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RESUMEN

La isoinmunizacion RhD puede causar enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido si el tipo de sangre del feto es
RhD positivo y el de la madre RhD negativo. A pesar de que la incidencia de isoinmunizacion severa ha disminuido con
el uso profilactico de inmunoglobulina anti-D durante la gestacion y después del parto, la sensibilizacion aun ocurre en
un pequeilo grupo de mujeres. En dicho grupo la enfermedad por Rh continua siendo un problema importante que puede
comprometer la salud y la vida del feto o neonato. Identificar tempranamente los fetos en riesgo permite establecer el plan
de seguimiento para determinar el momento de la intervencion y el uso adecuado de recursos. La presente revision tiene
como fin presentar los avances actuales en diagndstico prenatal del genotipo RhD y analizar su posible implementacion
como prueba de rutina. Sedds ULS 2007; 39: 175-182
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ABSTRACT

RhD isoimmunization can cause hemolytic disease of the fetus and newborn if the fetus blood type is RhD positive
and the mother’s is RhD negative. Even though the incidence of severe isoimmunization has decreased with the use
of prophylactic anti-D immunoglobulin during pregnancy and after delivery, sensitization still occurs in a small group
of women. In such group Rh disease continues to be a significant problem which can jeopardize the fetus or neonate’s
health and life. Early identification of the fetuses at risk allows the establishment of a follow-up plan to determine the
moment of intervention and an adequate management of resources. The present revision presents the latest advances
in prenatal diagnosis of fetal RhD genotype and analyzes its possible implementation as a routine test. Sadud, ULS
2007; 39: 175-182
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INTRODUCCION Demostraron que el hidrops y el kernicterus eran
dos aspectos de la misma enfermedad llamada
La enfermedad hemolitica del feto y el recién  eritroblastosis fetal'.
nacido fue descrita por primera vez en un parto
gemelar en 1609 por una partera francesa, Louise  La identificacion de la causa de la hemolisis tuvo
Borgeois: el primer gemelo era hidropico y nacid  que esperar al descubrimiento del sistema Rh en
muerto, y el segundo estaba profundamente ictéricoy 1940 y a la posterior determinacion acerca de la
subsecuentemente murid por lo que ahora llamamos  enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido la
kernicterus. Las dos condiciones no volvieron a  cual ocurria en un feto RhD positivo concebido por
ser asociadas hasta 1932, cuando Diamond ef al.  una mujer RhD negativo que habia sido inmunizada
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por eritrocitos RhD positivos por via transplacentaria en
un embarazo previo®.

El polipéptido RhD es una proteina integral de membrana
expresada exclusivamente en eritrocitos. Durante el
embarazo, pequeflos volumenes de eritrocitos fetales
entran continuamente a la circulacion materna. Este trafico
de eritrocitos aumenta durante el progreso de la gestacion.
Bowman ef al.? demostraron al menos 0,01 ml de células
fetales en 3%, 12% y 46% de mujeres en cada trimestre de
embarazo. En la mayoria de mujeres, esta carga de antigeno
RhD de los eritrocitos fetales y precursores eritrocitarios
no estimula el sistema inmune de la madre debido a que
los eritrocitos fetales son rapidamente depurados por su
sistema reticuloendotelial. Sin embargo, cuando un gran
volumen de sangre fetal entra en la circulacion materna
su sistema inmune es estimulado y se establecen clones
de linfocitos B que reconocen el antigeno RhD. La
respuesta inicial es la inmunoglobulina IgM anti-D la cual
permanece poco tiempo para cambiar posteriormente a
la produccién de IgG*. Los anticuerpos IgG producidos
por la madre, como respuesta al antigeno fetal cruzan
la placenta hacia la circulacion fetal, alli se unen a los
eritrocitos y los destruyen. Como consecuencia del
proceso hemolitico, ocurre hematopoyesis extramedular
y depuracién reticuloendotelial de las células fetales
sensibilizadas lo cual lleva a hepatoesplenomegalia.
Mientras el higado aumenta de tamafio, su funcion sintética
disminuye llevando a hipoproteinemia y finalmente a
ascitis, anasarca ¢ hidrops.

En las formas mas severas de la enfermedad hemolitica, la
falla cardiaca congestiva y el compromiso de la circulacion
placentaria contribuyen a la restriccion del crecimiento
intrauterino y al hidrops pudiendo terminar en 6bito fetal.
La bilirrubina formada como resultado de la hemdlisis es
depurada en parte por la placenta hasta el parto, después
del cual el neonato depende de su propio mecanismo
hepatico para metabolizar la bilirrubina. La bilirrubina
no conjugada puede cruzar la barrera hemato-encefalica
y ser depositada en el tallo cerebral, ganglios basales y
otras regiones causando kernicterus. La neurotoxicidad
de la bilirrubina puede causar alteraciones leves como
hipoacusias sensoriales o graves como convulsiones,
atetosis, espasticidad y muerte.

Muchos factores influyen en la posible sensibilizacion
materna. Estos incluyen el tiempo, extension y ntimero
de intercambios sanguineos feto-maternos; el nivel de
produccion de anticuerpos en la madre; y el estado ABO de
la madre y del feto. La transfusion de sangre Rh negativo
y ABO incompatible termina en la destruccion de células
fetales mas rapida y es menos probable que se produzca

176

una respuesta inmune que si la transfusion de células es
solamente Rh incompatible.

El desarrollo de la enfermedad hemolitica del recién
nacido es determinado por el fenotipo Rh de los padres.
En pocas palabras, una madre Rh negativo (dd) y un padre
heterocigoto Rh positivo (Dd) u homocigoto Rh positivo
(DD) pueden producir un feto en riesgo. El feto puede ser
heterocigoto u homocigoto para que el RhD conduzca a
la formacién de anticuerpos en la madre y ser afectado
por paso transplacentario de anticuerpos anti-RhD. El
genotipo de los padres puede predecirse basandose en
los métodos de tipificacion seroldgica clasicos, Cc, D y
Ee. Para asignar el genotipo, los resultados de las pruebas
seroldgicas se combinan con la estimacion de la incidencia
de fenotipos en el grupo étnico o racial al cual pertenezcan
los padres’.

En los casos en que el padre es heterocigoto para el RhD,
conocer el RhD fetal es importante clinicamente ya que
nos permite seleccionar los fetos en riesgo en los cuales
podemos hacer un seguimiento adecuado y determinar
el momento de la intervencion. Asi mismo en el grupo
de fetos RhD negativo, que no estd en riesgo, no son
necesarios procedimientos diagnosticos ni terapéuticos
posteriores lo cual permite el uso adecuado de recursos.

UTILIDADES DEL
DIAGNOSTICO PRENATAL

E156% de la poblacién blanca Rh positiva es heterocigoto
para el antigeno RhD5. Cuando el padre es RhD positivo
heterocigoto, hay una posibilidad de 50% de que el
feto sea RhD negativo y por ende no se vea afectado.
Anteriormente, se empleaba como primera medida la
cordocentesis para identificar fetos RhD positivos. Dicho
procedimiento se asociaba con un riesgo de 1 a 3% de
pérdidas fetales y un riesgo de 40% de hemorragias feto-
maternas, las cuales pueden incrementar la sensibilizacion.
Alternativamente, se realizaban amniocentesis seriadas
para medir la bilirrubina en el liquido amniotico. Este
método es menos preciso, no puede distinguir un feto
RhD negativo de uno RhD positivo levemente afectado,
y expone a la madre de un feto RhD negativo a multiples
procedimientos invasivos®.

Un método temprano y seguro para determinar el Rh
prenatal es util en casos en los que la isoinmunizacién es un
factor de riesgo y el padre aparentemente es heterocigoto
debido a que conocer el Rh fetal permitiria reclasificar hasta
un 25% de embarazos sensibilizados para el Rh lo cual
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reduce los procedimientos invasivos y el riesgo de pérdidas
fetales. En embarazos no sensibilizados se evitaria el uso
de inmunoglobulina anti-RhD después de procedimientos
invasivos o durante el embarazo en fetos RhD negativos.
En embarazos isoinmunizados la posibilidad de conocer el
Rh fetal elimina el riesgo de hemorragias feto-maternas y el
incremento en la sensibilizacion asociado a cordocentesis
o biopsias coridnicas. Esto permite un manejo del
embarazo mas racional, evitando procedimientos
invasivos innecesarios, programando tempranamente las
intervenciones terapéuticas, tratando adecuadamente la
anemia fetal y desembarazando en el momento preciso.
En algunos paises donde la terminacion del embarazo
justificada médicamente es legal, conocer el Rh fetal
resulta de ayuda en mujeres con historia de pérdidas fetales
debidas a la isoinmunizacion Rh, ya que la madre podria
desear terminar el embarazo si el feto es RhD positivo’.

MANEJO ACTUAL

Elmanejo de la isoinmunizacién RhD ha sido revolucionado
por dos descubrimientos importantes. Primero, ahora es
posible establecer el genotipo Rh del feto de forma no
invasiva usando una muestra de sangre materna. E1 RhD
fetal puede detectarse con 100% de exactitud usando
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)%.
El ADN fetal extraido del plasma materno es analizado
para el gen RHD con técnicas de PCR basadas en la
fluorescencia que son lo suficientemente sensibles para
detectar el gen RHD en una sola célula. El segundo
avance en el manejo es el uso de velocimetria de la arteria
cerebral media para monitorizar embarazos en riesgo'®!!.
Velocidades sistélicas pico mayores que 1,5 multiplos de la
mediana para la edad gestacional especifica son predictores
de anemia fetal moderada o severa'? con sensibilidad de
100%, valor predictivo positivo 71% y una tasa de falsos
positivos de 12%. Los embarazos en riesgo deben ser
monitoreados semanalmente y en caso de que resultar
sugestivos de anemia, se recomienda la cordocentesis y
segun el resultado realizar transfusion intrauterina. El parto
debe ser anticipado para la semana 37-38 de gestacion®.
La via de parto depende del manejo obstétrico estandar.

TRATAMIENTO FUTURO

Evidentemente, la inmunomodulacion materna selectiva
serd el desarrollo mas prometedor para el tratamiento
de las formas severas de la enfermedad hemolitica
del recién nacido. Existen en la literatura, reportes de

casos anecdoticos en donde una anticipada enfermedad
hemolitica del recién nacido de tipo severo no ocurre en
una gestacidon subsecuente aun cuando es producto del
mismo padre homocigoto'. Investigaciones que usan
pruebas in vitro para simular el sistema reticuloendotelial
fetal han indicado la ausencia de fagocitosis como
resultado de anticuerpos maternos dirigidos contra el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en estos
casos'. Por esto pareceria que anticuerpos contra el MHC
de antigenos paternos que son compartidos con el feto
estarian realizando un fenomeno de bloqueo.

Como base para futuras investigaciones enfocadas en la
inmunomodulacion materna, Moise etal. desarrollaron un
modelo animal de la enfermedad hemolitica del feto y el
recién nacido®.

TECNICAS DE GENOTIPIFICACION
Liquido Amniético

El locus Rh presente en el cromosoma 1 esta compuesto
por dos genes adyacentes que contienen diez exones y son
altamente homologos en sus secuencias codificantes.'®
Un gen codifica los polipéptidos C/c y E/e, mientras
que el otro codifica el polipéptido D. La delecién de
este ultimo parece ser responsable del genotipo RhD
negativo. El conocimiento de la organizacion del locus del
gen Rh sumado a la clonacion del RhCcEe!” ¥y al ADN
complementario (ADNc) del RhD' han proporcionado
los medios para determinar secuencias genomicas de RhD
con reaccion en cadena de la polimerasa'®?. Basandose
en esta informacion, Bennett er al.® determinaron, por
primera vez, el tipo de RhD fetal en ADN obtenido por
biopsia de vellosidades coridnicas y por amniocentesis.
Tomaron muestras de liquido amnidtico para la tipificacion
del RhD fetal por PCR, y muestras de sangre fetal para
la tipificacién RhD por métodos seroldgicos con el fin de
confirmar los resultados de la PCR.

Los primers Al, A2, A3 y A4 fueron disefiados para
caracterizar los productos de transcripcion especificos de
los genes RHCE y RHDY. El primer par de primers (Al
y A2) amplifican una region de 136 pares de bases (pb)
comun a los genes RHCE y RhD (ex6n 7). El segundo
par de primers (A3 y A4) amplifican una regiéon de 186
pb especifica del gen RhD (ex6n 10). Si el ADN es RhD
negativo solamente se amplifica el producto de 136 pb,
mientras que si el ADN es RhD positivo se amplifican
ambos productos, el de 136 pb y el de 186 pb (Figura 1).
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Figura 1. Principio de la amplificacion de las regiones
especificas RHD y RHCE del gen Rhesus.

Lighten ef al.! realizaron una serie de 134 amniocentesis.
Una muestra no amplifico; todas las muestras RhD
positivas se confirmaron por serologia neonatal, pero dos
de 36 muestras RhD negativas fueron incorrectamente
clasificadas. Harding et al.?> examinaron 75 muestras
de liquido amnidtico de segundo trimestre identificando
correctamente el tipo de RhD fetal en todos los casos. Sagot
et al. usaron los primers de Bennett en 21 casos sin error.
Nelson et al.** en 87 muestras de liquido amnidtico fueron
incapaces de confirmar dos resultados RhD negativo con
serologia neonatal.

Rossiter et al.?® analizaron 25 muestras de sangre de adulto.
Sus resultados por PCR correspondieron con la prueba
seroldgica en todos los casos. Analizaron posteriormente
muestras de liquido amnidtico de tres embarazos en curso
encontrando que uno de los tres fetos era RhD negativo por
lo cual se omitieron posteriores estudios invasivos.

Van den Veyver et al.?® en el analisis de 107 muestras
de liquido amnidtico evidenciaron un error: un feto
diagnosticado RhD negativo por PCR quien después fue
diagnosticado RhD positivo por serologia neonatal. Spence
et al.”’ en su serie prospectiva de 50 fetos confirmaron
por serologia neonatal todos los resultados de la PCR de
liquido amniodtico.

Plasma Materno

Los procedimientos invasivos empleados para obtener
material genético fetal para pruebas prenatales tienen un

178

pequefio pero significativo riesgo de aborto espontaneo®.
Se ha demostrado que la amniocentesis induce hemorragias
feto-maternas en 17% de los casos® y se asocia a un
incremento en la incidencia de inmunizacion materna
gestacional®’. Por ende, en mujeres embarazadas
isoinmunizadas, existe un riesgo importante de estimular
la respuesta inmune hacia antigenos eritrocitarios fetales.
Durante el embarazo se presenta un trafico reciproco entre
la circulacion materna y fetal®!, por lo tanto, es posible
obtener células fetales de sangre periférica materna para
analisis genéticos evitando poner en peligro al feto.
Sin embargo, las células fetales en sangre materna son
extremadamente infrecuentes®>3y técnicamente dificiles
de separar de su contraparte materna****. En 1998, se
demostro que el ADN fetal esta presente en la fraccion
plasmatica de la sangre materna (ADN fetal libre) en
cantidades relativamente altas comparado con la fraccion
celular (3,4 y 6,2% en embarazo temprano y tardio
respectivamente)’®. La deteccion de secuencias RhD
fetales en plasma materno ha sido utilizada para predecir
el RhD fetal mediante técnicas de PCR convencional®™#°
y en tiempo real*', basandose en la teoria de que el RhD
esta ausente en individuos RhD negativo.

Finning et al.** tomaron muestras sanguineas de 137
mujeres RhD negativo con embarazos entre 8 y 42 semanas
de gestacion para realizar el analisis del RhD fetal por PCR
en tiempo real usando ADN derivado del plasma materno.
Se clasificaron correctamente el 100% de las muestras
comparando los resultados con pruebas seroldgicas en
eritrocitos fetales o PCR usando ADN fetal obtenido
por procedimientos invasivos. El ADN fetal no pudo ser
discriminado del ADN materno en el 15% de los fetos.

Gautier ef al.* estudiaron 285 mujeres embarazadas RhD
negativo que acudieron a consejeria genética. E1 RhD fetal
pudo ser determinado en 283 casos. En dos pacientes, el
fenotipo RhD negativo no era el resultado de una delecion
completa del gen RHD, y por esto, el RhD fetal no pudo ser
determinado. No se obtuvieron resultados falsos positivos
ni falsos negativos.

Costa et al.* reportaron la determinacidén confiable
del genotipo RhD mediante analisis de ADN fetal en
suero materno durante el primer trimestre de embarazo.
Obtuvieron 106 muestras las cuales fueron evaluadas usando
PCR en tiempo real y los resultados fueron comparados con
aquellos obtenidos mas adelante en el embarazo en células
de liquido amniotico o por serologia del neonato. Todos los
sueros de mujeres con fetos RhD positivo dieron resultados
positivos para la deteccion del gen RHD sucediendo lo
opuesto en sueros de maternas con fetos RhD negativo,
obteniéndose 100% de exactitud en la genotipificacion.
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Frederik Banch Clausen et al.* empleando PCR en tiempo
real determinaron el RhD fetal en ADN extraido de plasma
materno de 56 mujeres RhD negativo con embarazos
entre la 15 y 36 semanas de gestacion. La prediccion del
RhD fetal fue 100% concordante con el RhD obtenido
por serologia en la semana 16 de gestacion. Se encontro
ademas que el numero de copias de ADN fetal incrementa
con la edad gestacional.

Rouillac-Le Scilleour et al.*¢ describieron sus experiencias
con plasma obtenido de 851 mujeres embarazadas. En el
98% (193/197) de las mujeres con fetos RhD negativo
diagnosticado por medios no invasivos los resultados
fueron confirmados; 4 de 197 fueron falsos negativos
debido a bajas concentraciones de ADN fetal pero fueron
correctamente genotipificados en una muestra repetida.
El 99% (649/654) de las mujeres fueron correctamente
diagnosticadas como madres de fetos RhD positivo.
Tres casos falsos-positivos se debieron a la presencia
de variantes del gen RHD; dos casos no pudieron ser
confirmados por la ausencia de seguimiento.

Hromadnikova et al.*” en 2005 evaluaron la viabilidad
de la genotipificacion fetal de RhD mediante analisis
de ADN extraido de muestras de plasma de mujeres
RhD negativo embarazadas usando PCR en tiempo real.
Analizaron 45 embarazos entre 11 y 40 semanas de
gestacion y correlacionaron los resultados con el analisis
serolégico de sangre de cordon después del parto. Se
realizé correctamente el andlisis de la genotipificacion
prenatal no-invasiva de 45/45 muestras. Se concluyo en
este estudio que la deteccion del RhD fetal es altamente
precisa y permite la implementacion clinica de rutina.

DIAGNOSTICO PREIMPLANTACION

El diagnodstico genético preimplantacion (DGP) fue
disefiado para la prevencion de desordenes genéticos en
los descendientes de parejas con riesgo elevado. Desde
su introduccion en 1990 ha sido utilizado principalmente
para la deteccion de desordenes de un solo gen como
la fibrosis quistica, para el tamizaje de desordenes
cromosomicos y para detectar enfermedades ligadas al
sexo. El DGP necesariamente involucra la fertilizacion
in vitro (FIV). Después de la F1V, el embrion es evaluado
para el desorden antes de que sea transferido al atero de
la madre. En la enfermedad hemolitica el DGP permite
evitar la incompatibilidad feto-materna de grupo sanguineo
en madres isoinmunizadas. La biopsia de una sola célula
de embriones en etapa de clivaje en busca de embriones
RhD negativo permite la transferencia exclusiva de
productos RhD negativo al utero, evitando las potenciales

complicaciones y morbilidad de la enfermedad hemolitica
del feto y el recién nacido. Secho et al.*® reportaron el
primer caso de un embarazo no afectado usando DGP para
la enfermedad hemolitica. La FIV y la transferencia del
embrion dieron como resultado un embarazo normal y el
nacimiento de una nifia sana RhD negativo. Concluyeron
que el DGP en parejas con un compaiiero masculino RhD
positivo heterocigoto proporciona una opcion para evitar
la enfermedad hemolitica del recién nacido en madres
isoinmunizadas.

FUTURAS POSIBILIDADES
DIAGNOSTICAS

Debido a que se sugiere que el rifién es uno de los
mecanismos de depuracion del ADN plasmatico*’, Botezatu
et al. han estudiado la posible excrecion de ADN plasmatico
en orina*’. Lograron demostrar la presencia de ADN fetal
en la orina de mujeres embarazadas de fetos masculinos. Si
esta informacién es confirmada, podria incursionar como
una nueva generacion de pruebas “ultra no invasivas”
para determinar el genotipo fetal. Sin embargo atn tienen
que superarse cierto nimero de obstaculos técnicos: 1)
debido a que Botezatu etal. utilizaron como objetivo una
secuencia multi-copia cromosomica del gen Y (DYZ1)*,
aun no es clara la posibilidad de aplicar este sistema para
detectar genes fetales de copia unica, como el gen RHD';
y 2) la posibilidad de contaminacion urinaria con ADN de
espermatozoides de contactos sexuales previos debe ser
tenida en cuenta en estudios futuros.

CONCLUSIONES

El descubrimiento de ADN fetal en el plasma materno
ha permitido el planteamiento de nuevas y prometedoras
posibilidades para la determinacién prenatal no invasiva
del grupo sanguineo fetal. El genotipo RhD fetal puede
ser determinado con exactitud de hasta el 100% ** 4447
mediante analisis de ADN fetal presente en plasma y suero
materno. Este tipo de prueba es muy util para el manejo de
embarazos de mujeres RhD negativo cuyos compaifieros
son heterocigotos para el gen RHD. Si la prueba indica que
el feto es RhD negativo, se confirma que no esta en riesgo
y se elimina la necesidad de procedimientos diagndsticos
o terapéuticos posteriores y la necesidad de profilaxis
con inmunoglobulina anti-D. Por el contrario, si el feto
resulta RhD positivo, el seguimiento y tratamiento puede
ser planeado.

A pesar de que este método es realizado actualmente por
un nimero limitado de laboratorios especializados en el
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mundo, se espera un aumento en la demanda en un futuro
proximo y la posibilidad de aplicarse como una de las
pruebas de rutina a mujeres embarazadas RhD negativo.
Estudios de este método como tamizaje de rutina se
estan llevando a cabo en Holanda y Francia y han sido
recomendados por el Instituto Nacional de Excelencia
Clinica en el Reino Unido*32.

Consideramos que para pensar en implementar este tipo
de métodos diagndsticos de forma rutinaria en nuestro
medio son necesarios estudios a gran escala que evalien
el aspecto economico de la genotipificacion RhD fetal
teniendo en cuenta la consideracion costo-efectividad, la
cual es particularmente importante debido a la limitada
provision de inmunoglobulina anti-D disponible.
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