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RESUMEN:

Las tecnicas invasivas como amniocentesis y cordocentesis son los
procedimientos usados para la evaluacion y tratamiento de fetos de
embarazadas aloinmunizadas Rh con riesgo de desamollar anemia. Estos
procedimientos invasivos (amniocentesis o cordocentesis) han demostrado que
la cantidad de hemorragia feto-materna es 15 veces mayor si el procedimiento
invasivo es transplacentario en comparacion al no transplacentario, lo cual
estimularia la produccion de los anticuerpos IgG (elevacion de la prueba de
Coombs indirecta) pudiendo incrementar potencialmente la severidad de la
anemia hemolitica fetal. Se realizd un estudio Cuasi-experimental disefo pre-
prueba-post-prueba y grupos intactos (uno de ellos de control) con
embarazadas aloinmunizadas Rh que acudieron al Departamento de Medicina
Materno Fetal del Instituto Nacional de Perinatologia en México D.F en el
periodo Abril 2004- Agosto 2005. Se formaron dos grupos de estudio A y B
cada uno de ellos con 10 pacientes. Grupo A se les realizéd procedimiento
invasivo transplacentario (amniocentesis o cordocentesis) y Grupo B se les
realizd procedimiento invasivo no transplacentario (amniocentesis o
cordocentesis) se tomo una muestra de sangre periférica para determinar la
prueba de Coombs indirecta inmediatamente antes del procedimiento y a los 7
dias del procedimiento. Para observar si existe cambio en |la prueba de Coombs
indirecta en el grupo A y B se utilizé la prueba de Wilcoxon para datos
pareados, Z= - 1.0, Sig asintot (bilateral) = 0.317 y para el grupo B Z= - 1,465 ,
Sig asintot (bilateral) = 0,143 y entre ambos grupos se utilizé U de Mann-
Whitney 49.5 Z=-0.042 Sig asintot (bilateral)=0.967.

Conclusion: No se encontraron cambios significativos en la prueba de Coombs
indirecta posterior a los 7 dias del procedimiento invasivo transplacentario y no
transplacentario y de igual manera no se encontré diferencia al comparar

ambos grupos.



INTRODUCCION:

En 1608, la literatura francesa describe el primer caso de la enfermedad
hemolitica fetal y del recién nacido; el nacimiento de unos gemelos, uno de los
cuales presentd hidrops fetal muriendo rapidamente y el segundo presentd
ictericia falleciendo posteriormente. Diamond y cols en 1932, demostraron que
el hidrops y kernicterus son dos aspectos de una misma enfermedad en la cual
la hemalisis de los globulos rojos del feto y neonato llevan a una eritropoyesis
extramedular, causando hepato-esplenomegalia y la salida de eritroblastos a ia
circulacién sanguinea una condicién llamada eritroblastosis fetal. '

Levine y cols confirmaron que la enfermedad hemolitica del feto y del
recién nacido se debia a la aloinmunizacién Rh de la madre con factores fetales
heredados del padre. El desarrollo de la profilaxis matema por Finn y cols en
Inglaterra 1961 y Freda y cols en los Estados Unidos en 1963 ‘en gestantes
primiparas Rh negativo ha reducido en forma notable la incidencia de la
enfermedad hemolitica fetal durante los ultimos 25 afios de 45 x 10000 nacidcs
vivo (nv) a 10,2 x 10000 nv; pero aun sigue siendo un problema frecuente en la
practica obstétrica. La raza hispana tiene una incidencia de 12,4 x 10000
nacidos vivos (nv) siendo mayor en comparacién con la raza blanca con una
tasa de 10,5 x 10000 nv, la raza negra de 8,1x10000 nv, |la raza asiatica 2,2 x
10000 nv y otras razas 6,7 x 10000 nv. Segun datos del Departamento de
Medicina Materno fetal del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) México
D. F. la incidencia en esta institucion es de 50-60 por 10000 nv pudiéndose

explicar esta incidencia por ser un centro de referencia a nivel nacional. ik



Se han identificado mas de 400 antigenos en el eritrocito, aunque
algunos de ellos son importantes desde el punto de vista inmunitario y genético
afortunadamente muchos son tan raros que su significado clinico es poco. Los
individuos que carecen de un antigeno eritrocitario especifico pueden producir
potencialmente un anticuerpo si se expone a un antigeno.®#*°

La enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido ocurre cuando
globulos rojos fetales Rh positivos atraviesan la placenta exponiendo el
antigeno del globulo rojo fetal al sistema inmunitario de la madre Rh negativo
previamente aloinmunizada; el antigeno D del sistema Rh es el mas comun
(90%), existiendo otros antigenos que pueden producir aloimmunizacion como :
(C.c, E, e, ccy ce) sistema Kell, Duffy(fy), Kidd (jka y jkb) y mnss (m, n, s y s);
esta segunda exposicion a la madre de los eritrocitos fetales Rh positivos
puede ocurrir durante el embarazo, aborto, embarazo ectopico, procedimientos
invasivos y muy raro por transfusiones sanguineas.*®%"

Los anticuerpos Ig M formados por la madre estan asociados a un
estimulo primario siendo indetéctables a los 4 - 6 meses después de la
exposicidon, en una segunda exposicion de los linfocitos B sensibilizados con
anterioridad reconocen al antigeno Rh-D de los eritrocitos fetales produciendo
en dias uha rapida respuesta inmunitaria secundaria con la produccion de Ig G
Anti —-D teniendo un mayor poder destructivo; las Ig G Anti-D cruzan la placenta
y alcanzan la circulacion fetal reaccionando con la superficie de los globulos

rojos fetales causando su destruccién y por consiguiente anemia hemolitica.'



La capacidad para diagnosticar, tratar y prevenir la aloimmunizacién Rh
durante el embarazo sigue siendo hoy unos de los mayores !cgros de la
medicina fetal. Existen 5§ modalidades que se complementan para la evaluacién
de los embarazos aloinmunizados Rh agrupandose en Procedimientos no
invasivos (anticuerpos maternos y evaluacion ultrasonografica) y en
Procedimientos invasivos (amniocentesis para la tipificacion Rh DNA,
espectrofotometria de la bilirrubina en liquido amnidtico ademas de la
cordocentesis para biometria hematica fetal)."'

Una vez que el nivel de anticuerpos materno ha llegado a un titulo critico
definido como un titulo asociado con riesgo significativo para producir hidrops
fetal, se debe recurrir a alguna forma de vigilancia fetal invasiva. '?

La amniocentesis y cordocentesis son los procedimientos invasivos que
evallan y tratan la anemia fetal; estos procedimientos incrementan el riesgo de
comunicacion de ambas circulaciones poniendo en contacto los eritrocitos
fetales con la sangre materna; la hemorragia feto-materna posterior a un
procedimiento invasivo puede variar entre 0,1 mla 13ml.""

Bowman y col determinaron el paso de 0.01ml de células fetales en 3%,
12% y 46% en mujeres embarazadas por trimestre respectivamente utilizando
el método Kleihauer ."*

En 1994 Bowman informa que la prevalencia de hemorragia despues de
una cordocentesis transplacentaria es 15 veces mas que la prevalencia
observada en quienes se le realizd amniocentesis, siendo la cantidad de
hemorragia transplacentaria mayor después de una cordocentesis

transplacentaria en comparacion a la amniocentesis, pero en este estudio no



describe la localizacién de la placenta al momento de realizar la amniocentesis,
ademas la diferencia entre la proporcién de pacientes que tuvieron un aumento
de los titulos de anticuerpos mayores o iguales a 2 diluciones con la placenta
anterior y la proporcion de pacientes que tuvieron un aumento de los titulos de
anticuerpos mayores o iguales a 2 diluciones con la placenta posterior fue del
7,9% no existiendo diferencia significativa; este estudio es una serie de casos
en donde para mostrar los resultados solo se debid emplear estadistica
descriptiva y no la utilizacion de pruebas estadisticas para intentar encontrar
una diferencia de proporciones; en el analisis de los resultados no se tomaron
en cuenta 8 pacientes en la evaluacion y de haber sido considerados en el
grupo de incremento de 2 o mas diluciones de la prueba de Coombs indirecta
con placenta anterior (30/46) 65,2 %, la diferencia con el grupo de incremento
de 2 o mas diluciones de la prueba de Coombs indirecta con placenta
posterior (14/28) 50% hubiera sido del 15.2%, no se considera un calculo del
tamafio de la muestra en este estudio. El paso de glébulos rojos fetales por
dichos procedimientos pueden estimular la produccion de anticuerpos maternos
en embarazos aloimmunizados Rh incrementado potencialmente la severidad
de la anemia hemolitica fetal.'®

Nicolini y col calcularon la hemorragia fetomaterna mediante Alfa Feto
Proteina(AFP) fetal en sangre materna después de un procedimiento invasivo,
existiendo una elevacion de la proteina en un 65% de las embarazadas
aloinmunizadas Rh cuando se realizo la cordocentesis con la placenta anterior
en comparacion con 16,5% de las embarazadas aloinmunizadas Rh con la

placenta posterior (p < 0,05) ademéas en este estudio se determind la



concentracion de anticuerpos D Ig G en Ul/ml antes y después ce 3 semanas
del procedimiento invasivo no teniendo en consideracion la localizacion de la
placenta y se obtuvo un cambio de 181,5 Ul en promedio reportando que no
hubo diferencia significativa, una observacién a este trabajo es que se trata de
una serie de casos debiendo utilizar la estadistica descriptiva para analizar y
reportar los resultados y utiliza pruebas estadisticas para intentar encontrar una
diferencia significativa entre estas concentraciones de anticuerpos.'®

Chitrit y col mencionan hemorragia fetomatema después de una
cordocentesis en un 100% de los procedimientos, con una frecuencia del 81%
cuando la placenta esta anterior y 19% cuando la placenta es posterior, se
compard el riesgo de hemorragia cuando se realizd la cordocentesis con
placenta anterior (33 de 61) con cordocentesis cuando la placenta esta lateral o
posterior (7 de 42) (OR 5.89; 95% Cl 2.27-15.3; p< 0.001) y se comparo en
forma general la cordocentesis transplacentaria (38 de 78) con cordocentesis no
transplacentaria (transamniotica) ( 0 de 18) (OR 37.0; 95% CI: 2.15-6.36; p <
0.001), la cantidad de hemorragia fetomaterna encontrac: cespués de una
cordocentesis con la placenta anterior (90™ percentil 6.2m!" Intervalo 0.00-
15.0ml), placenta lateral (90" percentil 4.58ml; Intervalo 0.00-7.0mi) y placenta
posterior (90" percentil 1.35ml; intervalo 0.00-1.80ml) (p <0.001)."

El impacto de la inmunizacion se refleja en estimaciones de que
aproximadamente 25% de lo hijos de las mujeres afectadas fallecen en la etapa
perinatal; en una revision de 18 series publicadas, Van Kamp y col, encontraron
una mortalidad media del 31% con un intervalo del 9-50%, de la misma manera

Tannirandorn y Rodeck en 1991 encontraron una mortalidad del 33%; entre las
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causas predictoras de muerte perinatal mas frecuentes que reportan es el
hidrops (OR 8.7, p=0,0073), anemia fetal con Hb meuor a 6mg/dl (OR 3.2,
p=0,0422) estos hallazgos son reflejo de la severidad de la enfermedad que
puede ser exacerbada por hemorragia feto-materna provocada por los
procedimientos invasivos ( amniocentesis o cordocentesis) y causas
desconocidas; dentro de estas podria encontrarse el aumento de anticuerpos
maternos por la misma hemorragia feto-materna que causa dichos
procedimientos que en estos trabajos anteriormente referimos .”'8'°

Ante estos trabajos con fallas metodolédgicas en su realizacion en la cual
no divide a la poblacion por la localizacién de placenta o si el procedimiento
invasivo es transplacentario o no transplacentario y la no utilizacion de la
prueba de Coombs indirecta en diluciones como una forma de evaluacion a
nivel materno de la severidad de la enfermedad, nosotros nos planteamos
realizar en el presente estudio teniendo en cuenta si el procedimiento invasivo
es transplacentario o no transplacentario ademas de utilizar la prueba de
Coombs Indirecta en diluciones, como se utiliza en nuestro Instituto asi como en

diferentes Instituciones de habla hispana planteandonos el siguiente problema.

PROBLEMA:

(El numero de veces que aumentan las diluciones de la prueba de Coombs
indirecta en embarazadas aloinmunizadas Rh posterior al procedimiento
invasivo transplacentario es mayor al nimero de veces que aumentan la prueba
de Coombs indirecta en embarazadas aloinmunizadas Rh posterior a un

procedimiento invasivo no transplacentario?
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HIPOTESIS :

Las diluciones de la prueba de Commbs indirecta en embarazadas
aloinmunizadas Rh posterior al procedimiento invasivc transplacentario
aumentan 2 o mas veces con relacion al incremento en las diluciones de la
prueba de de Commbs indirecta en embarazadas aloinmunizadas Rh posterior

al procedimiento invasivo no transplacentario

OBJETIVOS

1. Determinar la prueba de Coombs indirecta en embarazadas
aloimmunizadas Rh antes del procedimiento invasivo transplacentario y no
transplacentario.

2. Determinar la prueba de Coombs indirecta en embarazadas
aloimmunizadas Rh a los 7 dias del procedimiento invasivo transplacentario
y no transplacentario.

3. Determinar el nimero de veces que aumenta la dilucidon de la prueba de
Coombs indirecta de las embarazadas aloinmunizadas Rh sometidas a
procedimiento invasivo transplacentario a los 7 dias.

4. Determinar el nimero de veces que aumenta la dilucién de la prueba de
Coombs indirecta de las embarazadas aloinmunizadas Rh sometidas a
procedimiento invasivo no transplacentario a los 7 dias.

5. Medir la diferencia entre el numero de veces que aumenta la dilucién de la
prueba de Coombs indirecta de las embarazadas aloinmunizadas Rh
después de 7 dias del procedimienta invasivo transplacentario y el numero

de veces que aumentan la dilucion de la prueba de Coombs indirecta de las
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embarazadas aloinmunizadas Rh después de 7 dias del procedimiento

invasivo no transplacentario.

DISENO DEL ESTUDIO:

Cuasi-experimental: disefio de prepruebas — postprueba y grupos intactos (uno

de ellos de control).

MATERIALES Y METODOS

Lugar: INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA “Isidro Espinosa de los
Reyes "MEXICO D.F. Abril 2004 — Agosto 2005.

Universo: Pacientes embarazadas aloinmunizadas Rh candidatas a
procedimientos invasivos.

Método de muestreo : No probabilistico de casos consecutivos

Se realizd un estudio piloto cuasi-experimental: disefio de prepruebas -
postprueba y grupos intactos (uno de ellos de control) de 10 gestantes
aloinmunizadas Rh del tercer trimestre por grupo que fueron candidatas a
procedimiento invasivo. Las pacientes embarazadas aloinmunizadas Rh que
cumplieron los criterios de inclusién y exclusién se registraron algunos datos
relevantes para este trabajo en el anexo 3 posteriormente se le hizo firmar el
consentimiento informado previa lectura de una carta informativa, en el
momento de la realizacion del registro cardiotocografico previo al procedimiento
invasivo, la enfermera del Departamento de Medicina Materno Fetal procedio a
la toma de la muestra de sangre periférica del pliegue del brazo de las

embarazadas aloinmunizadas Rh en 2 tubos sin heparina, realizado el
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procedimiento invasivo se identificaba que tipo de procedimiento fue
(transplacentario o no transplacentario) formando de esta manera dos grupos:
A (transplacentario) y B (no transplacentari.o), la muestra de sangre periférica
obtenida de la embarazada aloinmunizada Rh se transportaba inmediatamente
al banco de sangre del mismo Instituto para la determninacién de la prueba de
Coombs indirecta mediante el reactivo de DianaGelCoombs, posteriormente se
cito a los 7 dias del procedimiento invasivo al Departamento de Medicina
Materno Fetal del mismo Instituto para una segunda toma de sangre periférica
para la determinacion del test de Coombs Indirecto control siendo informado
en diluciones.

Tamafio de la muestra: Estudio piloto 10 pacientes en cada grupo
(procedimiento invasivo transplacentario y procedimiento invasivo no

transplacentario).

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Embarazadas aloinmunizada Rh con feto unico.

2. Embarazadas aloimmunizadas Rh que se les realice amniocentesis para
espectrofotometria o cordocentesis para biometria hematica o transfusion
intrauterina

3. Embarazadas aloimunizadas Rh con antecedente de hidrops fetal en
embarazos previos y esposo Rh positivo a quien se le ofrezca procedimiento
invasivo por el antecedente de hidrops fetal.

4. Embarazadas aloinmunizada Rh que por edad matemna se le realice

amniocentesis citogenetica.
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5. Embarazadas aloinmunizadas Rh que acepten participar en el estudio y

firmen la hoja de consentimiento informado.

CRITERIO DE EXCLUSION:

1. Embarazadas aloinmunizada Rh que se le realice el procedimiento invasivo
y no se tome la muestra a los 7 dias posteriores al procedimiento invasivo
transplacentario o no transplacentario.

2. Embarazadas aloinmunizada Rh que posteriormente a la cordocentesis se
demuestre que el feto es Rh negativo.

3. Embarazadas aloinmunizada Rh que el procedimiento invasivo
transplacentario o no transplacentario que se le realice sea complicado y

demore mas del tiempo promedio.

VARIABLES EN ESTUDIO

1. PRUEBA DE COOMB INDIRECTO:

Definicion conceptual y operacional:

La prueba de Coombs indirecta es una prueba de laboratorio que permite la
deteccién de anticuerpos eritrocitarios presentes en el suero o plasma del
paciente, por sensibilizacion de hematies in Vitro. Se expresa en titulos de
diluciones; por convencion los titulos son reportados como la dilucién con la
cual existe una reaccion de aglutinacion positiva Ej. Titulo dilucion de 1:16, en
el Laboratorio de Banco de Sangre del Instituto Nacional de Perinatologia

México D.F



Tipo de variable dependiente: Cualitativa (ordinal)

Nivel de medicién:

Numero de veces que aumenta la dilucion de la prueba de Coombs indirecta a
los 7 dias en comparacion al previo del procedimiento invasivo transplacentario

o no transplacentario.

PROCEDIMIENTO INVASIVO

Definicién conceptual:

Amniocentesis:

Procedimiento por el cual bajo guia ultrasonografica contirua se introduce una
aguja espinal calibre 22, 3,5" con mandril colocado a través de la pared
abdominal hasta el saco amniético y se procede a extraer liquido amniético.
Cordocentesis:

Procedimiento por el cual se procede de la misma manera que la amniocentesis
pero su objetivo es tomar muestra de sangre fetal a nivel del cordén umbilical o
realizacion de una transfusion sanguinea intrauterina.

Definicion operacional:

Procedimiento invasivo transplacentario es aquella amniocentesis o
cordocentesis que para lograr su objetivo tenga que atravesar la placenta.
Procedimiento invasivo no transplacentario es aquella amniocentesis o
cordocentesis que para lograr su objetivo no tenga que atravesar la placenta.
Tipo de Variable Independiente: Cualitativa dicotémica

Nivel de medicion: Expuesta a procedimiento invasivo transplacentario o no

expuesta a procedimiento invasivo transplacentario.
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RECOLECCION DE DATOS

El presente estudio se conformé por las embarazadas aloimmunizadas Rh-D
que ingresaron al Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los
Reyes “ y fueron referidas al Departamento de Medicina Matemo Fetal que
cumplieran los criterios antes descritos y aceptaran mediante consentimiento
informado participar en forma voluntaria previa explicacion del estudio.
Posteriormente se llené un formato para obtener datos clinicos de la paciente.
Se tomd muestra de sangre a la embarazada aloimmunizada Rh por la
enfermera del servicio antes del procedimiente invasivo (amniocentesis o
cordocentesis), la muestra se transportd al laboratorio de banco de sangre del
Instituto Nacional de Perinatologia para la determinacién de la prueba de
Coombs indirecta reportandolo en diluciones.

Realizado el procedimiento que no es una variable que el investigador puede
manipular se identificé si dicho procedimiento fue transplacentario o no
transplacentario de tal manera que se formaron dos grupos de seguimiento,
Grupo A (Procedimiento transplacentario) y Grupo B (Procedimiento No
transplacentario).

Se citdé al Departamento de Medicina Materno Fetal a los 7 dias y se obtuvo una
nueva muestra de sangre de la embarazada para determinar la prueba de

Coombs indirecta en diluciones.



PLAN DE ANALISIS:

GRUPO A: PROCEDIMIENTO INVASIVO TRANSPLACENTARIO

Embarazada
Aloinmunizada
Rh Prueba de
Coombs indirecta
PRE-PRUEBA

Embarazada
Aloinmunizada

Rh Prueba de "

Coombs indirecta a
los 7 dias
POST-PRUEBA

NUMERO
DE VECES
QUE
CAMBIAN

GRUPO B: PROCEDIMIENTO INVASIVO NO TRANSPLACENTARIO

Embarazada
Aloinmunizada
Rh Prueba de
Coombs indirecta
PRE-PRUEBA

GRUPO A

Embarazada
Aloinmunizada
Rh Prueba de
Coombs indirecta a
los 7 dias

POST-PRUEBA

GRUPO B

NUMERO
DE VECES
QUE
CAMBIAN

VALOR ANTES /VALOR DESPUES VALOR ANTES /VALORDESPUES

A

E: Numero de veces que aumenta la

aumenta la

Dilucionde Aa B

1. HallarEyF

C

F: Numero de veces que

dilucionde Ca D

2. Determinar si E es 2 veces 0 mas veces que F



Para el analisis estadistico se utilizé la prueba de U-Mann- Whitney para
comparar dos muestras independientes con datos categéricos ordinales y la de
Rangos de Wilcoxon para muestras dependientes con datos categéricos

ordinales.

RESULTADOS

Las 20 embarazadas aloinmunizadas Rh corresponden al tercer trimestre
siendo la mediana de la edad gestacional del grupo A de 29+/- 2 semanas y de
las pacientes del grupo B 30+/-2.75semanas.

El antecedente de obito en las pacientes del grupo A fue de 90% (9/10) y en el
grupo B del 80% (8/10).

En ambos grupos de estudios el porcentaje de procedimientos: Cordocentesis
y Amniocentesis fue de 80% y 20 % respectivamente.

Entre las complicaciones del procedimiento como hematomas de cordén,
perdida de liquido amnidtico, corioamnionitis etc. no se ha presentado en
ningun procedimiento.

Estas caracteristicas demograficas se presentan en el Tabla 1.

19



TABLA 1

DISTRIBUCION DE ALGUNAS VARIABLES DEMOGRAFICAS CON
RESPECTO AL GRUPO DE EMBARAZADAS SOMETIDAS AL
PROCEDIMIENTO INVASIVO TRANSPLACENTARIO Y NO

TRANSPLACENTARIO

GRUPO A GRUPOCB
EG MEDIANA 29.5+/- 2semanas 30+/- 2,75 semanas
ANTECEDENTE
DE OBITO 9/10 (90%) 8/10(80%)
PROCEDIMIENTO
CORDOCENTESIS 8/10 (80%) 8/10(80%)
AMNIOCENTESIS 2/10 (10%) 2/10(20%)

GRUPO A: PROCEDIMIENTO INVASIVO TRANSPLACENTARIO
GRUPO B: PROCEDIMIENTO INVASIVO NO TRANSPLACENTARIO
EG: EDAD GESTACIONAL
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TABLA 2

CAMBIO EN LA PRUEBA DE COOMBS INDIRECTA DE LAS
EMBARAZADAS ALOINMUNIZADAS RH DESPUES DEL
PROCEDIMIENTO INVASIVO TRANSPLACENTARIO

PACIENTE Coombs Indirecto  Coombs Indirecto Numero
Antes Después de veces que cambia
1. 1/512 1/1024 1
2. 1/1024 1/1024 0
3. 1/512 1/1024 1
4. 1/16 1/512 5
5. 1/128 1/256 1
6. 1/256 1/256 0
7. 1/1024 1/1024 0
8. 1/1024 1/2048 1
9. 1/256 1/256 0
10. 1/256 1/256 0

Para observar si existe diferencia en este grupo se utilizo la prueba de

Wilcoxon para datos pareados,
Z=-1.0, Sig asintot (bilateral) =0.317
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TABLA 3

CAMBIO EN LA PRUEBA DE COOMBS INDIRECTA DE LAS
EMBARAZADAS ALOINMUNIZADAS RH DESPUES DEL PROCEDIMIENTO
INVASIVO NO TRANSPLACENTARIO

PACIENTE Coombs Indirecto Coombs Indirecto Numero
Antes Despucs de veces que

Cambian
1. 116 1/16 0
2. 1/16 1/512 5
3. 1/64 1/64 0
4. 1/256 1/256 0
5. 1/32 1/128 2
6. 1/256 1/256 0
7. 1/256 1/256 0
8. 1/16 1/32 1
9. 1/256 1/1024 2
10. 1/1024 1/1024 0

Para observar si existe diferencia en este grupo se utilizo .1 prueba de
Wilcoxon para datos pareadvs,
Z=- 1,465 , Sig asintot (bilateral) = 0,143
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Para observar si existe diferencia entre los cambios de ambos grupos
(transplacentario y no transplacentario) se uso la prueba de Mann-Whitney para

comparar dos muestras independientes.

Transplacentario N Rangos promedio  Suma de rangos
Test Si 10 10.55 105.5
No 10 10.45 104.5

Estadistica de Contraste

Test
U de Mann- Whitney 49.5
Z= -0.042
Sig asintot (bilateral) 0.967
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DISCUSION

Las caracteristicas demograficas del presente estudio en especial las
complicaciones posteriores al procedimiento invasivo transplacentario y no
transplacentario como: hematoma de cordén, muerte fetal, corioamnionitis,
abruptio de placenta, ruptura de membrana y parto prematuro contrastan con lo
reportado en la literatura esto podria explicarse por el tamario de la muestra
utilizado en el presente estudio y por la experiencia adquirida en este centro de
referencia nacional.?’

En el grupo A de las pacientes sometidas a procedimiento invasivo
transplacentario se encontré utilizando la prueba estadistica de Wilcoxon para
datos pareados, p= 0.317 siendo mayor a 0.05 por lo que no se puede rechazar
la hipotesis nula, aceptando que no existe diferencia significativa en los cambios
de la prueba de Coombs indirecta antes y 7 dias después del procedimiento.

En el grupo B de las pacientes sometidas a procedimiento invasivo no
transplacentario se encontré utilizando la prueba estadistica de Wilcoxon para
datos pareados, p = 0,143 siendo mayor a 0,05 por lo que también no se puede
rechazar la hipétesis nula, aceptando que no existe diferencia significativa en
los cambios de la prueba de Coombs indirecta antes y 7 dias después del
procedimiento.

Se compararon los cambios de la prueba de Coombs indirecta de ambos
grupos A y B utilizando para ello la prueba de Mann-Whitney para muestras
independientes y se obtuvo p=0,967 asumiendo que no existe diferencia en los
cambios entre estos dos grupos.

La no diferencia en los cambios de la prueba de Coombs indirecta en los
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grupos y tampoco entre ellos, coincidiria con los resultados publicados por
Bowman'®, en el cual divide la poblacion en placenta anterior y posterior y
ademas dicotomiza la variable de desenlace (aumento de la prueba de Coombs
indirecta mayor o igual a 2 diluciones y menor a 2 diluciones ) no encontrando
una diferencia significativa en los aumentos de la prueba de Coombs indirecta
de estas dos poblaciones con placenta anterior y placenta posterior , esta forma
de categorizar a la variable prueba de Coombs indirecta en dicotomica u
ordinal; esta ultima como en el presente trabajo le quita fuerza al momento de
querer utilizar pruebas estadisticas para encontrar estas diferencias, pudiendo
resolverse si la variable prueba de Coombs indirecta se pudiera determinar en
unidades internacional (Ul) convirtiéndola asi en una variable numeérica,
haciéndola mas contundente para poder encontrar una diferencia que no es
evidente con las anteriores variables.

Otra explicacion a los resultados encontrados podria deberse por que las
pacientes con titulos bajos de anticuerpos tienen una gran respuesta amnésica
y pueden causar un aumento de los titulos al haber hemorragia fetomaterna y
las pacientes con altos titulos su respuesta amnésica es menor, si
consideramos bajo titulo a 1/16 o 1/32 observando la tabla 2 y 3 en dichas
pacientes sus cambios en las pruebas de Coombs indirecta fueron mayores y
viceversa pudiendo explicar en parte estos resultados.?’

La exposicién materna a las células fetales comienza muy temprano en el curso
de la gestacion por lo menos desde la semana 15 de la gestacion ademas se
reporta que las células fetales pasan a la circulacion materna en casi 100% de

los embarazos, de esta manera cuando se forman anticuerpos Ig G son
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detectables desde una semana hasta meses después de !a exposicién inicial,
este titulo llega aun pico y desaparece en un periodo de 2 a 8 meses por lo
tanto este comportamiento podria explicar la falta de cambios significativos en
un periodo de 7 dias posteriores al estimulo por la puncion.

Ante estos resultados sin cambios significativos en la prueba de Coombs
indirecta de las embarazadas aloinmunizadas Rh posterior a los 7 dias de
realizado un procedimiento invasivo transplacentario o no transplacentario del
mismo modo no encontramos diferencia significativa al comparar ambos
grupos lo que va en contra de la explicacion fisiopatolégica de la hemorragia
fetomaterna; pudiéndose explicar estos resultados porque la prueba de
Coombs indirecta se determina en forma semicuantitativa, por lo tanto no es
una prueba que mide los niveles de anticuerpos irregulares, lo cual podria
explicar el no haber encontrado diferencias en el mismo grupo y en la
comparacion entre ambos. La posibilidad de cuantificar los anticuerpos
irregulares en unidades internacionales nos daria la opcion de una variable
cuantitativa que nos permite una evaluacién mas exacta de los cambios en la
respuesta inmune y determinar si esta respuesta es diferente dependiendo del
paso transplacentario en los procedimientos invasivos. El fin ultimo de la
investigacion es respaldar la posibilidad de buscar procedimientos no invasivos
que nos permitan evaluar el estado fetal en hijos de madres aloinmunizadas Rh,
limitando en lo posible la invasion a la cavidad que puede ser un evento

iatrogénico aunque necesario.
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ANEXO 1

Carta Informativa
DOCUMENTO A

Estimada Paciente: la presente es para solicitarle participe con nosotros en una
investigaciéon médica que tiene como Titulo “Cambios en la prueba de Coombs
indirecta de embarazadas aloinmunizadas Rh posterior al procedimiento invasivo
transplacentario y no transplacentario” el investigador es el: DR. JUAN MANUEL
GALLARDO GAONA adscrito del Departamento de Medicina Materno- Fetal del Instituto
Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes".

El objetivo del presente estudio es determinar si los anticuerpos irregulares que UD.
presenta por la isoinmunizacion Rh; aumenta en forma importante posterior a los
procedimientos invasivos que se le realiza a UD. para evaluar vy tratar al feto dentro del
utero (Amniocentesis o Cordocentesis).

Se determinara la prueba de Coombs indirecta antes del procedimiento invasivo
(amniocentesis o cordocentesis) y posteriormente a los 7 dias del procedimiento
invasivo (amniocentesis o cordocentesis) se determinara una segunda prueba de Coombs
indirecto sin ningin costo El beneficio que obtendria de existir un aumento en los
anticuerpos irregulares que usted presente seria la vigilancia de su hijo en forma mas
estrecha. Ademas con los resultados se podra llegar a un mejor entendimiento del
comportamiento de los anticuerpos irregulares en pacientes isoinmunizadas Rh que se
les realiza dichos procedimientos y por lo tanto tomar mejores decisiones.

La toma de la muestra de sangre no presenta ningun efecto secundario para UD. y su
hijo, s6lo las mismas molestias que podria presentar por cualquier toma de sangre.

Los resultados de la investigacion seran confidenciales y se le informaran si usted asi lo
solicita, toda la informacién obtenida en este estudio sera utilizada solo a efectos de la
investigacion. Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria y en caso que no
acepte participar, esta negativa no tendra ninguna repercusion en la atencién de usted en
el Instituto, ademas UD. puede retirarse del estudio en el momento que usted lo desee
sin que esto tampoco alterara su atencién en la Institucién. Para aclarar dudas favor de
comunicarse al 55209900 Extensién 112 o 114 con el Dr. Luis Enrique Castarieda Cuba

o con el Dr. Juan Manuel Gallardo Gaona.
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ANEXO 2
TEXTO DECLARATORIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO

(Nombre del participante o de su representante legal)

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar (en que participe mi representado cuyo
nombre aparece abajo) en esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos, beneficios, y riesgos se
especifican en el Apartado A de este documento.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar
cualquier pregunta que, al momento de firmar el presente, no hubiese expresado o que surja durante
el desarrollo de la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participar en cualquier momento sin
que ello signifique que la atencion médica que se me proporcione, se vea afectada por este hecho.

En el caso que yo decida retirarlo, deberan seguir las siguientes indicaciones: solamente continuar
con el manejo indicado por el departamento de Medicina Materno Fetal.

Se me ha informado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la atencion
médica que se me deba brindar y que toda la informacion que se otorgue sobre mi (su) identidad y
participacion sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informo y
dos testigos, conservando una copia de a) Consentimiento informado y b) Informacion
proporcionada para obtener mi autorizacion.

Meéxico D.F. a de de 200 .
NOMBRE FIRMA
PARTICIPANTE
REPRESENTANTE
INVESTIGADOR
TESTIGO
TESTIGO
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ANEXO 3

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
CAMBIOS EN LA PRUEBA DE COOMB INDIRECTA DE EMBARAZADAS
ALOIMMUNIZADAS RH POSTERIOR AL PROCEDIMIENTO INVASIVO
TRANSPLACENTARIO Y NO TRANSPLACENTARIO"
N° de Caso
DATOS GENERALES

Nombre de la paciente:

Registro: Edad:

Gestas: Partos: Aborto: Cesarea:

FUM:
Edad gestacional al momento del procedimiento:

Antecedente Obstétrico:

Localizacion de la placenta:

Procedimiento Invasivo:
Amniocentesis ( ) Cordocentesis ( )
Transplacentario ( ) No Transplacentario ( )

Prueba de Coombs indirecta antes del procedimiento:

Prueba de Coombs indirecta a los 7 dias del procedimiento

Resultado perinatal:

ASPECTOS ETICOS
INVESTIGACION CON RIESGO MINIMO



TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS:

PRUEBA DE COOMBS INDIRECTO

Antes del procedimiento invasivo transplacentario o no transplacentario se
tomara sangre a la paciente de la zona de flexion del codo en dos tubos sin
heparina aprox. 5 cc en cada tubo, transportando inmediatamente al Banco de
Sangre del Instituto Nacional de Perinatologia INPer México D. F para
determinar la prueba de Coombs indirecto utilizando :

Serascan Diana 2/Serascan Diana 2P tabla de antigenos y DianaGel Coombs,
la primera la detectar el antigeno y la segunda para determinar la diluciones.

El DianaGel Coombs: En este estudio se indicara para la prueba de Coombs
Indirecto

El test de la antiglobulina fue introducido en la medicina clinica por Coombs en
1945 vy por esto es conocida como la prueba de Coombs.??

Esta prueba se basa en el uso de un reactivo de Antiglobulina Humana
Polivalente (AHG), que permite la deteccién de hematies recubiertos por
inmunoglobulinas o fracciones del complemento. La investigacion de
anticuempos irregulares tiene como objetivo detectar los anticuerpos
clinicamente significativos presentes en la muestra del paciente.

El principio del método se basa en la técnica en gel descrita por Y. Lapierre®
para la deteccién de las reacciones de aglutinacion de los hematies. La
aglutinacién se produce al entrar en contacto los antigenos eritrocitarios con los
anticuerpos correspondientes, presentes en el reactivo o en la muestra de suero

o plasma.
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La tarjeta DianaGel es un soporte de plastico constituide por 3 microtubos.
Cada microtubo esta formado por una columna y una camara de dispensacion.
Cada columna contiene microesferas de dextranos polimerizados en medio
tamponado que actuan como filtro. Los dextranos se encuzntran mezclados con
un reactivo que contiene antiglobulina humana. Los microtubos que contienen
antiglobulina humana actian aglutinando los hematies sensibiiizados in vivo o
in Vitro, con anticuerpos IgG o fracciones del complemento. Durante la
centrifugacion, los aglutinados de hematies son atrapados segun su tamafo, en
la superficie o a lo largo de la columna de gel. Los hematies no aglutinados
descienden hasta el fondo del microtubo.

Interpretacion de los resultados:

Presencia de aglutinacion y/o hemdlisis: resultado positivo

Ausencia de aglutinacién y/o hemdlisis: resultado negativo

AMNIOCENTESIS:

Estando la paciente en posicion decubito dorsal y descubiei# el abdomen se
utilizara el equipo de ultrasonido ATL 5000 en tiempo real : ra la identificacion
de una bolsa de liqguido amnidtico libre de partes fetales., = continuacion se
prepara el abdomen con solucion antiséptica , después con guia
ultrasonografica en tiempo real el Adscrito de Medicina Materno fetal localizara
la bolsa de liquido amniético libre de partes fetales y otro Medico Materno Fetal
procedera a introducir una aguja raquidea calibre 22 en la bolsa de liquido

amniético, extrayéndose para la espectrofotometria.?®
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CORDOCENTESIS:

Estando la paciente en posicion decubito dorsal y descubierta el abdomen se
utilizara el equipo de ultrasonido ATL 5000 en tiempo real y previa preparacion
del abdomen con solucién antiséptica se dirige la aguja raquidea calibre 22
hacia la vena umbilical en donde se inserta en la placenta por medio de la
técnica de manos libres, este procedimiento puede ser transplacentaria y no

transplacentaria.?’
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