha situacion clinica se debe controlar la concentracion de las
plaquetas mediante un hemograma pero teniendo en cuenta que los RN de
mayor riesgo son los que ya se encuentran trombocitopénicos o los pretér-
minos porque pueden tener ademas una alteracidon plaquetaria cualitativa.
En estos casos es aconsejable transfundir un concentrado plagluetario alos
neonatos con cifras inferiores a las 50.000 plaquetas por mm™ (9).

3- Tratamiento de la anemia tardia

Lactantes que desarrollaron EHP y que recibieron TIU y/o transfusiones de
GR o EST frecuentemente desarrollan una anemia en los primeros meses
de vida que requiere tratamiento. La etiologia de esta anemia parece ser el
feed-back negativo que produce la administracion de hemoglobina adulta
mediante los procedimientos terapéuticos perinatales lo cual resulta en un
descenso en el nivel de eritropoyetina y reticulocitos circulantes.

La administracién de eritropoyetina recombinante en estos neonatos seria
el tratamiento de eleccion para evitar la administracion de globulos rojos
los cuales ademas de los riesgos biologicos corregirian la consecuencia
pero agravarian la causa (10) (11). Sin embargo, la suplementaciéon con
acido folico o hierro no es recomendable su uso rutinario en este tipo de
anemia neonatal (17).

4 - Tratamiento de la hiperbilirrubinemia

Los niveles séricos de bilirrubina pueden ser disminuidos mediante foto-
terapia. La luz azul (luz solar o lampara fluorescente) produce 2 isdmeros
de BI: la fotobilirrubina soluble en agua, no toxica que se excreta por la
bilis y la lumirrubina que es excretada por orina y bilis. Cuando se aplica
la fototerapia el 15% de la bilirrubina circulante consiste en fotoisdmeros
no toxicos.

La fototerapia ha reducido apreciablemente la necesidad de EST. Sus in-
dicaciones dependen de la edad, peso, madurez y grado de afectacion por
la EHP del RN. Siempre debe tenerse presente que el tratamiento con fo-
toterapia puede producir deshidratacion por lo cual es fundamental cuidar
el estado de hidratacion de los RN. La fototerapia no es efectiva cuando la
hemolisis es severa y los niveles de BI se incrementan rapidamente. Se de-
termina como fallo de esta terapia la incapacidad de disminuir los niveles
de Bl en 1-2 mg% a las 4-6 horas de iniciado el tratamiento o fallo subse-
cuente de producir disminucidn progresiva de la BI a niveles inferiores a
los considerados para EST.

Recientemente, nuevas guias para el manejo de neonatos con hiperbili-
rrubinemia por EHP han sido publicadas por la Academia Americana de
Pediatria (AAP) (18).

La administracion de albumina (1g/Kg) antes de la EST o la adicién de
albumina (4-6 g) a la sangre usada para la EST podria incrementar la can-
tidad de BI removida por eliminacién de la bilirrubina del espacio extra-
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vascular. Muchos autores han cuestionado el beneficio de la terapia con
albumina por lo cual no debe establecerse como norma de tratamiento en
los RN con anemia pues el incremento de la presion oncética y de la vole-
mia del RN podria precipitar el fallo cardiaco (11).
5 - EHP por conflicto ABO
Los unicos anticuerpos que pasan de la madre al feto son los de la clase
IgG mediante un mecanismo activo unidireccional a través de los recep-
tores de la fraccion Fc de la inmunoglobulina presentes en la membra-
na placentaria. Los anticuerpos IgG mas frecuentes en el suero humano
son los anti-A y anti-B predominantemente en los individuos del grupo O
(12). Los anti-A y anti-B del tipo IgG producirdan EHP leve o moderada en
aproximadamente 1 de cada 150 nacimientos en madres del grupo 0 con
RN del tipo A o B. Aunque mas raramente, también se han descrito casos
de EHP en madres del grupo A2 con RN del tipo B (13).
A diferencia de la EHP causada por anti-D puede estar afectado el primer
recién nacido. Son excepcionales los casos de EHP prenatales por conflicto
ABO asi como las presentaciones clinicas severas postnatales por lo cual
no existe la necesidad de realizar pruebas de diagnostico y severidad in-
trauterinas.
Esta marcada diferencia con la EHP producida por el anticuerpo anti-D del
sistema Rh puede deberse a :
1- los antigenos A y B no estan solo presentes en los eritrocitos sino
también en otros tejidos y fluidos lo cual determina que solo una pe-
quefia cantidad de IgG anti-A o anti-B crucen la placenta hacia el feto.
2- Los antigenos A y B no estarian completamente desarrollados al
nacimiento
Solo el 14% de los RN con EHP por conficto ABO tienen un test de Co-
ombs directo (TCD) positivo (12). Actualmente con la realizacion de la
técnica de inmunoprecipitacion en gel el TCD es positivo en aproxima-
damente el 80% del los RN con EHP por conflicto ABO (14).
Dado que son raros los casos de EHP postnatal severa la mayoria de
los RN se tratan con inmunoglobulina intravenosa y/o fototerapia. Son
menos frecuentes los conflictos ABO que deben ser tratados con EST.
Se ha demostrado que el uso de inhibidores (Sn-porfirina)de la enzima
hem-oxigenasa, que cataliza la sintesis de bilirrubina a partir de la Hb,
reduce la produccion de BI y la necesidad de fototerapia y/o EST en
RN con conflicto ABO (15). Su uso rutinario aun no esta recomendado
hasta que no se evalue su seguridad a largo plazo. Tampoco se han re-
portado su aplicacién en EHP por conflicto Rh.
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HISTORIA CLINICA
Mujer de 37 aflos, obesa, sin antecedentes personales ni familiares a des-
tacar que cursa su tercera gestacion. Grupo sanguineo A Rh(D) negativo.

Como AGO tiene un hijo vivo sano de la primera gestacion y un dbito de
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la segunda hace cuatro afios. Dos cesareas. No sabemos si recibié inmu-
noglobulina anti-D durante las gestaciones y/o luego de los partos. Todas
las gestaciones son del mismo padre. No recibid transfusiones de hemo-
componentes ni trasplante de drganos o tejidos ni practica drogadiccion
intravenosa.

El embarazo actual al igual que los anteriores es controlado en un Centro
privado del interior del pais. FUM 21/04/2007 con FPP 31/01/2008. En
junio del 2007 tiene el primer control inmunohematolégico que estable-
ce grupo sanguineo A Rh negativo con aglutininas negativas. Un segundo
control el dia 3/12/2007 a las 32 semanas de gestacion determina un resul-
tado similar.

El 12/12/2007, a las 33 semanas se le realiza una ecografia que muestra un
polihidramnios con una ascitis fetal y un NST hiporeactivo por lo cual se
decide realizar una cesarea de urgencia. Otro control inmunohematologico
con fecha 12/12/2007 establece un grupo sanguineo A Rh negativo con
aglutininas positivas titulo 1/128.

Se obtiene un RN de pretérmino, de sexo femenino, de 2350g con apgar
5-7 con sindrome de dificultad respiratoria precoz (SDR), edema generali-
zado, importante distension abdominal e intensa palidez cutdneo mucosa.
Ritmo regular de 150 cpm con soplo mesocardico. Se reanima y se traslada
a Unidad de Cuidados Intensivos (UCI).Se realiza intubacion via area, ca-
teterismo umbilical y diuréticos (furosemide i/v). Los estudios de sangre
de corddén muestran un grupo sanguineo A Rh positivo con TCD positivo.
Una bilirrubinemia total de 7,5 mg/dl con BI de 6 mg/dl y un hematocrito
de 14% .

Se realiza transfusion de 30 cc de sangre desplasmatizada (SD) e inmuno-
globulina intravenosa 0,5g/Kg. Se coloca en doble luminoterapia intensiva
con nutricion parenteral completa. Se drenan aproximadamente 400 cc de
liquido de ascitis citrino por sindrome cardiorrespiratorio restrictivo. En
su evolucidn, recibe en los primeros cuatro dias de vida tres unidades de
sangre desplasmatizada (SD) de 30 cc cada una, dos unidades de plasma
fresco (PF) de 30 cc y un concentrado plaquetario (CP) también de 30 cc.
No se le realiza ninguna exsanguinotransfusion. A los doce dias de vida se
encuentra reactiva sin SDR, con subictericia de cara y tronco, deposiciones
y diuresis normales. Se prende a pecho directo con complemento de pecho
ordefiado. Buena evolucion y alta.

DISCUSION

El primer comentario que podemos realizar de esta historia clinica reciente
es que el seguimiento inmunohematologico de la gestacion no ha estado
de acuerdo a las recomendaciones nacionales y/o internacionales (1) (2).

El segundo control para la investigacion de anticuerpos inmunes se realiza

127



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

a las 32 semanas cuando se recomienda que se realice entre las 24 y 28
semanas de gestacion pues si el test de Coombs indirecto (TCI) es negativo
se aconseja realizar inmunoprofilaxis antenatal, en las mujeres Rh(D) ne-
gativas como en este caso, entre las 28 y 32 semanas de gestacion.

El resultado de “aglutininas negativas” de fecha 03/12/2007 pensamos sea
un resultado falso negativo de la técnica empleada dado que es imposible
clinicamente que una gestante que carezca de anticuerpos circulantes desa-
rrolle 10 dias después una afectacion fetal severa por hemdlisis.

Este ha sido el principal objetivo para presentar esta historia clinica a la
discusion, mostrar la importancia que tiene la realizacion de técnicas de
laboratorio correctas, de alta sensibilidad para evitar resultados falsos ne-
gativos y con controles de calidad internos y/o externos. De no ser asi se
puede catalogar una gestacion de bajo riesgo cuando en realidad no lo es
como en este caso. De no haberse realizado la ecografia a las 33 semanas
probablemente este feto, al proseguir la gestacion, se hubiera convertido
en 6bito o con una afectacion mas severa. No sabemos si en el 6bito que se
presento en la gestacion anterior no ocurri6 algo similar.

En este caso para la investigacidon de anticuerpos inmunes se utilizé la téc-
nica en tubo que tiene muchas variables personales con un “pool” de glo-
bulos grupo 0. Sin embargo, el consenso nacional (1) establece que “se re-
comienda utilizar eritrocitos fenotipados que contienen los antigenos mas
frecuentes de la poblacion. La alternativa de utilizar un pool de eritrocitos
del grupo 0 no asegura una completa representatividad de los antigenos
eritocitarios pudiendo dar falsos resultados negativos”.

Cuando a las 33 semanas de gestacion se informa un resultado de “agluti-
ninas positivas” no sabemos a que anticuerpo inmune se refiere. Se presu-
me que como la gestante es Rh negativa tenga un anticuerpo anti-D. Esto
tampoco es correcto porque si bien en el 80% de las mujeres Rh negativas
el anticuerpo encontrado es un anti-D hay un 20% donde se detectan otros
anticuerpos diferentes al D del sistema Rh (3). Por ello, las pautas nacio-
nales e internacionales recomiendan que “en caso de detectar anticuerpos
irregulares positivos, se debe proseguir con la identificaciéon del o los mis-
mos enfrentando el suero materno a un panel celular tipificado que permite
definir la especificidad de/los anticuerpos presentes”. Esto es importante
por un lado pues pueden existir uno o mas anticuerpos inmunes (ver his-
torias de tratamiento prenatal ) y por otro lado porque debemos conocer a
cual o cuales antigenos eritrocitarios estan dirigidos con el fin de establecer
la posibilidad de que produzca o no EHP. Por ejemplo, tres gestantes Rh
(D) negativas tienen un TCI positivo con lo cual se realiza el diagnostico
de aloinmunizacioén. Cuando pasamos a la segunda etapa de identificacion
encontramos que en la primer gestante un anticuerpo anti-Lewis® que es
del tipo inmunoglobulina M que no pasa la placenta y por tanto no produce
EHP. Esta gestante a pesar de tener un diagnostico de aloinmunizada con
un TCI positivo debe ingresar a un protocolo de inmunoprofilaxis anti-D
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antenatal y postnatal en caso de que el RN sea Rh positivo y el embarazo
se considerara de bajo riesgo. En la segunda gestante se identifica un anti-
cuerpo anti-D que puede producir EHP por lo cual se debera proseguir con
los estudios que determinen la presencia del antigeno D fetal y/o el grado
de afectacion. Obviamente esta gestante no debe recibir inmunoprofilaxis.
La tercera, presenta un anticuerpo anti-Kell que también puede producir
EHP por lo cual hay que proseguir con los estudios que evaluen el grado
de afectacion fetal pero a diferencia del caso anterior a esta gestante se le
debe realizar inmunoprofilaxis anti-D antenatal y postnatal si el RN es Rh
positivo pues si no lo hacemos probablemente para la proxima gestacion
ademas de un anticuerpo anti-Kell tendra un anti-D.

Creo, que estos ejemplos demuestran claramente la importancia de la iden-
tificacion del o los anticuerpos inmunes durante la gestacion para estable-
cer si el embarazo es de bajo o alto riesgo, de si puede existir o no EHP, si
se deben realizar estudios de afectacion fetal y si se debe realizar inmuno-
profilaxis anti-D. Si no realizamos esta etapa diagnostica inmunohemato-
logica como en la historia clinica que se presenta los resultados pueden ser
impredecibles y cadticos tanto para la gestante como para el feto.

Una vez realizada la identificacién del anticuerpo se debe establecer la
contraprueba de la especificidad del anticuerpo determinando que los eri-
trocitos de la gestante carecen del antigeno hacia el cual estad dirigido el
anticuerpo hallado.

No solo es importante tener identificado precozmente en la gestacion el an-
ticuerpo para determinar si puede producir EHP y poder estudiar el grado
de afectacion fetal sino también para la embarazada con fines transfusio-
nales.

Pensemos que muchas veces las indicaciones de hemocomponentes son
urgentes debido principalmente a sindromes hemorragiparos del ultimo
trimestre o del parto. Si el anticuerpo es de alta frecuencia en la poblacién
o existen mas de un anticuerpo a veces es dificil encontrar eritrocitos com-
patibles rapidamente (ver historia clinica de diagndstico prenatal).

Con tiempo, con una identificacién precoz, se pueden tener eritrocitos
compatibles o planificar terapias de alternativa.

Por tultimo, en el informe de fecha 12/12/2007 se indica “aglutininas posi-
tivas titulo 1/128”. No sabemos como sin identificar previamente al o los
anticuerpos se ha podido titular. Se realiza una técnica incorrecta desde
el punto de vista inmunohematoldgico y a su vez las pautas nacionales
establecen con “respecto a la utilidad de la titulacion de anticuerpos, existe
consenso en que no tienen correlacion directa con la afectacion fetal”.
Esta gestante que carece de antecedentes inmunogénicos presenta un an-
ticuerpo anti-D producido por falla de la inmunoprofilaxis anti-D en las
gestaciones anteriores. No sabemos si recibié inmnoglobulina anti-D an-
tenatal y/o postparto. Pero, de haber recibido una dosis tnica de 300 mcg
intramuscular probablemente haya sido insuficiente porque la sefiora es
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una obesa. Es importante tener en cuenta el peso de la paciente cuando
se realiza inmunoglobulina anti-D intramuscular dado que se recomienda
aumentar la dosis en mujeres obesas (4). La ventaja de administrar inmu-
noglobulina anti-D intravenosa es que no depende del peso, su accion es
mas rapida y una dosis de 120 mcg equivale a una de 300 intramuscular
con una reduccion considerable en el costo.

En suma, creo que la historia comentada nos muestra la importancia de
que se cumplan las pautas para el seguimiento inmunohematologico de la
gestacion utilizando técnicas correctas, de alta sensibilidad y especificidad,
con controles de calidad internos y externos para lo cual contamos en el
pais con un Laboratorio de Referencia en Inmunohematologia a nivel na-
cional en el Servicio Nacional de Sangre cuyo acceso esta disponible tanto
para servicios de salud publicos como privados . A su vez los servicios de
diagnéstico y tratamiento como en este caso, de Medicina Transfusional,
no pueden transcribir resultados y realizar técnicas como 30 o 40 afios
atras. La Medicina evoluciona permanentemente y los técnicos debemos
acompasar los cambios basados en evidencia para el beneficio de los pa-
cientes. Por ello, crece la importancia de la educacion médica continua
en toda la etapa activa del profesional. El objetivo docente de esta obra es
mantener la competencia profesional para mejorar la calidad de asistencia
de la medicina transfusional perinatal.

1 — Recomendaciones para la Prevencion, diagnostico y tratamiento de la
enfermedad hemolitica feto-neonatal en la gestacion y para la inmunoprofi-
laxis anti-D. Consenso 2005. Arch. Gin. Obstet. 2005;43(3):169-176.

2 — Judd WI. Practice guidelines for prenatal and perinatal immunohema-
tology, revisited. Transfusion 2001;41:1445-1452.

3 — Pereira A, Silveira S, Herndndez C, Varela A, Gaggero M, olivera P,
Dilorenzi N, Gularte M, Larrosa V, Miller A, Decaro J.

Erithrocyte antibodies in pregnat women. XXXI World Congress of the
International Society of Hematology (ISH) Marzo 2007 Punta del este —
Uruguay. Arch Med Intern 2007; Supl 1: S182.

4 — Woelfer B, Schuchter K, Janisiw M, Hafner E, Philipp K, Panzer S.
Postdelivery levels of anti-D IgG prophylaxis in D — mothers depend on
maternal body weight. Transfusion 2004;44:512-517.
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5.1 - LO QUE YA FUE

En 1609, en la prensa de Paris se describe, por primera vez, el nacimiento
de dos gemelares de los cuales uno se presenta con un edema generalizado
y fallece rapidamente mientras que el segundo, mejor clinicamente, de-
sarrolla a las pocas horas ictericia con sintomas neuroldgicos falleciendo
al tercer dia. Ambas condiciones clinicas, el hidrops y el kernicterus, no
fueron asociadas hasta que en 1932 Diamond llega a la conclusiéon de que
constituyen diferentes aspectos de una misma patologia: una severa hemo-
lisis que desarrolla focos de eritropoyesis extramedular y libera a la sangre
células nucleadas inmaduras de la serie roja (Erythroblastosis Fetalis) (1).
Pero, hasta ese momento no se tenia idea de la causa de esta hemolisis fetal.
En 1938, Ruth Darrow, patdloga de Chicago, quien tuvo un recién nacido
que fallece luego por kernicterus, establece la teoria que la causa de la he-
molisis fetal se debe a anticuerpos maternos que cruzan la placenta produ-
ciendo la destruccion de los eritrocitos fetales (2). Si bien Darrow describe
correctamente la fisiopatologia de hemolisis fetal piensa erroneamente que
el antigeno causante de la respuesta inmune materna es la hemoglobina.
El descubrimiento del sistema Rh en 1940 por Landsteiner y Wiener (3)
sirve de base para que en 1941 Levine establezca que el antigeno D es el
factor patogénico de la enfermedad hemolitica fetal (4). En 1945, el ve-
terinario Robert Coombs junto con los Dres Arthur Mourant y Rob Race
describen el método para la deteccion de anticuerpos “incompletos” luego
denominado test de Coombs (5).

Antes de 1945, el 50% de todos los fetos con enfermedad hemolitica fa-
llecian por hidrops o kernicterus (6). Con la introduccion de la exsangui-
notransfusioén por Wallerstein (7) se erradico el kernicterus y se redujo la
mortalidad perinatal al 25%. Luego, la induccion del parto prematuro, el
estudio de la espectrofotometria del liquido amnidtico, la transfusion fetal
intraperitoneal, la cordocentesis y la transfusion fetal intravascular dismi-
nuyeron la mortalidad perinatal al 2.3% en equipos de trabajo expertos en
esta patologia .

Pero, 1a uinica via por la cual, la hemdlisis fetal por anti-D puede dismi-
nuir aun mas es mediante la prevencion de la inmunizacién materna.
En 1900, el mismo afio que Landsteiner describe el sistema ABO, von
Dungern determina en experimentos en conejos que la inmunizacion ac-
tiva provocada por un antigeno determinado puede ser prevenida por la
administracion pasiva de anticuerpos especificos contra el antigeno (8).
Sin embargo, este descubrimiento no fue aplicado para la prevencién de la
enfermedad hemolitica fetal hasta después de 25 afios del descubrimiento
del sistema Rh.
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En 1943 Levine observa que los anticuerpos anti-D se desarrollan mas
frecuentemente en aquellas mujeres que carecen de aglutininas anti-A y
anti-B del sistema ABO (9). Sin embargo, recién en 1956 fue claramente
demostrado que la incompatibilidad ABO ejercia una proteccion frente a la
inmnizacion anti-D gracias a los experimentos realizados por Stern y colabo-
radores (10). En 1957, Kleihauer, Braun y Betke establecen la elucién 4ci-
da como técnica para distinguir la hemoglobina fetal de la del adulto (11).
A partir de 1960 dos grupos de investigadores, uno en Liverpool y otro en
New York, comienzan a realizar trabajos experimentales sobre la preven-
cion de la inmunizacion anti-D. El grupo de Liverpool basa sus trabajos en
los hallazgos anteriores de la proteccion ABO y la técnica de Kleihauer.
El grupo de New York en cambio, desarrolla sus trabajos experimentales
en el trabajo de Theobald Smith de 1909 en que demuestra que la res-
puesta inmune frente al toxoide de la difteria podia ser inhibida por un
exceso de antitoxina (12). En 1960 el Dr. Finn en un simposio médico
en Liverpool sugiere “It might be posible to destroy any fetal red cell
found in their maternal circulation following delivery by means of a
suitable antibody. If successful, this would prevent the development of
erythroblastosis, so mimicking natural protection affordede by ABO
incompatibility”. El primer trabajo cientifico fue realizado por Stern y
colaboradores en 1961 en el cual a 16 hombres voluntarios ORh D negati-
vos se les inyectd repetidamente eritrocitos ORhD positivos sensibilizados
con suero anti-D. Ninguno de los 16 hombres se inmuniz6 mientras que en
subsecuentes inyecciones de eritrocitos no sensibilizados en 10 hombres
produjo la inmuizacién anti-D en 5 después de la segunda inyeccion (13).

Tambien en 1961, Finn y colaboradores determinan la incidencia y can-
tidad de eritrocitos fetales en la circulacion de 256 madres Rh negativas.
Los gldbulos rojos fetales fueron encontrados en 30 muestras (11.7%) y en
cuatro (1.6%) el volumen de la hemorragia feto-materna fue superior a 5
ml (14). En la misma publicacion, Finn y colaboradores inyectan hombres
voluntarios Rh negativos con eritrocitos Rh positivos. La subsecuente ad-
ministracion intravenosa de suero anti-D conteniendo inmunoglobulinas M
y G, acelera el clearance de los eritrocitos Rh positivos. Concluyen que una
manera de prevenir la inmunizacion anti-D, en madres ABO compatibles,
puede ser mediante la rapida destruccion de los gldbulos rojos fetales in-
yectando suero anti-D lo cual produce un rapido clearance similar a cuando
existe incompatibilidad ABO.

En 1963 Clarke y colaboradores, del grupo de Liverpool, realizan tres se-
ries de experimentos donde hombres voluntarios Rh negativos son inyec-
tados con eritrocitos Rh positivos. En el primer experimento 30 minutos
después de la inyeccion de los eritrocitos, a la mitad de los hombres se les
administré plasma conteniendo anticuerpos anti-D del tipo IgM lo cual
tendria un efecto de proteccion similar a los anticuerpos ABO. En el se-
gundo experimento la mitad de los hombres voluntarios fueron inyectados
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con 30-50 ml de plasma que contenia anticuerpos anti-D del tipo IgG. En
el primer experimento 8 de 13 hombres tratados con anti-D IgM desarro-
llan inmunizacion (54%) mientras que solo 1 de 11 no tratados (9%) se
inmuniza. Concluyen que los anticuerpos anti-D completos (IgM) no sélo
no previenen la inmunizacion anti.D sino que parecen estimularla. En el
segundo experimento, s6lo 3 de 21 hombres tratados con IgG anti.D (14%)
y 11 de los 21 no tratados (54%) desarrollan inmunizacion lo cual, sugiere
una proteccion mediante anticuerpos incompletos (IgG). En el tercer tra-
bajo, se demuestra que los eritrocitos sensibilizados con anticuerpos IgG
desaparecen mas rapido de la circulacion (15).

También en 1963, Freda, Gorman y Pollack del grupo de New York, in-
troducen una preparacion con alto titulo de anti-D (inmunoglobulina anti-
D) en sus programas de investigacion. Freda y Gorman que pertenecian
a la Universidad de Columbia y Pollack a la Ortho Research Fundation,
demuestran que con la administracion de 5 ml de esta inmunoglobulina
anti-D 24 horas después de la inyeccion de eritrocitos Rh positivos a 5
hombres voluntarios Rh negativos, mensualmente durante 5 meses, pro-
duce una proteccion total para la inmunizacion anti-D. Sin embargo, 4 de
5 hombres no protegidos con esta inmunoglobulina anti-D se inmunizan
(16). En 1964 el mismo grupo de investigadores, establece que la inmunog-
lobulina anti-D protege el 100% de los voluntarios cuando es administrada
por via intramuscular hasta 72 horas después de la inyeccion de eritrocitos
Rh positivos (17).

El primer trabajo sobre la prevencion de la inmunizacion anti-D en gestan-
tes fue publicado por Clarke y Sheppard del grupo de Liverpool en 1965 en
una carta enviada a la revista The Lancet (18).En ninguna de las 27 madres
tratadas en el post-parto con inmunoglobulina anti.D (IgG) se encontro
signos de inmunizacidon en un seguimiento realizado a los 3 y 6 meses
del parto mientras que 9 de las 29 no protegidas con inmunoglobulina se
inmunizaron. También en una carta enviada a la revista The Lancet ese
mismo afio (19), Freda y colaboradores del grupo de New York reportan
sus resultados clinicos preliminares. Ninguna de las 34 madres que reci-
bieron inmunoglobulina anti-D postparto mostré inmunizacion a los 6 y
18 meses después del parto mientras que 6 de las 56 del grupo control se
inmunizaron al antigeno D. En 1967, se publica un trabajo sobre la tasa
de inmunizacion en 329 madres tratadas con inmunoglobulina anti-D y
337 no tratadas recopiladas del grupo inglés, americano y aleman (20).
Mientras que ninguna del grupo tratado se inmunizé, 46 (14%) del grupo
control si lo hizo.

En 1968 se apueba por la Food and Drugs Administration (FDA) en Esta-
dos Unidos de Norteamérica (USA) la primera preparacion comercial de
inmunoglobulina anti-D, RhoGam de Ortho Diagnostics.

En 1969, se obtiene en Francia la primera preparacion de inmunoglobulina
anti-D para uso intravenoso (20). La administracion de 300 mcg de 1gG
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anti-D junto con 0,5 ml de eritrocitos Rh pos demostrd un clearance de 6
horas para la via intravenosa y de mas de 48 horas para la intramuscular.
Con el seguimiento de niimero mayor de madres que recibieron inmunog-
lobulina anti-D postparto se demostré que el riesgo de inmunizacion anti
D no era cero como lo mostraban los trabajos hasta aqui publicados.

En 1971 Woodrow y colaboradores establecen que en 1015 mujeres estudia-
das el fallo de la inmunoprofilaxis postparto es de 3 en 844 casos (0,36%)
después del primer parto y de 3 en 171 (1,8%) luego del segundo (22).
Schneider recoge la informacion estadistica de la inmunoprofilaxis en 10
paises encontrando que 93 de 22.239 mujeres (0,42%) tratadas con IgG
anti-D desarrollan inmunizacién después del primer parto y 303 de 5266
(5.75%) de las que no recibieron inmunoglobulina lo cual se corresponde
con una tasa de proteccion del 92.8%. Luego de la segunda gestacion la
tasa fue de 90,3% (23).

En 1971, Pollack y colaboradores establecen la relacion de la cantidad de
inmunoglobulina anti-D (IgRhD) necesaria para neuutralizar un volumen
determinado de eritrocitos fetales : 20 mcg de Ig RhD por ml de eritrocitos
0 10 meg por ml de sangre fetal (24).

En 1954, el Dr. Bruce Chown trabajndo en el Laboratorio Rhesus del Hos-
pital Pediatrico de Winnipeg en Canada demuestra que la hemorragia feto
materna es la responsable de la inmunizacion materna. Subsecuentemente,
Zipursky y colaboradores utilizando la técnica de Kleihauer, fueron los
primeros investigadores en reconocer que en un nimero determinado de
gestaciones existia un pasaje transplacentario de eritrocitos fetales antes
del parto (25).

La primera profilaxis RhD antenatal, durante la gestacion, fue publicada
por el Dr. John Bowman en Manitoba-Canada en 1978. En la fase inicial
300 mcg de IgRhD eran administrados a las 34 semanas de gestacion. Lue-
g0, se cambia el protocolo y se administra una dosis a las 28 semanas y
otra similar a las 34. Por ultimo la profilaxis antenatal se redujo a una sola
dosis a las 28 semanas de gestacion y una segunda IgRhD era administrada
post parto si el recién nacido era Rh positivo (26). John (Jack) Bowman
se gradu6 como pediatra en 1956 y trabajo en el Hospital Pediatrico de
Winnipeg en Canada. En 1946 conoce al Dr. Bruce Chown cuando dona
sangre siendo estudiante de medicina. Como su sangre era del grupo RhD
negativo el Dr. Chown la utilizaba peridodicamente para realizar exsangui-
notransfusiones a los recién nacidos con enfermedad hemolitica perinatal.
Bowman fue luego uno de los tres pediatras que Bruce Chown entrend
para realizar exsanguinotransfusiones a los recién nacidos por lo cual tuvo
una activa participacion en el Departamento de Neonatologia del Hospital.
En 1961 fue denominado director clinico del Laboratorio Rhesus mientras
que el Dr. Bruce Chown se dedicaba exclusivamente a la investigacion. En
1963 cuando Liley de Nueva Zelanda describe la transfusion intrauterina
intraperitoneal Bowman aplica rapidamente esta técnica en una nurse de
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Winnipeg que presentaba una gestacion con una afectacion fetal severa. El
2 de enero de 1964 se reporta la primera transfusion intrauterina en Amé-
rica del Norte. Cuatro meses después nace el nifio y la madre en gratitud
se convierte en donante regular de plasma para obtener inmunoglobulina
anti-D (26). En 1969 se crea por ley en Manitota-Canada el Instituto Rh de
Winnipeg fundado por Chown, Bowman, Lewis y Bowles siendo denomi-
nado director médico John Bowman.

En 1970, Bowman y Chown establecen contacto con el Dr. Jim Jamieson
del Departamento de Quimica de la Universidad de Manitota para que el
plasma pueda ser fraccionado y obtener inmunoglobulina anti-D para la
profilaxis de la enfermedad hemolitica perinatal.

Se construye un laboratorio en el Fort Garry Campus de la Universidad de
Manitota cercano al departamento de Quimica y se comienza a aplicar la
técnica de fraccionamiento por columnas de DEAE-Sephadex descrita por
Hans Hoppe en Hamburgo. El Plasma era obtenido de mujeres RhD nega-
tivas inmunizadas con anticuerpos anti-D que lo donaban voluntariamente
mediante plasmaferesis (26).

El laboratorio de fraccionamiento plasmatico abri6 sus puertas oficialmen-
mente Winnipeg Rho y luego WinRho como se conoce actualmente. El
producto era muy puro y podia ser administrado intravenoso mientras que
las otras preparaciones de inmunoglobulinas presentes en el mercado de
América del Norte como la RhoGam sélo eran de uso intramuscular. Lue-
go de aproximadamente 8 afios, y mediante un trabajo clinico realizado por
Bowman en 1980 WinRho recibe su aprobacion para su uso general (26).
En 1984, la direccion del Instituto decide vender el laboratorio de fraccio-
namiento plasmatico a Apotex una compafiia farmacéutica canadiense. El
Instituido Rh pasa a denominarse a partir de ese momento Rhinstitute Can-
gene Corporation. Cangene es actualmente una compafiia productora de
vacunas e inmunoglobulinas que funciona en el Campus de la Universidad
de Manitota en Canada. El laboratorio Rh original forma parte actualmente
de la Facultad de Musica.

En suma las dos mayores contribuciones del grupo de Winnipeg fue la
aplicacion de la inmunoprofilaxis antenatal y la producciéon de WinRho
para uso intravenoso.

En 1979, publicamos en Uruguay el primer trabajo sobre la transfusion feto
materna y la profilaxis por inmunoglobulina anti-D (32).

En 1982, un grupo de médicos del Hospital de Clinicas y del Centro La-
tinoamericano de Perinatologia (CLAP) escribia un libro donde se des-
cribian la inmunoprofilaxis anti-D y todos los métodos de diagndstico
asi como los tratamientos pre y postnatales utilizados en la Enfermedad
Hemolitica Perinatal (EHP) por aloinmunizacion anti RhD. Dicho esfuer-
zo comunitario fue premiado por la Academia Nacional de Medicina del
Uruguay con el premio “El Pais” con lo cual se logré la publicacion del
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libro y su distribucion gratuita (27). El mismo grupo de médicos pensé que
ademas de lograr la difusion de los conocimientos debia pautar el segui-
miento de esta patologia tanto en el periodo prenatal como postnatal para lo
cual se propusieron las “Normas de prevencion, diagndstico y tratamiento
de la EHP por conflicto Rh(D)” a las cuales se les otorgo el primer premio
de la Asociacion Médica del Uruguay (28) y luego fueron adoptadas como
normas nacionales por el Ministerio de Salud Publica (MSP).

En el afio 2001 entra en vigencia el Reglamento Técnico del Mercosur
Decreto PE 385/00 que en el capitulo L dedica cinco incisos a la profilaxis
con inmnuglobulina anti-D en las gestantes Rh negativas (29).

El desarrollo de técnicas como la cordocentesis, la transfusion intrauterina
intravascular, la grafica de Queenan para los valores de densidad oOptica
del liquido amnidtico, la técnica de inmunoprecipitacion en gel para el
diagnéstico inmunohematologico, la medicion del flujo sanguineo en la
arteria cerebral media para el diagnodstico de anemia fetal, el diagnostico
del fenotipo fetal, la aparicion de una inmunoglobulina anti-D de uso in-
tramuscular o intravenoso con presentacion de 120 mcg, nos ha motivado
para realizar una revision bibliografica y comentar nuestra experiencia per-
sonal no so6lo de la EHP por Rh(D) sino la producida por otros anticuerpos
clinicamente significativos (30).

El objetivo de esta publicacion fue mostrar de manera clara y sencilla, in-
clusive a través de la revision de 11 historias clinicas, los elementos de
prevencidn, diagnostico y tratamiento de la EHP. Dado que en los ultimos
aflos ha variado sustancialmente el encare diagnostico y de prevencion jun-
to con la aparicioén de nueva tecnologia, pensamos que al igual que en 1982
este libro podia servir de base para realizar nuevas pautas de seguimiento
de esta patologia. En el afio 2005 luego del trabajo en talleres de equipos
multidisciplinarios se logré un consenso sobre la prevencion, diagndstico y
tratamiento de la EHP que ha sido publicado (31) y presentado al programa
prioritario de Salud y Género del MSP par su revision y adopcion como
nuevas pautas nacionales.

Luego de cuatro décadas de la aparicion de la IgRhD comercial (RhoGam)
se ha disminuido notablemente el nimero de casos de EHP por anti-D. Sin
embargo, existe un numero de casos residuales por falla de la inmunoprofi-
laxis pero también han aumentado los casos de EHP por otros anticuerpos
diferentes al D para los cuales no existe todavia inmunoprofilaxis. La tinica
prevencion en el momento actual seria la disminucion de las transfusiones,
sobre todo de globulos rojos, en la poblacion de mujeres en edad reproduc-
tiva activa y en caso de realizarlas utilizar sangre fenotipada en el sistema
Rh y Kell dado que producen mas del 90% de los casos de EHP por anti-
cuerpos diferentes al D.
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5.2 INMUNOPROFILAXIS

La inmunoglobulina Rh (IGRh) es un hemoderivado producido a partir
del fraccionamiento industrial de plasmas de individuos aloinmunizados
en el que predomina la IgG anti-D. Una dosis de 300 microgramos de anti-
D es suficiente para contrarestar los efectos inmunizantes de 15 ml de eri-
trocitos Rh D positivos o aproximadamente 30 ml de sangre total (efecto
dosis dependiente).

Este efecto protector de la IgG anti-D sobre los individuos D negativos ex-
puestos a células D positivas probablemente resulta de la interferencia con
el reconocimiento antigénico en la fase de induccidn de la inmunizacidon
(1). La IgG anti-D en la circulacion materna se une a los globulos rojos
fetales (GRF) Rh D positivos y estos son secuestrados en el bazo. Basi-
camente, las funciones de este 6rgano del sistema inmune son 1- retirar
células sanguineas senescentes y microorganismos extrafios por filtracion
y 2- desarrollar la respuesta inmune frente a antigenos foraneos. Estas ac-
tividades estan anatomicamente separadas una se cumple en la pulpa roja
y otra en la pulpa blanca. La rapida desaparicion de los GRF pasivamente
sensibilizados en la pulpa roja evitaria el contacto del antigeno D con las
c¢lulas inmunocompetentes de la pulpa blanca donde se produce la res-
puesta inmune (14).La profilaxis con IgG anti-D no es efectiva una vez que
se ha iniciado la respuesta inmune. A los 13 dias de la administracion de
1 ml de eritrocitos RhD positivos la infusiéon de 100 microgramos de I1gG
anti-D neutraliza la inmunizacion en el 50% de los casos (7).

Como el mecanismo de profilaxis es mediante la administracion pasiva de
anticuerpos tiene un efecto temporal por lo cual debe repetirse la dosis en
cada acto inmunizante.

La IGRh adecuadamente preparada mediante doble inactivacion viral
(solvente detergente - nanofiltracion) como otras preparaciones de inmu-
noglobulinas, tiene un riesgo escaso o nulo de trasmision viral (2). Cada
microgramo (mcg) equivale a 5 unidades internacionales (UI) por lo cual
la presentacion de 120 mcg representan 600Ul y la de 300 mcg 1500UL.
En dos recientes revisiones (Cochrane Review) se demostré que la admi-
nistracion de IgG anti-D tanto después del parto como durante la gestacion
previenen la inmunizacién anti-D (16) (17).
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1) PREVENCION DE LA ALOINMUNIZACION ANTI-D
EN EL EMBARAZO

Administracion antes del parto

La IGRh debe administrarse a una mujer Rh D negativa con pruebas para
anticuerpos anti-D negativas, luego de cualquier acontecimiento obstétrico
capaz de permitir el ingreso de células fetales a la circulacion materna: el
aborto espontaneo o terapéutico, el embarazo ectdpico, la amniocentesis,
la extraccion de muestras de vellosidades coridnicas, la cordocentesis, la
hemorragia anteparto o la muerte fetal.

Si cualquiera de estas posibilidades ocurre antes de las 13 semanas de
gestacion, una dosis de 50-100 microgramos de IGRh es adecuada para
proteger contra el pequefio volumen fetal durante el primer trimestre (3).
Desde las 13 semanas en adelante hasta el término se debe dar una dosis
de IGRh de 250-300 microgramos intramuscular o 120 mcg intravenosa.
El amplio uso de la inmunoprofilaxis posparto ha disminuido la inmuniza-
cion contra el antigeno D asociada con el embarazo desde aproximadamen-
te 13% hasta 1-2%. El riesgo disminuye hasta 0,1% si se da también IGRh
antes del parto entre las 28 y 32 semanas de gestacion (4) dado que las
mujeres que desarrollan anticuerpos anti-D durante el embarazo, el 92 %
lo hacen a esta edad gestacional. La sangre obtenida antes de la inyeccion
de IGRh debe ser sometida a pruebas para grupo sanguineo ABO, Rh D,
variantes del antigeno D (D débil o Du 'y DV!) y para anticuerpos antie-
ritrocitarios utilizando paneles eritrocitarios de fenotipo conocido. Noso-
tros estamos utilizando en el momento actual la técnica de precipitacion
en gel que es una microtécnica que permite macrolectura, con reactivos
incorporados y asociado a un sistema computarizado que evita el error
humano. Es ademas un método mas sensible que la tradicional técnica en
tubo por eso actualmente recomendamos que los controles inmunohema-
tologicos durante el embarazo se realicen uno en el primer trimestre y
otro a las 25-27 semanas. Inclusive, cuando administramos IGRh entre las
28 y 32 semanas si repetimos los estudios de anticuerpos anti-D antes de
las 8 semanas siguientes probablemente sean positivos por los anticuerpos
anti-D administrados pasivamente por la IGRh. Por la misma razén, los
anticuerpos anti-D administrados son principalmente IgG por lo cual pasan
la placenta y el recién nacido en caso de ser Rh D positivo puede nacer con
un Test de Coombs directo (TCD) positivo pero sin evidencia de hemdlisis
(5). Por ello, debe haber una buena comunicacion entre el médico tratante
y el médico hemoterapeuta para asegurar que exista una correcta interpre-
tacion de las pruebas de laboratorio realizadas durante la gestacion y en el
momento del parto.

En 1982, con la técnica en tubo, proponiamos controles inmunohematolo-
gicos seriados cada 4 semanas durante la gestacion (6).
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El servicio de Medicina Transfusional debe llevar un correcto seguimiento
inmunohematolégico del embarazo realizando la historia clinica asi como
un registro de los resultados de laboratorio pre y posparto y de la adminis-
tracion de la IGRh.

El médico hemoterapeuta supervisara la administracion de la IGRh, en
que dosis y en que edad gestacional, en base a resultados de laboratorio
recientes.

De acuerdo al esquema 1 no se debe administrar IGRh a las mujeres em-
barazadas Rh D positivas o D debil (Du). En estos casos los globulos rojos
tienen el antigeno D en su membrana en mayor o menor grado por lo cual
la embarazada no produce anticuerpos anti-D. Tampoco se debe dar IGRh

a las Rh D negativas pero que ya presentan anticuerpos anti-D (aloinmu-
nizadas) salvo en los casos que el resultado de laboratorio es debido a la
presencia de anticuerpos pasivos por la administracion previa de IGRh. Es
deseable obtener confirmacion de los registros médicos y de laboratorio en
el servicio de Medicina Transfusional pero la IGRh debe darse siempre y
cuando no se pueda resolver la duda con facilidad. Las mujeres Rh D ne-
gativas aloinmunizadas pero con anticuerpos diferentes al D (por ejemplo
anti-c, anti-e, anti C, anti-E, anti-Kell, etc) son candidatas a la administra-
cion de IGRh para evitar que se agregue un anticuerpo anti-D.

Administracion posparto

La sangre de cordén de lactantes nacidos de madres D negativas se debe
someter a pruebas para grupo sanguineo ABO, Rh D y test de Coombs
directo(TCD). Una mujer Rh D negativa cuyo recién nacido (RN) es Rh
D negativo no debe recibir IGRh. En caso que el RN sea Rh D positivo o
Du con TCD negativo la madre debe recibir una dosis de 300 microgramos
de IGRh intramuscular o 120 mcg intravenosa lo antes posible dentro de
las 72 horas posteriores al parto. Si pasan mas horas es mejor hacer la
inmunoprofilaxis que no hacerla. En algunos casos ha sido efectiva aun
administrada hasta 13 dias después del parto (7). Cuando la embarazada
ha recibido inmunoprofilaxis en la semana 28 de gestacion debe recibir
también inmunoprofilaxis posparto ha pesar que el RN Rh positivo pueda
mostrar un TCD positivo por los anticuerpos pasivos administrados duran-
te el embarazo. La presencia de IgG anti-D residual de la administracién
preparto no indica una proteccion vigente en el momento del parto. Una
embarazada Rh negativa con TCI negativo puede tener también un RN con
TCD positivo debido a un conflicto ABO por lo cual debe recibir inmuno-
globulina anti-D postparto. Una embarazada Rh negativa con TCI positivo
por una anticuerpo diferente al D (anti-C, anti-e, anti-Kell, etc) puede tener
un RN con TCD positivo o negativo. En ambos casos debe recibir inmuno-
profilaxis anti-D postparto (ver esquema 2). Mas raramente, un RN Rh D
positivo puede tener un TCD positivo porque la madre Rh D negativa tam-
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bién presenta un TCD positivo por autoanticuerpos que pasan la placenta.
En estos casos también debe realizarse inmunoprofilaxis cuando el RN es
Rh D positivo. Durante la gestacion, los autoanticuerpos mas frecuentes
son los antifosfolipidos dando un patréon de aglutinacion caracteristico con
un test de Coombs indirecto positivo que aglutina los eritrocitos de los
tres paneles de investigacion e inclusive los once de los paneles de iden-
tificacion sin poder interpretar los resultados de esta panaglutinacion. Sin
embargo, no existen inconvenientes para realizar el grupo sanguineo ABO
y Rh. En un estudio de seguimiento que realizamos durante cinco afios en
14860 gestantes encontramos que 157 (1.05%) tenian anticuerpos antieri-
trocitarios de los cuales 153 eran aloanticuerpos y 4 autoanticuerpos con
este patron de aglutinacion (21). En los cuatros casos de autoanticuerpos
se demostrd la presencia de anticuerpos antifosfolipidos. Este diagndsti-
co precoz es muy importante para la gestacion si se realiza en la primera
consulta.

Pensamos que cuando la gestante presenta un test de Coombs indirecto

Tabla 1 - ESQUEMA PARA LA ADMINISTRACION

DE IGRhD PREPARTO
RhD | TCI diagnoéstico seguimiento IGRhD
1 pos neg | sin anticuerpos ninguno no administrar
2 pos pos anticuerpos identificacién

. . . no administrar
distintos al anti-D| del anticuerpo

3 pos neg antigeno D ninguno no administrar
D débil presente
(Du)
4 neg neg | sinanticuerpos | primer trimestre administrar
26 semanas

5 neg pos | con anticuerpos | identificacion del
anticuerpo

5.1 anti-D inmune | no administrar
5.2 anti-D pasivo administrar

5.3 anticuerpo
distinto al anti-D

administrar

TCI = Test de Coombs Indirecto con panel de globulos rojos de fenotipo
conocido.
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Tabla 2 - ESQUEMA PARA LA ADMINISTRACION
DE IGRh ANTI-D POSTPARTO

MADRE DIAGNOSTICO RN IGRhD
Rh neg TCI neg Rh neg TCD neg no
Rh neg TCI neg Rh pos TCD neg si
Rh neg TCI neg conflicto ABO Rh pos TCD pos si
Rh neg TCI pos anti-D Rh pos TCD pos no
Rh neg TCI pos diferente al D Rh pos TCD pos si
Rh neg TCI pos diferente al D Rh pos TCD neg si
Rh neg TCI pos diferente al D Rh neg TCD pos no

TCD: Test de Coombs Directo

y directo positivo se debe informar al obstetra para que investigue anti-
cuerpos antifosfolipidos y comience la terapéutica anticoagulante lo antes
posible. Sin embargo, la mayoria de los anticuerpos antifosfolipidos no
producen TCD y TCI positivos por técnica en gel durante la gestacion.
Mas raramente, la gestante puede presentar una anemia hemolitica autoin-
mune (AHAI).Hasta el momento actual, nosotros no hemos visto ningiin
caso clinico ni paraclinico pero se han reportado algunos casos a nivel
mundial (22) (23). Inclusive este mecanismo autoinmune puede estar ge-
nerado por medicamentos como la alfametildopa que se puede utilizar para
el tratamiento de la hipertensiéon durante la gestacion y generar un TCD
positivo.

En cuanto a la inmunoprofilaxis para las variantes del antigeno D ya diji-
mos que la variante cuantitativa (D débil o D") debe ser considerada como
Rh positiva y por tanto no recibir IgG anti-D. En cambio, la variante cuali-
tativa D" debe serd considerada como Rh negativa por lo cual debe recibir
inmunoprofilaxis antenatal y en caso de tener un RN Rh positivo una nueva
dosis postparto (24). La pregunta es si la dosis administrada de IgG anti
D se une a los epitopes presentes en los eritrocitos maternos y por tanto
no es suficiente para prevenir la inmunizacion. En un trabajo publicado se
muestra que una importante proporcion de la IgG -anti-D no se une a los
eritrocitos con variante D! (25). Es importante diagnosticar esta variante
como Rh negativa ya que si bien es rara puede producir anticuerpos anti-D
los cuales pueden ser causa de hidrops (26).

La administracion postparto de la IGRh puede no impedir la inmunizacion
si la cantidad de eritrocitos fetales D positivos que ingresan a la circulacion
materna exceden la capacidad supresora de la IGRh. Se estima que sélo
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el 0,3% de los embarazos tienen una hemorragia fetomaterna (HFM)
mayor de 30 ml de sangre. Las HFM mayores son una causa importante y
prevenible de inmunoprofilaxis fallida.

Historicamente, la cuantificacion de la HFM se ha logrado por la prueba
de elucion acida de Kleihauer-Betke, que se basa en las diferencias entre
la hemoglobina fetal y la adulta en la resistencia a la elucion acida.

Los resultados se informan como porcentajes de células fetales pero la
precision y exactitud del procedimiento pueden no ser buenas.

La citometria de flujo tiene una sensibilidad similar a la técnica de Klei-
hauer-Betke pero suministra un resultado mas objetivo y reproducible des-
de el punto de vista cuantitativo (8).

Recientemente, se ha utilizado la técnica de inmunoprecipitacion en gel
(9) para la deteccion de globulos rojos Rh(D) positivos en la sangre ma-
terna.

En la primera fase de esta técnica se incuba la muestra de sangre materna
postparto con un suero anti-D optimizado para que los eritrocitos fetales
Rh(D) positivos en la sangre materna capten el anti-D. Luego se centrifuga
para separar el sobrenadante con el anti-D residual. En la segunda fase el
sobrenadante con el anti-D residual es testeado mediante Test de Coombs
Indirecto (TCI) con glébulos rojos Rh(D) positivos. La cantidad de anti-D
consumido en la primera fase (por union a los eritrocitos fetales Rh(D)
positivos), es luego semicuantificado a través del grado de positividad de
la segunda fase. El procedimiento se basa en que si hay eritrocitos fetales
Rh(D) positivos en la muestra materna se consume el anticuerpos anti-D.
Cuando mayor es el consumo en la primera fase menor es la positividad de
la segunda fase del test. Por el contrario, si no existen globulos rojos fetales
mayor es la positividad en la segunda fase (TCI). La cantidad de eritrocitos
fetales en circulacion materna puede estimarse comparando los resultados
de la prueba con el patron de reaccion obtenido frente a globulos rojos
estandarizados (ver cuadro 3). Las ventajas y desventajas de las tres técni-
cas mencionadas se presentan en el cuadro 4 resultando que la técnica de
inmunoprecipitacion en gel es la de mejor estandarizacion para los servi-
cios de Medicina Transfusional estableciendo un correcto costo-beneficio.
Cualquiera sea la técnica que se emplee para la determinacion de la HFM
esta debe realizarse antes de las 12 horas posteriores al parto ya que luego
los hematies fetales hacen clearance fisioldgico y no se detectan.

En las grandes HFM como las que ocurren en las placentas previas o en el
desprendimiento de placenta normoincerta (DPNI) al realizar la determi-
nacion del grupo sanguineo Rh (D) puede aparecer campo mixto o doble
poblacion (hematies aglutinados y sin aglutinar) inclusive puede llevar a
error y clasificar a una puerpera Rh negativa como positiva siendo por el
contrario la puérpera que mas dosis de inmunoglobulina requiere.

Si la HFM excede los 30 ml de sangre fetal se deben hacer dosis propor-
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cionales de IGRh. No se deben administrar en forma intramuscular mas
de cinco dosis de IGRh en una vez. Para cantidades mayores las dosis se
pueden espaciar por periodos de 72 horas rotando los sitios de puncién o
realizarla intravenosa en forma lenta.

Algunos trabajos muestran que los embarazos multiples tienen un riesgo
mayor de HFM (57)(58) lo cual es importante en el momento actual dado
el incremento que este tipo de gestaciones ha tenido debido a la aplicacion
de técnicas de reproduccion asistida. Lo correcto seria administrar las dosis
recomendadas para las gestaciones con un unico feto midiendo el volumen
de la HFM con el fin de ajustar o no la dosis de IGRhD suministrada. Como
en nuestro pais la medicion de la HFM no se realiza de manera rutinaria
durante la gestacion y el postparto, sugerimos en los casos de gestaciones
multiples administrar una dosis postparto de 300 mecg (1500UI) intraveno-
sa. De esta manera aumentamos la dosis, cubrimos una HFM de 37,5 ml de
GREF pero sin incrementar el numero de inyecciones.

Tabla 3 - SUSPENSIONES ESTANDARIZADAS
DE GLOBULOS ROJOS (GR) CONTROL

GR estandar % de Gr control Volumen (ml) fetal de
Rh + Rh - GR sangre
Control HFM 0% 0% 100% 0 0
Control HFM 0,1% 0,1% 99,9% 1,8 3,6
Control HFM 0,2% 0,2% 99,8% 3,6 7,2
Control HFM 0,4% 0,4% 99,6% 7,2 14,4

Tabla 4 - CARACTERISTICAS DISTINTIVAS
DE LAS TECNICAS DE SCREENING DE LA HFM

Gel Kleihauer | Citometria

Especificidad (detectar GR Rh+) si no si
Facilidad de estandarizacion si no si
Interpretacion objetiva si no si
Costo efectivo como screening si si no
Aplicable en servicios de .

Medicina Transfusional S1 no no
Provision de entrenamiento

y soporte si no no

En nuestro pais estamos utilizando una preparacion intravenosa de anti-
D para su uso en la supresion de la inmunizacion anti-D. Una dosis de
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120 microgramos (600 UI) de IGRh intravenosa es recomendada dentro de
las 72 posteriores al parto dado que con la administracion intravenosa se
alcanza una concentracion plasmatica de IGRh 2.5 veces superior y mas
precozmente que la intramuscular (18). El maximo de concentracion con
la IGRh por via intramuscular se logra recién a las 48 horas por lo cual el
clearance de los globulos rojos D positivos fetales se realiza mas rapida-
mente con la infusion intravenosa. La vida media de los anticuerpos anti-D
son de aproximadamente 24 dias cuando se administran por via intravenosa
y de aproximadamente 30 dias después de la administracion intramuscular.
La administracion intravenosa tiene como ventajas que se necesita menos
dosis, es de accion mas rapida, no depende de la superficie corporal y es
menos costosa.

Administrar una dosis de 120 mcg I/V antenatal y otra igual post parto,
tiene un costo promedio similar a la realizacion de una sola dosis I/M de
300 mcg.

La dosis intramuscular depende del peso corporal por lo cual en las muje-
res obesas se recomienda administrar una dosis adicional (19).

La presentacion WinRho SDF es para uso intramuscular e intravenoso
indistintamente. Es preparada a partir de plasma humano por un proceso
de cromatografia por lo cual se obtiene un producto de alta pureza compa-
radao con los que utilizan el método de Cohn con etanol. Se agregan dos
procesos de inactivacion viral, el solvente-detergente (SD) para remover
los virus con cubierta lipidica y la nanofiltracion (F) para remover otros
virus de cubierta no lipidica. Se obtiene de plasma humano proveniente
exclusivamente de América del Norte con el fin de evitar la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (CJD). No contiene preservativos y niveles minimos de
IgA. Puede se usada también para el tratamiento del purpura trombocitopé-
nico autoinmune (PTA) en pacientes Rh (D) positivos y no esplenectomi-
zados o para inmunoprofilaxis en receptores Rh (D) negativos que reciben
glébulos Rh (D) positivos. Tiene tres presentaciones 600, 1500 o 5000 UI
0 120, 300 o 1000 microgramos respectivamente. Debemos tener cuidado
cuando preparamos el producto liofilizado con el diluyente previamente a
la infusion. El frasco diluyente trae un volumen de 8,5 ml que es para la
presentacion de 1000 mcg (5000UI) pero cuando se usa una dosis de 120
mcg o 300 mcg intravenosa se debe diluir con s6lo 2,5 ml mientras que por
via intramuscular con la mitad del volumen (1,25 ml).

No existe criterio universal para la inmunoprofilaxis anti-D.

La dosis de inmunoglobulina anti-D a administrar asi como los tests para
determinar el volumen de la HFM varian de un pais a otro. Por ejemplo,
la dosis standard de inmunoglobulina anti-D (IgD) postparto es de 300
microgramos en Estados Unidos de Norteamérica, 120 microgramos en
Canada y de 200 a 300 microgramos en la mayoria de los paises europeos
a excepcion de Inglaterra, Francia e Irlanda donde la dosis es de 100 mi-
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crogramos (500 UI).

Algunos estudios muestran que el 99% de las mujeres tienen HFM meno-
res a 4 ml durante el parto (10)(11) y que 100 microgramos son capaces
de prevenir una inmunizaciéon de 5 ml de globulos Rh (D) positivos. En
esto se basa Inglaterra para administrar 100 microgramos postparto pero,
se debe realizar rutinariamente un test, con una muestra de sangre materna
obtenida dentro de las dos horas postparto, para determinar la HFM mayo-
res de 5 ml que requieren una dosis adicional de IgD. Por el contrario, la
mayoria de los paises europeos utilizan una dosis postparto de 200 a 300
microgramos (1000 a 1500 UI) sin utilizar un test para medir la HFM (12).
Pero, con este protocolo no se cubriria el 0,3% de las mujeres que tienen
HFM superiores a los 15 ml de globulos Rh (D) positivos.

La profilaxis antenatal con una dosis de IgD entre las 28 y 32 semanas de
gestacion de 300 microgramos se utiliza rutinariamente en Estados Uni-
dos y Canada desde hace ya varios aflos con buenos resultados. The Royal
College of Obstetricians and Gynaecologists (13) recomienda una dosis
de por lo menos 500 UI (100 microgramos) a las 28 semanas de gestacion
y otra similar a las 34 semanas. Recientemente, en un trabajo cientifico
realizado en Holanda. donde se realiza un protocolo de seguimiento in-
munohematologico similar al de nuestro pais desde 1998, se determind
que una sola dosis de 200 mcg intramuscular de IGRh a las 30 semanas de
gestacion previene la inmunizacion anti-D (36). Es de destacar, que en este
pais europeo, la inmunoprofilaxis antenatal se realiza solamente en aque-
llas gestantes que no han tenido hijos debido a la escasez del hemoderiva-
do. En nuestro pais, segun el consenso 2005 se recomienda una dosis de
300 mcg intramuscular o 120 mcg intravenosa postparto y antenatal entre
la semana 28 y 32 de la gestacion (20).

Tabla 5 - ESQUEMA DE INMUNOPROFILAXIS ANTI-D

Indicacion Dosis y via de administracion

Terminacion de la gestacion
antes de las 12 semanas,

aborto, embarazo ectopico u
otras complicaciones obstétricas.

120 meg por via IM

Después de las 12 semanas,
amniocentesis, muestra de vello-
sidad coridnica, complicaciones
obstétricas (placenta previa o

desprendimiento placentario, etc) | 120 meg por via IV 0 300 meg por via IM

Profilaxis antenatal entre las
28 y 32 semanas de gestacion

Postparto
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Para establecer un correcto programa de inmunoprofilaxis debemos co-
nocer, en primer lugar, cual es la prevalencia de gestantes Rh D negativas.
En un estudio que realizamos en Uruguay encontramos una prevalencia
del 12% (27). Pero, esto varia de un pais a otro y de una region a otra del
mundo. Por ejemplo el antigeno D del sistema Rh tiene una prevalencia
muy baja entre los indios americanos (1%), Asia (1%) y Africa (4%). Asi,
en paises de Asia como China (0,25%), Corea del Sur (0,35%) y Hong
Kong-China (1,2%) la inmunoprofilaxis anti-D no constituye un verdadero
problema de salud publica.

Sin embargo, la mayoria de los paises europeos tienen una prevalencia de
individuos Rh D negativos mayor del 15% (Austria 19%, Inglaterra 17%,
Espaiia 17%, Irlanda 16%, Dinamarca 16%, Holanda 16,3%, Suecia 18%)
(28).

En segundo lugar, se deben establecer pautas o guias nacionales para el
seguimiento inmunohematolégico de la gestacion y la inmunoprofilaxis
anti-D. En un relevamiento que se realizo en 10 paises desarrollados sélo
el 50% tenian normas o guias nacionales (Inglaterra, Polonia, Holanda,
Finlandia y USA), tres de 10 realizaban profilaxis antenatal, cuatro de 10
cuantificaban la HFM de rutina, 9 de 10 estudiaban la variante D" y tan
s6l0 2 la variante DV! (29).

En otro reciente estudio en 8 paises de la comunidad europea (CE) cuatro
presentaban guias, cuatro no realizaban profilaxis antenatal, en cinco no
hay datos de la prevalencia de la inmunizacién anti-D y la dosis de inmu-
noprofilaxis varia de 100 a 300 mcg (30).

En Espafia, pais que no fue incluido en el estudio anterior, el 92% de los
hospitales realiza el grupo sanguineo y la bisqueda de anticuerpos inmu-
nes entre la semana 10 y 16 de la gestacion. El estudio de anticuerpos se
repite entre la semana 28 y 36 en el 86% de los hospitales de los cuales 16
de 57 (86%) realizan solo la determinacion en mujeres Rh negativas. La
profilaxis antenatal se realiza en forma sistematica entre las 28 y 32 sema-
nas de gestacion (300 meg i/m) en el 76% de los hospitales. Para la profi-
laxis postparto utilizan la misma dosis (30). Carecen de la presentacion de
120 mcg de uso intravenoso o intramuscular.

Un consenso internacional deberia ser alcanzado para establecer un co-
rrecto programa de prevencion de la aloinmunizacidon materna al antigeno
D del sistema Rh.

En nuestro pais carecemos de datos sobre la incidencia de la EHP por anti-
D dentro de las patologias perinatales y cual es la tasa de mortalidad. Me-
nos aun es posible establecer las causas de falla de la inmunoprofilaxis.
Existe, a pesar de la administracion de la IgG anti-D una “aloinmuniza-
cion residual” al antigeno D en embarazadas. En un estudio que realiza-
mos el 80% de los anticuerpos encontrados en las gestantes Rh negativas
era un anti-D lo cual corresponde a una prevalencia del 3% (55 casos en
1783 gestantes Rh negativas) (31). Esta inmunizacion residual se deberia
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a que no se administra la IgG anti-D porque no se indica, porque no se
administra a pesar de estar indicada, se administra tardiamente o con dosis
insuficientes y no se realiza antenatal.

Es posible disminuir la tasa de inmunizacion residual mediante una es-
tricta adherencia a las recomendaciones o guias nacionales, en cada acto
inmunizante y entre las 28 y 32 semanas de gestacion para prevenir la “in-
munizacion silenciosa” no ligada a ninglin acto inmunizante que ocurre
mas frecuentemente en el tercer trimestre de la gestacion (32).

En una revision reciente, la mayoria de los estudios costo-eficacia realiza-
dos concluyen que un programa de prevencion sistematica de la aloinmu-
nizacion anti-D es muy rentable (33).

En dos estudios que analizan los costos brutos, los ligados al tratamiento de
la aloinmunizacién anti-D, los costos por patologias evitables y los costos
afios de vida ajustados por calidad de vida se concluye que la prevencion
antenatal es sumamente benéfica en términos de costo-beneficio (34) (35).
Actualmente, en Gran Bretafa se realiza la prevencion sistematica a todas
las gestantes Rh negativas independientemente de los costos (33).

La determinacion del fenotipo fetal RhD desde muestras de liquido amnio-
tico, vellosidad coridnica y recientemente de plasma materno, es utilizada
para establecer, en gestantes inmunizadas al antigeno D, la posibilidad o no
de afectacion fetal con el fin de evitar técnicas invasivas de diagndstico y
tratamiento (37). Pero, también puede utilizarse en gestantes Rh negativas
no inmunizadas al antigeno D para evitar la inmunoprofilaxis antenatal
cuando existen fetos Rh D negativos. En un trabajo reciente (38), se de-
termino el valor predictivo de la determinacion del fenotipo RhD desde el
ADN fetal obtenido del plasma materno validado con los resultados del
fenotipo serologico obtenido al nacer.

Con muestras obtenidas en promedio a las 28 semanas de gestacion y utili-
zando una PCR en tiempo real se encontr6 que 1118 (59,8%) eran RhD po-
sitivas, 670 (35,9%) RhD negativas, 14 (0,8%) falsos positivos, 3 (0,16%)
falsos negativos e inconclusos 56(3%) de los cuales 31 eran RhD positi-
vos y 25 RhD negativos. Es decir, en aproximadamente un tercio de las
gestantes RhD negativas no inmunizadas no necesitarian inmunoprofilaxis
antenatal. Sin embargo, en los casos de falsos resultados positivos recibi-
ran inmunoglobulina anti-D innecesariamente y en los resultados falsos
negativos existiria la posibilidad de inmunizacién y morbimortalidad por
EHP en gestaciones subsiguientes.

Los casos con resultados inconclusos probablemente se deban a la existencia
de variantes del antigeno D. Estudios futuros deben realizarse para establecer
el verdadero costo beneficio entre la realizacion del fenotipo RhD fetal y la
realizacion de inmunoprofilaxis antenatal. Ademas, seria importante realizar
la determinacion del fenotipo fetal del plasma materno, como método no
invasivo, en etapas mas precoces de la gestacion con el fin de evitar dosis an-
tenatales de inmunoglobulina anti-D anteriores a la semana 28 de gestacion.
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2) PREVENCION DE LA INMUNIZACION ANTI-D POR
TRANSFUSION DE ERITROCITOS RHD POSITIVOS

La prevalencia del anticuerpo anti-D producido por transfusion de eritro-
citos RhD positivos a individuos RhD negativos, es desconocida (39). La
mayoria de los casos ocurren en hombres o mujeres de edad avanzada en
los cuales los riesgos de la aloinmunizacion anti-D son menores. Sin em-
bargo, la mayoria de los casos bien documentados de la efectividad de la
IgG anti-D en prevenir la aloinmunizacion por transfusion ocurre en muje-
res jovenes con necesidad urgente de transfusion y falta de disponibilidad
de eritrocitos RhD negativos.

En un estudio retrospectivo sobre 78 pacientes que recibieron transfusio-
nes incompatibles RhD a los cuales no se les administré inmunoprofilaxis,
se reporta un 30% de aloinmunizacion anti-D (40). En otro estudio, tam-
bién retrospectivo pero mas reciente, de los 98 pacientes no oncoldgicos,
el anticuerpo anti-D se desarrolld en el 22% y de manera interesante los
que recibieron eritrocitos leucoreducidos desarrollaron menos anticuerpos
anti-D (13%) (41).

Algunos grupos de pacientes con disminucion de la funcién inmune tienen
un riesgo menor de inmunizarse. Por ejemplo, aquellos pacientes que reci-
ben drogas inmunosupresoras para el tratamiento de enfermedades autoin-
munes, hematoldgicas, oncoldgicas o transplante de higado o corazén (42).
También aquellos que tienen una inmunodeficiencia como por ejemplo los
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida por VIH (43).

En la mayoria de los paises, como en USA por ejemplo, no hay guias de
como realizar la inmunoprofilaxis con IgRhD para evitar la aloinmuniza-
cioén anti-D por la administracion de hemocomponentes RhD positivos
(39). Varios factores importantes asociados a la administracion de IgRhD
como la dosis, la via intramuscular o intravenosa, el tiempo optimo de la
infusién asi como las reacciones adversas que pueden ocurrir, faltan aun
por ser estandarizados.

En 1971, Pollack y colaboradores (44) sugieren que una relacion minima
de 10 mcg de IgGRhD por cada ml de eritrocitos RhD positivos (10/1) es
suficiente para prevenir la inmunizacion anti-D. Sin embargo, estudios cli-
nicos posteriores han utilizado relaciones mayores 12, 18 y 24 mcg/ml por
via intramuscular para prevenir la aloinmunizacion anti-D por transfusion
en pacientes mujeres jovenes (45)(46)(47).

La dosis recomendada para la administracion intramuscular seria de 20mcg
por cada ml de eritrocitos RhD positivos segun las guias establecidas por
el British Committee for Standars in Haematology del 2006 (48). Hasta
1500 mcg pueden administrarse en cada sitio de inyeccion . Dos sitios de
inyeccion glutea pueden ser administrados simultdneamente.

Ultimamente se utiliza la IgGRhD por via intravenosa para prevenir la
aloinmunizacién anti-D por transfusion. Los productos de uso intravenoso
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tienen ciertas ventajas frente a los de uso intramuscular como ser mayor
pureza, dos métodos de inactivacion viral, mejor confort para el paciente,
menor dosis y clearance mas rapido de los eritrocitos sensibilizados.

La dosis recomendada por via intravenosa seria de 12 mcg/ml de eritrocitos
(48). Se sugiere no administrar mas de 2500 mcg por vez. Se puede dividir
la dosis a la mitad y pasarla diluida en una hora y si no hay reacciones
adversas administrar la segunda parte de la dosis (39). Una paciente de 26
aflos que recibidé IgGRhD intravenosa para prevenir la inmunizacién anti-
D por la administracion de cuatro unidades de eritrocitos RhD positivos
desarrolld fiebre y taquicardia lo cual fue resuelto con la administracion
de 200 mg de hidrocortisona (49). En subsecuentes administraciones de
IgGRhD se realizé una premedicacion con 100 mg de hidrocortisona y los
sintomas no aparecieron.

En este estudio, a las 36 horas de la administracién de [gGRhD intraveno-
sa no habia células RhD positivas detectables en la sangre de la paciente
(TCD negativo). Luego de cinco meses se detectaban anticuerpos anti-D
(TCI positivo) pero con una concentracion baja de 0,16 Ul por ml. A los 11
meses no habia anticuerpos anti-D detectables en la sangre de la paciente.
Seguramente, los anticuerpos anti-D detectados a los cinco meses después
de la infusion de IgGRhD eran anticuerpos pasivos por la dosis de inmuno-
globulina recibida. En otro estudio, el TCD fue negativo después de cuatro
a seis dias de la infusién de [gGRhD y el TCI se negativizd recién después
de los seis meses (50). Si bien la vida media de las Ig tipo G es de 21 dias
su desaparicion en sangra es mucho mas tardia no so6lo para la IgGRhD
sino también para otros anticuerpos como los anti-core y anti-s de la hepa-
titis B como se demuestra en la historia clinica del capitulo de seguridad
sanguinea.de las transfusiones neonatales.

Tomando como referencia el parpura trombocitopénico autoinmune (PTA)
donde también se utiliza la [gGRhD a dosis masivas (50 a 75 mcg/Kg peso)
si se realiza premedicacidon no se presentan reacciones adversas severas
(51). Sin embargo, en trabajos recientes se ha reportado casos de hemolisis
intravascular, CID e insuficiencia renal en pacientes con PTA que recibie-
ron IgGRhD (52) (53). La I[gGRhD se utiliza sélo en los pacientes con PTA
que son RhD positivos y no esplenetomizados para que los anticuerpos
anti-D de la IgG se unan a los antigenos D de los eritrocitos del paciente.
De esta manera, los globulos rojos sensibilizados son captados por los ma-
créfagos del SER principalmente del bazo que carecen de receptores para
los antigenos de grupos sanguineos de la membrana del eritrocitos pero
si para la fraccion Fc de la Ig o para la fraccion C3d del complemento.
De esta manera se satura el mecanismo macrofagico permitiendo que las
plaquetas del paciente que tienen el autoanticuerpo unido a su membrana
tengan una sobrevida mayor.

Aqui la pregunta que surge inmediatamente porqué los macrofagos del
bazo tienen mayor afinidad por los eritrocitos sensibilizados que a las pla-
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quetas sensibilizadas. Sera porque uno es un aloanticuerpo y el otro un
auto. Sin embargo, la fraccion Fc de ambos es similar.

Sera porque le macrofago es un buen gourmet y prefiere la carne roja (eri-
trocitos) frente a la blanca (plaquetas). Pensamos, aunque no esta descrito
en la bibliografia, que es un problema de cantidad de la oferta ya que exis-
ten 10 a 20 veces mas eritrocitos circulando que plaquetas por lo cual el
macrofago, como buen gloton, se engulle con lo que hay mas.

Por tanto, la rara complicacion de hemolisis intravascular, CID e insufi-
ciencia renal en los pacientes con PTA no se puede explicar por el mecanis-
mo de accion de la IgG dado que producen, como ya vimos, una hemolisis
extravascular. Los anticuerpos que producen hemolisis intravascular son
los de la clase IgM por tanto, debe existir en las preparaciones de [gGRhD
otros anticuerpos anticuerpos antieritrocitarios contaminantes capaces de
producir esta rara pero grave reaccion cuando se administra IgRhD a al-
tas dosis (39). Recientemente, en el XVII Congreso Regional de la Socie-
dad Internacional de Transfusion Sanguinea (ISBT) realizado en Madrid
en junio del 2007 se present6 un trabajo de dos afios de seguimiento en
pacientes en el Hospital de Ottawa, Canada. Trece casos de reaccion he-
molitica por la administracion de IgG intravenosa fueron reportados con
una prevalencia de 1,6% (13 sobre 800) (54). La mayoria de los pacientes
fueron mujeres (10) que no pertenecian al grupo 0. En la mayoria se de-
tectd anticuerpos anti-A o anti-B en plasma oel eluido de los eritrocitos.
En suma, se llega a la conclusion que que la hemdlisis intravascular en
estos pacientes se produce por la transferencia pasiva de aglutininas ABO
del tipo IgM presentes en las preparaciones de inmunoglobulinas de uso
intravenosos como contaminantes y sobre todo en mujeres que no son del
grupo 0 re reciben dosis altas.

Con el fin de disminuir la dosis de [gGRhD a administrar a aquellas mujeres
RhD negativas en edad reproductiva activa que recibieron eitrocitos RhD
positivos, se sugiere asociar la realizacion de una eritraferesis con globulos
rojos RhD para disminuir la cantidad de eritrocitos RhD y luego realizar
IgGRhD intravenosa para cubrir la probable inmunizacion de los eritrocitos
remanentes. Nester y colaboradores (15), reportan el éxito de dos casos de
sexo femenino de 10 y 16 afios, tratadas en primer lugar con eritraferesis de
dos volemias eritrocitarias, a través de un separador Cobe-Spectra como los
que existen en nuestro pais y luego con IgGRhD intravenosa a una dosis to-
tal de 2700 mcg dividida en tres dosis de 600 mcg cada 8 horas en el primer
caso y de 900 mcg en el segundo caso (600 mcg iniciales y 300 mcg a las 8
horas). Posteriormente, Laspina y colaboradores (49), reportan un caso de
una mujer de 26 afos, RhD negativa que recibio cuatro unidades de eritroci-
tos RhD positivos por falta de disponibilidad de sangre RhD negativa. Aqui,
una eritraferesis de una volemia eritrocitaria fue realizada e inmediatamente
después se infudieron por via intravenosa un total de 24.000 UI de IgGRhD
repartida en dosis de 600 mcg (3000 UI) cada 5 horas.
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Si bien las plaquetas no contiene en su membrana los antigenos del sistema
Rh la aloinmunizacion anti-D puede ocurrir en aquellos pacientes, prin-
cipalmente no inmunosuprimidos, que reciben concentrados plaquetarios
pero que contienen eritrocitos RhD positivos como contaminantes (55) Los
concentrados plaquetarios (CP) derivados por centrifugacion de la sangre
total suelen tener de promedio entre 0,3 a 0,5 ml de eritrocitos mientras que
en los obtenidos por aféresis (CPA) sélo trazas (39).

Recientemente, Hasped y colaboradores (56) documentan un caso de un
nifio RhD negativo de 17 semanas de vida que se aloinmunizo desarrollan-
do un anticuerpo anti-D después de la infusion de dos CP con menos de 0,6
ml de eritrocitos RhD positivos contaminantes. Es ampliamente aceptado
que la inmadurez del sistema inmune en neotatos raramente produce aloan-
ticuerpos sin embargo este caso sugiere que la formacion de anti-D debe
ser tenida en cuenta.

Una dosis de 20 mecg de IgGRhD intravenosa por cada ml de eritrocitos
es recomendada para prevenir la aloinmunizacion anti-D de los CP. En los
pacientes trombocitopénicos esta contraindicada la via intramuscular. En
los pacientes jovenes trombocitopénicos no inmunosuprimidos o inmuno-
deficientes RhD negativos que requieran reposicion co plaquetas es reco-
mendable el uso de concentrados obtenidos por aféresis (CPA).

En suma, la inmunoprofilaxis con IgGRhD para prevenir la aloinmuniza-
cion anti-D por transfusion de hemocomponentes RhD positivos, también
es altamente efectiva.

3) MECANISMO DE ACCION DE LA IgGRhD

La IgGRhD polivalente unida a GR RhD positivos (GR opsonizados) e
inyectados a individuos RhD negativos, inhibe la respuesta inmune que
se produce con GR RhD positivos no opsonizados. Este efecto ha sido
observado en una variedad de modelos animales inmunizados con una can-
tidad de diferentes antigenos y se ha denominado supresion de la respuesta
inmune mediada por anticuerpos (Antibody Mediated Immune Supresion,
AMIS) (59) (60).
Las células T son activadas por las células presentadoras de antigeno
(APC) que incluyen macréfagos, células dendriticas y células B. A pesar
de que las células dendriticas maduras parecen ser el mayor mecanismo
de activacion de las células T la presentacion del antigeno por células B
parece ser suficiente para activar las células T (61). Pero, el rol de estas
células B en la respuesta especifica de las células T frente al antigeno D no
es conocido aun.
Varias hipotesis han sido propuestas para explicar el mecanismo de AMIS
(59)(60)(62): 1- 1a rapida desaparicion (clearance) de los GR opsonizados

2- la inhibicién de células Ty B

3- el bloqueo de determinados epitopes del antigeno D.
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La primer teoria asume que la rapida remocién de los GRRhD positivos
con IgGRhD, mediante los receptores Fc de los macrofagos, es suficiente
para prevenir la respuesta inmune como ya vimos anteriormente (14). Sin
embargo, algunos anticuerpos anti-D monoclonales o recombinantes, en
un efecto no esperado, aumentan la respuesta inmune anti-D en lugar de
suprimirla (63).

La segunda hipdtesis establece que el complejo GR-IgG puede producir
una sefial negativa a través del recetor Fc-gamaRIIB sobre las células B.
Sin embargo, utilizando ratas deficientes genéticamente de este receptor se
demostrd que no es necesario para producir el efecto AMIS (64).

La tercera hipétesis sugiere que la IgG reconoce determinados epitopes del
antigeno D de los GR. Se ha observado que no es necesario bloquear todos
los epitopes del antigeno para prevenir la respuesta inmune (65).

En las dos primeras teorias el efecto AMIS dependeria de la fraccion Fe de
la IgG mientras que en la tercera solo se requiere la fraccion Fab. Sin em-
bargo, se ha descrito un efecto AMIS Fc dependiente como independiente
por lo cual, este aspecto aun no ha sido resuelto (60) (66).

Recientemente, se han utilizado modelos animales para testear la interac-
cion entre las células B y los GR opsonizados con IgGRhD (67). El grupo
canadiense liderado por los Dres Davor Bric y Alan Lazarus, del Canadian
Blood Service y del Transfusion Medicine Research del St Michel Hos-
pital de Toronto, han publicado tres sucesivos trabajos para establecer los
posibles mecanismos de la inhibicion de la respuesta inmune por los GR
opsonizados con IgG. En el primero de ellos, publicado en el afio 2007,
demuestran que la inmunosupresion mediada por IgG no depende del clea-
rance de los eritrocitos opsonizados o de la evasion inmunologica (68).
Utilizando un modelo animal de AMIS, en una primera instancia, exponen
células fagociticas con GR de oveja in vitro y luego transfieren estas cé-
lulas (macrofagos) a la rata receptora. Los GR de oveja opsonizados con
IgG inyectados al modelo animal inesperadamente aumentan, en lugar de
disminuir, la respuesta inmune.

Este hallazgo estaria demostrando que la remocion de los GR opsonizados
por los macréfagos no previene el reconocimiento del sistema inmuno-
logico y sugiere que el clearance del antigeno puede no ser el principal
mecanismo de la inhibicién de la respuesta inmune.

En el segundo trabajo (69), utilizando también un modelo murino, demues-
tran que la atenuacidn de la respuesta inmune mediante la infusién de GR
opsonizados con IgG no esta asociada con una inmunosupresion activa o
una deplecion clonal tanto de células T como B.

En una tercera publicacion del afio 2008 (70), establecen que la transfusion
de GR foraneos opsonizados con IgG producen una reduccion en la habili-
dad de las células B en presentar el antigeno a las células T. Normalmente
la activacion de las células B ocurre directamente por el contacto con el
antigeno que es internalizado y procesado. Estas células B activadas con el
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antigeno procesado se relocalizan, actuan como células APC y estimulan
las células T. La interaccion entre las células B y T activadas dan lugar a
la posterior expansion clonal y diferenciacion de las células B en células
productoras de anticuerpos y células memoria.

Por ultimo, segtin estos autores (67), pareceria ser que la [gG administra-
da pasivamente inhibe un estadio tardio de la activacion de las células B.
Surge la hipdtesis que cuando la célula B internaliza la IgG junto con el
antigeno se produciria una inhibicién de la respuesta inmune si se compara
con la internalizacion y procesamiento del antigeno solo.
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HISTORIA CLINICA

Recién nacido de sexo femenino, de término con 3200 g y Apgar 9-10.
Grupo sanguineo 0 Rh D positivo con TCD positivo (+) por técnica en gel
de sangre de cordon umbilical.

Madre que cursd su primera gestacion con un parto vaginal normal el dia
27/03/2008. Grupo sanguineo 0 Rh D negativo con TCI negativo por técni-
ca en gel con tres paneles de investigacidn en el primer trimestre y repetido
a las 26 semanas de gestacion. Embarazo bien tolerado y controlado sin
antecedentes personales ni familiares a destacar.

Se consulta a Medicina Transfusional para saber si se realiza o no la inmu-
noglobulina anti-D postnatal.

DISCUSION

Se trata de un RN normal producto de la primera gestacion que presenta un
TCD positivo con intensidad de una cruz. En primer lugar debemos evaluar
clinicamente al RN. No presenta signos de anemia, ictericia, visceromega-
lias y el cordon no esta amarillento. Luego investigamos clinicamente a la
madre quien no presenta ningun sindrome clinico, no ha ingerido medi-
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camentos y no recibié inmunoglobulina anti-D antenatal. Extraemos una
muestra de sangre materna para repetir los estudios inmunohematologicos.
Grupo sanguineo 0 Rh D negativa con TCI y TCD negativos por técnica
en gel.

Cuales son las probables causas de un TCD positivo en el RN?

En primer lugar la presencia de aloanticuerpos maternos que aqui se des-
cartan porque no hay incompatibilidad ABO y el TCI es negativo durante
la gestacion y atin después del parto para descartar una inmunizacion tardia
después de las 26 semanas de gestacion.

En segundo lugar por inmunizacion pasiva al recibir inmunoprofilaxis an-
tenatal aunque generalmente esto puede ocurrir cuando la gestante recibe
IgG anti-D entre las 28 y 32 semanas y luego se adelanta la fecha de parto
por ejemplo a las 34 o 35 semanas. En este caso se descarta pues la emba-
razada no recibio IgG anti-D antenatal a pesar de que estaba indicada de
acuerdo al consenso nacional 2005.

En tercer lugar, un TCD positivo en el RN puede deberse a autoanticuer-
pos generados por medicamentos o por patologias autoinmunes. En este
caso también se descarta pues la madre no tiene ningiin cuadro clinico de
enfermedad autoinmune, no ha recibido medicacién y el TCD materno es
negativo.

Luego de agotar todas las posibilidades diagnosticas pensamos se deba a
un resultado falso positivo del TCD. Para ello, extraemos una muestra de
sangre venosa al RN y repetimos el estudio por la misma técnica y el resul-
tado es un TCD negativo.

La respuesta de Medicina Transfusional es que la puérpera debe recibir
inmunoglobulina anti-D postnatal.

Creo que la ensefianza que deja este caso es que cuando hay un resultado
de un TCD positivo con una reactividad muy débil (+) antes de adjuntarlo
a la historia clinica se debe validar por el médico hemoterapeuta segun
la clinica y paraclinica del RN. Si no hay ningtn signo ni resultado que
explique esta positividad es mejor extraer una nueva muestra al RN y re-
petir el estudio antes de validarlo. De esta manera, se evita realizar nuevos
estudios a la madre y dilatar la administracion de IgG anti-D. La mayoria
de las veces la reactividad (+) se debe a problemas preanaliticos sobre todo
en la muestra de sangre como relacion anticoagulante-sangre (restos de fi-
brina) o contaminacion con gelatina de Wharton (seudoaglutinacion) pues
recordemos que la muestra analizada en primera instancia fue tomada del
cordon umbilical.
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5.3- LO QUE VENDRA: NUEVAS ESTRATEGIAS EN LA PRE-
VENCION DE LA INMUNIZACION ANTI-D.

1- ANTICUERPOS MONOCLONALES

Hasta el momento actual no hay una opcidn alternativa, aprobada para su
uso clinico, tan segura y eficaz como el uso de la inmunoglobulina anti-D
policlonal (IgG anti-D) para la prevencion de la aloinmunizacioén y por
ende la EHP producida por este anticuerpo del sistema Rh.

Sin embargo, en los tltimos afios se han desarrollado nuevas estrategias
como la inmunoglobulina anti-D monoclonal y la estimulacion de la tole-
rancia inmunologica.

La IgG anti-D policlonal es preparada a partir del plasma de individuos
inmunizados al antigeno D al cual se le realiza un proceso industrial de
fraccionamiento e inactivacion viral. Esta preparacion acarrea dos proble-
mas principales: uno, el problema de abastecimiento de la materia prima,
el plasma hiperinmune sobretodo en la Comunidad Europea (CE) donde
desde hace afios se ha prohibido los protocolos de inmunizacion de sujetos
sanos “voluntarios” Rh negativos para la obtencion de plasma con fines
de fraccionamiento. Las industrias importan plasma de América del Norte
(USA y Canada).

El segundo problema son los aspectos éticos ligados a la inmunizacion de
sujetos sanos, tedricamente voluntarios.

Los anticuerpos monoclonales, desde su descubrimiento en 1975 por Ko-
hler y Milstein (1), tienen como ventaja que no necesitan como fuente
plasma humano, reducen los costos de manufactura, son productos de alta
pureza y no tienen riesgo de trasmitir enfermedades por lo cual no necesi-
tan procedimientos de inactivacion de patégenos. El objetivo de la primera
etapa es seleccionar linfocitos B productores de anticuerpos humanos y
la segunda etapa es obtener la produccion de anticuerpos monoclonales
recombinantes anti-D. Actualmente, por lo que nosotros conocemos, exis-
ten cuatro anticuerpos monoclonales anti-D recombinantes que se estan
utilizando en ensayos clinicos.

Un anticuerpo anti-D de estas caracteristicas se ha desarrollado en Rusia
(Rhesoclone) pero hasta el momento actual se desconocen los resultados
sobre su efecto terapéutico y farmacocinética.

El Instituto de Inmunobiologia de Berna-Suiza ha desarrollado un anti-
cuerpo monoclonal anti-D (MonoRho). Los estudios clinicos en fase I
mostraron que una dosis Unica de esta inmunoglobulina anti-D recombi-
nante previene la inmunizacidon primaria de globulos rojos Rh positivos
(2). Comparada con la IgG anti-D policlonal, la recombinante tiene un
“clearance” menor de los eritrocitos Rh positivos. No se encontraron evi-
dencias del desarrollo de anticuerpos anti-D hasta seis meses después de la
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administracion de la IgG recombinante para neutralizar los efectos de 15
mililitros de glébulos Rh positivos.

Es de uso intramuscular e intravenoso. Al igual que en la policlonal la via
intramuscular es mas lenta que la intravenosa en alcanzar el pico maximo
de concentracion en sangre (2-4 dias) (3). En ninguno de los 31 individuos
RhD negativos a los cuales se les inyecté MonoRho desarrollaron anti-
cuerpos contra la IgG recombinante inyectada (2). Sin embargo, la demora
en el clearance de los eritrocitos RhD positivos puede constituirse en una
limitante para su uso a gran escala.

En el Reino Unido el Laboratorio de Referencia Internacional sobre Gru-
pos Sanguineos (IBGRL) de Bristol ha desarrollado dos anticuerpos anti-D
monoclonales uno IgG1 y otro IgG3 (Bioproducts Laboratories). El clea-
rance de los eritrocitos RhD positivos fue mas rapido con estos anticuerpos
monoclonales que con la IgG policlonal pero con hemélisis y y acumula-
cion de los eritrocitos en le higado(4). Los dos anticuerpos monoclonales
previenen la inmnunizacion anti-D pero paraddjicamente estimulan la res-
puesta inmnune anti-D a los dos o tres meses de los estudios de clearance
pues la IgG obtenida de roedores puede presentar estructuras no humanas
como oligosacaridos que interaccionan con otros receptores (manosa y
asialoglicoproteina) que estan presentes en macrofagos, células dendriti-
cas o células reticulo endoteliales. Estas moléculas participan de la captura
y remocion de organismos fordneos, activan el complemento, estimulan
la fagocitosis, liberan citoquinas pro-inflamatorias y aumentan la presen-
tacion antigénica por parte de las células dendriticas. Estos eventos favo-
recen la iniciacion de la respuesta inmune y la formacion de anticuerpos
contra antigenos foraneos. Las glicoformas de los anticuerpos monoclona-
les anti-D pueden ser reconocidas por estas moléculas lo cual explicaria la
estimulacién de la respuesta inmune anti-D (5).

Por ultimo, el Laboratorio Francés de Fraccionamiento y Biotecnologia
(LFB) ha desarrollado un anticuerpo monoclonal recombinante. En un es-
tudio primario en voluntarios RhD negativos mostrd que el anti-D LFB es
al menos que el clearance de los eritrocitos RhD positivos es tan rapido
y completo como el que se produce con la IgG anti-D policlonal (6). La
preparacion de un estudio clinico sobre sujetos Rh negativos esta en curso
con el fin de demostrar la capacidad de clearance y de inmunosupresion de
estos anticuerpos monoclonales anti-D

Esta nueva generacion de inmunoglobulinas anti-D monoclonales recom-
binantes quiza, en un futuro cercano, puedan sustituir a la inmunoglobuli-
na policlonal en uso clinico desde el afio 1968 para la inmunoprofilaxis de
las gestantes Rh negativas. Sin embargo, en el momento actual existen mas
preguntas que respuestas.
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2 — INDUCCION DE TOLERANCIA INMUNOLOGICA

El sistema inmune responde frente a los estimulos antigénicos pero posee
mecanismos que regulan la forma, extension y duracion de la respuesta
inmune. La exploracion de estos mecanismos reguladores ha sido el inicio
para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas en enfermedades autoin-
munes, alérgicas o trasplantes. Un método que ha renovado el interés del
mundo cientifico en los ultimos afios es la regulacion de los linfocitos T in-
ducida por antigenos especificos. Los linfocitos T reguladores (supresores)
fueron descritos por primera vez en 1971 por Gershon y Kondo (7) quienes
demostraron la habilidad de estas células para transferir una tolerancia an-
tigeno especifica en animales.

En 1995, se describe el fenotipo de estos linfocitos T que expresan los
antigenos CD4 y CD25 (8) y que se encuentran naturalmente presentes en
la sangre periférica.

Se define como “tolerancia inmune” a la falta de respuesta inmune frente a
un antigeno. Esta puede ser natural cuando el sistema inmune no responde
frente a antigenos propios. Una falla de esta tolerancia inmunoldgica se
traduce en una enfermedad autoinmune.

La tolerancia inducida es la que se crea por antigenos externos que han
sido creados para deliberadamente manipular el sistema inmune y serviria
por ejemplo para evitar el rechazo del érgano trasplantado. Tanto los lin-
focitos B como los T pueden ser tolerantes pero es mas importante actuar
sobre las células T porque las B no pueden producir anticuerpos sin la
ayuda de los linfocitos T. Las células T se originan en el timo y cuando
maduran expresan el receptor (TCR) lo que les permite responder frente a
una variedad de antigenos.

La respuesta inmune frente a antigenos especificos se ha denominado
“contacto celular dependiente” pues ella necesita del contacto fisico entre
las células T y las células presentadoras de antigeno (APC).

La respuesta inmune inicial requiere si o si que el antigeno sea reconocido
por el linfocitoT la prueba de ello es el SIDA en donde se produce un gran
descenso de estas células T CD4+ lo cual genera una inmunodeficiencia
frente a virus, bacterias o parasitos.

Los antigenos ex6genos (inhalados, ingeridos o inyectados) son captados
por células presentadoras de antigenos (APC) macrofagos y células dendri-
ticas. En el endosoma fusionado con un lisosoma el antigeno es degradado
en fragmentos o péptidos los cuales son liberados hacia la superficie celu-
lar donde se unen a las moléculas clase II del complejo de histocompati-
bilidad (MHC). Aqui recién el antigeno puede ser reconocido por la célula
T (CD4+). El receptor TCR del linfocito T se une al péptido que a su vez
se encuentra unido a la molécula clase II de la APC formandose un puente
entre ambas células. Esta primera sefal es potenciada por moléculas de
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adhesion como CD2, LFA-1 y CD26.Se forma asi una verdadera sinapsis
entre el linfocito y la APC.

Las células T (CD4+) que se unen al antigeno son estimuladas mediante un
complejo sistema de trasmision de sefiales desde la superficie al interior de
la célula y se liberan linfoquinas que estimulan los linfocitos B. Por ello
estos linfocitos T se denominan “Helper T cells” (Th) o cooperadores. Los
linfocitos B se diferencian y crecen en una clona de células denominadas
células plasmaticas o productoras de anticuerpos (inmunidad humoral).
Pero, para activar al linfocito T helper no alcanza con la unién del receptor
TCR al péptido y la molécula clase II de la APC. Se necesita una segunda
sefial desde la APC la cual es denominada coestimulacion. Una de las mas
importantes moléculas coestimuladoras de las APC es la B7 que se une a la
molécula CD28 del linfocito T. La unién de estas dos moléculas provee la
segunda sefial necesaria para la estimulacion de las células T helper.

En la tolerancia inmune las células que presentan el antigeno propio no ex-
presan la segunda sefial o trasmiten otra segunda sefial que transforma las
células T en células T regulatorias (Treg)que expresan el antigeno CD25+
y se vuelven tolerantes o suprimen la respuesta inmune .La destruccién
de esta poblacion celular en animales hace que rapidamente se desarrolle
un espectro de enfermedades autoinmunes. Las Treg son abundantes en el
intestino y serian las responsables de la tolerancia inmunoldgica frente a
antigenos de los alimentos.

La administracion via oral de antigeno induce la formacion de células T
supresoras (Treg) (9) e inclusive abolir la respuesta inmune a la subse-
cuente infusion del antigeno por via parenteral (10) . Sin embargo, la ad-
ministracioén del antigeno D via oral diariamente durante dos semanas no
tuvo efecto en prevenir la respuesta inmune en voluntarios Rh negativos no
inmunizados (11).

Por el contrario, los antigenos enddgenos es decir los que se generan por
una célula del organismo por ejemplo proteinas virales de una célula infec-
tada son liberadas a la superficie de las células donde se unen a moléculas
del complejo de histocompatibilidad clase I y de esta manera son recono-
cidos por las células T (CD8+) o citotdxicas responsables de la inmunidad
celular.

3- TOLERANCIA INMUNOLOGICA AL ANTIGENO D DEL
SISTEMA Rh.

Dos genes compuestos por 10 exones cada uno, el RHD y el RHCE, dan
origen a dos proteinas la RhD que contiene el antigeno D (Rh1) y la RhCE
que contiene los antigenos C, ¢, E, e (Rh2 a Rh5). Ambas proteinas estan
compuestas por 417 aminoacidos con un modelo estructural de 6 ondas
extracelulares, 12 transmembrana y 7 segmentos intracelulares (12). Las
proteinas RhD y RhCE difieren entre si por 34 a 37 aminodacidos.
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Pero, las proteinas que contienen los antigenos Rh se expresan en la super-
ficie del eritrocito solamente si existe una glicoproteina asociada (RhAG)
que es producida por el gen RHAG.

La asociacion entre las proteinas Rh y la glicoproteina asociada es denomi-
nada “complejo Rh” (13). En el feto, los antigenos Rh estan presentes en la
membrana del globulo rojo a partir de las seis semanas desde la concepcion
(14). El antigeno RhD es altamente inmunogénico. Epitopes (fragmentos)
de la proteina RhD inducen la proliferacion in vitro de células T Helper
(Th) obtenidas de donantes aloinmunizados (15), en particular los péptidos
Rh 52-66, RhD 97-111, RhD 117-131 y RhD 177-191.

La pregunta es si estos péptidos administrados por una via que induzca to-
lerancia inmunologica pueden prevenir la respuesta inmune in vivo frente a
la proteina RhD completa. Para responder a ella, el Dr. Stanislaw Urbaniak
de la Universidad de Aberdeen en Escocia ha desarrollado un “modelo
animal humanizado”. La expresion del alelo HLA-DRB1-1501 esta muy
aumentada en los individuos Rh negativos que responden al antigeno D.
Un modelo animal con un raton transgénico HLA-DR15 fue seleccionado
para este estudio previendo que la proteina RhD humana puede generar
una respuesta inmune en este modelo (16). Luego cada uno de los péptidos
dominantes fueron testeados para determinar si producian inmunotoleran-
cia cuando se administraban por la mucosa nasal.

En primer lugar, 100 microlitos de una soluciéon de 2mcg/ml de protei-
na RhD fueron inyectados subcutaneos y dos semanas después intraperi-
toneal en ratones transgénicos HLA-DR15 y en ratones no transgénicos
para ver si desarrollaban anticuerpos anti-D, los cuales, fueron medidos
por un método enzimatico y por inmunoprecipitacion en gel (Diamed) que
es la técnica que nosotros utilizamos para detectar anticuerpos durante la
gestacion. La estimulacion de las células Th se demostrd por la habilidad
de los esplenocitos de los ratones inmunizados para proliferar in vitro en
respuesta a la administracion de la proteina RhD purificada. Los anticuer-
pos anti-D que se unen a gldébulos rojos humanos RhD positivos fueron
detectados so6lo en ratones transgénicos al igual que la proliferacion de los
esplenocitos (16).

En segundo lugar, una vez demostrada la respuesta inmune frente a la pro-
teina RhD del modelo animal humanizado, se administré una dosis unica
de 50 microlitros de una solucién de 2 mcg/ml de cada péptido dominante
por via nasal 15 dias antes de la administracién de la proteina RhD. La
respuesta inmune (produccion de anticuerpos anti-D y proliferacion de es-
plenocitos) fue abolida en los ratones transgénicos HLA-DR15.

Dos péptidos el RhD52-66 y el RhD 117-131 fueron los mas efectivos en
producir tolerancia inmunologica frente a la proteina RhD. La administra-
cion de péptidos no dominantes (RhD 302-316) no produjo supresion de
la respuesta inmune por lo cual la tolerancia es especifica para péptidos
dominantes de la proteina RhD (13).
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El mecanismo de la supresion activa de la inmunizacion anti-D difiere al de
la administracién pasiva de inmunoglobulina anti-D.

La IgG anti-D es un hemoderivado que depende para su produccion de do-
nantes humanos RhD negativos inmunizados, tiene un costo de manufactu-
ra con procedimientos de inactivacion de patdgenos, es necesario mantener
un stock y produce inmunidad pasiva que tiene un efecto temporal por lo
cual debe administrase en cada acto inmunizante y no suprime la respuesta
inmune una vez que se ha producido.

Por el contrario, la tolerancia inducida por péptidos no es un producto
humano, produce tolerancia inmunoldgica de forma activa, revierte la
respuesta inmune en individuos inmunizados y puede realizarse antes o
después de la respuesta inmune por transfusion o embarazo. Es crucial
para inducir tolerancia la oportunidad y la ruta de administraciéon de los
péptidos dominantes.

Los mecanismos propuestos para la induccién de la tolerancia serian : 1-
los péptidos dominantes producirian una falla en la expresion de las mo-
léculas co-estimuladoras (sefal 2) B7-CD28, 2- las células T reconocen
antigenos especificos que llevan a la apoptosis y no a la estimulacion de las
células inmunocompetentes, 3- se liberarian lifoquinas inhibidoras IL-10 y
TGF-Beta (Transforming Growth Factor Beta) y por ultimo 4 — se produci-
ria la generacion de células Treg CD4+/CD25+.
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CAPITULO 6 - TROMBOCITOPENIAS INMUNES NEONATALES
“Mas alla de un valor”

Si bien la trombocitopenia es un trastorno cuantitativo de la serie plaque-
taria, el recuento de plaquetas es un elemento de valor para el diagnosti-
co y tratamiento pero no el unico. Debe ser necesariamente enmarcado
dentro de un conjunto primero clinico y luego paraclinico. Se describen
a continuacion dos trombocitopenias de igual mecanismo patogénico, el
inmune, pero que van a diferir en su presentacion clinica, diagnostico y
tratamiento. A su vez, no todas las trombocitopenias requieren de la trans-
fusion de plaquetas para su correccion. Es mas, en algunas esta modalidad
terapéutica esta contraindicada por lo cual no se pueden realizar pautas de
diagnostico y tratamiento basadas principalmente en un valor paraclinico o
peor simplificar la terapéutica al valor hallado. Ademas, existen patologias
que son propias del binomio materno-fetal como la trobocitopenia neona-
tal aloinmune y otras, como la trmbocitopenia neonatal autoinmune, que
también se presentan en el adulto pero que mientras en el neonato es un
mecanismo transitorio y autolimitado en individuos mayores de edad es
un proceso inmunitario activo que generalmente se produce por una falla
de la tolerancia inmunoldgica.

La trombocitopenia, menos de 150.000 plaquetas por mm3, ocurre en el
22% de los neonatos de pretérmino (1) mientras que es documentada en
menos del 1% de los de término (2). Las trombocitopenias de causa peri-
férica pueden ser debidas a un mecanismo inmune o no inmune. Las de
origen no inmune generalmente son secundarias a hemorragias, coagula-
cion intravascular diseminada (CID), infecciones o sepsis, hemangioma,
hiperesplenismo, asfixia perinatal, enteritis necrotizante, trombosis o por la
realizacion de exsanguinotransfusiones. Asi, el 25% de los neonatos que se
admiten en las unidades de cuidados intensivos presentan trombocitopenia
(3). Las de causa inmune se pueden producir por alo o autoanticuerpos de
origen materno o por medicamentos.

La Trombocitopenia Neonatal Aloinmune (TNAI) se considera en la ac-
tualidad la causa mas comun de trombocitopenia grave del recién nacido.
Se define como trombocitopenia grave o severa cuando existen menos de
50.000 plaquetas por mm

La disminucioén en el nimero de plaquetas se produce como consecuen-
cia de la destruccion de las plaquetas fetales y/o neonatales inducidas por
un aloanticuerpo plaquetario tipo inmunoglobulina G (IgG) procedente de
la circulacién materna y dirigido contra un antigeno plaquetario especifi-
co heredado del padre. Las plaquetas unidas al anticuerpo pueden tener
una destruccion intravascular por un mecanismo de citolisis mediado por
complemento o extravascular por los macréfagos del sistema reticulo en-
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dotelial, que a través de los receptores Fc, retiran de la circulacion las in-
munoglobulinas unidas a las plaquetas disminuyendo su vida media. El
mecanismo fisiopatoldgico es similar al que se produce en la Enfermedad
Hemolitica Perinatal (EHP) pero aqui en lugar de anemia se produce trom-
bocitopenia. La diferencia es que los anticuerpos antiplaquetarios estan
presentes en la primera gestacion en aproximadamente el 30% de los casos
(4). Si bien el mecanismo exacto de la inmunizacién materna no se conoce,
los anticuerpos son detectados a las 16 semanas de gestacion en primiparas
primigravidas (5). Estos anticuerpos maternos cruzan la placenta desde la
semana 14 y los aloantigenos fetales se expresan totalmente en la membra-
na plaquetaria a partir de la semana 18 (6).

En la mayoria de los casos clinicos se trata de un recién nacido de una ma-
dre sana no trombocitopénica en la cual la gestacion y el parto han transcu-
rrido sin complicaciones y que al nacer o pocas horas después aparece en
el neonato un purpura con petequias y/o equimosis. Suele tratarse de un re-
cién nacido sano que no presenta otras alteraciones detectables al examen
fisico. En otros casos, puede tratarse de un recién nacido asintomatico en el
cual se detecta la trombocitopenia en forma casual por la realizacion de un
hemograma solicitado por otras causas. El diagnostico clinico de purpura
debe acompafiarse de la paraclinica que certifique la trombocitopenia. Se
sugiere realizar también un hemograma materno. Si la madre no presenta
trombocitopenia pensamos en un mecanismo aloinmune y si encontramos
una trombocitopenia materna en un mecanismo autoinmune. El diagndsti-
co serologico incluye la deteccion e identificacion en el suero materno del
anticuerpo antiplaquetario especifico. Hasta el momento se han definido
cinco sistemas de grupo sanguineo plaquetarios (Human Platelet Antigens
HPA) todos ellos bialélicos y constituidos por un alelo de alta frecuencia
(a) y otro de baja (b).La sustitucién de un sélo aminoacido, leucina por
prolina en la posicion 33 del complejo GPIIb/IIIa distingue a los fenotipos
HPA-1%y HPA-1°. Los anticuerpos de especificidad anti-HPA 1% son res-
ponsables de entre el 75 y 85% de los casos diagnosticados clinicamente
seguidos por el HPA 5b en el 10% (6).

Generalmente una gestante homocigoto HPA-1b se inmuniza cuando tiene
un feto HPA-1? o recibe transfusiones de plaquetas HPA-1? positivas.

La mayoria de los anticuerpos que producen TNAI estan dirigidos contra
la glicoproteina de membrana GP Illa alterando la unién al fibrindgeno y
por ende la agregacion plaquetaria. Esto explicaria porqué la TNAI es un
cuadro potencialmente muy grave dado que entre el 10 y 30% de los recién
nacidos pueden desarrollar una hemorragia cerebral con muerte en el 10%
y secuelas neurologicas irreversibles en el 20%. De esta manera una trom-
bocitopenia neonatal severa en las primeras 48 horas de vida es una situa-
cion clinica de urgencia donde se debe realizar rapidamente diagnéstico y
tratamiento sin esperar el resultado de los estudios serologicos.

Ante el diagndstico clinico de trombocitopenia neonatal aloinmune debe
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comenzarse el tratamiento sin dilacion en aquellos neonatos que presentan
menos de 30.000 plaquetas y/o sindrome hemorragiparo. El tratamiento de
eleccidn es transfundir plaquetas de donantes con fenotipo HPA compati-
ble (HPA-1? 0 5b negativos), ABO y Rh compatibles y leucoreducidas (7).
Sé6lo el 2,5 % de los donantes de raza blanca seran HPA-1? negativos y el
1% HPA-5b negativos (8). En nuestro pais no es posible, hasta el momento
actual, obtener plaquetas fenotipadas pues en los servicios de hemoterapia
o el Servicio Nacional de Sangre no se realizan estudios serologicos para
antigenos plaquetarios especificos y aunque se realizaran no estarian dis-
ponibles rapidamente. La transfusion de plaquetas maternas representa una
segunda opcidn pero en la practica esto depende de si la madre se encuen-
tra con el neonato, si es apta como donante debido a los problemas fisicos
del parto junto con el impacto emocional de la complicacion detectada en
el recién nacido. En caso de obtenerse un concentrado plaquetario mater-
no por aferesis se debe realizar el estudio serologico de las enfermedades
trasmisibles por la sangre. Se deben lavar para extraer el plasma con los
anticuerpos antiplaquetarios y resuspenderlas en salino o soluciones aditi-
vas para plaquetas. También deben ser irradiadas (irradiaciéon gamma)para
evitar la reaccion de injerto vs huésped al provenir de un familiar directo.
Si se realizan todos estos procedimientos las plaquetas estarian disponibles
para transfusion en aproximadamente 12 horas. La tercera opcion terapéu-
tica seria la administracién de inmunoglobulina polivalente a altas dosis
(1g/kg/dia durante 2 dias) para bloquear los receptores Fc de los macréfa-
gos neonatales. Sin embargo, este mecanismo tarda por lo menos 24 horas
en comenzar a elevar los recuentos plaquetarios para alcanzar niveles de
seguridad (mayor de 50.000 plaquetas).

Se utiliza como tratamiento de eleccion para aquellos neonatos sin sindro-
me hemorragiparo o con recuentos plaquetarios superiores a 30.000.

La ultima opciodn terapéutica pero la mas rapida es la transfusion de pla-
quetas no compatibles de donantes al azar a razén de 10-20 ml /Kg peso.
En un trabajo reciente (9) se demuestra su efectividad elevando en mas de
20.000 el recuento plaquetario postransfusional en 24 de 27 casos. Deben
ser ABO y Rh compatibles y administrase leucoreducidas para prevenir la
infeccidn por citomegalovirus pero todo esto ocurre en minutos. El porqué
son efectivas las plaquetas randomizadas no compatibles se explicaria por-
que los anticuerpos presentes en el neonato fueron adquiridos pasivamente
por lo cual una parte de la dosis de plaquetas suministradas saturarian los
anticuerpos y el resto serian efectivas clinicamente. Esto no ocurre cuan-
do el mecanismo de produccién de anticuerpos antiplaquetarios es activo
como el puirpura trombocitopénico autoinmune (PTA) del adulto y por
ello las plaquetas randomizadas estan contraindicadas salvo en situaciones
especiales.

Cuando se transfunden plaquetas no compatibles puede asociarse el trata-
miento con inmunoglobulina polivalente intravenosa dado que actuan por
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mecanismos y latencia diferentes.

Los antigenos del sistema ABO se expresan débilmente en la superficie
plaquetaria. Sin embargo, en el 1% de los sujetos normales se expresan
totalmente (Type II high expressers). Pueden ser causa de TNAI cuando la
madre posee un alto titulo de anti-A y/o anti-B y el feto y/o recién nacido
es un Type II high expressers (10). De esta manera se presentara un neonato
con un conflicto ABO, ictérico y trobocitopénico lo cual es muy importante
a tener en cuenta porque las exsanguinotransfusiones que pueda recibir
como tratamiento del conflicto ABO disminuyen el numero de plaquetas
circulantes.

Es de destacar que la TNAI es un proceso autolimitado y transitorio pues
los anticuerpos pasivos, de origen materno, tienden a desaparecer espon-
taneamente con el transcurso de los dias. Es un cuadro clinico de buen
prondstico siempre y cuando no se desarrolle una hemorragia cerebral por
ello, debemos actuar rapidamente para prevenirla.

La probabilidad de recurrencia de la TNAI en siguientes gestaciones es
muy elevada, hasta del 100% si en la gestacion anterior se produjo hemo-
rragia intracerebral. Durante la etapa intrauterina existen dos modalidades
de diagnostico, tratamiento y prevencion de la hemorragia cerebral. Uno,
menos invasivo, consiste en el diagnostico seroldgico de la presencia de
aloanticuerpos plaquetarios y la administracion a la madre de inmunoglo-
bulina intravenosa (2g/Kg por semana o 1g/kg por semana asociado a 0,5
mg/kg/dia de prednisona) (11). Este esquema se aplica principalmente en
los centros hospitalarios de Estados Unidos de Norteamérica pero si bien
la inmunoglobulina polivalente a dosis altas representa un método no in-
vasivo es muy caro y no totalmente exento de riesgos. Ademas, la falta de
un grupo control en las series mas optimistas no permite asegurar que la
eficacia del tratamiento sea indefectiblemente debida a su accion terapéu-
tica (4). La otra opcién aplicada en la mayoria de los centros hospitalarios
europeos consiste en la realizacion de cordocentesis primero, para realizar
diagnéstico de trombocitopenia fetal y de su intensidad y luego, para ad-
ministrar plaquetas compatibles maternas leucoreducidas e irradiadas (12)
y/o inmunoglobulina intravenosa por los vasos umbilicales. Es de hacer
notar que esta técnica la administracion de inmunoglobulina polivalente
a altas dosis por cordocentesis fue descrita inicialmente por nosotros en
1994 (13) para el tratamiento intrauterino de la EHP. Pero, como ya di-
jimos el mecanismo fisiopatoldgico de la TNAI y la EHP es similar, la
inmunoglobulina administrada bloquea los receptores de los macréfagos al
segmento Fc de los aloanticuerpos maternos evitando la hemdlisis por un
lado o la trombocitopenia por otro.

La cordocentesis si bien es una técnica invasiva que en manos expertas tie-
ne un riesgo de interrupcion de la gestacion del 1-3%, es la unica estrategia
que permite una valoracion objetiva e inmediata del la trombocitopenia
fetal y de su gravedad asi como del tratamiento realizado. En nuestro pais
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dado que no se realiza hasta el momento actual, un diagnostico serologico
de la presencia de aloanticuerpos plaquetarios en la gestante proponemos
realizar el esquema europeo dado que ya existe por un lado experiencia
en los tratamientos fetales, menos costoso que los maternos, como la cor-
docentesis y por otro que se pueden obtener plaquetas maternas por he-
maferesis. Ademas, si bien la cordocentesis es un procedimiento invasivo,
recordemos que la TNAI que se presenta en embarazos siguientes tiene
casi un 100% de incidencia de hemorragia cerebral por lo cual esta técnica
se convierte en la unica que puede salvar la vida del feto in ttero.

Otra trombocitopenia de causa inmune es el purpura autoinmune neo-
natal. Aqui, a diferencia de la TNAI, la madre presenta un cuadro clinico
de purpura trombocitopénico autoinmune (PTA) o lupus eritematoso sisté-
mico (LES) y/o un recuento plaquetario descendido. Los autoanticuerpos
maternos son también del tipo IgG que cruzan la placenta hacia el feto.
Sin embargo, por lo general, los neonatos presentan recuentos plaquetarios
mas elevados que en la TNAI y el riesgo de desarrollar hemorragia cerebral
es muy bajo (1%). Dado que no existe un riesgo inminente de hemorragia
cerebral el tratamiento de eleccion es la gammaglobulina polivalente intra-
venosa (1g/Kg/dia durante dos dias). El purpura autoinmune es al igual
que la TNAI un proceso patologico autolimitado dado que los anticuerpos
son adquiridos pasivamente por el neonato (14).
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Los problemas hemorragicos estan presentes frecuentemente durante el
periodo neonatal pero particularmente en aquellos RN que se encuentran
en las unidades de cuidados intensivos. La trombocitopenia es quiza la cau-
sa mas frecuente pero las alteraciones de la hemostasis secundaria también
pueden observarse e inclusive en muchos casos coexisten con las altera-
ciones plaquetarias. Dentro de los sindromes hemorragiparos neonatales
los mas frecuentes son los defectos adquiridos pero, aunque en un nimero
menor, también las condiciones congénitas pueden estar presente en este
periodo de vida extrauterina.

Los desordenes adquiridos frecuentemente se presentan en neonatos enfer-
mos o de pretérmino mientras que las situaciones congénitas ocurren mas
en recién nacidos aparentemente sanos.

Un apropiado diagnoéstico y manejo de estas condiciones clinicas depende
principalmente de un rapido reconocimiento clinico de las caracteristicas
del sindrome hemorragiparo asi como del inicio de una rapida investiga-
cién paraclinica.

Sistema hemostatico neonatal

La hemostasis neonatal, al igual que la del adulto, es un proceso fisiologico
complejo que depende de un serie de interacciones entre células del con-
tinente (endoteliales), de la sangre (gldbulos blancos, rojos y plaquetas) y
de proteinas hemostaticas (factores de la coagulacion). Los conocimientos
sobre el desarrollo de este proceso bioldgico han aumentado considerable-
mente en los Gltimos afos. Actualmente se acepta que el modelo tradicio-
nal “en cascada” no refleja adecuadamente los eventos que se desarrollan
“in vivo”. Por ello, se ha propuesto un nuevo modelo celular de la hemosta-
sis. Ante una lesion de la pared vascular en la microcirculacion se dispara
el sistema hemostatico para reparar la herida y evitar el sangrado. En vasos
sanguineos de mayor tamaiio, flujo y presion la unica medida efectiva para
detener la hemorragia es la hemostasis quirurgica y farmacologica.

Ante un lesion vascular lo primero que ocurre es una rapida vasoconstric-
cion refleja (axo-axonica) para disminuir el volumen del sangrado. Lue-
go, la vasoconstriccion es humoral, mantenida en el tiempo, por factores
solubles liberados de las plaquetas activadas como el tromboxano A2 y
serotonina. El segundo mecanismo que se dispara rapidamente es que la
molécula adhesiva mas potente del organismo, el factor Von Willebrand
(FvW), se adhiere por un lado al subendotelio expuesto por la lesion y por
otro lado al receptor plaquetario, una glicoproteina de membrana (GP-Ib)
iniciando la formacion del “tapén” plaquetario sobre la zona injuriada.
Cuando falta este receptor plaquetario ocurre el sindrome de Bernard-
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Soulier que produce una alteracion de la adhesion que se define como la
union de la membrana plaquetaria a una superficie no plaquetaria. El tercer
mecanismo que activa velozmente la lesion vascular es la hemostasis se-
cundaria (coagulacion). En esta fase de “iniciacion” el factor tisular (FT)
es considerado hoy en dia el principal disparador de la coagulacion in vivo.
Este FT es una glicoproteina que normalmente no circula en la sangre y se
encuentra encriptado en el subendotelio y en células endoteliales sanas o
no activadas.

Cuando queda expuesto rapidamente activa al factor VII de la coagulacion
formando un complejo FT-FVIIa. Este complejo activa principalmente los
factores V y X de la coagulacion formando en segundos pequeiias cantida-
des de trombina (el 5% de toda la trombina que se produce por el sistema
de coagulacion se forma en esta etapa inicial).

Esta trombina formada en pequefias cantidades es la llave para desencade-
nar mecanismos hemostaticos subsecuentes. Por un lado, activa otros fac-
tores de la coagulacion, como el factor XI, que intervendran en la segunda
fase de “amplificacion” de la coagulacion. También rompe la unién del
factorVIII-Factor vW activando de esta manera la FVIII que va a interve-
nir también como cofactor en la etapa de amplificacion. El factor VIII cir-
cula normalmente inactivo unido al FvW que lo protege de su degradacion
por un inhibidor fisioldgico de la coagulacion, la proteina C que también
inhibe al otro cofactor el FV.

Esta trombina formada en la etapa de iniciacidén de la coagulacidn tiene
como funcién primordial, ademads de las descritas, de activar las plaquetas
(PAR-1). Las plaquetas activadas cambian de forma emitiendo seudopo-
dios que facilitan la agregacion es decir la unidon de la membrana plaque-
taria a una superficie plaquetaria. La activacion de las plaquetas produce
la secrecion del contenido de los granulos densos que contienen calcio,
ADPATP, GTP, tromboxano y serotonina asi como de los granulos alfa que
contiene moléculas adhesivas como FvW, trombospondina y fibrinonectina
ademas de fibrindgeno. Algunas de estas moléculas secretadas como ya
vimos actian reforzando la vasoconstriccion (TXA2 y serotonina), otras
favoreciendo la adhesividad ya iniciada y otras como el ADP y el TXA2
estimulando la agregacion plaquetaria aumentando de esta manera el “ta-
pon” plaquetario ya formado. La formacion de este acimulo plaquetario
es el resultado de la unién del fibrinégeno a otro receptor de la membrana
plaquetaria la glicoproteina GP IIb-IIla y esta union es calcio dependiente.
La ausencia de la GP IIb-IIla constituye la trombastenia de Glanzmann
que se trasmite autosomica y recesiva y que consiste en una alteracion de
la agregacion plaquetaria.

La segunda fase del sistema de la coagulacion es la de “amplificacion”
que tiene como objetivo formar grandes cantidades de trombina para con-
vertir el fibrindgeno en fibrina y lograr la estabilidad del codgulo. Esta
fase ocurre en la superficie plaquetaria activada que aporta fosfolipidos de
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membrana necesarios para la formacion de complejos activados. El com-
plejo FT-FVIIa activa directamente al factor IX cuyo déficit produce la
hemofilia B. Este en presencia de calcio y del cofactor FVIII (activado
por la trombina) cuyo déficit produce hemofilia A activan al factor X . El
factor Xa a su vez en presencia de calcio y del otro cofactor el FV generan
grandes cantidades de trombina (95%). En esta reaccion inclusive parti-
cipa el factor XI activado por las pequefias cantidades de trombina de la
fase de iniciacidn . Los cofactores (FV y FVIII) aceleran la velocidad de
reaccion y ademas constituyen los dos factores labiles de la coagulacion.
Las grandes cantidades de trombina formadas intervienen en el desarrollo
de las etapas siguientes de “formacion” y de “consolidacion y disolucion”.
La trombina actta sobre el fibrindgeno convirtiéndolo en mondémeros de
fibrina cuya red atrapa los elementos formes de la sangre como eritrocitos,
glébulos blancos y plaquetas cerrando la etapa de formacion del coagulo.
La consolidacion de este codgulo se realiza por la activacidn por parte de
la trombina del inhibidor de la fibrinolisis (TAFI) que protege al coagulo
de la proteolisis y del factor XIII que produce polimeros de fibrina estables.
La rara deficiencia congénita del FXIII que se manifiesta clinicamente s6lo
en las formas homocigotas puede producir sangrado del cordén umbilical,
hemorragia intracraneal o falla de suturas. Basicamente se forma el coa-
gulo pero al no tener la consistencia adecuada se disuelve. Por otro lado,
la trombina estimula nuevamente las plaquetas (PAR-4) y se produce la
retraccion del coagulo. Pero para que el sistema de coagulacién no se pro-
pague indefinidamente estimula la activaciéon de un inhibidor fisioldgico
la proteina C (vitamina K dependiente) que inactiva los cofactores (FV 'y
FVII). Esta activacion se realiza a través de un cofactor presente en la
célula endotelial la trombomodulina. Cuando se produce una mutaciéon en
la molécula del FV (factor Leiden) existe una resistencia a la accion de la
proteina C con un consiguiente riesgo aumentado de trombosis.

Otro inhibidor que se produce en la célula endotelial es el TFPI (Tissue
Factor Pathway Inhibitor) que constituye el principal inhibidor del FT in
vivo.

La antitrombina III (AT-III) que se sintetiza en el higado pero no es vita-
mina K dependiente neutraliza los factores XII, XI, IX, X y trombina. In
vivo los glicosaminoglicanos y heparan sulfato de la superficie de la célula
endotelial aumentan la accion de la AT-III mediante cambios de confor-
macion de la molécula. La heparina acelera la velocidad de reaccion de la
accion de la AT-III siendo el verdadero cofactor prueba de ello es que la
heparina no tiene accion anticoagulante cuando se produce un déficit con-
génito de AT-III siendo este uno de los cuadros mas dramaticos de trombo-
sis. La heparina acelera también la accion del HC-II (Heparin Cofactor-II)
pero a diferencia de la AT-III, el HC-II solo inhibe trombina pero no el resto
de los factores de la coagulacion.
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El sistema hemostatico descrito esta profundamente influenciado por la
edad gestacional y postnatal del recién nacido. Los factores de la coa-
gulacién maternos no pasan la placenta hacia el feto. La sangre del feto
comienza a coagular alrededor de las 11 semanas de la gestacion. Al na-
cimiento, la concentracion de los factores vitamina K dependientes (FII,
FVIL, FIX y FX) asi como los factores XII y XI estan reducidos al 50%
de su concentracion en el adulto y esto es aun mayor en prematuros. Sin
embargo, los cofactores FV y FVIII se encuentran dentro de un rango
similar al adulto. El factor von Willebrand (FvW) circula como grandes
multimeros por lo cual la actividad del FvW se encuentra incrementada
tanto en neonatos de término como prematuros. Las concentraciones de los
anticoagulantes fisiologicos como la AT-III, proteina C y S, y TFPI estan
disminuidas también al nacimiento. La macroglobulina alfa-2 (alfa-2M)
es un inhibidor del FXa y la trombina cuyo rol biologico en el adulto no es
claro. En los neonatos y niflos mayores se encuentra elevada y jugaria un
papel preponderante en la inhibicion de la trombita dado los bajos valores
de ATIII. Como consecuencia tanto los mecanismos que generan trombina
como aquellos que la inhiben estan reducidos en el periodo neonatal.

A su vez el plasminogeno que es la proteina mas importante del sistema
fibrinolitico también tiene una menor concentracion lo que se traduce en un
estado de hipofibrinolisis (1). La mayoria de los factores de la coagulacién
alcanzan valores similares a los del adulto a los seis meses de vida. Las pla-
quetas también estan influenciadas por la edad pero mas desde el punto de
vista cualitativo que cuantitativo. Generalmente el recuento plaquetario al
nacer es similar al del adulto tanto en nifios de término como de pretérmi-
no pero los estudios de la funcién plaquetaria in vitro demuestran que son
hiporeactivas. Sin embargo, el tiempo de sangria que evalua in vivo la in-
teraccion entre las plaquetas y la pared vascular esta acortado en RN sanos
(2). Esto probablemente refleja la influencia de multiples factores como el
aumento de la concentracion del FvW, la presencia de grandes multimeros
de FvW, y el aumento del volumen de las plaquetas (3).

Comparado con los adultos los neonatos se caracterizan por una disminu-
cion de la sintesis de varios factores de la coagulacion lo cual es respon-
sable del alargamiento del tiempo de protrombina (TP) o del tiempo de
tromboplastina parcial activado (APTT). Sin embargo, los neonatos pre-
sentan una hemostasis clinica excelente atn luego de cirugia o trauma. La
razén de esta discrepancia clinica-paraclinica seria que los niveles bajos
de factores pro-coagulantes son compensados por niveles también bajos
de anticoagulantes restaurandose el equilibrio hemostatico (25). No existe
evidencia que la correccidn de estos indices (TP y APTT) reduzca los epi-
sodios hemorragicos o mejore la sobrevida. Nos debemos guiar por la con-
dicidn clinica del neonato y no simplemente “tratar los nimeros” (26).A
su vez, la generacion de trombina en los capilares es mas rapida y fuerte
que en el adulto lo cual se demuestra in vitro pues se necesitan menores
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cantidades de FT para la activacion de la coagulacion (27). Por ello, para
obtener mejor informacion de la generacion de trombina in vivo en neo-
natos se han desarrollado pruebas de generacion de trombina in vitro. La
medicion de los fragmentos de protrombina 1+2 (F1+2) nos esta indicando
cuanta ‘protrombina se convierte en trombina. Cada molécula de F1+2 se
genera por cada molécula de trombina formada. Por otro lado, los comple-
jos trombina-antitrombina (TAT) reflejan los mecanismos inhibitorios. Asi,
los F1+2 se encuentran con valores superiores a los del adulto en los recién
nacidos lo cual significa una adecuada respuesta frente a la injuria por el
sistema de coagulacion neonatal. Por el contrario, los TAT tienen un valor
inferior que en el adulto lo cual muestra una menor capacidad inhibitoria
antitrombina del recién nacido (28).

Hasta hace algunos afios se defendia el concepto de que la respuesta del
organismo para mantener la hemostasis se debia principalmente a procesos
que ocurrian en los sistemas bioldgicos del contenido (sangre) mientras
que el continente se presentaba como una selectiva pero estatica barrera fi-
sioldgica. . Actualmente, se sostiene que son las células las que regulan los
procesos fisiopatologicos a través de interacciones o mediante la liberacion
de factores solubles. Uno de ellos, el 6xido nitrico (NO) como veremos en-
seguida a revolucionado el concepto de molécula mensajera. EI NO es un
gas de produccion endogena, de vida media muy corta, que actiia como una
molécula mensajera. La transmision de sefiales por un gas producido por
una célula que penetra en la membrana y regula la funcién de otras células
es un nuevo mecanismo en el organismo humano dado que hasta el mo-
mento todas las moléculas mensajeras descritas eran sustancias quimicas.
El NO fue descubierto en 1772 por Joseph Priestley pero por mas de dos
siglos fue considerado un gas tdxico componente del aire, del humo del
cigarro y producto de degradacion del metabolismo bacteriano. En 1980,
Furchgott describe por primera vez el Factor Relajante Derivado del En-
dotelio (EDRF) producido por la célula endotelial frente a determinados
estimulos como el ATP o la acetilcolina y que actuando sobre las células
del musculo liso producia vasodilatacion (29). En 1987, Palmer, Ferrige y
Moncada sugieren que el EDRF es el NO el cual es producido mediante la
oxidacion de L-arginina (30).

En 1992, Malinsky definitivamente demuestra esta sugerencia mediante la
medicién directa in situ del NO en una célula endotelial (31). Finalmente,
en 1998, Ferid Murad describe el mecanismo bioquimico por el cual el
NO liberado por la célula endotelial produce relajacion del musculo liso
(32). Ese mismo afio, Furchgott, Ignarro y Murad reciben el premio Nobel
de Medicina por sus trabajos en la fisiologia del NO. Luego, numerosos
trabajos han demostrado que el NO tiene una vida media muy cortade 3 a
6 segundos en los tejidos y de 1 a 2 segundos en sangre, que es un neuro-
transmisor, un agente citostatico que inhibe la proliferacion de células can-
cerigenas y ciertos patdogenos, que se libera frente a la accién de agentes
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quimicos (ATP, acetilcolina, bradiquinina, histamina) y fisicos (fuerzas de
flujo, luz ultravioleta, fuerzas electomagnéticas) y finalmente, lo que mas
nos interesa para este tema es que produce vasodilatacion y es un potente
antiagregante plaquetario (33).

El principal productor de NO del organismo es la célula endotelial que
mediante una enzima, la NO sintetasa calcio dependiente transforma la
L-arginina en L-citrulina y NO.

Sin embargo, el principal reservorio del NO en el organismo es el eri-
trocito. E1 NO penetra en el globulo rojo a través de un transportador de
membrana (banda 3) para luego unirse a la hemoglobina y por ello es de-
nominado el tercer gas (34). Pavlowski y Stamler demostraron que la he-
moglobina se une al NO de manera similar al oxigeno tomandolo en los
tejidos oxigenados y liberandolo en los tejidos hipdxicos actuando como
vasodilatador y antiagregante asegurando el correcto flujo sanguineo (35).
La hemoglobina ejerce un efecto protector dado que el NO libre en la san-
gre rapidamente es oxidado a nitrato que es un metabolito inactivo. Esto es
lo que se produce en caso de hemolisis intravascular. A su vez, el eritroci-
to hemolizado libera una arginasa intracelular que convierte la L-arginina
en ornitina disminuyendo ain mas la concentracion de NO en los tejidos
produciendo vasoconstriccion y agregacion plaquetaria (microtrombos) lo
cual en algunos tejidos como el rifion puede provocar necrosis tubular agu-
da. Similarmente, se producen microtrombos en las crisis hemoliticas de
la anemia falciforme.

Como ya vimos, las plaquetas neonatales y mas frecuentemente las de los
pretérmino muestran una hipofuncion in vitro que es contrarestada por una
adecuada adhesion in vivo producida por la presencia de multimeros de
FvW (36). Por el contrario, las plaquetas neonatales, tienen una reaccioén
normal in vitro frente a inhibidores como el NO (37). Dado que en las uni-
dades de cuidados intensivos neonatales se utiliza el NO inhalado, dado su
efecto vasodilatador, para el tratamiento del sindrome de distress respira-
torio o la hipertension pulmonar persistente esto puede constituir un riesgo
adicional para la presencia de sindromes hemorragiparos en los neonatos
criticos.

Investigacion de un neonato con sindrome hemorragiparo

Comienza con una correcta anamnesis a la madre del RN para hallar ante-
cedentes familiares o personales que puedan sugerirnos la causa del san-
grado. Una historia familiar o sangrados en RN anteriores pueden sugerir-
nos alteraciones hemostaticas hereditarias. Complicaciones obstétricas o
problemas durante el parto pueden también activar el sistema hemostatico.
Por ultimo tanto drogas de uso materno o neonatal pueden alterar este me-
canismo prestando particular atencion a las que alteran el metabolismo de
la vitamina K. Si el sindrome hemorragiparo ocurre en RN sanos puede su-
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gerirnos alteraciones congénitas o trombocitopenias inmunes (ver capitulo
6). Mientras que si el sangrado ocurre en neonatos enfermos nos orienta
hacia alteraciones adquiridas del sistema hemostatico.

Un estudio basico de la hemostasis que conste de cuatro pruebas, tiempo
de trombina (TP) tiempo de tromboplastina parcial activado (APTT), fibri-
négeno y recuento de plaquetas debe ser ordenado inmediatamente en un
RN con sangrado teniendo siempre en cuenta evitar errores preanaliticos
como contaminacién o activacion de la muestra por una extraccion dificul-
tosa o un enrase incorrecto del tubo que lleva a una reaccion anticoagulan-
te sangre que no es correcta. De acuerdo a los resultados de estas cuatro
pruebas se solicitaran ensayos para dosificar factores especificos y sélo en
un nimero pequefio de otras circunstancias son necesarias pruebas mas
complejas para llegar al diagnostico. Si obtenemos un APTT prolongado
con las otras tres pruebas normales puede ser sugestivo de alteraciones
como hemofilia y enfermedad de von Willebrand por lo cual en una se-
gunda instancia investigaremos la concentraciones de los factores VIII y
IX y ensayos para la deteccion de von Willebrand sin embargo el tipo 1
que es el mas frecuente de esta enfermedad no se manifiesta clinicamente
en el periodo neonatal dado que existe un aumento fisioldgico del FvW al
nacer como ya vimos. Algunos subtipos del tipoll que se manifiestan con
trombocitopenia pueden ser causa de sangrados en el periodo neonatal.

El tipo III es una rara condicioén autosémica recesiva el cual es mas comuin
en poblaciones cosanguineas. Tipicamente ambos padres pueden ser asin-
tomaticos. En esta situacion el FvW puede estar totalmente ausente y una
tendencia al sangrado puede manifestarse en el periodo neonatal y aqui los
sindromes hemorragiparos cutdneo-mucosos son mucho mas frecuentes
que en las hemofilias. Para contrarrestar este cuadro hemorragico se sugie-
re la infusion de factores comerciales de FVIII con pureza intermedia que
tienen altas concentraciones de multimeros de FvW (4).

Las hemofilias son las alteraciones congénitas mas frecuentes que se pue-
den manifestar en el periodo neonatal. La hemofilia A (déficit de FVIII)
y la hemofilia B (déficit de FIX) son clinicamente indistinguibles y se
heredan ligadas al sexo en especial al cromosoma X por lo cual es una
enfermedad que la sufren los hombres y la trasmiten las mujeres. Salvo
en un caso, cuando el padre es enfermo y la madre portadora el 50% de
la descendencia femenina puede sufrir la enfermedad. Por ello, es que se
aconseja que no existan lazos de cosanguinidad. La frecuencia es 10 veces
superior para la hemofilia A. El factor VIII es un cofactor (al igual que el
FV) que actua sobre el FIX formando un complejo en la superficie plaque-
taria para activar el FX en la fase de propagacion del sistema celular de la
hemostasis. El FVIII circula inactivo unido al FvW que lo protege de la
accion inhibidora de la proteina C. Las pequefias cantidades de trombina
que se forman en la etapa de inicio del proceso hemostatico a través del
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complejo FT-FVIIa rompe la unién FVIII-FvW activando los factores. El
FVIII es una glicoproteina de PM 330.000 y el gen que lo origina se en-
cuentra en el brazo largo del cromosoma X posicion Xq28.

El tipo de sangrado difiere el que se observa en el periodo neonatal al de
nifios mayores. Generalmente el RN puede presentar hemorragias o hema-
tomas luego de una puncion venosa o por la administracion profilactica de
vitamina K intramuscular, hemorragias del cordon umbilical, cefalohema-
tomas y circuncision. Sangrados mayores intra o extracraneales pueden ser
reconocidos en esta etapa y en una revision reciente el 41% de todos los
casos reportados de sangrados durante el primer mes de vida se refieren a
sangrados craneales (5). Estas hemorragias generalmente son el resultado
de traumatismos durante el nacimiento y son de un prondstico pobre (6).
El1 40 a 60% de los RN con hemofilia A severa presentan algin sintoma al
nacimiento, el40% dentro del primer afio de vida y el 50% dentro del afio
y medio.

Como el FVIII no atraviesa la placenta y su concentracién es normal o esta
moderadamente aumentada al nacimiento es casi siempre posible confir-
mar el diagndstico de hemofilia A al nacimiento.

Por el contrario, el FIX se encuentra reducido significativamente al naci-
miento (recordemos que es uno de los factores vitamina K dependientes)
por lo cual para realizar el diagndstico de los casos leves se debe esperar
hasta la edad de los seis meses y a veces mujeres portadoras con niveles
bajos de FIX pueden requerir reposicion del factor para cubrir el parto
sobre todo cuando se realiza cesarea. El factor IX es una glicoproteina de
PM 56.000 y el gen que lo produce se encuentra en el brazo largo del cro-
mosoma X en la posiciéon Xq27. La desmopresina no tiene ningtin efecto
en portadoras de hemofilia B. Sin embargo, una prolongacion fisiologica
del APTT debe ser interpretada con cuidado y por otro lado una hemofilia
A leve puede acompanarse de un APTT normal. Una dosificaciéon de los
factores VIII y IX en estos casos debe ser realizada cuando el sangrado
clinico aparece como excesivo. Una vez que el diagnostico se ha realizado
una adecuada terapia de reemplazo del factor en déficit debe iniciarse con
factores especificos de uso comercial doblemente inactivados. El riesgo de
hemorragia intracraneana (HIC) es aproximadamente del 10% en neonatos
hemofilicos de término (5) pero del 30% en prematuros no hemofilicos
de menos de 1500g. Por tanto, la profilaxis y tratamiento de la HIC en
prematuros hemofilicos es unos de los objetivos primordiales que se debe
plantear en el cuidado neonatal. Existen pocos trabajos disponibles que
nos brinden informacion acerca de la vida media del factor y porcentaje
de recuperacion en pretérminos siendo el caso publicado por Gale y cola-
boradores uno de los pocos que explicita el manejo de un pretérmino con
hemofilia moderada (7). La Federaciéon Mundial de Hemofilia (WFH) re-
comienda pautas para el manejo perinatal de posibles RN hemofilicos (8):
realizar una ecografia prenatal para la determinacion del sexo, es posible
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el parto vaginal, la cesarea no estaria indicada solamente por la posibilidad
de un RN con hemofilia, rapida determinacién postnatal del nivel del fac-
tor de la coagulacion de muestra obtenida del cordon umbilical para evitar
subsecuentes punciones, la profilaxis con vitamina K debe realizarse via
oral y tampoco administrar otros medicamentos intramusculares, estudio
ecografico cerebral para HIC y realizacion de terapia de sustitucién con
factor comercial s6lo por sangrado.

En el caso de la enfermedad de Von Willebrand (EVW) que se hereda bajo
forma autosomica dominante el diagndstico antenatal del feto no es nece-
sario pues la tendencia al sangrado es relativamente baja. En la gestante,
el nivel de FvW se incrementa durante la gestacion y en particular en el
ultimo trimestre por lo cual el soporte hemostatico por lo general no es
necesario. Pero, los niveles de FvW pueden no aumentar significativamen-
te durante el primer y segundo trimestre y una terminaciéon precoz de la
gestacion se puede acompaidiar de una importante hemorragia. Aproxima-
damente el 80% de los casos son EVW tipo 1 que se caracteriza por niveles
bajos de FvW pero con multimeros normales.

Si bien la enfermedad de von Willebrand es la coagulopatia congénita mas
frecuente en nifios mayores rara vez se presenta clinicamente en los RN
dado que las concentraciones de FvW aumentan al nacimiento con la pre-
sencia de grandes multimeros que producen mayor adhesividad plaqueta-
ria. Los tipos 2 y 3, menos frecuentes, pueden estar presentes clinicamente
al nacer y seran tratados con concentrados comerciales de FvW a una dosis
de 5-40 Ul/ml cada 12 o 24 horas inicialmente.

El FYyW es una glicoproteina multimérica de PM 390.000 producida por
un gen que se encuentra en el brazo corto del cromosoma 12 (herencia au-
tosomica) en la posicidén 12 pter-p12. Transporta como ya vimos el FVIII
evitando la degradacion por la proteina C y es la molécula adhesiva mas
potente del organismo uniéndose al receptor GPIb de las plaquetas y al
subendotelio.

En nuestro pais contamos actualmente con un concentrado de FvW de
origen plasmatico, de alta pureza, doblemente inactivado (Wilate) con 400
Ul de FvW y 450 UI de FVIIL. El crioprecipitado contiene FvW pero no es
un producto inactivado, no sabemos exactamente las unidades que contiene
de FvW cada lote y produce mas reacciones adversas por su componente
plasmatico sobrenadante. En estos casos, otra opcidn terapéutica es la des-
mopresina (DDAVP) dado que eleva los niveles de FvW y FVIII en sangre
en los casos de hemofilia moderada o EVW tipo 1 que es el mas frecuente
(9). Los fabricantes anuncian que la DDAVP (Octastim)debe ser utilizada
con cuidado en la gestacion pues puede producir parto prematuro e hipona-
tremia principalmente cuando se realiza por via intravenosa. Sin embargo,
estos efectos adversos son raros y la DDAVP no tendria una contraindi-
cacion absoluta durante la gestacion (8) pero esta droga no tiene accidon
demostrada en los otros subtipos de EVW (2A, 2B, y 3).

181



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

Capitulo 7 - Sindromes hemorragiparos neonatales

En el tipo 3 el FvW no aumenta significativamente en todas las gestaciones
por lo cual una terapia sustitutiva con factor comercial puede estar reque-
rida en algunos casos.

Generalmente las mujeres con EVW tienen un parto vaginal normal pero
algunos estudios muestran un aumento significativo del riesgo de sangrado
tanto de hemorragias primarias o secundarias en el postparto (10) (11). La
DDAVP puede estar indicada en el postparto de EVW tipo 1 sabiendo que
no existen en cantidades significativas en la leche materna.

En los RN la EVW tipo 3 puede ser diagnosticada rapidamente por una
muestra de sangre de cordon pero es dificil diagnosticar las formas mas
leves o moderadas mas frecuentes.

El tipo 2B se asocia con trombocitopenia la cual puede presentarse en el
periodo neonatal y ser causa de sangrado.

Existen otras coagulopatias congénitas denominadas “raras” que com-
prende un grupo de deficiencias heredadas en forma autosémica recesiva
pero que su tendencia hemorragica puede manifestarse en los primeros
dias de vida (12) siendo las mas comunes las alteraciones de los factores I,
VII, Xy XIII. En la deficiencia de factor XIII se manifiesta por un sangrado
de tejidos blandos, de cordon umbilical o por dehiscencia de heridas dado
que se forma un codgulo pero inestable. Aun en los casos mas severos las
pruebas del estudio basico de hemostasis son normales debiéndose hacer
el diagnostico utilizando un test especifico para FXIII. Dado el alto riesgo
de HIC tanto en las deficiencias severas de FXIII como de FVII se aconseja
comenzar una profilaxis con factor una vez establecido el diagndstico. En
el caso del FXIII carecemos de un concentrado comercial por lo cual se
utiliza el crioprecipitado o el plasma fresco. Se necesitan concentraciones
bajas en sangre (2 a 5%) del factor para realizar una hemostasis y su vida
media es prolongada (11 a 14 dias) por lo cual el intervalo entre las dosis
es largo. Por el contrario, el FVII tiene una vida media intravascular muy
corta (2 a 3 horas) por lo cual no puede utilizarse plasma fresco sin causar
una sobrecarga de volumen y el crioprecipitado carece de FVII. En nuestro
pais existe un concentrado comercial de FVII recombinante y activado que
no tiene riegos de trasmitir patogenos (rFVIIa NovoSeven).La dosis reco-
mendada es de 15-30 mcg/Kg de acuerdo a la situacion clinica para man-
tener un nivel hemostatico de 15 al 20%. Sin embargo, hasta el momento
actual, nosotros conocemos dos pacientes con alteraciones congénitas de
FVII que fueron diagnosticados en la edad adulta. Inclusive uno de ellos
recientemente fue sometido a una intervencion quirargica en el Hospital
de Clinicas previa infusion de FVII no produciéndose hemorragias (13).
Los sindromes hemorragiparos producidos por coagulopatias adquiridas,
mas frecuentes que las congénitas, son una de las mayores causas de mor-
bi-mortalidad en los pretérminos pero mas raras en los RN de término (14).
La hemorragia que se presenta en los pretérminos patolégicos es general-
mente una HIC con una mayor frecuencia en las primeras 72 horas de vida.

182

Como estos RN presentaban una hipocoagulabilidad generalmente por el
consumo de factores producidos por la patologia de base se sugiri6 realizar
infusiones de plasma fresco (PF) preventivas de HIC. Sin embargo, en una
revision de Cochrane muestra que la infusion rutinaria de PF no produce
beneficio en disminuir la mortalidad y la HIC (15).En otra revision, tam-
poco el clampeo tardio del cordon (30 a 120 segundos) parece estar aso-
ciado con una menor necesidad de transfusion de eritrocitos y a una menor
incidencia de HIC (16). Sin embargo, el factor VII activado recombinante
ha sido utilizado con éxito para el tratamiento de la HIC en pretérminos
(17). El concentrado de factor VII ha sido autorizado su uso para pacientes
hemofilicos con inhibidor, deficiencia congénita de FVII y para la trombas-
tenia de Glanzmann. Pero, como el FVII activado es un rapido generador
de trombina la enzima que convierte el fibrindgeno en fibrina, se esta uti-
lizando clinicamente para otros sindromes hemorragiparos (18). El Factor
VII segun el nuevo modelo celular de la hemostasis tiene dos mecanismos
de accion. Uno dependiente del FT que inicia la coagulacion formando
pequeias cantidades de fibrina en el sitio de la injuria vascular que aporta
firmeza al tapon plaquetario pero también activa factores y células como
las plaquetas que van a intervenir en la etapas siguientes de amplificacion y
propagacion. Otro, independiente del FT por el cual el FVII activado actua
rapidamente sobre la superficie plaquetaria activando al factor X generan-
do grandes cantidades de trombina produciendo un salto sobre los meca-
nismos iniciales de la hemostasis primaria y secundaria. De esta manera
produce hemostasis rapidamente en trombocitopenias, trombocitopatias
como la trombastenia de Glanzman, alteraciones hepaticas, hemorragias
masivas, cirugias cardiacas, etc. Ya se ha demostrado su eficacia y segu-
ridad para el tratamiento de la hemorragia en el pretérmino luego que un
agresivo tratamiento transfusional no habia sido efectivo (19). Dos dosis de
40 mcg/Kg separadas seis horas fueron suficientes para detener la hemo-
rragia en un pretérmino de 1120g.

La enfermedad hemorragica del RN ahora denominada hemorragia por
deficiencia de vitamina K (Vitamin K Deficiency Bleeding-VKDB) ha
disminuido su incidencia mediante la administracion profilactica de vitami-
na K al nacer. Las concentraciones de los factores vitamina K dependientes
(ILVILIX y X) estan descendidas en los RN y en ausencia de vitamina K
estos son inactivos. E1 RN puede presentar una deficiencia de vitamina K
en el periodo neonatal porque hay un pasaje transplacentario de sélo el
10% dela vitamina K materna, porque el RN tiene una insuficiente coloni-
zacion bacteriana intestinal al nacer, porque la leche materna tienen muy
poca cantidad de vitamina K comparada con la leche de vaca y por ultimo
por el consumo de drogas maternas que actian como antivitamina K. La
VKDB ha sido tradicionalmente clasificada en precoz, clésica y tardia de-
pendiendo del tiempo de presentacion y de los factores de riego asociados.
La precoz se presenta en las primeras 24 horas y tipicamente se asocia a
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la ingestion antenatal de medicamentos que interfieren con el metabolismo
de la vitamina K como los anticonvulsivantes (fenobarbital, difenilhidan-
toina) y antituberculosos (rifampicina). Puede presentarse con sangrados
severos inclusive con hemorragia intracraneal. La clasica ocurre en la pri-
mer semana de vida por no administrar vitamina K al nacer en RN alimen-
tados a pecho. Pueden ocurrir sangrados gastrointestinales, equimosis en
los sitios de puncion y a veces hemorragia intracraneana. La tardia desde
la segunda semana hasta los seis meses de edad se asocia a la lactancia o a
sindromes malabsortivos como diarrea, enfermedad celiaca, hepatitis, etc.
Las manifestaciones hemorragicas son variables (epistaxis,equimosis, gas-
trointestinales, de cordon, cefalohematoma, etc) pero sobretodo las formas
tardias se asocian con HIC (20)

El diagndstico se sospecha cuando existe inicialmente un tiempo de pro-
trombina prolongado seguido por un APTT alterado pero con un fibriné-
geno y un recuento plaquetario normales. La confirmacion del diagndstico
requiere la dosificacion de los factores vitamina K dependientes cuyos va-
lores son corregidos con la administracion de vitamina K. La deficiencia de
vitamina K produce los FII, FVII, FIX y FX decarboxilados por lo cual son
inactivos (protein induced by vitamin K absence, PIVKA).

En casos de hemorragia se puede administrar vitamina K intravenosa
(1mg) en forma lenta pues puede producir arritmia o anafilaxia. La via de
eleccidn es la subcutanea pero a pesar de ser de mas rapida accioén que la
via oral tiene una latencia de horas por lo cual es necesario asociarle plas-
ma fresco (10-15ml/kg) o concentrados de complejo protrombinico (CCP).
Estos tienen como ventaja frente al plasma que tienen menor volumen, se
adquiere una concentracion sanguinea mas rapida de los factores vitamina
K dependientes, se conoce exactamente la cantidad suministrada de cada
uno de ellos y es un producto biolégico doblemente inactivado. A pesar
de que se recomienda su uso en dosis de 20 a 50 Ul/kg no existan trabajos
disponibles sobre su uso en neonatos. Con respecto al riesgo trombdtico
los CCP, como el que tenemos en nuestro pais, de segunda generacion,
contienen inihibidores fisioldgicos de la coagulacion (proteinas C, S 'y Z)
asi como heparina para evitar este tipo de complicaciones.

Se han descrito varios casos de sangrado por administracion de rifampicina
durante la gestacion. Para reducir el riesgo de sangrado algunos proponen
administrar vitamina K a la embarazada en las tltimas 4 semanas de la
gestacion. Sin embargo, el paso transplacentario es muy escaso por o cual
es dudosa su eficacia (21). En estos casos se recomienda una evaluacioén
precoz del estado de la hemostasis al nacer y la rapida deteccion de signos
de hemorragia. De ser asi, se debe administrar vitamina K no intramuscu-
lar y terapia de reposicion de los factores vitamina K dependientes.

La coagulacién intravascular diseminada (CID) es un sindrome hemo-
rragiparo comun en neonatos enfermos, secundario a numerosas patologias
y clinicamente caracterizado por elementos de microtrombosis con falla
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multiorganica asi como por hemorragias producidas por consumo de los
factores de la coagulacion. En los pretérminos se puede presentar asociada
a sindrome de distress respiratorio, infecciones virales congénitas, infec-
ciones bacterianas, hipotermia, aspiraciéon de meconio o liquido amnio-
tico. En los RN de término por asfixia, shock o liberacion de FT durante
el nacimiento. La paraclinica muestra una alteracion de todas las pruebas
basicas de la hemostasis (prolongacion del PT y APTT, fibrindgeno y re-
cuento de plaquetas descendidos) con aumento de D-dimeros y factores de
degradacion del fibrindgeno o la fibrina. Una trombocitopenia puede ser el
primer signo de una CID en curso pero esta es la complicacién hematolo-
gica mas frecuente durante el periodo neonatal sobretodo en las unidades
de cuidados intensivos. Una trombocitopenia severa y persistente puede ser
indicador de una CID subyacente. Se produce por una activacion endégena
del sistema hemostatico principalmente por citoquinas que activan el FT de
los monocitos circulantes o la célula endotelial produciendo depdsitos de
fibrina intravascular, con disminucion de la fibrinolisis y produccién de mi-
crotrombosis que puede llevar a la falla multiorganica. El consumo de los
factores de la coagulacion y de las plaquetas puede producir hemorragias.
El tratamiento prioritario es el de la causa patoldgica que origina la CID.
En los casos de hemorragia se administran concentrados plaquetarios,
plasma fresco y/o crioprecipitados para mantener un recuento de plaque-
tas por encima de 50.000, un fibrinogeno de 100 mg% y un APTT y TP
con valores cercanos a los normales. No se aconseja el uso de heparina en
las formas hemorragicas pero estaria indicada en las formas tromboticas.

La CID se observa frecuentemente en neonatos con sepsis o enterocolitis
necrotizante (NEC). El sindrome hemorragiparo es una frecuente com-
plicacion de la sepsis sobretodo en pretérminos. En la sepsis el modelo
celular de la hemostasis es iniciado, al igual que cuando se produce una
injuria vascular, por el factor tisular (FT). En la infeccion la estimulacion
es enddgena, los lipopolisacaridos de los gérmenes estimulan a los mono-
citos circulantes que liberan FT y citoquinas pro-inflamatorias que produ-
cen una disfuncion endotelial por la cual las células endoteliales exponen
el FT normalmente encriptado evitando el contacto con el FVII circulante.
Aqui, al igual que cuando se produce una lesion vascular, son las células
las que regulan la respuesta hemostatica. El FT liberado de los monocitos
circulantes y de las células endoteliales se une rapidamente al FVII cir-
culante formando un complejo que activa el resto de las fases del sistema
de coagulacion. La consecuencia de la formacion de fibrina intravascular
es por un lado la microtrombosis que puede producir fallas multiorganicas
y por otro el consumo de factores de la coagulacion y células como las
plaquetas que producen hemorragias. En la trombocitopenia severa de la
CID puede actuar ademas un mecanismo central la hemofagocitosis. Este
proceso patologico es producido por la fagocitosis de megacariocitos y
otras células hematopoyéticas por los monocitos y macréfagos hipotética-
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mente en respuesta a los niveles altos de factor estimulante de colonias de
macrofagos que se observa en la sepsis (22).

La disfuncién endotelial produce también una disminucion de los inhibi-
dores fisiologicos de la coagulacion y una hipofibrinolisis mecanismos que
tienden a agravar y perpetuar el cuadro clinico. El tratamiento principal es
el de la causa que produce la CID. En el caso de la sepsis la antibioticotera-
pia con buena hidratacion y oxigenacion. La hemorragia puede ser tratada
con PF (10-15 ml/Kg) para reponer los factores en déficit, crioprecipita-
do (5-10 mI/Kg) para aumentar los niveles de fibrindgeno y concentrados
plaquetarios (10-15 ml/Kg) para mantener un recuento por encima de las
50.000 por mm". No existe evidencia que el tratamiento de la coagulopatia
no sintomatica sea efectivo (23). Tampoco el recambio plasmatico ha mos-
trado ventajas en el tratamiento de nifios con meningococcemia (24). No
existe evidencia cientifica clara para que el tratamiento con concentrados
comerciales de AT-III o proteina C recombinante activada (Xigris-Roche),
sea una indicacidn rutinaria en los neonatos con sepsis y CID al mismo
tiempo (23).

La NEC es un cuadro clinico severo que se presenta mas frecuentemente
en pretérminos de menos de 1500 g y generalmente se asocia a RN con
sepsis o infeccidn gastrointestinal.

Las complicaciones hematologicas asociadas a NEC fueron descritas hace
mas de 30 afios e incluyen trombocitopenia, CID, neutrofilia o neutropenia
y anemia hemolitica (38). No todas las muertes que se producen por NEC
corresponden a complicaciones hematologicas pero estas pueden contri-
buir significativamente a la mortalidad por NEC. La administracion masiva
de hemocomponentes sigue siendo necesaria para tratar efectivamente las
alteraciones hematoldgicas severas.

La trombocitopenia se encuentra presente en el 65 a 90% de los neonatos
con NEC y los recuentos inferiores se han asociado con la severidad de la
enfermedad (39). En la NEC el recuento plaquetario cae rapidamente, en
horas, lo cual sugiere un mecanismo periférico de consumo mas que un
déficit de la produccion lo cual fue demostrado dado que los estudios de
médula 6sea mostraron un nimero y maduraciéon normal de megacarioci-
tos (38)(39).

Las transfusiones de plaquetas logran aumentar el recuento s6lo por un
breve periodo de tiempo (24 a 48 horas) (40).

El factor activador de plaquetas (PAF) es uno de los implicados en el meca-
nismo patologico de la NEC. Es una citoquina inflamatoria que contribuye
a la necrosis del intestino (41). La leche materna contiene una enzima, la
acetilhidrolasa, que metaboliza el PAF. En los pretérminos alimentados con
leche materna se previene la NEC (42).

Las alteraciones de la coagulacion se observan frecuentemente asociadas a
NEC presentado CID en los cuadros mas severos. El tratamiento continta
siendo de reposicion con factores de la coagulacién. Contrariamente mi-
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crotrombosis pueden ocurrir lo cual contribuye a la falla orgdnica. La ane-
mia se asocia frecuentemente a la NEC y tiene caracteristicas de anemia
hemolitica asociada a la microangiopatia trombotica dado que en la ldmina
periférica se presentan esquistocitos, esferocitos y acantocitos. Entre el 25
a 40% de los neonatos con NEC presentan evidencias de fragmentacion
eritrocitaria en la periferia (38).

Por otro lado, mas del 34% presentan activacion del antigeno T el cual
normalmente se encuentra encriptado en la membrana del eritrocito (43).
El antigeno T queda expuesto en la membrana del eritrocito mediante la
accion de ciertas enzimas bacterianas o virales. Ademas, algunas bacte-
rias o vacunas contienen sustancias idénticas al antigeno T lo cual explica
la presencia de anticuerpos anti-T en la mayoria de los plasmas adultos.
Cuando la sangre transfundida tiene anticuerpos anti-T puede agravarse el
cuadro clinico por lo cual se recomienda el uso de hemocomponentes lava-
dos para el tratamiento de estos neonatos (44). La activacion del antigeno
T en los neonatos con NEC se asocia con una aumento de la incidencia de
hemolisis, hiperbilirrubinemia, hiperkalemia, insuficiencia renal, cirugia y
muerte (45).

La causa de la anemia en la NEC también puede deberse a hemorragias
generalmente asociada a trombocitopenia, por reiteradas extracciones de
sangre para estudios de laboratorio o a la prematurez. La produccion de
eritropoyetina (EPO) estd disminuida en los procesos inflamatorios por
accion de las citoquinas. Los receptores celulares de EPO estan presen-
tes en las células del intestino los cuales tendrian un rol fisioldgico en el
desarrollo postnatal de este dérgano pero, ademas de ser una hormona tro-
fica evitaria la apoptosis celular. En estudio realizado, se demostr6 que los
neonatos tratados con EPO para la prevencion y tratamiento de la anemia
de la prematurez tenian una menor incidencia de NEC comparados con los
tratados con placebo (46).

La EPO también esta presente en la leche materna y es posible que juegue
un rol directo en la prevencion de la NEC de manera similar a lo que ocu-
rre en el adulto en la prevencion de la necrosis tubular aguda luego de una
hemdlisis intravascular (47).

Estudios recientes muestran que el NO estd implicado en el mecanismo
patogénico de la NEC (48) (49) (50). En los neonatos con NEC se asocia
una disminucion de la concentracion en plasma de arginina lo cual se tra-
duce en una menor disponibilidad de NO, jugando este descenso un rol
importante en la fisiopatologia del la NEC al producir vasoconstriccion y
agregacion plaquetaria inductores de la microtrombosis, también de forma
similar a lo que ocurre en la necrosis tubular aguda renal. Por tal razén, se
propone un estudio multicéntrico donde se utilice la suplementacién con
arginina en prematuros con NEC (51).

La trombocitopenia, menos de 100.000 plaquetas por mm3, esta presente
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en la mayoria de los pretérminos de bajo peso y en los neonatos enfer-
mos (52). Estos pacientes reciben repetidas transfusiones de plaquetas. El
numero de transfusiones de plaquetas administradas en las unidades de
cuidados intensivos neonatales (UCI) se ha hallado como predictor de la
tasa de mortalidad. Los neonatos con trombocitopenia tuvieron una tasa
de mortalidad 5% mayor que los que tenian un recuento normal (53). La
mayoria de las transfusiones de plaquetas que se administran en las UCI
no son para tratar sangrados clinicos (terapéuticas) sino para prevenir los
sangrados (profilacticas) basadas generalmente en un nivel arbitrario del
recuento plaquetario (54). Un 20% de los neonatos que ingresan a UCI
presentan trombocitopenia . Las causas de las trombocitopenias neonata-
les pueden ser asfixia,CID, infeccion viral o bacteriana, NEC, EHP severa
(anti-D, anti-Kell), fototerapia, sindrome de distress respiratorio, ventila-
cion asistida, pequefio para la edad gestacional, aspiraciéon de meconio,
hipertension pulmonar, circulacion extracorpodrea, policitemia y trombosis.
En los neonatos normales la trombocitopenia es mucho menos frecuente
(4,1%) y las principales causas son las inmunes (auto o alo) o el uso de
drogas maternas que causan trombocitopenia (sulfas, diuréticos, AINE,
heparina, anticonvulsivantes, etc), hipertension, toxemia, infeccion duran-
te la gestacion, anormalidades placentarias o congénitas. En las infeccio-
nes congénitas como el CMYV, toxoplasmosis y sifilis puede asociarse una
anemia hemolitica a valores variables de trombocitopenia. Inclusive estas
infecciones pueden causar hidrops no inmunoloégicos. El parvovirus B19
puede también producir hidrops no inmune, no hemolitico por anemia hi-
poregenerativa y se asocia también frecuentemente a trombocitopenia (ver
historia clinica del capitulo seguridad sanguinea).

Similarmente, los cuadros de hidrops inmunoloégicos (anti-RhD, anti-Kell)
presentan cuadros de trombocitopenias asociados.

Mas del 50% de los neonatos de bajo peso (menos de 1000 g) y alrededor
del 4% de todos los neonatos de las UCI reciben multiples transfusiones de
plaquetas profilacticas (52). Sin embargo, no se ha demostrado el beneficio
de esta practica transfusional para prevenir la hemorragia intraventricular
en neonatos de menos de 1500 g con recuentos entre 50.000 y 150.000
plaquetas (55). La mayoria de los pacientes de UCI que reciben multi-
ples transfusiones de plaquetas tienen una trombocitopenia por consumo
(NEC, sepsis, CID) y menos frecuentemente un defecto en la produccion.
Sin embargo, en algunos casos como en la sepsis o NEC, puede existir un
mecanismo mixto por hemofagocitosis medular (56).

El recuento plaquetario no debe ser tomado como unico indicador de san-
grado dado que influyen otros elementos como el mecanismo patoldégico
que produce la trombocitopenia (en algunos esta contraindicada la trans-
fusion de plaquetas), la funcionalidad plaquetaria, la masa de las plaquetas
circulantes, otras alteraciones de la hemostasis asociadas y la presencia o
no de inflamacién (57). Ya vimos que las plaquetas del neonato tienen una
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correcta funcionalidad in vivo y ademas son de mayor tamafio que las del
adulto. Ante un mismo valor de recuento plaquetario un neonato puede
desarrollar sangrado s6lo cuando se asocia un proceso inflamatorio.
Siempre antes de indicar una transfusion de plaquetas se deben valorar los
riesgos y beneficios de esta terapéutica biologica. Dentro de los riesgos la
transmision de infecciones o el agravamiento de situaciones como NEC,
hipertension pulmonar, edemas o de la funcién respiratorio por un TRALI
(insuficiencia respiratoria aguda asociada a transfusion) no reconocido cli-
nicamente (58).

En un estudio prospectivo reciente (59), sobre 3498 neonatos que fueron
admitidos en UCI desarrollaron una trombocitopenia severa (menor de
60.000 plaquetas) 194 (5,5%) de los cuales 169 fueron seguidos clinica-
mente, con recuentos plaquetarios y si recibian transfusiones de plaquetas.
En este estudio se determin6 que dentro del grupo de neonatos con trom-
bocitopenia las que eran secundarias a retardos de crecimiento intrauterino
o a hipertensiéon materna eran los que tenian menor riesgo de sangrados
mayores. Por contrario, el grupo de trombocitopenias secundarias a sepsis,
NEC o CID eran los de mayor riesgo de desarrollar hemorragias. En estos
cuadros influye no sélo el nimero de plaquetas, sino la alteracion de la
funcion y la inflamacion. El primer periodo de trombocitopenia ocurre en
la primera semana de vida (media de 4 dias). El riesgo de sangrados ma-
yores (intracraneales y pulmonares, gastrointestinales) es menor luego de
la primer semana.

La mejor terapia es tratar la causa de la trombocitopenia. Neonatos con
sangrados clinicos debido a trombocitopenias secundarias requieren trans-
fusiones de plaquetas terapéuticas hasta que la causa sea resuelta mante-
niendo un nivel de plaquetas por encima de 50.000. Una dosis de 1 por
1010 plaquetas por Kg de peso es recomendada. Un concentrado de pla-
quetas de donante al azar contiene 5,0 por 10 plaquetas en 40 a 70 ml de
plasma y uno de aféresis un minimo de 3 por 10'" en un volumen de 200
a 280 ml por lo cual deben ser alicuotados mediante conector estéril. Se
calcula una dosis de 15 ml/Kg. No existe en cambio guias establecidas para
las transfusiones profilacticas. La mayoria de los centros transfunden a los
neonatos cuando los recuentos plaquetarios se encuentran entre 20.000 y
50.000. Pensamos que una guia de seguridad seria transfundir neonatos en-
fermos y/o pretérminos con recuentos inferiores a 30.000 esperando que en
un futuro estudios prospectivos puedan establecer el mejor criterio clinico
y paraclinico para indicar una transfusion de plaquetas.

Cuando se presenta una trombocitopenia aislada en un RN sano, por lo
general, son de causa inmune las cuales son tratadas en un capitulo aparte
de este libro.

Si bien un 20% aproximadamente de los neonatos en las unidades de cui-
dados intensivos (UCI) reciben una o mas transfusiones de plaquetas, una
pequeia porcion de estos son transfundidos con grandes cantidades de pla-
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quetas (mayor de 20 unidades).

En un estudio realizado entre 2002 y 2007 sobre un total de 12329 pacien-
tes en UCI s6lo 45 de ellos recibieron mas de 20 unidades de plaquetas
con una media de 29 (rango 20-79). Cuarenta y tres de los 45 pacientes
presentaban una trombocitopenia por consumo. La gran mayoria de las
transfusiones fueron administradas profilacticamente y la mayoria de los
pacientes fallecieron a pesar de que la causa de muerte no estuvo relacio-
nada con sangrado. Si las transfusiones de plaquetas se hubieran adminis-
trado so6lo para tratar sindromes hemorragiparos se hubiera reducido su
numero en un 80% (60).

En 1954, se demuestra que los antigenos A y B estan presentes en la mem-
brana de las plaquetas (61). En 1965, Aster establece que cuando se trans-
funden plaquetas incompatibles en el sistema ABO estas producen un me-
nor recuento en el receptor comparadas con las ABO compatibles (62) y
principalmente cuando hay una incompatibilidad mayor (plaquetas grupo
Ay receptor 0). Los antigenos del sistema ABO se expresan en la membra-
na plaquetaria sobre la glicoproteina GPIIb/IIla. Los individuos A1 expre-
san completamente el antigeno A en la membrana plaquetaria sin embargo
los A2 no por lo cual las plaquetas de estos ultimos son compatibles con los
receptores del grupo 0. En un estudio realizado en 1978, se demostr6 que
la incompatibilidad ABO no influenciaba el recuento postransfusional en
pacientes pediatricos (63) lo cual se debe probablemente a que los niveles
de los anticuerpos anti-A y/o anti-B alcanzan los niveles del adulto entre
los 5 a 10 afios de edad. En un trabajo reciente, se evalué la incompatibi-
lidad ABO en la transfusion de plaquetas a 50 pacientes pedidtricos con
una edad media de 6,7 aflos (64). Se encontrdé que los incrementos pos-
transfusionales fueron un 34% menor cuando hubo una incompatibilidad
ABO mayor que en los pacientes que recibieron plaquetas ABO idénticas.
Por el contrario, cuando existia incompatibilidad mayor A2 o incompatibi-
lidad ABO menor (plaquetas de grupo 0 y receptor A o B) el incremento
postransfusional fue similar a las ABO idénticas. Sin embargo, en la in-
compatibilidad menor las aglutininas anti-A y/o anti-B administradas pasi-
vamente pueden producir una hemolisis intravascular aguda en el receptor
particulamente en receptores pediatricos de menor volemia. Dado que las
plaquetas de aferesis derivan de un s6lo donante tienen mayor riesgo de
producir hemdlisis que cuando se realiza un pool con plaquetas de donante
multiples. Una forma de prevenir la hemolisis es determinar el titulo de
aglutininas a todos los donantes del grupo 0. Una alternativa es reducir
el volumen plasmatico cuando se transfunden plaquetas con incompati-
bilidad ABO menor o eliminar totalmente el plasma restituyéndolo con
soluciones aditivas como se realiza en Europa (65).

Dado que la mayoria de las transfusiones de plaquetas en los pacientes
trombocitopénicos se realizan de manera profilactica y que el estudio PLADO
(66) demuestra que el riesgo de sangrado no cambia cuando se realizan
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dosis bajas de plaquetas comparado con dosis estandar o inclusive haria
suponer que la incompatibilidad ABO no alteraria el riego de sangrado
en aquellos pacientes que no presentan sindrome hemorragiparo cuando
se utilizan dosis estdndar. Contrariamente si las dosis bajas de plaquetas
se establecen como norma para la indicacion profilactica la incompatibili-
dad ABO puede tener significacion clinica. En los pacientes con sangrados
activos es casi imposible demostrar que la incompatibilidad ABO afecta
directamente el incremento postransfusional pero parece apropiado que en
estos casos las plaquetas transfundidas sean las que tengan una mejor so-
breviva (65).

Al contrario de lo que sucede con el sistema ABO, los antigenos del sis-
tema Rh no se expresan en la superficie plaquetaria por lo cual la incom-
patibilidad en este sistema no afecta los incrementos o la sobrevida de las
plaquetas transfundidas. Sin embargo, la presencia de eritrocitos contami-
nantes de los concentrados plaquetarios pueden inmunizar al receptor RhD
negativo cuando recibe plaquetas de donantes RhD positivos.

Algunos centros asistenciales cuando existen neonatos Rh D negativos
trombocitopénicos que necesitan transfusion de plaquetas, los transfunden
con alicuotas de plaquetas RhD negativas obtenidas por aferesis de un ni-
co donante. Pero, si no hay plaquetas RhD negativas disponibles ;existen
algunas medidas terapéuticas alternativas?. ;Se pueden transfundir, por
ejemplo, plaquetas RhD positivas y luego administrar inmunoglobulina
anti-D al neonato para evitar la aloinmunizacion?. En un estudio realizado
por Molnar y colaboradores se realizaron 2300 transfusiones de plaquetas
RhD incompatibles a pacientes pedidtricos hematoncoldgicos durante un
periodo de 3,5 afios. A ningun paciente se le administré inmunoglobuli-
na anti-D en forma profilactica. Todos los pacientes recibieron plaquetas
obtenidas por aferesis y ninguno desarrolld anticuerpos anti-D (67). La
condicion clinica de estos pacientes, al ser inmunodeprimidos, disminuye
la probabilidad de la respuesta inmunitaria. La mayoria esta de acuerdo
que los neonatos tienen una respuesta inmune disminuida en particular en
respuesta a la carga antigénica de las transfusiones por lo cual son consi-
derados como equivalentes a los pacientes hematoncoldgicos pediatricos.
Basados en estos trabajos se podria transfundir plaquetas RhD positivas a
neonatos RhD negativos sin la administracion de inmunoglobulina anti-D
preventiva. Sin embargo, un caso publicado por Haspel y colaboradores
en 2004 ha llamado la atencion dado que un nifio de 17 semanas de edad,
RhD negativo, que recibié dos concentrados de plaquetas RhD positivas
obtenidas de sangre total, en una cirugia por una cardiopatia congénita,
desarrolld anticuerpos anti-D (68). Basados en esta apreciacion los auto-
res recomiendan que a todos los pacientes pedidtricos RhD negativos que
reciben plaquetas de donantes RhD positivos se les debe administrar in-
munoglobulina anti-D preventiva. Es de hacer notar que en los pacientes
trombocitopénicos se debe infundir inmunoglobulina anti-D intravenosa
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para evitar la formacién de hematoma en el sitio de puncién intramuscular.
Sin embargo, la mayoria de los médicos clinicos establecen, segin su ex-
periencia, que los nifios menores de 3 o0 4 meses no desarrollan anticuerpos
contra antigenos eritrocitarios por lo cual el caso descrito en el trabajo an-
terior seria una rara excepcion. Por tanto, no administran inmunoglobulina
anti-D en nifios menores de 3 o 4 meses que reciben plaquetas incompati-
bles en el sistema Rh, sobretodo si son de sexo masculino. S6lo adminis-
tran inmunoglobulina cuando son de sexo femenino.

Dos factores influencian directamente la posibilidad de desarrollar an-
ticuerpos anti-D. Uno el nivel de inmunosupresion del receptor y dos la
cantidad de eritrocitos presentes en el hemocomponente transfundido.
Las plaquetas obtenidas de sangre total de donantes multiples tienen mas
eritrocitos que las obtenidas por aferesis. Asi, los receptores inmunosu-
primidos que reciben plaquetas de aferesis RhD incompatibles tiene baja
probabilidad de desarrollar anticuerpos anti-D. Por el contrario, receptores
inmunocompetentes que reciben plaquetas RhD incompatibles obtenidas
de sangre total de donantes multiples tienen alta probabilidad de desarro-
llar anti-D.

Cuando una unidad de plaquetas contiene 2 ml de eritrocitos el nivel de
contaminacion se hace visible. Por lo general, la mayoria de los servicios
no utilizan estos concentrados para la transfusion de receptores RhD nega-
tivos. Por tanto, con la infusion de una minidosis de 50 mcg de inmunoglo-
bulina anti-D por cada transfusién de plaquetas RhD positivas a neonatos
de sexo femenino estariamos realizando un correcto bloqueo del sistema
inmunitario.

Sin embargo, en el caso especifico de los neonatos no se ha podido esta-
blecer atn, de forma definitiva, la capacidad que tienen para desarrollar
anticuerpos anti-D y tampoco se ha logrado establecer la eficacia de la
inmunoprofilaxis bajo esta condiciéon. Solamente trabajos randomizados,
bien definidos y bien conducidos, podran dilucidar en un futuro estos as-
pectos aun no resueltos en la transfusion de plaquetas.

En un trabajo reciente se ha demostrado que el riesgo de hemorragia in-
tracraneana (HIC)en los neonatos nacidos de madres drogadictas es seis
veces mayor que en los del grupo control (69). En un andlisis prospectivo
se demostré un aumento de la HIC en nifios de término solamente en el
grupo de gestantes que consumian altas dosis de cocaina (70).

Un trabajo retrospectivo siguiente hallo similares resultados en pretérmi-
nos (71).

Cuando se analizaron recién nacidos con bajo peso para la edad gestacional
de madres adictas a la cocaina, un estudio mostro una alta incidencia de he-
morragia intraventricular grado I y II (72) mientras otro trabajo no encon-
tré un riesgo elevado de hemorragia intraventricular grados Il y IV (73).
El mecanismo fisiopatoldgico de la hemorragia asociada al consumo de
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cocaina no ha sido todavia bien determinado. Influyen factores producidos
por la droga como vasoconstriccion, hipoxia e hipertension (74).
Recientemente se ha publicado un caso clinico de un pretérmino de 29
semanas, nacido de madre adicta a la cocaina por via intravenosa, que de-
sarrolla isquemia e infartos multiorgdnicos. A las 36 horas de vida agrega
una hemorragia intraventricular bilateral.

Los autores proponen estudios de hemostasis y ecografias craneales preco-
ces en recién nacidos de madres adictas a la cocaina por via intravenosa (75).
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La hematopoyesis en el feto comienza en el saco de yolk con la forma-
cion de islotes de sangre a partir de células progenitoras hematopoyéti-
cas (CPH) alrededor de las 16 semanas de gestacion. Existen tres fases
en el desarrollo de la hematopoyesis fetal: la mesodérmica, la hepatica y
la mieloide. Al segundo mes de la gestacion, el higado fetal se constituye
en el principal sitio productor de las células sanguineas lo cual se extien-
de también al bazo a los cinco meses de gestacion. Al mismo tiempo los
precursores en la médula 6sea comienzan progresivamente a aumentar su
produccion de células sanguineas hasta el nacimiento y la hematopoyesis
hepato-esplénica comienza a disminuir. Aparecen en sangre las primeras
CPH circulantes probablemente por la migracion desde los focos de hema-
topoyesis en el higado y en el bazo hacia la médula 6sea. El potencial rege-
nerativo de estas CPH al nacimiento es mayor que al de las células adultas
de la médula osea por ello se estan utilizando las células progenitoras de
cordén umbilical para el trasplante y regeneracion de la médula 6sea en
numerosas patologias y utilizando su plasticidad (capacidad de regenerar
tejidos no hematopoyéticos) para la terapia celular y medicina regenerati-
va (ver capitulo transplante de células de cordon).

Al nacimiento y durante el periodo neonatal, la produccion de células mie-
loides y la cinética celular difiere de la que ocurre en nifios mayores y el
adulto. La mayor diferencia consiste en el tamafio menor y menor grado
de movilizacion hacia la sangre periférica del pool de polimorfo nucleares
(PMN) de la médula 6sea. En el neonato el tamafio de este pool celular de
depdsito o reserva es de aproximadamente el doble de los PMN circulantes
mientras que en nifilos mayores y en el adulto es 10 veces superior.

Se ha sugerido que esta reduccion en el tamafo del pool de PMN medular
se deberia a un descenso de los factores estimulantes de la hematopoyesis
durante la vida intrauterina.

Sin embargo, las mediciones del factor estimulante formador de colonia de
granulocitos (G-CSF) y del factor estimulante de granulocitos y macréfa-
gos (GM-CSF) en el cordon umbilical muestran niveles altos por lo cual
se crea la hipotisis de que al término la mielopoyesis neonatal se encuentra
cerca del maximo de la produccion celular. Por tal razon la capacidad neo-
natal para aumentar la produccion de PMN ante determinadas situaciones
clinicas se encuentra limitada . Eso hace que el pool de deposito quede
exhausto rapidamente ante determinadas situaciones patoldgicas como las
infecciones.

Morfologicamente los PMN neonatales no tienen diferencias groseras con
los de los nifios mayores o el adulto.

Luego de la produccion de los PMN en la médula 6sea, los PMN maduros
pasan a la sangre integrandose al pool circulante y al pool marginal. Nor-
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malmente, estos pool celulares tienen aproximadamente el mismo nimero
de células y se mantiene un intercambio fluido entre ellos para mantener el
equilibrio. Los PMN tiene una vida media del orden de seis a siete horas
bajo condiciones normales. El pool marginal contiene células que ruedan
(rolling) sobre la superficie de las células endoteliales. Este contacto es
mediado por la interaccion de la L-selectina de los PMN y una variedad
de receptores (carbohidratos) presentes en la célula endotelial lo cual ocu-
rre por el estimulo de una variedad de citoquinas inflamatorias. A su vez
la célula endotelial secreta E-selectina y P-selectina de los granulos de
Wiedel-Palade que se unen a los receptores de los PMN (glicoproteinas)
estableciendo un sistema de contacto bidireccional.

Desde los granulos secundarios de los PMN se secretan L-integrina
(CD11b/CD18) cuyos receptores incluyen las moléculas de adhesion inter-
celular (Intercellular Adhesion Molecules, ICAM-1 e ICAM-2) presentes
en otros PMN (ICAM-1) o en las células endoteliales (ICAM-1-ICAM-2).
En suma, los PMN se adhieren a las células endoteliales (adhesion propia-
mente dicha) por un mecanismo similar al de las plaquetas al subendotelio
mediante la accidn del factor von Willebrand (FvW) pero lo que cambian
son los actores.

A su vez, los PMN adhieren entre si, lo cual se denomina agregacion, tam-
bién al igual que las plaquetas.

Cuando el rolling sobre la célula endotelial cesa, comienza la exudacion es
decir el pasaje de los PMN a través de la barrera endotelial al espacio ex-
travascular (diapedesis) mediante la emision de seudopodios. Las células
se deforman morfologicamente para pasar entre los poros del endotelio que
miden 3 micras o menos de didmetro. También, en el pasaje de la circula-
cion al medio extravascular, los PMN ademas de los cambios morfologicos
sufren cambios fisioldgicos, lo cual refleja su activacion. Luego mediante
quimiotaxis migran al sitio de injuria donde identifican el blanco mediante
opsonizacion . Una vez identificado el blanco se unen a el y lo fagocitan.
Los pequefios mediante la formacion de fagosomas y los mas grandes por
fusioén y accién de los lisosomas produciéndose luego la apoptosis celular.
La gran diferencia entre los PMN y los monocitos es el estado de dife-
renciacion celular en que entran a la circulacion desde la médula ésea. El
monocito es considerada una célula precursora con un potencial de dife-
renciacion en otro tipo celular como son las células dendriticas o células
presentadoras de antigenos mientras que el PMN es una célula madura
terminal que migra hacia los tejidos y muere luego de cumplir su funcion.
Al nacer, a pesar de que los PMN son morfologicamente normales, existe
una disminucion del tamafio del pool de deposito medular y una gran canti-
dad de anormalidades funcionales pueden ocurrir. Existe una disminucion
de la L-selectina que puede afectar el rolling sobre la célula endotelial y
de la L-integrina que puede disminuir la adhesion y agregacion. En los
PMN la expresion del receptor Fc (FcRIII) esta también descendida lo cual
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puede alterar la fagocitosis. Se ha observado una disminucion de la qui-
miotaxis por defecto en la secrecion de los granulos secundarios que puede
durar hasta los seis meses de vida. Por ultimo. Puede existir una alteracién
funcional de la accién microbiricidal y de opsonizacidon por alteracion
de los granulos primarios de los PMN. Generalmente, la fagocitosis y la
accion microbiricidal son normales en los neonatos sanos pero en los en-
fermos pueden estar comprometidas por alteraciones en la opsonizacion.
Se ha utilizado la pentoxifilina (PTXF) para mejorar las alteraciones fun-
cionales de los PMN. In vitro la infusion de 40 a 100 mcg mejora la fun-
cionalidad como la quimiotaxis y estudios clinicos en sepsis neonatales
muestran una mejora de los parametros funcionales de los PMN y de la
sobrevida.

Similarmente a los PMN neonatales, los monocitos, en la fase de infeccion
aguda, muestran una expresion descendida de L-selectina y de la quimio-
taxis. La accion microbiricidal y la fagocitosis varian de acuerdo al germen
actuante.

El nimero de PMN normalmente en la circulacion varia segun el peso y la
edad postparto.

Al nacimiento, el numero absoluto de PMN se encuentra entre 1800 y 5500
por mm?> pero este numero puede incrementarse de tres a cinco veces en
las proximas 12 a 18 horas de vida. En RN de bajo peso, el rango normal
de leucocitos desde el nacimiento hasta las 18-20 horas de vida es de 500
a 2200 pero a las 60 horas de vida disminuye a 1100. Hasta los 28 dias de
vida el rango se mantiene entre 1100 y 6000. Los valores por debajo de
estos rangos normales segun el peso y la edad se considera neutropenia.
Las causas de neutropenia neonatales pueden ser de origen materno como
en el caso de las neutropenias inmunes por pasaje transplacentario de alo o
autoanticuerpos. Estos anticuerpos destruyen los PMN feto-neonatales por
un mecanismo similar al que ocurre en la EHP o en las trombocitopenias
de causa inmune. Las neutropenias inmunes neonatales ocurren aproxi-
madamente en 3 de cada 1000 nacimientos y generalmente responden al
tratamiento con inmunoglobulina intravenosa o G-CSF.

Una segunda causa materna de neutropenia neonatal puede ser la hiper-
tension.

Ademas de las causas maternas puede haber condiciones congénitas que
causan neutropenia como por ejemplo la trisomia del 21 lo cual hace que
estos neonatos tengan un mayor riesgo de infeccidén que los neonatos nor-
males.

Las causas adquiridas de neutropenia neonatal mas frecuente son las infec-
ciones, la asfixia, hemorragia periventricular y sensibilidad a drogas.

La neutropenia neonatal puede predisponer a la infeccion y a su vez las
infecciones son causa frecuente de neutropenia neonatal y deplecion del
pool de deposito de PMN medular.
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La neutrofilia neonatal por el contrario se produce como una respuesta
inespecifica en respuesta a distintas situaciones de stress como infeccion,
enfermedad hemolitica y al uso de ciertas drogas maternas. Los neonatos
que nacen de madres que han recibido betametasona 36 horas antes del
parto muestran una neutrofilia. Algo similar ocurre con la dexametasona.
Si la madre recibe G-CSF después de las 30 semanas de gestacion pueden
producirse una neutrofilia en el RN.

En el mecanismo fisiopatoldgico de la sepsis deben considerarse varios
aspectos. (Es el tipo de defensa del organismo mds importante que la na-
turaleza del germen actuante como factor determinante en la sobrevida del
paciente?. ;La sepsis invariablemente activa los mecanismos de coagula-
cion e inflamacion? (El monocito es el conductor de la respuesta frente a la
infeccion?. ;La célula endotelial actua como un observador inocente o es
una activa participante que sirve para amplificar la respuesta del organismo
frente a la infeccion?.

Las toxinas bacterianas o lipopolisacaridos que penetran en la sangre es-
timulan los monocitos circulantes mediante receptores especificos en su
membrana celular. Los monocitos activados estimulan simultdneamente
dos sistemas el de coagulacion e inflamacion. Estimulan las células endo-
teliales que a su vez amplifican la respuesta de estos dos sistemas y a los
PMN circulantes que se convierten en los soldados de a pie (infanteria) en
respuesta a la infeccion y que van a morir en el campo de batalla.

El sistema de coagulacién se puede activar por dos vias : una, cuando se
produce una lesidn vascular, el organismo reacciona produciendo una va-
soconstriccion rapida refleja axoaxdnica que tiene como finalidad dismi-
nuir el flujo sanguineo del vaso lesionado para reducir la hemorragia y para
acercar los elementos celulares a la herida para que se activen.

Las plaquetas se adhieren al subendotelio mediante su receptor de mem-
brana GPIIb/IIIa y el factor von Willebrand circulante. Cambian de forma,
se activan, secretan sustancias de sus granulos densos y alfa como el ADP
y el tromboxano A2 que son potentes agregantes. Las plaquetas se agregan
entre si mediante el receptor GPIb y el fibrindgeno formando un tapon he-
mostatico en el sitio lesion (hemostasis primaria), pero también participan
activamente de la segunda fase la hemostasis secundaria o coagulacion.
El sistema de coagulacion, cuando hay una lesidn, se activa por exposi-
cion en el subendotelio o en la célula endotelial del factor tisular (FT)
que rapidamente forma un complejo con el factor VII circulante activan-
dolo. Normalmente esto no ocurre pues el FT se encuentra encriptado en
la célula endotelial y no hay lesion vascular. El complejo FT-FVIIa forma
pequeiias cantidades de trombina en el sitio de lesion que refuerza el tapon
hemostatico del sitio lesional pero a su vez inicia una serie de activaciones
en cadena para las fases siguientes de aplificacion y propagacion del nuevo
modelo celular de la hemostasis (ver capitulo sindromes hemorragiparos
neonatales).
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En la infeccién o en la sepsis en cambio el sistema de coagulacion se dis-
para por via endogena. Los monocitos activados exponen el FT en su mem-
brana y mediante las citoquinas que liberan exponen también el FT de la
célula endotelial formando rapidamente un complejo FT-FVIla que dispara
la fase de iniciacion, amplificacion y propagacion de la coagulacion de
forma similar a lo que ocurre cuando hay una lesion vascular. Lo que varia
es el mecanismo que dispara el sistema pero siempre son las células las
que regulan el proceso asi como la activacion e inhibicidn de los factores
plasmaticos. Las consecuencias de la activacion del sistema de la coagula-
cion en la sepsis pueden ser una trombocitopenia no inmune por consumo
y una coagulopatia (CID) que pueden producir hemorragias por descenso
de los factores de la coagulacion o microtrombosis que pueden llevar a la
falla multiorgénica.

En suma, la respuesta del organismo frente a la sepsis es un proceso bien
orquestado que envuelve una plétora de mecanismos que involucran nume-
rosas interacciones celulares y factores solubles.

Dado que los neonatos pueden presentar neutropenia y alteraciones funcio-
nales de los PMN tienen un riesgo mayor de infecciones que nifios mayo-
res. Como los PMN juegan un rol primordial en la defensa del organismo
y en la inflamacion, los cambios cuantitativos y cualitativos de los PMN
en el periodo neonatal pueden resultar en una disminucion de las defensas
principalmente ante infecciones bacterianas con una respuesta inflamatorio
deprimida. En neonatos con sepsis y neutropénicos las tasas de mortalidad
varian entre el 60 y 90%. Como tratamiento tanto del numero como de la
funcion se han ensayado diversas medidas como la exsanguinotransfusion,
la transfusion de granulocitos, la inmunoglobulina intravenosa o el G-CSF.
En la década del 80 junto con el Prof. José Luis Pefia realizamos las pri-
meras transfusiones de granulocitos en neonatos con sepsis bacteriana(1).
Utilizamos la técnica de obtencion de granulocitos a partir del buffy coat
mediante la sedimentacion de los globulos rojos con hidroxyethylstarch
(HES) a partir de una bolsa de sangre total con menos de 24 horas de ex-
traida (2). Esta técnica se utiliza en el momento actual para concentrar las
células progenitoras hematopoyéticas (CPH) CD34+ mediante la sedimen-
tacion de los eritrocitos con HES en una relacion de 4 a 1 con el volumen
del producto obtenido por puncidon de médula 6sea o de sangre periférica
por aféresis.

La efectividad clinica de estos granulocitos fue evaluada después de la
infusién a tres neonatos sépticos y neutropénicos mostrando incrementos
post-transfusionales razonables. La funcionalidad celular estuvo conserva-
da cuando se utiliz6 sangre entre 5 y 24 horas de extraida.

Paralelamente, obteniamos granulocitos para transfundir a pacientes adul-
tos neutropénicos e inmunodeprimidos mediante circulacion extracorporea
utilizando filtracion (Leucopack) o centrifugacion de flujo continuo en un
separador celular (Aminco) en la Catedra de Hemoterapia del Hospital de
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Clinicas donde a partir de 1981 comenzamos ha realizar los primeros pro-
cedimientos en el pais sobre hemaferesis en donantes o terapéutica en pa-
cientes. En un estudio realizado (3), comparamos los granulocitos otenidos
en 58 leucaferesis por filtracion (LF) y 108 por centrifugacion de flujo con-
tinuo (CFC). Los leucocitos obtenidos por LF tenian una concentracién de
2,16 x 10'° granulocitos mientras que en CFC la concentracién de granu-
locitos fue de 1,08 x 10'°. Sin embargo, la funcionalidad y morfologia
determinada por microscopia electrénica realizada en el Instituto Clemente
Estable fue superior en los granulocitos obtenidos por CFC.

Pero, dos diferencias fundamentales entre el adulto y el neonato llevaron a
que se comenzaran a realizar transfusion de granulocitos en estos ultimos.
Primero, un adulto que requiere una transfusion de granulocitos por lo ge-
neral presenta una deficiencia en el mecanismo de produccioén de neutréfilos
maduros desde la médula 6sea como ocurre en las enfermedades hematolo-
gicas malignas tratadas con quimioterapia. Los neonatos con sepsis en cam-
bio producen neutréfilos maduros pero agotan rapidamente el pool de depo-
sito pues la tasa de utilizacidn en la periferia supera a la produccion medular.
Segundo, la obtencion de una cantidad suficiente de leucocitos es dificultosa
cuando el donante tiene aproximadamente la misma superficie corporal que
el receptor lo cual no ocurre cuando el receptor es un neonato (4).

Sin embargo, entre 1985 y 1995 la terapia con transfusion de granulocitos
fue discontinuada debido a varias razones. En primer lugar, una nueva ge-
neracion de antibidticos comenz6 a usarse clinicamente con un mejor so-
porte general en las unidades de cuidados intensivos. En segundo lugar las
tranfusiones de granulocitos producian reacciones adversas en el receptor
como las reacciones pulmonares con riesgo vital.

Por ultimo, y probablemente la mas importante fue que no se obtenia una
concentracion adecuada para transfundir a pacientes adultos con células
que ademads tenian una muy corta sobrevida intravascular con una rapida
apoptosis (5).

Con la utilizacion clinica del factor recombinante estimulante del creci-
miento de colonias de granulocitos (G-CSF) se abri6é una nueva era en la
transfusion de granulocitos dado que la administracion de este factor solo
o0 asociado a dexametasona a sujetos normales 12 horas antes de la colecta
incrementaba sensiblemente la concentracion de granulocitos obtenidos
por aféresis (6). Los granulocitos obtenidos por esta técnica han mostrado
tener una funcién normal tanto in vitro como in vivo (5).

Las causas mas comunes de leucopenia en las unidades de cuidados inten-
sivos neonatales son la sepsis, la hipertension materna y la endotoxemia
(7). La neutropenia aloinmune por anticuerpos maternos es una causa muy
rara y puede ser tratada con G-CSF o inmunoglobulina intravenosa (7). La
neutropenia asociada a hipertension materna se resuelve espontineamente
en horas o dias y no necesita tratamiento. En cambio, la sepsis neonatal
con granulocitopenia tiene una alta tasa de mortalidad (8). La transfusién
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de granulocitos no es beneficiosa para prevenir infecciones (profilactica)
pero puede utilizarse para eliminar la infeccién en combinacion con el uso
de antibioticos.

Sin embargo, la transfusion de granulocitos ha sido usada infrecuentemen-
te en la sepsis neonatal y no hay hasta el momento actual estudios basados
en evidencia sobre el uso de granulocitos en recién nacidos. Una dosis de
1a2x 10" granulocitos por Kg de peso es sugerida como efectiva y debe
ser repetida diariamente o en dias alternos durante una o dos semanas (9).
Cuando los granulocitos se obtienen por leucaferesis en un separador ce-
lular el donante ademas de recibir la estimulacion previa con G-CSF debe
ser ABO compatible, no es necesario que se seleccione por compatibilidad
leucocitaria, sera citomegalovirus negativo dado que por razones obvias es-
tos productos no se pueden leucoreducir y cumplirdn las pautas generales
existentes para el resto de los donantes de sangre. Una vez seleccionado el
donante adecuado puede utilizarse varias veces para un mismo neonato. El
producto debe ser irradiado por radiacién gamma para evitar la reaccion de
injerto versus huésped dado que por esta técnica, la hemaferesis, existe una
cantidad de linfocitos (CD3+) contaminantes. El concentrado debe trans-
fundirse, en lo posible, antes de las seis horas de obtenido lo cual no es un
inconveniente pues los estudios seroldgicos de los donantes de aféresis se
realizan dias antes del procedimiento de colecta.

Los granulocitos pueden ser obtenidos a partir del buffy coat de donantes
normales pero se obtiene una concentracion menor que la de los concen-
trados obtenidos por aféresis mediante la mobilizacion previa con G-CSF
(10). Es posible que los leucocitos obtenidos de buffy coat tengan mas
reacciones adversas que los obtenidos por aféresis ademas de ser obtenidos
de donantes multiples lo cual dificulta su preparacion a partir de individuos
CMYV negativos . A su vez, los neonatos Rh D negativos deben recibir pro-
ductos Rh D negativos para evitar la inmunizacioén anti-D lo cual puede
acarrear consecuencias getacionales o transfusionales en la edad adulta.
Se propuso que la estimulacion con corticoides (dexametasona) en donan-
tes de granulocitos podia producir catarata subcapsular posterior (CSP).
Sin embargo, en un estudio de seguimiento realizado en donantes de
granulocitos no se encontré una asociacion lesional ni riesgo aumentado
de desarrollar CSP (11). Otros aspectos relacionados con la transfusion de
granulocitos quedan aun por establecer como la seguridad de la adminis-
tracién del G-CSF a largo plazo, los efectos adversos en pacientes como
el desarrollo de aloinmunizacion asi como el efecto de la transfusion en el
clearance de la infeccion y la mortalidad a tres meses.

En una reciente revision Cochrane (12) el objetivo primario fue determinar
la eficacia de la transfusion de granulocitos en neonatos con sospecha o
confirmacion de sepsis y neutropenia como método adjunto a la antiboti-
coterapia y comparado con placebo.

El segundo objetivo fue determinar los efectos adversos de la transfusion
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de granulocitos como sobrecarga de volumen, trasmision de infecciones,
complicaciones pulmonares y aloinmunizacidn en un afio o mas.

La revision se realizd sobre neonatos con sospecha o diagnostico de sepsis
pero con neutropenia que recibieron ademas de antibidticos, transfusion
de granulocitos obtenidos de buffy coat o por leucaferesis comparados
con placebo o que no recibieron transfusion de granulocitos. Se compa-
r6 ademas la transfusién de granulocitos con otras medidas adjuntas a la
antibioticoterapia como el uso de inmunoglobulina intravenosa a altas do-
sis. De esta revision, los autores concluyen que no existe una evidencia
concluyente para afirmar o descartar el uso rutinario de la transfusion de
granulocitos en neonatos con sepsis y neutropenia con el fin de reducir
la morbimortalidad. Futuros trabajos multicéntricos deben ser realizados
para definir esta indicacion. En la misma revision, cuando se compar6 el
uso de la transfusion de granulocitos con la infusion de inmunoglobulina
polivalente intravenosa existio una reduccion de la mortalidad en el borde
de la diferencia estadisticamente significativa a favor de la transfusion de
granulocitos en los 35 neonatos estudiados.

Sin embargo, las guias britanicas sobre la transfusiéon de hemocomponen-
tes en neonatos y niflos mayores (13), recomiendan el uso de la transfusion
de granulocitos en neonatos con sepsis cuando existe un deterioro del esta-
do general aun luego de la terapia con antibidticos y con una neutropenia
severa por mas de 24 horas. Estos pacientes pueden también responder a
la administracion de G-CSF y actualmente no esta claro cual de estas dos
opciones es mas efectiva.

Otros trabajos recientes, muestran la eficacia de la transfusion de granulo-
citos en niflos con infecciones a hongos (aspergilosis) y en pacientes con
neutropenia y fiebre que recibieron un trasplante alogénico de células pro-
genitoras hematopoyéticas (14) (15).

En nuestro pais, no se ha retomado atn la obtencién de granulocitos por
aferesis a pesar de que contamos con separadores celulares de ultima gene-
racion y factor recombinante de colonia de granulocitos (G-CSF).

El uso de G-CSF en neonatos no se ha asociado con ningtn efecto desfa-
vorable en los estudios que administraron 5 a 10 mcg/kg (16). Sin embar-
g0, a pesar de que el G-CSF aumenta el numero de neutrdfilos y mejora
la funcidén celular en los neonatos neutropénicos su utilidad como terapia
adjunta en el tratamiento o prevencion de la sepsis es todavia cuestionable.
En una reciente revision (17) se concluye que un limitado nimero de resul-
tados sugieren que el tratamiento con G-CSF puede reducir la mortalidad
cuando la infeccidn sistémica se acompafia de neutropenia severa pero esto
debe ser investigado en trabajos futuros que recojan un nimero suficiente
de neonatos infectados con organismos asociados con un significativo ries-
go de mortalidad. Es necesario realizar un seguimiento a largo plazo de
los neonatos que reciben G-CSF para establecer que no se asocian efectos
adversos sobre todo en tejidos no hematopoyéticos.
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El aumento del factor de necrosis tumoral (TNF) en sangre se correlaciona
con un aumento de la mortalidad en sepsis. La pentoxifilina (PTXF) que
inhibe la produccion de TNF se ha usado en neonatos con sepsis mejorando
la sobreviva y atenuando los sintomas clinicos (18) (19). La PTXF admi-
nistrada por via intravenosa Smg/Kg/hora durante seis horas y en tres dias
sucesivos inhibe la liberacion de citoquinas proinflamatorias en neonatos
con sepsis por lo cual previene la disfuncion endotelial (20). Preserva el
sistema trombomodulina — proteina C y S, estimula la fibrinolisis aumen-
tando el activador tisular del plasmindgeno, disminuye la liberacion del
tromboxano A2 potente vasoconstrictor y agregante plaquetario. No actia
sobre la adhesion plaquetaria. Mejora el flujo sanguineo a nivel de la mi-
crocirculacion por lo cual disminuye la incidencia de la enteritis necroti-
zante (21). Mejora el flujo renal durante la bacteriemia (22) y la deforma-
bilidad de los eritrocitos a nivel de la microcirculacion por lo cual puede
utilizarse como tratamiento de las crisis de anemia falciforme (23).

Una revision Cochrane (24) establece que la PTXF asociada al tratamiento
con antibidticos puede disminuir la mortalidad por sepsis en neonatos sin
causar efectos adversos. Sin embargo, es necesario realizar mas investiga-
ciones para recomendar el uso rutinario de la PTXF en la sepsis neonatal.
Las investigaciones futuras deberan ademas, comparar la PTXF con otras
terapias adjuntas a los antibidticos como las que modulan la respuesta in-
flamatoria ( inmunoglobulina intravenosa y G-CSF) y determinar su efica-
cia para reducir la morbimortalidad por sepsis neonatal.

En suma, cuando los granulocitos obtenidos por aferesis mediante estimu-
lacion previa del donante con G-CSF y dexametasona son infundidos a pa-
cientes neutropénicos se alcanzan valores normales o cercanos al normal
del recuento de neutroéfilos en sangre lo cual puede mantenerse por mas de
24 horas. Estos granulocitos tienen una funcionalidad normal tanto in vitro
como in vivo. Se utilizan para tratar pacientes neutropénicos con infecciones
bacterianas o micoéticas (candida o aspergillus). Recientemente se ha desa-
rrollado un trabajo randomizado en fase III par establecer si la terapia con
altas dosis de granulocitos puede resolver la infeccidon en pacientes con neu-
tropenia (RING study, Resolving Infection in People with Neutropenia) pero
los resultados de este estudio multicéntrico tardaran tres o cuatro afios (25).
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CAPITULO 9 - RIESGO DE TRASMISION DE AGENTES
INFECCIOSOS POR LA TRANSFUSION
DE HEMOCOMPONENTES:

.SON SEGURAS LAS TRANSFUSIONES PERINATALES?

La sangre es un vehiculo natural de agentes infecciosos que tienen una
diferente distribucion mundial. Hay algunos de estos agentes patdgenos
que se presentan en unos paises como endémicos pero, por el contrario,
no se manifiestan en otros. Si bien el movimiento de hemocomponentes de
un pais a otro no es lo habitual, la migracién de personas o animales asi
como el aumento de frecuencia de los viajes hacen que los agentes infec-
ciosos traspasen fronteras. En nuestro pais no existe el reservorio para que
se trasmita la malaria pero personas que viajan a zonas endémicas tienen
riesgo de infectarse y si lo hacen, cuando regresan pueden trasmitirla al
donar sangre. Este es un ejemplo tipico de una infeccion importada cuyo
vehiculo para traspasar fronteras es el hombre. Por el contrario, en paises
de América Central y Sudamérica la enfermedad de Chagas tiene una alta
prevalencia y la migracion de personas hacia paises del primer mundo don-
de carecen de esta patologia y por ende, no se realiza su investigacion en
la sangre donada, hace que el Tripanosoma Cruzi pueda trasmitirse de un
individuo a otro. Para nosotros, este es un ejemplo de una infeccioén expor-
tada cuyo vehiculo también es el ser humano.

El virus del Nilo occidental (NO) que fue descubierto en una mujer de Ugan-
da en 1937 produjo en las Américas la primera epidemia registrada de en-
cefalitis virica en el area metropolitana de New York al final del verano de
1999. Si bien no se ha determinado como el virus del NO se introdujo en el
continente americano se sospecha que las aves migratorias fueron los prin-
cipales huéspedes introductorios de la infeccion viral. Los primeros casos
de trasmision de este virus por transfusion de hemocomponentes en Estados
Unidos de Norteamérica (USA) se publicaron en el afio 2003 (1) (2).

A su vez, un mismo agente infeccioso, como el virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) puede presentar variantes genéticas que pueden afectar
la seguridad de la sangre donada ya que algunos test diagndsticos pueden
detectar una variante pero no la otra. La variante 0 del VIH es comtn en
paises del centro y oeste de Africa pero raro en USA donde predomina la
variante M.

Como expresamos anteriormente, el movimiento internacional de agen-
tes infecciosos y sus variantes puede afectar la seguridad sanguinea a ni-
vel mundial. Esta es una de las razones por la cual la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) establece un programa global de seguridad sanguinea
con el fin de uniformizar las politicas sanitarias en los distintos paises para
evitar la trasmision de agentes infecciosos por la sangre donada.
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Estrictamente hablando la seguridad sanguinea (blood security) debe
diferenciarse de la seguridad transfusional (transfusion security). La se-
guridad sanguinea se refiere a la seguridad del producto (hemocomponen-
te o hemoderivado). La seguridad transfusional incluye todo el proceso
donante-producto-receptor. En este proceso transfusional, es fundamental
establecer un balance riesgo-beneficio de la terapéutica bioldgica basados
en un correcto diagndstico, el planteo de terapéuticas alternativas, la reali-
zacion de un consentimiento informado, la evaluacion clinica y paraclinica
del tratamiento realizado, la trazabilidad del proceso descendente (donan-
te- producto-receptor) o ascendente, asi como el registro de la morbimor-
talidad de los incidentes que puedan ocurrir en el tiempo (hemovigilancia).
A partir de este momento, me referiré exclusivamente a la seguridad san-
guinea (del producto) y dentro de ella al riesgo que se produce por la tras-
mision de agentes infecciosos.

La trasmision de infecciones por la transfusion de hemocomponentes
tiene ciertas particularidades. En primer lugar la infectividad depende del
agente patdgeno pero ademas del hemocomponente utilizado. Por ejemplo
el plasma tiene un riesgo minimo de trasmisiéon de virus intracelulares,
en los leucocitos, como el linfotropico humano (HTLV) o el citomegalo
(CMV) comparado con los hemocomponentes celulares (3).

En segundo lugar, depende del periodo de conservacion del producto bio-
logico. Asi, los concentrados plaquetarios que se almacenan a una tem-
peratura ambiente entre 18 a 22° centigrados tienen un riego mayor de
trasmision de agentes bacterianos que el resto de los hemocomponentes
que se mantienen a temperatura de heladera o congelados.

El treponema pallidum, agente trasmisor de la sifilis, no sobrevive mas de
72 horas en la sangre donada conservada en acido citrico dextrosa (ACD)
o fosfato dextrosa (CPD) a 4° centigrados (3).

En tercer lugar, una sola unidad de sangre infectada puede trasmitir la in-
feccion a varios receptores. Este mecanismo amplificador puede ser mayor
cuando se realiza pool de hemocomponentes como en el caso del plasma
utilizado para el fraccionamiento industrial.

Ustedes recordaran las devastadoras consecuencias a nivel mundial que
tuvo la utilizacion de plasma infectado con VIH para la fabricacion de con-
centrados de factores de la coagulacion que luego fueron transfundidos
principalmente en pacientes hemofilicos.

El riesgo probable de trasmision de un agente infeccioso por la sangre
depende de la incidencia de ese agente en la poblacién, de la sensibilidad
y especificidad de los test de diagndstico, de los errores técnicos y/o admi-
nistrativos que se puedan producir y por ultimo del nimero de transfusio-
nes que se realicen.

Actualmente, los agentes infecciosos que se pueden trasmitir por la trans-
fusion de hemocomponentes los podemos dividir para su estudio en tres
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categorias. En la primera se agrupan aquellos agentes a los que se les
realiza, de forma obligatoria, un diagndstico serologico en la sangre dona-
da. Esto puede variar de un pais a otro asi como también los test utilizados
para tal fin. En nuestro pais, se realiza el diagnostico seroldgico para sifilis,
chagas, VIH 1-2, HTLV I-11, hepatitis B (antigeno Australia y anticuerpos
anti-core) y hepatitis C (4). La segunda categoria agrupa a patdogenos co-
nocidos a los cuales no se le realiza el diagndstico seroldgico de rutina pero
se puede realizar en situaciones especiales como el CMV para pacientes in-
munodeprimidos o el parvovirus B19 para receptores con aplasia medular
o neonatos. También en esta categoria estarian las especies de Plasmodium
que trasmiten la malaria en los seres humanos. En la tercera categoria se
agrupan los patéogenos denominados emergentes como el virus NO, el co-
ronavirus que produce un sindrome respiratorio agudo severo (SARS) y la
variante (prion) de la Creutzfeldt-Jacob disease (vCJD) que puede producir
en el hombre una enfermedad neurologica fatal (5).

Sin embargo, debemos distinguir entre agentes emergentes de problemas
emergentes.

La enfermedad de chagas trasmitida por un conocido y antiguo agente
patdgeno causa un problema emergente en USA por el aumento de los
inmigrantes de paises con alta prevalencia del mismo. Por el contrario, el
virus del nilo occidental, también conocido desde hace afios, representaba
un distante y minimo riesgo transfusional hasta que el cambio de ciertas
condiciones ambientales hacen que se produzca la infeccién de una vasta
poblacion como ocurri6 en la ciudad de New York en 1999.Este es el caso
de un virus ya detectado que re-emerge en la poblacién humana. El co-
ronavirus que produce el SARS es un caso tipico de un virus emergente,
es decir que es detectado por primera vez cuando produce la enfermedad
en los seres humanos. Los virus de la familia flavivirus (GBV-C/HGV) y
circovirus (TTV) recientemente descubiertos, posibles agentes de trasmi-
sion de la hepatitis G, son considerados sub-emergentes desde el punto de
vista del riesgo transfusional dado que no existen aun trabajos cientificos
que puedan probarlo (6).

Para la deteccion de estas nuevas infecciones deben existir mecanismos
epidemioldgicos y técnicos para evitar su rapida propagacion a los seres
humanos. Mientras que en la década del 80 se tard6 afios en identificar el
VIH en la reciente epidemia del SARS se demor6 aproximadamente 1 mes
en detectar el agente viral que la producia.

Cuando un nuevo agente infeccioso es detectado epidemiologicamente
debe plantearse la posibilidad de su trasmision sanguinea lo cual hace ne-
cesario tomar medidas preventivas de emergencia en las zonas epidémi-
cas mientras se investiga el agente patogeno y se puedan desarrollar test de
diagnostico. Asi, durante la epidemia del SARS, en China se establecieron
nuevas preguntas en el cuestionario de los donantes de sangre referidas al
sindrome respiratorio, se controld la temperatura corporal en el examen
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fisico y todos los donantes debian notificar al Banco de Sangre la aparicion
posibles de sintomas relacionados al SARS en las dos semanas siguientes
de efectuada la donacion . Hasta el momento actual, no se ha confirmado
ningun caso de SARS trasmitido por transfusién de sangre (7). Reciente-
mente han aparecido casos en Europa en paises como Francia y Espaiia de
la fiebre de Chikungunya que es una enfermedad trasmitida a humanos por
la picadura de un mosquito infectado del género Aedes. El nombre signifi-
ca en suajili “enfermedad del hombre encorvado” ya que provoca ademas
de fiebre fuertes dolores articulares que lleva a adoptar esa postura. El ar-
bovirus causante fue aislado por primera vez en Tanzania en 1953. Desde
entonces aparece en paises del oeste y centro de Africa y en varias zonas de
Asia. En el ano 2005, se extendio a las islas del océano Indico (Comores,
Mauricio, Mayotte, Reunidn, Seychelles y Madagascar) por ello se han
descrito los primeros casos en Europa debido a la alta frecuencia de viajes
hacia estas zonas endémicas.

Tedricamente, el virus puede ser trasmitido por transfusion de hemocom-
ponentes y trasplante de drganos y tejidos. Si bien hasta hoy no se ha do-
cumentado ningun caso secundario a transfusion si se ha referido infeccién
por exposicidn a sangre. Por tal motivo, las personas provenientes de las
zonas donde existe el virus principalmente de las islas del océano indico,
pues el resto es excluido por malaria, deben ser rechazadas como donantes
por un mes desde su regreso y si han presentado un cuadro viral durante
el viaje deben ser excluidos durante seis meses. En las islas Reunién ya se
han diagnosticado los primeros casos de trasmision vertical materno-fetal
del virus Chikungunya con una morbilidad alta (50).

En el Uruguay no existe hasta el momento actual ningun caso clinico con-
firmado de Dengue . Sin embargo existen casos diagnosticados en paises
cercanos como Argentina, Brasil y Paraguay. En Singapore pais en zona
endémica de Dengue se ha publicado un caso de fiebre hemorragica tras-
mitido por transfusion (51) y otro en Hong Kong pais no endémico (52).

(Cuales son las medidas preventivas que podemos aplicar para disminuir
el riesgo de trasmision de estos agentes patdogenos por la transfusion de
hemocomponentes?

Una gran variedad de medidas, mas o menos sofisticadas pueden ser apli-
cadas para disminuir la trasmision sanguinea de infecciones teniendo en
cuenta que el descenso del riesgo se acompaiia casi siempre con un aumen-
to de los costos operativos (8) (9).

En primer lugar se ha demostrado que los donantes voluntarios y de re-
peticién tienen una menor incidencia que los donantes por primera vez,
pagos o familiares del paciente.

En el cuestionario que se utiliza para los donantes de sangre se incluyen

preguntas para proteger la seguridad del donante y del receptor. Este debe
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ser un proceso dindmico que permita agregar o quitar preguntas de acuerdo
a nuevas conclusiones epidemiologicas y de investigacion cientifica. Con
la aparicion de la vCID se agregd, por ejemplo, la pregunta si ha recibi-
do hormona de crecimiento o trasplante de duramadre. Con el SARS una
persona asintomatica que viajo a zonas epidémicas se lo pospone como
donante de sangre por un mes en cambio, para personas también asinto-
maticas que han viajado a otras zonas, pero endémicas de malaria, se los
posterga 6 meses. En el examen fisico del donante como ya vimos se de-
termina la temperatura corporal en zonas epidémicas del SARS. También,
la aparicion de un aumento del nimero de leucocitos en el hemograma del
donante puede estar indicandonos la presencia de una infeccion subclinica.
Se le debe dar al donante la posibilidad de autoexcluirse luego de que ha
sido informado de los riesgos y que esa sangre donada puede ser recibida
por un familiar o un amigo. También debe ser informado de que en caso
de sufrir algun sintoma en los dias siguientes a la donacién es importante
por su seguridad y la del posible receptor que lo comunique al Banco de
Sangre.

La aplicacion de pruebas de tamizaje serologico para la determinacion
de los agentes infecciosos trasmitidos por la sangre donada ha sido una de
las medidas preventivas que ha provocado una dramatica reduccién de los
riesgos transfusionales en las ultimas dos décadas. Se han aplicado méto-
dos indirectos que determinan la presencia de anticuerpos frente a un agen-
te infeccioso o métodos directos que analizan la presencia de antigenos o
acidos nucleicos de los mismos. Los agentes patogenos que se investigan
en la sangre donada varian de un pais a otro asi como los tipos de analisis
que se realizan. La aplicacion de estas pruebas si bien disminuyen el riesgo
de trasmision de infecciones por la transfusion de hemocomponentes, no
lo anula pues se realiza para algunos agentes patdgenos y no para otros,
se utilizan test de diferente sensibilidad y especificidad, la posibilidad de
analisis en el periodo de ventana inmunolodgica y el siempre posible error
humano.(10).

La extraccion de los leucocitos por filtracion (leucoreduccion) de los he-
mocomponentes celulares (concentrados de globulos rojos y plaquetas)
disminuye el riesgo de trasmision de virus como el HTLV I-IT o el CMV y
de bacterias como la Yersinia enterocolitica.

La aplicacion de la autotransfusion en sus tres modalidades, donacién de
pre-depdsito, la hemodilucién normovolémica y la recuperacion de sangre
autdloga del campo quirurgico (11) asi como el uso de vacunas recombi-
nantes (hepatitis A y B) evitan la infeccion de estos agentes patdgenos en
el receptor.

Durante la gestacion, se pueden extraer unidades de sangre autdloga en
el ultimo trimestre por una posible hemorragia materna (placenta previa),
para transfusiones intrauterinas al feto, por presentar anticuerpos contra
grupos sanguineos raros o de alta frecuencia en la poblacion. Las mujeres
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testigos de Jehova no aceptan esta modalidad de donacién previa. Existe
poca experiencia sobre la hemodiluciéon normovolémica en obstetricia y
esta modalidad de transfusion autdloga debe reservarse para las testigos de
Jehova en las que se espera una importante pérdida sanguinea. Con respec-
to a la recuperacion de sangre autdloga en el momento de la hemorragia
del parto su uso estd contraindicado cuando hay una enfermedad maligna,
infeccion o se ha usado material hemostatico. Esta técnica se reserva tam-
bién para las testigos de Jehova teniendo en cuenta que se debe hacer un
correcto lavado y filtrado del aspirado para quitar liquido amniético, factor
tisular, restos celulares entre otros que pueden producir reacciones adver-
sas como el sindrome de anafilaxis de la gestacion. Para mayor seguridad
se recomienda utilizar un filtro de leucoreduccién luego del lavado y previo
a la infusion.

Estas tres modalidades de transfusion autdloga obviamente no son aplica-
bles al recién nacido (RN). Sin embargo, algunos plantean que el clampeo
tardio del cordon umbilical (30 a120 segundos) parece estar asociado con
una menor necesidad de transfusién y una menor incidencia de hemorra-
gias intraventriculares en prematuros (45). En un trabajo reciente, si bien el
clampeo tardio produce un aumento del hematocrito en pretérminos entre
30 y 36 semanas con una disminucion de la necesidad de resucitacion in-
mediata esto no se traduce en una disminucion del ntimero de transfusiones
ni de la hemorragia intracraneal (46).

Las transfusiones directas o dirigidas son planteadas por los padres del
RN o el médico tratante como forma de aumentar la seguridad sanguinea.
Sin embargo, no existe evidencia cientifica que este tipo de transfusion sea
mas segura que cuando se emplean donantes voluntarios anénimos al azar.
En algunos casos, la transfusion dirigida es menos segura pues al ser fami-
liares no revelan una historia personal de riesgo y asumen que las pruebas
de laboratorio todo lo detectan. La transfusion de sangre que proviene de
familiares directos tiene mayor riesgo de producir una reaccion grave, mu-
chas veces fatal, la enfermedad de injerto versus huésped. Para evitarla hay
que irradiar con irradiacion gamma todos los hemocomponentes celulares
que provienen de familiares directos. A su vez, una transfusion realizada
entre familiares puede entorpecer futuros trasplantes de células progeni-
toras hematopoyéticas . A todos los donantes dirigidos se le debe reali-
zar los grupos sanguineos, las pruebas de compatibilidad y los estudios
de enfermedades trasmisibles de forma similar a los donantes voluntarios
anonimos. Por ello, las transfusiones dirigidas no pueden utilizarse en la
urgencia.

La utilizacién de técnicas de hemaferesis que permiten obtener concen-
trados de plaquetas leucoreducidos desde un donante nico, que se puede
repetir en el tiempo para un mismo paciente, o mas recientemente la obten-
cion por aféresis de multicomponentes de un mismo donante, hace que se
disminuya el riesgo de trasmision de infecciones comparado con el uso de
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hemocomponentes obtenidos de multiples donantes seleccionados al azar.
El uso de sustitutos de la sangre como los expansores plasmaticos o mas
recientemente el desarrollo de una solucion de hemoglobina (MP4) carente
de un efecto vasopresor parece ser mas efectiva que los numerosos intentos
anteriores de crear una sangre artificial que no tenga riesgos de trasmision
de infecciones, que pueda ser utilizada inmediatamente en emergencias,
situaciones de desastre, guerras o en areas remotas sin realizar los contro-
les previos inmunohematologicos del grupo sanguineo y las pruebas de
compatibilidad donante-receptor (12). También en los tltimos afios se han
desarrollado, aunque todavia en fase experimental, sustitutos plaquetarios
como alternativa de menor riesgo que la transfusion de concentrados pla-
quetarios alogénicos (13).

Cada vez mas y mas productos biotecnoldgicos se estan investigando y
utilizando como alternativas a la transfusion de hemocomponentes. En
la actualidad existen factores recombinantes para la estimulacion de la
hematopoyesis como la eritro y trombopoyetina, para la hemostasis (con-
centrados de factor VIII, IX y VII activado), para la anticoagulacién (con-
centrados de antirombina III y proteina C activada) (8), para el tratamien-
to del purpura trombocitopénico autoinmune (PTA) o la prevencion de la
inmunizacién anti-D la inmunoglobulina anti-Rh D recombinante (14),
careciendo todos ellos de riesgo para trasmision de agentes infecciosos.
Dado que el FVIII recombinante de primera generacion contenia albumina
humana existia la posibilidad de transmision de virus como el parvovirus
B19 0 el TT (Transfusiéon Transmitted Virus). Por ello, los productos de
segunda generacion utilizan sucrosa en lugar de albumina y tienen un pro-
ceso de inactivacion viral con solvente-detergente y ultrafiltracion como
el Kogenate-FS (FVIII recombinante) disponible en nuestro pais. Los de
tercera generacion estan libres de proteinas humanas y animales. Estos
productos recombinantes han demostrado no ser mas inmunogénicos que
los plasmaticos en el desarrollo de inhibidores.

El factor IX recombinante utilizado para el tratamiento de pacientes con
hemofilia B es unico pues no contiene proteinas animales o humanas, su
alta pureza evita los riesgos trombdticos y no existe evidencia que se de-
sarrollen inhibidores con una frecuencia alta en los pacientes tratados. Sin
embargo, a pesar de que este parece ser el siglo de la biotecnologia donde
se obtienen productos cada vez mas seguros, en el tratamiento de la hemo-
filia existe la paradoja de que a nivel mundial el 70% de los pacientes no
estan diagnosticados y a su vez el 75% no esta tratado segun la Federacion
Mundial de Hemofilia (WFH) www.wth.org.

Las ventajas de estas medidas preventivas se han materializado en una dis-
minucién del riesgo de trasmision de patdgenos infecciosos. No obstante,
estas medidas no estdn exentas de limitaciones. Por ejemplo, si bien la
aplicacion de test diagndsticos de estos agentes en la sangre donada ha
disminuido sensiblemente la trasmision de los agentes analizados siempre
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queda un riesgo residual atribuible a las donaciones efectuadas en el perio-
do de ventana inmunolodgica.

Cuando se utilizan tests de tercera generacidon para detectar anticuerpos
anti-VIH en la sangre donada el periodo ventana es de 22 dias. Con test de
cuarta generacion (combos) que determinan anticuerpos y el antigeno p24
del virus en forma simultanea, para las variantes 0 y M, el periodo ventana
es de 16 dias. Algunos Bancos de sangre de nuestro pais utilizan estos test
combos como diagnéstico del VIH, Con la aplicacion de los test de acidos
nucleicos el periodo ventana se reduciria a 11 dias (15). Si bien con la
aplicacion de los test de acidos nucleicos (NAT) al tamizaje de la sangre
donada se ha disminuido a niveles casi excepcionales la trasmision del VIH
por transfusiéon de hemocomponentes, esta todavia existe. Recientemente
se han publicado trabajos precisamente de trasmision del VIH por transfu-
sion de sangre con estudios previos NAT no reactivos (16) (17).

En el caso del virus de la hepatitis C (HCV) utilizando test de deteccion
de anticuerpos de tercera generacion el periodo ventana es bastante pro-
longado, de 70 dias (15). Con la realizacion de los NAT se disminuiria a
12 dias (15). Al igual que en el HIV, se estan utilizando reactivos combos
(deteccion de antigeno y anticuerpo ) para HCV por enzimoinmuno ana-
lisis (ELISA) que reduciria el periodo ventana a niveles casi similares (26
dias) a los NAT. Tienen como ventaja que es una técnica menos costosa,
mas facil de realizar y en menos tiempo que los ensayos para HCV RNA.
Es una buena opcioén para identificar precozmente una infeccidn activa por
HCV en aquellos lugares donde la tecnologia de los NAT no se encuentra
disponible como método de tamizaje para la sangre donada (18) (19) y a
menor costo (47).

En tres afios (marzo de 1999 a abril del 2002) un total de entre 37 a 40
millones de unidades de sangre fueron analizadas con NAT en minipools
de 16 a 24 muestras de donantes de sangre en USA y se encontraron 12
NAT positivas para HIV que eran no reactivas para el estudio de anticuer-
pos y 139 NAT positivas para HCV también negativas en el estudio de
anticuerpos de tercera generacion. Este trabajo, publicado el 19 de agosto
del 2004 en el New England Journal of Medicine (20), muestra que 1 de
3,1 millones de donaciones estudiadas fue confirmada como positiva para
HIV por NAT y negativas con el estudio de anticuerpos y 1 de 230.000 para
HCV. No hubo diferencias significativas en la reactividad de las dos marcas
de NAT utilizadas. A su vez de las 12 muestras HIV positivas por NAT dos
fueron reactivas con la determinacion del antigeno p24, Cuarenta y cinco
muestras HCV NAT positivas tenian la enzima alaninoaminotransferasa
(ALT) elevada, El estudio no compara las nuestras HCV NAT positivas con
la reactividad al antigeno core del HCV.

Por ultimo, 6 millones de unidades de sangre fueron analizadas por NAT
para el virus NO desde junio a diciembre del 2003 en USA, encontrandose
818 reactivas las cuales fueron separadas del stock. Sin embargo, seis casos
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de transmision del virus NO asociada a transfusion no fueron detectados
por NAT en minipool de 6 a 16 muestras (21).

A pesar de que las técnicas de tamizaje de la sangre donada cada vez son
mas automatizadas, computarizadas y con protocolos estrictos, el hombre
participa desde la identificacion de la muestra hasta la exclusion del hemo-
componente del stock. Por ello, el error humano, técnico y/o administrati-
vo, puede estar presente e influir en la trasmision de agentes infecciosos.
Para reducirlo hemos implementado un algoritmo diagnéstico.

Cuando una muestra es reactiva para cualquier agente infeccioso estudiado
se repite en paralelo con una muestra extraida directamente de la tubuladu-
ra de la bolsa con la sangre donada. Cuando en el segundo estudio se con-
firma la reactividad de la bolsa y el tubo se descarta la unidad, se habilita el
resto del stock con resultado negativo y se envia la muestra al Laboratorio
de Referencia con el fin de realizar un test confirmatorio mas especifico y
de acuerdo al resultado se citard al donante para su notificacion. Cuando
en el segundo estudio se confirma la reactividad de la sangre del tubo pero
no de la bolsa correspondiente, se desacarta la bolsa del stock, se repite el
estudio del stock de dia (tres donaciones anteriores y tres posteriores co-
rrelativas) para evitar error de identificacion y se envia la muestra reactiva
para test confirmatorio. Cuando la repeticion del estudio muestra un tubo
no reactivo con una bolsa reactiva se elimina la bolsa del stock al igual que
cuando la repeticion muestra un tubo no reactivo con una bolsa no reactiva
por el resultado reactivo del primer estudio y no se realiza la notificacién
al donante.

En los casos que el estudio confirmatorio sea positivo, se citara al donante
a quien previamente se le extraera una segunda muestra, con la que se re-
petira el test de tamizaje que fue inicialmente reactivo. Una vez confirmada
la reactividad de ese donante por la segunda muestra se notificara de la
infeccidn y se realizara consejeria sobre la misma.

Con este algoritmo diagnoéstico se establecen dos medidas de seguridad
fundamentales por un lado, se asegura que la sangre analizada pertenezca
a la bolsa correspondiente, imaginen ustedes las consecuencias si por error
se retirara del stock una bolsa no reactiva y se habilitara una infectada y
por otro lado, se asegura que la sangre estudiada como reactiva pertenezca
al donante correspondiente. Imaginen ustedes también las consecuencias
catastroficas si se informara a un donante que estd infectado cuando en
realidad no lo esta.

A su vez, se establece un control de calidad interno de los reactivos uti-
lizados mediante el agregado en la corrida de muestras de la seroteca con
diferentes niveles de reactividad.

Por otro lado, se reciben periddicamente del Servicio Nacional de Sangre
(SNS) muestras con resultados desconocidos que deben ser incluidas en el
protocolo de tamizaje diario con el fin de realizar un control de calidad
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externo.

En nuestro pais, segun datos aportados por el SNS, entre los afios 1988 y
2002, se infectaron con VIH por transfusion de hemocomponentes 6 pa-
cientes (1 cada 30 meses) de los cuales, 2 fueron por el periodo ventana
y los restantes 4 pacientes por tres errores humanos. Se identifica un caso
como probable cuando se produce una seroconversion en el receptor re-
lacionada con una transfusion. Se confirma la trasmisiéon sanguinea por
transfusioén cuando se identifica la o las unidades de hemocomponentes o
la muestra de seroteca del donante correspondiente como infectada y existe
una correspondencia en el genotipo del germen entre el donante y receptor.
Para que este proceso de confirmacion se cumpla adecuadamente deben
existir, como ya se menciond anteriormente, un sistema de trazabilidad
y de hemovigilancia. Se entiende por trazabilidad un sistema de registro
de informacién que permita asegurar poder identificar cada componente
en todo el proceso desde el donante al receptor(descendente) y viceversa,
desde el receptor al donante (ascendente). La hemovigilancia es un sistema
de busqueda activa y prospectiva de las complicaciones de la transfusion
de hemocomponentes (morbimortalidad).Para ello, es necesario que los
incidentes transfusionales sean identificados, investigados,diagnosticados,
notificados y analizados de manera sistematica. El analisis de los datos
aportados por la hemovigilancia permite tomar medidas preventivas, limi-
tar el dafio y responder rapidamente ante riesgos emergentes (22).
Nuestro pais no tiene implementado un sistema de hemovigilancia por lo
cual la incidencia de la trasmision transfusional de las enfermedades infec-
ciosas es practicamente anecdotica.

Los primeros paises en establecer un sistema de hemovigilancia fueron
Francia (23) y el Reino Unido (24). El término hemovigilance fue creado
en Francia cuando a partir del afio 1994 el reporte de todas las reacciones
transfusionales fue obligatorio. En 1996 se implement6 en el Reino Unido
el System for serious hazards of tranfusion (SHOT).

Un dato interesante que muestran los sistemas de hemovigilancia es que
la sepsis bacteriana es considerada una de las principales causas de muer-
te asociada a transfusién de hemocomponentes. La trasmision de agentes
bacterianos por los hemocomponentes es mucho mas frecuente que los vi-
rales principalmente, en los concentrados plaquetarios que son manteni-
dos a temperatura ambiente (18-22° centigrados) hasta 5 dias (25).

La severidad del cuadro clinico va a depender primero del tipo de bacte-
ria. Las bacterias gram negativas por lo general producen reacciones mas
severas debido a la presencia de endotoxinas. Segundo, del niumero total
de bacterias infundidas o presentes en el hemocomponente transfundido lo
cual depende del periodo de conservacion del producto.

Tercero, de la velocidad de reproduccion de la bacteria presente y por ulti-
mo de las caracteristicas del receptor (inmunodeprimido o si esté recibien-
do antibioticoterapia concomitante) (26).
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Las causas de la infeccion bacteriana de los hemocomponentes pueden
ser: la bacteriemia del donante, la contaminacién por la flora cutanea del
donante en el proceso de extraccion o la contaminacion en el proceso de
produccion y/o almacenamiento.

Las medidas preventivas en el caso de una bacteriemia del donante es
diferir como donantes a aquellos individuos que han presentado cuadros
abdominales de dolor, diarrea y/o fiebre en los ultimos 15 dias. En estos
casos las bacterias mas frecuentes son las gram negativas como la yersinia
enterocolitica. También los personas que se han realizado una extraccion
dentaria reciente deben ser diferidos como donante dado que se puede pro-
ducir una bacteriemia principalmente con Staphylococcus Aureus. En el
examen fisico el aumento de la temperatura corporal o el aumento de los
leucocitos en el hemograma del donante son causa de rechazo como medi-
da preventiva de la trasmision bacteriana.

Una correcta desinfeccion de la piel en el sitio de puncién asi como la de-
rivacion de los primeros 10 a 20 ml de la sangre extraida para los analisis
de laboratorio son medidas que disminuyen el riego de contaminacion del
producto por la flora cutanea del donante (Clostridium Perfringens, Sta-
phylococcus epidermidis).

En nuestro pais, hemos implementado, en algun servicio de Medicina
Transfusional, el uso de bolsas de extraccidon con derivacion en'Y para po-
der obtener los primeros mililitros de la sangre donada en los tubos para
analisis de laboratorio dado que se ha demostrado que este sistema ademas
de incrementar la bioseguridad del operador disminuye la posibilidad de
contaminacion de la sangre donada por la flora cutanea del donante lo cual
ocurriria en la venopuncion. Esta técnica es obligatoria en Francia desde el
afio 2000 (27)y luego se ha extendido su uso a otros paises europeos(28) y
mas recientemente a Canada.. Otra medida que disminuye el riego de tras-
mision de agentes bacterianos en el receptor de hemocomponentes princi-
palmente celulares es la leucoreduccion por filtracion. Ya existen bolsas de
extraccion con filtros leucoreductores en linea con el fin de obtener todos
los hemocomponentes leucoreducidos desde su produccion en un sistema
cerrado al igual que las plaquetas de donante iinico obtenidas por aféresis.

Seguiin la OMS, a nivel mundial, 75 millones de unidades de sangre son
donadas anualmente. El 40% (30 millones) es donada en paises en vias
de desarrollo de las cuales, solo el 57% son analizadas para enfermedades
trasmisibles por la sangre (29).Como la mayoria de la poblaciéon mundial
vive en paises con indice de desarrollo humano (IDH) medio o bajo esto
determina que el 80% de la poblacion mundial tenga acceso a solo el 20%
de la reserva mundial de sangre segura y tamizada. Esta es otra de las ra-
zones, quiza la mas importante, por la cual la OMS estableci6 un programa
global de seguridad sanguinea. En un relevamiento realizado también por
la OMS en 178 paises se encontrd que 20 de ellos no realizaban en el 100%
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el secreening para HIV, 24 no realizaban regularmente test para hepatitis B,
37 ignoraban el diagnoéstico seroldgico de la hepatitis C y 34 no realizaban
el estudio para la sifilis (30).

En Uruguay, segtin datos aportados por el SNS (31), se realiza el tamizaje
serologico del 100 % de la sangre donada para VIH 1-2, HTLV I-I1, he-
patitis B y C, Sifilis y Chagas de acuerdo a las pruebas de tamizaje obli-
gatorias establecidas por el Reglamento Técnico de Medicina Transfusio-
nal del MERCOSUR (4). El promedio de las donaciones de sangre es de
aproximadamente 100.000 por afio en todo el pais. La prevalencia de las
enfermedades infecciosas analizadas de rutina en forma obligatoria fue del
1% para la sifilis, del 0,46% para el antigeno Australia (HBsAg), del 1,90
% para los anticuerpos anti-core de la hepatitis B, del 0,46% para los anti-
cuerpos anti-VHC, del 0,67% para el Chagas y de 0,06% para el VIH. En
el caso del VIH corresponde a resultados luego de realizado el o los tests
confirmatorios mientras que el resto son resultados primarios de pruebas
de tamizaje. Por lo tanto, aproximadamente 5871 unidades de sangre son
descartadas anualmente por ser reactivas frente a alguna de las pruebas de
tamizaje realizadas teniendo en cuenta que una unidad puede tener mas de
un resultado reactivo.

Hasta aqui hemos hecho una revision acerca del empleo de técnicas moder-
nas de seleccion de donantes, del tamizaje seroldgico, de la biotecnologia asi
como de alternativas a la transfusion de hemocomponentes, las cuales han
disminuido sensiblemente el riesgo de adquirir enfermedades infecciosas
trasmisibles por la sangre. Sin embargo, la probabilidad de que esto ocurra
es real y significativa y varia sensiblemente, como hemos visto, de un pais a
otro. Dado que hasta el momento la transfusion mas segura es la que no se
hace, los médicos estamos obligados a disminuir al minimo la transfusion de
hemocomponentes realizando previamente una evalucion clinica y paraclini-
ca para establecer un correcto diagndstico y tratamiento (32).

Cada dia nuevas técnicas de diagnostico aparecen pero también nuevos
agentes patdgenos son reconocidos y el riesgo potencial de trasmision
por la sangre aumenta. Con cada nuevo agente patdgeno identificado un
nuevo test diagndstico debe ser desarrollado, aprobado, manufacturado e
implementado. En esa loca carrera aumentamos sensiblemente los costos
sin poder alcanzar hasta el momento hemocomponentes con riesgo cero y
de uso universal.

Por ello, la investigacion cientifica se ha volcado, en los ultimos afios, hacia
el otro extremo: la eliminacién o inactivacion de los agentes patdgenos (vi-
rus, bacterias y parasitos) de los componentes o derivados sanguineos con
el fin de obtener productos estériles o con riesgo cero sin alterar la funcién
y sin producir efectos adversos en el receptor. Analizar el estado actual de
esta tematica constituye el objetivo final de esta exposicion.

Las técnicas de inactivacion o eliminaciéon de agentes infecciosos mas
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reportadas hasta el momento utilizan un tratamiento térmico (calor seco,
vapor caliente, pasteurizacidn), por irradiacion (ultravioleta, gamma), por
remocidn (ultrafiltracion, nanofiltracion) o quimico (solvente-detergente,
azul de metileno, psoralen, riboflavina).

Desde hace afios se estan utilizando alguno de estos métodos o la combina-
cion de ellos para evitar la trasmision de agentes patdogenos en hemoderiva-
dos. Por ejemplo, la albumina humana sufre un proceso de pasteurizacion
es decir, un calentamiento a 60 grados por 10 horas, siendo este uno de los
procedimientos mas antiguos.

Luego de la catastrofe producida por el SIDA los concentrados de los fac-
tores de la coagulacion son inactivados por calor seco o humedo asociados
a solvente detergente.

La inmunoglobulina anti-D SDF de uso intravenoso e intramuscular, re-
cientemente incorporada en nuestro pais, estd doblemente inactivada,
con solvente detergente (SD) que elimina los virus con cubierta lipidica
(VIH,LHBV,HCV) y por nanofiltracién (F) para virus sin cubierta lipidica
(parvovirus B19, HAV). Pero, en este campo, el de los hemoderivados,
la biotecnologia se ha desarrollado rapidamente obteniendo productos re-
combinantes, como ya vimos, sin riesgo de trasmision de infecciones. Asi,
existen factores recombinantes para la estimulacion de la hematopoyesis,
concentrados de factores de la coagulacion, anticoagulantes, inmunoglo-
bulina anti-D entre otros.

En los hemocomponentes en cambio donde la biotecnologia no ha podido
producir sustitutos de los elementos celulares, se han desarrollado en los
ultimos aflos técnicas de inactivacion de patégenos con resultados muy
satisfactorios.

La mayoria de estos métodos utilizan compuestos, como el psoralen, azul
de metileno o riboflavina, que tienen gran afinidad con los acidos nuclei-
cos provocando un dafio permanente e irreversible en las bacterias, virus y
parasitos mediante el agregado, por lo general, de irradiacion ultravioleta
(33). Las células que carecen de nucleo como las plaquetas y los globu-
los rojos y por supuesto el plasma no son afectados por este sistema. Sin
embargo esta tecnologia no puede aplicarse para las infusiones de células
progenitoras hematopoyéticas (stem cells) o de linfocitos y/o granulocitos
por ser células nucleadas. Pero, esta técnica de inactivacion haria innece-
saria la irradiacion gamma de los hemocomponentes celulares con el fin
de evitar la reaccidén de injerto versus huésped como se realiza hasta el
momento actual (34).

Por 1o menos cuatro firmas comerciales, han desarrollado hasta el momen-
to actual procedimientos para inactivar patdégenos en los hemocomponen-
tes. Baxter Healthcare Corporation (Chicago,lllinois)y Cerus Corporation
(Concord,California) han ideado un sistema de inactivacién de patdgenos
denominado Intercept Blood System que consiste en el agregado de pso-
ralen sintético S59 para los concentrados de plaquetas y plasma mientras
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que utiliza el psoralen S303 para los concentrados de globulos rojos con
una irradiacion de luz ultravioleta durante no mas de 10 minutos. Esta tec-
nologia fue primeramente desarrollada en concentrados plaquetarios a los
que se les agrego6 altos niveles de patdgenos previamente a la inactivacion
fotoquimica y el comportamiento in vivo de los concentrados inactivados
fue evaluado en un modelo animal (35). Un reciente estudio toxicologico
fue desarrollado para determinar la seguridad de esta nueva tecnologia que
usa psoralen y luz ultravioleta (36). E1 15 de marzo del 2003 la revista
Blood de la American Society of Hematology publica los resultados del
trabajo denominado euroSPRITE, un trabajo europeo multicéntrico, clini-
co fase III, realizado para confirmar la eficacia terapéutica y seguridad del
sistema Intercept en los concentrados plaquetarios obtenidos de buffy coat
y transfundidos en pool (37). Concentrados de plaquetas convencionales y
tratados con el sistema Intercept fueron suministrados a 103 pacientes con
trombocitopenia por cancer o trasplante de células madres hematopoyéti-
cas pertenecientes a centros asistenciales del Reino Unido, Francia, Holan-
da y Suecia. Los resultados de este estudio mostraron que los concentra-
dos plaquetarios a los que se les realiz6 esta tecnologia de inactivacion de
patdgenos establecida para aumentar la seguridad sanguinea no sufrieron
alteraciones de la performance y de la funcién in vivo, sin producir ademas
aumento de reacciones adversas en el receptor. Esto fue el factor determi-
nante para que el sistema Intercept fuera aprobado para su uso clinico en
Europa a partir del afio 2003. Tuvimos oportunidad de observar esta nueva
tecnologia precisamente en el servicio de Donacion de Sangre de la Cruz
Roja de Madrid en el afio 2007. Se ha demostrado, que esta tecnologia in-
activa patdgenos que contengan ARN o ADN (inhibe la replicacion) como
por ejemplo virus con cubierta lipidica ( el HIV 1-2, HBV, HCV, CMV y
HTLV) o sin ella (parvovirus B19), bacterias gram negativas (yersinia en-
terocolitica, E. Coli) o gram positivas (Staphylococcus epidemidis, aureus
o el Bacillus cereus), protozoarios (tripanosoma Cruzi), Treponema Palli-
dum y patdgenos emergentes como el virus del NO y el coronavirus del
SARS. La mayoria de estos trabajos fueron presentados en el congreso de
la American Association of Blood Bank (AABB) en noviembre del 2003 y
en el de la American Association of Hematology (ASH) en diciembre del
2003, ambos realizados en San Diego-California.

En un trabajo reciente se evalud también esta tecnologia en las plaquetas
obtenidas por aféresis no mostrando el procedimiento de inactivacion la
alteracion de la funcion plaquetaria in vitro (38).El sistema Intercept ha
demostrado también ser efectivo para inactivar los leucocitos contaminan-
tes de los concentrados plaquetarios (inhibicion de la replicacion y de la
sintesis de citoquinas) lo cual puede utilizarse para prevenir la reaccion de
injerto versus huésped que hasta ahora era suprimida por la irradiacioén ga-
mma (39). Antes de aplicar esta tecnologia a la inactivacion de patdgenos
se uso el 8-methoxypsoralen con luz ultravioleta (PUVA) en el tratamiento
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de la psoriasis y como terapia ex vivo del linfoma cutaneo a células T o
sindrome de Sézary. El psoralen puede provocar reacciones alérgicas en
algunas personas y eritema en los neonatos que estan bajo tratamiento de
fototerapia. En un trabajo multicéntrico europeo reciente se evalué la segu-
ridad de 5106 transfusiones de plaquetas inactivadas por Intercept Blood
System demostrandose que en el 99.2 % de las transfusiones se presenta-
ron sin reacciones adversas atribuibles a esta tecnologia (48).

Otra empresa Gambro BCT (actualmente Caridien) conjuntamente con
Navigant Biotechnologies han desarrollado también una tecnologia de re-
duccidén de patogenos (PRT) de los hemocomponentes basados en el mis-
mo principio pero utilizando riboflavina (vitamina B2) y luz ultravioleta
en lugar de psoralen, para el tratamiento de los concentrados plaquetarios
(40).Este sistema puede aplicarse para la inactivacion de patdgenos en
plasma, concentrados de plaquetas y globulos rojos (41).

Se utiliza también el azul de metileno junto a la luz ultravioleta (Maco-
Pharma Maco-Tronic System) para la inactivacion de patdgenos en el plas-
ma humano (42). Si bien con esta técnica no se alteraria la funcion de los
factores de la coagulacion existiria un pequefio descenso en la concentra-
cion de los mismos (43). En un trabajo reciente (44), el plasma tratado
con azul de metileno fue menos efectivo que el plasma fresco (FFP) en el
tratamiento de pacientes con purpura trombocitopénico trombotico (PTT)
mediante recambio plasmatico.

En marzo del 2007 se realiza, en Ontario-Canada una conferencia de con-
senso sobre todos los procedimientos de inactivacion de patdgenos y cuyas
conclusiones y revisiones han sido publicadas en enero de 2008 (49).

Por tultimo, dos trabajos para evaluar el costo beneficio de la técnica de
inactivacion de patdgenos fueron realizados: uno en Espafia (45) y otro en
USA (46). En ambos se llega a la conclusion que costo-efectividad del sis-
tema Intercept es similar al generado por otras intervenciones en seguridad
transfusional como los test de acidos nucleicos (NAT).

Sin embargo, esta tecnologia de inactivacion de hemocomponentes tiene
como ventajas frente a los NAT que no existe periodo ventana, que se cubre
un amplio espectro de gérmenes patdogenos inclusive aquellos emergentes
como el virus NO y el coronavirus (SARS) asi como bacterias y la elimina-
cion de la necesidad de aplicar irradiacién gamma a los hemocomponentes
celulares para evitar el injerto versus huésped.

Si bien pensamos que con el desarrollo de esta tecnologia, en un futuro
cercano lleguemos a tener riesgo cero para la trasmision de enfermedades
infecciosas por la sangre, la gran pregunta es si esta tecnologia alcanzara a
todos los receptores de transfusiones del planeta tierra cuando en la actua-
lidad, como vimos, el 80% de la poblaciéon mundial tiene acceso solamente
al 20% de la reserva mundial de sangre tamizada.
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HISTORIA CLINICA

Pretérmino, nacido por cesarea a las 33 semanas de gestacion. Madre A
Rh D negativa aloinmunizada al antigeno D. Se decide cesarea por polihi-
dramnios, ascitis e hiporeactividad fetal. RN de sexo femenino con 2350g
y apgar 5-7. Sindrome de dificultad respiratoria (SDR) precoz. Palidez
cutaneo-mucosa, importante distension abdominal, ritmo regular de 150
cpm con soplo mesocardico. Pequefia mueca de llanto y apertura ocular.
Es reanimado y trasladado a unidad de cuidados intensivos. Grupo A Rh D
positivo con test de Coombs directo (TCD) positivo. Se drenan 400 cc de
liquido de ascitis citrino. Anemia severa, con 18% de hematocrito. Bilirru-
bina total (BT) de 7,5 mg% con predominio de bilirrubina indirecta (BI) de
6mg%. Se coloca en doble luminoterapia intensiva y se le administra 500
mg/Kg peso de inmunoglobulina polivalente intravenosa.

En la evolucidn se trata con seis transfusiones de hemocomponentes : tres
sangres desplasmatizadas de 30cc, un concentrado plaquetario y tres plas-
mas frescos de 30cc.

No se le realiza exsanguinotransfusion. A los doce dias estd reactiva sin
SDR, subictericia de cara y tronco, deposiciones y diuresis normales, se
prende a pecho directo.

Al mes, consulta por intolerancia digestiva por lo cual se le realiza un
funcional hepatico que muestra alteraciones enzimaticas con una BT 4,13
mg% con predominio de BD 3,28mg% y proteinas totales de 7,80g/1. Se
solicitan marcadores para hepatitis B y C que muestran HCV negativo,
con un antigeno Australia (HbsAg) negativo, anticuerpos anti-core total
(HBcAc) positivos (IgM no reactivo) y anticuerpos anti-antigeno de super-
ficie (HBsAc) positivos con un titulo de 1297 Ul/ml. Se solicita amplifica-
cién por reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para virus de hepatitis B.

En suma, se trata de un RN de pretérmino que desarrolla una EHP por un
anticuerpo anti-D materno que es tratado con doble luminoterapia inten-
siva, inmunoglobulina endovenosa y transfusiones de hemocomponentes
con aparente buena evolucion y que al mes de vida desarrolla una intole-
rancia digestiva. Los estudios paraclinicos muestran una alteracion de las
enzimas hepaticas con una hiperbilirrubinemia a predominio de directa y
anticuerpos anti-core y anti-s de hepatitis B por lo cual se decide solicitar
una PCR para virus B.

La madre estd muy nerviosa porque piensa que su hija esta infectada con
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el virus de la hepatitisB y le dijeron que tenia que esperar el resultado de la
PCR. Como tiene el antecedente transfusional se piensa en una transmision
sanguinea del virus B.

Sin embargo, desde el punto de vista paraclinico el RN no presenta mar-
cadores seroldgicos de infeccion aguda como HbsAg o HbcAc IgM. Si
fuera una transmision transfusional el RN tendria que tener marcadores de
infeccidon aguda y al mes de vida, es imposible que un RN desarrolle anti-
cuerpos de la fase crénica o de curacion como HbcAc IgG y HbsAc. Por
tanto, el diagndstico probable que realizamos fue el de transferencia pasiva
de anticuerpos del virus de la hepatitis B. En primer lugar, pensamos que
esta transferencia pasiva podria provenir de la madre ya que si bien se
habia estudiado durante la gestacion sélo tenia un resultado negativo para
HbsAg. La madre podia haber tenido una infeccion hace afios o meses y
en este momento presentar marcadores de fase cronica o de curaciéon que
pueden pasar hacia el feto. Para demostrarlo solicitamos se le realizaran
los estudios de anticuerpos para el virus B los cuales fueron no reactivos.
Una vez descartada la madre, pasamos a analizar la segunda posibilidad
que hubiera recibido una transferencia pasiva de anticuerpos de algunos de
los donantes de hemocomponentes. Si bien se realiza obligatoriamente a
todos los donantes de sangre los HbcAc podria caber la posibilidad de un
falso resultado negativo. Los anticuerpos HbsAc no se determinan en los
donantes de sangre. Reanalizados todo los donantes en muestra de seroteca
y en segunda muestra por citacion, tanto los anticuerpos HbcAC y los Hbsc
fueron no reactivos. Por tanto, se descarta la transferencia por via trans-
fusional estableciéndose una coincidencia con el cuadro clinico pero no
una incidencia por los hemocomponentes transfundidos. ;Y ahora? ; Como
resolvemos este caso? ;Qué le decimos a la madre que ha quedado mucho
mas tranquila con nuestro diagnostico probable de transferencia pasiva de
anticuerpos ?.

Existe una tercera posibilidad que se desprende del analisis detallado de la
historia clinica.

El RN recibi6é un hemoderivado, la inmunoglobulina polivalente intrave-
nosa, para disminuir la hemolisis producida por la EHP. Este es un hemo-
derivado de origen humano que se prepara a partir de grandes mezclas de
plasma. El fraccionamiento industrial concentra las inmunoglobulinas y
dentro de ellas un gran nimero de anticuerpos presentes en el plasma de
los donantes por ejemplo aglutininas del sistema ABO u otros anticuerpos
de otros sistemas antigénicos de eritrocitos, anticuerpos anti-parvovirus
B19 u otros virus como el de la hepatitis B. Para demostrarlo se realizé el
estudio de los marcadores serologicos para hepatitis B de un frasco de la
misma marca y lote del inyectado al RN.

Los resultados fueron HBsAg no reactivo, HBcAc reactivo y HBsAc reac-
tivo es decir un espejo de lo que presentaba el RN. Sin embargo, para con-
firmar el diagnostico de transferencia pasiva faltaba atin realizar la contra-
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prueba in vivo. Los anticuerpos pasivos desaparecen progresivamente de la
circulacién. Como la mayoria tienen una vida media de 21 dias pensamos
que a los tres meses deberian estar ausentes en el lactante. Sin embargo, en
un estudio realizado a los tres meses de haber recibido la inmunoglobulina
intravenosa seguia habiendo reactividad para ambos anticuerpos pero la
concentracion del HBsAc habia descendido notoriamente desde 1297 Ul/
ml a 34Ul/ml. Si bien esto era lo esperado y confirmaba el diagnostico de
transferencia pasiva buscamos bibliografia sobre el tema en RN para saber
cuanto tiempo podia durar la reactividad en sangre utilizando pruebas de
enzimoinmunoanalisis. Mientras tanto se obtuvo el resultado de la PCR
que fue, como esperabamos negativa.

No encontramos trabajos cientificos previos a 1994 que examinaran la
transferencia pasiva de anticuerpos para hepatitis B o C en neonatos por
la infusion de inmunoglobulina endovenosa. En 1994 se publica el segui-
miento de 10 pretérminos que habian recibido inmunoglobulina intrave-
nosa debido a indicaciones variadas (1). Alicuotas de los cuatro lotes de
las inmunoglobulinas usadas fueron analizadas para detectar anticuerpos
anti core de hepatitis B (HBcAc) y anticuerpos para el virus de hepati-
tis C (HCVAc) mediante técnicas de enzimoinmunoanalisis (ELISA). Los
cuatro lotes analizados presentaban anticuerpos para ambos virus. La con-
centracion de anticuerpos descendié gradualmente en los pretérminos que
recibieron inmunoglobulina endovenosa con una media de 2 a 7 meses.
Las PCR realizadas fueron negativas. En ningun caso se detectd una in-
feccion activa. Estos resultados nos llevaron a realizar el segundo estudio
de control a los 8 meses de la infusién con el fin de evitar mas punciones
venosas al lactante.

Una ultima pregunta nos queda por hacer. ;El lote de inmunoglobulina
utilizado cumplia con las exigencias para su uso clinico?. Lo primero que
analizamos fue el repartido que el fabricante incluye en cada vial. Alli se
establece que “todo el plasma utilizado en la preparacion es testeado y
no presenta evidencia seroldgica del antigeno HBsAg”. Por tanto, no se
realiza el estudio de anticuerpos anti-core del virus de la hepatitis B como
en los donantes de sangre. En la seccion de “efectos colaterales y reac-
ciones adversas” no se menciona la transferencia pasiva de anticuerpos
virales que no son testeados en los lotes de plasma como hepatitis B y C.
En segundo lugar, investigamos si el lote de inmunoglobulina reunia los
requisitos de las autoridades nacionales para aprobar su uso clinico. En el
Reglamento Técnico del Mercosur para la produccion y control de calidad
de hemoderivados de origen plasmatico (resolucion 33/99) se establece en
el numeral C Inmunoglobulinas inciso C.4.4.3. Pruebas Serologicas que
“durante la fabricacion de hemoderivados el primer pool homogéneo de
plasma, debe ser ensayado para Antigeno de superficie del virus de He-
patitis B (HBsAg), anticuerpos contra el virus de la hepatitis C (a-HCV)
y anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y 2
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(a-HIV 1y2).

Estas determinaciones deben llevarse a cabo utilizando métodos de sensi-
bilidad y especificidad adecuadas y la mezcla inicial debe ser no reactiva
para estos marcadores”.

Con respecto al producto terminado (inciso C.4.7.1.8) establece que “una
muestra debe ser sometida a la determinacion de anticuerpos para HBsAg”.
En suma, el producto utilizado en nuestro caso clinico cumplia con los
requisitos establecidos para el Mercosur ya que era negativo para los an-
ticuerpos de HBsAg y no tiene obligacion, seguin esta resoluciéon mencio-
nada, de realizar estudios de anticuerpos anti-core y anti-s del virus de la
hepatitis B.

Por tanto, debemos tener presente la posibilidad de transferencia pasiva
de anticuerpos para hepatitis B en pacientes que reciben inmunoglobulina
intravenosa con el fin de realizar una correcta interpretacion de los resulta-
dos paraclinicos mas ain cuando esta evaluacion se puede complicar con
niveles de enzimas hepaticas anormales que también puede ocurrir luego
de la administracion de inmunoglobulina intravenosa (1).

(1) Karna P, Murria DL, Valduss D et al. Passive transfer of hepatitis an-
tibodies during intravenous administration of immune globulin. J Pediatr
1994;125:463-465.

HISTORIA CLINICA

Mujer de 23 afios, primigesta 0 Rh D negativa con test de Coombs indirec-
to (TCI) negativo realizados en el primer trimestre y a las 26 semanas de
gestacion. Cursando embarazo bien tolerado y controlado. A las 33 sema-
nas se le realiza una ecografia que muestra un hidrops fetal. Ecocardiogra-
ma fetal normal. Se realiza cesarea. RN de sexo femenino, con 4000g con
apgar 1-3-6. Se reanima, se intuba via aérea se realiza drenaje de ambos he-
mitorax extrayéndose abundante liquido sanguinolento (100cc hemitorax
derecho y 60cc de hemitorax izquierdo). Abdomen distendido imposible
de palpar. Se realiza puncion abdominal y se extraen 3cc de liquido serofi-
brinoso. Se realiza cateterismo venoso umbilical. No se observan malfor-
maciones externas. 140 cpm, tonos alejados y pulsos dificiles de palpar. Se
traslada a unidad de cuidados intensivos.

Grupo sanguineo A Rh positivo TCD positivo. El hemograma muestra una
hemoglobina de 7,2 g, plaquetas 181.000 mm3, glébulos blancos 63.600.
Bilirrubina total de sangre de cordon 2,07 mg%. Se coloca en fototerapia.
A las ocho horas de vida se le realiza una exsanguinotransfusioén con va-
lores posteriores de BT 2,83 mg% y Hto de 36%. A las 10 horas de vida
petequias en tronco. Hemograma 28.000 plaquetas por lo cual recibe una
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transfusién de un concentrado plaquetario. A las 48 horas descenso de la
hemoglobina se transfunde con sangre desplasmatizada. Se administra al-
bumina a las 24 horas de vida en dosis Unica para forzar diéresis junto con
furosemide i/v hasta el sexto dia.

A los 16 dias de vida tiene un peso de 2020g, reactivo, bien coloreado, sin
ictericia, sin SDR . En cara, tronco y miembros erupcion maculopapulosa,
eritematosa en vias de regresion. Resto del examen normal. Se le otorga el
alta de la UCIL.

Al mes y 28 dias es enviado del centro materno infantil de control por ane-
mia. Al examen palidez cutaneo mucosa con sindrome funcional anémico
con taquicardia y polipnea. Hemograma Hb 7,89¢g Hto 22,2% GB 11,300
y plaquetas 443.000. Anemia normocrdémica y normocitica. BI 0,3%.
Comienza con eritropoyetina subcutdnea 3000UI tres veces por semana
y se transfunde con 30cc de sangre desplasmatizada leucoreducida. Una
semana después presenta una Hb de 10,7 Hto 30,3 GB10400 y plaquetas
300.000.

Se trata de un RN con hidrops diagnosticado a las 33 semanas de gestacion
en una gestante no aloinmunizada. Cuando el TCD aparece positivo se re-
piten los estudios a la madre confirmando los resultados obtenidos durante
la gestacion. E1 TCD positivo se debe a un conflicto ABO (madre 0 y RN
A) pero es excepcional que los conflictos ABO desarrollen hidrops.
Ademas, en un hidrops inmunoldgico se produce por una anemia por he-
molisis por lo cual hay cifras elevadas de bilirrubina indirecta al nacer. En
este caso no se relacionaba el grado de anemia con el nivel de bilirrubina
2,07mg% . Por tanto, el diagnostico probable es de hidrops no inmunologi-
co. Este tipo de hidrops pueden ser clasificados para su estudio en los que
ocurren sin anemia y los que presentan anemia. Los hidrops sin anemia
pueden ser producidos por infecciones como chagas, toxoplasmosis, cito-
megalovirus o sifilis, alteraciones cardiovasculares, malformaciones con-
génitas, alteraciones cromosomicas y anomalias linfaticas. Los hidrops no
inmunologicos con anemia se pueden dividir a su vez en hemolitico y no
hemoliticos. Los no inmunolégicos que cursan con anemia hemolitica la
alteracion puede ser intracorpuscular (hemoglobinopatias o enzimopatias).
En nuestro caso, se trata de un hidrops no inmune que cursa con anemia sin
hemolisis y en estos casos la causa puede ser una transfusion feto-fetal en
los embarazos multiples o infeccioén por el parvovirus B19. Con este sim-
ple razonamiento fisiopatologico hemos llegado al diagnostico probable de
hidrops no inmune causado por infeccion de parvovirus B19.

En el hemograma al nacer existe una cifra de GB de 63.600. Los conta-
dores hematologicos separan los elementos nucleados (leucocitos) de los
elementos formes no nucleados (eritrocitos y plaquetas) y estos a su vez
se separan por tamafio celular. Cuando hay una anemia intensa como en el
caso que presentamos se liberan a la sangre periférica elementos inmadu-
ros nucleados (eritroblastos) y por ello la EHP fue llamada al inicio eritro-
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blastosis fetal. Estos elementos formes de la serie roja son contados dentro
de la serie blanca por tener nucleo. Para diferenciarlos hay que realizar
una lamina periférica. Con este caso clinico vemos que ya no es correcto
denominar a la EHP como eritroblastosis fetal pues hay otras situaciones
clinicas que se pueden acompafiar con eritroblastos en sangre. Sin embar-
go, el numero de GB es excesivo auque se hayan contado eritroblastos lo
cual nos esté sugiriendo una infecciéon connatal. Ademas, el RN al alta de
la UCI presenta una erupcion maculopapulosa eritematosa en cara, tronco
y miembros inexplicada. Recordemos que el parvovirus B19 produce una
enfermedad eruptiva (la quinta) caracterizada por un rash cutaneo. El par-
vovirus B19 fue descubierto en 1975 (1) y en 1983 fue asociado al eritema
cutaneo (2). En 1984 se establece la primera relacion entre la infeccion
por parvovirus B19 gestacional y el desarrollo de hidrops fetal (3). Luego,
multiples trabajos han descrito esta asociacion lesional (4) (5).

Para confirmar el diagnostico se solicit6 un estudio serologico para parvo-
virus B19 hallandose una IgM reactiva lo que muestra una infeccion aguda
ademas de una IgG antiparvovirus B19 diagnosticadas por enzimoinmu-
noanalisis. Entrevistando a la puérpera nos comenta que durante la gesta-
cién tuvo un cuadro gripal pero lo que le llamo la atencion fue una erup-
cion cutanea. La IgM aparece por lo general al tercer dia de los sintomas y
se mantiene durante cuatro meses o mas. La IgG puede persistir por afios.
La transmision vertical del parvovirus B19 ocurre en aproximadamente un
tercio de las gestantes infectadas.

La replicacion del parvovirus B19 ocurre en los eritroblastos pero sélo
en aquellos que tienen el anfigeno P en su membrana (6). Los individuos
que carecen del anfigeno P descubierto por Landsteiner y Levine en 1927
(7) son naturalmente resistentes a la infeccion por el parvovirus B19. La
infeccion de las células progenitoras hematopoyéticas fetales genera una
anemia de causa central y durante la etapa intrauterina la intensidad de la
anemia puede generar el hidrops. La anemia fetal puede ser diagnosticada
por un método no invasivo como es la medicion de la velocidad del flujo
sanguineo en el pico sistolico de la arteria cerebral media (8) . Este estudio
sirve para realizar el seguimiento y medir la intensidad de la anemia con
el fin de indicar tratamientos prenatales como la transfusién intrauterina
(TIU) por cordocentesis. La correccion de la anemia, de forma similar a la
EHP, evita el hidrops fetal. Pero, el tratamiento de eleccion de la infeccion
por parvovirus B19 es la inmunoglobulina polivalente intravenosa que se
puede realizar junto a la TIU por cordocentesis o en el periodo neonatal. La
mayoria de las preparaciones comerciales de inmunoglobulinas polivalen-
tes contienen anticuerpos anti-parvovirus B19 que son neutralizantes. En
los casos de anemias persistentes, como en nuestro caso clinico, la admi-
nistracion de inmunoglobulina polivalente intravenosa puede ser curativa.
En holanda, las transfusiones neonatales solo se realizan con estudios sero-
logicos negativos para el parvovirus B19 (9).
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CAPITULO 10 - SINDROMES HEMORRAGIPAROS
DE LA GESTACION, PARTO Y PUERPERIO.

Durante una gestacion normal el equilibrio hemostatico fisiolégico cambia
en direccion de la hipercoagulabilidad con el objetivo de disminuir el ries-
go de hemorragia durante el parto. El factor hemostatico mas importante
para prevenir una hemorragia aguda, inmediatamente después del parto,
es la contraccion de la musculatura uterina con el fin de interrumpir el
flujo sanguineo. Los estudios paraclinicos muestran estos cambios hacia
la hipercoagulabilidad al estar aumentada la generacion de trombina, la
resistencia a la proteina C y los niveles del complejo protrombinico lo cual
se traduce en un ligero acortamiento del APTT y un INR menor a 0,9 (1).
Todos los factores de la coagulacion se encuentran aumentados en san-
gre a excepcion del factor V y el factor IX que no sufren cambios en su
concentracion al igual que la precalicreina y el quininégeno de alto peso
molecular.

Las plaquetas se encuentran en un rango normal excepto en el tercer tri-
mestre donde puede existir una trombocitopenia gestacional entre 80.000 y
150.000 plaquetas por mm?® con una funcionalidad normal.

El nivel de la mayoria de los inhibidores de la coagulacion se muestra in-
cambiado durante la gestacion normal aunque la concentracion de proteina
S esta descendida y el inhibidor del factor tisular se encuentra aumentado.
La actividad del sistema fibrinolitico se encuentra disminuida durante la
gestacion quiza por el aumento de los inhibidores de la activacion del plas-
minoégeno el PAI-1 producido por la célula endotelial y el PAI-2 liberado
por la placenta.

En el momento del parto existe un consumo de plaquetas y de factores de la
coagulacion incluyendo el fibrindgeno. La fibrinolisis aumenta rapidamen-
te luego del parto y de la expulsion de la placenta lo cual se traduce en una
aumento de los D-dimeros. Estos cambios hemostaticos que se producen
durante la gestacion se normalizan entre las cuatro y seis semanas después
del parto.

La presencia de coagulopatias pre-existentes pueden afectar el curso de la
gestacion y a su vez, la naturaleza de la coagulopatia puede ser modificada
por el estado gestacional. Estos cambios en el sistema de coagulacion pue-
den modificar el modo de realizar el parto asi como la analgesia o anestesia
en las gestantes con riesgo de hemorragia.

Para su estudio se pueden dividir en coagulopatias congénitas de aparicion
mas rara y coagulopatias adquiridas mas frecuentes.

Dentro de las coagulopatias congénitas, las mujeres portadoras de hemo-
filia A o B con niveles bajos de factor VIII o IX pueden presentar sindro-
mes hemorragiparos durante la gestacion, cesarea o procedimientos invasi-
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vos sobretodo en las portadoras de hemofilia B dado que el factor IX como
ya vimos no aumenta durante la gestacion (2).

Una historia de sangrado durante la gestacion nos debe sugerir la proba-
bilidad de una coagulopatia pre-existente. La presencia de menorragia nos
puede estar indicando una alteracidon de la coagulacion y un diagnéstico
precoz de esta puede evitar futuros problemas durante la gestacion. En un
estudio sobre 150 mujeres que presentaron menorragia una coagulopatia
congénita fue diagnosticada en 26 (17%) de ellas (3). También una hemo-
rragia inmediata o tardia después de un parto o aborto puede ser indicadora
de la presencia de una coagulopatia pre-existente. En un trabajo reciente,
se ha reportado hemorragias post-parto en cuatro de cinco portadoras de
hemofilia B (4). El procedimiento de eleccion para realizar el diagndstico
en las mujeres portadoras de hemofilia es la biopsia de la vellosidad corio-
nica que ofrece como ventaja frente a la amniocentesis que se puede reali-
zar precozmente entre la semana 11y 14 de la gestacion (5). Pero, debemos
tener presente que es un procedimiento invasivo por lo cual si la madre es
RhD negativa debe recibir inmunoglobulina anti-D para prevenir la hemo-
rragia fetomaterna que se puede producir y ademads se deben dosificar los
factores VIII y IX dado que el factor VIII en esta etapa de la gestacion to-
davia no ha aumentado significativamente y puede ser necesario un soporte
hemostatico previo al procedimiento (6).

La enfermedad de Von Willebrand (EVW)tiene una prevalencia del 1%
en la poblacidn general. El factor von Willebrand (FvW) es producido por
la célula endotelial, es la molécula adhesiva mas potente del organismo y
es esencial para la adhesividad plaquetaria. Normalmente circula unido al
factor VIII evitando que este sea degradado por la proteina C. Tipicamente
la EVW se presenta con un sindrome hemorragiparo mucocutaneo, meno-
rragias o sangrados ante métodos invasivos como cirugias o extracciones
dentarias. Se pueden presentar hemorragias gastrointestinales sobre todo
cuando se asocia a la presencia de malformaciones vasculares como los
angiomas.

Durante la gestacion, los niveles de FvW y FVIII aumentan espontanea-
mente principalmente durante el tercer trimestre (2) por lo cual es raro
que se necesite un soporte hemostatico (6).Por tanto, no existiria riesgo
de hemorragia en un parto vaginal en mujeres portadoras de hemofilia A o
EVW tipo 1 (alteracion cuantitativa) que es la mas frecuente. Sin embargo,
los niveles de FvW pueden no aumentar significativamente en el primer
o segundo trimestre por lo cual las finalizaciones precoces gestacionales
pueden acompaiarse de hemorragias importantes. Las mujeres con EvW
tipo 2 (alteracion cualitativa) y tipo 3 tienen mayor riesgo de desarrollar
hemorragias postparto inmediatas (24 horas) o tardias por lo cual es pru-
dente chequear el nivel de FvW dos o tres dias después del parto (6).

El tratamiento y/o profilaxis de los sindromes hemorragiparos congénitos
durante la gestacion depende del tipo del defecto hemostatico y del nivel
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sanguineo del factor de la coagulacion.

En las mujeres portadoras de hemofilia A o EVW tipo 1 que tienen un
nivel inferior al 40% del factor de la coagulacion y que van a ser some-
tidas a un procedimiento invasivo o parto por cesarea pueden ser tratadas
con desmopresina (DDAVP). Este fArmaco (Octostim), andlogo sintético
de la vasopresina, puede ser administrado de forma intranasal, subcutaneo
o intravenoso. Luego de una dosis estandar de 0,3 mcg/Kg intravenosa
(méximo 20 mcg) el FvW y el FVIII aumentan su concentracién de 2 a
6 veces dado que la desmopresina estimula la liberacion del FvW de los
depositos de la célula endotelial (cuerpos de Weidel-Palade) y del FVIII de
las células sinuosas del higado aunque el verdadero mecanismo de accion
(directo o indirecto) aun no se conoce. El nivel maximo de los factores en
sangre se adquiere a los 30-60 minutos de la infusion intravenosa y entre
los 30 y 120 minutos de la intranasal. La dosis puede repetirse 1 o 2 veces
con intervalos de 6 a 12 horas. La DDAVP puede ser utilizada para el trata-
miento de la EVW tipo IIA pero esta contraindicada en el IIB. No produce
efecto en la EVW tipo 3. Se emplea ademas para pacientes con disfuncion
plaquetaria inducida por medicamentos (AAS, AINE) que no pueden ser
suspendidos antes de una cirugia por ejemplo o los trastornos de la coagu-
lacién producidos en uremia o cirrosis.

Durante la administracion debe controlarse la presion arterial y el pulso y
deben adoptarse medidas para evitar una sobrecarga de liquido e hipona-
tremia dado que tiene un efecto antidiurético que dura aproximadamente
24 horas. Pueden presentarse también efectos adversos leves como fatiga,
cefaleas, nauseas, dolor abdominal y rubor facial.

Otros efectos de la desmopresina, aunque de breve duracién, son la hipo-
tension y el aumento de la fibrinolisis (7). Estos se producirian dado que
la DDAVP al liberar FvW de los cuerpos de Weidel-Palade de la célula en-
dotelial también libera el activador tisular del plasmindgeno (t-PA) que se
encuentra almacenado junto al FvW. A su vez, se estimula la produccion de
oxido nitrico (NO) por la NO-sintetasa de la célula endotelial y cuya libe-
racién produce vasodilatacion. A pesar de ser efectos transitorios cuando
la hiperfibrinilosis producida por la DDAVP se asocia a la hiperfibrinolisis
del paciente producida por el mecanismo patogénico o la cirugia se debe
asociar el uso de antibrinoliticos como el acido tranexamico (transamina)
que puede ser administrada intravenosa 10 mg/Kg cada 6 horas (8). La
administracion intravenosa de la desmopresina debe realizarse en posicion
supina.

La DDAVP debe usarse con precaucion en pacientes con riesgo coronario
o en los que existen condiciones protromboticas congénitas como factor V
Leiden o anticuerpos antifosfolipidos o adquiridas como cirugia, anticon-
ceptivos o fumadores (9).

En un estudio reciente, realizado en 32 gestantes (27 portadoras de hemo-
filia A y 5 con EVW tipo 1) se demostrd que el uso de la desmopresina
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puede ser utilizada de forma segura durante la gestacion para prevenir san-
grados durante procedimientos invasivos (10).

La DDAVP no se encuentra en la leche materna en cantidades significati-
vas por lo cual puede ser usada también durante el parto y el postparto con
seguridad (11).

En los casos en que la DDAVP no es efectiva o esta contraindicada puede
ser necesaria la reposicion con factores de la coagulacién para prevenir
las hemorragias del parto, en especial si se realiza cesarea, o del postparto
inmediato. Dado que la DDAVP no tiene efecto sobre el factor IX y este
no aumenta durante la gestacion, la terapia con factores de la coagulacién
durante la gestacion o el parto es mas frecuente en este tipo de portadoras
aunque su incidencia es mucho menor que la hemofilia A o la EVW. En
nuestro pais contamos con un concentrado comercial de factor IX (Oc-
tanine) de origen humano liofilizado y doblemente inactivado para evitar
la trasmision de virus con cubierta lipidica o sin ella por lo cual debe ser
considerado el tratamiento de eleccidn en este tipo de pacientes.

Por el contrario, en las portadoras de hemofilia A o EVW rara vez se nece-
sita infundir los factores en déficit. En un estudio realizado en Suecia sobre
un total de 117 gestaciones en portadoras de hemofilia solamente cuatro
necesitaron transfusiones luego del parto (12). En otro estudio, el concen-
trado de factor FVIII fue administrado en una gestante y la DDAVP en otra
en un total de 48 gestaciones estudiadas (13). A veces es necesario admi-
nistrar factor VIII en este tipo de pacientes cuando existe algun sindrome
hemorragiparo durante la gestaciéon como un hematoma retroplacentario
por ejemplo. Es de eleccion administrar concentrados de factor VIII de
origen humano doblemente inactivados. Existen también en nuestro pais,
concentrados de factor VIII recombinantes que carecen de riesgo de tras-
mitir infecciones.

Para el caso de las mujeres con EVW que no respondan a la desmopresina
0 su uso esté contraindicado, podemos realizar concentrados de factor vW
de alta pureza, de origen humano, doblemente inactivado (Wilate) que con-
tiene 450 UI de factor VIII y 400 UI de FvW.

En caso de no contar con factores de la coagulacion comerciales se puede
utilizar el crioprecipitado que contiene FVIIl y FvW pero sabiendo que no
tiene una cuantificacidn precisa, no es un producto virus inactivado y pue-
de producir reacciones alérgicas y pulmonares severas (TRALI).

En suma, la gestacion no esta contraindicada en mujeres que tienen una
coagulopatia pero su seguimiento requiere de un equipo multidisciplinario.
Durante la gestacion algunos factores de la coagulacion como el VIII y el
FvW se incrementan sensiblemente alcanzando su nivel maximo entre las
29 y 35 semanas de gestacion. Sin embargo, pérdidas gestacionales y/o
procedimientos invasivos tempranos durante la gestacion pueden ser causa
de hemorragia en estas pacientes por lo cual se aconseja la dosificacion del
factor previo al procedimiento. Otros factores de la coagulaciéon como el
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IX no sufren cambios durante la gestacion por lo cual mujeres portadoras
con niveles bajos pueden tener hemorragias ante procedimientos invasivos
o durante el parto y/o postparto por lo cual un dopaje del factor antes de los
procedimientos invasivos y en el tercer trimestre es recomendado.

La presencia de una coagulopatia no es indicacion de realizar el parto por
cesarea. La decision se debe basar en indicaciones obstétricas. El parto
debe ser lo menos traumatico posible. La anestesia epidural o espinal es-
tan contraindicadas si hay una alteracion de la coagulacién. No hay con-
traindicacion para la anestesia regional si la alteracion de la coagulacion
pre-existente se ha normalizado. En el RN, con riesgo de una coagulopatia
congénita, las inyecciones intramusculares, cirugia y/o circuncision deben
ser pospuestas hasta que se realice el diagndstico o hasta que una adecuada
preparacion de la hemostasis sea posible (14).

Las pérdidas sanguineas durante el parto normal o una cesarea general-
mente no necesitan transfusion de eritrocitos ni reposicion de volumen.
En un parto vaginal se pierden alrededor de 200 ml y hasta 500 ml en una
cesarea.

Durante la gestacion, hay un aumento del volumen plasmatico del 40 al
50% el cual alcanza su valor maximo a las 32 semanas de gestacion. El
aumento de la masa eritrocitaria es del 18 al 25% pero se produce mas len-
tamente por lo cual existe una anemia relativa durante la gestacion.

Sin embargo, algunas situaciones clinicas durante el embarazo y/o par-
to como la atonia uterina, placenta previa, desprendimiento de placenta,
embarazo ectopico, placenta acreta o ruptura uterina pueden provocar he-
morragias masivas. En estas situaciones, mucho mas frecuentes que las
coagulopatias congénitas que acabamos de describir, el sangrado puede ser
imprevisible y se debe actuar rapidamente para evitar las consecuencias
maternas y/o fetales.

Al término, el flujo sanguineo de la placenta es aproximadamente de 700
ml por minuto. El volumen sanguineo completo de la paciente puede per-
derse en 5 o 10 minutos a menos que el miometrio se contraiga adecuada-
mente en el sitio placentario.

En otras ocasiones el sangrado puede producirse lentamente por lo cual
es importante reconocer los signos clinicos en las distintas etapas segun la
cantidad de sangre perdida.

La hemorragia postparto se define como la pérdida de sangre superior a
500 ml durante las 24 horas siguientes al nacimiento.

Se considera una hemorragia grave cuando la pérdida sanguinea es su-
perior a 1000 ml o la tolerancia materna se encuentra alterada. Esta puede
ocurrir aproximadamente en el 1% de las gestaciones y puede producir
riesgo vital. La histerectomia para detener sangrados graves se realiza
aproximadamente en el 50% de los casos.

La hemorragia perinatal aguda es una de las principales causas de mortali-
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dad materna. La definiciéon de una hemorragia masiva es subjetiva. Prac-
ticamente la podemos definir como la hemorragia sintomatica que requiere
una intervencion urgente para salvar la vida de la paciente o una hemorra-
gia aguda que requiere una reposicion del 50% de la volemia en tres horas
o una pérdida sanguinea de 150 ml/hora. En la practica estas situaciones
son las que requieren mayor aporte de hemocomponentes y hemoderivados
por lo cual revisaremos sus indicaciones, sus beneficios y sus riesgos.
Una pérdida sanguinea aguda del 15% de la volemia (hemorragia clase I)
puede producir palpitaciones, mareos y cambios minimos en la frecuencia
cardiaca, respiratoria y presion arterial. Entre el 15 y 30% de la volemia
(hemorragia clase II) produce debilidad, sudor, taquicardia, taquipnea e
hipotension leve. En la hemorragia clase III, pérdida de entre el 30 a 40%
de la volemia, se produce una marcada hipotension, palidez, inquietud y
oliguria.

En la clase IV, pérdida sanguinea de mas del 40%, se presenta con una
hipotension profunda, colapso, disnea y anuria.

Es importante que un equipo multidisciplinario aplique rapidamente un
protocolo comun para el tratamiento de las hemorragias perinatales ma-
sivas.

Las primeras medidas seran tratar la causa que origina la hemorragia man-
teniendo la via aérea permeable aportando oxigeno, dos vias venosas con
catéteres de buen calibre para tomar las muestras de sangre iniciales para
estudios de laboratorio e iniciar la reposicion con fluidos intravenosos. Se
debe avisar precozmente al servicio de Medicina Transfusional quien ob-
tendra una muestra de la paciente en un tubo con anticoagulante (EDTA-
K3) para evitar las demoras de la coagulacion sanguinea o los falsos re-
sultados positivos por la presencia de fibrina. De esta manera rapidamente
se puede realizar el grupo sanguineo y las pruebas de compatibilidad pre-
transfusionales. Debemos saber que una unidad de eritrocitos demora en
estas condiciones entre 20 y 30 minutos segun los servicios. Paralelamente
se deben colocar a descongelar a 37° centigrados unidades de plasma fres-
co y/o crioprecipitados para los cuales no son necesarias las pruebas de
compatibilidad pero si la descongelacion por lo que el tiempo de dispo-
nibilidad es practicamente el mismo. Cuando mas precoz sea la alerta al
servicio de Medicina Transfusional mas adecuada sera la disponibilidad de
hemocomponentes y a su vez el médico hemoterapeuta integrara el equipo
terapéutico multidisciplinario.

Si atin con el tratamiento de la causa y sintomatico, la hemorragia continia
se debera examinar el cuello uterino y la vagina en busca de laceraciones
o si hay productos de la gestacion retenidos. Si el ttero estd hipotdnico o
atonico se realizard compresion bimanual y administracion de ocitocina,
ergometrina y prostaglandinas. Si la hemorragia no cesa considerar la ciru-
gia y/o histerectomia mas temprano que tarde (15). Si el itero no se contrae
quedan los vasos sanguineos abiertos y este tipo de sangrado no es posible
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detenerlo con la administracion de hemocomponentes y/o hemoderivados
coagulantes. La continuidad del sangrado aumenta la coagulopatia dilucio-
nal y puede transformarse en CID lo cual agrava atin mas el cuadro clinico.
En este momento, la hemostasis quirurgica es fundamental ya sea mediante
la ligadura de vasos sanguineos o finalmente la histerectomia que remueve
el origen del sangrado.

En estas situaciones clinicas, es necesario administrar una cantidad impor-
tante y rapida de hemocomponentes. Las prioridades son detener el sangra-
do, mantener la volemia, asegurar un adecuado transporte de oxigeno a los
tejidos y controlar la hemostasis. Es importante saber que la sangre tiene,
al igual que el resto de los 6rganos, una reserva funcional por lo cual no
es necesario mantener un 100% de los niveles celulares y/o factores de la
coagulacién para cumplir con las prioridades mencionadas.

Esta forma rapida de administrar varias unidades de hemocomponentes
puede ocasionar varios efectos adversos que en un conjunto integran el
sindrome de transfusion masiva.

Se define clasicamente una transfusiéon masiva como el reemplazo de una
volemia o mas en un periodo de 24 horas (16). Sin embargo, nosotros pre-
ferimos una definicién mas aplicable a las situaciones clinicas obstétricas
que es la reposicion de la mitad o mas de la volemia en un periodo de tres
horas.

El factor mas importante para la preservacion de la oxigenacion tisular es
el mantenimiento del flujo y la tension arterial adecuados, infundiendo el
volumen necesario de cristaloides y/o coloides para corregir o prevenir el
shock hipovolémico.

La administracion de eritrocitos debe realizarse en funcion del volumen de
sangre perdido, del volumen total circulante y de la sintomatologia clinica.
Las pérdidas sanguineas menores del 20% de la volemia son bien tole-
radas en gestantes previamente sanas y en ellas el tratamiento estara di-
rigido principalmente a restaurar la volemia con soluciones cristaloides
y/o coloides pero, en pacientes previamente afectadas por enfermedades
cardiovasculares o pulmonares y/o anemia es conveniente monitorizar la
aparicion de sintomas de hipoxemia. En caso de estar presentes la trans-
fusion de eritrocitos estaria indicada. En las hemorragias mayores se debe
transfundir concentrados de globulos rojos rapidamente para asegurarnos
una buena oxigenacion tisular procurando mantener cifras de hemoglobina
por encima de 7g/dl (17).

Extrayendo una muestra sanguinea con EDTA-K3 como anticoagulante se
puede realizar rapidamente el grupo sanguineo de la paciente de manera
que en la mayoria de las urgencias se pueden transfundir eritrocitos ABO
y RhD especificos. No se debe administrar eritrocitos 0 RhD negativos
“sangre universal”. Las situaciones de urgencia no deben interpretarse
como una justificacién para excepciones en la determinacion del grupo
sanguineo del receptor asi como la reclasificacion de la bolsa y la paciente
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inmediatamente antes de la transfusion. Ambos procedimientos duran se-
gundos y nos permite por un lado mantener el stock adecuado de eritrocitos
RhD negativos para las gestantes y/o puérperas de ese grupo. Por otro lado,
aumenta la seguridad transfusional evitando la hemolisis intravascular por
incompatibilidad ABO que puede agravar el cuadro clinico de sangrado
con riesgo vital. Ademas, la transfusion de varias unidades de grupo 0 pue-
de complicar los resultados e interpretaciones de las pruebas inmunohe-
matologicas ulteriores.

Es importante que la gestante y el médico tratante cumplan el protoco-
lo de seguimiento inmunohematologico de la gestacion (18) dado que en
caso de presentar uno o varios anticuerpos anti-eritrocitarios, estos puedan
ser identificados precozmente. De esta manera, se cumplen dos objetivos.
Uno, determinar la probabilidad de que el o los anticuerpos hallados pue-
dan producir enfermedad hemolitica perinatal, sin son del tipo IgG que
pasan la placenta hacia el feto. En segundo lugar, con fines transfusionales,
ya que la identificacion del o los anticuerpos no se puede determinar en la
urgencia pues es una técnica que lleva tiempo, no todos los servicios de he-
moterapia cuentan con paneles eritrocitarios de identificacion y el labora-
torio de referencia en inmunohematologia del Servicio Nacional de Sangre
(SNS) no funciona las 24 horas los 365 dias del afio. Aqui, a diferencia del
primer objetivo, entran en juego desde el punto de vista clinico todos los
anticuerpos hallados tanto los del tipo IgG como los IgM.

Luego de identificar el anticuerpo, el segundo paso, que también consume
tiempo es encontrar productos eritrocitarios compatibles y disponibles lo
cual va a depender en primer lugar de la cantidad de unidades en stock.
Cuando mayor es el nimero de unidades que se pueden compatibilizar
mayor es la probabilidad de encontrar productos disponibles. En segundo
lugar, de la especificidad del o los anticuerpos hallados. Por ejemplo si
el anticuerpo es un anti-Kell encontraremos eritrocitos compatibles mas
frecuentemente que si el anticuerpos es un anti-c del sistema Rh (19). Si el
diagndstico de estos anticuerpos se realiza en la primera consulta de la ges-
tacion, por lo general tenemos tiempo suficiente para planificar probables
urgencias transfusionales de la gestante, del feto y/o RN.

Sin embargo, en algunos casos, existe una dificultad transfusional atin ma-
yor cuando se identifican una mezcla de aloanticuerpos o un anticuerpo
contra un antigeno publico (presencia en mas del 99% de los individuos
de la poblacion). Aqui también es fundamental el diagndstico precoz en
la gestacion (primera consulta) para programar la obtencidon de unidades
de sangre autéloga tanto para la madre como para el feto y/o RN dado que
en nuestro pais carecemos de una Banco de Sangres raras. En estos casos,
cuando existe una hemorragia materna, la utilizacion de un recuperador de
sangre del campo quirtrgico es controversial (20) por la probabilidad de
introducir a la circulacion materna células fetales o producir embolia de
liquido amniotico y/o coagulacion intravascular diseminada (CID) (21). La
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utilizacién de un lavado y filtracién puede reducir el riego de administrar
componentes indeseables pero reduce la cantidad de eritrocitos a transfun-
dir (22). A su vez estos equipos no estan disponibles en todos los centros
materno-infantiles del pais.

En estudios de seguimiento inmunohematologicos de la gestacion (23)
(24) la mayoria (mas del 90%) de los anticuerpos encontrados son de los
sistemas Rh y Kell. En algunos paises se transfunde a todas las gestantes
con sangre fenotipada y compatibilizada para estos antigenos dado que
es la unica forma, en el momento actual, de prevenir la aloinmunizacion
materna lo cual, si no se realiza, puede tener consecuencias futuras gesta-
cionales y/o transfusionales en el resto de la vida de la mujer.

En los casos de hemorragia perinatal aguda con riego vital cuando la ges-
tante presenta una aloinmunizacion y no se encuentra sangre compatible o
se terminaron las disponibles la mujer debe ser transfundida con eritrocitos
aun incompatibles pero isogrupo ABO. Estableciendo un balance riesgo
beneficio, si no se administran eritrocitos a la paciente aumenta el compro-
miso vital, la mayoria de los anticuerpos encontrados en gestantes son del
tipo IgG que producen hemolisis extravascular el cual es un procedimiento
lento con consecuencias clinicas benignas (fiebre, ictericia) que general-
mente no requieren tratamiento. A su vez, en la hemorragia se pierden
anticuerpos y eritrocitos sensibilizados por lo cual el grado de hemolisis
potencial es menor (25).

Las mujeres jovenes RhD negativas que presentan una hemorragia masiva
debe ser transfundidas con eritrocitos RhD positivos y luego cuando la pa-
ciente esté estable sin sangrado con globulos RhD negativos (25). Entre un
25 a 50% pueden desarrollar anticuerpos anti-D por lo cual al dia siguiente
se le puede realizar una eritraferesis con gldbulos rojos RhD negativos y
luego administrar una dosis menor de inmunoglobulina anti-D intravenosa
(26).

La hemorragia no controlada puede producir una coagulopatia por pérdi-
da de plaquetas y factores de la coagulacion (27).Por otro lado, el trauma
o la injuria expone el factor tisular (FT) que induce la activacion de la
coagulacion lo cual puede producir una coagulopatia por consumo de los
factores plasmaticos. Un caso tipico de coagulopatia por consumo es el que
se produce en el hematoma retroplacentario por el desprendimiento de la
placenta de la pared uterina.

La reposicion con fluidos intravenosos, cristaloides y/o coloides, para man-
tener el volumen sanguineo puede producir a su vez una coagulopatia di-
lucional.

Las pruebas paraclinicas utilizadas de rutina para establecer una coagu-
lopatia son el recuento plaquetario, el tiempo de tromboplastina activado
(APTT), el tiempo de trombina (PT) y la dosificacioén del fibrindgeno. El
APTT es sensible a las modificaciones de los factores VIII, Ix, XI, XII,
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V, Il y fibrindgeno asi como a la heparina, productos de degradacion del
fibringeno (pdf), hipotermia e inhibidores. El1 PT o el INR son sensibles a
la deficiencia de factores II, VII, X, V y fibrindgeno.

Valores de APTT, PT o INR superiores a 1,5 veces el valor normal son
considerados de riesgo de hemorragia y deben ser corregidos con factores
de la coagulacion. Similarmente, un recuento plaquetario inferior a 50.000
por mm™ o un fibrinégeno menor a 100 mg/dl pueden producir hemorragia
o agravar la ya existente (28). Por tanto, la reposicion hemoterapica en una
hemorragia aguda tendra como objetivos 1) administrar plasma fresco (PF)
en dosis de 20 ml/kg de peso para mantener el APTT o INR por debajo de
1,5 veces el valor normal, 2) infundir concentrados plaquetarios (CP) 1
cada 10 Kg de peso o un concentrado de donante unico obtenido por afere-
sis (CPA) para mantener la concentracion de las plaquetas circulantes por
encima de 50.000 por mm™ y 3) administrar crioprecipitados (C)1 cada 10
Kg de peso para elevar el fibrindgeno por encima de 100 mg/dl. El criopre-
cipitado aporta ademas factor VIII, FvW y FXIII.

Si bien las plaquetas no poseen los antigenos del sistema Rh en su mem-
brana, los productos plaquetarios, sobretodo los obtenidos por centrifuga-
cion diferencial, pueden tener eritrocitos contaminantes. En caso de muje-
res RhD negativas que reciban plaquetas de donantes RhD positivos debera
prevenirse la inmunizaciéon mediante la administraciéon de inmunoglobuli-
na anti-D intravenosa (29).

Los eventos hemorragicos en sala de partos por lo general ocurren rapida-
mente. Sin embargo, las pruebas de la coagulacion realizadas en un Labo-
ratorio central demoran en obtenerse los resultados por lo menos 30 minu-
tos. Por lo general, se transfunde a la paciente empiricamente de acuerdo a
la situacion clinica. Cuando se obtienen los resultados de laboratorio quiza
la situacidon de la paciente haya cambiado completamente. A su vez las
pruebas de rutina utilizadas, como el APTT o PT, se modifican por la al-
teracion de uno o varios factores de la coagulacion pero no identifica cual
o cuales. Tampoco hacen diagnoéstico de la causa como hipotermia, exceso
de heparina, hiperfibrinolisis, drogas,etc. Por ello, se han desarrollado ulti-
mamente pruebas de diagnostico de la hemostasis para realizar al lado del
paciente (Point of Care) como la tromboelastometria rotacional (Rotem).
Esta nueva tecnologia, no disponible en nuestro pais, aporta rapidamente
lo que esta sucediendo con la hemostasis del paciente y permite establecer
diagnosticos diferenciales sobre los distintos mecanismos que producen la
hemorragia. Es una herramienta 1til para monitorear las alteraciones de la
hemostasis, realizar un correcto diagnostico de situacion lo cual contribuye
a establecer una terapéutica especifica y racionalizar el uso de hemocom-
ponentes y hemoderivados (30).

La coagulacion intravascular diseminada (CID) es una condicioén pato-
logica asociada a situaciones clinicas que se presentan con una inapropiada
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activacion sistémica de la coagulacion y de la fibrinolisis con consumo de
factores de la coagulacion e inhibidores, dafio tisular e insuficiencia mul-
tiorganica. Las causas obstétricas mas comunes de CID son feto muerto y
retenido, embolia de liquido amnidtico, pre-eclampsia, eclampsia, sindro-
me de HELLP, placenta previa y hematoma retroplacentario.

La CID es un sindrome que se manifiesta por un consumo excesivo de pla-
quetas y factores de la coagulacion (sindrome hemorragiparo) y por la for-
macion exagerada de trombina y fibrina (sindrome trombético). El sindro-
me hemorragiparo predomina generalmente en la CID de causa obstétrica.
Los estudios de laboratorio muestran un APTT y PT prolongados con un
recuento plaquetario inferior a 50.000 y un fibrindgeno muy descendido.
El cuadro hemorragiparo puede agravarse al producirse un aumento de la
fibrinolisis por lo cual apareceran productos de degradacién del fibrino-
geno y la fibrina (pdf/PDF) y D-dimeros. Los pdf/PDF tienen a su vez un
efecto antiagregante plaquetario. La microtrombosis puede producir isque-
mia y fallas orgdnicas como insuficiencia renal aguda.

El disparador de este sindrome de CID parece ser el factor tisular (FT) el
cual generalmente se encuentra encriptado en las células o membranas para
evitar el contacto con el factor VII circulante con el cual forma un com-
plejo en la fase de iniciacidon del nuevo modelo celular de la hemostasis.
Este FT se expone cuando hay una lesion vascular a través de la célula
endotelial o el subendotelio, por activacion celular mediante citoquinas in-
flamatorias (célula endotelial, monolitos y macroéfagos) como ocurre en la
sepsis o a través de su liberacion de células neopldsicas. En las situaciones
obstétricas como feto muerto y retenido, embolia de liquido amnidtico o
desprendimiento de placenta, la CID se puede desarrollar por el FT presen-
te en el liquido amnidtico o la placenta.

El diagnostico clinico de este sindrome se realiza principalmente por la
presencia de signos hemorragicos como sangrado difuso en napa de area
quirdrgica o lesional, hemorragias mucosas o en los sitios de puncion.

En estas situaciones, el tratamiento de la causa que produce la CID es fun-
damental asociado a tratamientos sustitutitos en base a PF, CP o C en las
dosis que ya se han mencionado.

La heparina generalmente no estd indicada en la CID cuando hay un san-
grado activo y severo o una herida quirtrgica. Su utilizaciéon es adecuada
en caso de embolismo de LA, feto muerto y retenido, en CID con isque-
mia clinica o con tromboembolismo pulmonar. Con trombocitopenia o un
APTT muy prolongado la heparina puede aumentar el sangrado por lo cual
se debe realizar terapia de reposicion previamente.

En caso de hiperfibrinolisis puede usarse acido tranexamico (Transamina)
1 g intravenoso cada 8 horas (ampollas de 250 mg).

La hemorragia masiva de causa obstétrica es un proceso activo y pro-
gresivo que puede conducir a la muerte de la mujer. En un estudio so-
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bre 763 mujeres embarazadas que fallecieron por hemorragia, 141 (19%)
tenian desprendimiento placentario, 125 (16%) ruptura uterina, 115 (15%)
atonia uterina, 108 (14%) coagulopatias, 50 (7%) placenta previa, 44 (6%)
placenta acreta, 44 (6%) sangrado uterino y 32 (4%) retencion de placenta
(31).

En obstetricia, el factor VII recombinante y activado (rFVIIa-NovoSeven)
emerge como una terapia nueva para el tratamiento de las hemorragias ma-
sivas que no responden a la terapia convencional e inclusive puede prevenir
la necesidad de realizar histerectomia. Al ser recombinante no tiene riegos
de transmitir infecciones como los de origen humano y al estar activado
actua rapidamente sobre el sistema de coagulacion.

El rFVIIa tiene dos vias de accion sobre el sistema hemostatico. En la pri-
mera, en la fase de iniciacion, se une rapidamente al factor tisular (FT) en
el lugar de la lesion produciendo pequeiias cantidades de trombina la cual
activa las plaquetas, rompe la unién del FVIII con el FvW activandolo y
estimula las fases siguientes de la coagulacion. En la segunda, factor tisular
independiente, activa directamente el factor X en la superficie de las pla-
quetas activadas produciendo grandes cantidades de trombina la cual con-
vierte rapidamente el fibrindgeno en fibrina (fase de propagacion). Por ello,
es necesario para que el rFVIla actue correctamente que exista un recuento
de plaquetas superior a 50.000 y un fibrinégeno por encima de 100 mg/dl.
Es necesario también mantener una adecuada concentracion de eritrocitos
Hb mayor a 7g/dl o Hto superior a 25% dado que esto favorece la margi-
nacion de las plaquetas contra las paredes de los vasos sanguineos y de
esta manera estan disponibles para actuar en los sitios de dafio vascular.
Los globulos rojos también intervienen en la modulacién de la respuesta
quimica y funcional de las plaquetas. El rFVIla es menos eficaz en presen-
cia de acidosis por lo cual es necesario mantener el pH por encima de 7.10
mientras que la hipotermia no afecta la respuesta (32)

Dado que el rFVIIa es un rapido formador de trombina, independiente de
los niveles de factores VIII y IX por ejemplo, también se utiliza para el
tratamiento de pacientes hemofilicos con inhibidores. Estd disponible en
nuestro pais donde ya se ha usado para la realizacion de cirugia en un pa-
ciente hemofilico con inhibidor y en otro paciente con un déficit congénito
de FVII sometido también a cirugia de coordinacion.

En una reciente revision, se evaluo el uso de rFVIla en una serie de sin-
dromes hemorragiparos incluyendo un numero pequeiio de hemorragias
obstétricas y se concluy6d que el uso de rFVIIa en la hemorragia masiva
del postparto es apropiado luego del reemplazo con plaquetas, eritrocitos y
factores de la coagulacion por hemocomponentes (33). La dosis promedio
utilizada en las hemorragias obstétricas es de 90 mcg/Kg (40-120) (34)
aunque puede repetirse a los 30 minutos, si la hemorragia persiste después
de 15 a 20 minutos (35). El producto viene liofilizado en una presentacion
en nuestro pais de 1,2 mg y debe ser mantenido entre 2-8° centigrados.
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Previo a la infusion intravenosa se reconstituye con agua estéril y se admi-
nistra en bolo en tres a cinco minutos.

La vida media es de 2,3 horas por lo cual la hemostasis efectiva se logra
en la mayoria de los pacientes luego de 2 o 3 dosis (60). Una dosis unica
en bolo de mas de 200 mcg/kg (megadosis) puede reducir la necesidad
de inyecciones repetidas pero aumenta considerablemente los riesgos de
trombosis (61). Para prolongar su vida media, se ha desarrollado un rFVIla
pegilado asociado a liposomas (rFVIIa-PEGLip) que estudios en animales
han demostrado un aumento de la eficacia hemostatica y de la vida media
comparado con el rFVIIa (62). El estudio farmacocinético del rFVIIa-PE-
GLip muestra una vida media 1.4 veces superior al rFVIla.
Recientemente, se ha propuesto un algoritmo para el uso del rFVIla en las
hemorragias de causa obstétrica (34) que consiste primero en aplicar medi-
das de tratamiento médico (tratar hipovolemia, masaje y compresion uteri-
na, drogas que estimulan la contraccion del ttero), terapia de reposicion y
hemostasis quirurgica. Si la hemorragia contintia a pesar de estas medidas
y luego de la reposicién de 10 unidades de globulos rojos considerar la
infusion de rFVIIa en una o dos dosis separadas 30 minutos cada una.

Si responde, el sangrado desaparece o disminuye en el 72% de los casos
de hemorragia masiva (32). Si la hemorragia continta después de las dos
dosis de rFVIIa se debe considerar la histerectomia.

Hasta el momento actual, més de 60 casos muestran que el uso de rFVIla
puede ser beneficioso para el tratamiento de la hemorragia obstétrica.

Dos revisiones sumarizan los trabajos sobre el uso del rFVIIa en la hemo-
rragia masiva. En una, las Guias por Consenso Europeas (55), se estable-
ce que el uso del rFVIIa puede ser beneficioso para el tratamiento de la
hemorragia postparto (recomendacion E) lo cual se basa en un grado de
evidencia IV y V es decir, sobre trabajos no randomizados, estudios no
controlados, series de casos u opinidon de expertos. Por ejemplo, en una
reciente serie de 12 casos de hemorragia postparto tratados con rFVIIA
se logré una respuesta parcial o buena en 11 casos (56). En la mujer sin
respuesta al rFVIla fue necesaria la ligadura de la arteria uterina derecha.
En otra revision, las Recomendaciones por Consenso en USA (57), el pa-
nel de expertos establece que el uso de rFVIIa en la hemorragia postparto
corresponde a un grado III de evidencia es decir, basado en la experiencia
clinica, en estudios descriptivos o en reportes de comités de expertos. En
estas guias se recomienda el uso del rFVIla para el tratamiento de la hemo-
rragia postparto solo después de haber realizado una correcta reposicion
con factores de la coagulacion manteniendo por ejemplo las plaquetas por
encima de 50.000 y el fibrindgeno en mas de 100 mg. El panel de expertos
considera que el uso del rFVIla profilactico es inapropiado.

En un trabajo reciente, el objetivo fue detectar factores predictivos para la
buena respuesta al tratamiento de la hemorragia severa con rFVIla e incor-
porar estos a un sistema de score que sirviera como prondstico (58). Este
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trabajo detalla el uso de rFVIIa para el manejo de la hemorragia quirtrgica,
traumatica u obstétrica en 36 pacientes durante un periodo de 45 meses.
En el sistema de score prondstico se le asigné un punto por la presencia de
coagulopatia, falla renal, hipotermia, la reposiciéon de mas de 10 unidades
de eritrocitos y la edad mayor de 60 afios. Un punto negativo fue asignado
por la indicacion obstétrica. Los pacientes fuero divididos en grupos de
riesgo de acuerdo al score: bajo riesgo (igual o menor a 1), riesgo interme-
dio (mayor de 1 y menor de 3) y riesgo alto (igual o mayor de 3).

De los 36 pacientes (19 hombres y 17 mujeres) con una edad promedio
de 38 afios que recibieron rFVIla para el tratamiento de una hemorragia
severa, se obtuvo una respuesta clinica (disminucién o cese del sangrado)
en 26 (72%).

32 de los 36 pacientes mostraron un acortamiento del tiempo de protrombi-
nay una disminucion del APTT. Se encontrd una reduccion significativa en
los requerimientos de hemocomponentes sobretodo en las primeras 24 ho-
ras de la infusién de rFVIIa. Tres de cinco pacientes que recibieron rFVIla
por hemorragia obstétrica requirieron histerectomia. 19 pacientes (53%)
fallecieron dentro de las 24 horas postinfusion de rFVIIa pero en ningun
caso la causa de muerte fue vinculada a la infusion del hemoderivado o
por eventos tromboticos. De analisis de los pacientes que sobrevivieron y
que fallecieron se establecio que los factores de los pacientes que predicen
una sobreviva son la menor edad y la ausencia de co-morbilidad como
ocurre en las pacientes obstétricas. El promedio de unidades de eritrocitos
transfundidas fue menor en el grupo de sobrevivientes que en los falleci-
dos lo cual fundamenta la teoria que el tratamiento precoz con rFVIla en
la hemorragia severa mejora la sobreviva y evita las complicaciones de la
hemorragia masiva.

En un caso de hemorragia postparto tratada con rFVIla se diagnostica en el
curso de la hospitalizacion una trombosis arterial (infarto esplénico)(59).
Sin embargo, su origen no puede ser asignado directamente al uso del he-
moderivado dado que existian causas multifactoriales en la paciente como
hipovolemia y sepsis. El uso de dosis elevadas de rFVIIa puede asociarse
a un riesgo elevado de tromboembolismo. A sus vez, ciertas condiciones
clinicas como la CID, sepsis y embolia del LA aumentan el riesgo de de-
sarrollar trombosis. En estos casos dosis profilacticas de heparina de bajo
peso molecular deben ser aplicadas a las 12 a 24 horas después del cese
de la hemorragia. En las gestantes donde existe un riesgo aumentado de
desarrollar trombosis la decision de infundir rFVIIa se debe basar en un
estricto balance riego-beneficio.

En toda hemorragia obstétrica es importante saber que es altisima la posi-
bilidad que se repita en otra situacion similar por lo cual esa mujer debe ser
evaluada para descartar causas hematologicas que pueden estar colaboran-
do con estos sangrados.

Dado que el mecanismo de la coagulacion se basa en una serie de reaccio-
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nes enzimaticas, los cambios de temperatura y del pH originan profundas
alteraciones en su cinética conduciendo a un estado de hipocoagulabilidad
a pesar de que las concentraciones de los factores de la coagulacion se
encuentren en un rango fisioldgico. Aun cuando existe una coagulopatia
in vivo esta no se detecta dado que las pruebas de coagulacion in vitro se
realizan a 37° centigrados. Por ello, es importante mantener la temperatura
corporal asi como calefaccionar los sueros y hemocomponentes a admi-
nistrar. Para la infusion rapida no pueden utilizarse calefactores con guias
de 5 metros. Nosotros utilizamos calefactores tipo Animec que permite la
infusion rapida de sueros y hemocomponentes o bafios a 37° centigrados.

La gestacion puede inducir la produccion de autoanticuerpos contra el fac-
tor VIII de la coagulacion. Esta hemofilia A adquirida puede ser causa pri-
maria de hemorragia postparto. Si bien esta coagulopatia es un evento raro,
el 14% de los casos se identifican usualmente debido a hemorragias en el
postparto o a sangrados incoercibles luego de intervenciones quirurgicas
(36). El cuadro clinico por lo general es severo con una mortalidad entre
el 10y 22% (37).

Se presenta en mujeres sin antecedentes personales ni familiares de san-
grados. Puede asociarse a sindromes linfo o mieloproliferativos, tumores
solidos, enfermedades autoinmunes o reacciones inmunoalérgicas a medi-
camentos.

La paraclinica muestra un APTT muy prolongado que no corrige con el
agregado de plasma normal lo cual demuestra la presencia del inhibidor.
Los niveles de actividad del FVIII se encuentran descendidos y el inhibi-
dor se titula en unidades Bethesda para determinar si el anticuerpo es de
baja o alta respuesta. Cuando el titulo del inhibidor es menor a 5 unidades
Bethesda se considera de respuesta baja.

En una revision reciente (37), 14 nuevos casos de hemofilia adquirida
postparto fueron estudiados. Estas pacientes presentaron 80 episodios de
sangrados de los cuales 34 fueron severos y en un caso de hemorragia
postparto se tuvo que realizar histerectomia. El promedio de sangrados por
paciente fue de tres. Mas de la mitad de las hemorragias fueron esponta-
neas. Sélo dos pacientes no recibieron terapia de reposiciéon con hemocom-
ponentes. Esta patologia generalmente afecta la primera gestacion pero se
presenta raramente en las siguientes (38).

Los cuadros clinicos idiopaticos, producidos por la gestacion, con anti-
cuerpos de titulos bajos tienen un pronostico mas favorable.

Los autoanticuerpos (inhibidores de FVIII) producidos por gestaciéon son
por lo general una mezcla policlonal de IgG1 e IgG4 (39). La patogénesis
de estos anticuerpos no estd aun determinada. Se desarrollan mas frecuen-
temente en el periodo postparto debido quiza a que la gestante se expo-
ne durante el parto al FVIII fetal. Sin embargo, esta teoria no explicaria
porque no se produce una respuesta anamnésica del sistema inmunitario
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materno en las gestaciones siguientes (41).

Los inhibidores de FVIII adquiridos rara vez se presentan durante la ges-
tacion. Esto explicaria porqué no hay afectacion fetal a pesar de que los
autoanticuerpos son del tipo IgG que pasan la placenta. Sin embargo, cuan-
do el inhibidor persiste por un cierto periodo de tiempo puede alcanzar la
siguiente gestacion con pasaje transplacentario al feto (42).

El pasaje transplacentario de los anticuerpos anti-FVIII ha sido demostra-
do en un caso donde el neonato present6 una hemorragia intracraneal (38)
aunque en otro caso el RN present6 un FVIII normal sin secuelas hemorra-
gicas (36). En este caso el inhibidor de FVIII desapareci6 espontineamente
en la mujer seis meses después del parto aunque en otra serie de pacientes
la media de la desaparicion del anticuerpo fue de 27 meses (37). Estos
estudios confirman el buen prondstico de los autoanticuerpos anti-FVIII
producidos por la gestacion.

El tratamiento consiste en la administracion de hemocomponentes para
reponer la pérdida sanguinea, factores de la coagulacion, inmunosupre-
sores e inmunoglobulina intravenosa . El recambio plasmatico no ha sido
eficaz para el tratamiento de esta patologia (40). Sin embargo, puede ser
de utilidad asociado o no a inmunoadsorcién en los casos de inhibidores
de alta respuesta cuando han fallado otros agentes terapéuticos. En la re-
ciente revision sobre las indicaciones del recambio plasmatico terapéutico
realizada por la Asociacion Americana de Aféresis (ASFA), se incluy¢ esta
terapéutica para el tratamiento de los inhibidores de los factores de la coa-
gulacion, en la categoria III (no existe evidencia suficiente para establecer
la eficacia de esta terapéutica ni para determinar claramente un balance
riesgo-beneficio y costo-beneficio) (43).

El concentrado de complejo protrombinico (factores vitamina K depen-
dientes II, VII, IX y X) disponible en nuestro pais (Octaplex 500UI), pro-
duce un bypass en el sistema de coagulacion, evitando el factor VIII. Los
productos de segunda generacion poseen ademas inhibidores fisiologicos
de la coagulacién, también vitamina K dependientes como la proteina C,
S y Z mas heparina lo cual disminuye el riesgo de efectos tromboticos. La
dosis es entre 25 a 50 UI por Kg de peso. Este concentrado estaria contrain-
dicado cuando la gestante o puérpera presenta una CID o riesgo aumentado
de trombosis.

La prednisona puede utilizarse a una dosis de 50mg/dia y la inmunoglobu-
lina intravenosa 1 a 2 g/dia durante dos dias 0 0,4 g/Kg durante 5 dias (47).
El tratamiento con inmunosupresores para los autoanticuerpos anti-FVIII
del postparto no es claro. Varios estudios no han presentado evidencia de
su beneficio (44) (45).

La desmopresina (DDAVP) fue utilizada en dos pacientes en una serie de
14 que presentaban inhibidores adquiridos de FVIII pero no se obtuvo una
respuesta terapéutica adecuada (37). Sin embargo, los casos de inhibidores
de baja respuesta (menos de 5 unidades Bethesda) pueden ser manejados por

246

Capitulo 10 - Sindromes hemorragiparos de la gestacion, parto y puerperio

lo general con la administracion de concentrados de FVIII y DDAVP (39).
El rFVIIa es el tratamiento de eleccidon para controlar el sangrado obsté-
trico en las mujeres con inhibidor de FVIII adquirido dado que la accién
sobre el sistema de la coagulacion, independiente del FT, produce grandes
cantidades de trombina activando el factor X en las plaquetas activadas sin
necesidad de los factores VIII y IX (36).

Para disminuir la concentracion del inhibidor ultimamente se estan uti-
lizando anticuerpos monoclonales anti-CD20, antigeno que esta presente
en la membrana de las células de la progenie de los linfocitos B respon-
sables de la respuesta humoral. Este agente farmacoldgico (rituximab)
inicialmente desarrollado para el tratamiento de los linfomas no Hodgkin
a células B, se ha extendido para la terapéutica de varias enfermedades
autoinmunes (purpura trombocitopénico, crioglobulinemias, anemias he-
moliticas, inhibidores de la coagulacidn, etc). En una revision reciente, se
estudiaron 65 casos de inhibidores adquiridos de FVIII tratados con este
agente a la dosis habitual de 375mg/m? por semana durante cuatro sema-
nas, con una buena respuesta en mas del 90% de los casos sin embargo en
la mayoria de los casos los pacientes recibieron agentes inmunosupresores
en forma concomitante (46).

Utilizando un modelo in vitro, se ha demostrado recientemente que el po-
lifosfato (PF), presente en los granulos densos de las plaquetas, estimula
la coagulacion e inhibe la fibrinolisis (48). El PF presente también en bac-
terias, hongos, plantas y animales, actuaria sobre la coagulacion activando
el factor V, estimulando la fase de contacto y disminuyendo la accion del
inhibidor del factor tisular (TFPI). A nivel de la fibrinolisis estimula la ac-
cion del inhibidor activable por trombina (TAFI) (49). El polifosfato es de-
gradado en horas por las fosfatasas plasmaticas. Los sindromes hemorra-
giparos que ocurren en pacientes con alteraciones de los granulos densos
plaquetarios sostienen el concepto de que el PF juega un rol importante en
la hemostasis normal. A pesar de que la accion del PF no se ha demostrado
aun en un modelo animal, seria un interesante agente terapéutico por ejem-
plo en las hemorragias del postparto donde se presentan, como ya vimos,
una hipocoagulabilidad seguida de un aumento de la fibrinolisis.

Como ya se ha dicho, la hemorragia perinatal puede ser causa de muer-
te materna. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se entien-
de por muerte materna aquella que se produce durante una gestacién o
dentro de los 42 dias posteriores al parto por cualquier causa relacionada
o agravada por la gestacion o su manejo pero no por causas accidentales o
incidentes (50).

Mas de medio milléon de mujeres mueren anualmente en el mundo como
resultado de la gestacion, el parto o complicaciones relacionadas. En el
afio 2005, se produjo un estimado de 536.000 muertes maternas a nivel
mundial. E1 99% (533.000) ocurren en paises en vias de desarrollo y mas
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de la mitad (270.000) en paises de Aftrica al sur del Sahara (51). El riesgo
de muerte materna es 200 veces mayor en paises pobres que en paises de
Europa occidental o de América del Norte. Un tercio de las muertes ma-
ternas ocurren en paises del sur de Asia. En las dos regiones juntas (Africa
y Asia) se presentan mas del 85% de las muertes maternas que ocurren
mundialmente.

Por ello, uno de los ocho objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) adop-
tados tras la Cumbre del Milenio de la ONU (52) consiste en mejorar la
salud materna (ODM-5). La comunidad internacional se comprometi6 a
reducir las tres cuartas partes de la mortalidad materna mundial para el
afio 2015.

Las causas que producen muerte materna varian segun las regiones y pai-
ses del mundo. La hemorragia es la principal causa en los paises de Africa
al sur del Sahara y del sur de Asia mientras que los desérdenes hiperten-
sivos (25.7%) durante la gestacion y el parto son la principal causa de
muerte en los paises de América Latina y el Caribe (53). En estos paises la
hemorragia constituye la segunda causa con un 20,8%.

Las muertes por aborto muestran cifras elevadas (12%) en los paises de
América Latina y el Caribe mientras que las muertes por sepsis son mas
frecuentes en los paises de Africa y Asia.

En los paises desarrollados las muertes maternas ocurren principalmente
por otras causas como son las complicaciones de la anestesia y la cesarea
seguidos por los desdrdenes hipertensivos y el embolismo. En estos paises
raramente la hemorragia de la gestacion parto o puerperio resulta en muer-
te materna.

En Inglaterra por ejemplo, el riesgo de muerte materna es de 1 en 100.000
nacimientos.

La mayoria de las mujeres que presentan una hemorragia postparto pue-
den morir rapidamente (dentro de las dos primeras horas) si no reciben
un inmediato y adecuado cuidado médico. Cada minuto de retraso en el
tratamiento médico aumenta el riesgo de muerte materna.

En la mayoria de los paises de Africa y Asia donde la hemorragia es la
principal causa de muerte esta se produce principalmente porque:

1- la mayoria de las mujeres tienen el parto en el hogar y este es atendido
por familiares o idoneos, 2- cuando la hemorragia es reconocida general-
mente el transporte de emergencia a un centro asistencial no estd disponi-
ble o el centro estd muy lejano al lugar del parto y 3- inclusive, si la mujer
llega a tiempo al centro asistencial puede no existir personal disponible
entrenado para tal situacidn clinica o puede faltar instrumental o material
necesario para el tratamiento de la causa de la hemorragia.

La principal causa de hemorragia postparto es la atonia uterina. Otras cau-
sas frecuentes de hemorragia son desgarros o laceraciones vaginales o del
cuello uterino o problemas placentarios (placenta acreta, placenta previa,
desprendimiento prematuro). Las alteraciones congénitas o adquiridas de
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la hemostasis tienen una incidencia mucho menor.

La administracién de drogas que contraen el ttero inmediatamente des-
pués del parto pueden prevenir el sangrado excesivo por ello la OMS ha
establecido recientemente las “Recomendaciones para la prevencion de la
hemorragia postparto” (54).

El nivel de referencia del nimero de plaquetas circulantes en una 3poblaci(')n
de individuos normales es de entre 150.000 y 400.000 por mm™. Durante
la gestacion las plaquetas por lo general se mantienen dentro de este rango
normal. Sin embargo, aproximadamente en el 10% se produce un descenso
el cual es mas pronunciado en el tercer trimestre con recuentos inferiores
a 150.000. Las causas mas comunes de trombocitopenias asociadas a la
gestacion se pueden dividir en tres categorias. En el 75% de los casos se
presenta una trombocitopenia moderada benigna, con recuentos plaqueta-
rios entre 70.000 y 150.000, que se deben al descenso fisiologico produ-
cido por la activacion de las plaquetas a nivel de la circulacién placentaria.
Usualmente se presenta a partir del segundo semestre, es mas pronunciada
en el momento del parto y por lo general, no tiene manifestaciones clinicas
ni justifica modificaciones en el manejo obstétrico de la gestacion. Luego
de parto el nimero de plaquetas retorna a valores normales entre los 7 dias
y seis semanas siguientes.

En segundo lugar, en un 21% las trombocitopenias de la gestacion se aso-
cian a estados hipertensivos o a microangiopatias trombdticas.

La destruccion acelerada de plaquetas por causa inmunoldgica representa
el 3% de las trombocitopenias relacionadas al embarazo. Otras causas mas
raras, que ocurren en menos del 1%, son un déficit de la produccion o un
aumento de la secuestracion esplénica (63).

La microangiopatia trombética (MAT) se manifiesta por una lesion de la
pared de los vasos sanguineos, principalmente de la microcirculacién, con
trombosis plaquetaria intraluminal que puede producir obstruccion parcial
o total de la luz vascular. La trombocitopenia se asocia a una hemolisis me-
canica caracterizada por la aparicidon de esquistocitos en la lamina de san-
gre periférica. La MAT adquirida incluye cuadros clinicos asociados a la
gestacion como pre-eclampsia, eclampsia, sindrome de HELLP, sindrome
urémico hemolitico (SUH), purpura trombocitopénico trombético (PTT)
y CID. En todos estos casos se puede asociar un sindrome hemorragiparo
(63). En el HELLP, SUH y PTT los estudios de la coagulaciéon como el
tiempo de tromboplastina (APTT) o el de protrombina (TP) se encuentran
por lo general dentro de limites normales a diferencia de la CID.

La MAT se puede asociar también en la gestacion a higado graso, anti-
cuerpos antifosfolipidos, enfermedades sistémicas (lupus, esclerodermia,
hipertension maligna y cancer), a infecciones (VIH, E.Coli o Shigella),
medicamentos (quimioterapia, ticlopidina o quinina) y a trasplante renal o
de médula 6sea (64).
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Dentro de las MAT congénitas se describen anormalidades intrinsecas del
sistema complemento debidas a la deficiencia del factor H que es una pro-
teina plasmatica que inhibe la activacion de la via alterna del complemento
o por deficiencia de la proteasa ADAMTS 13 que fragmenta los multime-
ros del factor von Willebrand (64).

En las formas de MAT adquiridas, mas frecuentes que las congénitas, de-
pendiendo de si prevalecen las lesiones renales, cerebrales o hepaticas se
han descrito tres entidades clinicamente diferentes pero patolégicamente
indistinguibles llamadas SUH que habitualmente debuta en el puerperio,
PTT que generalmente se presenta en las etapas iniciales del embarazo y el
sindrome de HELLP que se produce por lo general cercano al término pero
que en un 30% de los casos esta presente también en el puerperio.

El sindrome de HELLP se caracteriza por la triada de hemolisis, trom-
bocitopenia y elevacion de la concentracion de las enzimas hepaticas en
sangre (Hemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelet). Puede
acompaflarse también de hipertension arterial, edemas, proteinuria, leu-
cocitosis, insuficiencia renal y edema pulmonar (65). El diagnostico de
HELLP se realiza en base a cuatro alteraciones de laboratorio: aumento de
la concentracion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) por encima
de 600 Ul/litro, anemia con valores de hemoglobina inferiores a 10g/dl,
recuento plaquetario inferior a 100.000 por mm’ y elevacion de las enzi-
mas hepaticas AST mayor a 70 Ul/litro y ALT mayor a 50 Ul/litro (66). La
severidad de la trombocitopenia se puede clasificar en clase 1 o severa con
cifras inferiores a 50.000, clase 2 0 moderada entre 50.000-100.000 y clase
3 leve mayor de 100.000 (67).La trombocitopenia neonatal ocurre entre un
15 al 38% de los casos (65).

El sindrome de HELLP gestacional se trata de una forma severa de pre-
eclampsia con presencia de hipertension arterial, disfuncion renal, MAT
y compromiso hepatico. La mortalidad materna y perinatal varian del 0 al
24% y del 7,7 al 60% respectivamente (64).

La finalizacion del embarazo es el tratamiento de eleccion. Pero, la sinto-
matologia puede aparecer o prolongarse al puerperio. Las transfusiones de
plaquetas sirven para controlar el sangrado clinico o para el tratamiento
de la trombocitopenia severa. Se deben mantener recuentos de plaquetas
superiores a 50.000 para el parto vaginal o a 80.000 cuando se realiza cesa-
rea. El recambio plasmatico (RP) es el tratamiento de eleccion en el PTT,
debe ser considerado una terapéutica de urgencia, y se le adjudica una ca-
tegoria I segun la ultima revision realizada por las American Society for
Apheresis (ASFA) (68). Sin embargo, el recambio plasmatico estd menos
indicado en el SUH (categoria III) o en el sindrome de HELLP (69) salvo
que se presenten cuadros clinicos severos.

En un trabajo reciente, se ha demostrado que en la fase aguda del sin-
drome de HELLP los niveles de antitrombina III (AT-III) se encuentran
descendidos a diferencia del SUH y el PTT que se manifiestan con niveles
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normales de AT-III. Por el contrario, los D-Dimeros se encuentran elevados
por encima de los valores de la gestacion (70). En la misma publicacion,
se demostro que las gestantes con HELLP presentaban niveles reducidos
pero con actividad detectable de la enzima ADAMTS 13 sin una relacion
evidente entre la severidad del cuadro clinico y el nivel de la proteasa.

En gestaciones normales la concentracion sanguinea de ADAMTS 13 fue
menor que en mujeres normales no embarazadas pero superior a las ges-
tantes con HELLP. Los niveles de la enzima retornan a valores normales
seis meses después de la remision del sindrome.

Los niveles bajos de ADAMTS 13 en el HELLP no se acompaia de la pre-
sencia de autoanticuerpos contra la enzima ni de la presencia de grandes
multimeros de factor von Willebrand como en el PTT.

El descenso de los niveles de ADAMTS 13 en el HELLP podria explicarse
por dos mecanismos: por una disminucion de la produccién o un aumento
de su eliminacion (clearance). No se plantean defectos genéticos dado que
los valores retornan a sus niveles normales seis meses después. La protea-
sa se sintetiza en el higado por lo cual su concentracion en sangre es muy
baja en pacientes con cirrosis (71). A pesar que en el HELLP se produce
un toque hepatico este no es severo dado que los test de coagulacion se
mantienen dentro de rangos normales.

Una relacidn significativa se ha encontrado entre el aumento mantenido
de multimeros de FvW (sustrato) y el descenso,por consumo aumentado,
de la enzima ADAMTS 13 en pacientes en el postoperatorio, estados in-
flamatorios crénicos, gestacion o luego de la infusion de desmopresina
(DDAVP) (71). Por tanto, el mecanismo mas aceptado para los descensos
de la concentracion de la enzima ADAMTS 13 durante la gestacion y/o el
HELLP seria un consumo por el aumento de los niveles de multimeros de
FvW (70).

Esto explicaria porqué el recambio plasmatico realizado con plasma mejo-
raria la recuperacion del HELLP (72) al igual que el tratamiento mediante
la sola infusion de plasma que aportaria ADAMTS 13, AT-III e inclusive
factor H (73) (74). Debemos tener presente las complicaciones que se pue-
den presentar con la terapia plasmatica como reacciones alérgicas, sobre-
carga de volumen, infecciones o insuficiencia respiratoria aguda (TRALI).

Para finalizar, en una revision retrospectiva reciente (75) de 14 estudios
con un total de 4594 pacientes transfundidos masivamente, se llega a la
conclusion, de que en aquellos que tienen un sangrado importante es mejor
realizar una reposicion precoz e intensa con una relacion sangre desplas-
matizada-plasma fresco-plaquetas de por los menos 1:1:1.

Esta relacion entre los hemocomponentes mejoraria la coagulopatia aguda
aportando principalmente fibrindgeno y plaquetas que de acuerdo al nuevo
modelo celular de la hemostasis son fundamentales para la interaccion del
resto de los factores de la coagulacion en la formacion de fibrina. Recor-
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demos, que para que la utilizacion del rFVIIa sea efectiva para detener
la hemorragia se necesita también de una concentraciéon minima basal de
fibrinégeno y plaquetas. A su vez, la reposicion inmediata e intensa con
hemocomponentes reduce las necesidades de soluciones cristaloides y co-
loides lo cual evita por un lado la dilucion de los factores de la coagulacion
y la interferencia con la polimerizacién de la fibrina por otro (76) (77). La
administracion precoz y agresiva de plasma fresco y plaquetas reduciria
ademas la necesidad global de hemocomponentes mejorando la hemostasis
y la sobrevida en pacientes con hemorragia masiva (78).

Si luego de la reposicidn inicial con hemocomponentes, en dosis y relacion
adecuadas no se produce una mejoria hemodinamica y de la hemostasis
se debe plantear una causa quirurgica la cual debe ser corregida lo antes
posible para evitar cuadros clinicos irreversibles.

Otro componente importante de la coagulopatia aguda que se produce
en una hemorragia masiva es la hiperfibrinolisis que no es resuelta por el
aporte de hemocomponentes sino por la administracion de drogas antifibri-
noliticas. En un estudio donde esta condicion fue evaluada por troboelas-
tografia (TEQG) rotacional la presencia de hiperfibrinolisis se asoci6 a una
peor evolucion (79).

El estudio de las propiedades viscoelasticas de la sangre total (TEG) de-
mostr6 tener un valor diagndstico y de guia para la reposicion de hemo-
componentes superior a los estudios de hemostasis convencionales (80).
En un trabajo donde los pacientes con hemorragias masivas fueron estudia-
dos y tratados de acuerdo a los resultados del TEG rotacional la sobrevida
fue superior (80% vs. 68%) (81).

En un futuro, estudios randomizados controlados deberan ser realizados
para valorar si los pacientes con hemorragia masiva responden mejor a
una terapia de reposicion individualizada basada en resultados de TEG o
en base a recomendaciones fijas con relaciones determinadas entre los he-
mocomponentes.
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CAPITULO 11 - TRANSPLANTE CON CELULAS
DE CORDON UMBILICAL

En el 2007, se cumplieron cincuenta afios desde que Donnall Thomas des-
cribe la primera infusién endovenosa en humanos de células progenitoras
hematopoyéticas (CPH) alogénicas obtenidas de la médula ésea de donan-
tes normales en seis pacientes que habian recibido quimio y radioterapia
(1). Thomas se bas6 en los experimentacion animal previa realizada por
Leon Jacobson en 1949 quien demostré que cuando un ratdn era expuesto a
una irradiacion letal este podia sobrevivir si luego se le administraban célu-
las del bazo (2) o en posteriores estudios de la médula dsea. Esta sobrevida
fue debida a un efecto celular mas que humoral lo cual fue demostrado al-
gunos afos después cuando algunos investigadores irradiaron ratas y luego
le infundieron células de la médula dsea con cromosomas marcados. De
esta manera, se demostr6 que la recuperacion de la rata se debi6 exclusiva-
mente a células del donante.

En la década de 1970, el transplante autdlogo de médula 6sea, demostro ser
efectivo en pacientes con linfomas no Hodgkin los cuales fueron curados
utilizando altas dosis de quimioterapia seguido de la infusion de CPH au-
télogas obtenidas de su propia médula 6sea, criopreservadas y reinfundidas
en el periodo de aplasia medular.

A finales de esta década, el grupo de Seattle, liderado por Thomas, realizo
el primer transplante alogénico no relacionado en un paciente con leuce-
mia lo cual estimulé la formacion en USA del National Marrow Donor
Program que en la actualidad cuenta con mas de 11 millones de donantes
voluntarios registrados y tipificados para el sistema de histocompatibilidad
(HLA) (3).

En 1990, Thomas y Joseph Murray quien realiz6 el primer transplante
renal entre gemelos, recibieron el Premio Nobel por sus investigaciones
relacionadas al trasplante de células y 6rganos para el tratamiento de en-
fermedades en humanos.

Actualmente, el transplante con CPH se realiza en mas de 500 centros a ni-
vel mundial en mas de 50 paises incluido Uruguay, tanto en pacientes adul-
tos como pediatricos. Se utiliza como terapéutica tanto para enfermedades
hematoncologicas, alteraciones congénitas o adquiridas de la médula 6sea
o para el tratamiento de tumores sélidos como el cancer de mama, testicu-
lo, neuroblastoma, meduloblastoma, retinoblastoma, etc. Esta terapéutica
fue realizada en mas de 50.000 personas en el afio 2006 (3).
Tradicionalmente, las CPH eran obtenidas, para realizar transplantes auto-
logos o alogénicos, por aspiracion de la médula 6sea primero y de sangre
periférica después, mediante la estimulacion previa de la médula 6sea y su
recoleccidn posterior por aféresis utilizando separadores celulares.

A finales de la década de 1980 las células del corddén umbilical surgen

257



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

como una fuente alternativa para la obtencion de CPH.

El primer transplante de donante relacionado humano, utilizando CPH alo-
génicas de cordon umbilical, fue realizado por Eliane Gluckman en el Hos-
pital St Louis de Paris en 1988 en un nifio de cinco afios que padecia una
anemia de Fanconi y que recibié6 CPH del cordon umbilical de su hermana
recién nacida HLA idéntica (4). Existen dos publicaciones que describen
luego los resultados del transplante de células de cordon de donantes rela-
cionados en nifios para el tratamiento de enfermedades malignas o no (28)
(29). La recuperacion de la médula dsea fue de 82 y 79% respectivamente
con un tiempo de recuperacion de neutréfilos de 22 y 30 dias. La prevalen-
cia de enfermedad de injerto versus huésped fue baja en ambos estudios (6
y 14%) lo cual se debe a que la sangre de corddn es un producto natural-
mente depleccionado para la poblacion de linfocitos T.

Las CPH de cordon umbilical tienen algunas ventajas sobre las obtenidas
de la médula 6sea. No necesitan como las células del adulto una compati-
bilidad HLA total para que el transplante se realice con éxito. Pueden ser
obtenidas sin ningun riesgo para la madre y el recién nacido. Anteriormen-
te la placenta, el cordon umbilical y la sangre contenida en ellos eran un
material de descarte.

Tienen menor riesgo de trasmitir enfermedades infecciosas y se ha de-
mostrado que causan menos enfermedad de injerto versus huésped la cual
constituye una de las mayores complicaciones en los transplantes alogéni-
cos (5).

Las limitantes del trasplante con células de cordon serian una dosis insufi-
ciente de CPH para tratar adultos y niflos mayores, una mas lenta recupe-
racion medular, la posibilidad de transmitir enfermedades genéticas y en
contraste con las CPH obtenidas de médula 6sea o sangre periférica que
pueden ser obtenidas de un mismo donante para un segundo trasplante por
falla del injerto o por recaida de la enfermedad, en el cordén umbilical no
relacionado no se puede realizar (6).

Uno de los mayores obstaculos en los transplantes de CPH alogénicas es la
disponibilidad de donantes compatibles. So6lo el 25% encuentran un donante
no relacionado HLA compatible a través de los registros internacionales pero
en algunos grupos étnicos so6lo es posible en un porcentaje menor al 10%.
Dado que, las células de cordéon umbilical, pueden ser obtenidas sin ningiin
riesgo para la madre y el recién nacido, es mas facil obtener su consenti-
miento para integrar bancos de corddn publicos que para integrar una lista
de donantes voluntarios adultos.

El primer Banco de Células de Cordéon Umbilical fue creado por el Dr.
Pablo Rubinstein en el New York Blood Center. Actualmente integra un
registro internacional (Netcord) con otros 25 bancos lo que proporciona un
inventario de mas de 150.000 cordones. De todos ellos el banco de cordon
de New York es el que tiene el mayor stock y ya ha aportado mas de 1400
cordones para la realizacion de transplantes alrededor del mundo.
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La colecta de la sangre de cordéon puede realizarse in situ antes de que
se produzca el alumbramiento de la placenta o ex vivo 10 a 15 minutos
después de la expulsion de la placenta. Mediante una puncién de la vena
umbilical luego de ligar y cortar el cordon lo mas cerca posible del recién
nacido se obtiene la sangre de corddn por gravedad en una bolsa que con-
tiene 35 ml de anticoagulante (CPD). Previamente se debe limpiar la zona
de puncidén con alcohol y yodo y esperar 20 a 30segundos para su secado.
El drenaje dura aproximadamente 5 a 8 minutos. Luego se retira la aguja
y se clampea la tubuladura de la bolsa. La sangre puede ser mantenida a
temperatura ambiente (18-22° centigrados) durante 48 a 72 horas sin que
exista una pérdida celular.

Algunos trabajos muestran que la colecta in utero seria el mejor método de
obtencion de CPH de cordon (7) e inclusive una segunda extraccion luego
de la infusioén con solucion salina por la arteria umbilical aumentaria el
volumen de extraccion (8).

Un paso critico en el procesamiento de la sangre de cordén umbilical es la
reduccion a un volumen uniforme de 20 ml para facilitar la estandarizacién
de la criopreservacion y maximizar el numero de unidades que se pueden
almacenar. El objetivo es reducir el volumen y la cantidad de eritrocitos
pero manteniendo una alta recuperacion de CPH.

La mayoria de los bancos de cordén reducen el volumen obtenido mediante
un agente que sedimenta los eritrocitos por gravedad, el hydroxiethylstarch
(almidén) isotonico al 6% en una relacion de 1 a 5 (9), que es la técnica
que usamos en nuestro pais. Recientemente, se han desarrollado filtros para
reducir el volumen y la cantidad de eritrocitos de las colectas de sangre de
cordon. Dos estudios han demostrado que este nuevo sistema (Procord-TF4-
Terumo) es comparable con otros métodos ya utilizados para reducir el volu-
men y los globulos rojos con una buena recuperacién de CPH con habilidad
de producir una buena regeneracion medular en animales (10) (11).

Un segundo filtro, StemQuick E, Asahi Medical, produce una rapida y es-
tandarizada reduccion de volumen con una deplecion parcial de granuloci-
tos, eritrocitos y plaquetas (12).

La empresa Termogénesis ha desarrollado ultimamente un método auto-
matizado para la reduccién del volumen y el hematocrito de la sangre de
cordon (AXP-AutoXpress Platform) manteniendo una recuperacion del
98,2% de células CD34, de 94,6% para unidades formadoras de colonia
(CFU) y del 97,9% para células mononucleadas (MNC) (www.gehealth-
care.com/cellprep).

Mas de la mitad de las unidades de sangre de cordon obtenidas no son crio-
preservadas para transplante debido al bajo volumen de extraccion (13).
Segun el Cord Blood Transplantation Study (COBLT) (14), las unidades
de cordon deben tener, para la realizacion de transplantes en enfermedades
hematoncolégicas con regimenes mieloablativos, en pacientes pediatricos,
una concentracion mayor a 2,5 x 107 de células nucleadas totales por Kg de
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peso del receptor previo a la criopreservacion.
Para la conservacion, se realiza un congelamiento mediante un descenso
programado de temperatura en nitrégeno liquido utilizando el dimethyl-
sulfoxide (DMSO), en una concentracién del 5 al 10%,como crioprotector
celular. Hasta ahora no se ha determinado el tiempo de conservacion o la
fecha de vencimiento para las células de cordon pero el mantenimiento en
nitrégeno liquido a temperatutras de —180° centigrados puede ser por dé-
cadas (5). Esta técnica es similar a la que usamos en nuestro pais para las
CPH obtenidas de médula 6sea o sangre periférica pero con un volumen
menor.
Los controles de laboratorio que se deben realizar son un hemocultivo,
hemograma, recuento de células CD34, hemoglobinopatias, enfermedades
infecciosas, grupo sanguineo ABO y Rh(D), busqueda de anticuerpos in-
munes y tipificacion HLA. La sangre de CU es descartada si existe reacti-
vidad para hepatitis B, C, HIV1-2, HTLV-I/1], sifilis o chagas. También si
la madre ha viajado o residid en paises endémicos para malaria o HIV (5).
Entre un 40 y 90% de las madres presentan una IgG anti-CMV lo cual re-
presenta una respuesta inmunologica luego de una infeccion por CMV en
aflos anteriores pero no representa una infeccion durante la gestacion. Si la
madre tiene IgG anti-CMV probablemente el corddén también las tenga por
trasferencia pasiva a través de la placenta pero no indica que el feto haya
estado expuesto o esté infectado con CMV. Lo que se determina es la pre-
sencia de IgM anti-CMV que estaria indicando una infeccion aguda. Sin
embargo, sélo el 3% de las unidades de CU con IgM anti-CMV contiene el
virus demostrable por test de acidos nucleicos (NAT) (34).
Las complicaciones por incompatibilidad ABO entre donante y receptor
como el sindrome del linfocito pasajero (donante grupo 0 y receptor grupo
A) que produce una hemolisis intravascular masiva en los transplantes alo-
génicos con CPH obtenidas de sangre periférica parece no producirse con
la sangre de corddon umbilical. No hay reportes sobre esta complicacion lo
cual sugiere diferencias inmunoldgicas fundamentales entre las células de
corddn y las obtenidas de sangre periférica (15). La diferencia estaria dada
por la menor presencia de linfocitos inmunoldgicamente competentes en
la sangre de cordon lo cual también explicaria la menor incidencia de la
reaccion de injerto versus huésped (6).

En algunos casos la incompatibilidad ABO puede afectar el tiempo de
recuperacion plaquetaria y la cantidad de transfusiones (16).
Los primeros 25 casos de transplante de CPH de cordén umbilical con
donantes no relacionados en nifios fueron publicados por Kurtzberg
en 1996 (17).Veinticuatro de los 25 pacientes tuvieron una discordancia
donante-receptor para uno o tres antigenos del sistema HLA . En 23 de
los 25 receptores el injerto produjo la recuperacion medular. Dos de 21
pacientes presentaron una enfermedad de injerto versus huésped (GVHD)
aguda grado III y en dos pacientes la GVHD fue crénica. A los 100 dias la
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sobreviva fue del 64%.

Recientemente, se ha publicado el primer trabajo prospectivo y multicén-
trico (COBLT study) de transplante no relacionado de células de cordon en
191 pacientes pediatricos con enfermedades hematologicas malignas (14).
La sobreviva de los pacientes a los seis meses y a un afio fue de 67,4% y
57,3% respectivamente. Las causas mas comunes de muerte fueron la re-
caida (40%), GVDH 27% con o sin infeccion y falla del injerto (17%). El
tiempo promedio de sahda de la médula injertada (mas de 500 neutrofilos y
mas de 50.000 por mm ) fue de 27 y 174 dias respectivamente. La inciden-
cia de la recuperacion de neutréfilos a los 42 dias fue de 79,9%. Las dosis
mayores de CPH fueron las que mejoraron los tiempos de recuperacion de
neutréfilos y plaquetas. Los autores recomiendan, para aquellos pacientes
con enfermedades hematologicas malignas que reciben un transplante de
CPH de cordon con un régimen mieloablativo, que el injerto contenga mas
de 2,5x 107 células nucleadas totales antes de la criopreservacion.

Por tanto, nifios que tienen leucemia de alto riesgo o que han recaido luego
de la terapia, que no tienen donantes de médula 6sea relacionados o no
relacionados, deben ser referidos y evaluados inmediatamente para un tras-
plante con CPH de cordén umbilical no relacionado antes de que su estado
clinico empeore y se reduzcan las chances de su mejoria con un trasplante
alogénico.

En general, los resultados pediatricos indican que el transplante con CPH
de cordon umbilical es efectivo inclusive en pacientes con incompatibili-
dad HLA en dos antigenos. Por tanto, los cordones aumentan considera-
blemente el pool de donantes no relacionados. La incidencia de GVHD
es menor que cuando se utilizan CPH de médula o sangre pero el tiempo
de recuperacion medular es mas prolongado en especial el de plaquetas.
No parece haber una disminucion en el efecto injerto versus leucemia. La
dosis infundida es un factor importante para el tiempo de recuperacion
medular y la sobrevida.

En un estudio de los grupos Eurocord y European Blood Marrow Transplant
(EBMT) 682 adultos con leucemia aguda recibieron, entre 1998 y 2002,
transplante de CPH de donante no relacionado de los cuales 98 fueron con
células de cordon umbilical (CU) y 584 con médula ésea (MO) (18).

Los receptores de sangre de cordon tuvieron menor edad y peso y un es-
tadio mas avanzado de enfermedad. Todos los transplantes de MO fueron
HLA compatibles mientras que en el 94% de los de CU no eran compati-
bles con algiin antlgeno HLA. El promedio de células nucleadas infundidas
fue de 0,23 x 108 Kg de peso del receptor en las unidades de CU y de 2,9
x 10% en las de MO El promedio de células CD34+ en las infusiones de CU
fuede 1,1 x 10° x Kg de peso. Los resultados de este estudio mostraron un
menor riesgo de desarrollar GVHD con las células de CU pero con un ma-
yor tiempo de recuperacion medular para neutroéfilos (26 versus 19 dias).
En la incidencia de GVHD cronica, mortalidad relacionada al transplante,
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recaida y sobreviva fueron similares en ambos grupos. Se concluye que el
transplante con células de CU es una alternativa valida para transplante
de CPH en aquellos pacientes adultos con leucemia aguda que no tienen
donante de MO HLA compatible.

Al mismo tiempo, el Registro Internacional de Transplantes, reporta re-
sultados de un estudio donde se comparan 116 adultos con leucemia que
reciben transplante de CPH de CU con 1 o 2 antigenos HLA no compati-
bles con 367 adultos que reciben CPH de MO de donantes no relacionados
y 83 pacientes que recibieron CPH de MO no compatibles en 1 antigeno
del sistema HLA. (19). El promedio de células nucleadas por Kg de peso
infundidas fue de 2,2 x 107. Las muertes relacionadas a infeccién fueron
mayores en los receptores de CU pero la incidencia de GVHD fue menor
en este grupo de pacientes. La sobreviva libre de enfermedad a los tres
aflos fue de 33% en los receptores de MO HLA compatibles, de 23% en los
de CU y 19% en los de MO con un antigeno HLA incompatible.

El grupo japonés, compara 65 adultos que reciben CU de donantes no re-
lacionados con 45 adultos que reciben MO. El 94% de los pacientes reci-
bieron una dosis mayor de 2,0 x 107 células nucleadas por Kg de peso. La
recuperacion de neutroéfilos y plaquetas fue mas tardia en el grupo de CU
pero la mortalidad relacionada con el transplante fue del 9% en este grupo
y del 29% en el de MO. La sobreviva libre de enfermedad a dos afios fue
de 74% para CU y 44% para MO (20). Estos resultados son superiores a los
mostrados anteriormente debido al menor tamafio y uniformidad genética
de la poblacién estudiada.

Estos estudios muestran que en los transplantes de donantes no relaciona-
dos de CU la recuperacion medular de neutrdfilos es mas tardia lo cual
influye directamente en el riesgo de infeccion.

El grupo espaiol (21), precisamente analiza las infecciones en 27 adultos
que recibieron transplante de CU de los cuales 55% desarrollan bacterie-
mia, 58% CMVy 11% infecciones por hongos.

Ante la menor incidencia de GVHD aguda en los transplantes con CU
podemos preguntarnos si existe una menor incidencia del efecto injerto
versus leucemia ya que ambos son producidos por las células CD3 del
injerto alogénico. Sin embargo, los estudios clinicos con transplante de
células de CU alogénicas no muestran un aumento de la tasa de recaidas
(27). Los mecanismos inmunoldgicos de las células de CU por los cuales
se produce la recuperacién medular con discrepancia de antigenos HLA
entre donante y receptor y la menor incidencia de GVHD aguda pero con
un efecto injerto versus leucemia adecuado hasta el momento actual no han
sido determinados con exactitud.

Un problema adicional de los transplantes de CPH de CU es que el donante
original no puede ser recontactado para la obtencion de linfocitos (CD3+)
para mejorar el efecto injerto versus leucemia o para obtener un segundo
injerto (13).

262

Capitulo 11 - Transplante con células de cordon umbilical

La mayor cantidad de células infundidas (células nucleadas totales o célu-
las CD34) se correlaciona con un acortamiento de la recuperacion medular
de neutréfilos y plaquetas en los injertos de CU. Por lo tanto, cinco estra-
tegias se estdn desarrollando para mejorar la respuesta de los pacientes
adultos con transplantes de CU de donantes no relacionados: 1) infusion
de varias unidades o de una secuencia de células de cordon, 2) la expansion
celular ex vivo, 3) co- infusidn de células de CU y stem cells haploidénti-
cas o de CU y células mesenquimales, 4) utilizacion de regimenes no mie-
loablativos o reduccion de la intensidad de regimenes de condicionamiento
y 5) infusion intradsea de CU.

1) En un trabajo previo se demostr6 que la infusion de multiples unidades
de células de CU no producian reacciones inmunolégicas cruzadas (22).
Para aumentar la dosis de células infundidas en CU de donantes no relacio-
nados Barker y colaboradores (23) evaluaron la infusion de dos unidades de
CU HLA parcialmente compatibles en 23 pacientes adultos y adolescentes
(edad promedio 24 afios) con enfermedades hematologicas malignas. El
promedio de células infundidas fue de 3,6 x 107 células nucleadas luego de
un condicionamiento mieloablativo. No hubo aumento significativo de la
incidencia de GVHD aguda comparado con la infusion de una unidad de
CU. El promedio de recuperaciéon medular en este estudio fue de 23 dias lo
cual es un tiempo menor al observado previamente con la infusién de una
unidad de CU (34 dias).

Al tiempo de recuperacion medular, el quimerismo revela la presencia de
células de ambos donantes pero a los 100 dias aparece una unidad como
predominante en todos los pacientes. Esta unidad predominante tendria
una cantidad significativamente mayor de células CD3 (linfocitos).

Los estudios preliminares sobre la infusion de dos unidades de cordén um-
bilical en pacientes adultos parecen indicar que ocurre una seleccion in
vivo y solo una de las unidades infundidas produce la recuperacion medu-
lar a largo plazo (24).

Los resultados clinicos del estudio de Barker y colaboradores suponen la
hipotesis de que la recuperacién medular del receptor seria determinada no
so6lo por la cantidad de células CD34 del injerto sino ademas por el numero
de células CD3 presentes.

2) En un estudio, 28 pacientes recibieron una unidad de CU convencional
seguida de la infusion al dia mas 12 de células expandidas ex vivo (25).
Estas células fueron bien toleradas pero el tiempo de recuperacion medular
no se modificd.

En otro trabajo del Department of Blood and Marrow Transplantation del
hospital MD Anderson de la Universidad de Texas, en USA (26) se compa-
ran dos métodos de expansion ex vivo de CU. En el primero, se realiza una
seleccion de células CD133 seguido de un cultivo liquido ex vivo. En el
segundo, las células de CU se cultivan con células mesenquimales (MSC)
derivadas de MO. Los cultivos ex vivo fueron realizados en un medio
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suplementado con factor estimulante de colonias de granulocitos, factor
estimulante de stem cells y factor estimulante del crecimiento de megaca-
riocitos. El co-cultivo de células de CU con MSC resulta en un promisorio
mejoramiento de la recuperaciéon medular en los receptores de transplante
de células de CU.

Estos estudios crean algunas preguntas para investigaciones futuras como
por ejemplo cual es el rol de las poblaciones accesorias de células linfoides
asi como del estroma de la MO en el mantenimiento de las células inmadu-
ras asi como como la capacidad de multiplicacion de estas en los cultivos
liquidos con citoquinas (27).

3) El transplante de CPH de donante haploidéntico es una alternativa en los
casos que no se tienen donantes no relacionados ni sangre de CU. Cuan-
do se trata de pacientes que no pueden esperar, esta técnica es una nueva
opcion.

De momento ha demostrado ser efectiva para el tratamiento de la leucemia
mieloide crénica y parece ser también una opcidn valida en la leucemia
linfoide pediatrica. En el momento actual se estan desarrollando ensayos
también en neuroblastoma y rabdomiosarcoma.

La técnica se conoce como transplante haploidéntico ya que el donante, en
general uno de los padres del paciente, comparte un haplotipo del sistema
HLA, es decir, que comparte la mitad de los genes implicados.

Las ventajas de este método es la disponibilidad inmediata del donante y
que el efecto injerto versus tumor se produce aun con una disparidad par-
cial en el sistema HLA. Las desventajas son las consecuencias inmunologi-
cas para cruzar la barrera del sistema HLA como ser GVHD, el rechazo del
injerto o la reconstitucién medular retrasada o incompleta (30).

La incidencia de GVHD, luego de transplantes haploidénticos con regime-
nes mieloablativos, puede reducirse usando la deplecion ex vivo de células
T pero la prevalencia de falla del injerto o de recaida de la enfermedad
sigue siendo alta (31).

El Clinimacs plus es un sistema automatico de seleccion celular mediante
la utilizaciéon de columnas con microesferas (50nm) con anticuerpos mo-
noclonales especificos. Permite obtener productos enriquecidos en células
madres o CPH CD34 pero deplecionados para células T CD3 para su uso
en transplantes haploidénticos (62).

Las primeras experiencias clinicas en nuestro pais con transplantes ha-
ploidénticos utilizando esta tecnologia fueron realizadas en el Hospital Pe-
reira Rossell por el servicio de Hemoterapia, el servicio Hematoncologico
pediatrico y la Fundacion Peluffo Giguens.

Actualmente, esta tecnologia se esta desarrollando a nivel mundial para
obtener poblaciones celulares para su aplicacion en medicina regenerati-
va (células CD133 para el infarto de miocardio) o para mejorar la terapia
contra las células cancerosas (células Natural Killer o células dendriticas ).
El grupo espafiol ha sido pionero en la co-infusiéon de pacientes adultos
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con CU junto con células CD34+ haploidénticas obtenidas de un donante
familiar (63). Los 11 pacientes del estudio alcanzaron la recuperacion he-
matologica de neutrdfilos a los doce dias y cuatro pacientes desarrollaron
GVHD de grado II o mayor. Cinco pacientes presentaron una sobrevida
libre de enfermedad con una quimera completa de las células de CU entre
los seis y 43 meses del trasplante.

Similarmente, la co-infusioén de células mesenquimales junto con células
de CU se encuentra bajo investigacién como nueva estrategia para acortar
el tiempo de recuperacion hematologica y reducir la mortalidad relaciona-
da con el trasplante. El Servicio de Hematologia del Hospital Universitario
Puerta de Hierro de Madrid recientemente ha publicado los resultados de
un estudio piloto sobre esta co-infusion en nueve pacientes (64).

4) Algunos trabajos recientes estan evaluando los regimenes de condicio-
namiento no mieloablativos en transplantes haploidénticos para evitar las
complicaciones inmunoldgicas (32) (33). Los objetivos reducir los efec-
tos toxicos sobre la MO de los regimenes mieloablativos, prevencion de
la GVHD mediante la deplecion de células T y lograr un 6ptimo efecto
injerto versus leucemia (GVL) mediante la infusion diferida de linfocitos
del injerto (Delayed Lymphocyte Infusién, DLI). Mapara y colaboradores
demostraron que el efecto de la DLI para producir GVL era mas potente en
quimeras mixtas que en quimeras totales con células del donante (32). La
preservacion de las células presentadoras de antigeno del receptor parecen
ser las responsables de este aumento del efecto GVL (33).

Los linfocitos citoliticos o natural killer (NK) segun su denominacion en
inglés, participan activamente de la defensa del organismo frente a infec-
ciones, principalmente del tipo viral, y frente al crecimiento de células
tumorales. Actilan tanto en la defensa innata como en los mecanismos de
defensa adquirida o adaptativa. La principal funcion de estas células hema-
topoyéticas es identificar y destruir células dianas. También son importan-
tes en su actividad reguladora del sistema inmune debido a su capacidad
de secretar citoquinas y quimiocinas. La lisis de las células tumorales por
los NK estaria mediada en parte a través de una incompatibilidad del Ki-
ller Immunoglobulin like Receptor (KIR) entre el NK y la célula blanco.
La probabilidad de recaida a los cinco afios en 57 pacientes con leucemia
mieloide aguda que recibieron un transplante KIR compatible o KIR in-
compatible fue de 75% versus 0% (35).

En suma, en el transplante haploidéntico el objetivo es obtener una gran
celularidad CD34 para sobrepasar la barrera del HLA, una gran cantidad
de células NK CD 56 para lograr el efecto antileucémico y para facilitar el
injerto por aclaracion de las CPH del huésped con una méaxima reduccion
de las células T para disminuir la aloreactividad.

Estas modificaciones en los transplantes haploidénticos aparecen como
promisorias sin embargo, otros problemas como la reconstitucion tardia de
la MO o la reaparicién de la enfermedad particularmente en pacientes con

265



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

un estadio avanzado al momento del transplante, limitan en el momento
actual, el éxito de esta técnica a largo plazo (30).

5) La infusion intradsea de células de CU ha sido propuesta por el grupo
italiano del Hospital San Martino de Génova. Recientemente han publi-
cado un trabajo clinico en 32 pacientes con leucemia que recibieron un
trasplante no relacionado de células de cordon por via intradsea (65). La
células de CU fueron concentradas en cuatro jeringas de 5 ml e infundi-
das mediante punciones de la cresta iliaca postero superior utilizando una
anestesia general rapida. El promedio de la dosis infundida fue de 2,6 por
107/Kg de células nucleadas. El objetivo de la infusion intradsea es mejo-
rar la recuperacion hematoldgica sin GVHD con una rapida repoblacion
linfocitaria.

Asi la inyeccion intradsea seria una solucion potencial a la limitacion de la
dosis celular del CU para la realizacion de trasplantes no relacionados en
adultos. Sin embargo, trabajos randomizados futuros son necesarios para
probar esta hipotesis.

La donacion dirigida de sangre de CU esta destinada especificamente a
un paciente determinado que debera ser un familiar de primer grado (pa-
dre, madre, hijo o hermano) de la donante y que padezca una enfermedad
considerada subsidiaria de transplante alogénico con CPH. Dentro de estas
patologias se incluyen enfermedades adquiridas como las hematoncold-
gicas 0 no maliganas como la aplasia medular o la hemoglobinuria pa-
roxistica nocturna. Dentro de las congénitas la aplasia medular de Fanconi,
Talasemia mayor, anemia falciforme, anemia de Blackfan-Diamond,ciertas
enfermedades metabolicas e inmunodeficiencias entre otras.

Otra aplicacion adicional de las células de cordon umbilical es su utiliza-
cion, en un futuro cercano, para la terapia celular y medicina regenera-
tiva de tejidos no hematopoyéticos. Estudios preclinicos presentes iden-
tificaron en la sangre de CU a una poblacion de células pluripotenciales
CD45 negativas que pueden diferenciarse en osteoblastos, condroblastos,
adipositos, CPH y células neurales (astrositos y neuronas) (36) (37). Estos
estudios sustentan la hipotesis de que stem cell multipotenciales presentes
en el CU tienen caracteristicas similares a las células madres adultas obte-
nidas de la MO con capacidad de regenerar tejidos no hematopoyéticos. Se
define como medicina regenerativa a una terapia médica innovadora que
tiene como funcion reparar, remplazar, reconstituir y regenerar células o
tejidos dafiados o enfermos (38). Esto puede lograrse a través de terapia
celular que la FDA define como la prevencion, tratamiento, cura o mejo-
ria de enfermedades o injurias en humanos mediante la administracion de
células autologas, alogénicas o xenogénicas que pueden ser manipuladas o
alteradas ex vivo.

El CU es considerado actualmente una rica fuente de células madres he-
matopoyéticas. Estas células madres son menos maduras que otras células
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madres del adulto por lo cual tienen una mayor capacidad de proliferacion
en cultivos y pueden diferenciarse en células de una variedad de tejidos
(plasticidad). Células precursoras endoteliales (EPC) obtenidas a partir del
cultivo de células CD34 de CU fueron expandidas in vitro para obtener
una cantidad significativa para estudios clinicos. In vivo estas células pro-
liferan, forman estructuras vasculares y mejoran la funcion del ventriculo
izquierdo en modelos experimentales de infarto de miocardio. Las células
obtenidas de CU migran hacia la zona infartada pero no al miocardio nor-
mal. Las células del injerto participan en neoangiogénesis ¢ influencian de
manera beneficiosa la remodelacion del tejido injuriado (39). De manera
similar, infartos de miocardio producidos en ratas por ligadura de la arte-
ria coronaria confirman que la infusion de células CD34 de CU aumentan
significativamente la funcion miocardica comparado con la infusion de ci-
toquinas en los animales de control (40).

La intima asociacion entre los precursores endoteliales (EPC) y las CPH a
llevado a la hipétesis de que derivan de un progenitor comun el hemangio-
blasto (41). Teoricamente la sangre de CU tendria hemangioblastos dada la
capacidad funcional de repoblar tejido hematopoyético y regenerar vasos
sanguineos (42). Sin embargo, hasta el momento actual, no se ha podido
dilucidar exactamente cual es el rol que juegan, en condiciones fisiologicas
o patoldgicas, los EPC derivados de la MO versus los EPC circulantes y los
EPC residentes en diversos tejidos.

En nuestro pais hemos hecho, en base a la experiencia de distintos grupos
en el transplante de CPH, la infusién de células madres adultas autologas
obtenidas de la MO por aspiracion, en pacientes con cardiopatia isquémi-
ca severa con insuficiencia cardiaca en etapa dilatada. Todos los pacientes
fueron revascularizados mediante cirugia sin circulacion extracorporea y a
la mitad de ellos se les realiz6 inyecciones epicardicas con células madres
autologas obtenidas por aspiracion de MO en el mismo acto quirurgico.
Los pacientes que recibieron células madres autdlogas mejoraron la frac-
cion de eyeccion ventricular (FEVI) y la conectina 43 determinada por
inmunohistoquimica sin aumento de fibroblastos (43).

En otro estudio (44), se realizo la revascularizacion miocardica biologica
complementaria a la revascularizacion miocardica quirdrgica convencional
utilizando para ello células de la médula 6sea autdlogas para aumentar la
densidad capilar en todo el espesor parietal ventricular izquierdo y restau-
rar la perfusion de los sistemas coronarios. Los resultados preliminares de
la evaluacion por SPECT (Single Photon Emision Computed Tomography)
muestran un incremento de la perfusion del 10% en los pacientes que reci-
bieron MO intramiocardica.

Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la cantidad y funcion
de las células madres circulantes derivadas de la MO estan disminuidas
en pacientes afiosos o con riesgo de enfermedad cardiovascular (ateroes-
clerosis, diabetes) (58) (59). El uso de células madres derivadas de CU
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puede ser una alternativa para la medicina regenerativa cardiovascular en
esta poblacion de pacientes enfermos con edad avanzada. Las células de
CU se obtienen facilmente, tienen un potencial intacto de regeneraciéon y
diferenciacion, pueden expanderse ex vivo y pueden ser almacenadas para
su uso en un futuro. En un trabajo cientifico publicado en la revista Stem
Cells (60) se obtuvieron células progenitoras endoteliales CD133 (EPC) a
partir de células mononucleadas de CU utilizando columnas con microes-
feras magnéticas (MACS) con anticuerpos anti-CD133. Siete dias después
de producir un infarto de miocardio artificial en ratas mediante la ligadura
de la coronaria izquierda, se inyectaron las células de CU por via intrave-
nosa. Un mes después del transplante se demostro la presencia de células
humanas (por cromosomas sexuales o antigenos HLA) cerca de las paredes
de los vasos o en el ventriculo izquierdo en 6 de los 9 animales tratados
pero ninguna en el grupo control. A su vez, células madres mesenquimales
(MSC) de CU fueron exitosamente diferenciadas a cardiomiocitos in vitro
por lo cual el CU constituye una promisoria fuente de células para la tera-
pia regenerativa cardiovascular (61).

En Uruguay, la Facultad de Medicina en el afio 2004 declara el area de la
medicina regenerativa de interés institucional (Resolucion del Consejo nro
57 del 01/09/2004). En el afio 2006, el Poder Ejecutivo promulga el decreto
106/006 donde se establecen normas de control, calidad y seguridad para
el transplante de células y tejidos humanos tomando como base cientifica
la directiva 23 del Parlamento y Consejo Europeo de fecha 31/03/2004.
La normativa del presente decreto se aplica tanto a células hematopoyéti-
cas de sangre periférica, de médula 6sea, de cordon umbilical y a células
troncales embrionarias y adultas.

En la Facultad de Medicina existen grupos que tienen gran experiencia cli-
nica en el transplante de MO ya que aplican este procedimiento en nuestro
pais desde hace varios afos. Esta experiencia incluye todas las fases vincu-
ladas a este procedimiento, desde la cosecha de CPH, ya sea por aspiracién
de MO o por hemaferesis, su procesamiento posterior, su criopreservacion,
su infusidn hasta el soporte postransplante. De igual modo existe expe-
riencia en su cuantificacion por diferentes métodos (citometria de flujo,
cultivos) y en la caracterizacion molecular y celular de diferentes tejidos
y células.

Con el objetivo de reunir toda esta experiencia nacional, en el afio 2008, el
Departamento Basico de Medicina, la Céatedra de Histologia, la Catedra de
Medicina Transfusional, el Instituto Nacional de Donacién y Transplante
(INDT) junto con otras catedras y servicios proponen un proyecto para
la creacion de una Unidad de Terapia Celular (factoria) en el Hospital de
Clinicas. Dicho proyecto fue aprobado para su realizacion en el Hospital de
Clinicas por la Comision Intersectorial de Investigacion Cientifica (CSIC)
de la Universidad de la Republica, contando para su desarrollo con el ase-
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soramiento internacional del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona.

La avalancha de conocimientos cientificos que se han producido en los ul-
timos afios, muchos de los cuales han trascendidos por la prensa o internet,
ha hecho que la poblacidon general tenga ciertas expectativas presentes y
futuras en la aplicacion de esta terapia celular para la cura de enfermedades
crénicas como la diabetes, esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson,
tumorales, ostearticulares, cardiovasculares, entre otras. No se debe perder
de vista que los resultados son aun preliminares y falta un largo camino
por recorrer.

Sin embargo, varias empresas a nivel mundial ofrecen a las gestantes la
posibilidad de guardar la sangre del CU al nacer como una espacie de se-
guro bioldgico para cuando el nifio la necesite para un transplante de CPH
o0 para terapia celular como cura de diversas enfermedades. Estas empresas
cobran un monto determinado por obtener y congelar el CU asi como una
cuota por la conservacion.

En el momento actual no existe certeza durante cuanto tiempo estas células
de CU mantienen su viabilidad (6). Es dificil de estimar si esta donacién
autdloga va a ser usada en el futuro. El riesgo que el nifio necesite un trans-
plante de CPH autélogo antes de los diez afios estd entre len 200.000 a 1
en 10.000 (45). De acuerdo con estas estimaciones menos del 5% de los
CU autologos serian utilizados clinicamente lo cual ocurriria en 1 de cada
20.000 colectas (46).

El primer transplante autélogo de CU se realiz6 en el Hospital Albert Eins-
tein de San Pablo, Brasil. Los padres de un nifio de cinco afios afectado por
leucemia decidieron, asesorados por los médicos tratantes, tener un segun-
do hijo con la esperanza de que fuera HLA idéntico con el fin de realizar
un transplante de CPH dirigido a su hermano. Por tal razén, se guardaron
las células del cordon umbilical. Pero, cuando ella, la donante tenia un afio
y dos meses desarrolld un neuroblastoma estadio I'V. Se decidié entonces
usar las células de CU para realizar un transplante de MO autélogo con
buen resultado a los 14 meses postransplante (47).

En el 2007, se describe el primer caso de transplante autélogo de células
de CU para el tratamiento de una nifia de 3 afios de edad que presentaba
una leucemia aguda linfoblastica y que sus padres habian guardado el CU
al nacer (48). La paciente se encontraba en remision completa 20 meses
después del transplante.

En un foro internacional sobre los usos de la sangre de CU desarrollado
recientemente (49), en los paises que intervinieron, ninguno de los bancos
de cordon publicos guardan CU para uso autélogo. En la mayoria de los
paises participantes, a excepcion de Holanda e Italia, uno o méas bancos pri-
vados de CU operan para uso autdlogo. En Italia los bancos privados de CU
estan prohibidos. Sin embargo, agentes internacionales de bancos privados
actiian en Holanda e Italia realizando la cosecha y exportacion de los CU.
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En Turquia, los bancos privados de CU estan regulados por ley y supervi-
sados por el Ministerio de Salud. Estan obligados a ofrecer el 25% de su
stock para uso alogénico.

En Alemania, los bancos de sangre de CU autélogos no son recomendados
por la autoridad sanitaria sin embargo estos existen.

En otros paises, los bancos autdlogos reciben licencias y acreditaciones
locales pero ninguno es supervisado por una autoridad externa o interna-
cional.

Ninguno de los participantes de este foro internacional estuvo a favor de
guardar CU aut6logos para un transplante de CPH futuro. El conservar las
células madres de CU para regenerar tejidos no hematopoyéticos fue consi-
derada una decisién inmadura dado que hasta el momento actual no existe
una informacion cientifica detallada de qué y coémo conservar.

Sin embargo, todos los participantes, estuvieron de acuerdo en las donacio-
nes dirigidas de CU sobre todo para aquellos pacientes con enfermedades
congénitas como por ejemplo las hemoglobinopatias.

Otro inconveniente para fomentar el uso de sangre de CU autdloga es que
la mayoria de las enfermedades que pueden ser tratadas en un futuro pue-
den ya existir como cambios pre-malignos en las células madres del CU
(50). Existe evidencia de mutaciones del ADN de CU obtenidos de nifios
que luego desarrollan leucemia (51) por lo cual, el transplante autélogo de
CU estaria contraindicado en aquellos nifios que desarrollan leucemia (50).

El Registro Internacional de la World Marrow Donor Association (WMDA)
muestra un sucesivo aumento del uso de las células de CU para el trans-
plante no relacionado de CPH al igual que ocurri6 a finales de la década
del noventa con la obtenciéon de CPH por hemaferesis de sangre periférica
con respecto a la aspiracion de MO (www.wmda.org).

En adicion a la cosecha, procesamiento y almacenamiento de la sangre de
CU la infusion de las CPH es un paso importante en el transplante y que
presenta ciertas particularidades.

Generalmente, el producto a infundir se encuentra congelado en fase ga-
seosa del nitrogeno liquido a una temperatura de —180° centigrados. Para
manipulear estos productos hay que usar guantes especiales para evitar
quemaduras en la piel del operador. A su vez, el recinto donde se encuentra
el tanque de nitrégeno liquido tiene que tener una buena ventilacion con
corriente de aire y un extractor dado que el nitrégeno consume oxigeno,
al igual que las estufas de llama, por lo cual puede producir mareos o pér-
didas de conocimiento en ambientes cerrados. Un sensor de oxigeno am-
biental es recomendado.

Para conservar las células congeladas y viables se utiliza un crioprotector,
el dimethylsulfoxide (DMSO) mediante el cual el injerto se puede guardar
por afios en nitréogeno liquido. E1 DMSO, que deriva del procesamiento
de la madera, fue inicialmente utilizado como solvente quimico hasta que
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en 1959 se demostrd su utilidad como crioprotector celular (52). Pero, si
bien el DMSO protege la membrana celular de las CPH y las plaquetas
los granulocitos se rompen y los eritrocitos se hemolizan. Por tanto, los
productos congelados de CPH contienen ademas restos de estromas de
granulocitos (fragmentos de membrana celular y enzimas) asi como restos
de eritrocitos y hemoglobina libre. Estos contaminantes pueden producir
algunos efectos adversos en el receptor. Para prevenirlos, nosotros utiliza-
mos en la etapa de pre-congelado un agente sedimentante de los globulos
rojos el hydroxiethylstarch (HAES) isoténico al 6% en una relacién 1/5
que nos permite ademas reducir el volumen del producto.

El DMSO se metaboliza principalmente en el higado y se excreta por la
orina. Cuando se administra intravenoso tiene una vida media de 9 horas.
Es liposoluble por lo cual se elimina también por la piel y los pulmones.
Puede producir reacciones adversas en el receptor como nauseas y/o vomi-
tos, cefaleas, calor y rubor, dolor abdominal, bradicardia, hipo o hiperten-
sion, olor corporal y ambiental y sabor desagradable. La mayoria de ellas,
cuando se presentan ceden disminuyendo la velocidad de infusion o con
tratamiento sintomatico. Las reacciones severas ocurren en solo 0,4% de
1410 pacientes (53). Sin embargo, las reacciones asociadas a la infusioén de
CPH de CU son menos frecuentes y menos severas que cuando se infunden
productos criopreservados de MO o sangre periférica (54) debido al menor
volumen de infusion. Para la prevencion de las reacciones adversas un es-
quema de pre-medicacion es adoptado de rutina en base a hidrocortisona,
antihistaminicos, antiheméticos y buena hidratacion. Inclusive, la sedacion
del paciente puede ser beneficiosa para evitar un evento estresante.

En algunos centros de transplante con CPH realizan el lavado celular pre-
viamente a la infusion (55). Sin embargo, el lavado celular se realiza con
maquinas especiales, es costoso, consume tiempo y el porcentaje de recu-
peracion de las CPH es del 85%.

Las bolsas criopreservadas seran descongeladas en un bafio con agua es-
téril a 37° centigrados cerca de la cama del paciente para evitar demoras
entre el descongelado y la infusion.

Las unidades de CU deben ser trasladadas desde el lugar de criopreserva-
cion a la sala de infusion en el canister de metal para su proteccion y en un
recipiente térmico de paredes rigidas para evitar caidas y golpes externos.
En casos raros las bolsas pueden romperse durante la descongelacion por
lo cual es recomendable colocarla en una segunda bolsa estéril dentro del
bafio y estar atento al proceso de descongelado dado que es un producto
unico y muy valioso desde el punto de vista clinico (56). Previo al descon-
gelado, es importante chequear personalmente la identidad del paciente y
los datos de la unidad para establecer su coincidencia. Luego del descon-
gelado es oportuno observar la integridad de la bolsa, el color y la turbidez
previo a la infusion. Esta generalmente se realiza directamente por goteo
o través de una jeringa en un cateter central de doble lumen. No se utilizan

271



Dr. Jorge Decaro. Medicina Transfusional Perinatal.

las bombas de infusion. Menos claro es si debe usar un filtro de 170 micras,
como el que se utiliza para los hemocomponentes, o no. Nosotros usamos
un filtro estdndar pero algunos prefieren realizar la infusion sin ¢l debido
a que los filtros pueden bloquear los elementos celulares y los microagre-
gados o restos celulares pueden entorpecer y diferir la infusion de las CPH
(57). La infusion debe ser lo mas rapida posible. Una velocidad de 5 a 6
ml por minuto es adecuada aunque en la literatura varia entre 5 a 20 ml /
minuto.

Es importante el monitoreo del paciente durante la infusién con medicio-
nes de pulso, presion arterial, ECG y saturacion de oxigeno.

En nuestro pais hemos realizado, en la Asociacion Espaiiola, los dos pri-
meros transplantes con células progenitoras hematopoyéticas alogénicas
de cordon umbilical de donantes no relacionados, en dos nifios uno de seis
meses de edad con un sindrome mielodisplasico que se le infundié un cor-
dén histocompatible enviado desde la Universidad de Denver, Colorado-
USA y otro de 4 afios, con una leucemia aguda linfoblastica, con un cordén
enviado desde Francia.

El 23 de marzo de 2009, realizamos el primer transplante relacionado de
células progenitoras hematopoyéticas cosechadas de un cordéon umbili-
cal en Uruguay en un nifio de 7 afios con mielodisplasia. Este transplante
fue producto de un trabajo multicéntrico dado que la cosecha del cordon
umbilical se realiz6 en el Hospital Pereira Rossell, la criopreservacion en
nitrégeno liquido y el conteo de células por citometria de flujo en el Hos-
pital Maciel, la histocompatibilidad en el Instituto Nacional de Donacién
y Transplante y el descongelado e infusién en la Unidad de Transplante
Pediatrica de la Asociacion Espaiiola.
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