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ACTUALIZACION DIAGNOSTICA Y TERAPEUTICA

Prevencion de la inmunizacion anti-RhD en la
gestacion y transfusion de hemocomponentes

Jorge Decaro?

Resumen

Se describe la historia de la inmunoglobulina anti-RhD (IG-RhD) hasta el afio 1968 en que aparece la primera presentacion comercial de uso in-
tramuscular en EUA y un afio después en Francia para administracion intravenosa. También en 1968 se realiza en Manitoba, Canads, la primera
profilaxis antenatal.

En 1979, en Uruguay, publicamos el primer trabajo sobre transfusion feto-maternay la profilaxis con IG-RhD.

En 1982 un grupo de médicos del Hospital de Clinicas y del Centro Latinoamericano de Perinatologia (CLAP) establecen las primeras “"Normas de
Prevencion, Diagndstico y Tratamiento de la Enfermedad Hemolitica Perinatal (EHP) por conflicto Rh(D)” que luego son adoptadas como normas
nacionales por el Ministerio de Salud Publica (MSP).

En el afio 2005, luego del trabajo en talleres de equipos multidisciplinarios se logré un consenso sobre la prevencion, diagnéstico y tratamiento
de la EHP que ha sido publicado y presentado al programa prioritario de Salud y Género del MSP para su revision y adopciéon como nuevas pau-
tas nacionales.

Luego de cuatro décadas de la aparicion de la IgRhD comercial se ha disminuido notablemente el nUmero de casos de EHP por anti-D. Sin embar-
go, existe un numero de casos residuales porque no se indica lainmunoprofilaxis, porque no se realiza correctamente, por dosis insuficientes, por-
que sdlo se utiliza en el postparto o porque se realizan transfusiones de hemocomponentes RhD positivos a mujeres RhD negativas en edad re-
productiva activa.

La IgRhD es un hemoderivado producido a partir del fraccionamiento industrial de plasmas de individuos aloinmunizados en el que predomina el
anticuerpo anti-D de la clase inmunoglobulina G (IgG). Una dosis de 300 microgramos de anti—D es suficiente para contrarestar los efectos inmu-
nizantes de 15 ml de eritrocitos Rh D positivos, o aproximadamente 30 ml de sangre total (efecto dosis dependiente).

Como el mecanismo de profilaxis es mediante la administracion pasiva de anticuerpos, no es una vacunay tiene un efecto temporal, porlo cual de-
be repetirse la dosis en cada acto inmunizante.

En dos revisiones recientes (Cochrane Review) se demostrd que la administracion de IgGRhD, tanto después del parto como durante la gesta-
cion, previene la inmunizacién anti-D. Por ello, en este trabajo se analizan las posibles indicaciones de la inmunoprofilaxis antenatal y posparto
de acuerdo al diagnostico clinico e inmunohematoldgico. La indicacion de la IgRhD se basa en la aplicacion de un correcto monitoreo inmunohe-
matoldgico de la gestacion asi como de una adecuada interpretacion de los resultados.

En Uruguay, a partir del nuevo milenio estamos utilizando una preparacién intravenosa de anti—D para la supresion de lainmunizacion anti-D. Una
dosis de 120 microgramos (600 Ul) de IgRhD intravenosa es recomendada dentro de las 72 horas posteriores al parto, dado que con la administra-
cion intravenosa se alcanza una concentracion plasmatica de IgRhD 2.5 veces superior y mas precozmente que la intramuscular.

El maximo de concentracion con la IgRhD por via intramuscular se logra recién a las 48 horas, por lo cual el clearance de los glébulos rojos D posi-
tivos fetales se realiza mas rapidamente con la infusion intravenosa. La vida media de los anticuerpos anti-D es de aproximadamente 24 dias por
via intravenosa y de aproximadamente 30 dias por inyeccion 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 antenatal y otra
posparto tiene un costo promedio similar a la inyeccion de una sola dosis intramuscular posparto.

Para establecer un correcto programa de inmunoprofilaxis debemos conocer, en primer lugar, cual es la prevalencia de gestantes Rh D negati-
vas. En un estudio realizado en Uruguay se encontré una prevalencia de 12%, 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 (1,2%) la inmunoprofilaxis anti—-D no constituye un verdadero problema de sa-
lud publica.

Sin embargo, lamayoria de los paises europeos tiene una prevalencia de individuos Rh D negativo mayor del 15% (Austria 19%, Inglaterra 17%, Es-
pafia17%, Irlanda 16%, Dinamarca 16%, Holanda 16,3%, Suecia 18%). En segundo lugar, se deben establecer pautas o guias nacionales para el se-
guimiento inmunohematoldgico de la gestacion y lainmunoprofilaxis anti-D. En un relevamiento que se realizé en 10 paises desarrollados sélo el
50% tenia normas o guias nacionales (Inglaterra, Polonia, Holanda, Finlandiay EUA), tres de 10 realizaban profilaxis antenatal, cuatro de 10 cuan-
tificaban la HFM de rutina, g de 10 estudiaban la variante D'y tan solo 2 la variante DV'. En otro reciente estudio en 8 paises de la comunidad euro-
pea (CE) cuatro presentaban guias, cuatro no realizaban profilaxis antenatal, en cinco no hay datos de la prevalencia de la inmunizacion anti-D y
la dosis de inmunoprofilaxis varia de 100 a 300 mcg.

La determinacion del fenotipo fetal RhD desde muestras de liquido amniético, vellosidad coridnica y recientemente de plasma materno, es uti-
lizada para establecer, en gestantes inmunizadas al antigeno D, la posibilidad o no de afectacion fetal con el fin de evitar técnicas de diagnosti-
coy tratamiento prenatal.

Pero también puede utilizarse en gestantes Rh negativas no inmunizadas al antigeno D para evitar lainmunoprofilaxis antenatal cuando existen
fetos Rh D negativos.

Hasta ahora no hay una opcion alternativa, aprobada para su uso clinico, tan seguray eficaz como el uso de la IgRhD para la prevencion de la aloin-
munizaciény por ende la EHP producida por este anticuerpo del sistema Rh. Sin embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado nuevas estrate-
gias como lainmunoglobulina anti-D monoclonal y la estimulacién de la tolerancia inmunoldgica.

Palabras clave: inmunoglobulina anti-RhD (Ig—RhD), enfermedad hemolitica perinatal (EHP)
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Abstract

The history of anti—-RhD (IG-RhD) is described, since the first apearance in 1968 of the IM pharmaceutical formulation, in USA and one year later
in France, for IV administration. Also in 1968, it was performed the first antenatal prophylaxis in Manitoba—Canada.

In 1979, we published in Uruguay, the first paper about fetal-maternal haemorraghe and prophylaxis with IgG —RhD.

In1982 agroup of physicians at the Hospital de Clinicas and the Latin American Center of Perinatology (From Spanish CLAP) Settled the first “Gui-
delines for Prevention, Diagnosis and Treatment of the Hemolytic Disease of the Newborn due to Rh(D)” that were lately adopted as national gui-
delines by the Ministry of Health.

In 2005 after multidisciplinary workshop a consensus was achieved about prevention, diagnosis and treatment of the HDN, that was published
and presented to the Health and Gender Priority Program of the Ministry of Health, for review and adoption as national guidelines.

After 4 decades of the first available comercial IgRhD, the number of cases of HDN due to anti-D has dropped dramatically. However, there is a
number of residual cases, because immune prophylaxis is not properly administered, dosage is too low, because is only used post partum or be-
cause RhD negative women at childbear risk are transfused with RhD positive hemocomponents.

1gG RhD is an hemoderivative produced by industrial process of plasma of alloimmunized subjects, were IgG anti D is predominant. One dose of
300 mcg of anti D is able to neutralize 15 ml of red blood cells RhD positive, or 30 ml of blood (the effect is dose dependent).

Since the mechanism of prophylaxis is mediated by pasive antibody administration, it is not considered to be a vaccine, and its effect is temporary,
reason why it must be repeated after every event capable of immunization.

In 2 recent reviews (Cochrane Review), it was demostrated that the administration of IgG RhD after birth and during pregnancy can prevent an-
ti D immunization. In this paper we analize posible indications of antenatal and postpartum immunoprophylaxis related with the clinical and im-
mune hematologic diagnostic.

The indication of the use of IgG RhD is based on the correct immune hematologic monitoring of the pregnancy, along with correct result inter-
pretation.

In our country, since new millenium, we are using a new pharmaceutical formula of IgG for IV use, for suppresion of anti D immunization. One do-
se of 120 mcg (600 Ul) of IV IgG RhD is recommended in the first 72 hours post partum, since the IV route of administration reaches plasma con-
centration of IgG RhD 2.5 higher, and faster than IM administration.

The maximum concentration of IgG RhD via IM route is reached 48 hours after administration, reason why fetal red blood cells clearance is faster
with IV administration. Median half life of anti D antibodies is approximately 24 days by IV route and 30 days by IM injection.

IV administration requieres a lower dose, has a faster action and does not depend on the body mass and is cheaper. The cost of two doses of 120
mcg antenatal and postpartum is similar to one single dose of 300 mcg by IM injection postpartum.

To stablish a correct program of immuneprophylaxis, we must know firtstly, the prevalence of RhD negative pregnant women. In one study con-
ducted in Uruguay, we found that the prevalence is 12%. This number varies between countries and from one region to the other. For instance the
D antigen of the Rh system has a lower prevalence between american indians (1%), Asia (1%) and Africa (1%). This explains why, in some coun-
tries in the Asian area, or China (0,25%), South Korea (0,35%) and Hong Kong (1,2%) the anti D immune prophylaxis does not represent a Public
Health problem.

However, most of the european countries have a higher prevalence of Rh D negative subjects, of around 15% (Austria 19%, England 17%, Spain
17%, Ireland 16%, Denmark 16%, Neederlands 16,3%, Sweden 18%).

Secondly, national guidelines should be stablished, for the follow up of the pregnancy and anti D immune prophylaxis. One survey performed in
10 countries of the First World, only 50% of them had local guidelines (England, Poland, Holand, Finland and USA) 3 of 10 perform prenatal pro-
phylaxis, 4 out of 10 quantify the fetal maternal hemorrhage and g out of 10 study the D" variant, and only 2 the D"'variant. Other recent study in 8
countries of the EC show that only 4 had guidelines, 4 of them do not do prenatal prophylaxis, in 5 there are no available data of prevalence of an-
ti D immunization and the doses varies between 100 to 300 mcg.

The determination of the fetal RhD fenotype from amniotic fluid simple, chorionic villus sampling and recently from maternal blood, is used to
stablish if the patient already immunized to anti D antigen is at risk or not of fetal disease, to avoid invasive diagnosis techniques and prenatal
treatment.

Also the administration of anti D IgG in Rh negative women not alloimmunizated, can be avoided.

Until now, thereis no alternative proved treatment for clinical use, as safe and efficacious as the IgG anti D for prevention of HDN due to antibodies
RhD. However, in the last years, new strategies have been developed, such as monoclonal anti D and immune tolerance stimulation.

Key words: anti-D immunoglobulin (Ig-RhD), Haemolitic Disease of the Newborn (HDN)

INMUNOPROFILAXIS

En 1900, el mismo afio que Karl Landsteiner describe el siste-
ma ABO, von Dungern determina en experimentos en conejos
que la inmunizacién activa provocada por un antigeno determi-
nado puede ser prevenida por la administracion pasiva de an-
ticuerpos especificos contra el antigeno®. Sin embargo, este
descubrimiento no fue aplicado para la prevencion de la enfer-
medad hemolitica fetal hasta después de varios afios del des-
cubrimiento del sistema Rh en 1940.

En 1943, Levine observa que los anticuerpos anti—D se de-
sarrollan mas frecuentemente en aquellas mujeres que care-
cen de las aglutininas naturales anti—A y anti—-B del sistema
ABO®. Sin embargo, recién en 1956 fue claramente demostra-
do que la incompatibilidad ABO feto materna ejercia una pro-
teccién frente a la inmunizacion anti—-D gracias a los experi-
mentos realizados por Stern y colaboradores®. En 1957, Klei-
hauer, Braun y Betke establecen la elucién acida como técni-
ca para distinguir la hemoglobina fetal de la del adulto®. A par-
tir de 1960 dos grupos de investigadores, uno en Liverpool y
otro en New York, comienzan a realizar trabajos experimenta-
les sobre la prevencion de la inmunizacion anti—-D. El grupo in-
glés basa sus trabajos en los hallazgos anteriores de la protec-
cion ABO y la técnica de Kleihauer. El grupo de New York, en
cambio, desarrolla sus trabajos experimentales basados en el

4 [Separata]
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reporte de Theobald Smith de 1909 en que se demuestra que
la respuesta inmune frente al toxoide de la difteria podia ser in-
hibida por un exceso de antitoxina®. 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 circula-
tion following delivery by means of a suitable antibody. If
successful, this would prevent the development of eryth-
roblastosis, so mimicking natural protection afforded by
ABO incompatibility”. E| primer trabajo cientifico fue realiza-
do por Stern y colaboradores en 1961, en el cual a 16 hombres
voluntarios ORhD negativo se les inyectd repetidamente eri-
trocitos ORhD positivo sensibilizados con suero anti—D. Nin-
guno de los 16 hombres se inmunizé mientras que en subse-
cuentes inyecciones de eritrocitos no sensibilizados a 10 hom-
bres produjo la inmunizacién anti—-D en 5 después de la segun-
da inyeccién®,

También en 1961, Finn y colaboradores determinan la inci-
dencia y cantidad de eritrocitos fetales en la circulaciéon de 256
madres Rh negativo. Los glébulos rojos fetales fueron encon-
trados en 30 muestras (11.7%) y en cuatro (1.6%) el volumen
de la hemorragia feto—materna fue superior a 5 ml™. En la mis-
ma publicacion, Finn y colaboradores inyectan hombres volun-
tarios Rh negativo con eritrocitos Rh positivo. La subsecuente
administracion intravenosa de suero anti—D conteniendo inmu-
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noglobulinas M y G, acelera el clearance de los eritrocitos Rh
positivo. Concluyen que una manera de prevenir la inmuniza-
cion anti—-D, en madres ABO compatibles, puede ser median-
te la rapida destruccion de los glébulos rojos fetales inyectan-
do 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 series de experimentos donde hombres volunta-
rios Rh negativo son inyectados con eritrocitos Rh positivo. En
el primer experimento, 30 minutos después de la inyeccion de
los eritrocitos, a la mitad de los hombres se les administré plas-
ma conteniendo anticuerpos anti-D del tipo IgM, lo cual ten-
dria un efecto de proteccion similar a los anticuerpos ABO na-
turales que son también IgM. En el segundo experimento la mi-
tad de los hombres voluntarios fue inyectada con 30—-50 ml de
plasma que contenia anticuerpos anti—D del tipo IgG. Ocho de
13 hombres tratados con anti—D IgM desarrollan inmunizacion
(54%) mientras que so6lo 1 de 11 no tratados (9%) se inmuniza.
Concluyen que los anticuerpos anti—-D completos (IgM) no solo
no previenen la inmunizacién anti—D sino que parecen estimu-
larla. En el segundo experimento, sélo 3 de 21 hombres trata-
dos con IgG anti—D (14%) y 11 de los 21 no tratados (54%) de-
sarrollan inmunizacion, lo cual sugiere una proteccion median-
te anticuerpos incompletos (IgG). En el tercer trabajo se de-
muestra que los eritrocitos sensibilizados con anticuerpos IgG
desaparecen mas rapido de la circulacion®.

En 1963, Freda, Gorman y Pollack del grupo de New York,
introducen una preparacion con alto titulo de anti-D (inmuno-
globulina anti—-D) en sus programas de investigacion. Freda y
Gorman, que pertenecian a la Universidad de Columbia y Po-
llack a la Ortho Research Fundation, demuestran que la ad-
ministracién de 5 ml de esta inmunoglobulina anti—D 24 horas
después de la inyeccion de eritrocitos Rh positivos a 5 hom-
bres voluntarios Rh negativos, mensualmente, durante 5 me-
ses, produce una proteccion total para la inmunizacion anti-D.
Sin embargo, 4 de 5 hombres no protegidos con esta inmuno—
globulina anti—-D se inmunizan®. En 1964, el mismo grupo de
investigadores establece que la inmunoglobulina anti—D prote-
ge el 100% de los voluntarios cuando es administrada por via
intramuscular hasta 72 horas después de la inyeccion de eri-
trocitos Rh positivos?.

El primer trabajo sobre la prevencion de la inmunizacion
anti—-D en gestantes fue publicado por Clarke y Sheppard del
grupo de Liverpool en 1965, en una carta enviada a la revista
The Lancet™. En ninguna de las 27 madres tratadas en el pos-
parto con inmunoglobulina anti-D (IgG) se encontré signos de
inmunizacién en un seguimiento realizado a los 3 y 6 meses del
parto, mientras que 9 de las 29 no protegidas con inmunoglo-
bulina se inmunizaron. También en una carta enviada a la re-
vista The Lancet ese mismo afio'?, Freda y colaboradores del
grupo de New York reportan sus resultados clinicos prelimina-
res. Ninguna de las 34 madres que recibieron inmunoglobulina
anti—D posparto mostré inmunizacion a los 6 y 18 meses des-
pués del parto, mientras que 6 de las 56 del grupo control se
inmunizaron al antigeno D. En 1967 se publica un trabajo so-
bre la tasa de inmunizacion en 329 madres tratadas con inmu-
no—globulina anti-D y 337 no tratadas recopiladas del grupo
inglés, americano y aleman®. Mientras que ninguna del gru-
po tratado se inmunizo, 46 (14%) del grupo control si lo hizo.

En 1968 se aprueba por la Food and Drugs Administra-
tion (FDA) en Estados Unidos de Norteamérica (EUA) la prime-
ra preparaciéon 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™. La adminis-
tracion de 300 mcg de IgG anti—D junto con 0,5 ml de eritroci-
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tos Rh pos demostré un clearance de 6 horas para la via intra-
venosa y de mas de 48 horas para la intramuscular.

Con el seguimiento de un nimero mayor de madres que re-
cibieron inmunoglobulina anti-D posparto se demostré que el
riesgo de inmunizacién anti D no era cero, como lo mostraban
los trabajos hasta aqui publicados.

En 1971, Woodrow y colaboradores establecen que en
1015 mujeres estudiadas el fallo de la inmunoprofilaxis pospar-
to es de 3 en 844 casos (0,36%) después del primer parto y de
3 en 171 (1,8%) luego del segundo!®.

Schneider recoge la informacion estadistica de la inmuno-
profilaxis en 10 paises, encontrando que 93 de 22.239 mujeres
(0,42%) tratadas con IgG anti—D desarrollan inmunizacion des-
pués del primer parto y 303 de 5266 (5.75%) de las que no re-
cibieron inmunoglobulina, lo cual se corresponde con una tasa
de proteccién del 92.8%. Luego de la segunda gestacion la ta-
sa fue de 90,3%"°.

En 1971, Pollack y colaboradores establecen la relacion de
la cantidad de inmunoglobulina anti-D (IgRhD) necesaria pa-
ra neutralizar un volumen determinado de eritrocitos fetales: 20
microgramos (mcg) de Ig RhD por ml de eritrocitos o 10 mcg
por ml de sangre fetal.

Zipursky y colaboradores, utilizando la técnica de Klei-
hauer, fueron los primeros investigadores en reconocer que
en un numero determinado de gestaciones existia un pasaje
transplacentario de eritrocitos fetales antes del parto(®.

Finalmente, la primera profilaxis RhD antenatal, durante la
gestacion, fue realizada en Manitoba, Canada en 1968. En la
fase inicial 300 mcg de IgRhD eran administrados a las 34 se-
manas de gestacion. Luego se cambia el protocolo y se admi-
nistra una dosis a las 28 semanas y otra similar a las 34. Por ul-
timo la profilaxis antenatal se redujo a una sola dosis a las 28
semanas de gestacion y una segunda IgRhD era administrada
posparto si el recién nacido era Rh positivo(®.

En 1979, publicamos en Uruguay el primer trabajo sobre
la transfusion feto materna y la profilaxis por inmunoglobuli-
na anti—-D®@.

En 1982, un grupo de médicos del Hospital de Clinicas y
del Centro Latinoamericano de Perinatologia (CLAP) escribia
un libro donde se describian la inmunoprofilaxis anti—-D y to-
dos los métodos de diagndstico asi como los tratamientos pre
y posnatales utilizados en la enfermedad hemolitica perinatal
(EHP) por aloinmunizacién anti RhD. Dicho esfuerzo comuni-
tario fue premiado por la Academia Nacional de Medicina del
Uruguay con el premio “El Pais”, con lo cual se logré la publi-
cacion del libro y su distribucion gratuita®). EI mismo grupo de
médicos pensé que ademas de lograr la difusion de los cono-
cimientos debia pautar el seguimiento de esta patologia tan-
to en el periodo prenatal como postnatal, para lo cual se pro-
pusieron las “Normas de prevencion, diagnéstico y tratamien-
to de la EHP por conflicto Rh(D)”, a las cuales se les otorgé el
primer premio de la Asociacién Médica del Uruguay® 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 inmunoglobulina anti—-D en las
gestantes Rh negativo®@.

El desarrollo de técnicas como la cordocentesis, la trans-
fusion intrauterina intravascular, la grafica de Queenan para
los valores de densidad optica del liquido amnidtico, la técni-
ca de inmunoprecipitacion en gel para el diagnostico inmuno-
hematoldgico, la medicién del flujo sanguineo en la arteria ce-
rebral media para el diagnostico de anemia fetal, el diagnosti-
co del fenotipo fetal, la aparicion de una inmunoglobulina anti—
D de uso intramuscular o intravenoso con presentacion de 120
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mcg, nos motivo a realizar una revision bibliografica y comen-
tar la experiencia personal no solo de la EHP por Rh(D), sino la
producida por otros anticuerpos clinicamente significativos@*.

El objetivo de esta publicacion fue mostrar, de manera cla-
ra y sencilla, incluso a través de la revisiéon de 11 historias cli-
nicas, los elementos de prevencién, diagnéstico y tratamien-
to de la EHP. Dado que en los Ultimos afios ha variado sustan-
cialmente el abordaje diagndstico y de prevencion junto con la
aparicion de nueva tecnologia, pensamos que al igual que en
1982 este libro podia servir de base para realizar nuevas pau-
tas de seguimiento de esta patologia. En el afio 2005, luego
del trabajo en talleres de equipos multidisciplinarios se logré un
consenso sobre la prevencion, diagnéstico y tratamiento de la
EHP, que ha sido publicado®® y presentado al programa prio-
ritario de Salud y Género del MSP para su revision y adopcién
como nuevas pautas nacionales.

Luego de cuatro décadas de la aparicion de la IgRhD co-
mercial (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 inmunoprofilaxis pero tam-
bién han aumentado los casos de EHP por otros anticuerpos
diferentes al D, para los cuales no existe todavia inmunoprofi-
laxis. La unica prevencién seria la disminucién de las transfu-
siones, sobre todo de gldbulos rojos, en la poblacion de muje-
res en edad reproductiva activa y en caso de realizarlas utili-
zar sangre fenotipada en el sistema Rh y Kell, dado que pro-
ducen mas del 90% de los casos de EHP por anticuerpos di-
ferentes al D.

La inmunoglobulina RhD (IgRhD) es un hemoderivado
producido a partir del fraccionamiento industrial de plasmas
de individuos aloinmunizados en el que predomina el anticuer-
po anti-D de la clase inmunoglobulina G (IgG). Una dosis de
300 microgramos de anti—-D es suficiente para contrarrestar
los efectos inmunizantes de 15 ml de eritrocitos Rh D positi-
vos, o aproximadamente 30 ml de sangre total (efecto dosis
dependiente).

Este efecto protector de la IgG anti—D sobre los individuos
D negativo expuestos a células D positivas probablemente re-
sulta de la interferencia con el reconocimiento antigénico en
la fase de induccion de la inmunizacion®®. La IgRhD en la cir-
culacion materna se une a los globulos rojos fetales (GRF) Rh
D positivos y éstos son secuestrados en el bazo. Basicamen-
te, las funciones de este érgano del sistema inmune son: [1] re-
tirar células sanguineas senescentes y microorganismos ex-
trafios por filtracién y [2] desarrollar la respuesta inmune fren-
te a antigenos foraneos. Estas actividades estan anatémica-
mente separadas, una se cumple en la pulpa roja y otra en la
pulpa blanca. La rapida desaparicion de los GRF pasivamen-
te sensibilizados en la pulpa roja evitaria el contacto del anti-
geno D con las células inmunocompetentes de la pulpa blan-
ca, donde se produce la respuesta inmune®). Por ello la inmu-
noprofilaxis con IgRhD no es efectiva una vez que se ha inicia-
do la respuesta inmune. A los 13 dias de la administracion de 1
ml de eritrocitos RhD positivos la infusién de 100 microgramos
de IgRhD neutraliza la inmunizacién en el 50% de los casos®®.

Como el mecanismo de profilaxis es mediante la adminis-
tracion pasiva de anticuerpos no es una vacunay tiene un efec-
to temporal, por lo cual debe repetirse la dosis en cada acto in-
munizante. La IgRhD adecuadamente preparada mediante do-
ble inactivacién viral, como otras preparaciones de inmunoglo-
bulinas, es un hemoderivado seguro que tiene un escaso ries-
go de transmision viral®. Cada microgramo (mcg) equivale a
5 unidades internacionales (Ul), por lo cual la presentacion de
120 mcg representan 600 Ul y la de 300 mcg 1500 Ul.

En dos recientes revisiones (Cochrane Review) se demos-
tr6 que la administracion de IgRhD tanto después del parto co-
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31)

Prevencién de la aloinmunizacién anti-RhD en el
embarazoy el parto

Cuando una sustancia extrafia (antigeno) entra en contac-
to con el sistema inmunitario de un individuo, generalmente
se produce una respuesta inmune ya sea mediada por célu-
las (inmunidad celular) o por anticuerpos (inmunidad humoral).
Cuando la respuesta inmune mediada por anticuerpos es pro-
ducida por antigenos de individuos de la misma especie se de-
nomina aloinmunizacion. En el hombre esto ocurre usualmen-
te ante transfusiones de hemocomponentes, compartir jerin-
gas en la drogadiccion intravenosa, gestaciones y/o trasplan-
te de érganos y tejidos.

Cuando la embarazada carece de los antigenos que el fe-
to posee en sus glébulos rojos y estos penetran en la circula-
cion materna, puede producirse una respuesta inmune. La en-
fermedad hemolitica perinatal (EHP) es una patologia tipica-
mente producida por una reaccién de hipersensibilidad tipo Il
mediada por anticuerpos dirigidos contra antigenos de la su-
perficie celular.

Si los anticuerpos maternos corresponden a la clase inmu-
noglobulina G (IgG) cruzan la placenta hacia el feto frecuente-
mente en embarazos subsiguientes, 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 gldbulos rojos humanos y
que los eritrocitos fetales se encuentran sensibilizados pues
tienen el anticuerpo unido al antigeno presente en su membra-
na celular. Estos glébulos rojos sensibilizados con la IgG son
retirados de la circulacion fetal por los macréfagos del sistema
reticulo endotelial, principalmente en el bazo, que tienen re-
ceptores para la fracciéon Fc de la inmunoglobulina o C3b del
complemento, produciéndose una hemélisis extravascular.
Se puede definir entonces a la EHP como una anemia hemoli-
tica de causa extracorpuscular inmune. Resumiendo, para que
la EHP se produzca es necesario:

— incompatibilidad de grupo sanguineo materno fetal;

— aloinmunizacion materna especifica contra uno o varios
antigenos eritrocitarios fetales;

— pasaje de anticuerpos maternos hacia el feto;

— presencia en los eritrocitos fetales del antigeno correspon-
diente;

— destruccion acelerada de los globulos rojos fetales.

Si bien la aloinmunizacién materna es la primera condi-
cion para que se produzca EHP, no toda gestante aloinmuniza-
da desarrolla EHP dado que puede presentar anticuerpos de
la clase IgM que no pasan a la circulacion fetal o el feto care-
ce del antigeno correspondiente. Por tanto, el diagnéstico de
aloinmunizacién materna es mas frecuente que el de EHP pero
si se previene la inmunizacion materna no existira EHP.

Los anticuerpos de la clase IgG (monémeros) cuando se
unen al antigeno de la membrana de los eritrocitos no produ-
cen aglutinacién dado que la distancia entre los dos fragmen-
tos Fab (sitios de unién al antigeno) del anticuerpo no alcanzan
a cubrir la distancia intercelular (50-100 A°) entre dos glébu-
los rojos determinada por el potencial zeta. En el caso de mo-
léculas de IgM (pentameros) mas grandes se produce agluti-
nacion 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®? describieron el
procedimiento para detectar los anticuerpos unidos a los eri-
trocitos y que no provocaban aglutinacién. RR Coombs, que
era veterinario, inyectd a un conejo inmunoglobulinas humanas
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produciendo en el animal una respuesta inmune humoral. Da-
do que la fraccion Fc de la IgG humana es la fraccion antigé-
nica de la molécula, los fragmentos Fab del anticuerpo del co-
nejo (anti—-globulina humana) se unen a los Fc de la IgG unida
a los eritrocitos formando un puente y haciendo visible su pre-
sencia 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 demos-
trar la cobertura in vivo de los eritrocitos con inmunoglobulinas
en particular 1gG, o fracciones del complemento como C3d.
Por ejemplo, a los glébulos rojos fetales o del RN que pue-
den sensibilizarse in vivo con las IgG maternas, se les realiza
la PCD para diagnosticar EHP. Antes de agregar el suero an-
tiglobulina humana (SAGH) se deben lavar los eritrocitos para
eliminar las proteinas libres que pueden neutralizar el SAGH y
producir falsos resultados negativos.

La prueba de Coombs indirecta (PCI) se utiliza para de-
tectar IgG antieritrocitarias libres, circulantes, no unidas a los
glébulos rojos. Es indirecta porque, a diferencia del caso an-
terior, antes del agregado de SAGH se necesita una fase pre-
via de sensibilizacion in vitro. El suero o plasma de la gestante,
en el cual queremos investigar la presencia de IgG antieritroci-
tarias, se debe incubar in vitro con los glébulos rojos que con-
tengan el antigeno especifico. Si existen anticuerpos circulan-
tes éstos se van a fijar al antigeno de la membrana del glébulo
rojo y luego, con el agregado de SAGH, se hara visible su pre-
sencia mediante aglutinacion. En esta prueba, ademas del la-
vado de los eritrocitos como en la PCD, es muy importante que
se enfrente el plasma a glébulos rojos fenotipados que conten-
gan la mayoria de los antigenos clinicamente significativos. De
no ser asi se pueden obtener falsos resultados negativos que
pueden llevar a catalogar a un embarazo de bajo riesgo cuan-
do en realidad no lo es.

La formacion de las células sanguineas en el embrién hu-
mano comienza en la tercera semana de gestacion y el antige-
no D del sistema Rh ha sido demostrado en la membrana eri-
trocitaria a partir del dia 38. Se han encontrado eritrocitos fe-
tales en la circulacion materna en los abortos espontaneos o
provocados en el curso del primer trimestre existiendo, por tan-
to, riesgo de inmunizacion. La dosis minima para producir una
inmunizacioén primaria seria de 0,01 a 0,03 ml de glébulos ro-
jos fetales, lo que equivale a 1 eritrocito fetal cada 100.000 ma-
ternos. En la practica, el volumen de sangrado de una hemo-
rragia feto materna (HFM) es variable, siendo en el 99,5% de
los casos menor a 15 ml. Sin embargo, un tercio de los indivi-
duos de la especie humana no responde a la estimulacion anti-
génica (tolerancia inmunolégica), es decir, no forman anticuer-
pos a pesar de entrar en contacto con el antigeno. Este carac-
ter 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 aloinmunizacion y aproxi-
madamente un tercio de las mujeres RhD negativas tendra fe-
tos también RhD negativos. Por lo tanto, el riesgo de inmuniza-
cion anti-D por embarazo es aproximadamente del 15%.

La indicacion de inmunoprofilaxis anti—D en las gestantes
RhD negativo se basa en la aplicacion de un correcto monito-
reo inmunohematoldégico asi como una adecuada interpreta-
cién de los resultados. En el consenso 2005 se propone que
a todas las embarazadas en la primera consulta (preferente-
mente en el primer trimestre) se les debe realizar una busque-
da de anticuerpos inmunes antieritrocitarios junto con la de-
terminacion del grupo sanguineo ABO y RhD. Si se utiliza la
técnica de inmunoprecipitacion en gel (Diamed) a las gestan-
tes RhD negativas se les debe repetir el grupo sanguineo y los
anticuerpos inmunes entre las 25 y 27 semanas de gestacion.
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Inmunoprofilaxis antes del parto

La IgRhD debe administrarse a una mujer RhD negativo con
pruebas para anticuerpos anti—D negativas, luego de cualquier
acontecimiento obstétrico capaz de permitir el ingreso de célu-
las fetales a la circulacion materna: el aborto espontaneo o te-
rapéutico, el embarazo ectopico, la amniocentesis, la extrac-
cion de muestras de vellosidades corionicas, la cordocentesis,
la hemorragia anteparto o la muerte fetal entre otros.

Si cualquiera de estas posibilidades ocurre antes de las
13 semanas de gestacion, una dosis de 50 microgramos de
IgRhD es adecuada para proteger contra el pequefio volumen
HFM durante el primer trimestre®®. Desde las 13 semanas en
adelante hasta el término se debe dar una dosis de IgRhD de
250-300 microgramos intramuscular o 120 mcg intravenosa.

El amplio uso de la inmunoprofilaxis posparto ha disminui-
do la inmunizacion contra el antigeno D asociada con el emba-
razo desde aproximadamente 13% hasta 1-2%. El riesgo dis-
minuye hasta 0,1% si se administra también IgRhD antes del
parto entre las 28 y 32 semanas de gestacién® dado que las
mujeres que desarrollan anticuerpos anti—D durante el emba-
razo, el 92% lo hace a esta edad gestacional. La sangre obte-
nida antes de la inyeccién de IgRhD debe ser sometida a prue-
bas para grupo sanguineo ABO, RhD, variantes del antigeno D
(D débil o Duy DV') y para anticuerpos antieritrocitarios utilizan-
do paneles eritrocitarios de fenotipo conocido. Nosotros usa-
mos la técnica de precipitacion en gel una microtécnica que
permite macrolectura con reactivos incorporados y asociado a
un sistema computarizado que evita el error humano. Es ade-
mas un método mas sensible que la tradicional técnica en tu-
bo, por eso actualmente recomendamos que los controles in-
munohematoldgicos durante el embarazo se realicen uno en el
primer trimestre y otro a las 25-27 semanas. Cuando se admi-
nistra IgRhD si se repiten los estudios de anticuerpos anti—-D
antes de las 8 semanas siguientes, probablemente sean positi-
vos por los anticuerpos anti—D administrados pasivamente por
la IgRhD. Los anticuerpos anti—D administrados que son prin-
cipalmente 1gG pasan la placenta y el recién nacido en caso
de ser Rh D positivo puede nacer con un TCD positivo pero sin
evidencia de hemolisis®®. Por ello, debe haber una buena co-
municacioén entre el médico tratante y el médico hemoterapeu-
ta para asegurar que exista una correcta interpretacion de las
pruebas de laboratorio realizadas durante la gestacion y en el
momento del parto.

En 1982, con la técnica en tubo, proponiamos controles in-
munohematoldgicos seriados cada 4 semanas durante la ges-
tacion@2,

El servicio de Medicina Transfusional debe llevar un co-
rrecto seguimiento inmunohematolégico del embarazo, reali-
zando la historia clinica asi como un registro de los resultados
de laboratorio pre y posparto y de la administracion de la IgR-
hD, lo cual debe constar en la historia clinica de la gestante.

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

De acuerdo a la tabla 2 no se debe administrar IgRhD a
las mujeres embarazadas RhD positivo o D débil (DY). En estos
casos los globulos rojos tienen el antigeno D en su membrana
en mayor o menor grado por lo cual la embarazada no produ-
ce anticuerpos anti—D. Tampoco se debe dar IgRhD a las RhD
negativo 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 adminis-
tracién previa de IgRhD. Es deseable obtener confirmacion de
los registros médicos y de laboratorio en el servicio de Medici-
na Transfusional, pero la IgRhD debe darse siempre y cuando
no se pueda resolver la duda con facilidad. Las mujeres Rh D
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negativas aloinmunizadas pero con anticuerpos diferentes al D
(por ejemplo anti—c, anti—e, anti C, anti—E, anti—Kell) son can-
didatas a la administracion de IgRhD para evitar que se agre-
gue un anticuerpo anti-D.

Inmunoprofilaxis posparto

La sangre de cordén de recién nacidos de madres D negati-
vas se debe someter a pruebas para grupo sanguineo ABO,
RhD y test de Coombs directo (TCD). Una mujer RhD negativa
cuyo recién nacido (RN) es RhD negativo no debe recibir IgR-
hD. En caso que el RN sea RhD positivo o Du con TCD nega-
tivo la madre debe recibir una dosis de 300 microgramos de
IgRhD intramuscular o 120 mcg intravenosa lo antes posible,
dentro de las 72 horas posteriores al parto. Si pasan mas ho-
ras es mejor hacer la inmunoprofilaxis que no hacerla. En algu-
nos casos ha sido efectiva ain administrada hasta 13 dias des-
pués del parto®. Cuando la embarazada ha recibido inmuno-
profilaxis en la semana 28 de gestacion debe recibir también
inmunoprofilaxis posparto a pesar que el RN Rh positivo pue-
da mostrar un TCD positivo por los anticuerpos pasivos admi-
nistrados durante el embarazo. La presencia de IgG anti-D re-
sidual de la administracion preparto no indica una proteccion
vigente en el momento del parto. Una embarazada Rh negati-
va con TCI negativo puede tener también un RN con TCD posi-
tivo debido a un conflicto ABO, por lo cual debe recibir inmuno-
globulina anti—-D posparto. Una embarazada Rh negativa con
TCI positivo por un anticuerpo diferente al D (anti-C, anti—e,
anti—Kell) puede tener un RN RhD positivo con TCD positivo
0 negativo. En ambos casos debe recibir inmunoprofilaxis an-
ti—D posparto (ver tabla 2). Mas raramente, un RN Rh D positi-
vo puede tener un TCD positivo porque la madre Rh D negati-
va también presenta un TCD positivo por autoanticuerpos que
pasan la placenta. En estos casos también debe realizarse in-
munoprofilaxis cuando el RN es Rh D positivo. Durante la ges-
tacion los autoanticuerpos mas frecuentes son los antifosfolipi-
dos, dando un patrén 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 pane-
les de identificacidn 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 segui-
miento realizado durante cinco afios en 14.860 gestantes se
encontré que 157 (1.05%) tenian anticuerpos antieritrocitarios,
de los cuales 153 eran aloanticuerpos y 4 autoanticuerpos con
este patrén de aglutinacién®®. En los cuatro casos de autoan-
ticuerpos se demostré la presencia de anticuerpos antifosfoli-
pidos. Este diagnostico precoz es muy importante para la ges-
tacion si se realiza en la primera consulta. Cuando la gestan-
te presenta un test de Coombs indirecto y directo positivo se
debe informar al obstetra para que investigue anticuerpos an-
tifosfolipidos y comience la terapia anticoagulante lo antes po-
sible. Sin embargo, la mayoria de los anticuerpos antifosfolipi-
dos no produce TCD y TCI positivos por técnica en gel duran-
te la gestacion.

Mas raramente la gestante puede presentar una anemia
hemolitica autoinmune (AHAI). Hasta ahora no hemos vis-
to ningun caso clinico pero se han reportado algunos a nivel
mundial®”®®_ Incluso este mecanismo autoinmune puede es-
tar generado por medicamentos como la alfametildopa, que se
puede utilizar para el tratamiento de la hipertension durante la
gestacion y generar un TCD positivo. También en el embara-
zo puede producir autoanticuerpos inespecificos benignos que
pueden volver positivo el TCD materno y del recién nacido, pe-
ro sin manifestaciones clinicas de hemolisis en la gestante, fe-
to o RN. Generalmente estos autoanticuerpos desaparecen
meses después del parto.
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Tabla 1.
Esquema para la administracién de IgRhD preparto
RhD TCI Diagnéstico | Seguimiento | IgRhD
1 | pos neg | sinanticuer- | ninguno no admi-
pos nistrar
2 | pos pos anticuerpos identifica- no admi-
distintos al cion del anti- nistrar
anti-D cuerpo
3 |posD neg | antigeno D ninguno no admi-
débil presente nistrar
(Du)
4 | neg neg | sin anticuer- primer trimes- | adminis-
pos tre 26 sema- trar
nas
5 | neg pos con anticuer- | identifica-
pos cion del anti-
cuerpo
5.1 anti-D in- | no admi-
mune nistrar
5.2 anti-D pa- | adminis-
sivo trar
5.3 anticuer- adminis-
po distinto al trar
anti-D

TCI = Test de Coombs Indirecto con panel de glébulos rojos de fe-
notipo conocido.

Tabla 2.

Esquema para la administracion de IgRh anti—D posparto
MADRE DIAGNOSTICO RN IgRhD
Rh neg TCl neg Rh neg TCD neg no
Rh neg TCl neg Rh pos TCD neg si
Rh neg TCI neg conflicto ABO Rh pos TCD pos Si
Rh neg TClI pos anti-D Rh pos TCD pos no
Rh neg TClI pos diferente al D Rh pos TCD pos si
Rh neg TClI pos diferente al D Rh pos TCD neg si
Rh neg TClI pos diferente al D Rh neg TCD pos no

TCD: test de Coombs directo

En cuanto a la inmunoprofilaxis para las variantes del an-
tigeno D, ya dijimos que la variante cuantitativa (D débil o DY)
debe ser considerada como Rh positivo y por tanto no recibir
IgG anti—D. En cambio la variante cualitativa DV' debe ser con-
siderada como Rh negativo, pues si bien los eritrocitos tienen
el antigeno D le faltan fracciones (epitopes) de su molécula, por
lo cual pueden desarrollar anticuerpos anti—D contra los epito-
pes faltantes y presentes en los eritrocitos del RN. Debe reci-
bir inmunoprofilaxis antenatal y en caso de tener un RN Rh po-
sitivo, una nueva dosis posparto®). La pregunta es si la do-
sis administrada de 1gG anti-D se une a los epitopes presen-
tes en los eritrocitos maternos y por tanto no es suficiente pa-
ra prevenir la inmunizacion. En un trabajo publicado se mues-
tra que una importante proporcién de la IgGanti—D no se une
a los eritrocitos con variante DV'@%. Es importante diagnosticar
esta variante como Rh negativo ya que si bien es rara puede
producir anticuerpos anti—D, los cuales pueden ser causa de
hidrops fetal“".

La administracion posparto de la IgRhD puede no impe-
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dir la inmunizacion si la cantidad de eritrocitos fetales D posi-
tivos que ingresan a la circulacion materna exceden la capaci-
dad supresora de la IgRhD. Se estima que sélo el 0,3% de los
embarazos tiene una hemorragia fetomaterna (HFM) mayor
de 30 ml de sangre o 15 ml de GRF. Las HFM mayores son una
causa importante y prevenible de inmunoprofilaxis fallida.

Histéricamente, la cuantificacion de la HFM se ha logrado
por la prueba de elucion acida de Kleihauer—-Betke, que se
basa en la diferencia entre la hemoglobina fetal y la adulta en la
resistencia a la elucion acida. Los resultados se informan como
porcentaje de células fetales pero la precisién y exactitud del
procedimiento para determinar la cantidad de la HFM en milili-
tros puede no ser tan buena como el diagnédstico cualitativo.

La citometria de flujo tiene una sensibilidad similar a la
técnica de Kleihauer—Betke pero provee un resultado mas ob-
jetivo y reproducible desde el punto de vista cuantitativo, con
un costo mucho mayor®?.

Recientemente se ha utilizado la técnica de inmunopre-
cipitacion en gel® para la deteccion de glébulos rojos Rh(D)
positivos en la sangre materna. Cualquiera sea la técnica que
se emplee para la determinacion de la HFM, ésta debe reali-
zarse antes de las 12 horas posteriores al parto ya que luego
los hematies fetales hacen clearance fisioldgico y no se de-
tectan. En las grandes HFM como las que ocurren en las pla-
centas previas o en el desprendimiento de placenta normoin-
serta (DPNI), al realizar la determinacién del grupo sanguineo
Rh (D) materno puede aparecer campo mixto o doble pobla-
cion (hematies aglutinados y sin aglutinar) e incluso puede lle-
var a error y a clasificar una puérpera con Rh negativo como
Rh positivo, siendo, por el contrario, la que mas inmunoglobu-
lina anti-D requiere.

Algunos trabajos muestran que los embarazos multiples
tienen un riesgo mayor de HFM®449 |o cual es importante 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 Uruguay
la medicion de la HFM no se realiza de manera rutinaria duran-
te la gestacion y el posparto, sugerimos en los casos de ges-
taciones multiples administrar una dosis posparto de 300 mcg
(1500 Ul) intravenosa. De esta manera se aumenta la dosis, se
cubre una HFM de 37,5 ml de GRF pero sin incrementar el nu-
mero de inyecciones.

En el primer trimestre, en la mayoria de los paises la do-
sis de IgRhD sugerida es de 50 mcg dado el escaso volumen
de HFM que se presenta en la mayoria de las gestaciones uni-
tarias. En Uruguay, la dosis mas pequefia de IgRhD es de 120
mcg (600 Ul) que si se administra por via intramuscular cubri-
réa una HFM de un volumen de mas del doble que la dosis de
50 mcg (250 Ul), y si se administra por via intravenosa cubri-
ria una HFM de 15 ml de GRF lo cual seria suficiente para las
gestaciones multiples.

En Uruguay se utiliza una preparacion intravenosa de
anti—D para su uso en la supresién de la inmunizacion anti-D.
Una dosis de 120 microgramos (600 Ul) de IgRhD intraveno-
sa es recomendada dentro de las 72 posteriores al parto da-
do que con la administracion intravenosa se alcanza una con-
centracién plasmatica de IgRhD 2.5 veces superior y mas pre-
cozmente que la intramuscular 8, El maximo de concentracion
con la IgRhD por via intramuscular se logra recién a las 48 ho-
ras, por lo cual el clearance de los glébulos rojos D positivos
fetales se realiza mas rapidamente con la infusion intraveno-
sa. La vida media de los anticuerpos anti—D es de aproximada-
mente 24 dias cuando se administran por via intravenosa y de
aproximadamente 30 dias después de la administracion intra-
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muscular. La administracién intravenosa tiene como ventajas
que se necesita menos dosis, es de acciéon mas rapida, no de-
pende de la superficie corporal y es menos costosa. Adminis-
trar una dosis de 120 mcg i.v. antenatal y otra igual post parto
tiene un costo promedio similar a la realizacion de una sola do-
sis i.m. posparto de 300 mcg.

La dosis intramuscular depende del peso corporal, por lo
cual en las mujeres obesas se recomienda administrar una do-
sis adicional #7.

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 obtie-
ne un producto de alta pureza comparado con los que utilizan
el método de fraccionamiento de Cohn con etanol. Se agre-
gan dos procesos de inactivacion viral, el solvente—detergente
(SD) para remover los virus con cubierta lipidica (VIH, hepati-
tis By C) y la nanofiltracion (F) para remover otros virus sin cu-
bierta lipidica (parvovirus B19, hepatitis A). Se obtiene de plas-
ma humano proveniente exclusivamente de América del Norte
con el fin de evitar la enfermedad de Creutzfeldt—Jakob (CJD).
No contiene preservativos con niveles minimos de IgA. Puede
se usada también para el tratamiento del purpura trombocito-
pénico autoinmune (PTA) en pacientes Rh (D) positivo y no es-
plenectomizados, o para inmunoprofilaxis en receptores Rh (D)
negativo que reciben globulos Rh (D) positivo. Tiene tres pre-
sentaciones de 600, 1500 o 5000 Ul que corresponden a 120,
300 o 1000 microgramos, respectivamente. Se debe tener cui-
dado cuando se prepara el producto liofilizado con el diluyen-
te previo a la infusion. El frasco diluyente trae un volumen de
8,5 ml que es para la presentacion de 1000 mcg (5000 Ul) pero
cuando se usa una dosis de 120 o 300 mcg intravenosa se de-
be diluir con solo 2,5 ml mientras que por via intramuscular con
la mitad del volumen (1,25 ml).

La IgRhD no debe administrarse a RN RhD positivo o a RN
con EHP. En los casos de neonatos con EHP la prevencion de
la hemdlisis se realiza con la administracion de inmunoglobuli-
na polivalente de uso intravenoso. Tampoco debe inyectase a
gestantes RhD negativo con anticuerpos anti—D, salvo que es-
tos sean pasivos por la administracion previa de IgRhD. Las
preparaciones de IgRhD contienen trazas de otros anticuer-
pos como los del sistema ABO, Rh (diferentes al D), Kidd (Jk),
Duffy (Fy), entre otros, los cuales pueden positivizar el TCI de
la gestante y/o el TCD del RN. La interpretacion de estos re-
sultados debe realizarse en el contexto de un correcto analisis
de la situacion clinica y la paraclinica. La IgRhD también pue-
de tener trazas del factor XI de la coagulacion. Recientemen-
te se ha publicado un caso de una gestante RhD negativa con
un déficit congénito de factor XI que a los tres meses después
del parto se le diagnostica un inhibidor del FXI de 8 unidades
Bethesda producido por las tres dosis de 300 mcg intramuscu-
lar de Ig RhD que recibi6 durante la gestacion y el posparto®®).

No existe un 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 estandar de IgRhD pos-
parto es de 300 microgramos en Estados Unidos de Nortea-
mérica, 120 microgramos en Canada y de 200 a 300 microgra-
mos en la mayoria de los paises europeos a excepcién de In-
glaterra, Francia e Irlanda, donde la dosis es de 100 microgra-
mos (500 Ul). Algunos estudios muestran que el 99% de las
mujeres tiene HFM menor a 4 ml durante el parto® @ y que
100 microgramos son capaces de prevenir una inmunizacion
de 5 ml de glébulos Rh (D) positivo. En esto se basa Inglaterra
para administrar 100 microgramos posparto pero se debe rea-
lizar rutinariamente un test, con una muestra de sangre mater-
na obtenida dentro de las dos horas posparto para determinar
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la HFM mayores de 5 ml que requieren una dosis adicional de
IgRhD. Por el contrario, la mayoria de los paises europeos uti-
lizan una dosis posparto de 200 a 300 microgramos (1000 a
1500 Ul) sin utilizar un test para medir la HFM“9. Pero con este
protocolo no se cubriria el 0,3% de las mujeres que tiene HFM
superior a los 15 ml de glébulos Rh (D) positivos.

La profilaxis antenatal con una dosis de IgRhD entre las
28 y 32 semanas de gestacion de 300 microgramos intramus-
cular se utiliza rutinariamente en Estados Unidos y Canada
desde hace ya varios afios, con buenos resultados. The Ro-
yal College of Obstetricians and Gynaecologists®® recomienda
una dosis de por lo menos 500 Ul (100 microgramos) a las 28
semanas de gestacion y otra similar a las 34 semanas. Recien-
temente, en un trabajo cientifico realizado en Holanda, don-
de se realiza un protocolo de seguimiento inmunohematoldgi-
co similar al de Uruguay desde 1998, se determiné que una so-
la dosis de 200 mcg intramuscular de IgRh a las 30 semanas
de gestacion previene la inmunizacion anti-D®". Es de desta-
car que en este pais europeo la inmunoprofilaxis antenatal se
realiza solamente en aquellas gestantes que no han tenido hi-
jos debido a la escasez del hemoderivado. En Uruguay, segun
el consenso 2005 se recomienda una dosis de 300 mcg intra-
muscular o 120 mcg intravenosa posparto y antenatal entre la
semana 28 y 32 de la gestacion, dado que no se realiza la de-
terminacion de la HFM de manera rutinaria (Tabla 3)®%.

Tabla 3.
Esquema de inmunoprofilaxis anti—-D

Indicacion Dosis y via de administracion

Terminacion de la gesta-
cion antes de las 12 se-
manas.

120 mcg por via i.m.
Aborto, embarazo ectdpi-

co u otras complicaciones
obstétricas

Después de las 12 sema-
nas, amniocentesis, mues-
tra de vellosidad coridnica

Complicaciones obstétri-
cas (placenta previa, des-
prendimiento placenta-
rio, etc)

120 mcg por via i.v. o
300 mcg por via i.m.

Profilaxis antenatal entre
las 28 y las 32 semanas de
gestacion

Posparto

Para establecer un correcto programa de inmunoprofi-
laxis se debe conocer, en primer lugar, cudl es la prevalen-
cia de gestantes Rh D negativo. En un estudio realizado en
Uruguay se encontré una prevalencia del 12%%?), pero esto va-
ria de un pais a otro y de una regién 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 an-
ti—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% (Aus-
tria 19%, Inglaterra 17%, Espafia 17%, Irlanda 16%, Dinamar-
ca 16%, Holanda 16,3%, Suecia 18%)©®%.

En segundo lugar, se deben establecer pautas o guias na-
cionales para el seguimiento inmunohematolégico de la gesta-
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cion y la inmunoprofilaxis anti-D. En un relevamiento que se
realizé en 10 paises desarrollados solo el 50% tenia normas
o guias nacionales (Inglaterra, Polonia, Holanda, Finlandia y
EUA), tres de 10 realizaban profilaxis antenatal, cuatro de 10
cuantificaban la HFM de rutina, 9 de 10 estudiaban la variante
Dy tan solo 2 la variante DV,

En otro reciente estudio en 8 paises de la comunidad euro-
pea (CE) cuatro presentaban guias, cuatro no realizaban pro-
filaxis antenatal, en cinco no hay datos de la prevalencia de
la inmunizacion anti-D y la dosis de inmunoprofilaxis varia de
100 a 300 mcg®®.

En Espafa, pais que no fue incluido en el estudio anterior,
el 92% de los hospitales realiza el grupo sanguineo y la bus-
queda de anticuerpos inmunes entre la semana 10 y 16 de la
gestacion. El estudio de anticuerpos se repite entre la sema-
na 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 semanas de gestacion (300 mcg i.m.) en el 76% de
los hospitales. Para la profilaxis posparto utilizan la misma do-
sis®®. Carecen de la presentacion de 120 mcg de uso intrave-
noso o intramuscular.

Se deberia lograr el consenso internacional para esta-
blecer un correcto programa de prevencién de la aloinmuniza-
cion materna al antigeno D del sistema Rh.

En Uruguay se carece de datos sobre la incidencia de la
EHP por anti—D dentro de las patologias perinatales y cuél es
la tasa de mortalidad. Menos aun es posible establecer las
causas de falla de la inmunoprofilaxis.

Existe, a pesar de la administracion de la IgG anti—D, una
“aloinmunizacion residual” al antigeno D en embarazadas.
En un estudio realizado el 80% de los anticuerpos encontra-
dos en las gestantes Rh negativas era un anti-D, lo cual co-
rresponde a una prevalencia del 3% (55 casos en 1783 gestan-
tes Rh negativas)®®. Esta inmunizacién residual se deberia a
que no se administra la IgG anti—D porque no se indica, por-
que no se administra a pesar de estar indicada, se administra
tardiamente o con dosis insuficientes y/o no se realiza adminis-
tracion antenatal.

Es posible disminuir la tasa de inmunizacion residual me-
diante una estricta adherencia a las recomendaciones o guias
nacionales, en cada acto inmunizante y entre las 28 y 32 sema-
nas de gestacién para prevenir la “inmunizacion silenciosa”,
no ligada a ningun acto inmunizante, que ocurre mas frecuen-
temente en el tercer trimestre de la gestacion®®.

Una revisién reciente de la mayoria de los estudios cos-
to—eficacia realizados concluye que un programa de preven-
cion sistematica de la aloinmunizacion anti-D es muy renta-
ble®"). En dos estudios que analizan los costos brutos, los liga-
dos al tratamiento de la aloinmunizacion 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 su-
mamente benéfica en términos de costo—beneficio®859).

La determinacién del fenotipo fetal RhD desde muestras
de liquido amniético, vellosidad coriénica y recientemente de
plasma materno, es utilizada para establecer, en gestantes in-
munizadas al antigeno D, la posibilidad o no de afectacion fetal
con el fin de evitar técnicas de diagnéstico y tratamiento pre-
natal®®. Pero también puede utilizarse en gestantes Rh nega-
tivo no inmunizadas al antigeno D para evitar la inmunoprofi-
laxis antenatal cuando existen fetos Rh D negativo. En un tra-
bajo reciente® se determin¢ el valor predictivo de la determi-
nacion del fenotipo RhD desde el ADN fetal obtenido del plas-
ma materno validado con los resultados del fenotipo serolégico
obtenido al nacer. Con muestras obtenidas en promedio a las
28 semanas de gestacién y utilizando una PCR en tiempo real
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se encontré que 1118 (59,8%) eran RhD positivo, 670 (35,9%)
RhD negativo, 14 (0,8%) falsos positivos, 3 (0,16%) falsos ne-
gativos e inconclusos 56 (3%) de los cuales 31 eran RhD posi-
tivoy 25 RhD negativo. Es decir, aproximadamente un tercio de
las gestantes RhD negativo no inmunizadas no necesitarian in-
munoprofilaxis antenatal. Sin embargo, en los casos de falsos
resultados positivos recibiran inmunoglobulina anti-D innece-
sariamente y en los resultados falso negativo existiria la posi-
bilidad de inmunizacion y morbimortalidad por EHP en gesta-
ciones subsiguientes. Los casos con resultados inconclusos
probablemente se deban a la existencia de variantes del an-
tigeno D.

Se deben realizar estudios para establecer el verdadero
costo—beneficio entre la realizacion del fenotipo RhD fetal y la
realizacion de inmunoprofilaxis antenatal. Ademas, seria im-
portante realizar la determinacién del fenotipo fetal del plas-
ma materno, como método no invasivo, en etapas mas preco-
ces de la gestacion con el fin de evitar dosis antenatales de in-
munoglobulina anti—D anteriores a la semana 28 de gestacion.

Prevencion de la inmunizacion anti-D por
transfusion de eritrocitos RhD positivos

La prevalencia del anticuerpo anti-D producido por transfu-
sién de eritrocitos RhD positivo a individuos RhD negativo, es
desconocida®. La mayoria de los casos ocurren en hombres
o mujeres de edad avanzada en los cuales los riesgos de la
aloinmunizacién anti-D son menores. Sin embargo, la mayoria
de los casos bien documentados de la efectividad de la IgRhD
en prevenir la aloinmunizacion por transfusién ocurre en mu-
jeres jovenes con necesidad urgente de transfusion y falta de
disponibilidad de eritrocitos RhD negativo.

En un estudio retrospectivo sobre 78 pacientes que reci-
bieron transfusiones incompatibles RhD a los cuales no se les
administro inmunoprofilaxis, se reporta un 30% de aloinmuni-
zacion anti—-D®), En otro estudio, también retrospectivo pero
mas reciente, de los 98 pacientes no oncoldgicos el anticuer-
po anti—D se desarrollé en el 22% y de manera interesante los
que recibieron eritrocitos leucorreducidos desarrollaron menos
anticuerpos anti—D (13%)®4.

Algunos grupos de pacientes con disminucion de la fun-
cion inmune tienen un riesgo menor de inmunizarse. Por ejem-
plo, aquellos pacientes que reciben drogas inmunosupresoras
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, hematold-
gicas, oncoldgicas o trasplante de higado o corazén®®. Tam-
bién los que tienen una inmunodeficiencia, como por ejemplo
los pacientes con SIDA®®).

En la mayoria de los paises, como EUA por ejemplo, no
hay guias sobre cémo realizar la inmunoprofilaxis con IgRhD
para evitar la aloinmunizacion anti—D por la administracion de
hemocomponentes RhD positivo®©?. Varios factores importan-
tes asociados a la administracion de IgRhD como la dosis, la
via intramuscular o intravenosa, el tiempo éptimo de la infusion
asi como las reacciones adversas que pueden ocurrir faltan
aun por ser estandarizados.

En 1971, Pollack y colaboradores®” sugieren que una re-
lacién minima de 10 mcg de IgRhD por cada mL de eritrocitos
RhD positivos (10/1) es suficiente para prevenir la inmunizacion
anti-D. Sin embargo, estudios clinicos posteriores han utiliza-
do relaciones mayores 12, 18 y 24 mcg/mL por via intramuscu-
lar para prevenir la aloinmunizacién anti—D por transfusion en
pacientes mujeres jovenes©69(0),

La dosis recomendada para la administracion intramuscu-
lar seria de 20 mcg por cada ml de eritrocitos RhD positivo se-
gun las guias establecidas por el British Committee for Stan-
dars in Haematology de 2006". Hasta 1500 mcg pueden ad-
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ministrarse en cada sitio de inyeccion. Dos sitios de inyeccion
glutea pueden ser administrados simultdneamente.

Ultimamente se utiliza la IgRhD por via intravenosa para
prevenir la aloinmunizacién anti—-D por transfusién. Los pro-
ductos de uso intravenoso 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 eritro-
citos™. Se sugiere no administrar mas de 2500 mcg por vez.
Se puede dividir la dosis a la mitad y pasarla diluida en una ho-
ray si no hay reacciones adversas administrar la segunda par-
te de la dosis®. Una paciente de 26 afios que recibié IgRhD
intravenosa para prevenir la inmunizacion anti—D por la admi-
nistracion de cuatro unidades de eritrocitos RhD positivos de-
sarrollé fiebre y taquicardia lo cual fue resuelto con la adminis-
tracion de 200 mg de hidrocortisona™. En subsecuentes ad-
ministraciones de IgRhD se realizé una premedicacion con 100
mg de hidrocortisona y los sintomas no aparecieron.

En este estudio, a las 36 horas de la administracion de la
IgRhD intravenosa no habia células RhD positivo 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 pa-
ciente. Seguramente los anticuerpos anti—-D detectados a los
cinco meses después de la infusion de IgGRhD eran anticuer-
pos pasivos por la dosis de inmunoglobulina recibida. En otro
estudio el TCD fue negativo después de cuatro a seis dias de la
infusién de IgRhD y el TCI se negativizo recién después de los
seis meses . Si bien la vida media de las Ig tipo G es de 21
dias, su desaparicion en sangre puede ser mucho mas tardia.

Con el fin de disminuir la dosis de IgRhD a administrar a
aquellas mujeres RhD negativo en edad reproductiva activa
que recibieron eritrocitos RhD positivos, se sugiere asociar la
realizacion de una eritraferesis con glébulos rojos RhD negati-
vo para disminuir la cantidad de eritrocitos RhD positivo y lue-
go realizar IgRhD intravenosa para cubrir la probable inmuni-
zacion de los eritrocitos remanentes. Nester y colaboradores
(™), reportan el éxito de dos casos de sexo femenino de 10 y
16 afos, tratadas en primer lugar con eritraferesis de dos vo-
lemias eritrocitarias, a través de un separador Cobe—Spectra
como los que existen en Uruguay y luego con IgRhD intraveno-
sa a una dosis total de 2700 mcg dividida en tres dosis de 600
mcg cada 8 horas en el primer caso y de 900 mcg en el segun-
do caso (600 mcg iniciales y 300 mcg a las 8 horas). Posterior-
mente, Laspina y colaboradores’?, reportan un caso de una
mujer de 26 afios, RhD negativa que recibi6 cuatro unidades
de eritrocitos RhD positivo por falta de disponibilidad de san-
gre RhD negativo. Aqui, una eritraferesis de una volemia eritro-
citaria fue realizada e inmediatamente después se infundieron
por via intravenosa una dosis total de 24.000 Ul de IgRhD para
contrarrestar los 264 ml de glébulos rojos RhD positivos rema-
nentes. La dosis se fraccioné en 600 mcg (3000 Ul) cada 5 ho-
ras a una velocidad de 50 Ul por minuto. A los 70 minutos du-
rante la infusion la paciente desarrolla fiebre y taquicardia que
se resuelven con la administracion de 200 mg i.v. de hidrocorti-
sona. Luego de 36 horas no se encontraron eritrocitos RhD po-
sitivos en la circulacion.

Si bien las plaquetas no presentan en su membrana los an-
tigenos del sistema Rh, la aloinmunizacién anti—-D puede ocu-
rrir en aquellos pacientes, principalmente no inmunosuprimi-
dos, que reciben concentrados plaquetarios pero que contie-
nen eritrocitos RhD positivos como contaminantes.™ Los con-
centrados plaquetarios (CP) derivados por centrifugacién de la
sangre total suelen tener de promedio entre 0,3 a 0,5 ml de eri-
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trocitos, mientras que en los obtenidos por aféresis (CPA) so6-
lo trazas®®?.

Recientemente, Hasped y colaboradores® documentaron
un caso de un nifo RhD negativo de 17 semanas de vida que
se aloinmuniz6 desarrollando 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 neonatos raramente pro-
duce aloanticuerpos, sin embargo este caso sugiere que la for-
macion de anti-D debe ser tenida en cuenta.

Una dosis de 20 mcg de IgGRhD intravenosa por cada mL
de eritrocitos es recomendada para prevenir la aloinmuniza-
cion anti-D de los CP. En los pacientes trombocitopénicos es-
ta contraindicada la via intramuscular. En los pacientes jove-
nes, trombocitopénicos no inmunosuprimidos o no inmunodefi-
cientes, RhD negativo que requieran reposicion con plaquetas
es recomendable el uso de concentrados obtenidos por afére-
sis (CPA).

En suma, la inmunoprofilaxis con IgRhD para prevenir la
aloinmunizacién anti—D por transfusion de hemocomponentes
RhD positivo, también es altamente efectiva.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Hasta ahora no hay una opcién alternativa, aprobada para su
uso clinico, tan segura y eficaz como el uso de la inmunoglo-
bulina anti—-D (IgRhD) para la prevencion de la aloinmuniza-
cion y por ende, la EHP producida por este anticuerpo del sis-
tema Rh.

Sin embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado nue-
vas estrategias como la inmunoglobulina anti—-D monoclonal y
la estimulacion de la tolerancia inmunologica.

La IgRhD es preparada a partir del plasma de individuos
inmunizados al antigeno D al cual se le realiza un proceso in-
dustrial de fraccionamiento e inactivacion viral. Esta prepara-
cioén acarrea dos problemas principales: uno es el del abasteci-
miento de la materia prima, el plasma hiperinmune sobre todo
en la Comunidad Europea (CE) donde desde hace afos se ha
prohibido los protocolos de inmunizacion de sujetos sanos “vo-
luntarios” Rh negativo para la obtenciéon de plasma con fines
de fraccionamiento. Las industrias importan plasma de Améri-
ca del Norte (EUA y Canada).

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

Los anticuerpos monoclonales, desde su descubrimiento
en 1975 por Kohler y Milstein”), 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 transmitir enfermedades, por lo cual no necesitan procedi-
mientos de inactivacion de patogenos. El objetivo de la prime-
ra etapa es seleccionar linfocitos B productores de anticuerpos
humanos y la segunda es obtener la produccién de anticuer-
pos monoclonales recombinantes anti—-D. Actualmente, exis-
ten cuatro anticuerpos monoclonales anti—-D recombinantes
que se estan investigando en ensayos clinicos(78-82,

INDUCCION DE TOLERANCIA INMUNOLOGICA
La administracion por via oral de antigeno induce la formacién
de células T supresoras (Treg)®® e incluso puede abolir la res-
puesta inmune a la subsecuente infusiéon del antigeno por via
parenteral®. Sin embargo, la administraciéon del antigeno D
via oral diariamente durante dos semanas no tuvo efecto en
prevenir la respuesta inmune en voluntarios Rh negativo no in-
munizados®®.

El antigeno RhD es altamente inmunogénico. Epitopes
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(fragmentos) de la proteina RhD inducen la proliferacion in vi-
tro de células T helper (Th) obtenidas de donantes aloinmu-
nizados®, 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 tolerancia inmunoldgica pueden prevenir la res-
puesta inmune in vivo frente a la proteina RhD completa. Pa-
ra responder a ella, el Dr. Stanislaw Urbaniak de la Universi-
dad de Aberdeen en Escocia ha desarrollado un “modelo ani-
mal humanizado”. La expresion del alelo HLA-DRB1-1501 es-
td muy aumentada en los individuos Rh negativo que respon-
den al antigeno D. Un modelo animal con un ratén transgénico
HLA-DR15 fue seleccionado para este estudio previendo que
la Proteina RhD humana puede generar una respuesta inmune
en este modelo®). Luego cada uno de los péptidos dominan-
tes fue testeado para determinar si producian inmunotolerancia
cuando se administraban por la mucosa nasal.

En primer lugar, 100 microlitos de una solucién de 2 mcg/
ml de proteina RhD fueron inyectados subcutaneos y dos se-
manas después intraperitoneal 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 de-
mostrd por la habilidad de los esplenocitos de los ratones in-
munizados para proliferar in vitro en respuesta a la administra-
cion de la proteina RhD purificada. Los anticuerpos anti—D que
se unen a globulos rojos humanos RhD positivos fueron detec-
tados sélo en ratones transgénicos al igual que la proliferacion
de los esplenocitos®).

En segundo lugar, una vez demostrada la respuesta inmu-
ne frente a la proteina RhD del modelo animal humanizado, se
administré una dosis Unica de 50 microlitros de una solucion de
2 mcg/ml de cada péptido dominante por via nasal 15 dias an-
tes de la administracion de la proteina RhD. La respuesta inmu-
ne (produccién de anticuerpos anti—D y proliferacién de esple-
nocitos) 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 inmunoldgica frente a la
proteina RhD. La administracion de péptidos no dominantes
(RhD 302-316) no produjo supresion de la respuesta inmune
por lo cual la tolerancia es especifica para péptidos dominan-
tes de la proteina RhD®®,

El mecanismo de la supresién activa de la inmunizacion
anti—D difiere al de la administracion pasiva de inmunoglobuli-
na anti-D. La IgRhD es un hemoderivado que depende para su
produccion de donantes humanos RhD negativo inmunizados,
tiene un costo de manufactura con procedimientos de inactiva-
cion de patdgenos, es necesario mantener un stock, produce
inmunidad pasiva que tiene un efecto temporal por lo cual de-
be administrase en cada acto inmunizante y no suprime la res-
puesta inmune una vez que se ha producido.

Por el contrario, la tolerancia inducida por péptidos no es
un producto humano, produce tolerancia inmunolégica de for-
ma activa, revierte la respuesta inmune en individuos inmuni-
zados y puede realizarse antes o después de la respuesta in-
mune por transfusién o embarazo. Es crucial para inducir tole-
rancia la oportunidad y la ruta de administracion de los pépti-
dos dominantes.
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