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EHRN

» Consiste en la destruccion de los glébulos rojos del
feto y del recién nascido por anticuerpos producidos
por la madre.

e Levine e Stetson, en 1932 publicaron un informe de
uma reaccion a una transfusion, debido a la
transfusion de sangre del marido a su mujer, después
del parto.

Pensaron que la mujer habia sido inmunizada contra
el antigeno del padre atraves del feto.



EHRN

o Potencialmente puede ocurrir por cualquier
antigeno de grupo sanguineo.

e Cuando esto sucede ?

» Feto es antigeno positivo e la madre antigeno negativo
» El anticuerpo de la clase IgG

* Que es lo que determina su gravedad?

» Subclase 1gG: 19G; e IgG; : asociadas con gran actividad de fagocitosis in
vitro

- * Presencia de un gran numero de sitios antigéenicos en los globulos rojos
fetalis.



EHRN

» Cuales son los sistemas de grupos sanguineos
mas usuales envolvimos en EHRN ?

EHRN

Anti- A, Anti-B Anti-Fy2 Anti-Le?
Anti-D Anti-s Anti-LeP
Anti-c Anti-M Anti-1
Anti-D + C Anti-S Anti-I1H
Anti-D + E Anti-Jk@

Anti-C

Anti-e

Anti-K




EHRN- Sistema ABO

Los antigenos del grupo ABO son los causadores mas
frecuentes de EHRN

Ocurre en la 12 gestacion

Subclinica a grave
— Ag ABO no estan totalmente desenvolvidos al nacimiento

— Antigeno ABO estan presentes en las otros celulas fetales, que
efetivamente se ligan a los anticuerpos maternos

Mas frecuente madre grupo O y RN de grupo A, pero mas
grave cuando madre grupo O y RN de grupo B

Aproximadamente 20 % dos RN tienen incompatibilidad
ABO con su madre , pero la incidencia EHRN es de 1:150
a 1:3000

Porcentaje de recorrencia es de 87% y 62% necesitan de
fototerapia



EHRN- Sistema Rh

« RhD es importante por 4 razones:

— Incidencia de individuos RhD- principalmente
populacion caucasiana (12 a 15%)

— Imunogenicidad

— Expresion precoz de antigeno D: 72 semana
embarazo

— Todavia es la principal causa de EHRN




EHRN - Sistema Rh

RhD RhD g

negativo positivo g '

19 hijo RhD+

Anti- D
2° hijo RhD +

EHRN




EHRN — Patogenesia

Hemorragia fetal materna

|

@ Ac. maternos formados contra ag heredados del padre
§
Durante el embarazo posterior, pasaje placentaria de
anticuerpos maternos

|

Anticuerpos materno se adhieren a los eritrocitos fetales

|

Hemolisis de los eritrocitos fetales




EHRN- Aloinmunizacion materna

Hemorragia feto - materna: Ocurre especialmente durante el 3°
trimestre e inmediatamente después del parto y el volumen
mediano de 0,1ml.

«Otras causas:
eaborto, aminiocentesis, cordocentesis
» embarazo ectopico, traumatismo abdominal
 hemorragia antes del parto, muerte del feto
stransfusion de HC con globulos rojos RhD+

* Riesgo alo inmunizacion:
e 16%: madres RhD-/feto RhD+ con compatibilidade ABO
e 2%: madres RhD-/feto RhD + con incompatibilidade ABO
e 13% riesgo global



EHRN

Exposicion antigenica:

e Em 70% de las embarazadas ocurre hemorragia transplacentaria
durante el embarazo.

Em el nacimiento la incidencia >50%.

Hemorragia feto materno es pequena, pero el < 0,ImL de los
globulos rojos fetales puede inmunizar a la madre.

La severidad de la EHRN aumenta a cada embarazo y puede
sobrevenir mas precozmente.

e Historia prévia de EHRN por anti-D, la probabilidad es > 90% de
los feto subsiguiente también presentar EHRN

e Alrededor de 1:10 gestaciones de madres RhD- el concepto es
RhD+




EHRN- PATOGENESIA

Hemolisis, anemia fetal e eritropoyesis :

lgG materna + glébulos rojos fetais I=—) macrdfagos bazo —anemia

estimulo de la M.O. =) Eritropoyesis acelerada =) eritroblastos sangre
periférica,eritropoyesis extramedular =) hepatoesplenomegalia
hipertensién portal =) anemia + hipoproteinemia —) insuficiencia
cardiaca—) edema generalizado ) muerte del feto.

La vida media de IgG es de aproximadamente 25 dias : Sensibilizacion y
hemolisis de glébulos rojos persiste varios dias o semanas después del parto.

Clinica : letargia, hipotonia, ¥ reflejo de succion, hipertonia, espasticidad,
irritabilidad, retardo mental y péerdida de la audicion, paralisis cerebral.

|\



EHRN

Manifestaciones clinicas y laboratoriales:

» Solamente prueba directa antiglobulina (TAD) positiva

*TAD positivo com ligera ictericia em el 1° o 2° dia de vida com ligera
disminucion de la hemoglobina hasta el 10° dia

e|ctericia grave caminando para Kernicterus
*Anemia severa a las 182 semanas de gestacion

 La gravedad de la enfermedad tiende a ser mayor em el 2° RN de que em
el 1° higo acometido

*TDA + del RN hasta por 3 meses
*Tasa de incidencia de muerte fetal :

*1° hijo afectado : 6%
«2° hijo afectado : 29%



EHRN: Pruebas de rutina

De acuerdo con ACOG:

» Analisis ABO/RhD e investigacion de anticuerpos irregulares (PAI)
» Fenotipo Rh :

 RhD débil : RhD+ o RhD-

* RhD parcial : RhD+, sin embargo tratados como RhD-

 Madre RhD- y PAI negativo :
* Repetir 28?2 antes de administrar inmunoglobulina anti — D (RhIG)
 Diferenciacion de anti-D pasivo / inmune (?)

» Repetir el PAlI si madre RhD+ com antecedentes de alo inmunizacion por
anticuerpos de importancia clinica asociada a EHRN

» Si recibio transfusion de sangre
e Madres RhD- com el riesgo de eventos de alo inmunizacion
» Casos PAI +:

o Especificidad del Ac y el titulo (1 consulta, 162 , 222 y cada 2
semanas)

e Globulos rojos com el mismo fenotipo y técnica estandarizada.




EHRN: Investigacion

Evaluacion prenatal de la gravedad de la enfermedad

Titulacion de anticuerpos : indicacion indirecta del riesgo de EHRN

* Siel titulo > 32 se considera critico
e Aumento > 2 titulos entre 2 pruebas consecutivas
*Anti-K : ndo refletja la gravidad de la hemolisis . Critico >8
 Determinacion de subclase de 1gG
sAmniocentesis para evaluar la BR fetal
*Cordocentesis para evaluar BR y anemia fetal
o Ultrasonido para evaluar hidropesia fetal
*Determinacéo del flujo de la arteria cerebral media para evaluar anemia fetal

*Genotipo fetal a partir del plasma materno : riesgo de EHRN




EHRN: Avaliar la Gravedad

De acuerdo con ACOG:

Curva de LILEY «  Andlisis del liquido amniético:

e La concentracion da BR en el liquido
amniotico se correlaciona con la
severidad de la EFRN

e Modalidad estandar de diagndstico para
evaluar la condicion del feto > 272
semanas de embarazo

Change in Optical Density

e Curva de Liley : Espectofotometria (pico
de absorbancia BR es 450nm)

~ .
05 =-- ---E=========== » Es un grafico utilizado duranter décadas
_ m divid 34 :
llllllllllllh!llllll el 0
!!.l e Zona 3 : Hemolisis grave, Gbito entre 7
a 10 dias

e Zonal: Sin enfermedad o leve

e Zona 2 : Repetir la prueba para
estabelecer la tendencia



EHRN: Avaliar la Gravedad

De acuerdo con ACOG :

*Doppler fetal ( 182 semana) :
*Método no invasivo para avaliar la dinamica del feto
«T flujo de la arteria cerebral media — anemia fetal
(1,5 vezes arriba de lo normal): de moderada a severa anemia fetal-
100% sensibilidad y puede tener 10% resultados falso positivo

*Muestra de sangre umbilical percutaneo o cordocentesis (PUBS):

*Puede determinar el hematocrito del feto y la evaluacién del liquido
amniotico

Hay varios esquemas de tratamiento propuesto con la
cordocentesis, aunque es de alto riesgo, con una tasa de mortalidad
fetal del 1,2%.




EHRN

Zligozidade del gene RHD paterno

e PCR-RFLP
3100pb
e Enzima de restriccion : Pst |
e Producto : 3100pb
Heterocigoto : 1888pb, 744 pb, 564pb 'y 179pb

Poblacion brasilefia: 50% RhD heterocigoto

Medicina materno-fetal

100pb

l

PCR

Evaluacion del riesgo de causar

D+/D+
D+/D-

- ¢---_

11

| 1888pb

744pb
564pb
179pb



Moderador
Notas de la presentación
Algumas das aplicações da biologia molecular no sistema Rh e que vem complementar a sorologia são:


Evaluacion del riesgo de causar
EHRN

Medicina materno-fetal

sDeteccion y analisis de ADN fetal em plasma
materno para determinar la presencia o ausencia del
gen asi :

sEvita procedimientos invasivos como la
amniocentesis y la biopsia de vellosidades
corionicas

Evita la imunoprofilaxis para fetos RhD-


Moderador
Notas de la presentación
Algumas das aplicações da biologia molecular no sistema Rh e que vem complementar a sorologia são:


EHRN — Tratamiento antes del parto

* Enfermedad em curso :
 IVIG materno : 2g/kg durante 5 dias
*Plasmaféresis de la madre : anti-K (mantener titulo < 1:32)

*Transfusion intrauterina:
e Globulos rojos, irradeados e deleucocitado hasta 72
horas de la tomada de muestra
TS : O, RhD-,K- es compatible com el suero materno
» Resuspendidas em plasma AB




Bilirubina
(mg/dL)

<5

5-9

10-14

10-14

15-19

15-19

>20

EHRN: Tratamiento

Peso < 24h 24-48h 49-72h >72h

hemolisis

Fototerapia
Exanguineo

transfusion si
hemolisis

i --

Investigacionsi
BR>-12mg;dL

Evaluar si

<2500g Exanguineo transfusion

Exsanguineo transfusion
>2500g Fototerapia

Todos Exanguineo transfusién

wwo

ZOo0~"0o0ro0o——Hdom< Z—



EHRN: Tratameinto

Recién nacidos con enfermedad hemolitica

« Anemia (Hto 45%), TDA+, T BR >0,5mg/dL/h
e Incompatibilidad ABO T BR >1.0mg/dL/h

e Conc. BR >20mg/dL no relacionado con la edad
e Conc. BR > 15mg/dL >36h

e Recién nacidos con o sin hemolisis

 Conc. BR >20mg/dL
» Fatores clinicos que pueden sugerir la exsanguinotransfusion
a pesar de la baja concentracion de BR :
» Precocidad
» Septicemia
e Hipoxiay acidosis
. :—Iipoproteinemia 0 uso de drogas que compiten con los sitios de union de
a BR

» Conc. BR cerca del nivel en el que es indicado la exsanguinotransfusion
por > 36 h.




EHRN: Tratamiento

Early intravenous immunoglobin (two-dose regimen)
in the management of severe Rh hemolytic disease

of newborn—a prospective randomized controlled trial

e 90 recien nacidos con EHRN admitieron a la
unidad , no elegible para ET* en primera vida 12h

— Del grupo control: apenas FT - 40 neonatos

— Del grupo intervencion: FT+ Ig- 50 neonatos
e lla: 23 neonatos: 0, 5 g/Kg IgRhD en 3h
e 11b: 22 neonatos: 1 g/Kg en 6h

*FT- Fototerapia



EHRN: Tratameinto

Early intravenous immunoglobin (two-dose regimen)
in the management of severe Rh hemolytic disease
of newborn—a prospective randomized controlled trial

HDN (n=90)

Table 1 Companson between the three studied groups according to demographic, clinical, and biochemical charactenstics of neonates with Rh

Conventional (n=50)

Intervention (n=40)

p value

Ila

(n=25)

13
(n=15)

Birth weight (g), mean+SD"
Gestational age (weeks), mean+SD *
Male, n (%)"

Delivery mode, 7 (%)", cesarean section
History of matemal diabetes(+ve)"

Hgb (g/dL, median, IQ range)’

Reticulocytic count (%, 1Q range)’

3.064.00+£383.20

38.70+0.86

26 (52%)

32 (64%)

4 (8%)

12,5 (11.00-13.40)
9.15 (5.50-12.00)

3,100.00+387.30
38.48+0.71

13 (52%)

16 (64%)

3 (12%)

12.5 (12.00-13.90)
8.3 (5.90-11.750)

3.073.33£490.58
38.53+0.74

8 (53%)

10 (66%)

2 (13%)

12.5 (11.5-13.15)

11.6 (9.5-12.9)

1Q nterquartile range
* Anova test was used

P The chi=square test was used

" Krukal-Wallis test (using Mann-Whitney test with Bonferroni corrections)

Elalfy et al.

Eur J Pediatr.2011;170 (4):461-7



EHRN: Tratameinto

Early intravenous immunoglobin (two-dose regimen)
in the management of severe Rh hemolytic disease

of newborn—a prospective randomized controlled trial

Fototerapia - en 96h

— 92% grupo lla y 100% grupo llb estavam fuera de FT
versus 50% grupo control

Dias de hospitalizacion

— 3,2 dias versus 4,7 dias (p<0,001) en el grupo de
Intervencion y control, respectivamente

Exsanguinotransfusion
— 11 pac (22%) grupo control
— 2 pac (5%) grupo intervencion

Elalfy et al. Eur J Pediatr.2011;170 (4):461-7



EHRN: Tratameinto

Early intravenous immmunoglobin (two-dose regimen)
in the management of severe Rh hemolytic disease
of newborn a prospective randomized controlled trial

 Todavia es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad
en los paises en desarrollo

o Alta dosis Ig llevd a uma menor
necessidad de ET y diminuicion
del tiempo de FT por lo menos 30 h

Total bilirubin mg/dl

» Tasa de mortalidad de ET es de 0,3
a1,2% con morbidad de 5%

son h

[1[11[[111‘:'
5

' ari -
| Compar Jower €Ot
11

Fig- I ipally @ anificé }, 40, - . -

bilirubin v M in level wes SBT e Se escojer por baja dosis es
an serum DHE nuueBeE = ~tively) ’ -

_"]‘1‘_'11'L.,,lff: g preferible administrar antes de 12 h

nte . i} ; )

and 96 b (P77 y repetir si necesario

Elalfy et al. Eur J Pediatr.2011;170 (4):461-7



Caracteristicas

El primer embarazo
Importancia del titulo Ac
Ac IgG
Bilirrubina al nascer
Anemia en nacimiento
Fototerapia
Exsanguinotransfusion

Transfusion intra uterina

Si
No
Si (anti A,B)
Normal
No

Si

Rh

Si

Si (anti-D, etc)

Alta
Si
Si
Comun

AS vezes




Prevencion EHRN - inmunoglobulina anti- D

Atos usuales:

» Después de la introduccion profilaxia IgRh ocurrio la queda de 10.3 casos
para 1.3 casos/ 1.000 nacimientos.

 Hoy EHRN origina 4 a5 obitos/ 100.000 nacimientos. ,

o Suministrale IgRh en la 282 semana y después del parto la incidencia de
Isoenminizacion para diminuiye de 0,2% en los embarazos de alto riesgo.

« Si ninguna providencia fuera tomada 0,7 a 1,8% sufren aloinminizacion
antes del parto , 8-17% en el parto, 3-6% despues del parto y 2-5%
despueés de amniocentesis.

Otras causas: N | Imunoglobulina Rh
 Dosis insuficientes IgRh T~ EmE 2 nes

. i Z después del parto
» Error de tipificacion de la madre \
 Sensibilizacion por la transfusion




Prevencion EHRN - inmunoglobulina anti- D

Dosis estandar en Brasil : 300ug, IM o IV

Incidéncia hemorragia feto materna > 30mL.:
* 0,1-0,7% en mujeres embarazadas RhD -
e 1,7- 2,5% despues del parto vaginal complicado y cesariana
* 4,5% muerte del feto

Efecto negativo :
e TDA+enRN
» Bajo riesgo de hemolisis

Suministrar hasta 72 horas depués del parto

* Y si fue en fracaso? Menos eficaz , pero tiene un efecto protector
de hasta 2 semanas después del parto

o Anti-D pasivo se puede detectar hasta 6 semanas después de la
administracion y desaparece entre los 9- 12 meses




Evalucion Hemorragia Feto Materna

Técnica de elucion &cida: basado en las diferentes
propiedades de hemoglobina fetal (HbF) de RN y
HbA (materna). Globulos rojos que contiene HbF son
resistente y Hb es de color, mientras que HbA es
denaturada y eluida y globulos rojos parecen
fantasmas.

Método de clasificacion: HbF-AF, HPFH, etc.

Citometria de flujo: meétodo de referencia para
confirmar el volumen de HFM después de metodo de
tamizajen positiva.

Para cuantificar las pequefas poblaciones de céelulas D
+ en la sangre materna

Indicada cuando HFM es > 2ml célula fetal



Pruebas recomendadas a los recién nacidos

v La determinaciéon ABO/Rh:
v RNs de madres RhD-negativo
v RNs de madres com ac clinicamente significantes

v' Coombs Directo y eluido:
v"RNs de madres com ac clinicamente significantes
v" RNs com senales clinicos de EHRN

v HIAE: Todas las madres O y RN A ou B : eluato

Independientemente de los resultados de TDA.



Eficiencia de la TDA en la incompatibilidad

ABO
Eluato
Positivo Negativo Total
Coombs Positivo 127(P) 1(FP) 128
Directa Negativo 551(FN) 326(N) 877
Total 6-78 327 1065
P: positivo FP: falso positivo
N: negativo FN: falso negativo

Castilho et al, 2001




Eficiencia de la TDA en la incompatibilidad
ABO

Sensibilidad de la prueba de Coombs Directa: 18,73%
Especificidad de la prueba de Coombs Directa: 99, 69%
Valor predictivo de um resultado positivo: 99,22%
Valor preditivo de um resultado negativo: 37,17%

Eficiencia de uma prueba de Coombs Directa : 45,07%




Anticuerpos anti-A y anti-B e su asociacion

com el EHRN

Anti-A  Anti-B

Ac - % Anti-D

(*)
108-7.8 95
51-2.2 -
159-4.2 95

* Anti-D y associacion

Eluato + Eluato -

Castilho et al, 2001



Anticuerpos Irregulares asociados com EHPN
excluidos los Anti-D

Anticuerpos CDP CDN =T FT
(%0)
3-19 2 1 1 1
3-1.9 3 3
2-13 1 1 1
2-13 1 1 1
1-0.6 - 1

MRy B ETIETS 3 e S g e

Castilho et al, 2001



Anticuerpos Irregulares no asociados com

EHRN
Anticuerpos que no provocan Anticuerpos - %
EHRN

.......................... Ant||_eal9119

Anti-Le ° 1-0.6

Anti-HI 1-0.6

Anti-| 25-15.7

Anti-M 4-25

Anti-N 1-0.6

Anti-P 1 2-13
........................... Total53332

Castilho et al, 2001



Deaths/1000 LB

= N w
(&) ) N (@) w (&)

—_—

Bal. N Engl J Med 1993;329:607-10

Exchange Tx

Pemature

| L Delivery
OD450

IPT

Wolter LC, et al. Blood 1993;82:1682-3

anti-D Prophylaxis

Ultrasound

Oepkes D. Obstet Gynecol1993;82:237-41
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