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1. RESUMERN

La presencia de ictericia ocurre con mucha frecusncia
en los recieén nacidos, el origen de esta ictericia puede ser
debida & diversas causas, una de ellas es la entidad
denominada enfermedad hemolitica del reci&n nacido, la cual
se produce cuando la madre forma anticuerpos de tipo IgG que
cruzan la barrera placentaria y lesionan los eritrocitos
fetales con hemblisis consecutiva.

Los anticuerpos que principalmente causan enfermedad
hemolitica del recitén nacido son las inmunoglobulinas
Ig6 anti-D, anti-A y anti-B.

Los anticuerpos anti-HlLA (linfocitotéxicos?) también
ocurren en la forma de IgG, y se tienen reportes de la
presencia de antigenos HLA en eritreocitos, por 1o cual en
esta tesie se estudiaron parejas de madre-recién nacido con y
sin evidencia de ictericia para determinar si la presencia de
anticuerpos anti-HLA es causativa de ictericia en el recién
nacido.

De los estudios realizados en ambos grupos, se encontrd
que tanto en el grupa ictérico como en el no  ictérico hubo
presencia de anticuesrpos linfocitotOnicos en el suero materna
dirigidos tontra los linforitos de su behb®. La frecuencia de
estos anticuerpos fue de 15.9 % para el grupo ictérico y de
?.1 ¥ para el no ictérico sin que esto guardara relacién

con la ictericia.



Al comparar los resultados de 1los estudios que
indicaran presencia de anemia e ictericia como resultado de
una mayor destruccidn de eritrocitos y relacionarlos con
presencia de anticuerpos linfocitotaxicos no se encontrda gque
tuvieran relacibtn. Sin ambargo se encontré gue la prueba de
rosetas con monociteos resultd positiva en una proporcibn
importante de los casos ictbricos mientras que en los casos
no ictéricos resultd auy poco frecuente.

Por 1o tanto, en este +trabajo concluimos gue los
anticuerpos linfocitotbricos no actuan como ‘causantes de
ictericia en el recién nacido y que los resultados de las
rosetas en los niffos ictéricos sugieren la presencia de un
anticuerpo anti-eritrocito fetal formado por la madre, que

influye en la hemblisis del reci®n nacido.



2.~ INTRODUCCION

La ictericie del recieén nacido atribuible a hemdlisis se
produce cuando el feto prezenta un ant!’genul eritrocitario
heredado del padre, y que la madre no posee; pero que ha sido
sensibilizada a este antigeno eritrocitario por un embarazo
anterior o transfusion sanguinea incompatible, producienda,
consecuentemente, anticuerpos de tipo IgG, dirigidoe contra
el antigeno eritrocitario fetal (1). Estos anticuerpos pueden
atravesar la barrera placentaria y lesionar los eritrocitos
del fetoc con hemdlisis consecutiva e hiperbilircubinemia,
produciendose ast la ictericia y anemia. Por otra parte el
tejido hemopoyvético puede no estar cepacitado para compensar
la gran destruccién de eritrocitos, y el higado inmaduro ne
conjugar la bilirrubina con eficiencia, en forma suficiente
como para gque sea excretada con la bilis, produciendonse asi
un mayor grado de hiperbilirrubinemia e ictericia.
f.a formacidn de anticuerpos anti-Rho(D} es la forma m&s comdn
de aloinmunizacion, que da lugar a una enfermedad
clinicamente ijaportante (2). Actualmente ya se sabe gue,
ademAs del antigenoc Rho(D), las diferencias materno-fetales
en otros wmuchos factores sanguinens pueden provocar la
isoinmunizacidn materna y por tanto la enfermedad hemolitica.
Entre estos factores no se incluye a los antlgenos del
aistema HLA, puesto Qque &stos dentro de los romponentes
sanguineos se encuentran presentes fundamentalmente en

leucocitos y plaquetas, pero no en eritrocitos (3).



Los eritrocitos humanos han sido tradicionalmente
considerados carentes de antigenos KLA3 excepto en el estado
de reticulocitps (4). 8in embargo, se tienen reportes de la
presencia de estos antfigenos en eritrocitos maduros de
algunos individuos {5, &, 7). Cuando llegan & haber antigenos
HLA en los eritrocitos, los mbs frecuentemente encontrados
som HLA-A28, HLA-B7, HLA-BB y HLA-R17 (8, 9.

Desde 1l1a primera ohservacifin por Rosenfisld (10} en 1967,
varios autores han demostrado claramente gque los antisueros—
HLA pupden contener hemaglutininas contra eritrocitos que
presentan antigenos HLA espectficos.

En el Banco de Sangre del Centro Médico Hacional, se han
observado algunos casos de hemblisis del recitn nacido
atributbles a un probable anticuerpo antieritrocitario, en
los cuales no se ha demostrado la presencia de este
anticuerpo, en cambio =i =e ban encontrado anticuerpos
linfocitotaxicos maternon y evidancia de estops en el
suera del pebe. Por la cual el propozito del presente
trabajo es verificar el papel. que juegan los anticuerpos
linfocitotbnicos y definir =u trascendencia clinica en

la enfermedad hemolitica del recien nacido.



3.~ FUNDAMENTO DEL TEMA

3.1.- lctericia .

Se conaoce por ictericia a la coloracién amarilla de la piel,
mucasas y liguidos organicos como resultado del  acomulo
acesivo de bilirrubina (libre o ceonjugada) en los liquidos
extracelulares. La concentracibn plasmatica normal de
bitirrubina, incluyendo ambas formas es en promedio 0.5 mg
por 100 nl. de plasma. En algunns procesos  anormales puede
alcanzar valores hasta de 40 mg. por 100 ml. La piel apenas
empieza a tomar tono amarillo cuando la concentracitn se
eleva bhasta tres veces la normal {i11). La intensidad de la
ictericia no siempre guarda relaciotn directa con l1a
concentracidn de la bilirrubina y son frecuentes los errores
de apreciacidn, por 1la intervencién de algunps factores
subjetivos del obsmervador, por la iluminacion, la hara, el

color de la piel, etc.
Las cusas mAa comunes de ictericia son:

ay Mayor destruccian de los glabulos rojos con  liberacion
muy rapida de bilirrubina hacia 1a sangre {Ictericia

Hemotitical).

B) Obastruccion de conductos bilfares o lesion de células
hepAticas, de manera que incluso las cantidades
corrientes de bilirrubina no pueden ser eliminadas hacia

€l tubo digestivo (Ictericia por Obatrucciémn).



3.1.1.~ Jotericia Hemolitica.

En 1la ictericia bemolftica la funcion encretoria del higedo
no  esti perturbada en absolutn, pero los glébulos rojos se
hemplizan muy répido y las ceélulas hepaticas no pueden
eliminar tanta bilirrubina como wse va formando. En
consecuencia, 1la concentracibn plasmbtica de bilirrubina

libre =p hace especialmente alta.

3.1.2.- Ictevicia nor obstruccion.

Esta {ctericia es causada por obstruccifin de los conductos
biliaresx o por lesibn de las ceélulas hepaticas, la intensidad
de la formacibn de la bilirrubina es normal, perc la
bilirrubina producida no puede pasar de la =sangre & 10%
intestinos. 8in embargo, 1a bilirrubins libre sigue
penetrando en las células hepsticas, donde se conjuga en la
forma ascostumbrada, y acaba pasando nuevamente & la sangre,
probablemente por rntur; de lows canaliculos biliares
congestionadosy por lo cual la mayor parte de la bilirrubina

del plasma es conjugada en lugar de libre.

3.1.3.~ Igtericia 2n el recibn nacido.

Una carga aumentada de bilirrubina en los primeros dias de

vida puede tener diversos origenes de acuerdo a la sasiguiente

clasificacidn de ictericia del recién nacido (12).

I.- Del perlodo neonatal temprano (primera semana de vidal.
A} Fisioldgica

B) De prematurez y por medicamentos

&



€) Hemolitica
- Isoinmunizacion materno fetal por Rh, ABO, etc.
- Defectos enzimaticos hereditarios del-eritrocito.
~ Anormalidades de la anrfologfa del eritrocito
- Drogas y toxinas

D) Por infeccicnes:
-~ Bacterianas (sepsis neonatal, ldes congénitas).
~ Virales {enfermedades de inclusidn citomegalica,

sindrome de rub&ola, herpes simplex diseminado).

-~ Por protozoarips (toxoplasmosis).

E) Por hemorragias orultas:

- Hematomas, equimosis.
~ Hemorragias de cavidades.

F) Por padecimientos metabblicos:
~ Galactosemia.
-~ Sindrome de Crigler-Najjar.,
- Leche materna. )

11.-Del periodo neonatal terdfo (segunda a cusrta semanz de
vida):

A) Por hepatitis neonatal
B) Por obstruccibn anatdmica de vias biliaress
- Atresia congénita de vias biliares, intra Y
entrahepaticas.
- Quistes de colédoco o seudoguistes,
~ Hipertrofia congénita del pfloro.
- Neoplaesia o hiperplasia de ganglios periportales.

€) Por cirrosis hepAtica neonatal.



b

Por cretinismo.

€

-

Miscel éneas:

- Enfermedad de Gilbert.

~ Sindrome de Dubin—Johnson.
- Sindrome de Rotor-Schiff.

— Carotenemia.

3.1.4.- Enfermedad henolfitice dgl recifn nacidos

La enfermedad hemolltica del recién nacido, anteriormente
conocida como eritroblastosis fetal, se presenta cuando los
eritrocitos del feto contienen un antfigenc heredado del padre
y que al no tenerlo la madre y pasar a su circulacian en el
eritrocito fetal, estimula en ella 1la produccién de
anticuerpos IgG especlficos contra esos antigenos.

l.os anticuerpos Ig3 formados por la madre pasan a la
circulacion fetal por via transplacentaria, donde provocan la
reaccidtn  antigeno-anticuerpo vy de esta forma lesionan las
eritrocitos del feto con hemolisis anormal consecutiva e
thiperbilirrubinemia, produciendose asf la ictericia y anemia
113},

Se ascepta gue el paso de los eritrocitos fetales a la
cir.cula:iOn materna, tiene 1lugar principalmente en el
momento  del parto y por ende, €l primer hijo de wuna pareja
incompatible generalmente no sufre de enfermedad hemolttica
(14), En consecuencia, los estimulos repetidos por varios
enbarazos, &l volumen de sangre del producto que ha pasado a

1a madre y la capacidad de respuesta inmune de ésta, influyen



en la severidad de la enfermedad hemolftica del recié&n nacido
15).

t.a entidad que mas frecuentemente provoca isoinmunizacidn
materno~fetal es la incompatibilidad en los sistemas ABO vy
Rh~Hr.

En nuestro pats, 1a posibilidad de incompatibilidad ABO en
una pareja es del orden del 29%; y la del antigeno D, es del
TE (16},

Aungue la ispinmunizacion en el sistema ABO es mas  frecuente
que la del antigenoc D, por lo general es més benigna, con
hemalisis menos intensas. Se coneocen cuatra combinaciones
capaces de ocasionar la enfermedad en el feto; vastego B de
madre A, vhstago A de madre B, vastago AB de madre A o B vy
vastago A o B de madre (; siendo esta Qiltima combinacidtn 1la
&nica que provoca enfermedad hemolitica del recién nacido
clinicamente importante, debido a que las personas del grupo
0 son capaces de producir sueros mds hemoliticos que las de
grupo A o B (17).

La isoinmunizacidn por el antigeno Rho (D), aunque es menos
frecuente que la del sistema ARBQ, es muchn més severa, dando
lugar & una enferinedad clinicamente inmportante (18).
Estadisticamente, los lactantes con evidencia clinica de
enfermedad hemolitica son, en la mayoria de los casos hijos
Rho (D) positivos de madre Rho (D) negativas que han formado
anticuerpos contra el antigeno Rho (D) (19)., Actualmente se
sabe que, ademds del sistema ABO y del Rho (D), las

- diferencias materno~fetales &n otros muchos factores



sanguinenos pueden provocar inmunizacién materna y por 1o
tanto enfermedard hemolftica del recién nacido. Entre estos
factores se encuentra la incompatibilidad que afecta
antigenos comp ¢, E del sistema Rh-Hr} y antigenos de otros
sistemas como el Kell, Duffy, etc.

€1 diagnéstico de la enfermedad hemolftica del recién nacido,
se basa en los hallazgos tanto clinicos como de lsaboratorio.
Entre los prinicipales datos clinicos se encuentran; el
inicio de 1la ictericia dentro de las primeras 24 horas de
vida, aparcciendo m&s tempranamente en l1os casos con mayor
sensibilizacidn, palidez, hepato y esplenomegalia de magnitud
variables en relacidn con el grado de hemdlisis. En los casos
extremns puede observarse hidropesta fetal. Dentro de 1los
datos de laboratorio se encuentra la biometria hemAtica que
muestra generalmente hemoglobina y hematdcrito disminuidos,
reticulocitos elevadnps y aumento de células inmaduras
{eritroblastos) (20).

ta prusba de Coombs directa es positiva en isoinmunizacistn
por el sistema Rh-Hr y débilmente positiva o hasta negativa
en €l ABO (21), LA fraccion indirects de la bilirrubina suele
elevarse en relacidbn al grado de hemdblisis.

La elevacidn de anticuerpos antieritrocitos de tipo Ig6 en el
suero de la madre confirma el diagnéstico el precisar el
grupo o sistema afectado (anticuerpos anti-A, anti-~B, anti ~Dy
ete.d,

No todo recién nacido que presenta ictericia necesariamente

tiene patologfa subyacente gque reqguiere tratamiento; el
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manejo de cada caso estard determinado por la magnitud de la
tilirrubina y los datos clinicos. Cuando se regquiere
tratamientn, @ste va desde €l uso de la la fototerapia hasta
el emplec de exanguinotransfusidn, siendo este altimo
empleado en los caso mAs severos de enfermedad hemolitica del

recién nacido (22).

3.2.- Uetsbolismo de La bilirrubina.

Brodugcidn:

La bilirrubina es el producte principal del catabnlismo del
Hem, cuya fuente principal es la hemnpglobina. f.a destruccidn
normal de los eritrocitos circulantes explica 80 a 90 % de la
produccion diaria de bilirrubine en el adulto y alrededor
del 7% % eo el recién nacido (23). El porcentaje restante
proviene de hemes o porfirinas no usadas durante la sintesis
de la hemoglobinaj degradacidn de la hemoglobina
intracospuscular durante la maduracidn del eritrocito en 1la
medula bsea, destruccidn de eritrocitos recién formacos en la
meédula bsea, degradacitin de protelnas no hemoglobinicas que
contienen el grupo hem (catalasa, citocromos, tript&fanc
pirrolasa, mioglobinal).

Cuando los -eritrocitos son eliminados de la circulacidon, son
destruidos en el sistema menonuclear-fagocitico, donde ia
hemoglobina es catabolizada. Cada uno de sus tres componentes
tiene un destino diferente, el hiervo es casi por completo
reutilizado cuando se produce la disociacidn del glbbulo rojo

en el sistema mpnonuclear—fagocitico, la porcidn globina de

11



) la mpleécula de hemoglobina es mpetabolizada en sus aminoacidos
constituyentes. La fraccidn hem es degradada hasta un
pigmente verde, la biliverdina gque es un tetrapirrol de
cadena abierta. La reduccibn del puente de meteno central de

l1a biliverdina origina ie bilirrubina.

Transporie vy cantacion henhtice de la bilirrubiom

ta bilirrubina al salir del sistemas mononuclear-fagociticeo
es liberatda al plasma donde inmediatamente Be combina
fuertemente con la albdmina plasmatica, y en esta +forma es
transportada a todo el cuerpo con la sangre y  liquidos
intersticiales (24). Esta forma de bilirrubina aun unida con
les albadmina se denomina hilirrubins no conjugada o indirecta.
En  unas horas, la bilirrubina no conjugada es absorbida a
traveks de la membrana de la c&lula hepfAtica; para esto es
liberada de fa albOmina plasmhtica y casi instantAneamente se
cambina con otras proteinas [lamadas proteina "Y» y ¥zZ" (25).
La proteina *Y" se presenta principalmente en el higado y es
la protelna principal Que se unpe & la hilirrubina, en cambio
"Z¥ se fija 2 12 bilirrubina dnicamente cuando la saturacitn
de "Y" alcanza niveles criticos. Sin embargo, poco despuds la
bBilirrubina también es eliminada de estas proteinas y se
conjupa en el retfculo endoplasmico liso de los hepatocitos
con Acido glucurénico para formar glucurdnido de bilirrubina
mediante 1s accion enzimadtica de la glucuronil transferasa.
En esta forma la bilivrubina recibe e]l nombre de bilirrubina

cenjugada o directa; y de esta manera es excretada por un

12



proceso de transporte activo a los canaliculos biliares y de
ahi al dundeno. Una vez alcanzado el intestino, la
bilirrubina es convertida por accien bacteriana en
urnbilindbgeno. Parte del wobilinbgeno es reabsorbido por la
mucosa inte=tinal, pasa A la sangre y acaba elimipado
nuevamente por el htgado hacia el intestino, e1 % %
aproyimadamente es eliminado por los riffones con la  orins.
Despubs de exwposicion al aire en La orina, el urcbhilindgenn
se oNida y se transforma en urobilina o se oxida en las heces

para dar estercobilina (figura §).



SISTEVA MONONUCLEAR-FACOCITIQD
Hemoglobina — Bilirrubina + Hierro + Globina
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SANCRE
Bilirrubina (libre, indirecta) C

8
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Bilirrubina + Acido Glucorénico
Glucuronit
Transferasa

Glucurénido de bilirrubina (conjugada, directa)

SANCRE PORTAL
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INTESTINO
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Bacterias
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1

Urobi | indgeno

HECES

Oxidacién

Estercobilina

Figura 1.~ Metabolismo de la bilirrubina
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I.3.~ Sistemd HLO.

El sistema HLA es el complejo mas importante dex
histocompatibilidad en el humano, ©Ocupa un segmento de
aproximadamente cuatro centimorgans en el brazo corto del
cromosoma nGmero seis, y consiste de varios locus cercanos
portadores de genes con diversas funciones, una de ellas es
la produccidn de determinadas asustancias antigénicas en 1a
superficie de las membranas de casi todas las cé&lulas del
arganismo. Estas sustancias antigfnicas sOn 11amadas
antigenos HLA o antigenos de histocompatibilidad (26).

Los antfgenns HLA al ser introducidos en personas que carecen
de ellos dan lugar a la formacion de anticuerpos anti-HLAj
especificos contra el antigeno que les did origen. Estos
anticuerpos pueden ser de naturaleza IgM e Ig3 can actividad
tanto aglutinante como citotdrica (273,

L.a descripcilin de anticuerpos anti-HLA caontra leucocitos fue
primero hecha por A. C. Doan en 1926. pPosteriormente J.
Dauszet descubrid en 1954 que estos anticuerpos presentes en
el suera de pacienten politransfundidos y en los suercs de
20-T0 X de las mujeres multliparas, reconocian determinantes
polimorficos en la superficie de los leucocitos. El describid
el primer antigeno HLA al que llamo "Mac”, ahora conocido
camo HLA-AZ (28).

Rapidamente se aprecia la participacian de los antigenos HLA
en la aceptacidn de transplantes de tejidos y oOrganos vy
motive el estudio de los genes que determinan los antigenns

HLa., En 1973, se encontr®d que algunos antigenos HLA estsn

15



asociados con enfermedades especificas en una elevada
ﬁropnrcibn de casos. Ademds, se ha comprobado que el compleijo
HLA reguls varios aspectos diz la respuesta inmunolégica
humana (29).

Actualmente se distinguen cuatro locus genéticos llamados A,
By, €, D} gque se clasifican de acuerdo a su distribucidn
tisular y a su estructura en clase I y clase II.

t.os antigenos clase I son @ HLA-A, -B, -C, mse encuentran en
casi todss las celulas nucleadas del cuerpo y consisten en
una molécula de dos cadenas. Una de ellas estd constituida
por una Qlucoprotefina polimdrfica con peso molecualar de
44,000 daltones, que esta determinada por genes del compleijo
HA y se asocia en forma no covalente con una proteina no
polimdrfica con peso molecular de 12,000 daltones: la @2-
microglobulina (30), determinada por un gen del cromosoma
nAmero quince (31). La molécula entera esthA insertada en 1la

membrana celular mediante la cadena glucoproteica (figura 2).



A. MICROGLOBULINA
CADENA PESADA 2

COOH

MEM;RANA CELULAR

COOH

Figwra 2.- Representacidn esguembtica de una molécula HLA
clase I.

Los antigenos de la clase 1] son los HLA-D, se encuentran

principalmente en la superficie de las celulas
inmunccompetentes, incluyendo macrbfagos, monocitos,
linfocitos T activados, linfocitos T suUpresores Y

particularmente en los linfocitos B. Estan constituidos por
una molécula de dos cadenas de glucoproteinas: cadenae<con
peso molecular de 34,000 daltones y cadena ¢ con pesoc
molecular de 29,000 daltones, unidas na caovalentemente

(figura 3.
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NH2

CHO

CADENA oc CADENA P

MEMBRANA CELULAR

COOH COOH

Figura 3.~ Representacidn esguembtica de una molicula de HLA
clase II.

3.3.1.~ antigenos HLO ep eritragitos.

Los eritrocitos humanos han sido tradicionalmente
considerados carentes de antligenos HLA, excepto en el estado
de reticulocitos (32, 33). Sin embargo, cantidades variables
de antigenns HLA han sido descritas en eritrocitos maduros

(25, 34),

18



Es probable que los antigenos HLA sean eliminados de la
membrana de los eritrocitos, cuando occurren  importantes
modi ficationes estructurales en el estado de "‘maduracibn de
los mismos, pero es mds probable que los antligenos HLA en la
superficie celular sean constantemente sintetizados Yy
renovados come se ha sugerido para otras macromoléculas y
antigenos (36). lLa sintesis de antigenno HLA puede persistirc
en los reticulocitos, en los cuales ocurre un alto nivel de
sintesis de hemoglobina. La duracian de sintesis de antigenos
HLA puede depender del tiempn de superviventcia del RHA
mensajero, 21 cual dura hasta el fin de la maduracidn de los
eritrocitos, cuando desaparecen los polisomas y mitocondrias
(37). Con esta hipbotesis los antigenos HLA en eritrocitos, en
contraste con a_nt!genos eritrocitarios propios, pueden ser de
muy corta vida vy rapidamente eluidos o destruidos,
desapareciendo tan pronto como su sintesis para (33). Es  por
elloc que se considera gque la expresidn de antigenos HLA en
eritrocitos maduros de algunns individuos, es debido a
variaciones individuales en la actividad enzim&tica
concerniente & 1a maduracidn de log eritrocitos (36).

t.os antigenos HLA expresados en eritrocitos se encontrfs que
son de la clase I y son similares a los expresados en los
1infocitos, igualmente se  detectd 1la presencia de p2
microglobulina (39).

tMuchos individuos tienen niveles no detectables de antigenos HLA
en . sus eritrocitos, mientras que otros tienen relativamente

grandes cantidades {40). Sin embargo, 18 concentracion de
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moléculas en la membrana de los eritrocitos siempre parece
ser baja cuando se compare con otras celulas, tales coma
linfocitos. Se tienen reportes de que un linfocito tiene
aproximadamente 105 moleéculas de antigenos HLA, mientras Qque
1os eritrocitos con niveles detectables de antigenos HLA
tienen entre 100-200 moléculas por célula (41).

La primera observacidn de antigenos HLA en eritrocitos
maduraos fue hecha por Rosenfield en 19467 <42), El1 primer
antigeno HLA gque s demostré inequivocamente en eritrocitos
fue el HLA-B7 (1T). Posteriormente se hon demostrado la
presencia de otros antigenos como son: HLA-A?, -A10, —-AZB,
-B8, -B12, -B1S, -B17 (43). BHiendo los mas fuertemente

expresados en eritrocitos los HLA-a28, -B7, -BL7, y ~BS8.
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4,—- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
fDurante el parto llegan al organismo maternn leuwvcocitos
fetales conteniendo material genbtico minto (tanto paterno
como maternn), esto hace gque el sistema inmune de la madre se
ponga en contacto con antigenoe HLA ¢etales de herencia
paterna gque 50n reconocideos como eXxtrafos y comp consecuencis
de esto, elabora anticuerpos linfocitottmiicos de naturaleza
Ig@ que pueden atravesar la barrera placentaria. En base a
estas consideracjones y a2 estudios previos de la presencia de
antigenos HLA en eritrocitos, se planted la siquiente
hipbtesis: ya que los anticuerpos linfocitotdéxicos son capa-
ces de actuar contra sitios antigénicos HLA, produciendo 1i-
sis, entonces, si existen sitios antigdénicos HLA en los eri--
trocitos de los recién nacidos, éstos favoreceran la accidm -
de 1os anticuerpos linfocitotdxicos produciendo hemdlisis e -
ictericia en el recién nacido.
t.os objetivos planteados en esta tesis som
1.~ Realizar la investigacion de anticuerpos linfocitotéxi-—
cos mediante técnicas inmunohematoldgicas £n la parejs
. madre-recién necido, para precisar su trascendencia

clinica en la ictericia del recién nacido.

2.- Determinar st la incompatibilidad del sistema ABO en las
parejas madre recién-nacido influye en la formacidn de
anticuerpos linfocitotbnicos y esto a ver en el grado de

hemdlisis.

24



.~ Evaluar si la incidencia de anticuerpos linfocitotdxricosa

aumenta a medida gue aumenta el nbtmero de embarazos.
5.~ MATERIALES Y METODGS

Para el desarrollo de esta tesis se estudiaron SS9 parejas
madre-recikn nacido ictéricos y &6 parejas madre-recién
nacido 0o ictéricos (grupo control), esta clasificacidn fue
realizada por el mbdico pediatra el cual evalud clinicamente
1a ausencia de ictericia o la presencia de &sta dentro de las
primeras 72 horas de vida del recign nacido,

ton lams muestras de sangre obtenidas se determinaron 1los

miguientes paré&metros.

1) Determinacion de la incompatibilidad desde el punto de
vigta gmistema ABO y Rho, mediante la vealizacion del
grupe sangulneo ABG y deteccidbn del antigeno D, en las

parejas madre recién-nacido.

2) Valaracion del grado de hemdlieis en el recieén nacido
mediante 1a determinacién de Ht., Hb., bilirrubinas vy

cuenta de reticulocitos.

3) Valoracién de la presencis de anticuerpos linfocitots—
Aicos en el suero de las madres, por medio de la técnica

de linfocitotonicidad.

4) Determinacidn de la presencia de anticuerpos pegados al
eritrocito del recién nacido asediante las pruebas de

Coombe directo y despegado de anticuerpos.
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Determinacion de la presencia de otros anticuerpos fuera
del sistema HLA, para vslerar ai su  prezentia es
causativa de hemdlisis en el reciln nacido y determinar
la trascendencia de los anticuerpos linfocitotdxicos en
estos casos, empleanda para =l1lo las tecnicas de
bhsgueda de anticuerpops irregulares fuera del sistema
ABO (medio salinp), y dentro del sistema ABD

{determinacidn de anti-A o anti-B de tipo Ig&).

DIAGRAMAS
Huestra de la madre
J
Determinac/ibn del grupo sanguineo ABO
e \
Compatible con su bebd Incompatible con su behe

\/

Determinacidn del antigeno Rho (D)

Prueba de linfocitotoricidad

Bilequedn de anticuerpos irregulares
en suero fuera del SABRO

Determinacién de anticuerpos
196 anti-A © Anti-B




Muestra del recieén nacido

Determinacidn del grupo sangulneo ABO

=

Compatible con su madre Incompatible con su madre

~_ _

Determinacion del antigeno Rho (D)
Determinacién de hematécrito
Determinacitn de hemoglobina

Cuenta de reticulocitos
Determinacion de bilirrubinas
Prueba deventiqlnhulina humana directa

Prueba de linfocitotoricidad
Prueba de despegadn de anticuerpos

Formacitn tde rosetas con monocitos



HMaterial biglbgice

- 1 wml. de sangre capilar heparinizada del recién nacido.

~ 5 ml, de sangre de cordbn umbilical desfibrinada,

~ 5 ml., de sangre venosa de la madre sin anticoagulante.

—- Eritrocitos de fenotipo conocido.

~ Suero humano con linfocitotonicidad positiva confirmada
y con valoracien alta.

- Complemento de conejo liofilizado.

- Mezcla de sueros "ABRY Rho (D) positivos provenientes de 5
donadores de sangre.

- S8Sangre venvesa desfibrinada de % donadores varones 0" Rho
(D} positivo.

- Saliva de personas esecretoras de sustancia A.

- Saliva de personas secretoras de sustancia B.

Instrunentos

= Microscopio de contraste de fases (American Optical Mod.
Riostar).

- Espectrofotémetra (Colleman Junior 11, Mod. &/20)

- Microscopio éptico (Americen Dptical).

~ Balanza analitica (Mettler).

- Microcentr{fuga (Solvat Mod. H-07).

- Centrifuga de pie (Damon Mod. CS).

- Centrifuga clinica (Clay-Adams Cat. No. 0541).

- Incubadora bacterioléogica de calor seco a 37°C.

~ Campana de extraccibn.



~ Aparato lector de hematbcrito,

- Bafo marfa a 22°C, 37°C y 56 ‘c.
Haterial de vidrio

- Pipetar shali.

- Chmara de Neubauer

-~ Pipetas para toma de glébulos blances y glohulos rojos.
~ Pipetas graduadas de 0.05, 0.2, &, 2, S5 vy 10 ml.
—= Pipetan volunbticas de & mi.

- Ffipetas pasteur.

- Matraces aforedos de 5 y 100 ml.

—- Matraces erlenmeyer de 25 ml.

- Vasos de precipitados de S50, 100 y 500 nml,

- Probeta de 50 mi.

= Tubos de ensaye de &6 % 50, 10 % 75 y 13 % 100 mm,
- Portacbietos

-  Tubos capilares heparinizados.

— #Perlas de vidrio

- Tubos natelson.

Material diverso

~ Cajas de plastico falcon.

-~ GCajas petri de plhstico.

~ Chmara htmeda de plastico.

-~ Jeringas Hamilton de §{ y 5 lambdas.
- Term®dretro clinico de -10°C a 100°C.

— Mechero bunsen



~- Tripie.

- Tela de asbesto.
- Piseta.

- Gradillas.

- PBoguillasg.

- Bulbps de goma.
- Papel parafilm.

- Gasas.

Reactivps

—~ Suero comercial anti-A. Laboratorios Ortho.
=~ Suero tomercial anti-AB. Laboratorins Ortho.
- Suwero comercial anti-B. Laboratorios Ortho.

- Suero comercial anti-RhoiD) albuminoso. Laboratorios
Ortho.

- Suero comercial control Rbh-Hr. Laboraterios Ortho.
- Cianurp de potasio R. A. Laboratorios Merck.

~ Bicarbonato de sodio R. A. Laboratorios Merck.
— Citrato de sodio R. A. Laborataorios Merck.

- Cloruro de sodio R. A. Leboratorios Mercit.

- Nutevo azul de metileno. Laboratorios Sigma.

~ Aceite de inmersioén. Laboratorios Sigma.

- fcido clorhidrico R. @&. Laboratorios fMerck.

- Acido ascérbico R. A. Laboratorios Merck.

-~ Hidrénido de sodio R, A. Laboratorios Merchk.

- Cafeina K. A. Laboratorios Merch.

- Acetato de sodic R. A. Laboratorios Merch.



Acido sulfanllico R. A. Laboratorios Maerck.

Nitrito de sodio R. A. Laboratorios Merck.

Versatnol pedidtrico (20 mgs/ml.). Latoraterios Abbott.
Tartrato de sodio y potasio R. A. Laboratorios Merck.
Benzoato de sodio R. A. Laboratorieos Merck.

Suero de coombs. Lahoratorios Ortho.

Hypaque al 50 . Laboratorios the Sydney Ross.
Ficoll. Laboratorios Sigeaa.

Eosina acuosa al 5 %. Laboratorios Sigma.

Formol R. A. Laboratorios Merck.

Cloruro de potasio R. A. Laboratorios Merck.

Sulfato de magnesin heptehidratado. Laboratorios Merci.
Cloruro de calvio R. A. Laboratorios Merck.

Fosfato dibasico de scdio dodecahidratado R. A.
Laboratorios Merck.

Fosfato monobasicop de potasio anhidro R. A, Laboratorios
Merch.

Glucosa R. A. Laboratorios Merci.

Rojo de fenol. Laboratarios Merck.

Hepes. Laboratorios Sigwea.

Aceite mineral. Laboratorios Merch.
Cloroformo R. A. Laboratorios Merch.
Tricloroetileno R. A. Laboratorios merck.’

Solucidn salina iscténica al 0.9 %. Laboratorios Abbott.
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Deternmipacifin de grupe sanguineo ABN. (1&)

Funadamentos La prueba consiste en la identificacién de 1los
antigenos presentes o no, en la membrana del eritrocito, vy
caracterizacidn de los anticuerpos antitéticos regularmente
presentes en el suero o plasma; basdndose para ello en una

reaccidn antigeno-anticuerpo de aglutinacifin.

Metodor FPrueba directa: Se rotularon 4 tubos de ensaye 10 »
75 mm. como anti-A, anti-AB, anti-B y autotestigo, =e les
agregd una gota de eritrocitos (de la madre o del recién
nacido) suspendido al 2 % en solucidn salina isoténica, se
agregd una gota del suero-anti respectivo a cada tubo, al
tubo rotulado como autotestigo se le agregaron dos gotas de

suero o plasma del! problema.

Prueha inversa: Se rotularon 4 tubcs como Al, A2, By Q, se
agregd una gota de estos eritrocitos suspendidos al 2 % en
solucidn salina isoténica a 1os tubos carrespondientes més -
dos gotas del suero de la madre a cada tubo. Todos los  tubos
tanto de la prueba inversa como de la directa se
centrifugaron a 3400 rpm (1292 G} y se observd aglutinacidn
y/c bemblisis resuspendiendo suavemente el botéin formado.
La presencia de aglutinacitin y/o hemblisis en los tubos de la
prueba directa indicd la presencia del antigenoc en el
eritrocito problema, mientras que en la pruesba inversa

indicd la presencia de anticuerpos en el suero problems.



Determinacipn del antigeno Bhotb). (16)

Fundamentos La determinacion consiste en detectar la
prenencia o susencia del antfgeno Rho(D) en la membrana del
eritrocito wmediante una resccidn anttgeno-anticuerpo de

aglutinacién, empleandd para ello un suero-enti especifico.

Metodo: Se hizo una suspensidn de los eritrocitos problema al
2 % en splucibn salina. Se rotularon dos tubos de ensaye de
10 X 75 om, uno como anti-D y el atro como control Rh—-Hr, se
agregd una gota de la suspensidn de eritrocitos a cada tubo
y Be agregh una gota del antisuero especifico al tubo
correspondi ente, se mezcld y centrifugd ambos tubos por 90
seg. a 3400 rpm. (1292 G), se resuspendit suavemante el boton
formado y se observd sf hubn aglutinacitin, si £sta aparecfa
en el tubo rotulado como anti-D, la muestra se reportd como
Rho (D) positivo. 5i la aglutinacidn resultaba negativa en
el tubo rotulado come anti-D los tubos se incubaron 30
minutos a 37°C después =e centrifugaron por 90 segundos &
3400 rpm (1292 G), se resuspendid suavemente el botan formedo
y 8e observd si hubo aglutinaciéon, si resultaba positiva en
el tubo rotulado como anti-D se reportd comp Rho (P) positivo
varimedad Du « En caso de que volviera a dar negativo, 1lbos
eritrocitos se lavaron tres veces con solucion walina
isotbnica centrifugando dos minutos por cada lavado, en el
Bltimo lavado despues de decantar la solucién salina se eech

la boca de los tubos con una gasa y 8B agreg® una gota de
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suero de Coombs a cada tubo, =e centrifugaron 30 segundos a
3400 rpm (1292 G) y se ohservd si hubo aglutinacibn, en caso
de ser negativa, la muestra se reportd como Rho (D) negativo.
Si ‘la aglutinacidn resultaba positiva'en el tubo rotulado
como anti-D la muestra se reporté como Rha (D) positivo

u
variedad D de bajo grado.

Determinpeitn de hematdcrito
Metado de microhematborito. (2)

Fundamentor La determinacidn consiste en una centrifugarion
de la muestra para obtener una separacion de los compnﬁentes
sanguineos manifestada en zonas o bandas debidas a la
diferencia de densidades de tales componentes. Las bandas
obtenidas son factibles de medir pudiendo ast calcular el
porcentaje de eritrocitos con respecto al volumen total de la

muestra.

Metodo: Se homogenizd perfectamente la muesatra de sangre
heparinizada del recién nacidp, =me llenaron las dos terceras
partes de dos tubos capilares con la muestra de sangre, éstos
se sellaron a la flama por el extremo mAs distante de la
sangre con objeto de no hemolizarla, se centrifugaron en una
microcentrifuga por & min. a 11000 rpm (12000 G), se leyd en
un aparato lector de microhematécriteo ohteniéndose as=i el
peorcentaje de eritrocitos.

Se tom& comp valores normaless 47.0-68.0 %,



Reterminagidn de hemoslohing
Metodo de la cianometahemoglobina (2)

Fundamenta: La hemoglohina reacciona con el ferricisnuro de
potasio formando metahemoglobina, la cual con el cianuro de
potasio forma la cianometahemoglobina, las soluciones de este
compuesto son relativemente estables y cepaces de ser

medidas espectrofotomttricamente.

Metodo: S tomd con pipeta de Shali 0.02 ml. de sangre
heparinizada del recién nacido, #e limpio la sangre adherida
al enterior de la pipeta con una gasa limpia, se transfirid
el contenido de la pipeta a un tubo de ensaye de 13 » 100 om
conteniendo % ml. de reactivo de drabkin, enjuagando bien 1la
pipeta, se tapd el tubo con papel parafilm y se mezcld por
inversidbn, ese dejb reposar por 10 min. y se determind la
absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm, paralelamnente
se desarrolld una curva estandar de hemnglobina con solucibn
patrdn de acuglobin.

Se tomtd como valares normsles: 1%,0-22.0 g/dl
Cugnte de reticulocitos

Técnica de tincidn vital empleando nusve azul de metileno.

{44).

Fundamentos Los reticulocitos contienen residuos de  Acidos
nucleicos y ribosomas gue reaccionan con el colorante nuevo

azu}l de metileno formando un precipitado granuloso o
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¢ilamentosoc de color azul) el cual disminuye a medida gque la

célula madura.

Método: Se homagenizd perfectamente la sangre anticoagulada
del recién nacido y se colocd una gots de esta sangre en un
tubo de ensaye de 10 x 7% mm agregaAndose una gota de nuevo
azul de metileno al 1Y%, se mezcld e incubd por i3 min. & 37
T, pasado este tiempo se mezcld nuevamente y se hizo una
entensidn en un portachjetos utilizando una gota de 1a
mezcla, se dejd secar al aire y se observd sl microscopio con
el objetivo de inmersién, se contaron los reticulocitos que
apsrecieron en un total de 500 c#lulas (entre eritrocitos vy
reticulpcitos) y se calculd el porcentaje de reticulocitos de

la siguiente forma:

Namero de reticulocitos x 100
% de reticulocitos =

500

% reticulocitos x Ht
Y% de reticulocitos =
corregidos 100

Se tomd como valores normales: 0.5-5.0%

Determinacién de bilirrubinas

Metodo de Jendrassiit y Grof. (45).

Fundamentor E1 método se basa en el acoplamiento de 1la

bilirrubina con el Acido sulfanflico diazotado, lo cual forma
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un complejo coloride aznl, cuya intensidad es directamente
proporcional a su concentracidn. La bilirrubina directa o
conjugada se acopla al diazo-reactivo en medip &cido (pH=1.5)
y una vez terminado el tiempo de reaccibn, se adiciona acido
ascorbico~cafelna y reactivo alcalino y se cuantifica
fotométricamente. La bilirrubina total ag determina
utilizendo como acelersdor cafeina benzoato de aocdio-acetato
de sndio. Al finalizar la reacci®n se agrege acido ascérbico
vy reactive alcalino y se cuantifica fotométricamente. La
birrilubina indirecta se obtiene por diferencia entre 1la

bilirrubina total y la bilirrubina directa.

Metodo: Se prepard el diazo reactivo B {estable 30 min a
temperatura ambiente). Se rotularon tres tubos de ensaye de
13 » 100 mm. para cada problema con: bilirrubina tatal,
bitirrubina directa y tBlanco respectivamente. Se rotularcn 2
tubos con: bilirrubina total y blanco para la solucidn patron
de versatol pedidtrico. Se agregh 0.2 ml de diazo-reactivo a
todos los tubos correspondientes a problema y patrdn. Se
agregd 1.2 ml de cafelna I a cada uno de los tubos excepto a
1oz rotulades comp bilirrubine directa. Se agregd 0.6 ml  de
acido clorhidrico 0.05 N a cada uno de los tubos rotulados
con bilirrubine directa, se agitd suavemente hasta la mezcla
completa de lps reactivos. Se agregd O.1 npl de Aacido
ascorbico al 5 % a los tubos rotuladeos como blanco. Sm agregd
0.05 ml de versatol pedildtrico a los tubos rotulados con

total vy blanco de la solucidn patrén. Se agregd 0.05 ol de
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suero del recién nacido a cada uno de los tubos rotulados con
bilirrubina directa, total y blanco de cada problema
respectivamente y se mezcld suavemente, se dejaron reposar 10
minutos & 22 °C. Se prepard la mezcla de cafefna II y se
agregd una alicuota de 0.7 el a 1os tubos rotulados con
bilirrubina directa, se agregd 0.5 mi de mezcla alcaline &
cada unc de los tubos rotulados con bilirrubina directa vy
blanco; se mezclaron por inversidn despuls de taparlos con
papel parafilm, se dejd reposar por 10 minutos a temperatura
anbiente y se leyd en el espectrofotometro a 600am. de
longitud de onda llevando a 100 % la transmitancia con el
blanco preparado para cada problema y el patrdn. Los tubom
‘rotulados can bhilirrubina total se dejaron reposar por 30
minutos a 22°C, se les adiciond 0.1t ml de Acido ascérbico vy
0.5 ml de mez2cla alcaelina, se taparon todos los tuboz con
papel parafilm y se mezclaron por inversibn, se deijd reposar
por' 10 minutos a temperatura ambiente y se leyd a 4600 nm., de
longitud de onda llevando a 100 % la transmitancia con el
blanco preparado para cada problema y para el patrén. Se
anot® la densidad &ptica.

Los mg/i00 m} de bilirrubina directa. indirecta y total se

obtuvieron de acuerdo a la siguiente fdroula:s

D.0. del problema Concentracibdn
Bilirrubina total X de la solucidn
y/0 directa D.0.de 1a solucidn patran patrén mg/i00 ml

]
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Bilirrubina indirecta =bilirrubinas total-bilirrubina directa.
Se tomd comn valores normales de bilirrubina indirecta:

0.5-6.0 mg %

Prugba de la aptialebuline husena directa.
Pruehea de Coombs directo. (16)

Fundamentos ta prueba =e basa en una reaccitn atigeno—
anticuerpo, para demostrar 1a presencia de anticuerpos
unidos al eritrocito in vivo, empleando para ello sueroc
antiglobulina humana, la cual al ponerse en contacto con
eritraocitos que llevan fijados anticuwerpos gammaglobulinicos

humanos, produce una marcada aglutinacion.

Metodo: se lavd tres veces una alicuota de aproximadamente
0.1 ml. de sangre heparinizadé del recién nacido en S5O veces
au  volumen en solucion =alina isotbnica, se hizo una
suspensibn de critrocitos lavados al 2 % con solucidn salina
isotbnica. Se rotularon 9 tubos de ensaye de 10 x 75 mm del 1t
al 9, se agreparon & los tubos No. & vy 2 dos gotas de suero
de Coombs, a partir del tubo No. 2 y hasta el tubo No. 9 se
agregaron 2 gotas de splucién salina isoctdnica. Se mezcld el
contenido del tubo No. 2 y se pasaron 2 gotas de ests wmezcla
al tubo No. 3 y asi sucesivamente hasta llegar al tubo No. @
de donde se descartaron 2 gotas, a l1os 9 tubos se les agregd
una gota de la suspensidn de eritrocitos lavados, se

mezelaron vy se centrifugsron todoe los tubos por 30 seg. &
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3400 rpm (1292 G). ne resuspendid suavemente el botdn formado
y s& leyd aglutinacisn en todos los tubos, rveporiandoc en
cruces.

Cuando no apareci®d aglutinacidn se reportd como negativa.
Cuerndo si  hubo aglutinacion ae tomd en cuenta la dltima
dilucien donde aparecid aglutinacion reportandose 1a

positividad haste dicha dilucidn.

Prueba de Linfocitotonicidad

MEtodo de Terasahki modificada. (46)

Fundamento: La prueba consiste en la bosqueda de anticuerpos
anti~HLA en el suero de la madre, dirigidos contra los
antigenns HLA de su bebhe que ella desaconoce, y que pueden
detectarue en los linfocitos del bebe. El método detecta
anticuerpos fijadores de complemento Qque conducen a la
mierte del linfocito, =i é&ste presenta el antigeno
correspondi ente al anticuerpo, perfora Bty membrana,
permitiendoc asl 1la penetracidn del colorante a 1la célula
tcelulas muprtas) que se observan al microscopio de
contraste de fases como ceélulas coloreadas y apacas. Las

celulas vivas son brillantes y refringentes,

Metodor La muestre de sangre del cordén umbilical (5 ml.) en
el grupa de recién nacidos controles, se tomd en matraces
erlenmeyer que contenta S perlas de vidrio, se mezcld con
movimiento rotatorio para desfibrinar durante S-7 min., hasta

aparicidn de fibrina &n las perlas de vidrio, se diluyd 1la
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msangre desfibrinada 12 con soluciédn salina isoténice, se
mezcld por inversibn tapando el tubo con papel parafilm, con
pipeta pasteur se estratificdéd cuidadosamente 1la sangre
diluida en un tubo de ensaye de i3 % 100 mm. que contenia 2.0
ml. de ficoll-hypaque.

t.a muestra de sangre capilar heparinizada del recién nacido
(6.3 ml.) en el grupo ictlrico, se diluyd 1:4 con selucidn
salina isoténica, se mezeld por inversidn y con  pipeta
pasteur se estratificd cuidadosamente en un tubo de ensaye de
10 % 75 smr que contenla 1 ml. de ficeoll-hypaque.

£n ambas muestras {grupo control y grupo ictérico) los tubos
se centrifugaron a 1350 rpm (400 G) durante 40 minutoa, se
abtuvieron los linfocitos con pipeta pasteur humedecida en
solucidn salina isotbnica y se colocaron en otro tubo de 13 x
100 mmn. & 10 3 75 mm. segnin el caso, ¥ se centrifugaron
nuevamente a 1350 rpm (400 G} durante 10 minutps. Se
obtuvieron los linfocitos decantando el sobrenadante, se les
adicions 4 ml. de medioc de Haenks IX, se centrifugd a 1350 rpm
€400 B) durante 10 minutos, se decantd el sobrenadante y se
secd la boca del tubo sobre una gasa. Se le agregd a cada
tubo gue tontenia los linfocitos O.1 ml. de suero amortiguado
{pH=7) vy se resuspendi®, en placas falcon gque contentan
aceite mineral, se numeraron por cada muestra problema cuatro
positos, en el primer posito se colocd mediante una jeringa
hamilton una lambda de medio de Hanks IX (testigo negativo),
en el segundo posito se colocd una lambde de suero puroc de la

madre correspondiente, previamente descomplementado a S6 °C
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en bseffa maria por 30 minutos y centrifugado & 10 000 vpm
(22360 6) durante 10 minutos, en el tercer posito se colocd
una lambda del suero anterior diluido 1:2 con medioc de Hanks
1X, en el cuvarto posito se colocd una lambda de suero con
linfocitotoricidad positiva confirmada y con valoracidn
alta, previamente descomplementado y centrifugado (testigo
positivo). Se agregd en los cuatro positos una lamwbda de
lintocitos del recién nacido correspondiente con el sueroc de
su  medre, se incubaron las placas 30 minutos a temperatura
ambiente. Se reconstituyd el complemento de conejo
liofilizado, =e agregaron .5 lambdas de &ste a 1os cuatro
'pnsitas y se mezcld por rotacidn. Se incubaron las placas por
60 minutos a temperatura ambiente. Se adiciocnaron I lambdas
de eosina acuosa 8l T ¥ a los cuatro positos y se mezcld  por
rotactibn dejdndomse reposar 10 minutes a temperatura ambiente.
Se adicionaron a los cuatro positss 2 lambdas de formol {(pH
7) y se cubrieron con una laminilla de cristal, se dejaron
reposar durante 12 horss 8 temperatura smbiente. Se leyd en
microscopio de contraste de fases, las c®lulas que refringen
son células vivas y las celulas tefMidas (guinda obscuro) son
cklulas miertas reportaAndose #stas como positivo. Los
resultados de positividad se reportaron en porcentaje, el
cual =e obtuvd® restando el % de positividad del c.ol"ltrnl

negativo al % de positividad dela muestra problema sin diluir,



Brueba de despeqado  de poticuerpps con clarQforne=-
tricloveetjleno.

Metodo de Masmuet y Armengol. (47).

Fundamento: Los eritrocitos son lisados por loB aplventes
organicos, liberando asil anticuerpos que se encuentran unidos
al antfgeno correspondiente presente en la membrana del
eritrocito. Los anticuerpos gue se encuentran en el despegado
son probados con cklulas correspondientes de fenotipo

conocido para identificar su especificidad.

Metodo: Se lavaron 6 veces 0.3 ml. de sangre anticoagulada
del recién nacido con solucién salina isotéonica fria (4 °C)
ern un tubo de ensaye de 13 % 100 mm., en el Qltimo lavado se
obtuvo el paguete globular {(un volumen} y se le adiciond un
volumen de solucitn salina isotbnica y dos volumenes de
mezcla cloroformo-tricloroetileno, se mezcld cuidadosamente
rotando el tubo con las manns y se incub® a 37 °C durante 10
minutos mexclando levemente cada minuto, se centrifugh a &000
rpm (8000 G) durante 5 minutos. Se separd el despegado que se
obtuvo en la capa superior, se centrifugd a I400 rpm (1292 G)
durante 5 minutos y se probd con ctlulas Al, By eritrocitos
del recié&n nacido f(autotestigo) en el grupo de reci®n nacidos
con incompatibilidad al SABO con su madre, y con c@lulas de
fenotipo conocido correspondientes al sistema Rh—Hr en el
grupo de recién necidos compatibles al SABO con =u  madre,
empleandn para #llo la técnica de salina répids, 22 °C, 37 °C

¥y coombs.
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La observacitn de aglutinacidn indicd la presencia de
anticuerpos en el despegado y para conocer su especificidad
se hizo uso de la carta de eritrocitos de fenotipo conocido
realizada en el Banco Central de Sangre del Centro Madico

Nacional del I.M.S5.S5. (Apendice).

Blsaueds d2 anticugrpos ircequlaces en suece fuers det SABD

Técnica de salina completa hasta coombs. (16)

Fundamento: La pruebha e bhaza en la reaceion antigeno-
anticuerpa in vitro. El antlgenno estd representado por
suspensiones de eritrocitos cuyos fenotipos de grupos
sanguineos se conhocen. El snticuerpo desconocido, que se
én:uentra en el suero problema, se enfrenta » estos
eritrocitos en condicionas o&ptimas de reaccién para la

ohtencidn de aglutinacidn y/o hemdlisis,

Netodo: Se rotuld una serie de 1§ tubos de ensaye de 10 x 75
mm. numerados del ! a2l 10 y autotestigo, se agregaron dos
gotas de suero de la madre en cada uno de los tubos y una
gota de suspensidn de eritrocitos al 2 % en moluciotn salina
isptonica de fenotipo conorido correspondientemente; al  tubn
de autotestigo se le agregd una gota de eritrocitos de la
madre suspendidos al 2 X igual que los anteriores. Se
mezelaron los tubos y se centrifugaron & 3400 rpm (1292 6)
por 30 segundos, se& resuspendieron los botones con  agitacién

moderada observando continuamente contra una fuente de luz
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blanca y se reportd cualguier aglutinacitn macroschpica o
heablisis {salina rapida).

Todos los tubos se incubaron en un baffo marfa 22°C por  una
hora, pasado ese tiempo se centrifugaron a I400 rpm (1292 G)
por B0 segundos y con agitacidn moderada se resuspendieron
los botones anotando cualguier aglutinacion mecroscopica o
hemblisis observada {salina a 2Z2°C).

Se incubsron todos 1os tubps en un bafo maria a 37°C  durante
una hora, se centrifugaron a X400 rpm (1292 &) por 30
segundos y con agitacion moderads se resuspendieron los
botones enotando cualquier aglutinaciém aacrozcopica -]
hemdblisis observada (salina a 37°C).

Todos 1los tubos cuyo resultado de aglutinacidn fue negativo
se  lavaron tres veces con splucibn salina isotbnica a 3400
rpm {1292 G) por un minuto para cada lavado,; ail final del
altimo lavado se escurrit el remanente de la solucién salina
en wna gasa limpia y seca. Se adiciond s cada tubo una gota
de suero de coombs, se mezcld y se centrifugaron todos los
tubo=s a 3400 rpm (1292 6), se resuspendieron los hotones y se
reportd aglutinacidn o hem@lisis (salina coombs).

Para obtener la probable especificidad del (los) anticuerpo
(s) encontrado (3), se empled la carta de eritrocitos de
fenotipo conocido, realizada en el Banco Central de Sangre

del €Centro M2dico Nacional del IMSS (Apéndice).



Deterwinacibn de antiguerpps IQ8 ipmunes aniti-zA o aniti-B.

Matodo de neutralizaci®n con saliva secretora de sustancia de

grupo sanguinec A o B. (48)

fundamentol Lor anticuerpos anti-f8 y anti-B de clase IgM se
neutralizan a 22 °C con saliva secretora de grupo sanguineo A
o B wmientras que los de naturaleza IgG quedan 1libres vy
activos en el suero, para ser determinados posteriormente en
una reaccifn de aglutinacidn a X7°C y con ayuda de suero de

Coombs.,

Matodo: Se rotularon 3 tubos de ensaye de 10 % 7% am. como i,
2y 3, se adiciond a rsada tubo 5 gotas del suero de la madre
respectiva, &1 +tubo No. | se le agregdé 5 gotas de saliva
secretora de sustancia A o B seqgin el casog al tubo Ko. 2 se
le agregaron 10 gotas de saliva y al No. 3 de 1a misma saliva
se le agregaron (% gatas, se mezcld perfectamente el
contenido de los tres tubos y se incubaron a 22 °C durante 30
minutas,

S5p tomaron 4 gotas del tubo No. 1, & gotas del tubo No. 2 y 8
gotas del tubo No. 5 y se colocaron en tres tubos limpios
rotulados nuevamente como 1, 2 y 3. Se sdiciont a cada tubo
una gota de suspensibn de eritrocitos de grupoe sangulneco Al o
B seghn el caso al 2 % en solucidbn salina isotdnica, se
mezcld y se centrifugd a 3400 rpm (1292 G) por 30 segundos,
s2 resuspendieron los botones con agitacidn moderada vy se

tom® como punto de neutralizacidn el primero de los tres



tubps gue mostrd un resultado de aglutinacion negative, estos
tubos se desecharon,

Se rotularon 12 tubps de ensaye de 10 x 75 mm. del 1 &l 12 vy
se realizd una dilucidn doble progresiva del suerc donde se
llevd e caho la neutralizacion /- con soclucitn salina, se
adiciond a cada tubo une gota de eritrocitos de grupo
sanguineo Al o B segdn el caso suspendidos &1 2 % en solucidn
salina isoténica, se meclaron e incubarom a 37 °C por una
hora, pasado ese tiempo se centrifugaron los tubos a 3400 rpm
{1292 G) por I0 segundos y se resuspendid el botbn con
agitacitdbn moderada. Los tubos en deonde la aglutinacién fue
negatl\\ra me lavaron tres veces con solucién salina isotbnica,
centrifugando a J400 rpa (1292 G) por un minuto para cada
lavado, &1 finalizar el tercer lavado se decantd el remanente
de smoluridn salina en una gasa y =e adiciond a cada tubo una
gota de suero de coombs, se mezcld y se centrifugd a I400 rpm
{1292 G) por 30 segundos, se resuspendid el botén formado con
agitacitn moderada y se reportd aglutinacidbn. Para reportar
la concentracitin de anticuerpos Ig6 se tomd en cuenta la
dilucidbn en que se llevd a cabo la neutralizacion de la IgM y
de ahl se parti& para contar 1la #ltima dilucidn donde
aparecit aglutinacidn, reportandose esa dilucidn como la

concentracibn de anti-A o anti-B de tipo IgG.
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Eormacitn de rosetas coo monpciles
Metodo de Nance y Barratty. (49)

Fundamentos Los monocitos tienen sitios receptores para
196 y complemento por tanto son capaces de captar los
compleijos antigeno-anticuerpo formados por eritrocitos
sensibilizados con IgG por medio de la fraccion Fc del

anticuerpo, formando as! rosetas.

Metodor La muextra de sangre de cordon umbilical (5 ml) en el
grupo de recién nacidos controles ae desfibringd y se diluyd
112 con solucién salina iscténica, mezclando enseguides de
tapar el tubo con papel perafiim, con pipeta pasteur se
estratificd cuidadosamente la sangre dilulida en un tubo de
ensaye de 13 » {00 mm. que contenla 2.5 ml. de ficoll-
hypaque. La muestra de sangre capilar heparinizada del recién
nacido (0.3 ml.}) del grupo ictérico se diluyd 114 con
solucitbn salina; se mezcld por inversidn y con una pipeta
pasteur se pstratificd cuidadosamente la sangre dilutda en un
tubo de ensaye de 10 x 75 om. que contenta t ol. de ficoll-
hypague.

Se tomaron muestras de sangre venopsa (5 ml.) de 9 donadores
varones 0" Rho (D) positivo, se desfibrinaron y se diluyeron
122 con solucidn salina, esta sangre Be estratificd
cuidadosamente en un tubo de ensaye de 13 x 100 mm.
conteniendo 2.5 ml. de ficoll-hypague.

Tados los tuhos de las muestras de sangre anteriores (grupo
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cortrol, grupo ictérico y las muestras de los 9 donsdores) se
centrifugaron & 1350 vrpm (400 G) durante 40 minuvtos, sE
pasaron cuidadosamente los tubos a una gradilla y se extrajo
de la interfase la capa de células mononucleares que aparece
como una capa blanca con ayuda de una pipete pasteur. En las
muestras de los donadores se mezclaron todam las capas
chtenidas ¥y me colocaron en un tubo de ensaye de 13 x 100 mm.
al gque se le agregd 4 ml. de medio de Hanks IX y se tapd con
un parafilm para mezclar por inversibdn.

A las muestras de los recién nacidos del grupo control y del
grupo ictérico se les agregd 2 ml. de medio Hanks IX. Todos
los tubos se centrifugaromn a 1350 vpm (400 6G) durante 10
minutos, se desechd el =sobrenadante decantando Y se
resuspendid ) botén formado con 2 gotas de anedio de Hania IX.
Con una pipeta Pasteur previamente humedecida con Hanks IX se
colocd la suspensidn de células mononucleadas en el centro de
una caja petri de plastico, me tapd y se colocé dentro de una
cAmara hameda, se incub® durente 90 minutos & 37 °C, pawmado
ese tiempDo bBe sacd la caja petri de l1a clmara homeda vy se
deeechd el =obrenadante {21 cual consiste de linfocitos que
fueron ocupados para la prueba de linfocitotoxicidad), los
monocitos que quedaron adheridos a la caja petri 88
enjuagaron & veces ton un mililftro de medio de Hanks IX
realizando movimientos circulatorios en una superficie plana
y se desechd el sobrenadante. Se despeg® la capa de monocitos
cont un papel parafilm raspando cuidadosamente y se transfirig

a wun tubo de ensaye de 12 » 75 mm. enjuagando cuidadosamente
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con medio de Hanks IX (4 gotas en total), se mezcld y se
contaron los monocitos en una camara de Neubauer ajustandolos
a 4000/mm3 .

tos eritrocitos del recién nacido (0.1 ml.) sg lavaron tres
veces con solucion salina isoténica y se ajustaron &
100 000/mm3 resuspendidos en medio de Hanks IX.

En un tubo de ensaye de 10 x 75 mm. se colocaron 2 gotas de
monpcitos ajustados {(monocitos del recién nacido en el grupo
control y de donadores adultos en el grupo ictérico), 2
gotas de eritrocitos del reci&n nacido ajustados y 3 gotas
de medio de Hanks IX, se centrifugd a 1200 rpm (140 G)
durante 6 minutos, se deid reposar IS5 minutos a temperatura
ambiente vy se resuspendid el bLotén celular. Con una pipeta
pasteur se tomd del fondo del tubo una gota, se colocd en una
ca&mara de Neubauer y se obmervd 21 microscopio contandose las
rosetas formadas (un sonocito con 2 & mas eritrocitos pegados
se contd como rosetal.

Se colocd un testigo positivo que se prepard con eritrocitos
»Q" Rho (D) positivos incubados 30 minutos a 37°C con anti-D
diluwido 1332 en solucidn salina isotbnica, y un testigo
negativo con eritrocitos de un donador varbdbn sanp con  prueba
de coombs directo negativa. Se procesaron estos testigos de
la misma forma que los eritrocitos problema.

Se contd en toda la parte cuadriculada de la cémara de
Newbauer el pGmero de rosetas formadas y el nomero de
monocitos 1ibres. Se calculd despubs el nimero de monocitos

vivos de acuerdo al resultado de la prueba de viabilidad de
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monocitos y con esto se calculd el porcentaje de rosetas.

Viabilidad de monocitos.—~ en un tubo de ensaye de 10 » 75 am.
se colocaron 7 lambdas de monocitos,3 lambdas de eosina acuosa
al § %, .5e de3d reposar a temperatura ambiente durante 10
minutos vy posteriormente se agregaron 2 lambdas de forwmal pH
9.0, se coloch una gota de esta mezcla en una chmara de
Neubauer y se observd al microscopio con el objetivo seco
fuerte (40 X), sme contd el nacero total de monocitos muertos
Y vivos en toda la parte cuadriculada de la camara,
obeervandose loms monocitos muertos opacos y  los vivos

refringentes. Se calculd el porcentaje de monocitos vivos.

No. de monocitos X 100
% Monocitos =

vivos No.de monocitos vivos + No.de monocitaos muertos
No.monocitos libres % monocitos vivos
{prueba de rosetas) X (prueba de visbilidad)
No.Monoci tos
vivos 100

No. de Rosetas X 100
¥. de Rosetas =

No. de Rosetas + No. monbcitaos vivos
{formula anterior)
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&.~ RESULTADOS

Se estudiaron 59 parejas de madre-recién nacido ictérico y &6
parejas de madre~recién nacido control (no ictérical). Ambos

grupos Se separaron en grupo de nifos compatible y grupo de
nifios incompatible con la madre, desde el punto de vista de

grupo sanguineo ABO.

En el cuadro No. | se observa gue de los productos de las
madres con anticuerpos linfocitotonicos, 10 tuvieron
fetericia (16,9 %) y 6 no (2.1 %)3 en contraste, en los
recieén nacidns de 109 madres en quignes no se demostraron
anticuerpos linfocitotdxicos, se observan 4% recién nacidos

ictéricos (B3.1 %) y 40 no irtéricos (0.9 %),

En el cuadro No., 2 y 3 se annta el total de las madres de
recikn nacidos ictiricos y no ictlricos,incompatibles vy
compatibles en sistema ABO que tuvieron linfocitotoxicidad
pasitiva en su suero, se observa que en S de 1as madres de
recibn nacidos incompatibles se encontraron anticuerpos
linfngitntmdcus y en 11 con recién nacidos compatibles. En
cambio en 1los cuadros No. 4 y &, la investigacion de
anticuerpos linfocitotbricos fue negativa en 22 madres can
recién nacidos incompatibles y en 87 con recién nacidos
compatibles.

En el cuadro r{n. 6 se anotan los resultados de la bdsqueda
de anticuerpos irregulares fuera del sistema ABO, en &1 suero

de 1las madres de 7 recién nacidos ictéricos compatibles por
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sistemr. ABO, que presentaron anticuerpos tinfocitotéxicos
positivos, asl come el resultado de las rosetas N farmadas
teritrocitos del recieén nacido con monocitos de adulto). Se
observa gue en &l suero de la madre del recién nacido No. 6
se encontrd un anticuerpo anti-kell, y las rosetas negativas.
Con 1los eritrocitos de los recién nacidos No. 32, 45 v 96 se

formaron rosetas, en ausencia de anticuerpos irregul ares.

En el cuadro No. 7 se anotaron las valoraciones de anti-AR vy
anti-B inmunes, en el suero de las madres de 3 recién nacidos
incompatibies en el sistema ABO, que tuvieron anticuerpos
linfocitotoxicon, de las cuales, en dos de ellas 1la No. 14 vy

43 me formaron rosetas,

En ®1 cuadro No. 8 me anota £] resultado de la investigacion
de anticuerpos irregulares fuera del sistema ARD en el suero
de las madres de 36 reci#én nacidos ictéricos compatibles en
sistema ABO, con linfocitotoxicidad negetiva, asf como 1a
formacidbn de roszetas (eritrocitos de recién pacido con
monocitos de adulto normal)) se observa la presencia de
anticuerpos naturales irregulares como los anti-¥, anti-P,
anti—Lea, anti—N y anti—-S (comunes en las mujeres embarazadas
¥y en las nujeres en postpartno) en lps casos 27, 3t, 33 y 51,
Asl como anticuerpos inmunes como el anti-Jt\‘b, el anti-kell y

la wmezcla de anti-~g, anti-E y anti-—Fyb

s estos Altimps -
relacionados todos con la enfermedad hemolitica del recien
nacido por isoinmunizacidn materno~fetal. Con eritrocitos de

los recién nacidos de estas madres se formavron rosetas, ast

=0



como con la mayoria de los eritrocitos de los recigén nacidos
de madres que no tuvieron anticuerpos idrregulares anti-

eritrocitos.

En el cuadro No. 9 se anotaron los  resultados de la
investigacibn de anticuerpos inmunes del sistema ABO en el
suero de 1i madres sin anticuerpns linfocitotdricos con
recibn nacidos ictPricos incompatibles en el sistema ARG
cbuervandose que el valor minimo de anti-A fue de 13116,

La foreacion de rosetas con eritrocitos de recién nacidos se
presentd en 5 casos, siendo el valor minimp de anticuerpos
en la madre de un recién nacido gue presentd la formacidn de

rosetas de 1164,

En los cuadros 10, 11, 12 y 13 se resumen los datos de los
recién nacidos controles {(no ictéricoa) compatibles -]
incompatibles del sistema ABO con anticuerpos
linfocitotdricos positivos y negativos en los sueros de las

madres de estos recién nacidos.

En 21 cuadro No, 10 vemps que lps limites de las valoraciones
de anticuerpos inmunes del sistema ABO en las madres de 9
racién nacidos fuercn de 112.5 hasta 1:384. Los limites de
anti-A inmune son mas amplios 1:32.% hasta 11384, que los de
anti—-B 112.5 hasta 1:8. Con los eritrocitos de 2 recién
nacidos, uno para los anti-A y otro para los anti-B se

formaron rosetas, a pesar de ser de valoracién baja.
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Del grupo de recién nacidos del cuadro No. ti  vemos que
sol amente en un caso {de los Si), el No. ©O8 =me formaron
rosetas.

Para el grupo de recién nacidos en el suero de cuyas madres
se encontrd anticuerpo= linfocité&uicos positivos, cuadros (2
¥ 13, ninguno de ellos formd rosetas. Notandose entre ellos

el caso No. 81 con un valor de anti-f ipmune de 12512,

En los cuadros No. 14 y 15 se concentraron los resultados de
los estudios practicados a los recién nacidos agrupados como
ictéricos y no ictbricos con linfocitotonicidad positiva, las
doxificaciones de bilirrubina indirecta son claramente
superiores en los pacientes ictéricos encaontrandose una
diferencia significativa en los valores propedio (p<0.001),
las dosi ficacianes de temoglobina vy hematacrito son
practicamente identicas en los recifn nacidos ictericos Yy en
los no ictéricos. Otro dato que ze registrd es el de 1la
formacibn de rosetas que en los & camps no ictéricos es

negativa y en ? de los 10 ictéricos es positiva.

En el cuadro No. & se registraron los datos globales
obtenidos en los recién nacidos ictéricos con
linfocitotoxicidad negativa, la X de bilirrubina indirecta
es de 9.9 mg., que no es significativamente diferente a la de
los reci®n nacidos ictéricos con linfocitotonicidad positiva
det cuadro No. 14 que presentaron una X de bilircubina
indirecta de 8.2; tampoco hay una diferencia importante entre

los promedios de hemoglobina y hematdocrito entre estos dos
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grupos. En la prueba de rosetas del cuadrao No. 16 se
encontraraen 20 casos de rosetas positivas de un total de 49

casthis.

En el cuadro No. 17 se registraron los datos globales
correspondientes al grupo de reci®h nacidos no ictéricos
tcontrotes) con linfocitotoxicidad negativa; los promedios de
bilirrubina indirecta como de hembglobina y hematécrito son
muy parecidos a 10s de los reci®n nacidos no ictéricos con
linfocitotoxricidad positiva del cuadro No. 14. Como dato
notable esta el gue el ndmero de roasetas formadas es  may
inferior (3 de &0) que el de ictéricos con linfocitotoxicidad
negativa, diferencia que es similar a la obmerveda en 1los

grupos de los cuadros No. 14 y 15,

En el cuadro No. 18 observamos el promedic de bilirrubina
indirecta de 1los reci®n nacidos ictbricos y no ictéricos
agrupados como compatibles & incompatibles con sus madres en
sistema ABO con linfotitotoxicidad pomitive o n.egativa.
notandose que los promedios de bilirrubina indirecta son
précticarente iguales dentro de los subgrupos de ictéricos
asf comc de los nio ictéricos (controles), sucediende lo
mismo en el cuadro No. 19 donde las diferencias de
bilirrubina indirecta sblo son significativas Bi se compara

globalmente el grupo ictérico contra el grupo no ictérico.

En el cuadro No. 20 y 2t se anotaron las frecuencias de

anticuerpos anti-HLA con respecte al namero de embarazos en
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el cjrupo ictérico y no ictérico, aungue el ndmero de casos
con anticuerpos anti-HLA fue ouy pegueflo, se nota una mayor
frecuencia de satos anticuerpos en el grupo ictlrico que en

el no icterico.



RESULTADOS GLOBALES DE LINFOCITOTOXICIDAD

LINFOCITOTOXICIDAD LINFOCITOTOXICIDAD

BRUFO Ho. TOTAL POSITIVA NEGATIVA
DE CAS0S No. DE CAsOS % No. DE CAS0S *
ICTERICO S9 10 16.9 49 a83.1
NG ICTERICO &6 ' & Fal &0 0.9
Cuadro %
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LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA EN LAS MADRES
CON RECIEN NACIDOS INCOMPATIBLES EN BABO

GRUPO No. TOTAL LINFOCITOTOXICIDAD FOSITIVA
DE CASOS No. DE CASOS %

ICTERICO 16 3 i8.e

KO YCTERICO 11 2 18.2

Cuadro 2



LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA EN LAS MADRES
CON RSCIEN NACIDDS COMPATIBLES EN BABO

GRUFO No. TOTAL LLINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA
DE casts No. DE €CAsOs %
1CYERICO 43 7 16.3
NO ICTERICO 55 4 7.3
Cuadro
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L!fm!TﬂTOX!BIDﬂD NEBATIVA EN LAS MADRES
CON RECIEN NACIDOS INCOMPATIBLES EN SaABO

GRUPO No. TOTAL LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA
DE CABO0S No. DE CAS0S %
1CTERICO 16 13 81.3
NO ICTERICO 11 9 a1.8
Cuadro
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LINFOCITOTOXICIDAD NEBATIVA EN LAB MNADRES
CON RECIEN NACIDOB COMPAYIBLES EN SABO

BRUPD No. TOYAL LINFOCITOTOXICIDAD lNEGATIVﬂ
DE CAR0B No. DE €aSOs %
ICTERICO 43 36 83.7
NO ICTERICO S5 St 2.7
Cuadro



RECIEN NACIDOS ICTERICOS COMPATIBLES CON £US MADRES
(8ABD) CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA

ROSETAS

ANTI-ERITROCITOS LINFOCITDTOXICOS <(ERITROCITOS
NO.DE FUERA DEL SABO (EN El. SUERO R.N.MONOCITOS
CASO (EN EL SUERD MATERND) ADULTO)
MATERND) % %
a8 anti-Kell 10 -
20 - : -
22 - S -
32 ) - 10 5.9
45 - 15 5.8
56 - 5 3.3
=8 -~ -
Cuadro &
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RECIEN NACIDOS ICTERICOS INCONPATIBLES CON

|suUs
{SAB0) CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA

ACS. LINFOCITOYO~ ROSETAS
ANTI-ERITROCITOS XICIDAD (EN (ERITROCITOS
NO.DE FUERA DEL. SABO &L SUERO RN, MONOCITOS
CASO {EN EL SUERO MATERNO) ApuLTAa)
MATERND) % %
14 anti-A 1:640 10 S.4
41 anti-B 12128 5 -
43 anti-B 11512 10 4.1
Cuadro 7
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RECIEN NACIDOSB ICTERICOB COMPATIBLES CON SUS MADRES
(8ABO) CON LINFOCITDTOXICIDAD NEBATIVA

ACS. ANTI-ERITROCITOS

ROSETAS (ERITROCITOS

NO.DE FUERA DEL SABO (EN EL R.N. MONOCITOS ADULTO)
€ABO SUERD MATERNO) %
MATERNO)
1 -7 - -
9 - 3.3
10-13 - -
15-16 - -
18, 21, 23 - -
] - 2,2
34 - 1.7
36 - 1.8
37, 38, %0 - S
a4 - 2.3
48 - 4.1
49 - 3.4
=0 - 2.0
54 - 2.9
57 - -
27 anti-M, anti—¢ 2.7
31 anti-Le? 6.0
51 anti-N -
33 anti-M, anti-§ 3.9
30 ant i -Jkb a.9
35 anti-kell 1.6
5 anti-c, anti-E, anti-Fyb 3.0
Cuatdro 8
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RECIEN NACIDOS ICTERICOS INCOMPATIBLEGS CON SUS MADRES
(5AB) CON LINFOCITOTOXXEIDAD NEBATIVA

ACS. ANTI-ERITROCITOS (EN EL ROSETAS

NO.DE SUERD MATERNO) 2 CERITROCITOS R.N.

CAS0 DENTRO DEL. SABO FUERA DEL SABD MONGCITOS ADULTO)
. %
17 - - -
29 - -~ 4.0
39 anti-A 1116 - -
25 anti-A 13132 - -
42 anti-A 1232 - -
19 anti-A 13140 - -
24 anti-A 1:64 - -
25 anti-A L1464 - -~
52 anti-A 1164 - 5.1
47 anti-A 1180 - 4.4
83 anti-A 1180 - 5.9
44 anti-A 11256 b -
=9 anti-A 115640 - 2.9

Cuadro - 9
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RECIEN NACIDOS NO ICTERICOS INCOMPATIBLES CON SUS MADRE
{EABDY CON LINFOCITOTOXICIDAD MESATIVA

ACS.ANTI-ERITROCITOS (EN EL ROSETAS
NO. DE SUERD MATERND) 1 (ERITROCITOS ¥
CASO0 DENTRO DEL SAPO FUERA DEL SARO MOWOCITOS DEL
R.NL) %

62 anti-A 112,95 -

105 anti-A 111& - 4.4

103 anti-A 11128 - -

115 anti-A 11128 - -

125 anti-A 11128 - -

113 anti-n 11384 - -

80 anti-B 112.5 - -

&3 anti-B 118 - 5.1

7 anti-B 118 - -

Cupdro 10
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RECIEN NACIDOS NO ICTERICOS COMPATIBLES CON SUS MADRES
{8AB0) CON LINFOCITOTOXICIDAD NEDATIVA

ACS. ANTI-ERITROCITOS ROBETAS (ERITROCITOS
NO.DE FUERA DEL SABO  (EN Y MONOCLITOS DEL R.N.
cAsg EL SUEROD MATERND) %

50
64-79
8z

84-87

N
t1 v

»

as

89, 92-94
98-102
104
104-110
112, 113
116-124

[N A R O B I AR A |

Cuadro 11



RECIEN NACIDOS NO ICTERICDS COMPATIBLES CON GUS MADRES
(SABO) CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA

ACS. LINFOCITOTO~ ROSETAS
ANTI-ERITROCITOS XICIDAD (EN (ERITROCITOS
NO. DE FUERA DEL. SABOD EL SUERD Y MONOCITOS
CASO (ER  EL  SUEROD HATERND) DEL R. N.)
MATERND) 4 %
[-33 - A0 -
as - 10 -
<0 - 20 -
11 - £ -
Cuadro 12
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RECIEN NACIDOS NO ICTERICOS INCOMPATIBLES CON SUS MADRES

{8ABO) CON LINFOCITOTOKICIDAD POSITIVA

ACS.ANTI-ERITROCITOS (EN EL ROSETAS
NO.DE SUERO MATERNOY @ (ERITROCITOS ¥
€ASD DENTRO DEL SABO fFUERA DEL SABO MONOCITOS DEL
R.N.» %
81 anti-a f1%12 - -
91 anti~-B 112 - -
Cuadro 13
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DATOS GLOBALES DE LOS RECIEN NACIDDS ICTERICOS
CON LINFDCITOTOXICIDAD POSITIVA

CONCEPTO H 8 LIMITES
No. DE CASOS: 10
BILIRRUBINA INDIRECTA 8.2 1.8 4.3 -~ 10.3
HEMOGLOBINA 16.3 2.1 13,2 - 19.2
HENATOCRITO 52,7 7.18 43 - &7
RETICULOCITOS b2 2.3 1.3 - 9.4
No. DE CASOS QUE FORMARDN
ROSETAS: 9

Cuadro 14
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DATOS GLOBAL.ES DE LOS RECIEN NACIDCES NO ICTERICOS

CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA

CONCEPTO b 8 LIMITES
No. DE CABOS) &6
BILIRRUBINA INDIRECTA 1.0 0.6 0.5 - 1.9
HEMOGLOBINA 16.6 1.5 1%5.2 - 19.2
HEMATOCRITO 52 5.9 43 - 59
RETICULOCITOS 1.9 0.7 1.2 - 3.2
No. DE CAS0S QUE FORMARDN
ROSETAS: ——

Cuadrao 15
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DATOS BLOBALES PE LOS RECIEN NACIDOS ICTERICOS

CON LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA

CONCEPTO x s L IMITES
No. DE CASOS: 49
BILIRRUBINA INDIRECTA 9.9 2.5 1.8 - 14.0
HENOGLOBINA 17.2 2.0 12.8 ~ 21.8
HEMATOCRITO 53.9 7.4 .40 - 73
RETICULOCITOS .4 1.0 Ge® ~ 7.0
No. DE CASOB QUE FORMARON
ROSETAS) 20

Cuadro 1é&
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DATOS GLOBALES DE LOS RECIEN NACIDOS NO ICTERICDS

CON LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA

CONCEPTO ¥ 8 LINITES
No. DE CASO0S: &0
BILIRRUBINA INDIRECTA 1.0 0.3 0.2 - 2.2
HEMOGLOBINA 14.0 1.3 12.6 - 19.2
HEMATOCRITO 53.2 8.1 3% - 70
RETICULOCITES 2.0 0.8 O.éd - 4.2
No. DE CABO0S QUE FORMARON
ROSETAS: X

Cuadro 17
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BILIRRUBINA INDIRECTA Y LINFOCITOTOXICIDAD EN LOS
DIFERENTES GRUPOS DE RECIEN NACIDOS

GRUPGA BILLIRRUBINA
INDIRECTA
4
CONTROL
R.N. COMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA 0.6
R.N. COMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA 0.9
R.N. INCOMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA 1.7
R.N. INCOMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA 1.0
ICTYERICO
R.N. COMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA 7.8
R.N. COMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA F.7
R.N. INCOMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD POSITIVA 8.7
R.N. INCOMPATIBLES CON LINFOCITOTOXICIDAD NEGATIVA 10.0
Cuadro 18
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BILIRRUBINA INDIRECTA Y ROSEVAS EN LOS DIFERENTES
GRUFOS

DE RECIEN NACIDOS

G6RUFPO BILIRRUBINA
INDIRECTA
X
CONTROL
R.N. COMPATIBLES CON ROSETAS POSITIVAS 0.8
R.N. COMPATIBLES CON ROSETARS NEGATIVAS 0.9
R.N. INCOMPATIBLES CON ROSETAS POSITIVAS 1.2
R.N. INCOMPATIBLES CON ROSETAS NEGATIVAS 0.7
ICTERICO
R.N, COMPATIBLES CON ROSETAS POSITIVAS 8.2
R.N. COMPATIBLES CON ROSETAS NEGATIVAS 10.3
R.N. INCOMPATIBLES CON ROSETAS POSITIVAS 9.3
R.N. INCOMPATIBLES CON ROSETAS NEGATIVAS 10.1
Cuadro 19
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NUMERD DE EMBARAZOS Y SENSIBILIZACION A LOS
ANTIGENDS HLA EN EL 6RUPQO ICTERICO

CONCEPTO No. DE CAS0S %
PRIMIPARAS 2 1.6
SECUNDIPARAS 5 4.0
MULTIPARAS 3 2.4
TOTAL: ' 10 8.0
Cuadro 20
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NUMERO DE EMBARAZOS Y SENSIBILIZACION A LOS
ANTIGENOS HLA EN EL 6RUPOC NO ICTERICO

CONCEPFPTO No. DE CASQS %
PRINIPARAS 1 o.8
SECUNDIPARAS 3 2.4
MULTIPARAS 2 1.6
TOTAL L] 4.8
Cuadro 21
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7.— DISCUSION DE RESULTADDS

En este trabajo las pruebas de laboratorio que se hicieron
para tratar de encontrar caracteristicas que pudieran servir
para definir el papel de los anticuerpos linfocitotinicos en
la enfermedad hemolitica del recifén nacido, nos permiten
afirmar que en los pacientes no se encontrd evidencia de que
pudieran tener algtn papel. En cabio, cuando los datos se
agruparon globaslmente se ve con clarided gue la prueha de
rosetas con monocitos resultd positiva en wna proporcibn
importante de los ca=os ictericos independientemente de que
tuvierdn linfocitotonicidad positiva o negativa, mientras que
en los recién nacidos no ictéricos {controles) la pruehe de
rosetas positivas resultd muy poco frecuente. Por 1o tanto
podemos decir que la hiperbilirrabinenia del recién nacideo en
1a que no sp demuestra relacibn directa con la valoracién
d>: anticuerpos anti-A o anti-B inmunes © presencia de
anticuerpos contra otros aistemas eritrocitarios,
indistintamente con o sin anticuerpos linfocitotbuicos, las
rosetas positives sugieren un mecanismo alterno que influye
en la hemdliisis, cuya naturaleza desconocemos y sdlo podemps
plantear la hipotesis de que se trate de un anticusrpo
inespecifico o especifico contra los eritrocitos fetsles que
coadyuva en 1a hemdlisis “fisiolégica” del recién nacido
cuando &sta produce ictérica.

&1 obzervar los cuadros No. 6 y 9 llaman la atencidn algunes

casns en donde hubo formacitin de rosetas en ausencia de
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anticuerpos irregulares, esto hace suponer que los macrofagos
probablemente estan reconociendo un anticuerpo anti-
eritrocito fetal formado por la madre. En el cuadro No. 10
se observan dos casos que contrastan con los demhs por tener
valores bajos de anti-@ y anti~B y aun asi tuvieron formacibn
de rosetas, lo cual tambi®n viene a apoyar la posibilidad de
que exista un aticuerpo anti-eritrocitos fetales que pudo ser
el responsable de la formacibn de rosetas en estos casos.
La posibilidad de.un anticuerpo anti-eritrocitos fetales es
una hipdtesis justificable en tanto s=e ha descrito que 1los
eritrocitos fetales desaparecen en el recien nacido
paulatinamente para no ser detectables hacia l1os seis meses
de edad, esto puede ser explicable porque la formocion de
anticuerpos en el recitn nacido es relativamente tardlia, es
decir, @&ste recibe anticuerpos de la madre (¥g@). Por lo
tanto, o©i bien en los primeros dias estos anticuerpos anti-—
eritrocitos fetales pueden provenir de la wmadre, la vida
media de eatas inmunoglobulinas limita su mecenismo de accién
a los primeros 20 dias de edad, esto seria una explicacion
para los nitos no fctericos que posteriormente podrian formar
anticuerpos contra neoantigenos de los eritrocitos fetales
como  ha sido descrito para los "eritrocitos del adulto” por
Kay (30). Para los recibn nacidos ictericos en los cuales no
se encuentra una enplicacidn clara de la presencia de la
hemblinis, si bien eniste el factor inmadurez fetal para 1la
retencién de 1a bilirrubina, la presencia de rosetas de

eritrocitos del beb® mas monocitos de  adulto sugiere el paso
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de anticuerpos IgG formados por la madre especlficamente
contra eritrocitos fetales,

Existen otros casos en donde a pesar de heaber anticuerpos IgB
no hubo formacibn de rosetas, como por ejemplo el caso No. 8
del cuadro No. & en donde a pesar de haberse encontrado un
anticuerpo anti—Kell en el suero de la madre, los eritrocitos
del _r'et:'len nacido no fueron rosetados, lc cual puede ser
explicable por verias posibilidades: el anticuerpo no tenis
dominio especifico para ser reconocido pl;l' los macrbfagos o
bien que existla poco anticuerpo, lo cual es factible ya que
la prueba de coombs directo fue negativa en este casn, y otra
es que los eritrocitos del recién nactdo careclan del
antt geno Kell y por ende los anticuerpos no se fijaron a
ellps. Otro caso 5imirlar es el No. 41 del cuadro No. 7 en
donde no hubo formacidbn de rosetas aun existiendo valoracién
de anti-B inmune, esto puede ser debido a que este valor es
mAn bajo que en los otros casos, ademés, de que se sabe Que
los aritrocitos de recién nacido tienen menor ndrero de
#itios antigénicos con respecto a los eritrocitos de adultog
esto hace suponer que en este caso 1a cantided de anticuerpos
ant come el nomero de sitios antigénicos ho fueraon
suficientes para dar lugar a la formacibn de rosetas.

Con respecto & los anticuerpos anti-H.A, aunque se ha
demostrado que en’los eritrocitos hay esntigenns HLA, en los
arupos de reci®n nacidos estudiados en este trabajo no bay
relacién entre los resultados de anticuerpos linfocitotédnxicos

positivos y la prueba de rosetes positivas ya que @ésta =e
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observd en un gran namero de casos con  linfocitotoxicidad
negativa, &n otras palabras, las rosetas no son producidas
por la presencia de anticuerpos linfocitottwicos en la
membrana del eritrocito. Los anticuerpos anti-A4 y anti-B
tamponco =on el origen de las rosetay, en tanto gue estae s
observaron en las parejas de madre-reci®n nacido ictéricos
couwpatibles.

Con respecto a la sensibilizacian de las mujeres embaraczadas
por los anticuerpos HLA en relacidn con el ndmero de
embarazos, encontramos que de (25 casos estudiados, s8lo 14
presentarcn anticuerpos anti-HiA frente a los linfocitos del
beb®, 1o que da una frecuencia global de sensibilizacidn del
12.8%, notAndose en el grﬁpo ictérico una frecuencia del 8 %,

mayor con respecto al grupe control que fue de 4.8 X%.

53
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8. “CONCLUSIONES

t.—

En este trabajo el andlisis del pape)l de los anticuerpos
linfocitotéxicos en la ictericie del recién nacido
demostrd que no Jjuegan un  papel como anticuerpos

henoliticos,

£l analisis de su presencia en grupos de recién nacidos
icteéricos y no ictéricos compatibles e incompatibles con
sus madres desde el punto de vista grupo sanguineo AEBO,
demostrd que aungue fueron mhs frecuentes en los casos
de incompatiblea ictéricas (18.68 %) y no ictéricos (18.2
%}, con respecto a los grupos de compatibles ictéricos y

no ictéricos, no guardan relacitn con la ictericia.

De los otros estudios practicados sinmultineamente,
destactd la presencia de formacidn de rosetas M
f{eritrpcitos del recién nacido con monocitos de adulto)
en 1los recién nacidos ictéricos con una frecuencia de
49.2 %, mientras gue los no ictéricos presentaron una
frecuencia de 4.5 %, sin que ello guardara réelacidn con
incompatibilidad al sistema ABO, con presencia de
anticuerpos linfocitotonicos, ni con anticuerpos

irregulares fuera del sistema ABO.

Por lo anterior en este trabajo se plantea 1x hipotesis
de que en la hemblisis “fisiolbgica” del recibn nacido
cuando &sta produce ictbricia, influye un anticuerpo

antieritrocito fetal formado por la madre.
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Del anhlisis de la frecuencia de sensibilizacién de las
mujeres embarazadas s los antigenos HLA con respecto al
nAmero de embarazos, podemos deducir due la maxima
frecuencia de sensibilizacidn se alcanza en las muieres
con un embaraze previe, no observandose un incremento
progresivo de dicha frecuencia & medida que aumenta el

ntmero de embarazos.

La observacién de gue no todas las madres hacen
énti:uerpo; anti-HLA ne confirma en este trabajo, dado
que la presencia de estos anticuerpos fue de 2.8 X con
respecto al total de casos estudiados (125 casns). Esta

frecuencia es inferior a la observada en otros grupos

etnicos (5i).
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10.~ AFENDICE
Preparacion de reactivos:

Soluciédn de drabkin.— se disolvieron 2 g. de bicarbonato de
sodio, O©0.05 g-de cianuro de potasio y 200 g de ferricianuro

de potasio y se aford a un litro con agua destilada.

Solucién de nuevo azul de metileno al { %.- se pesd i g de
nuevo a2ul de metileno y se disolvid en solucidn citrato—

salina aforando a 100 ml.

Solucién citrato-salina.— se prepard sgregando un volumen de
solucidn citrato de sodio al 3 % mas 4 volumenes de solucion

de cloruro de sodio al 0.2 %.

Solucibn de cloruro de sodio al 0.9 %.— se pesaron 0.9 g de
cloruro de sodio y se dimolvieron en agua destilada aforando

a 100 ml.

Solucidtn de citrato de sodio a8l 3 %.—- se pesaron 3 g de
citrato de sodio y se disolvieron en agua destilada aforando

a 100ml.

Acido clorhidrico 0.05 N.~ se pipetearon 4.2 ml. de HCL en un

matraz aforado de un litro y se aforté con agua destilada.

Acido ascbrbico al 5 %.~ se pesaron 5 g de Acido l-ascbrbico
y se disolvieron en agua destilada aforando a 10 ml. (estable

por 60 dias & 4T y por 5 dias a temperatura ambiente).
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Mezcla alcalina.-~ se mezclaron 100 g de NaOH y 350 g de
tartrato de sodio y potasio, se disolvieron en agua destilada
y se aford a un litro (estable & peses ‘a temperatura

ambiente).

Reactivo de cafefna I1.- se calentaron 500 ml. de agua
destilada entre 50 ¥y 40°C en un matraz erlennpeyer y #Be
agregaron 75 g de benzoato de sodio, 50 9 de cafelna, 125 g
de acetato de sodio granular. Se disolvieron y se enfriaron
para aforar & un litro con agua destilada (estable & meses a

temperatura ambientel.

Reactivo de cafeftna 1I.—- se calentaron 250 ml. de agus
destilada entre %0 y 60T en un matraz e_rl:mmeyer Yy 4e
a(;regarcm 75 g de benzoato de sodio, SO ¢ de cafelna y 125 .g
de acetato de sodio granular. Se disolvieron y so enfriaron
para aforar a 500 ml. con agua destilads (establie & meses a

temperatura ambiente).

Diazo resctivo A.— se displvieron 5 g de &cido sulfanflico en
&0 ml. de HCl concentrado y ae aforaron a un litro con agua

destilada.

Nitrito de soadic al 20 X.- ae pesaron 20 g de nitrito de
sodio, se disolvieron y aforaron a 100 ml. con agua

destilada. Se conservd en refrigeracién en frasco &mbar.

Diazo reactivo B.- se diluyd 13110 le solucian de nitrito de

sodio
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al 20 % en agua destilada (estable por 24 horas a temperatura

ambiente).

Diezo reactivo.— se mezcld 0.03 ml. de diazo-reactive B por
ceda mililitro de diazo-reactivo A (estable 30 wminutos a

temperatura ambientel.

Mzzcias de cafeina Il.— se agregeron 0.8 ml. de cafeina II,
0.1 mi de diazo-reactiva y 0.45 ml. de acido ascérbico al S %

(se prepard al momento de usarse).
Medio de Hanks 10X:

- 8plucién A.— e pesaron 8 g de cloruro de spdio, 0.4 g de
cloruro de potasioc y 0.2 g de sulfato de magnesio
heptahidratado, lo= cuales se disolvieraon en 4 ml. de agua

destilada.

- Splucidn B.- se pesaron O.14 g de cloruro de calcio y se

disolvieron en 0.5 ml. de agua destilada.

Solucidbn C.— wme mezcld la solucidn A con la By se llevd a

5 ml. con agua destilada.

- Solucién D.— &e pesaron 0.152 g de fosfatc dibAsico de
sodio dodecahidratadn, ©0.05 g de fosfate monobisico de
potasio anhidro, &t g de glucosa, 0.01 g de rojo de fenol vy
BE disolvieron en agua destilada sforando a8 5 ml.

Finalmente se mezclaron 5 ml. de la solucitn € con S ml. de



la splucién D, se agregaron 4.746 g de hepes y se aford &

100 ml. con agua destilada.

Medio de Hanka IX.- de la solucidn de medio de Hanks 10X se

hizo una dilucibin 1310 con agua destilada.

Mezcla de ficoll-hypague.- se pesaron 1.92 g de ficoll, se
le adicionaron 24 ml. de agua libre de hierro y se dejo que
se disolviera sOlo. Se midieron &.5%6 ml. de hypague al S0 % ¥y
=@ le agregaron 3.44 ml. de agua libre de hierro. Finalmente

se mezcld el ficoll con el hypagua.

Complementa de conejo restituido.— se pessaron 50 mg. de
conplemento de conejo liofilizado y se disolvieron en 0.75

mi. de sgua destilada.

Suero amortiguado.- se recolectaron sueros de 5 varones “&B®
Rho(D) positivos, se mertlaron ¢ fnactivaron a 54°C en bafo
maria durante IO minutos. Se tomaron 0.9 ml. de estos sueros

y se meaclaron con 0.3 ml. de medico de Hanks 4X.

Medioc de Hanks 4X.- de la solucidn de medio de Hanks 10X s=se

hizo una dilucibn 132.9% con agua destilada.

Mezcls de cloroformo-tricloroetileno.- ze prepard volumen a

valumen.

Saliva secretora de sustancia A o B.— La persona secretora de
sustancia A o B confirmada, 3se enjuagh la boca con agua y

salivh en un vaso de precipitado de S0 ml. inmediatamente se
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tranafirid en tubos de ensaye de 13 » 100 mm. a 103 Que se
les tapo con 2lgodtn la boca del tubn, se colocaron en  un
bafto de agua a ebullician durante 10 minutos procurando que
el agua cubriera el nivel de la maliva contenida en los tubps
v & la ver gque no les entrard agua. Se enfriaron los tubos al
chorro de agua y ne centrifugaron por 10 minutos a 3000 rpm
(35600 ), se tomd el sobrenadante con una pipet.i pasteur y se
transfirid a tubos de 10 % 7% mm. en alicuotas de 40 gotas.

Se almacenaron a —20 °C para su usa &n un mes.



E: 'TES
No. DE GPO. ANTIGENOS PRESENTE!

CELULA SANG. CDEc e HN S s P Fy2 FyP K k Jx3 axP Le? LeP Di3 piP
1 0= + + - - + + + + + + - + ++ o+ - - + - +
2 bl ¢ 1 -+t - F = -+ + - =+ - + - + - +
3 =0 _— - -t + +Ft -+ + + e+ o+ + - + - +
4 o~ R IR I IR I S 4 + -+ - o+ - + + +
5 0" R R T T + ++ o+ - + - - +
[ “o= L R I S R I R A + - - - +
7 -o» + -+ F - =+ F o+ - -+ - + - - - +
8 Q" + + - - - - + ~+ o+ - - + -~ +
9 g Y L . I R I + -+ + o+ - + - +

10 "O" L A i Sk S - -+ + - + - - +

Cuadro 22

CARTA DE ERITROCITOS DE FENOTIPO CONOCIDO REALIZADA EN EL BANCO
CENTRAL DE SANGRE DEL CENTRO MEDICO NACIONAL DEL I.M.S.S.

91



	Portada
	Contenido
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Fundamento del Tema 
	4. Hipótesis y Objetivo 
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados 
	7. Discusión de Resultados
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía
	10. Apéndice



