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Resumen

Se desarrollé un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) tipo "sandwich” de doble anticuerpo para la
cuantificacion de IgG, IgA e IgM en el eluato de los hematies, obtenido a partir del método del
éter. El ensayo mostré un coeficiente de determinacion mayor de 0.99 determinado a través de
un modelo de regresion lineal en un intervalo de concentraciones de 0.0025 a 0.07 fig/ml de I1gG
e IgM y de 0.0025 a 0.06 ng/ml de IgA. Los coeficientes de variacion intraensayo e interensayos
fueron inferiores al 10% y los valores de recuperacion se encontraron entre el 91 y 106 %. Los
estudios de paralelismo mostraron que la dilucion de la muestra no afectd la determinacion de la
concentracion de Inmunoglobulinas al hacer la correccion multiplicando por el factor de dilucion.
El limite de cuantificacion del ensayo fue de 1 molécula de IgG e IgA y de 0.2 moléculas de IgM
por hematie Se evalué el método en 62 pacientes con anemia hemolitica autoinmune (AHAI) y
en 200 donantes de sangre. En los donantes de sangre se encontraron valores de media y
desviaciéon estandar de 58135 moléculas de IgG, de 1611 de IgA y de 3+2 de IgM por hematie
En los pacientes con AHAI en correspondencia con los isotipos de los autoanticuerpos
identificados se obtuvo una media de 3435 moléculas de IgG, de 157 de IgA y de 69 de IgM por
hematie Se comparo la prueba de antiglobulina directa (PAD), la técnica de microplacas (Mp) y
el ELISA en la deteccidn de autoanticuerpos eritrocitarios en 117 pacientes con AHAI. El ELISA
fue mas sensible que la PAD para la deteccion de autoanticuerpos IgG y que la PAD y la Mp
para la deteccion de autoanticuerpos IgA. Este ensayo revelé la presencia de IgA en los
hematies en el 35% de los casos en comparacion con el 14% encontrado en las técnicas de
aglutinacion. El ELISA a su vez detectdé inmunoglobulinas de dos o mas isotipos en los hematies
del 40% de los pacientes mientras que la PAD y la Mp lo hicieron en el 14 y el 19%,
respectivamente Se demostré la utilidad del inmunoensayo para el diagndstico
mmunohematdlogico de la AHAI con prueba de Coombs negativa al detectar la presencia de los
autoanticuerpos en el eluato de los hematies de 18 pacientes con AHAI con PAD negativa. En
el estudio de 135 pacientes con AHAI se encontré que los factores relacionados con una mayor
severidad de la hemolisis fueron: la presencia en los hematies de IgM coexistiendo con IgG, IgA
0 con ambas, la presencia de IgG e IgA y el numero de moléculas de IgG por hematie. No se
observo relacion entre la presencia en los eritrocitos de IgG3, IgG1 o de dos o mas subclases y
la hemolisis En el estudio de pacientes con hemopatias malignas tratados con interferén alfa se
detectaron autoanticuerpos eritrocitarios en el 80% de los casos a través de la PAD y con el
empleo de un ELISA directo para la deteccién de IgG en los hematies. Se encontré ademas que

la AHAI inducida por este farmaco es infrecuente.
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Capitulo I. INTRODUCCION.

1.1 Introduccion.

Las anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI) se caracterizan por la destruccion, mediada por
autoanticuerpos, de los eritrocitos del paciente Los autoanticuerpos causantes del proceso
hemolitico se clasifican en calientes y frios en dependencia de la temperatura optima de su
reaccion "in VItr0" (1).

La AHAI mas frecuente se debe a la presencia de autoanticuerpos reactivos a 37°C, que
constituye el 70% del total de casos. Debido a esto, la mayoria de los investigadores emplean el
término AHAI para referirse a la ocasionada por los autoanticuerpos calientes y es la
nomenclatura adoptada en este trabajo. Esta enfermedad se asocia frecuentemente a las
hemopatias malignas, a otras enfermedades autoinmunes y al tratamiento con determinados
farmacos (2).

Dada la importancia de las inmunoglobulinas (lgs) en la hemolisis inmune, su deteccion es un
proceder muy empleado en inmunohematologia. La prueba de antiglobulina directa (PAD) o
prueba de Coombs ha sido usada comunmente para la deteccién de los autoanticuerpos
eritrocitarios. Sin embargo, la PAD tiene limitaciones, ya que la interpretacién de los resultados
depende de la experiencia y la pericia del individuo que la realiza. Estas particularidades
impiden apreciar diferencias cuantitativas en la intensidad de la aglutinacion que pudieran tener
una repercusion en el prondstico y evolucion del proceso hemolitico (3). Ademas, existe una
cantidad limite de anticuerpos en los hematies por debajo de la cual la prueba resulta negativa,
aunque a estas bajas concentraciones los anticuerpos son capaces de producir hemolisis (4).
Una PAD negativa, por lo tanto, no descarta la presencia de autoanticuerpos (3).

Existen otros ensayos de mayor sensibilidad que las técnicas de aglutinacion que se han
aplicado para la deteccion de los autoanticuerpos eritrocitarios. Dentro de ellos se incluyen el
empleo de antiglobulina marcada con radioisotopo y la citometria de flujo. Estos métodos
requieren de un equipamiento costoso y en algunos casos de la utilizacion de compuestos
radioactivos de manipulacioén riesgosa (4,5).

Los ensayos inmunoenzimaticos son sensibles y rapidos que pueden aplicarse en la
investigacion de las inmunoproteinas asociadas a los eritrocitos y en la deteccion de anticuerpos
no revelados por las técnicas convencionales. Ademas de las ventajas ya expuestas, su bajo
costo, la no utilizaciéon de material radioactivo y la posiblidad de cuantificar autoanticuerpos

unidos a estas células, lo seialan como un método a elegir para estos
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estudios(6).

Tradicionalmente, las investigaciones en la AHAI profundizan en el significado clinico de los
autoanticuerpos de la clase IgG y sus subclases y soslayan el papel de los isotipos IgA e IgM
Esto se debe fundamentalmente a que con los métodos tradicionales de investigacion, la
presencia de IgA e IgM en los eritrocitos se demuestra solamente en un reducido numero de
casos (7). Por otra parte, los autoanticuerpos de la clase IgA no han sido estudiados con
profundidad debido a que el receptor para el fragmento Fe (RFccx) de esta inmunoglobulina (Ig)
en los macrofagos fue identificado recientemente (8).

El valor de la cuantificacion de autoanticuerpos en relacion con el grado de hemolisis es un
aspecto controvertido. No obstante, se reconoce que la destruccion inmune es proporcional a la
concentracion de inmunoglobulinas en los hematies (9,10, 11). Sin embargo, la mayoria de las
evidencias se han obtenido en el estudio de la hemolisis inducida por aloanticuerpos
estimulados por la transfusion y los embarazos donde la especificidad de estos anticuerpos es
un factor fundamental (10). Los resultados de estas investigaciones no son extrapolabas ya que
los autoanticuerpos generalmente no reconocen a un antigeno de un grupo sanguineo en
particular (12. 13).

La presencia de autoanticuerpos eritrocitarios asociados al tratamiento con farmacos esta
reconocida desde la descripcion de la hemolisis inmune en pacientes tratados con alfa
metildopa. Las caracteristicas seroldgicas de la AHAI inducida por drogas no difieren de la
AHAI comun y se advierte por el antecedente de la administracion del medicamento y por la
remision del proceso hemolitico después de descontinuado el tratamiento (2).

En la actualidad, se han acumulado evidencias sobre la autoinmunidad ocasionada por el
tratamiento con interferon alfa (IFN a), pero son escasos los estudios sobre la frecuencia de los
autoanticuerpos eritrocitarios que induce, y en su investigacion no se han aplicado ensayos
mas sensibles que la prueba de antiglobulina (14).

Teniendo en cuenta que la caracterizacion de los autoanticuerpos eritrocitarios es fundamental
para el estudio de la AHAI y que los métodos tradicionales de diagndstico inmunohematolégico
no permiten la identificacion ni la cuantificacion de todos los isotipos de las Igs involucradas en

la hemolisis inmune se plantea la siguiente hipotesis.

1.2 Hipotesis de Trabajo

0] e . e . . . . ya
La deteccion y cuantificacion de autoanticuerpos eritrocitarios a través de un ensayo
inmunoenzimatico pueden aplicarse al diagndstico inmunohematolégico y en la prediccion de la

severidad de la hemolisis en los pacientes con AHAI"
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1.3 Objetivos

General

Determinar el valor de la deteccion y la cuantificacion de autoanticuerpos de los isotipos 1gG,
IgA e IgM en el eluato de los eritrocitos a través de un ensayo inmunoenzimatico tipo
“sandwich” de doble anticuerpo para el diagndstico y pronéstico de la severidad de la hemolisis

en los pacientes con AHAL.

Especificos

1. Desarrollar y validar un ensayo inmunoenzimatico tipo “sandwich" de doble anticuerpo
(ELISA) para la cuantificacion de IgG, IgA e IgM asociadas a los hematies de pacientes con

AHAI y de donantes de sangre.

2 Estimar las diferencias del ELISA con la prueba de antiglobulina directa (Coombs) y la técnica

de microplacas, para la deteccion de autoanticuerpos en los hematies.

3. Evaluar la utilidad de la determinacion de la concentracién de los autoanticuerpos asociados
a los hematies para el diagndstico inmunohematolégico de la AHAI con prueba de Coombs

negativa.

4 |dentificar si existe asociacion entre la intensidad de la hemolisis con la presencia y
concentracion de autoanticuerpos de los isotipos 1gG, IgM e IgA asi como con la presencia
de autoanticuerpos de las diferentes subclases de IgG en los hematies de los pacientes con
AHAI.

5. Determinar la frecuencia de autoanticuerpos eritrocitarios inducidos por el tratamiento con

interferon alfa.
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1.4Importancia cientifica

Un aspecto novedoso de este trabajo es que constituye la primera comunicacion en la literatura

de la cuantificacion. en una unica muestra, de todos los isotipos de los anticuerpos

involucrados en la hemolisis autoinmune y de las Igs asociadas a los hematies de individuos

sanos y su aplicacion en el estudio de la AHAI a través de:

® La deteccion y cuantificacion de autoanticuerpos de los isotipos IgG, IgA e IgM en los
hematies.

® El diagnéstico inmunohematoldgico de la AHAI con prueba de Coombs negativa.

® La relacién entre la presencia y concentracion de los autoanticuerpos con la severidad de la
hemolisis autoinmune.

Por otra parte este trabajo permitié identificar por primera vez el limite de deteccion de los

autoanticuerpos IgA e IgM en la prueba de antiglobulina (Coombs)

1.5 Importancia practica

Los resultados de esta investigacion permitieron confirmar el diagnéstico de AHAI en los casos
con resultados dudosos y negativos en las pruebas tradicionales de diagndstico

inmunohematoldgico y establecer un seguimiento adecuado de los pacientes con AHAI.
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Capitulo Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1Anemias hemoliticas autoinmunes

Las AHAI se originan por la produccion de anticuerpos contra los antigenos eritrocitarios del
propio individuo que provocan una disminucién de la sobrevida de los eritrocitos a través de su
destruccion mediada por los autoanticuerpos. La AHAI fue la primera enfermedad autoinmune
donde se demostro el papel de los autoanticuerpos como causantes de la hemolisis (15).

La incapacidad para detectar un factor sérico que explicara la hemolisis llevd a la introduccion
del término anemia hemolitica adquirida para diferenciarla de la anemia hemolitica hereditaria.
Dacie y Mollison, en 1943 (16), demostraron que los eritrocitos transfundidos a pacientes con
anemia hemolitica hereditaria tenian una sobrevida normal en contraste con la disminucion
drastica de la vida media que se originaba cuando se transfundian a pacientes con anemia
hemolitica adquirida. Estas observaciones indicaron que estos pacientes poseian un factor
extrinseco, presumiblemente anticuerpos, responsables de la destruccion de los hematies
transfundidos. Posteriormente, se introdujo el término autoinmune para clasificar a aquellos
pacientes con anemia hemolitica adquirida en los que se demuestra la presencia de
anticuerpos contra sus propios hematies (17).

La prueba de antiglobulina desarrollada por Coombs et al, en 1945 (18), para la deteccion de
anticuerpos anti-Rh fue el procedimiento que demostro los autoanticuerpos en la superficie de
los eritrocitos de los pacientes con anemia hemolitica adquirida. A partir de este descubrimiento
se establecio su papel en la fisiopatologia de la enfermedad (10). Posteriormente se observé
que los hematies de estos pacientes estaban sensibilizados con gammaglobulinas,
componentes del complemento o con ambas inmunoproteinas (19-20).

En la actualidad, el suero antiglobulina humana o suero de Coombs posee anticuerpos

fundamentalmente contra la inmunoglobulina G y el fragmento C3d del complemento (21).

2.1.1 Clasificacion

Las anemias hemoliticas autoinmunes se clasifican en calientes y frias de acuerdo con la
temperatura optima de reaccién de los autoanticuerpos. Las producidas por autoanticuerpos
frios se dividen a su vez en: sindrome de aglutminas frias (SAF) y hemoglobinuria paroxistica a
frigore (HPF). Un reducido numero de casos se clasifica como AHAI mixta debido a la

coexistencia de ambos autoanticuerpos. La identificaciéon de cada una ellas se basa en el
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isotipo de los autoanticuerpos involucrados, su especificidad para los antigenos de los grupos
sanguineos y el procedimiento técnico que fue capaz de identificarlos.

El tercer grupo lo constituyen las anemias hemoliticas inducidas por drogas que comprenden
diferentes mecanismos de accion de los farmacos. Dentro de este grupo se reconoce como
autoinmune aquella en la que se demuestra autoanticuerpos eritrocitarios en el curso del
tratamiento con el medicamento

También pueden clasificarse en idiopaticas o primarias cuando aparecen sin relacién con otra
entidad y secundarias cuando se asocian con otras enfermedades (22). La AHAI secundaria se
relaciona frecuentemente con las hemopatias malignas, con otras enfermedades autoinmunes
y con tumores solidos. La proporcién de pacientes con AHAI secundaria varia entre el 20-80%
de los casos, en dependencia de la posibilidad para identificar una enfermedad subyacente (2,

23). Este acapite se resume en la siguiente tabla.

Clasificacion de las anemias hemoliticas autoinmunes.

AHAI por autoanticuerpos calientes
Idiopatica
Secundaria: linfomas, leucemia linfoide cronica, lupus eritematoso sistemico, otras
enfermedades autoinmunes, tumores de ovario
AHAI por autoanticuerpos frios
Sindrome de aglutininas frias
Idiopatica
Secundaria
Agudas: Infeccion por Micoplasma pneumoniae, mononucleosis infecciosa
Cronicas. Enfermedades linfoproliferativas
Hemoglobinuria paroxistica a frigore
Idiopatica
Secundaria: Infecciones virales, sifilis
Anemias hemoliticas inducidas por drogas
Autoinmune (induccion de autoanticuerpos): alfa metildopa
Adsorcion de las drogas a los eritrocitos: penicilina
Inmunocomplejos droga-antidroga: cefalosporinas
Adsorcién no inmune de proteinas plasmaticas a los hematies: cefalotina



Capitulo II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.2 Etiologia

La etiologia de esta enfermedad es desconocida. Muchos casos de AHAI idiopatica aparecen
espontaneamente sin relacion con un haplotipo HLA especifico o con otros factores genéticos
(22). Sin embargo, existen evidencias que sugieren la pérdida de la autotolerancia a los
antigenos de grupos sanguineos y que se resumen a continuacion. Ehrlich y Morgenroth en
1900 (24) introdujeron el concepto “NOMOr aULOLOXICUS" para calificar el mecanismo que previene
los efectos adversos de la inmunizacion contra los propios eritrocitos a través de la produccion
de una autotéxina Al mismo tiempo, Landsteiner (25) con el descubrimiento de los grupos
sanguineos ABO, estableci6 las reglas sobre la compatibilidad de los mismos. Estas se basan
en que los individuos no producen anticuerpos contra sus propios antigenos ABO y presentan
anticuerpos naturales contra los antigenos que no poseen. Donath y Landsteiner posteriormente
describieron, por primera vez, la presencia de un autoanticuerpo relacionado con una
enfermedad autoinmune: la hemolisina bifasica responsable de la HPF (15).

A partir de la hipétesis de la seleccion natural se derivo la teoria de la seleccion clonal de la
formacion de anticuerpos (26). El concepto delecion clonal incorporado dentro de la teoria de la
seleccidon clonal emergid como la base de la tolerancia a lo propio. Esta teoria estuvo muy
influenciada por experimentos en bovinos gemelos bicigoticos. En ellos se observaron dos
poblaciones de eritrocitos de diferente grupo sanguineo provenientes del bovino gemelo y cada
uno fue incapaz de producir aloanticuerpos contra los antigenos de los hematies del hermano
(26). La interpretacion de estas observaciones y de otros experimentos conllevé a plantear que
durante la vida fetal el sistema inmune adquiere la autotolerancia. De esta forma, los linfocitos
autorreactivos son eliminados durante esta etapa y los autoanticuerpos son producidos por la
expresion de clones mutantes olvidados. La excepcion de esta regla serian los linfocitos que
reconocen a antigenos secuestrados en sitios privilegiados como el esperma y el cerebro, que
no tienen contacto con el sistema inmune.

Este dogma fue retado cuando se logré la produccion en conejos de autoanticuerpos mediante
la inmunizacién con tiroglobulina autdloga. El experimento mostré que es posible producir
autoanticuerpos contra antigenos no secuestrados y que la autoinmunizacién puede conducir a
una enfermedad. A partir de este estudio se ha logrado inducir en animales la produccién de
autoanticuerpos contra extractos de diferentes tejidos, que resultan en una gran variedad de

enfermedades autoinmunes (27).
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Posteriormente, se reconocidé la existencia de autoanticuerpos naturales, los linfocitos B
autorreactivos y que los autoanticuerpos pueden inducirse por estimulacion de las células B
(28).

Dos hipdtesis se han formulado para explicar la produccion de autoanticuerpos en las
enfermedades autoinmunes. La primera de ellas plantea que los autoanticuerpos son el
resultado de una estimulacion policlonal incontrolada de las células B autorreactivas que
provoca un aumento en la concentracion de los autoanticuerpos naturales. La segunda expresa
que en determinadas condiciones los autoantigenos provocan una mutacion somatica de las
células B que inducen la produccion de autoanticuerpos patolégicos (29). Las evidencias
acumuladas apoyan esta ultima y sugieren que los autoanticuerpos patolégicos son el resultado
de un proceso selectivo inducido por el antigeno sobre una poblacién de células B distintas a
las que originan los autoanticuerpos naturales(29).

Dighiero y Rose. (30) plantearon que la reactividad de los autoanticuerpos naturales no esta
restringida a los autoantigenos sino que reaccionan también contra antigenos de otras
especies, especialmente contra aquellos que se han conservado durante la evolucidon. En
contraste, no se demuestran autoanticuerpos contra autoantigenos que consideran “criticos
como los de los grupos sanguineos A y B. Esto explicaria el hecho de que los autoanticuerpos
eritrocitarios en la AHAI estan dirigidos contra antigenos publicos de los grupos sanguineos,
como son algunos determinantes no polimorficos del sistema Rh, y no contra los antigenos de
los grupos A y B. A partir de estas observaciones concluyeron que los linfocitos B que
reconocen a determinantes polimoérficos “criticos” (Ej.: A y B) son eliminados a través de un
proceso de seleccion negativa muy estricta, mientras que los que reconocen a los
determinantes publicos probablemente no sean eliminados.

Sin embargo, Spalter et al, (31) demostraron la presencia de auto anti-A y auto anti-B de los
isotipos IgM e IgG en las fracciones IgG e IgM del suero humano, independientemente del
grupo sanguineo ABO del individuo. La reaccion de los autoanticuerpos IgG naturales con los
antigenos A y B es inhibida por un factor presente en el suero humano, presumiblemente la
IgM autdloga. Estos resultados sugieren que la tolerancia para los antigenos ABO depende de
un control periférico mas que de una eliminacién o anergia a nivel de las células By T.
Relacionado con los hallazgos anteriores se demostré que la capacidad de los autoanticuerpos
IgG para producir la aglutinacién de los eritrocitos esta regulada por la IgM del suero De esta
forma, alteraciones en las interacciones idiotipicas entre la IgM autéloga y los autoanticuerpos

IgG podrian desencadenar la hemolisis autoinmune y la AHAI (32). Estos
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resultados se apoyan en una comunicacion previa en la que se informé que en los eritrocitos
de individuos normales con prueba de antiglobulina directa positiva sin manifestaciones clinicas
de anemia se identifican dos tipos de anticuerpos: uno de ellos son los autoanticuerpos
eritrocitarios y los otros son anticuerpos IgG anti-idiotipos y probablemente también de la clase
IgM dirigidos contra los primeros (33). A partir de estas observaciones se ha recomendado
como una probable terapéutica en la AHAI la administracion de gammaglobulina IgM purificada
a partir de mezclas de plasmas de individuos normales (34). Otros autores aportan evidencias a
favor del desbalance de citocinas como un factor que contribuye a la patogénesis de la
hemolisis autoinmune (35-36). Las citocinas regulan el crecimiento, diferenciacion y las
funciones de los linfocitos T y B y pueden agruparse de acuerdo al subtipo de células T CD4+
que las produce. Las dos poblaciones de células T CD4+ mas claramente diferenciables se
denominan Th1 y Th2 {del inglés T helper). Las células Th1 secretan interleucina 2 (IL-2), IFNy
y factor de necrosis tumoral beta, que favorecen la inmunidad mediada por células, la
activacion de los macréfagos y la produccion de anticuerpos opsonizantes y fijadores del
complemento. Las células Th2 sintetizan IL-4, IL- 5. IL-6. IL-10 e IL-13 que activan la respuesta
humoral a través de la produccion de anticuerpos y favorecen la diferenciacion de los
mastocitos y eosindfilos. Las IL-4, IL-6 e IL- 10 promueven la produccién de anticuerpos por las
células B, por lo que se ha sugerido que las células Th2 podrian estar involucradas en la
produccién de autoanticuerpos en la AHAI (35). Por otra parte, se ha demostrado que la IL-12,
una potente citocina proinflamatoria secretada por los fagocitos y las células presentadoras de
antigenos, aumenta la produccion de IFNy y estimula la inmunidad celular pero suprime la
respuesta humoral. En los pacientes con AHAI se ha observado un incremento de IL-4 e IL-10
y una disminucion de los niveles de IFNy y de IL-12, lo que muestra una disminucion de las
citocinas dependientes de Th1 y una estimulacién de las Th2. Una terapia recomendada seria
la neutralizacion de la IL-10 para evitar la activacion de la via Th2 y el tratamiento con IL-12
para bloquear la activacion de las células B (37). Otros estudios contradicen estos hallazgos
basandose en que las citocinas Th1 induce la produccion de anticuerpos opsonizantes que
median la hemolisis inmune de los hematies y la activacion de células B autorreactivas
productoras de autoanticuerpos eritrocitarios (38, 39)

Un factor genético podria estar involucrado en la susceptibilidad de los pacientes para producir
autoanticuerpos eritrocitarios inducidos por el tratamiento con alfa metildopa. Aproximadamente
en el 30% de los pacientes caucasicos que reciben tratamiento con este farmaco se identifican

autoanticuerpos contra sus hematies de especificidad similar a los
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encontrados en la AIHA idiopatica. Sin embargo, la frecuencia entre los africanos, hindues y
chinos es soélo de un 4% (40).

El mimetismo molecular y la activacion policlonal de las células B son otros mecanismos que se
han invocado para explicar la aparicion del sindrome de aglutininas frias después de la
infeccion por Mycoplasma pneumoniae 0 con virus de Epstein-Barr (40). Aproximadamente en
el 45% de los pacientes con infeccion por Mycoplasma pneumoniaé se identifican
crioaglutinmas de especificidad anti-l. Esta relacion fue dilucidada al comprobarse que los anti-I
se producen en respuesta a antigenos del microorganismo y que muestran reaccién cruzada
con el antigeno | de los hematies humanos (22).

A pesar de los avances logrados en la comprension de los factores que favorecen la induccion
de autoinmunidad, se necesita continuar las investigaciones con vistas a dilucidar

completamente los mecanismos que provocan la desregulacion inmune en la AHAI (29).

2.1.3 Epidemiologia

La AHAI es relativamente poco frecuente. La incidencia oscila entre 1 por 80 000 y 2.6 por 100
000 habitantes (41-43). La asociada a anticuerpos calientes comprende el 70.3% de los casos,
el SAF se informa en el 15.6%, la HPF en el 1.7% vy las inducidas por drogas en el 12 4% del
total de pacientes (2). Otros estudios encuentran que el tipo caliente se identifica solo en el
41%, mientras que el SAF se observa en el 32%, la HPF en el 2% y las inducidas por drogas
en el 18% de los casos (43). Se detecta ademas en el 6 al 8% de los pacientes una
combinacion de autoanticuerpos calientes y frios que se ha clasificado como AHAI mixta (44).
La AHAI se ha encontrado en todos los grupos raciales y afecta a todas las edades y como en

otras enfermedades autoinmunes es mas frecuente en el sexo femenino que en el masculino

(2).

2.2 AHAI de tipo caliente

Por ser esta AHAI el objeto de estudio de este trabajo se abordara con mayor profundidad. Los
aspectos mas importantes de la AHAI ocasionada por autoanticuerpos frios se resumen al final
de este capitulo.

La AHAI de tipo caliente es la mas frecuente y aparece generalmente después de los 40 anos.
La incidencia aumenta con la edad debido a su relacién con las enfermedades linfoproliferativas
(40).

Esta bien documentada la asociacion entre AHAI y la leucemia linfoide cronica de tipo B (LLC-

B) (45). En el 4 al 7% de estos pacientes se detectan autoanticuerpos eritrocitarios (44-
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45). Sin embargo, después de la estimulacion “In Vitr0" de los linfocitos con mitdégenos se
demuestra en el 29% de los pacientes (46). Otras enfermedades que con mayor frecuencia se
asocian con AHAI son: el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoide y la colitis
ulcerativa (41). La AHAI ocasionalmente puede concomitar con la presencia de autoanticuerpos

anti-plaquetarios lo cual es conocido como sindrome de Evans-Fisher.

2.2.1 Fisiopatologia

La union de los autoanticuerpos a los hematies provoca la destruccion de los mismos por un
mecanismo intravascular o extravascular.

La hemolisis intravascular dependiente de la activacion del complemento por la via clasica es
infrecuente. Los hematies son relativamente resistentes a la lisis por complemento debido a
que presentan en su membrana proteinas reguladoras que bloquean la activaciéon de este
sistema (47-49). La hemolisis intravascular se desencadena cuando hay presencia de
hemolisinas que generalmente provocan una anemia severa y gran mortalidad si no es
suprimido el proceso hemolitico (50). La destruccion de eritrocitos en la AHAI es
predominantemente extravascular Los eritrocitos recubiertos con Igs o con el fragmento C3b del
complemento son secuestrados por los macrofagos del bazo y del higado a través de los
receptores presentes en los fagocitos para el fragmento Fe de las Igs y para el C3b (12). La
interaccion entre los eritrocitos y los macréfagos provoca la fagocitosis parcial o total de estos o
su destruccién por citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, del mgles antibody-
dependent cellular cytotoxicity ) (23).

2.2.2 Autoanticuerpos de la clase 1gG

Los autoanticuerpos 1gG son los mas frecuentes y se han demostrado hasta en el 90% de los
pacientes con AHAI (2). Los hematies recubiertos con IgG son predominantemente destruidos
en el bazo. En los que se detecta ademas el fragmento C3b del complemento son
secuestrados en el higado y el bazo (2). Los macréfagos del higado con receptores para el
fragmento C3b no son eficientes en la destruccion de hematies con C3b unido sin
inmunoglobulinas. Estos macrofagos inmovilizan los eritrocitos a través de los receptores para
C3b y posteriormente deben atrapar las células por el receptor para el fragmento Fe de la I1gG
(RFcy) (10).

Es conocido que los RFcy pueden ocuparse tanto por la IgG libre en el plasma como la unida a
una célula. En el bazo la concentracién de eritrocitos es alta y la de plasma es reducida, o sea,

que existen pequefias concentraciones de IgG libre. Por tanto, la destruccion de células
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con IgG unida es eficiente. En contraste, el hematocrito en el higado es menor y existen
mayores concentraciones de IgG libre en plasma que pueden ocupar los RFcy. Los receptores
para el C3b no son bloqueados por el C3 no activado del plasma, por lo que pueden reconocer
los eritrocitos con IgG y C3b unido a través de los receptores para este ultimo (13).

Tres RFcy se han descrito y clasificado como RFcy |, RFcy Il y RFcy Il (50). El RFcy | se
encuentra en los fagocitos mononucleares y muestra afinidad por las subclases IgG1 e IgG3.
baja afinidad por la IgG4 y no interactua con la IgG2. EL RFcy Il se demuestra en los
monocitos. neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos B y plaquetas con afinidad para las IgG1 e IgG3 y
baja afinidad para las IgG2 e IgG4. Por ultimo, el RFcy Il que reacciona Uunicamente con las
lgG1 e IgG3, se encuentra en neutrdfilos, eosindfilos y macréfagos (51).

La IgG3, debido a su gran afinidad por los RFcy, es mas eficiente que la IgG1 en su interaccion
con lo macrofagos, por lo que su presencia se ha relacionado con una hemolisis severa (52).
Otra evidencia que apoya estas observaciones es que para que ocurra la fagocitosis “in vitro"
de los eritrocitos por los monocitos se requieren al menos 500 moléculas de IgG1 por hematie
pero Unicamente 100 moléculas de IgG3 (53). Sin embargo, algunos autores han demostrado
autoanticuerpos de la subclase IgG3 en pacientes sin evidencias clinicas de hemolisis (9).

La hemolisis autoinmune mediada por autoanticuerpos de la subclase IgG2 es muy poco
frecuente (54). La destruccién de los hematies por estos anticuerpos depende en parte del
alelo del gen RFcy lia presente en los fagocitos mononucleares del paciente. Uno de los alelos
codifica para un RFcy Il de gran afinidad por la IgG2 y probablemente sea capaz de provocar la
destruccion de los hematies sensibilizados (55). Otro factor que influye es la expresion en los
hematies de los antigenos que reconocen estos anticuerpos ya que la molécula de IgG2 es
poco flexible y la interaccion con el RFcy depende de su accesibilidad en la membrana (56). Al
parecer, los anticuerpos de la subclase IgG4 no median la destruccion inmune de los hematies
(9).

El papel del complemento en la hemolisis es complejo (23). La hemolisis asociada al C3b tiene
una relacién cuantitativa, ya que la anemia hemolitica se manifiesta cuando existen mas de 1
100 moléculas de C3b por eritrocito. EI C3b unido a los eritrocitos es rapidamente degradado a
C3b inactivado (C3bi) por la accion de los factores H e | que son inactivadores naturales del C3
presentes en el plasma. La accién posterior del factor | provoca la transformacion del C3bi en
C3dg, que es el fragmento que se detecta en los eritrocitos en la prueba de antiglobulina. Los

eritrocitos recubiertos con C3dg tienen probablemente una

13



Capitulo . REVISION BIBLIOGRAFICA

sobrevida normal, ya que no se han demostrado receptores para el mismo en los macréfagos
(57).

2.2.3 Autoanticuerpos de la clase IgA

En un inicio los autoanticuerpos eritrocitarios de la clase IgA no recibieron atencion, debido a
que no se habian demostrado receptores en los macréfagos para esta Ig (9).

En la actualidad se han identificado los receptores para la region Fe de la IgA (RFca) sobre
una variedad de tipos celulares y constituyen un eslabén crucial entre las ramas humoral y
celular del sistema inmune (58). El RFcal (CD89) es una glicoproteina que une la IgA1 y la IgA2
con similar afinidad. Este receptor se expresa como una proteina de 50-70 kDa en los
neutréfilos y monocitos/macrofagos, o como una glicoproteina de 70 a 100 kDa en los
eosindfilos. El RFcal participa en diversos procesos que incluyen fagocitosis, generacion de
superdxido, ADCC vy liberacion de mediadores inflamatorios (59).

EL mecanismo de destruccion de los eritrocitos por esta Ig es similar al de la IgG, lo que
explica las similitudes clinicas entre las AHAI mediadas por estos autoanticuerpos (60). Los
eritrocitos sensibilizados con anticuerpos IgA son destruidos por las células del sistema
mononuclear fagocitico. La hemolisis se produce tanto por eritrofagocitosis como por ADCC
(61). Estas funciones de los monocitos y macréfagos son mediadas por el RFca presente en
estas células (62).

La capacidad de los anticuerpos eritrocitarios IgA de activar complemento es un tema polémico.
Un estudio demostré que no fueron capaces de producir la lisis de los hematies al afiadirles
suero fresco como fuente de complemento. En estas células, tampoco se detectaron cantidades
subliticas de C3 (63). Sin embargo, existen otros estudios que sugieren que los autoanticuerpos
IgA puede mediar activacion de complemento con la aparicion de una hemolisis intravascular
severa (64). Esta activacion del complemento se puede producir por la formacion de agregados
(65) o por alteraciones en la integridad estructural del anticuerpo provocada por enzimas

bacterianas (66).

2.2.4 Autoanticuerpos de la clase IgM

Los autoanticuerpos eritrocitarios de la clase IgM pueden clasificarse serolégicamente en
hemolisinas y aglutinmas que median la hemolisis o la aglutinacion directa de los eritrocitos
resuspendidos en solucion salina (12). En la mayoria de los casos se comportan como
anticuerpos incompletos ya que no provocan la aglutinacion directa de los eritrocitos y se

detectan solamente en la técnica de antiglobulina o con métodos de mayor sensibilidad (11).
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La destruccion de los eritrocitos en estos casos es fundamentalmente extravascular a través de
la deposicion del C3b en los eritrocitos mediada por la IgM vy la interaccion del C3b y el C3bi
con los receptores presentes para estos fragmentos del complemento en los macréfagos (67).
No obstante, se han descrito casos de AHAI por autoanticuerpos IgM en los que no se ha
detectado la participacion del complemento en la hemolisis (68-69). El mecanismo de
destruccion en estos casos es desconocido ya que no se han demostrado receptores para esta
Ig en los macréfagos (23).

Las hemolisinas IgM provocan la lisis "In Vitro" de los hematies del paciente. Se manifiesta “In
VIVO” como una hemolisis intravascular grave como resultado de una activaciéon de la via clasica
del complemento que puede causar la muerte del paciente (54,70). Afortunadamente las
hemolisinas son muy infrecuentes (12).

Los autoanticuerpos IgM se encuentran generalmente asociados a otros isotipos de Igs,

fundamentalmente, a la 1gG (3).

2.2.5 Papel del CD47 en la hemolisis autoinmune

Se ha demostrado recientemente que la fagocitosis de los hematies opsonizados es inhibida
por la interaccion entre el CD47 de los hematies con el receptor de la proteina alfa reguladora
de sefial (SIRPa, Oel inglés signal regulatory protein alpha) presente en los macrsfagos (71).
Esta interacciéon es un mecanismo de reconocimiento de lo propio a través de la presencia o
ausencia de CD47 en los eritrocitos (72). Se especula que podrian aplicarse nuevas terapias a

partir de este descubrimiento.

2.2.6 Papel fisiologico de las Inmunoglobulinas asociadas a los hematies

La mayoria de los individuos sanos presentan Inmunoglobulinas asociadas a la membrana de
los hematies en cantidades insuficientes para que provoquen un resultado positivo en las
pruebas convencionales de deteccion de anticuerpos eritrocitarios. Sin embargo, pueden
detectarse pequefias concentraciones de éstas en los hematies con el empleo de técnicas de
mayor sensibilidad (73). La presencia de inmunoglobulinas en los hematies se debe a su
adsorcion no especifica (citofilocas) o a la unién de autoanticuerpos fisioldgicos responsables
de la senescencia eritrocitaria. Al respecto, existen evidencias de que la concentracion de Igs
en los hematies es proporcional a su concentracion en el plasma lo que se ha interpretado
como inmunoproteinas eritrocitofilicas, al parecer, debido a interacciones electrostaticas entre la

cargas positivas de estas y la carga negativa de los hematies (2).
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Por otra parte, en el proceso de senescencia eritrocitaria se exponen neoantigenos o antigenos
de senescencia eritrocitaria (ASE) para los cudles existen autoanticuerpos que median la
destruccion inmune de los hematies envejecidos (74). EI ASE se ha localizado en la banda 3
eritrocitaria y se genera a través de la desnaturalizacion de la hemoglobina en hemicrones y su
uniéon posterior a la banda 3 (75). De esta forma los hematies senescentes presentan una

concentracion mayor de IgG, IgA e IgM que la subpoblacion de hematies jovenes (76).

2.3 Diagnostico inmunohematologico

En la AHAI se observa un incremento en el nimero de reticulocitos, baséfilos y eritrocitos
policromatdfilos. Ocasionalmente puede haber reticulopenia, debido a una inadecuada
respuesta medular o a la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos eritrocitarios
presentes en los reticulocitos. La haptoglobina plasmatica puede estar ausente o disminuida y
la bilirrubina no conjugada esta incrementada. Otros indicadores de destruccidn eritrocitaria
pueden ser: la presencia de esferocitos, eritrocitos fragmentados, niveles elevados de lactato
deshidrogenasa (LDH) y de hemoglobinuria. El estudio de la médula 6sea muestra hiperplasia
eritroide con un aumento de los depdsitos de hierro determinados por la coloracion del azul de
prusia. El conteo de plaquetas generalmente es normal, aunque en algunos pacientes se

encuentra trombocitopenia y neutropenia (10)

2.3.1 La prueba de antiglobulina (Coombs)

El diagnéstico de laboratorio se realiza fundamentalmente con la prueba de antiglobulina directa

o prueba de Coombs directa. Este ensayo se realiza con suero antiglobulina humana (suero de

Coombs) que se obtiene en animales inmunizados con las globulinas humanas. Este reactivo

contiene anticuerpos contra IgG y el fragmento C3d del complemento humano y puede o no

presentar anticuerpo anti IgM y anti IgA (suero de Coombs poliespecifico) (10). Una prueba de

Coombs directa positiva significa la presencia de anticuerpos, complemento (C3) o ambos

unidos a los hematies "IN ViVO", pero no es exclusivo de las AHAI, ya que puede también ser

causado por la ocurrencia "IN Vivo" de los siguientes fenomenos (3):

® La presencia de aloanticuerpos en el receptor de sangre transfundido recientemente, que
reaccionan con los antigenos eritrocitarios del donante.

® Anticuerpos presentes en los derivados plasmaticos o productos de fraccionamiento que
reaccionan con los antigenos de los eritrocitos del receptor (Ej anti A, anti B, anti AB).

® Aloanticuerpos maternos que atraviesan la placenta y se unen a los hematies fetales.
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® Anticuerpos contra ciertas drogas como la penicilina, que se unen a la membrana de los
eritrocitos.

® Modificaciones de las membranas eritrocitarias como resultado de la terapia con drogas del
grupo de las cefalosporinas que provocan la adsorcidon no inmune de proteinas a los
eritrocitos, que incluyen las inmunoglobulinas y el complemento.

® La presencia de inmunocomplejos droga-antidroga en respuesta a la administracion de
farmacos como la quinidina y fenacetina, por citar algunas; que causan la unién de
componentes del complemento a los eritrocitos.

® Anticuerpos heterdfilos anti-eritrocitos humanos presentes en la globulina anti-linfocitica de
origen equino.

® Unidén de inmunoglobulinas a los eritrocitos de los pacientes con hipergammaglobulinemias.
Este fendmeno también se observa en pacientes tratados con altas dosis de
gammaglobulina endovenosa.

® Anticuerpos eritrocitarios producidos por linfocitos alogénicos presentes en los 6rganos

transplantados

2.3.2 Evaluacion de una prueba de antiglobulina directa positiva

Las consideraciones clinicas son definitorias para evaluar la importancia de una PAD positiva.
El dialogo con el clinico es importante antes de realizar cualquier prueba seroldgica. Para una
correcta interpretacion de la prueba se requiere del conocimiento del diagnéstico clinico del
paciente, historia reciente de transfusiones o de tratamiento con drogas y en qué condiciones el
paciente comenzd con el cuadro de anemia hemolitica adquirida. El resultado de las pruebas
de laboratorio no es diagndstico; su significacion sélo puede tenerse en cuenta en relacion con
las condiciones clinicas del paciente y los demas examenes de laboratorio, como son:
hematocrito, bilirrubina, haptoglobina y conteo de reticulocitos (77).

En un paciente anémico con PAD positiva con signos y sintomas de hemolisis es apropiado
determinar si la hemolisis es de tipo inmune. Posteriormente es necesario identificar el tipo de
inmunoproteina unida a los hematies para lo cual son necesarios los reactivos antiglobulinicos
monoespecificos anti IgG y anti C3. Con el empleo de estos reactivos pueden obtenerse tres
patrones principales de reaccion: la presencia de IgG, IgG y C3 o de C3 unicamente. La IgG se
observa en el 20 al 90% de los casos, la presencia de IgG y C3 en el 24 al 63% y el C3 como
Unica inmunoproteina en el 7 al 14% de los pacientes (13)

Al obtenerse cualquiera de los patrones es necesario realizar un eluato de los hematies del

paciente para aislar los anticuerpos unidos a estas células y caracterizarlos. El eluato
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obtenido debe enfrentarse a hematies de grupo O pertenecientes a un panel de eritrocitos para
la identificacion de anticuerpos. El estudio debe realizarse a 37°C en la prueba de antiglobulina
indirecta (PAI) o con hematies tratados con enzimas proteoliticas que aumentan la sensibilidad
de deteccion de los anticuerpos. Un resultado positivo demuestra la presencia de

autoanticuerpos unidos a los hematies del paciente (3).

2.3.3 Especificidad de los autoanticuerpos en la AHAI

En la gran mayoria de los casos los autoanticuerpos no muestran especificidad y reaccionan
con todas las muestras de eritrocitos que conforman el panel. En un nimero reducido de casos
los anticuerpos poseen especificidad y se confirma la naturaleza autoinmune del mismo al
demostrar la presencia del antigeno especifico en los eritrocitos del paciente o que estos
adsorben nuevamente los anticuerpos del eluato (13).

La determinaciéon de la especificidad de los autoanticuerpos es muy compleja (40). La
clasificacion mas simple es la que la divide en dos tipos:

tipo I: Autoanticuerpos calientes que reaccionan Unicamente con los eritrocitos senescentes o
gerocitos del paciente.

tipo Il: Autoanticuerpos calientes que reaccionan igualmente con los reticulocitos que con los
eritrocitos senescentes.

Los autoanticuerpos de tipo | generalmente muestran especificidades para los antigenos del
sistema Rh. no asi los anticuerpos de tipo Il, que en la mayoria de los casos no es posible
determinar su especificidad.

En un reducido numero de casos los autoanticuerpos muestran especificidades simples para
antigenos del sistema Rh (Ej. anti-e, anti-c). En otros, las especificidades reveladas pueden ser
confundidas con la presencia de aloanticuerpos y en realidad son autoanticuerpos que imitan a
aloanticuerpos (78).

De otros autoanticuerpos sélo puede determinarse que son especificos para el complejo Rh al
no reaccionar con eritrocitos Rh nulos o parcialmente deleccionados. La reaccién de los
autoanticuerpos con eritrocitos Rh nulos o parcialmente deleccionados sugiere especificidades
no relacionadas con el sistema Rh (2). Dentro de las especificidades demostradas para otros
sistemas de grupos sanguineos se encuentran los siguientes antigenos: A, En®, Ge, IT, JK°, K,
Kpb, Jsb, Lan, LW, N, Sc1, U, wr° Xga (13). Otros autores plantean que el reconocimiento por
parte de los autoanticuerpos del algunos componentes del sistema Rh puede ser un

seudofendmeno y que estos autoanticuerpos pueden no estar
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dirigidos contra estos antigenos sino que la especificidad verdadera puede estar en el antigeno
de senescencia eritrocitaria (75).
En la AHAI en pacientes con lupus eritematoso sistémico asociado con un sindrome anti-

fosfolipido en el eluato de los hematies se identifican anticuerpos anti-cardiolipina (79).

2.3.4 AHAI con prueba de antiglobulina directa negativa

La gran mayoria de los pacientes con AHAI presenta una PAD positiva, pero una PAD negativa
no excluye la enfermedad. Una de las explicaciones de este fendmeno es que para que una
PAD sea positiva se requieren de 200 a 500 moléculas de IgG por hematie (80). En otros
casos la negatividad de la PAD se debe a la presencia de autoanticuerpos de baja afinidad que
se separan de los hematies en los lavados previos a la realizacion de la prueba (81).

Durante mucho tiempo el diagnéstico de AHAI con PAD negativa se realizaba por exclusion.
Actualmente se cuenta con una serie de procederes, que si bien no son todo lo eficientes que
se desea, pueden establecer un diagndstico en alrededor de un 40 % de los casos.

Los métodos mas usados son: La prueba de antiglobulina en autoanalizador, el
inmunorradioanalisis, la técnica de polibreno, los ensayos inmunoenzimaticos y la citometria de
flujo (9).

La frecuencia de AHAI con prueba de Coombs negativa oscila entre el 4 al 10% del total de
casos (22,50).

2.3.5 Prueba de antiglobulina directa positiva en individuos normales

Si una PAD negativa no excluye el diagndstico de AHAI, un resultado positivo no
necesariamente significa la presencia de la enfermedad.

En el 10% de los pacientes hospitalizados y entre 1 en 1000 y 1 en 9000 donantes de sangre
se ha detectado una PAD positiva sin manifestaciones clinicas de hemolisis inmune. Los
resultados serologicos de estos casos son similares a los encontrados en pacientes con AHAI
(82). Los autoanticuerpos mas frecuentemente encontrados son de la subclase IgG 1 vy, en
algunas ocasiones, IgG3 (9). Con la introduccion de la técnica de antiglobulina en gel se ha
observado una mayor frecuencia de donantes de sangre con PAD positiva (83).

En el 18 al 25% de los pacientes con infeccién por VIH se detecta una PAD positiva. En el
eluato de estos casos no se identifican autoanticuerpos eritrocitarios sino la presencia de

inmunocomplejos adheridos en los hematies por el receptor del complementol (RC1) (84).
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2.4 Deteccion de autoanticuerpos en la AHAI

La importancia que poseen las Igs en la destruccién de eritrocitos en las AHAI esta bien
establecida. Durante muchos afos la PAD era el unico medio para evaluar la cantidad relativa
de inmunoproteinas unidas a los hematies, pero esta prueba no permite su cuantificacion (2)
Los estudios cuantitativos han aportado evidencias en cuanto a la relacién entre la
concentracion de Igs en los eritrocitos y su supervivencia (85). Se han comprobado signos y
sintomas de hemolisis en pacientes con pequefias cantidades de anticuerpos recubriendo sus
células y resultados negativos en la PAD (77,86). De esta forma se han introducido diferentes
ensayos para la cuantificacion de anticuerpos con el objetivo de investigar el niumero de

moléculas de Igs que recubren a los eritrocitos IN VIVO en estados de salud y enfermedad.

2.4.1 Prueba de consumo de antiglobulina

Uno de los primeros métodos utilizados se basé en el consumo de antiglobulina Este emplea
anticuerpos contra la inmunoproteina a investigar (generalmente IgG) y mide la cantidad de
anticuerpo libre después que reacciona con un numero conocido de eritrocitos. Esta medicién
se realiza también con la fijaciéon del complemento y la hemolisis resultante de las células
blanco se determina espectrofotométricamente. La reduccion en el porcentaje de fijacion de
complemento se relaciona en curvas estandares y se determina el numero de moléculas de 1gG
o de C3 por eritrocitos (87, 88).

Otros procedimientos para estimar el consumo de anticuerpos se basan en el
radiommunoanalisis (89), el ELISA (90) y la inhibicion de la hemaglutinacion (91).

Se ha utilizado una técnica automatizada para medir el consumo de antiglobulina después de la
aglutinacion de los eritrocitos con polivinil pirrolidona (PVP) (92). Este método es lo
suficientemente sensible para detectar un promedio de 24 moléculas de IgG por eritrocito.

Las técnicas de consumo cuantitativo de antiglobulina no se utilizan en la actualidad porque,
aunque brindan resultados confiables, consumen tiempo y requieren de un considerable soporte

técnico.

2.4.2 PAD con autoanalizador
Para proveer datos cuantitativos se ha utilizado un método de antiglobulina donde la reaccion
de aglutinacién entre el anticuerpo y los eritrocitos se facilita con PVP. Para esta prueba las

muestras de eritrocitos se incuban con el antisuero especifico en un
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autoanalizador continuo en presencia de PVP. Después de la remocion de los aglutinados, los
eritrocitos no aglutinados se lisan y se registra la densidad optica (DO). Se calcula el porcentaje
de la aglutinacién y el numero de moléculas de anticuerpo que estan unidas a los eritrocitos se
deriva del porcentaje de aglutinacién del estandar. Este método es capaz de detectar menos de

8 moléculas de IgG anti-RhD por hematie (11).

2.4.3 Radioinmunoanalisis (RIA)

EL RIA se ha usado extensivamente para medir inmunoproteinas. Basicamente, se hace
reaccionar un numero conocido de eritrocitos sensibilizados con exceso de reactivo
antiglobulinico marcado con un isétopo radiactivo (usualmente 125I). La reactividad de las células
sensibilizadas se relaciona con la de muestras controles (88). Este método puede brindar
resultados consistentes y se ha convertido en un método estandar para cuantificar

inmunoproteinas unidas a eritrocitos.

2.4.4 Citofluorometria de flujo

El uso de la citofluorometria de flujo para evaluar inmunoproteinas unidas a eritrocitos ha
encontrado muchos adeptos (94-96).

En esta técnica se unen los anticuerpos marcados con fluoresceina a los eritrocitos a estudiar y
estos pasan a través de una camara de flujo donde un laser de argén interactua con ellos. Los
impulsos resultantes de esta interaccidon se transforman en sefales digitales que son analizadas
en un sistema computarizado. La fluorescencia por célula se puede usar como una medida de
la concentracion de Igs unidas a la célula. Una ventaja de este método es que pueden
utilizarse 2 6 mas marcadores fluorescentes y de esta forma analizar diferentes
inmunoproteinas simultaneamente. El limite de deteccion de anticuerpos por este método es de

400 moléculas por célula por lo que no es tan sensible como otras técnicas.

2.4.5 Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA)

La utilizacion del ELISA para cuantificar inmunoproteinas unidas a eritrocitos se ha
incrementado con el pasar de los anos. Los estudios iniciales con células sensibilizadas “in
Vitro" confirmaron que los valores de densidad optica eran linealmente proporcionales a la
concentracion de los anticuerpos IgG (97). Se encontré ademas una buena correlacion entre
los resultados del ELISA y los obtenidos por la técnica de RIA para la cuantificacion de 1gG(98).
Este método se ha empleado para estimar la concentracién de IgG, IgA e IgM unida a los

eritrocitos de sujetos sanos y de pacientes con AHAI, asi como para la cuantificacién de
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las subclases de IgG (11). Una de la aplicaciones mas recientes de esta técnica en
inmunohematologia es la cuantificaciéon de autoanticuerpos eritrocitarios involucrados en la
patogenia de la AHAI (99).

2.5 Caracteristicas generales de los ensayos inmunoenzimaticos

Los ensayos inmunoenzimaticos muestran numerosas ventajas tales como: elevada sensibilidad
y especificidad, alta precision y exactitud, el uso de reactivos de larga vida y de una gran
variedad de cromogenos, asi como del empleo de un equipamiento relativamente barato. Estos
métodos constituyen el desarrollo ulterior de los radioinmunoensayos, que en lugar de los
peligrosos radioisotopos de corta vida media, se emplean enzimas como sustancias
marcadoras y se apoyan en tres caracteristicas bioldgicas fundamentales: la gran especificidad
de los anticuerpos, el elevado poder catalitico y la alta especificidad de las enzimas (100).

A través de la combinacion de la reaccion inmunoldgica con un indicador altamente sensible, el
efecto inmunoldgico se refuerza con la amplificacion enzimatica, de forma que se consigue una
elevada sensibilidad y detectabilidad de gran aplicacion en el diagndstico clinico (101). Gracias
a ello se han podido estudiar hormonas, farmacos, péptidos y proteinas, vitaminas, agentes
patdgenos, otros analitos y por supuesto los anticuerpos (102, 103). La reaccién antigeno-
anticuerpo se detecta mediante un cambio de color o la emision de luz, producidos por la
interaccion de la enzima y su sustrato. Ambos efectos son cuantificables y proporcionales a la
intensidad de la interaccién. La popularidad de las enzimas como elemento marcador se debe a
su enorme poder catalitico, su alta especificidad, el amplio espectro de sustratos que pueden
usarse y la gran estabilidad de los conjugados (100. 104). Las enzimas mas usadas en los
ensayos heterogéneos son: peroxidasa, fosfatasa alcalina. B-galactosidasa, glucosa oxidasa,
ureasa, glucoamilasa, acetilcolinesterasa, glutamato descarboxilasa y anhidrasa carbonica.
Entre ellas, la primacia la tienen las dos primeras. La peroxidasa es la enzima mas empleada,
son hemoproteinas que transfieren el hidrogeno de moléculas donadoras al peroxido de
hidrogeno. Se conjuga facilmente, tiene una elevada actividad catalitica y un gran numero de
cromoégenos que permiten la lectura fotométrica. Dentro de ellos la 3,3’,5,5-tetrametilbencidina
y el orto-fenilendiamina (OPD) son los mas empleados. Los substratos de depdsito como el 4-
cloro-1-naftol, 3-amino-9-etilcarbazol y el 3,3’-diaminobencidina, son muy apropiados para la

visualizacion de los resultados (104, 105)
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La fosfatasa alcalina es de mas dificil conjugacion, sin embargo, sus conjugados son muy
estables. Hidroliza numerosos ésteres de fosfato, o que le permite tener un gran nimero de
sustratos, entre ellos el cromogénico, para-nitrofenil fosfato, el substrato fluorogénico, 4-metil
umbeliferil fosfato, y el de depdsito 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato con azul de nitrotetrazolio
(104). Aunque la sensibilidad, para substratos cromogénicos, es inferior a la que puede
alcanzarse con la peroxidasa, la fosfatasa alcalina tiene como ventajas el ser menos
dependiente de factores que interfieren en la muestra, como la hemoglobina y la lectura, en la
mayor parte de los ensayos, puede hacerse sin que se requiera detener la reaccion (100). La
actividad enzimatica puede estimarse mediante fluorimetria, luminometria o colorimetria, como
medida de los productos solubles formados, o mediante sustratos de depdsito (106). Los
productos fluorescentes y Iluminiscentes brindan generalmente una superior sensibilidad,
detectabilidad y permiten una mayor dilucion de los inmunoreactantes, asi como una reduccién
del tiempo de ejecucion de los ensayos y del volumen de reaccion (104). Sin embargo, la
colorimetria sigue siendo el método mas empleado debido a la posibilidad que brinda de una
evaluacion visual y del uso de un equipamiento mas sencillo asi como de una mayor
estabilidad de los productos formados.

Clasificacion

Existen diferentes criterios de clasificacion para los ensayos inmunoenzimaticos; segun la
naturaleza del sistema pueden ser competitivos o no competitivos, conforme a la naturaleza del
conjugado se han identificado los ensayos con antigenos o anticuerpos marcados (100, 101).
La clasificacion mas usada se basa en si se requiere o no de procedimientos para separar las
fases del ensayo. De acuerdo con este criterio los se clasifican en heterogéneos y homogéneos
(101).

Los ensayos inmunoenzimaticos homogéneos se ejecutan sin una fase sélida y no requieren la
separacion entre los reactantes enlazados y libres. Su principio se basa en una inhibicién o
activacion de la reaccién enzimatica por el complejo antigeno-anticuerpo. En la reaccién
enzimatica de comprobacion la actividad catalitica se mide en comparacién con el conjugado
libre, lo que hace superflua la separacion de fases, razén por la cual se le denomina ensayo
homogéneo (104).

En estos ensayos aunque queda eliminada la fase de separacion, se introduce el riesgo de que
los componentes de la muestra puedan interferir en la actividad enzimatica. La principal
limitante de estos es que son menos sensibles que los heterogéneos, por Io que generalmente

no son empleados para la deteccidon de anticuerpos (101).
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En el ensayo inmunoenzimatico heterogéneo conocido con el nombre ELISA, se realiza una
separacion entre el inmunocomplejo formado sobre la fase sdlida y las biomoléculas no fijadas.
Esta separaciéon puede hacerse por aspiraciéon y lavado, con lo que se eliminan todos los
componentes de la muestra que podrian interferir en el ensayo (100, 104). La separacion entre
los inmunoreactantes libres y fijados puede hacerse también por la captura de los
inmunocomplejos de interés, filtracion, difusion radial y otros principios inmunocromatograficos
que han servido de base a ensayos rapidos, sencillos y que no requieren de equipamiento
costoso (104). No obstante, los lavados contintian siendo el procedimiento de eleccion y son
necesarios entre cada paso de reaccion, lo que obstaculiza la automatizacion. Esta limitante se
ha superado con el uso de ensayos, en un solo paso, en el que se afiaden simultaneamente
los inmunoreactantes, dirigidos contra diferentes epitopos donde se requiere lavar tan solo en el
paso previo al sustrato (107).

La técnica ELISA se fundamenta en que al acoplar antigenos solubles o anticuerpos a una
matriz solida insoluble, éstos conservan la actividad inmunoldégica ademas que estas
biomoléculas también pueden unirse a una enzima, reteniendo el conjugado resultante, tanto la
actividad enzimatica como inmunolégica (106). Su principal ventaja estd dada en su alto grado
de sensibilidad, detectabilidad, precision y exactitud, lo que hace que estos ensayos puedan
equipararse a los radioinmunoensayos, sin sus desventajas (105).

Existen diferentes clasificaciones para los ELISA basadas fundamentalmente en los principios
de reaccion. Los ELISA pueden ser competitivos o0 no competitivos. En los ensayos
competitivos, los anticuerpos o los antigenos son inmovilizados sobre la fase sélida y su unién
con el conjugado antigeno-enzima o anticuerpo-enzima, es inhibida por la presencia de un
analito no marcado en la muestra. En general la sensibilidad y detectabilidad de estos ensayos
es inferior a los no competitivos (101).

Los ensayos heterogéneos no competitivos pueden subdividirse de acuerdo al inmunoreactante
inmovilizado en, ensayos de captura de anticuerpos o de antigenos. Entre los primeros se
destaca el principio de ensayo indirecto, en el cual los antigenos capturan a los anticuerpos y la
reaccion se evidencia por el conjugado anti-inmunoglobulina-enzima, o proteina A-enzima, y la
degradacion ulterior del sustrato (100). Este método es el de eleccion para detectar anticuerpos
de clase IgG o IgA. Los anticuerpos IgM pueden investigarse previa absorcion de los
anticuerpos IgG, aunque este isotipo se estudia preferentemente con ensayos de captura (101).
Los ensayos indirectos presentan una alta detectabilidad que depende de la densidad de

epitopos de relevancia diagndstica presentes en la fase solida (100).
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El ensayo sandwich de doble anticuerpo es el ejemplo clasico de un método para la deteccion
de antigenos, el primer anticuerpo fijado a la fase sdlida captura el antigeno de la muestra que
es detectado a través del conjugado anticuerpo-enzima o amplificado con un conjugado dirigido
contra el segundo anticuerpo (sandwich doble anticuerpo modificado) (104).

En general los ensayos tipo sandwich son mas apropiados para la automatizacion de los
sistemas ELISA, ya que puede disminuirse un paso de reaccion afadiendo simultaneamente
muestras y conjugado, sin embargo, hay que prever las posibles interferencias del conjugado, a
elevadas concentraciones de antigenos o anticuerpos en la muestra (101). La detectabilidad de
todos estos ensayos puede incrementarse usando métodos de amplificacion no inmunoldgicos
(por ejemplo el sistema avidina-biotina y cascadas enzimaticas) o inmunoldgicos (por ejemplo el
sistema peroxidasa-antiperoxidasa) (100,104). La selecciéon de uno u otro principio depende
principalmente de los propédsitos del ensayo, la disponibilidad y calidad de los reactivos, asi

como de su utilizacién en la practica (104).

Adsorcion de biomoléculas a la fase solida.

En los ELISA es extremadamente importante la sensibilizacion de la fase sélida. En estos
ensayos hay una proporcionalidad entre el niumero de moléculas inmovilizadas sobre la matriz
solida y las que reaccionan en capas ulteriores (108, 109). Es vital .ademas, que la orientacion
de las moléculas inmovilizadas sea la correcta, por ejemplo, los anticuerpos deben unirse por el
fragmento Fe para permitir una interaccion adecuada con el antigeno. También son requisitos
necesarios que estas moléculas presenten una disociacion minima y que mantengan la
actividad biolégica (110). ElI nimero de moléculas adsorbidas en la primera capa es
aproximadamente de 100 ng/cm2 en plasticos normales, cuando se usan superficies de alta
captacion puede incrementarse alrededor de 400 ng/cm2 (108). La adsorciéon de las
biomoléculas depende principalmente de las fuerzas de atraccion mtermoleculares, basados en
polaridades eléctricas intramoleculares y estacionarias, mediadas principalmente en el primer
caso por grupos hidrofébicos y en el segundo por grupos hidrofilicos (110).

Se usan un gran numero de materiales y formas. Las matrices solidas particuladas, como
perlas o microparticulas, las membranas. Los formatos de tubos, tiras o placas, generalmente
brindan una mayor sensibilidad y detectabilidad al aumentar la superficie de contacto y
posibilitan disminuir los tiempos de reaccion (110). Las microplacas, son las matrices de

eleccion en los ELISA cuando se desea procesar un elevado numero de
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muestras (100, 108). Aunque existen un gran numero de materiales; cloruro de polivinilo,
polipropileno, acrilico, nitrocelulosa, entre otros, el poliestireno es el mas usado por su
excelente cualidad optica. Las microplacas de poliestireno pueden ser estandares o de alta
captacion. Estas ultimas ademas de los grupos hidrofébicos caracteristicos de este material,
tienen una fina red de grupos hidrofilicos capaces de establecer puentes de hidrogeno. La alta
energia requerida para la introduccion de atomos de oxigeno, nitrdgeno u otros grupos polares
al poliestireno puede ser producida por irradiacion gamma o beta. Esta modificacion produce
una superficie con excelentes propiedades para la captacion de moléculas hidrofilicas
(100.109,110)

Existen diferentes factores que determinan la adsorcion efectiva de la biomolécula a la fase
soélida. La velocidad de difusién de la biomolécula disminuye proporcionalmente al aumento del
volumen hidrodinamico, por consiguiente la velocidad y por tanto la adsorcion de las grandes
moléculas es menor que las pequefias. Segun sea su hidrofobicidad y el tipo de soporte sdlido,
se favorecera o no la adsorcion (106,108). A mayor concentracion se incrementa la adsorcion.
Las concentraciones entre 1-10 mg/mL son generalmente suficientes, aunque deben estimarse
en cada caso. Las concentraciones muy elevadas pueden provocar una disminucion de la
sensibilidad y la detectabilidad del ensayo (efecto gancho”) por la formacién de sobrecapas de
biomoléculas débilmente adsorbidas, que se liberan facilmente en los pasos subsiguientes
inhibiendo los inmunoreactantes en la fase liquida (100,108).

El tiempo y la temperatura de incubacion son directamente proporcionales a la adsorcion.
Generalmente un incremento de la temperatura aumenta la velocidad de difusion que favorece
la interaccidon entre la biomolécula y la fase sdlida. El tiempo debe ser definido en cada caso
para lograr una inmovilizacién efectiva. No obstante se conoce que cuando se prolonga
demasiado el tiempo o0 se aumenta excesivamente la temperatura, puede disminuir la adsorcién
por desnaturalizacion de las biomoléculas. Existe una relacion inversa entre tiempo y
temperatura que debe ser controlada estrechamente. De esta forma incubaciones de 2 - 4
horas a 37 °C son equivalentes a 16-20 horas a 2 - 8 °C. Generalmente esta ultima
combinacion es satisfactoria, aunque el tiempo y la temperatura 6ptimos son particulares para
cada biomolécula (104,106).

La adsorcion es mas fuerte cerca del punto isoeléctrico de la biomolécula, sin embargo el
amortiguador para la dilucién de esta se determina experimentalmente. El mas comun y de
mejores resultados es el carbonato / bicarbonato 0.05 M, pH 9.6. No deben emplearse

amortiguadores con elevada fuerza ionica, detergentes, u otras moléculas que puedan
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competir con los sitios de unién a la fase sdlida o aumentar la viscosidad de la solucién
(100,104).

La concentracion optima de recubrimiento con una temperatura, tiempo y amortiguador
definidos, habitualmente se determina cuando con el suero positivo empleado para este fin, se
alcance en el ensayo la mayor sefal (106,108). En la practica se prefiere recubrir a un ligero
exceso de material bioldgico, siempre y cuando se cumplan las condiciones anteriores. Los
posibles espacios libres pueden bloquearse con moléculas que no interfieran con el
inmunoensayo enzimatico, como la albumina sérica bovina, la gelatina, la leche descremada, la
caseina, sueros de diferentes especies animales y el tween 20 que ademas de ser un efectivo

detergente es un verdadero agente bloqueador(100,106,108)

2.5.1 Parametros de validacion de los ensayos inmunoenzimaticos

La validacién es el proceso establecido para la obtencién de pruebas convenientemente
documentadas y demostrativas de que un método es lo suficientemente fiable para producir el
resultado previsto dentro de intervalos definidos.

No existe un acuerdo universal acerca de la definicion de algunos parametros y a su vez el
mismo parametro puede ser determinado por diferentes métodos (111).

Los parametros estudiados en los ensayos cuantitativos son: precision, exactitud, linealidad,
rango o intervalo, limite de deteccién, limite de cuantificacion y selectividad.

Dentro de los parametros estudiados en aquellos ensayos en los que se realice un analisis
cualitativo se encuentran: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo, eficacia o coincidencia, estudios de concordancia y ancho de la zona “gris” como
medida de precision.

La precision se define como el grado de cercania o dispersiéon de los datos obtenidos para una
muestra procesada varias veces (111). Puede dividirse en:

Precisién intraensayo o repetibilidad: Es la precisién entre determinaciones independientes
realizadas en las mismas condiciones En este ensayo se analizaran muestras que hayan sido
procesadas independientemente, desde la preparacion hasta los resultados finales y usarse al
menos dos diferentes concentraciones del analito, alta y baja, aunque es preferible afadir una
muestra de concentracion media, o mas muestras si se quiere alcanzar una mejor evaluacion.
Una de éstas debe tener una concentracién préxima al valor de decisidon clinica, otra un valor
cercano al limite superior del intervalo analitico y la tercera un valor cercano al limite inferior. El

numero de repeticiones recomendado varia desde 5 a 10 (111,112).
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Precisién interensayo: Es la que se obtiene entre determinaciones independientes realizadas
bajo diferentes condiciones Se evaluan muestras con diferentes concentraciones, tal y como
anteriormente describimos. De cada muestra se hacen entre 3 a 10 replicados en un ensayo,
repitiendo este procedimiento al menos dos veces en dias diferentes para un total de 3
ensayos La precision interensayo permite también explorar la reproducibilidad del trabajo de un
laboratorio durante un periodo de tiempo determinado, para evaluar la ejecucion entre los
técnicos, la variacion entre laboratorios y lotes de reactivos (111,112).

Los ensayos inmunoenzimaticos, por su propio caracter, son menos precisos que las técnicas
quimicas, fisicas o bioquimicas, por lo que el criterio de validacion es menos riguroso. El
coeficiente de variacion [CV = (Desviaciéon estandar/ promedio) x 100] no debe superar el 10 %
en la prueba de precision intraensayo y el 20 % en la interensayo, siendo optimos los inferiores
al 5 % y al 10 % respectivamente (111,112). Sin embargo, las normas vigentes de la
Organizacion Mundial de la Salud admiten un rango entre el 5 % y el 20 % (113).

La exactitud es el grado de identidad de los valores analiticos obtenidos con cierto método y el
contenido real del analito en la muestra. Indica la capacidad del método analitico para dar
resultados lo mas proximo posible al valor verdadero. Si la diferencia entre el valor obtenido y
el valor verdadero es pequefa, la exactitud es buena. Con la evaluacion de este parametro se
investigan los componentes que influyen en la veracidad del método (error sistematico),
ademas de predecir la magnitud y la direccion del error (111). Para evaluar la exactitud se
recomienda efectuar los estudios siguientes (111).

Ensayo de recuperacion. Evalua la capacidad del método de recobrar una concentracion
exdgena de analito, afadida a una muestra con concentracion endogena libre de éste o con
baja concentracién. Se expresa y calcula matematicamente en forma de porcentajes de
recuperacion. Para su estudio se puede emplear una muestra de concentracién conocida que
se analiza de 6 a 10 veces, aunque es mas recomendable usar al menos tres cantidades
diferentes de analito, de forma tal que se abarque el rango analitico y analizarlas en triplicado.

* Ensayo de paralelismo o de dilucion. Este ensayo es usado también para evaluar la
linealidad. Para que los resultados de este método sean validos es esencial que el analito en el
estandar y las muestras tengan un comportamiento similar, por esta razon las diluciones no
deben afectar el resultado final. Con este ensayo se evalua el efecto matriz. Se utiliza el
diluente especificado y se preparan al menos tres diluciones de no menos cinco muestras que

se evaluan en triplicado.
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* Ensayo de comparacion de métodos. La comparacion con otro método de referencia tiene
como objetivo determinar la equivalencia de métodos analiticos diferentes y permite explorar,
ademas de la exactitud, la precision. Debe tenerse en cuenta que si se encuentran diferencias,
éstas pueden ser causadas por las propias limitaciones del método, por lo que estos estudios
nunca deben emplearse de forma aislada para evaluar el error sistematico. Este estudio se
puede llevar a cabo a concentracién unica del analito o preferentemente con varias
concentraciones diferentes que abarquen el rango analitico. El tamafio de la muestra debe ser
adecuado para permitir el estudio estadistico, y diferira en funcion del modelo estadistico
empleado para el tratamiento de datos.

En los estudios de exactitud pueden usarse varios métodos de calculo como el porcentaje de
recuperacion o través de un analisis de regresion (112). El porcentaje de recuperacion es un
procedimiento sencillo y eficaz para evaluar la exactitud. La recuperacion se define como el
error (%) entre el valor observado u obtenido y el real o esperado (valor obtenido en el ensayo
x 100 / valor esperado) y debe encontrarse entre el 90 % y 110 % (112).

La exactitud puede estudiarse calculando la recta de regresion entre los valores teéricos y los
obtenidos en el ensayo, previa verificacion de la homogeneidad de las varianzas para cada
punto de la curva con la prueba C de Cochran. El coeficiente de determinacion (Rz) debe ser >
0.98 y el de correlacion (r) > 0.99. Para confirmar si la recuperacion es satisfactoria o no, se
aplica la prueba t de Student. Si la t calculada es menor que la tabulada no existe diferencia
significativa, por lo que la exactitud es correcta (111).

El CV es también empleado en los ensayos de dilucion. Se basa en que al diluir una muestra
de concentraciéon conocida y luego de corregida por el factor de dilucion, los resultados deben
ser idénticos dentro del error experimental, por lo que el CV no debe superar el 10 % (111,112).
Se entiende como Linealidad la capacidad de un método analitico de obtener resultados
proporcionales a la concentracion de analito en la muestra, dentro de un intervalo determinado.
Se prefiere hablar de comportamiento lineal pues generalmente en los inmunoensayos
enzimaticos no existe )€l se, por lo que se emplean diversos métodos para linealizarla. Dentro
del término linealidad se incluye la proporcionalidad entre concentracion de analito y respuesta,
asi como el intervalo o rango de concentraciones de analito para los cuales el método es
satisfactorio. También se relaciona con la sensibilidad de calibrado o cociente diferencial entre
la sefial medida y la concentracidon de analito, y es igual al valor de la pendiente de la curva de
calibracion a una concentracion determinada (100,111,112).

Se puede evaluar con los estudios siguientes:
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® Ensayo de paralelismo: Descrito previamente. Ademas en este caso pueden usarse
muestras con concentraciones de analito sobre el rango analitico y preparar de 6 a 8
diluciones, analizando cada dilucién en triplicado. Se calcula el porcentaje de recuperacion vy el
CV con las concentraciones corregidas por el factor de dilucién y la recta de regresion. R2 yr
con los valores sin ajustar (106.111).

® El porcentaje de recuperacién debe encontrarse entre el 90 % y 110 %. El R’ debe ser >
0.98. r 2 0.99 y el intercepto con el eje de ordenadas no debe diferir estadisticamente de cero
en ajustes lineales. El CV de los factores de respuesta no debe ser superior al 10 % en los
inmunoensayos, aunque para otros tipos de ensayos de comportamiento lineal no debe exceder
del 5 % (106,111).

El rango es el intervalo entre el mayor y el menor nivel de analito que pueden ser medidos con
aceptable precision y exactitud. Puede medirse utilizando un disefo similar al empleado en los
estudios de exactitud y linealidad, lo que nos permite realizar el estudio del rango de forma
simultanea Una vez realizado todo este conjunto de ensayos, deberan cumplirse los criterios de
exactitud y precision en cada uno de los niveles del intervalo, asi como la linealidad a lo largo
del mismo (100,111).

El limite de deteccion ¢ detectabilidad es la menor cantidad de analito en una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones experimentales
establecidas. Es decir, la concentracion minima de una sustancia que genera una respuesta
consistentemente mayor que el fondo del ensayo. Para obtener el limite de deteccion se
analiza un blanco adecuado, o una muestra libre del analito estudiado. Aunque se ha sugerido
usar un numero pequefo, entre 6 y 10, de réplicas, es preferible usar un numero mayor, al
menos 20 (106,111).

Después de verificar la normalidad de la distribucion, se calcula el limite de deteccion,
adicionandole al valor medio de la sefal obtenida, 2 6 3 desviaciones estandar en los ensayos
con curvas de calibraciéon con pendiente positiva, como es el caso de los ELISA indirectos, o
sustrayéndole los valores correspondientes si la pendiente es negativa. La concentracion
correspondiente se obtiene interpolando este valor en una curva de calibracién apropiada que
incluya concentraciones bajas de anticuerpos contra el analito estudiado Una metodologia
sencilla para curvas lineales consiste en multiplicar 2 6 3 desviaciones estandar del blanco a la
concentracion de una muestra estandar y dividirlo entre la densidad optica de la muestra (100,
106,111).

El limite de cuantificacion: es la minima concentracién del analito que puede determinarse con

una precision y exactitud aceptables bajo las condiciones experimentales establecidas.
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El limite de cuantificacion es un término cuantitativo (menor cantidad medible), mientras que el
de deteccion es cualitativo (menor cantidad detectable) (105,106,111).

La selectividad se define como la capacidad del método para determinar el analito para el cual
esta disefiado, exactamente y sin que interfieran otros componentes de la muestra. Es una
caracteristica intrinseca del método, que depende del principio de la reaccion y del material que
se investiga. Los términos selectividad y especificidad se consideran equivalentes, aunque se
ha definido la selectividad como la capacidad de detectar separadamente sustancias diferentes
presentes en una misma muestra y especificidad la capacidad de detectar el analito sin
interferencia de ningun otro compuesto. Se evalla ensayando muestras que contengan
componentes estructuralmente cercanos al analito, u otros que pudieran interferir en los
resultados, tales como hemoglobina, lipidos, anticoagulantes, inmunoglobulinas dirigidas contra
otros antigenos relacionados con el estudiado y anticuerpos que reaccionen con los reactantes
(111).

Para diferenciar el término de sensibilidad usado en los ensayos cualitativos, se ha empleado
el término de sensibilidad diagndstica en oposicion a la sensibilidad analitica, que es definida
como la sensibilidad del ensayo a cambios en la concentracion del analito y depende de la
pendiente de la curva dosis-respuesta y de la imprecision en la determinacion de la
concentracion del analito. En los ensayos cualitativos la sensibilidad es definida como la
proporcion de muestras positivas o reactivas correctamente identificadas por la prueba
empleada (100, 105, 106, 109,111).

El valor predictivo positivo es la probabilidad que tiene un individuo de ser realmente positivo
cuando el resultado de la prueba que se le practica resulta reactivo. El valor predictivo negativo
es la probabilidad que tiene un individuo de ser negativo cuando el resultado de la prueba es
no reactivo (100,106).

Los valores predictivos (VPP, VPN), manteniendo la sensibilidad (S) y especificidad (E)
invariables, se modifican drasticamente de acuerdo con la prevalencia de la enfermedad,
marcador inmunoldgico, genético, bioquimico o de otra indole, estudiado en la poblacion. A
medida que la prevalencia (P) disminuye el VPN aumenta y el VPP disminuye (100). Esta
probabilidad se calcula segun el teorema de Bayes.

VPP =[SxP]/[SxP+(1-E)x(1-P)]

VPN=[E(1-P)]/[E(1-P)+(1-S)xP]

La eficacia o coincidencia es la capacidad general de un ensayo para detectar correctamente

todos los positivos y los negativos. Una eficacia optima se alcanzara con aquella técnica que
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no tenga falsos resultados positivos ni falsos negativos (100,105,106). Para el calculo de estos
Ultimos parametros deben estudiarse, siempre y cuando sea posible, al menos 100 muestras
representativas de la poblacion sobre la que la técnica sera utilizada, en las que se deben
encontrar muestras con diverso grado de positividad y muestras negativas (100,105,106.111).
Resulta muy util el uso de tablas de contingencia:

Referencia
Ensayo a evaluar Total
Resultados Positivos Resultados Negativos

Resultados Positivos VP (a) FP (b) a+b
Resultados Negativos FN (c) VN (d) c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

Donde:

VP = Verdaderos positivos o positivos correctamente detectados.
FP = Falsos positivos.

VN = Verdaderos negativos o negativos correctamente detectados.
FN = Falsos negativos.

Sensibilidad =[a / (a + ¢)] x 100

Especificidad = [d / (b + d)] x 100

Valor predictivo positivo = [a / (a + b)] x 100

Valor predictivo negativo = [d / (c + d)] x 100
Eficacia=[(a+d)/(a+b +c+d)]x 100

Estudios de concordancia:
Cuando se requiere la evaluacion de diferentes métodos frente a un mismo panel de sueros de
referencia, se usan estudios de concordancia (o eficiencia), como son la prueba de Mac Nemar

y el mas usado indice Kappa (100,105,106,111):
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Ensayo estudiado Referencia Total

Resultados Positivos Resultados Negativos

Resultados Positivos a b a+b
Resultados Negativos c d c+d
Total a+c b+d n=a+b+c+d

Procedimiento de calculo:

K = (po - pe) / (1 - pe)

Donde:
po=(a+d)/n
pe=(P+N)/n

Concordancia en el caso de positivos P = [{(a+b)/n}x{(a+c)/n#]xn
Concordancia en el caso de negativos N = (c + d) - {(a + c) - P}

El indice de concordancia (K) puede clasificarse en 5 grupos distintos:
Concordancia Kappa

Deficiente < 0.20

Regular 0.21 - 0.40

Moderada 0.41 - 0.60

Buena 0.61-0.80

Muy buena 0.81-1.00

En la practica, cualquier valor de Kappa < 0.5 denota una baja correlacion. Un problema del
uso de este indice es que los valores dependen de la proporcion (prevalencia) de muestras de
cada categoria, haciendo que no sea posible la comparacién de diferentes indices procedentes
de estudios distintos (100,105,106,111).

Ancho de la zona “gris” como medida de precisién: La zona “gris” es aquella en la que los
resultados no pueden clasificarse con certeza como positivos 0 negativos, o son claros pero no
reproducibles. El ancho de esta zona es importante y define la precision de un ensayo
cualitativo, que sera mayor a medida que sea mas estrecha (100,105,106,111). Se evalla
preparando varias diluciones de una muestra de referencia, analizando al menos 20 replicados
de cada dilucién en orden aleatorio y registrando los resultados en positivos o negativos, segun

el valor de corte definido para el ensayo. El valor de discriminacion
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correspondera a la dilucién en la que se obtenga el 50 % de resultados positivos y la zona gris

se extendera entre el 5 % y el 95 % de resultados positivos (100,105,106.111).

2.6 AHAI inducida por drogas

Los primeros casos descritos de AHAI por autoanticuerpos inducidos por drogas se relacionaron
con la administracion de alfa metildopa (2). Después de esta observacion otras drogas han sido
identificadas como inductoras de autoinmumdad contra eritrocitos. Los hallazgos serolégicos de
estos casos son indistinguibles de los asociados a las AHAI (3).

Se han sugerido diferentes mecanismos para explicar la induccién de la autoinmunidad por
drogas. Unos se apoyan en que la droga altera los antigenos del hematie siendo estos
reconocidos como ajenos por el sistema inmune (13). También en ensayos “In Vitro” se ha
demostrado que la droga interfiere en la funcion de las células T supresoras lo que facilita la
produccion de autoanticuerpos por las células B. Otros estudios no confirman estos resultados
(114).

Los hallazgos inmunohematoldgicos relacionados con la induccion de autoanticuerpos por la alfa
metildopa son los siguientes: PAD positiva en aproximadamente el 15 % de los pacientes que
reciben tratamiento con dicho farmaco, pero solo entre el 0.5 y el 1 % desarrollan anemia
hemolitica. En los eritrocitos se identifica IgG y raramente C3. La PAD puede ser positiva a los 6
meses después del tratamiento y disminuir progresivamente después que es suspendido el
farmaco (13).

Los pacientes con autoanticuerpos eritrocitarios sin manifestaciones clinicas de anemia
hemolitica deben ser cuidadosamente monitoreados seroldgica y hematolégicamente. Es de valor
en estos casos la realizacion de la prueba de antiglobulina indirecta. En los pacientes con PAD
positiva y PAIl negativa la anemia hemolitica es improbable. En los que ambas pruebas resulten
positivas hay alto riesgo de aparicion de la anemia hemolitica inducida por el tratamiento con el
medicamento (13).

El interferon desde su descubrimiento se ha usado en el tratamiento de enfermedades malignas.
Los mejores resultados en el tratamiento de las hemopatias malignas se han obtenido en la
leucemia de células peludas y en la leucemia mieloide crénica (115). Numerosos informes han
documentado la modificacion de algunos parametros de la respuesta inmune por esta droga
como son: un incremento en la actividad de las células asesinas naturales, alteraciones en la
actividad supresoras de los linfocitos y un incremento de la expresion de las moléculas de clase |

del sistema principal de histocompatibilidad.
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Estos parametros se han relacionado con la induccion de autoinmunidad por el interferon alfa
(IFN a) (115).

Asociado con el tratamiento con este farmaco se ha detectado la presencia de autoanticuerpos
en relacion con enfermedades autoinmunes como la hepatitis autoinmune la anemia perniciosa,
enfermedades del tiroides y vasculitis (14). Por otra parte se ha sefialado que en el 15 al 20% de
los pacientes con tratamiento con IFN a se observan sintomas de enfermedades autoinmunes.
La AHAI se ha identificado en un reducido numero de casos pero en general existen pocas

comunicaciones sobre el tema (14).

2.7 AHAI por anticuerpos frios

En este grupo de AHAI se identifican el sindrome de aglutininas frias y la hemoglobinuria
paroxistica a frigore.

El SAF es el tipo mas comun de anemia hemolitica asociada con autoanticuerpos frios vy
representa del 16 al 32 % del total de casos con hemolisis autoinmune. Este sindrome se
manifiesta de forma aguda o crénica. La forma aguda es secundaria a enfermedades
linfoproliferativas o a la infeccion por Mycoplasma pneumoniae. La forma crénica se observa en
pacientes de edad avanzada con manifestaciones de anemia ligera o moderada (2).

El fragmento C3 del complemento es la uUnica proteina detectada en los hematies. Los
autoanticuerpos frios son de la clase IgM y se unen a los hematies en la circulacion periférica a
temperaturas inferiores de 32°C. La IgM activa la cascada del complemento y particularmente
promueve la unién del C3b a los eritrocitos. Al circular el eritrocito por areas donde la
temperatura es mayor, los autoanticuerpos se disocian y solo queda unido a los hematies el
complemento. La accién de los factores | y H provoca que el C3b sea transformado a C3bi y a
C3dg (13).

En el suero de estos pacientes se identifican autoanticuerpos IgM reactivos a bajas temperaturas
denominados crioaglutininas con especificidad para el antigeno | de grupo sanguineo Las
crioaglutininas muestran titulos superiores a 1:1000 en periodos de incubacion de 12 horas a
4°C. Estas son capaces también de aglutinar los hematies a 37°C en presencia de albumina. Es
importante tener en cuenta este aspecto ya que los autoanticuerpos frios se consideran
"naturales" y estan presentes en la mayoria de los individuos sanos pero en titulos inferiores a
1:64 e incapaces de reaccionar con los hematies a 37°C (3,116).

La hemoglobinuria paroxistica a frigore es poco frecuente. En el pasado se encontré asociada a

la sifilis Aparece comunmente como un proceso agudo ocasional secundario a
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infecciones virales particularmente en nifios y puede presentarse como una enfermedad cronica
idiopatica en personas de edad avanzada (13).

Los autoanticuerpos causantes de la HPF son de la clase IgG con especificidad para el antigeno
P de grupo sanguineo. Al igual que las crioaglutininas, estos autoanticuerpos reaccionan con los
eritrocitos en las areas de menor temperatura, generalmente en las extremidades, lo que
ocasiona la deposicién del fragmento C3 del complemento y se separa e los hematies en las
areas de mayor temperatura corporal. La PAD solo detecta el C3 unido a los hematies (13).
Estos autoanticuerpos se comportan “In VItro” como una hemolisina bifasica ya que se unen a los
hematies a bajas temperaturas y provocan su lisis a 37°C en presencia de suero fresco como
fuente de complemento. Esta es la prueba fundamental para el diagnéstico de la enfermedad

conocida como prueba de Donath-Landsteiner en honor a sus descubridores (3).
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Capitulo Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1Diagnostico de AHAI

El diagnéstico de la AHAI en los pacientes se realizé por una disminucion de la hemoglobina
inferior a 120g/L, un incremento de los reticulocitos superior al 2% y de la bilirrubina no
conjugada en valores superiores a 13.7 ymol/L (cuando estuvo disponible) y la deteccion de
autoanticuerpos eritrocitarios reactivos a 37°C asi como la ausencia de autoanticuerpos frios de
importancia clinica, excluidos por un titulo de crioaglutininas dentro del rango normal y un
resultado negativo en la prueba de Donath-Landsteiner (D-L). El diagndstico se apoyo a su vez
con el hallazgo en el medulograma de una hiperplasia del sistema eritropoyético con cambios
megaloblasticos y con coloracién azul de prusia positiva, que evidencia la acumulacion de
hierro producto de la hemolisis. EI hemograma se realizé por las técnicas convencionales y sus
resultados se obtuvieron de la historia clinica. Todos los casos fueron investigados en el
Departamento de Inmunohematologia del Instituto de Hematologia e Inmunologia en el periodo

comprendido entre Octubre del 1995 y Septiembre del 2001.

3.2 Pruebas inmunohematoldgicas

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncidn venosa y se colectaron en tubos que
contenian EDTA al 5%. Posteriormente la sangre total colectada se centrifugd a 270 x g
durante 8 minutos a temperatura de 20-22°C y se elimino el plasma y la capa leucoplaquetaria.

Los eluatos se obtuvieron por el método del éter a partir de 1 mi del concentrado de hematies
lavados 10 veces por centrifugacion con 10 volumenes de solucion salina fisiolégica al 0.9%. Al
paquete de hematies lavados se le afiadid 1 mi de solucion salina balanceada de fosfato 0.15
mol/L, pH 7.2 (SSBF) con albumina bovina al 0.4% y 1 mi de éter dietilico (Merck). La mezcla
se incubd 10 minutos a 37°C en bafo de agua. Posteriormente se centrifugd a 270 x g durante
3 minutos y se elimind la capa superior de éter. El eluato con hemoglobina libre se transfirid a
un tubo de cristal y se incub6 a 37°C durante 15 minutos para evaporar los residuos de éter
(3). Se obtuvo un promedio de 1 mi de eluato por cada muestra extraida que fueron
almacenados hasta su uso a -30°C.

A los pacientes se les realizaron las siguientes determinaciones: la PAD y la prueba de
antiglobulina indirecta (PAI) con suero de Coombs poliespecifico obtenido en nuestra institucion
segun los criterios de calidad establecidos (3,117). La presencia de autoanticuerpos de los

isotipos IgG, IgA e IgM y del fragmento C3 del complemento en los
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hematies se determind en la PAD con suero antiglobulina humana monoespecifico anti-IgG
(Dako), anti-IgA, anti-IgM y anti-C3 (Behring). La PAD se realiz6 por la técnica de tubo con la
adicion de 50f.iL de la suspension al 5% en solucién salina al 0.9% de los hematies del
paciente previamente lavados tres veces con esta solucion y 100uL del suero antiglobulina
poliespecifico o monoespecifico en dependencia de la determinacion. Posteriormente los tubos
se centrifugaron a 250g durante 30 segundos y se realizé la lectura de la aglutinacion
resuspendiendo el boton suavemente La presencia de aglutinados se considerd un resultado
positivo y su ausencia se clasifico como negativo (3). La PAI se realizé con la adicién a tubos
de 507L de la suspension al 5% de los hematies testigos pertenecientes a un panel de trabajo
y 100j.iL del suero del paciente o el eluato de los hematies. La mezcla se incub6é a 37°C
durante 30 minutos y se lavaron los hematies tres veces con solucién salina al 0.9% previo a la
adiciéon de 100 pL del suero antiglobulina poliespecifico o monoespecifico La lectura de la

aglutinacion se realizé de acuerdo a lo explicado con anterioridad (3).

3.3 Desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion de IgG, IgA e IgM
asociadas a los hematies.

3.3.1 Componentes del ELISA para cuantificar IgG, IgA e IgM asociada a los hematies.

Recubrimiento: El proceder se realizd en placas de poliestireno de 96 pocilios de fondo plano
(Nunc, Immunoplates) que se recubrieron con 100 pl ,en el pocilio correspondiente, de la
fraccion 1gG de anticuerpos de carnero anti-IlgG(y), anti-lgA(a) o anti-lgM(u) humano (Sigma) en
solucion balanceada de carbonato bicarbonato 0.05M, pH 9,6.

Lavados: Se realizaron cuatro lavados seguidos de cada paso de incubacion con solucion
salina balanceada con fosfato 0.15 mol/L pH 7.2 y Tween 20 al 0.05% (SSBF-Tw-0.05), a
excepcion de los lavados efectuados posterior al recubrimiento donde se empleé como solucién
de lavado SSBF-Tw al 0.2%.

Curva de calibracion: Se utilizé como analito el suero humano de concentracion conocida Nor-
Partigen (Lot 0488181, Behring, WG) diluido en SSBF-Tw -0.05% con albumina bovina al 0.4%
(SSBF-Tw-A) en concentraciones desde 0.0025 ug hasta 0.07 pg de IgG, IgA e IgM por mi. Se
dispensé 100 pl de cada concentraciéon del analito.

Controles: Como controles positivos se seleccionaron los eluatos de los hematies de pacientes
con AHAI que mostraron una aglutinacion en la PAD de 4+, 2+ y 1+ con el suero de Coombs
monoespecifico anti-lgG (Dako, UK) y de 3+, 2+ y 1+ con los sueros de Coombs

monoespecificos anti-IlgA y anti-lgM (Behring, WG). Para el control normal del ensayo se
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seleccioné una mezcla de eluatos de hematies, obtenido por el método del éter descrito
previamente, proveniente de 10 donantes de sangre.

Blanco: Como blanco del ensayo se utilizé la SSBF-Tw 0.05% con albumina bovina al 0.4%
Conjugados: Se utilizaron la fraccion IgG de carnero anti-Fc de la I1gG, IgA e IgM humana
(Sigma) marcados con peroxidasa y diluidos en SSBF-Tw-A. La cantidad afadida del

conjugado fue de 100 pl por pocilio.

Sustrato: Se dispenso 100 ul por pocilio de una solucion de 0.24 mg/ml de OPD (Merck) en
tampon de acido citrico pH 5.0 con perdxido de hidrogeno al 0.024%. Las placas fueron
incubadas con esta solucién 15 minutos en camara oscura y se detuvo la reaccion con la
adicion de 100 pl de H,S0, 2 M.

Lectura: Las densidades opticas de cada muestra en duplicado se leyeron a 492 nm en un
lector de microelisa (Titertek Multiscan, Flow Lab).

Célculo de las concentraciones: Las concentraciones de inmunoglobulinas (Igs) en los eluatos
de los hematies fueron calculadas a partir de los valores de las densidades Opticas que se
interpolaron en un grafico de densidad optica contra concentracion conocida de IgG. IgA e IgM
humana a partir de la curva patron. Para el calculo de los resultados se multiplicéd por el factor
de dilucion de la muestra.

Calculo del numero de moléculas por hematie: El resultado se expresé como un aproximado
del numero de moléculas de Igs por hematie con el uso del numero de Avogadro y del peso
molecular de la IgG o IgA (160.000 daltons) y de la IgM (970,000 daltons). De acuerdo al
numero de Avogadro 1 ug contiene 370 X 10'° moléculas de 1gG o IgA y 62 X 10" moléculas
de IgM. El numero de moléculas de Igs por hematie es igual a la concentracion de Igs en ng/
mi del eluato multiplicado por el numero de moléculas de Igs en 1fig y dividido entre el numero
de hematies en 1 mi (1.1 x 10" hematies).

3 3.2 Determinacion de las condiciones 6ptimas del ensayo.

Ajuste de las concentraciones optimas de los recubrimientos y de los conjugados.

En este ensayo los recubrimientos se incubaron de 16 a 18 horas de 2-8°C, los controles y
calibradores 1 hora a 37°C al igual que los conjugados. Las concentraciones empleadas de los
calibradores fueron de 0.0025, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07 ng/ml de IgG, IgA
e IgM La elecciéon de estas condiciones de incubacion y de las concentraciones de los
calibradores se realizé de acuerdo a que éstas fueron las mas frecuentemente reportadas en la
literatura para este tipo de ensayo (89,90,94). Las concentraciones evaluadas de los

recubrimientos fueron de 1, 3, 5y 7 ug/ml. Las diluciones ensayadas de los
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conjugados anti-IgG y anti-IgM fueron de 1:500, 1:1000, 1:3000, 1:5000 y 1:7000, y para el anti-
IgA de 1:500, 1:1000, 1:3000 y 1:5000.

La seleccion de la concentracion de los recubrimientos y de las diluciones de los conjugadQS
se realizé teniendo en cuenta la combinacion de estos que mostrara el valor mayor de la K de
discriminacion y el mejor coeficiente de correlacion ( r ). El valor de K se calculd dividiendo el
valor de densidad 6ptica del control débil positivo, con aglutinacion de 1+ en la PAD, entre el
valor de densidad optica del control normal.

Ajuste del tiempo de incubacion de la muestra y de los conjugados:

En este paso se utilizé la mejor combinacion de la concentracion del recubrimiento y de las
diluciones de los conjugados seleccionados anteriormente. Se evalué a temperatura de 37°C
los tiempos de incubacion para la muestra de 30, 60 y 90 minutos y de 15, 30 y 60 minutos
para los conjugados. Las condiciones de tiempos de incubacién o6ptimos se seleccionaron
teniendo en cuenta la K de discriminacién y el coeficiente de correlacion como se explicd

previamente.

3.3.3 Evaluacion del efecto de la hemoglobina y del éter contenido en los eluatos en la
cuantificacion de Igs por el ELISA.

Para este ensayo se obtuvo hemoglobina a partir de hematies humanos de la siguiente forma:
Se colectaron 6 ml del paquete de hematies de una mezcla de 10 donantes de sangre del
grupo sanguineo O positivo. La muestra se dispensé en volumenes de 1 ml en tubos de
centrifuga. Los hematies se lavaron 10 veces con SSBF y se les anadid 1 ml de solucién
hipoténica de lisado 5 M de fosfato de sodio pH 7.4. Posteriormente, se incubé 10 minutos a
37°C, se colectdé la hemoglobina libre por centrifugacion a 370 g durante 30 minutos y se
desecho la capa de estroma. La hemoglobina fue dializada contra 20 volumenes de SSBF
durante 16 horas.

Las diferentes concentraciones de la curva de calibracion de IgG, IgA e IgM humanas se
prepararon a partir de un suero humano de referencia (Nor-Partigen, Behring) y se utilizé para
su dilucion la solucién de hemoglobina. A cada una de las concentraciones se le afiadio igual
volumen de éter y se incubaron a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente, se retird la capa
de éter y se evaporo a 37°C. A cada muestra se le afadié albumina bovina al 0.4% y Tween
20 al 0.05%. Como blanco de este ensayo se usé una muestra de la soluciéon de hemoglobina
tratada con éter sin la adicion de Igs. Los pasos siguientes se realizaron acorde a los

parametros funcionales del ensayo explicados anteriormente.
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Se compararon las pendientes y las elevaciones de las curvas preparadas en la solucion de
hemoglobina y tratadas con éter con la curva en la que se utilizé como diluente la SSBF-T-A.
La comparacion se realizé por la t de Student para comparar dos pendientes y dos elevaciones
Se considero significativo una p< 0.05.

Por otra parte y con el objetivo de conocer si era posible que la hemoglobina se adsorbiera a la
fase solida y produjera una sefnal inespecifica, se afadio en triplicado 100 ni de la solucion de
hemoglobina no diluida y de las diluciones 1:5, 1:10, 1:100 y 1:500 en SBTF-Tw-A en pocilios

sin recubrir incubandolos en iguales condiciones que las muestras.

3.3.4 Parametros de validacion.

Evaluacion de la linealidad de la curva estandar:

Con el objetivo de conocer el intervalo de concentracion en el cual el ensayo era lineal, se
estudiaron 10 replicas de diferentes concentraciones del patron de IgG, IgA e IgM humano
(Norpartigen, Behring). Se realizé una dilucion inicial ajustada a 0.1 ug/ml a partir de la cual se
prepararon las concentraciones 0.0025, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06. 0.07, 0.08.
0.09 y 0.1 ug/ml de IgG, IgA e IgM Con los resultados obtenidos se selecciond el ensayo de
regresion que mostrara un coeficiente de determinacién R*>0.98 y de correlacién r > 0.99. Una
vez seleccionado el intervalo en que el ensayo tenia utilidad analitica se procedié a evaluar la
linealidad tomando los 5 primeros y ultimos puntos de la curva de calibracion por separados.
Este procedimiento se llevé a cabo con el propdsito de explorar si la curva era igualmente lineal
en todo su intervalo analitico.

Precision:

Para evaluar la repetibilidad (imprecision intraensayo) se emplearon tres eluatos obtenidos a
partir hematies de pacientes con AHAI con autoanticuerpos de los isotipos I1gG, IgA e IgM que
mostraron diferentes puntuaciones de la aglutinacion en la PAD y dos eluatos de donantes de
sangre (controles normales), asi como también un suero de concentracién conocida
(Immunotrol, Bio-Merieux) que se ajustd a una concentracién de 0.052 ug/ml de IgG, IgA o IgM
De cada muestra se montaron 10 réplicas. Para evaluar la reproducibilidad (imprecision
interensayo) se tomaron las mismas muestras anteriores y se montaron por duplicado durante
20 dias consecutivos. Se calculo la X, la DE y el coeficiente de variacion (CV). Se utilizé como
criterio un CV menor del 10% en la repetibilidad y menor del 20% en la reproducibilidad (111).
Exactitud:
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La exactitud se estudio a través de un ensayo de recuperacion y de paralelismo. Recuperacion:
A 6 muestras libres de analito se le afiadieron cantidades conocidas de 1gG, IgA e IgM humana
(Immunotrol, Bio-Merieux) para obtener concentraciones de IgG de 0.006, 0.025. 0.035, 0.045,
0.055 y 0.065 pg/ml, de IgA de 0.005, 0.011, 0.023, 0.047, 0.055 y 0.061ng/ml y de IgM de
0.012. 0.018, 0.037, 0.045, 0.055 y 0.068 pg/ml. Se calculd el porcentaje de recuperacion a
partir del valor de la concentracion obtenida y el valor esperado ([valor obtenido / valor
esperado] X 100). El porcentaje de recuperacion debe encontrarse entre el 90% y el 110%
(100,111).

Paralelismo:

Se seleccionaron tres eluatos de hematies de pacientes con AHAI con autoanticuerpos de los
isotipos IgG, IgA e IgM y dos eluatos de donantes de sangre. A cada eluato se le realizaron
diluciones en SSBF-T-A. La eleccion de las diluciones se realizé teniendo en cuenta que
mostraran densidades opticas dentro del intervalo analitico del ensayo. Los resultados de las
concentraciones de Igs obtenidas en el ELISA de cada una de las diluciones fueron
multiplicadas por el factor de dilucion de la muestra para verificar que no se afecta el resultado
final. Los resultados se interpolaron en un grafico de dilucion de la muestra contra
concentraciones de Igs. Las curvas resultantes deben mostrar pendientes con tendencia a un
valor cero.

Limite de deteccion: Se asumié como criterio de limite de deteccion la concentracion de IgG.
IgA o IgM correspondiente al valor de densidad optica de la media (X) del blanco del ensayo,
mas tres veces su desviacion estandar (DE). La media se calculd a partir de 20 réplicas del
blanco (SSBF-T-A) (100,111).

Perfil de precision: Se obtuvo a partir de la realizaciéon de 3 ensayos con 10 réplicas para cada
punto de la curva. Se calcul6 el CV de cada una de las concentraciones de la curva (100.111).
Limite de cuantificacion: Se asumié como criterio de limite de cuantificacion el niumero de
moléculas de Igs que correspondid a la minima concentracion de la curva estandar medible
con buena precision y exactitud (100,111).

3.3.5 Cuantificacion de IgG, IgA e IgM en los hematies de individuos sanos y de pacientes con
AHAI

Se cuantificod el numero de moléculas de IgG, IgA e IgM por hematies en el eluato de 200
donantes de sangre con PAD negativa, 60 pacientes con AHAI y PAD positiva y en dos
pacientes con AHAI y PAD negativa. En 39 casos la AHAI se considero idiopatica y en el resto

estuvo asociada a lupus eritematoso sistémico (4 pacientes), infecciones respiratorias
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(4 pacientes), leucemia linfoide cronica (4 pacientes), tratamiento con metildopa (3 pacientes),
hepatitis cronica activa (3 pacientes), mieloma muiltiple (2 pacientes), leucemia linfoide aguda (2
pacientes) y linfoma no Hodgkin (un paciente). El rango de edad de los pacientes fue de 1-84
afos (mediana: 45 afos); 41 del sexo femenino y 21 del masculino. Todos los pacientes con
PAD positiva presentaron autoanticuerpos de la clase IgG acompanados en 11 y 6 pacientes
de autoanticuerpos de los isotipos IgA e IgM, respectivamente.

Los eluatos de los donantes se utilizaron sin diluir o diluidos 1:5 mientras que los de los
pacientes fueron investigados en diluciones seriadas en SSBF-T-A para asegurar que las

densidades Opticas obtenidas estuvieran en el intervalo analitico del ensayo.

Calculo del valor de corte del ensayo:

Con los resultados del numero de moléculas de IgG, IgA e IgM obtenidos en los donantes de
sangre se realizo la distribucion de frecuencias mediante el método de Kolmogorov-Smirnov (K-
S) utilizando el paquete Statistic 6.1. De comprobarse una distribucion normal de los datos. (K-
S. p>0.05), se asumio como valor de corte del ensayo la media del nimero de moléculas de
Igs por hematie mas tres desviaciones estandar, con lo que se excluye el 99.7% de la
poblacion normal. Cuando el valor de corte del ensayo mostré6 un valor menor al intervalo
superior de numero de moléculas de Igs por hematie obtenido en los donantes de sangre,
(ejemplo: valor de corte 49 con intervalo 1-81) se realizaron las siguientes investigaciones
adicionales que se describen a continuacion.

Los eluatos de los donantes de sangre que mostraron valores de numero de moléculas de Igs
por hematie entre el valor de corte y el valor superior de numero de moléculas de Igs por
hematie fueron concentrados con polientilenglicol (PEG). En cada caso se utilizaron 10 mi del
eluato que fueron dispensados en membrana de didlisis la que fue recubierta con PEG 6000
para concentrar la muestra hasta un volumen de 1 mi (99). La presencia de autoanticuerpos se
investigd en técnica de antiglobulina indirecta con los eluatos concentrados (118). Se
seleccioné como valor de corte el numero de moléculas de Igs por hematie en los donantes en
los que se detectaron los autoanticuerpos de los isotipos investigados con los eluatos
concentrados. De no detectarse autoanticuerpos con los eluatos concentrados se selecciond
como valor de corte el numero inferior de moléculas de Igs por hematie obtenido en los
pacientes con AHAI con presencia de autoanticuerpos de los isotipos analizados.

Correspondencia entre el ELISA y la prueba de antiglobulina directa

43



Capitulo lll. MATERIALES Y METODOS

Para relacionar los patrones de aglutinacién con el numero de moléculas de 1gG, IgA e IgM
obtenido en el ELISA se evalué la puntuacion de la aglutinacion en la PAD (3) con el suero
monoespecifico anti-IgG en 42 pacientes con autoanticuerpos de la clase IgG y en la totalidad
de los casos con autoanticuerpos de las clases IgA e IgM con los sueros antiglobulimcos anti-
IgA y anti-IgM. Se estratificaron los valores de aglutinacién con el numero de moléculas de
cada Ig por hematie obtenidos en el ELISA. La puntuacion de la aglutinacion se determiné
segun lo recomendado por la Asociacion Americana de Bancos de Sangre como se describe a

continuacion (3).

Aglutinacion Descripcion Puntuacion
4+ Un solo cumulo grande en un fondo claro 12
3+ Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro 10
2+ Aglutinados pequefios, de igual tamafio, en un fondo rojo 8
1+ Aglutinados muy pequefios, pero definidos, en un fondo rojo 5
+/- Pequefios aglutinados no definidos, que pueden resultar dudosos 3
0 Ausencia de aglutinacién 0

La evaluacion de la especificidad y sensibilidad diagnéstica, asi como la eficacia o coincidencia

se describiran en 3.4.

3.4 Comparacion entre la prueba de antiglobulina directa, la técnica de microplacas y el ELISA
en la deteccion de autoanticuerpos en los hematies de pacientes con AHAI.

El estudio abarcé una muestra de 117 pacientes con AHAI; 98 adultos (66 femeninos y 32
masculinos) y 19 nifios (10 femeninos y 9 masculinos). El rango de edad de los pacientes
adultos fue de 20 a 75 affos y de 1 a 16 afios para los nifios. En el 50% de los casos la AHAI
se considerd idiopatica (8 casos con sindrome de Evans-Fisher) y en el resto estuvo asociada
a otras enfermedades: 17 pacientes con hemopatias malignas, 5 con tumores sélidos, 5 con
otras enfermedades autoinmunes, 25 con infecciones virales, 4 secundarios al tratamiento con
alfa metildopa y 3 asociados con otras entidades.

Para la determinacion de la especificidad y la sensibilidad de las técnicas utilizadas se
estudiaron 3 pacientes con anemia drepanocitica y 2 con mieloma multiple. Estos ultimos con
anemia secundaria a su enfermedad pero sin manifestaciones de hemolisis. Se analizaron
ademas 35 casos con anemia y PAD negativa, de los cuales 10 habian sido diagnosticados
como esferocitosis hereditaria, 3 con deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, 2 con

hemoglobinuria paroxistica nocturna, 2 con purpura trombocitopénica
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trombotica. 16 con anemia por déficit de hierro, y 2 con anemia por déficit de vitamina B,,.
Ninguno de los pacientes de este grupo habia recibido transfusiones de sangre en los ultimos
tres meses antes del estudio.

Los autoanticuerpos fueron investigados en el eluato por el método del éter en la técnica de
microplacas y a través del ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la cuantificacion de Igs
referido anteriormente. Los valores positivos en el ELISA se determinaron de acuerdo al valor

de corte del ensayo descrito en 3.3.5.

3.4.1 Técnica de microplacas (Mp) para la deteccion de autoanticuerpos eritrocitarios en el eluato
de los hematies (119).

Se sensibilizé una mezcla de hematies de donantes de sangre de grupo O y de fenotipo Rh,
R.R,, RR, y rr, con cada uno de los eluatos de los pacientes de la siguiente forma: En tubos de
cristal de 12 x 75 mm se anadieron 10uL de la mezcla de hematies de donantes y 100uL de
los eluatos, los que se incubaron a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, los hematies se
lavaron tres veces con solucién salina al 0,9% y se resuspendieron al 0,5% en solucioén salina
En microplacas rigidas de 96 pocilios de fondo en V (Greiner) se mezclaron, en el pocilio
correspondiente, 25uL de la suspension de los hematies sensibilizados con 25uL de las
diluciones de los reactivos antiglobulinicos monoespecificos. Los reactivos utilizados fueron:
anti-lgG (Dako), anti-lgA y anti-lgM (Behring) en las diluciones 1:20. 1:40 y 1:20.
respectivamente, en solucion salina balanceada de fosfato 0.15 mol/L, pH 7.2 (SSBF) que
contenia suero fetal bovino al 1%. Como controles positivos se utilizaron hematies
sensibilizados con anticuerpos anti-D de los isotipos 1gG, IgA y anticuerpos anti-Le’ de la clase
IgM y como control negativo hematies del grupo O no sensibilizados. La placa se incub6 12
horas a 4°C y la lectura se realiz6 después de inclinarla en un angulo de 45° durante 10
minutos. Se considerd un resultado positivo la presencia de un botén de hematies en el fondo
del pozo y como negativo el corrimiento de los hematies hasta los bordes externos del pozo.

La presencia de autoanticuerpos en los pacientes con AHAI que mostraron resultados negativos
en esta técnica se investigd en la PAI con los eluatos concentrado en PEG como se describid
en 3.3.5.

Se utilizé la prueba Chi-cuadrado (X) para la comparacion entre la PAD, la Mp y el ELISA en la
deteccion de autoanticuerpos en los hematies. Se consideré significativo un valor de p<0 05 Se
determind la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo

negativo de las técnicas empleadas en la deteccion de inmunoglobulinas en los
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hematies en comparacién con el diagnéstico clinico de AHAI (100). Se consideraron como
verdaderos positivos la deteccion de autoanticuerpos eritrocitarios por cada una de las técnicas
en los pacientes con diagnéstico de AHAI y como verdaderos negativos la ausencia de
autoanticuerpos en estas técnicas en los pacientes con otras enfermedades hematoldgicas sin

AHAI. Para el analisis se aplicé el procedimiento siguiente:

Técnica Pacientes
Con AHAI Sin AHAI Total
Resultado positivo Verdadero + (a) Falso + (b) a+b
Resultado negativo Falso - (c) Verdadero - (d) c+d
Total a+c b+d N

Donde la sensibilidad (S) = a/ (a+c), la especifidad (E) = d/ (b+d), el valor predictivo positivo
(vpp)= al( a+b) y el valor predictivo negativo (vpn)= d/(c+d). Los resultados se multiplicaron por
100 para expresarlos en porcentaje.

La eficacia o coincidencia se determiné como [(a+d) / N] X 100 (111).

3.5 Cuantificacion de autoanticuerpos en los hematies de pacientes con AHAIy

prueba de Coombs negativa.

Se seleccionaron para el estudio 18 pacientes; 15 adultos (10 femeninos y 5 masculinos) y 3
nifios (1 femenino y 2 masculinos) con anemia hemolitica de etiologia desconocida y con
sospecha de etiologia inmune donde se observé un incremento de las cifras de hemoglobina y
una disminucién de los reticulocitos después del tratamiento con prednisona. El rango de edad
de los pacientes adultos fue de 21 a 67 afos y de 2 a 6 afios en los nifios. En 12 pacientes
(67%) la anemia hemolitica se considero idiopatica y en el resto estuvo asociada con otras
enfermedades como: 2 pacientes con hepatitis B, 2 con linfoma no-hodgkiniano, 1 con
neutropema autoinmune y uno con sindrome mielodisplasico.

Todos los casos habian mostrado resultados negativos en la PAD con los sueros
antiglobulimcos poliespecifico y monoespecificos donde se habian descartado a su vez las
hemoglobinopatias y las enzimopatias por las técnicas habituales.

A las muestras de sangre venosa se les realizo la deteccion de autoanticuerpos en el eluato en
la técnica de microplacas (Mp) y en el ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la cuantificacion
de inmunoglobulinas en los hematies. Estos procederes se realizaron de acuerdo a lo referido
en 3.3y 3.4.1.
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Se determind también la presencia de autoanticuerpos en los hematies en la técnica manual de
polibreno directa (TPD) como se describe a continuacion:

En un tubo de cristal de 13 x 100 mm se afadié una gota de la suspension al 3% en solucién
salina 0.9% de los hematies del paciente, 2 gotas de suero autdlogo y 1 mi del medio de baja
fuerza iodnica de dextrosa-EDTA. La mezcla se incubd durante 1 minuto a temperatura
ambiente Después se afadieron 2 gotas de una solucion al 0.05% en solucién salina al 0 9%
de polibreno (Sigma) y se incuboé durante 30 segundos. Posteriormente se centrifugd a 150 g
durante 30 segundos y se decanto el sobrenadante. La primera lectura de la aglutinacion se
realizd después de anadir 2 gotas de la solucion de resuspensién de citratro- dextrosa.
Posteriormente se afiadieron 2 gotas adicionales de la solucidon de resuspension y se realizaron
3 lavados de los hematies con solucion salina para la lectura en la fase de antiglobulina con el
uso del suero antiglobulinico anti-IgG (86).

A todos los pacientes se les realizo la cuantificacion sérica de IgG, IgA e IgM por la técnica de

inmunodifusion radial simple (120).

3.6 Relacion entre la hemolisis y la presencia y cuantificacion de inmunoglobulinas en los
hematies de los pacientes con AHAI.

El estudio se realizé en una muestra de 135 pacientes con AHAI; 111 adultos (76 femeninos y
35 masculinos) y 24 nifios (13 femeninos y 11 masculinos). El rango de edad de los adultos fue
de 20 a 88 afios y de 1 a 16 afios para los nifios. En 70 (51.8%) casos la AHAI se considerd
idiopatica (8 casos con sindrome de Evans-Fisher) y en el resto estuvo asociada a otras
enfermedades como: 20 pacientes con hemopatias malignas, 5 con tumores solidos, 6 con
otras enfermedades autoinmunes, 27 con infecciones virales, 4 secundarios al tratamiento con
alfa metildopa y en 3 asociado con otras entidades El patron de inmunoproteinas presentes en
los eritrocitos y el numero de moléculas de Igs por hematie se determindé en el ensayo
inmunoenzimatico para la cuantificacion de Igs en el eluato que se ha referido previamente en
3.3.

En 51 pacientes con autoanticuerpos de la clase IgG se investigd ademas las subclases
presentes en los eluatos en la técnica de microplacas descrita en 3.4.1 y que se resume a
continuacion:

Se sensibilizé una mezcla de hematies de donantes de sangre de grupo O con cada uno de
los eluatos de los hematies de los pacientes los cuales se incubaron a 37°C durante 1 hora.
Posteriormente, los hematies se lavaron tres veces con solucion salina al 0,9% y se

resuspendieron al 0,5% en solucion salina. En microplacas fondo en V (Greiner) se
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mezclaron, en el pocilio correspondiente 25uL de la suspension de los hematies sensibilizados
con 25uL de la dilucion 1:20 en solucion salina balanceada de fosfato 0.15 mol/L de pH 7.2
(SSBF) que contenia suero fetal bovino al 1%,de los reactivos anti-lgG1, - IgG2, -IgG3 y anti-
lgG4 (CLB, Amsterdam). Como controles positivos se utilizaron hematies sensibilizados con
anticuerpos monoclonales anti-D(IgG) de las cuatro subclases y como control negativo
hematies del grupo O no sensibilizados. La placa se incubé 12 horas a 4°C y la lectura se
realizd después de inclinarla en un angulo de 45° durante 10 minutos. Se consideré un
resultado positivo la presencia de un botén de hematies en el fondo del pocilio y como negativo
el corrimiento de los hematies hasta los bordes externos del mismo.

A todos los pacientes se les determiné las valores de haptoglobina plasmatica estimada por su
capacidad de unién a la hemoglobina y su posterior separacion por filtracion en gel (Sephadex
G-100, Pharmacia) (118) Los valores normales de haptoglobina plasmatica de referencia en
nuestro laboratorio oscilan entre 0.4 y 2.4 g/L.

La intensidad de la hemolisis se clasificé segun la concentracion de hemoglobina (Hb), el
conteo de reticulocitos y las cifras de haptoglobina plasmatica. Se considerd en el grupo con
hemolisis de alto grado a aquellos casos que presentaron cifras de Hb menores de 90 g/L,
conteo de reticulocitos superiores al 5% y valores de haptoglobina menores de 0.4g/L, y en el
grupo con hemolisis de bajo grado a aquellos casos que presentaron cifras de Hb entre 90 y
105 g/L, conteo de reticulocitos entre el 3 y el 5% y valores normales de haptoglobina
plasmatica.

Se utilizo la prueba de Chi-cuadrado (x2) para el analisis de la distribucion de los patrones de
Igs y de las subclases de IgG en los hematies de los pacientes de los grupos con hemolisis de
alto y bajo grado. La prueba U de Mann-Whitney se empled para la comparacion entre el
numero de moléculas de Igs/hematies en los casos estudiados de acuerdo a la intensidad de la

hemolisis. Para ambos ensayos se consideré significativo un valor de p<0.05.

3.7 Autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes hematologicos tratados con interferon alfa.

Se estudiaron 45 pacientes con enfermedades hematoldgicas: 32 con leucemia mieloide
crénica (LMC) y 13 con otras hemopatias malignas (HM). Todos los pacientes con HM y 20
pacientes con LMC recibian tratamiento con IFNa (natural o recombinante a,b, CIGB. IMEFA,
Cuba) en el momento del estudio. La duraciéon media de tratamiento fue 27 meses (rango 1-96)

y la dosis media administrada fue 3 millones 3 veces a la semana.
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En el estudio de estos casos, ademas de las investigaciones inmunohematolégicas
tradicionales referidas al inicio de este capitulo, se realizé el fenotipo Rh (C, ¢, D, E, e) y la
deteccién de anticuerpos con eritrocitos tratados con papaina (3).

Se investigd, a su vez y a través de un ensayo inmunoenzimatico de antiglobulina directa
(EIAD) la presencia en los hematies de los pacientes de autoanticuerpos IgG no detectables en
la PAD. El proceder se realizd segun la técnica comunicada previamente con modificaciones
(121).

Se utilizaron placas de microtitulaciéon de 96 pozos de fondo en V (Greiner), a las que se les
adicionaron 25 pL de la suspension de eritrocitos al 25% previamente lavados tres veces con
solucion salina y 50 pL del conjugado anti-IgG (y) humano-fosfatasa alcalina (Sigma). Después
de incubar la mezcla 1 hora a 37°C, los hematies fueron lavados tres veces con solucion salina
y transferidos a otra placa donde se les adicion6 150 uL del sustrato (p- nitrofenil -fosfato,
Sigma). La reaccién se detuvo con 50 uL de formalina al 10%. Se determind la densidad optica
a 405 nm en un fotometro Titertek Multiscan, Flow Lab. Se consideré un resultado como
positivo cuando se obtuvo una DO mayor a la media mas 3 desviaciones estandar de las DO
de los controles normales. Estos se establecieron en cada ensayo a partir de los hematies de
cuatro donantes de sangre sanos procesados en iguales condiciones que los pacientes.

Se utilizé la t pareada para la comparacion de las medias de las cifras de hemoglobina y el
conteo de reticulocitos de los pacientes con LMC antes y después del tratamiento con IFNa. La
probabilidad exacta de Fisher se utilizé para determinar si existia asociacion entre la duracion
del tratamiento con IFN y la presencia o ausencia en los hematies de IgG y C3 detectados en

la PAD o en la reaccion positiva en el EIAD. Se considero significativo un valor de p<0.05.

3.8 Anemia hemolitica autoinmune inducida por el interferon alfa.

Se estudiéo una paciente femenina de 20 afos de edad con diagnostico de enfermedad de
Hodgkin que se remitié al laboratorio de Inmunohematologia como parte de un estudio que
incluia la deteccion de autoanticuerpos eritrocitarios antes y después del tratamiento con IFN
alfa La paciente no tenia antecedentes de transfusiones, embarazos o de AHAI.

Se realizé un estudio evolutivo desde antes de la administracién del farmaco y a las 6 y 10
semanas posteriores de tratamiento con 6X10° Ul de IFN a2b recombinante (INREC 3M; CIGB.

IMEFA. Cuba), 3 veces a la semana. La investigacion se extendié hasta después de
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descontinuado el tratamiento. En el estudio se realizaron las determinaciones referidas

previamente en 3.7.

3.9 Bioética.

A todos los pacientes se les explico en un lenguaje comprensible la naturaleza del estudio, los
riesgos y beneficios de los procedimientos a emplear y la confidencialidad de los resultados
Posteriormente se les solicitd, mediante firma de documento, el consentimiento informado para

participar en la investigacion. EI documento se adjunta en el anexo.
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Capitulo IV. RESULTADOS

4.1 Desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico para la cuantificacion de 1gG, IgA e IgM

asociada a los hematies de pacientes con AHAI'y de donantes de sangre.

Ajuste de las concentraciones de recubrimiento, de las diluciones del conjugado y del tiempo

de incubacion de la muestra y del conjugado.

Los valores superiores de K de discriminacién y de coeficientes de correlacion se obtuvieron

con la combinacion de la concentracion de 5ug/mL de los recubrimientos con la dilucion

1:5000 de los conjugados anti-lgG y anti-lgM y de 1:1000 para el anti-IgA (Tablas 1, 2 y 3)

(Figuras 1, 2 y 3).

Tabla 1. Valores de la K de discriminaciéon y del coeficiente de correlacion ( r) para diferentes
concentraciones del recubrimiento y diluciones del conjugado en la normalizacién de un

ELISA para la cuantificacion de IgG en el eluato de los hematies.

Concentraciéon de recubrimiento (pg/mi)

Dilucion del

conjugado 3 7
9 K r K r K r K r
1:500 1.98 0.965 2.95 0.964 4.05 0.988 3.75 0.988
1:1000 1.97 0.967 2.99 0.968 3.95 0.990 3.82 0.989
1:3000 2.17 0.968 2.92 0.979 4,75 0.992 4.27 0.988
1:5000 2.26 0.963 3.46 0.976 5.11 0.997 4.05 0.988
1:7000 2.08 0.958 3.32 0.975 4,71 0.994 4,75 0.988

Tabla 2. Valores de la K de discriminacién y del coeficiente de correlacion ( r) para diferentes
concentraciones de recubrimiento y diluciones del conjugado en la normalizacién de un

ELISA para cuantificar IgA en el eluato de los hematies.

Concentraciéon de recubrimiento (ng/mil)

o s ; v
K r K r K r K r
1:500 7.2 0.985 9.1 0.986 104 0.979 10.5 0.984
1:1000 6.4 0.941 8.8 0.979 12.3 0.991 8.9 0.965
1:3000 6.2 0.975 8.5 0.953 11.9 0.987 8.8 0.977
1:5000 5 0.947 8 0.949 11 0.990 8.3 0.973
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Tabla 3. Valores de la K de discriminacion y del coeficiente de correlacién (r) para diferentes
concentraciones del recubrimiento y diluciones del conjugado en la normalizacion de un
ELISA para la cuantificacion de IgM en el eluato de los hematies.

Concentracién de recubrimiento (ug/ml)

e O S MR
1:500 154 0.955 15.5 0.973 16.2 0.950 136 0.956
1:1000 161 0.939 16.4 0.980 16.8 0.981 151 0.935
1:3000 182  0.943 73 0.988 17.2 0.993 162  0.970
1:5000 182 0971 186  o0gr6 191 09% 475 (ogg
pero00 1772 0969 185 0989 189  0.967 131 0953

Los mejores resultados con respecto a los tiempos de incubacién de la muestra y de los
conjugados fueron de 60 minutos para la muestra y de 30 minutos para los conjugados
(Tablas 4, 5 y 6) (Figura 4).

Tabla 4. Valores de la K de discriminacion y del coeficiente de correlacién (r) para diferentes
tiempos de incubacion de la muestray del conjugado en la normalizacion de un ELISA parala
cuantificacion de IgG en el eluato de los hematies.

Tiempos de incubacidn del Tiempos de incubacidn de las muestras (minutos)
conjugado 30 60 90
(minutos) K r K r K r

15 198  0.914 2.95  0.966 398  0.990
o 217 0.960 e 486  0.996
o 226 0.950 446  0.988 436  0.996

52



Capitulo V. RESULTADOS

Tabla 5. Valores de la K de discriminacidon y del coeficiente de correlacidn (r) para diferentes

tiempos de incubacion de la muestra y del conjugado en la normalizacion de un ELISA para
cuantificar IgA en el eluato de los hematies.

Tiempos de incubacion del Tiempos de incubacion de las muestras (minutos)
conjugado 30 60 90
(minutos) K r K r K r

15 5.0 0914 120  0.986 122 0.986
24 6.1 0960 129 P LU 127 0.991
o 5.9 0950 124  0.991 123 0.988

Tabla 6. Valores de la K de discriminacidon y del coeficiente de correlacidn (r) para diferentes
tiempos de incubacion de la muestra y del conjugado en la normalizacion de un ELISA para
cuantificar IgM en el eluato de los hematies.

Tiempos de incubacion del Tiempos de incubacion de las muestras (minutos)
conjugado 30 60 90
(minutos) K r K r K r

L 158  0.950 182  0.981 162 0977
30 164  0.978 Q0.0 §NG-293 19.0  0.990
60 182  0.981 175  0.983 164 0978
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Figura 1. Ajuste de la concentracion optima de recubrimiento y de la dilucién del conjugado en un ELISA para
cuantificar IgG en el eluato de los hematies.
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Figura 2. Ajuste de la concentraciéon 6ptima de recubrimiento y de la dilucién del conjugado en un ELISA para

cuantificar IgA en el eluato de los hematies.
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— conjugadot:S00

— conjugado 1-1000
conjugadot: 3000
conjugado 1:5000

t - t fr——f g =1 — conjugado!:7000
~ T

0 00 001 002 003 004 005 006 007
Concentraciones de igM humana (ug/ml).

9
08 4
05 1

g

04 4

02

0

oﬂln 0.!;)5 ﬂb‘ 0.;2 0.1.13 0.'0‘ 0.1'5 0.;3 0;7
Concentraciones de igh humana (pgimL)

3

og
- —— conjugado! 500
04 —@— conjugadot! 1000
& conjugadot: 3000
02 ~# conjugadol S000
. —=— conjugado 1:7000

0 001 001 002 003 004 0OS 006 007
Concentraciones de IgM humana(ug/mi).

3 Recubrimiento 7 pgimlL
08
05 ~—4— conjugado! 500 '
g ~—&-— conjugado 1:1000
04 & conjugedo 1:3000
02 ~ @ conjugado 1:5000
| =—=— conjugado 1: 7000

04 . - . + + + . .
0003 0005 001 002 003 004 005 006 007
Concentraciones de IgM humana (pg/mL)

Figura 3. Ajuste de la concentraci6én 6ptima de recubrimiento y de la dilucién del conjugado en un ELISA para

cuantificar IgM en el eluato de los hematies.
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Figura 4. Ajuste del tiempo de incubacion del conjugado y de la muestra en un ELISA para la
cuantificacion de IgG en el eluato de los hematies. Los resultados para la IgA e IgM fueron

similares a los obtenidos en el ELISA para la cuantificacion de IgG.
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Evaluacion del efecto de la hemoglobina y del éter contenido en los eluatos en la cuantificacion de
lgs por el ELISA.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre las pendientes y las elevaciones de
las curvas estandar diluidas en SSBF-T-A con las curvas en las que se utilizé como matriz la
hemoglobina y que posteriormente fueron tratadas con éter (Figura 5). La solucion de
hemoglobina tratada con éter y usada como blanco mostré valores de densidad oéptica en
rangos desde 0.053 a 0.061, similar al mostrado por la SSBF-T-A, que fue de 0.051. Por otra
parte los valores de DO de las diferentes diluciones de Hb anadidas a pocilios sin recubrir

fueron similares a los obtenidos con el blanco del ensayo (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de las densidades Opticas de las diluciones de hemoglobina afiadidas a pocilios

sin recubrir

Diluciones Densidad 6pticas
Hb 1:1 0.061
Hb 1:5 0.060
Hb1:10 0.055
Hb1:100 0.053
Hb1:500 0.050
Blanco 0.051

Parametros de validacion.

Evaluacion de la linealidad de las curvas estandar: El ensayo mostré un mejor coeficiente de
determinacién estimado a través de un modelo de regresién lineal (R22 0.98) en un intervalo de
concentraciones de 0.0025 a 0.07 yg/ml de IgG e IgM y de 0.0025 a 0.06 pg/ml de IgA (figura
6). No se observaron variaciones en estos resultados al evaluar por separado las cinco primeras
y ultimas concentraciones de las curvas estandar. Al incluir concentraciones superiores de Igs
que las expuestas anteriormente se observd una disminucion a 0.98 del coeficiente de

determinacién (Tablas 8, 9, 10).
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Tabla 8. Valores del coeficiente de determinacién (R? en diferentes intervalos de la curva de
calibracién correspondientes a la validacion de un ELISA para cuantificar IgG en el eluato de los

hematies.

Intervalo (ug/ml)

Ré

0.0025-0.1
0.0025-0.07
0.0025-0.03
0.03-0.07
0.0025-0.1

0.996
0.999
0.996
0.999
0.986

Tabla 9. Valores de los coeficientes de determinacién (R?) en diferentes intervalos de la curva de
calibracién correspondientes a la validacion de un ELISA para cuantificar IgA en el eluato de los
hematies.

Intervalo (ug/ml) R*
0.0025-0.1 0.995
0.0025-0.06 0.998

0.0025-0.03 0.996
0.03-0.06 0.999
0.0025-0.1 0.985

Tabla 10. Valores de los coeficientes de determinacion (R? en diferentes intervalos de la curva de
calibracién correspondientes a la validacion de un ELISA para cuantificar IgM en el eluato de los

hematies.

Intervalo (ug/ml)

Ré

00.0025-0.1

0.0025-0.07

0.0025-0.03
0.03-0.07
0.0025-0.1

0.997

0.991
0.996
0.999
0.980
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Figura 5. Curva de cuantificacion de IgG (A), IgA (B) e IgM (C) con los estandares diluidos en

solucion de fosfato salinay con una solucion de hemoglobina con tratamiento posterior con éter.
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Figura 6. Curvas de calibracién del ELISA para la cuantificacion de IgG (A), IgA (B) e IgM (C) en el

eluato de los hematies.
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Precision: Los coeficientes de variacion intraensayo (repetibilidad) fueron entre 3.7 y 7.7 % para

la 1gG, entre 3.1 y 7.5% para la IgA y entre 3.4 y 8.0% para la IgM. Los de interensayos

(reproduciblidad) oscilaron entre 7.3 y 9.5 % para la IgG, entre 5.5y 9.2% para la IgA y entre 5.2
y 9.3% para la IgM (Tablas 11, 12 y 13).

Tabla 11. Estudios de repetibilidad y reproducibilidad correspondientes a la validacién de un

ELISA para cuantificar IgG en el eluato de los hematies.

Controles Repetibilidad B Reproducibilidad oV
X (ug/ml) DE X (ug/ml) DE
4+ 29.461 1.3013 4.4 29.336 2.405 8.1
2+ 2.392 0.1126 4.7 2.368 0.173 7.3
1+ 0.719 0.027 3.7 0.706 0.061 84
Cnormal 1 0.2311 0.013 5.6 0.2301 0.019 8.2
Cnormal 2 0.1412 0.011 7.7 0.1466 0.014 9.5
Immunotrol  0.0519 0.012 4.3 0.0512 0.009 5.6

X: media aritmética DE: desviacion estandar CV: coeficiente de variacion

Tabla 12. Estudios de repetibilidad y reproducibilidad correspondientes a la validacién de un

ELISA para cuantificar IgA en el eluato de los hematies.

Controles Repetibilidad Reproducibilidad
X (pg/ml) DE (OAY) X (ug/ml) DE (OAY)
3+ 1.026 0.009 5.5 1.031 0.0109 6.8
2+ 0.446 0.0214 4.8 0.451 0.038 8.4
1+ 0.293 0.0143 4.8 0.301 0.0192 6.5
C normal 1 0.064 0.0002 3.1 0.066 0.0005 7.6
C normal 2 0.049 0.0037 7.5 0.048 0.0044 9.2
Immunotrol 0.052 0.009 5.5 0.051 0.0109 6.8

X: media aritmética DE: desviacion estandar

CV: coeficiente de variacion
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Tabla 13. Estudios de repetibilidad y reproducibilidad correspondientes a la validacién de un
ELISA para cuantificar IgM en el eluato de los hematies.

Controles Repetibilidad Reproducibilidad
X (ug/ml) DE (OAY) X (ug/ml) DE (OAY)
3+ 1.960 0.49 34 1.953 0.211 8.0
2+ 1.277 0.1 8.6 1.223 0.12 9.3
1+ 0.574 0.022 3.8 0.562 0.032 55
C normal 1 0.120 0.015 8.0 0.098 0.010 9.3
C normal 2 0.071 0.016 4.3 0.067 0.009 74
Immunotrol 0.052 0.012 4.2 0.051 0.009 52
X: media aritmética DE: desviacion estandar CV: coeficiente de variacion

Exactitud: Los valores de recuperacion de los ensayos realizados se encontraron entre el 91 y
106 % para todas las Igs analizadas (Tablas 14, 15 y 16). Las concentraciones estimadas por
el ELISA de los controles positivos y negativos en los estudios de paralelismo mostraron
curvas con pendientes con tendencia a cero cuando se emplearon diferentes diluciones de los
mismos, por lo que la dilucidon de la muestra no afectd la determinacion de la concentracion de

Igs humanas al hacer la correccion multiplicando por el factor de dilucién (figuras 7 y 8).

Tabla 14. Valores de recuperacion obtenidos en la validacién de un ELISA para cuantificar IgG
en el eluato de los hematies.

Muestras Valor esperado Valor observado pg/ml Porcentajg de
Mg/ml recuperacion
1 0.006 0.006 100
2 0.025 0.026 104
3 0.035 0.036 102
4 0.045 0.043 95
5 0.055 0.051 92
6 0.065 0.060 92
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Tabla 15. Valores de recuperacion obtenidos en la validacion de un ELISA para cuantificar
IgA en el eluato de los hematies.

Muestras Valor esperado Valor observado pg/ml Porcentaje de
ug/ml recuperacion

1 0.005 0.005 100

2 0.011 0.012 109

3 0.023 0.022 95

4 0.047 0.045 95

5 0.055 0.058 105

6 0.061 0.059 96

Tabla 16. Valores de recuperacion obtenidos en la validacion de un ELISA para cuantificar
IgM en el eluato de los hematies.

Muestras Valor esperado Valor observado pg/ml Porcentajg,de
Ma/ml recuperacion
1 0.012 0.011 91
2 0.018 0.019 105
3 0.037 0.038 102
4 0.045 0.048 106
5 0.055 0.051 92
6 0.068 0.065 95

Limite de deteccion: La concentracidén minima diferente de cero que el ensayo es capaz de
detectar fue de 0.62 ng/mL de IgG, 1.1 ng/ml de IgA y 6.8 ng/ml de IgM.

Perfil de precisién: Los CV de los puntos de la curvas estandar de 1gG, IgA e IgM se
encontraron entre el 3.2 y el 9.4 % (Figura 9 ).

Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacién del ensayo fue de 1 molécula de IgG e
IgA y de 0.2 moléculas de IgM por hematie
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Figura 7. Estudio de paralelismo en los eluatos que mostraron reaccién positiva de 4+ (A), 1 + (B)
y reaccién negativa en la prueba de antiglobulina directa con anti-IgG.
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Figura 8. Estudio de paralelismo en los eluatos que mostraron reaccién positiva de 3+, 1+y
reaccion negativa en la prueba de antiglobulina directa con anti-IgA (A) y anti-IgM (B).
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Figura 9. Perfil de precisién de las concentraciones de las curvas estandar para la

cuantificacion de IgG (A), IgA (B) e IgM (C) en el eluato de los hematies.
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Cuantificacion de IgG, IgA e IgM en los hematies de individuos sanos y de pacientes con
AHAI.

En los donantes de sangre se encontraron valores de media y desviacion estandar de
58+35 moléculas de IgG por hematie (intervalo de 2-146), de 16+11 moléculas de IgA por
hematie (intervalo de 1-81) y de 3+2 moléculas de IgM por hematie (intervalo de 1 a 11).

En los pacientes con AHAI el intervalo de cuantificacion fue de 206 a 20 000 moléculas de
IgG por hematie, con una media de 3435 (figura 10). En los pacientes con autoanticuerpos
de la clase IgA se obtuvo un intervalo de 90 a 250 y una media de 157 moléculas de IgA
por hematie. En 12 pacientes en los que no se habian detectado autoanticuerpos de la
clase IgA por el método de antiglobulina, se demostraron valores incrementados de IgA
asociada a los eritrocitos con un intervalo de 94 a 385 moléculas por hematie. En los
restantes casos, con ausencia de autoanticuerpos IgA, los resultados obtenidos se
comportaron dentro del rango de los encontrados en los donantes de sangre (figura 11). En
los pacientes en los que la PAD detectd autoanticuerpos de la clase IgM, el intervalo de
numero de moléculas de IgM por hematie fue de 26 a 109 con una media de 69. En los
casos con PAD negativa con anti-IgM los resultados fueron similares a los encontrados en
los donantes de sangre (figura 12).

En los dos pacientes con AHAI y PAD negativa se observé un aumento de IgG con valores

de 370 y 460 moléculas por hematie y de IgA, en un caso, con 119 moléculas por hematie.

Calculo del valor de corte del ensayo: Los valores de cuantificacion de Igs en los hematies
de los individuos normales mostraron una distribucion normal {K-S, p>0.05). En el ensayo
de cuantificacién de IgG se asumié como valor de corte la media del niumero de moléculas
de IgG por hematie mas tres desviaciones estandar, con lo que se excluye mas del 99.7%
de la poblacion normal. De acuerdo a este criterio los valores de corte para la cuantificaciéon
de IgA e IgM fueron de 49 y de 9 moléculas de Igs por hematie, respectivamente. Sin
embargo, no se detectaron autoanticuerpos de los isotipos IgA e IgM en la PAI con los
eluatos concentrados en los donantes de sangre donde en el ELISA se encontraron valores
entre el valor de corte y el valor superior de numero de moléculas de Igs por hematie. Por
este motivo se selecciond como valor de corte el niumero inferior de moléculas de IgA e IgM
por hematie obtenido en los pacientes con AHAI con presencia de autoanticuerpos de estos
isotipos revelados en la PAD. De esta forma se considerd, como un resultado positivo un

numero de moléculas de IgG>163, de IgA> 90 y de IgM>20 moléculas.
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Figura 10. Nomero de moléculas de IgG por hematie en los pacientes con anemia hemolitica
autoinmune. La linea horizontal en el interior de la figura muestra el rango superior de valores
de moléculas de IgG por hematie obtenido en los donantes de sangre.
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Figura 11. Nomero de moléculas de IgA por hematie en los pacientes con anemia hemolitica
autoinmune. Los valores superiores al rango normal se observaron en pacientes con
autoanticuerpos IgA (). Se observd un incremento en el nimero de moléculas de IgA por
hematie en 12 pacientes (O) en los que no se demostraron autoanticuerpos IgA en sus
hematies por las técnicas de aglutinacién. La linea horizontal en el interior de la figura
muestra el rango superior de valores de moléculas de IgA por hematie obtenido en los
donantes de sangre.
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Figura 12. Niomero de moléculas de IgM por hematie en los pacientes con anemia hemolitica
autoinmune. Los valores superiores al rango normal se observaron en pacientes con
autoanticuerpos IgM (¢). La linea horizontal en el interior de la figura muestra el rango superior de
valores de moléculas de IgM por hematie obtenidos en los donantes de sangre.
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Correspondencia entre el ELISA y la prueba de antiglobulina directa La estratificacion de los
resultados segun el patron de aglutinacion obtenido en la PAD evidencid que el numero de
moléculas de Igs por hematie fue mayor a medida que aumentaba la aglutinacién (Tabla 17). Los
valores superiores de cuantificacion de Igs correspondieron con una aglutinacion de 4+. Se
observd un solapamiento entre los intervalos de numero de moléculas de IgG por hematie en los
patrones de aglutinacion de 3+ y 2+ y entre los patrones de 3+, 2+ y 1+ en las muestras con
autoanticuerpos IgA. El ensayo fue capaz de discernir el numero de moléculas de IgM por hematie

entre los diferentes patrones de aglutinacion.

Tabla 17. Numero de moléculas de IgG, IgA e IgM por hematie en los diferentes patrones de
aglutinacién obtenido en la prueba de antiglobulina directa en pacientes con AHAI

Autoanticuerpos Patrones de  Ngmero de casos Moléculas de Igs/ hematie
aglutinacion media rango

4+ 9 7550 2115-9000

IgG 3+ 14 1041 450-1479
2+ 14 734 404-1137
1+ S 206 200-225
4+ 2 796 741-851

IgA 3+ 3 200 184-341
2+ 2 165 134-197
1+ 4 126 90-130
3+ 2 106 103 -109

IgM 2+ 3 69 58-84
et 2 31 26-36

Igs: Inmunoglobulinas

4.2 Comparacion entre la prueba de antiglobulina directa, a técnica de microplacas y el ELISA en
la deteccion de autoanticuerpos en ios hematies de los pacientes con AHAI,

Los pacientes fueron clasificados en cinco grupos de acuerdo a los resultados obtenidos en las
pruebas para la investigacion de autoanticuerpos eritrocitarios.

En el 65% de los casos las técnicas de aglutinacion (PAD, Mp) y el ELISA detectaron igual patrén
similar de inmunoproteinas en los hematies de los pacientes con AHAI (Tabla 18). En 29 (24,8%)
casos de este mismo grupo de pacientes se demostraron otras inmunoglobulinas en las técnicas

de Mp y ELISA que no fueron detectadas en la PAD (Tabla 19). Estos procederes, a su
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vez, revelaron la presencia de inmunoglobulinas en los hematies de 12 (10,2%) pacientes con AHAI
en los que la PAD detecté el fragmento C3 del complemento como Unica inmunoproteina en los
hematies (Tabla 20).

Tabla 18. Pacientes con AHAI en los que las técnicas de aglutinacion y el ELISA detectaron

similar patron de inmunoproteinas en los hematies.

NUumero de moléculas de Igs/hematie

No de Inmunoglobulinas Complemento X)
Pacientes PAD/ Mp / ELISA (C3) IgG IgA IgM
42 e J. 2743 48 3
17 I9G 0 1991 52 3
6 IgG, IgM + 724 60 57
S IgG, IgA + 5266 137 3
5 19G, IgA, IgM + 1614 326 76
1 IgG, IgA 0 641 102 4

AD; prueba de antjglobulina di ecta écnica,de micropl
Eas dreas Somporeadas Senaian OS reswl%dos pOSItIVOS ene EE%A

Tabla 19. Pacientes con AHAI en los que las técnicas de aglutinaciéon y el ELISA detectaron
diferentes patrones de inmunoproteinas en los hematies.

Inmunoglobulinas Complemento Numero de moléculas

No de (C3) de Igs/hematie (x)
Pacientes PAD Mp ELISA IgG IgA  IgM
ol l9G I9G IgG, IgA - 3341 232 4
7 IgG l9G IgG, IgA 0 660 619 3
2 IgG  IgG, IgA IgG, IgA 0 1830 189 3
2 IgA  IgG, IgA IgG, IgA + 3794 156 4
! G IgG.IgA  IgG, IgA + 642 189 4
! IgG IgG IgG, IgA, IgM 0 477 334 27
1 IgM IgG I9G, IgM + 256 31 106
1 IgM IgM IgA, IgM + 120 156 67
1 IgA IgA IgG, IgA + 201 08 2

[’AD prueba de antiglobulina di ecta NIF decnlca .de micro 'ﬁff§
as areas Somoreadas Senaian OS resultados positvos ene A
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Tabla 20. Pacientes con AHAI en los que la prueba de antiglobulina directa (PAD) detecté

s6lo complemento en los hematies.

Inmunoglobulinas

109G

NUumero de moléculas de
Igs/hematie (x)

No de Pacientes Mp ELISA IgA IgM
10 IgG lgG 216 44 3
] 0 IgA 138 832
1 0 IgG, IgA 493 216

Mp: técnica de microplacas, Las areas sombreadas sefialan los resultados positivos en el ELISA

En los pacientes con anemia drepanocitica y mieloma mudltiple el ELISA detecté un incremento de Igs

en los hematies que en algunos casos fue también detectado en la PAD o la Mp (Tabla 21). En los

32 pacientes restantes con anemia de etiologia no inmune no se detectaron autoanticuerpos

eritrocitarios y se obtuvieron valores de cuantificacion de Igs en los hematies dentro del rango nomal

(Tabla 22).

Tabla 21. Resultados obtenidos en pacientes con anemia drepanocitica (AD) y con mieloma

multiple (MM).
No de Inmunoglobulinas Numero de molécula de
Pacientes Igs/hematie (x)
Enfermedad PAD Mp ELISA IgG IgA IgM
1 IgG IgG IgG 6929 41 3
1 AD 0 0 19G 318 30 4
1 0 0 19G, IgA 785 832 3
[e[€] 0 19G, IgA 2344 832 2
1 MM 0 0 19G 1653 77 4
PAD:;, prueba d%anti lobulina directa, Mp: técnica de, microplacas
lEaL?SaAl{eaS sombreadas senalan los resultados positivos en e
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Tabla 22. Niumero de moléculas de inmunoglobulinas por hematie estimado por el ELISA en
pacientes con anemia de etiologia no inmune.

No de Enfermedad
Pacientes Namero de moléculas de Igs/hematie (x)
I9G IgA IgM

16 D-Fe 60 22 5
10 EH 80 41 3
3 D-G6PD 72 30 4
2 HPN 56 32 3
2 PTT 36 57 4
2 D-B,, 92 18 3

D-Fe: anemia por deficiencia de hierro, EH: esferocitosis hereditaria
D-G6PD.:deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

HPN: hemoglobinuria paroxistica nocturna, PTT: purpura trombocitopénica trombotica
D-B1,: deficiencia de vitamina B,,

El analisis del total de pacientes con AHAI estudiados reveld6 que la PAD detectd
autoanticuerpos de la clase 1gG en el 85,4% de los casos mientras que la técnica de Mp los
identifico en el 95,7% (X°= 6.071, p=0.015) y el ELISA en el 98.2% (X°= 11.2, p=0.0008). No
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre la Mp y el ELISA en la
deteccion de autoanticuerpos de este isotipo (X2= 0.58, p=0.44). Por otra parte, el ELISA fue
mas sensible que la PAD (X*= 16.0, p=0.000) y la técnica de Mp (X’= 12.1, p=0.000) al
detectar autoanticuerpos IgA en el 35% de los pacientes en comparacion con el 11 y 14%
revelados en la PAD y la Mp, respectivamente. Con las técnicas empleadas se obtuvieron
similares resultados en la identificacion de autoanticuerpos de la clase IgM (p>0.05) (Tabla
23). El ELISA identifico anticuerpos de dos o mas isotipos en el 40% de los pacientes

mientras que la PAD y la técnica de Mp los detecto en el 14.5 y el 19%, respectivamente.
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Tabla 23. Comparacion entre las técnicas de aglutinacion y ELISA en la detecciéon de las
diferentes clases de autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes con AHALI.

Clase de Inmunoglobulina Técnica No de %
pacientes
PAD 100 85.4
IgG Mp 112 95.7
ELISA 115 98.2
PAD 14 11.9
IgA Mp 17 14.5
ELISA 41 35.0
PAD 13 11.1
IgM Mp 12 10.2
ELISA 14 .9

PAD: prueba de antiglobulina directa, Mp: técnica de microplaca

Los parametros de especificidad, sensibilidad y los valores predictivos positivo y negativo de
las diferentes técnicas empleadas se muestran en la Tabla 24. La eficacia o coincidencia
fue de un 91% para la PAD, de 98% para la Mp y de un 96% para el ELISA.

Tabla 24. Resultados de los parametros de calidad de las diferentes técnicas empleadas.

Parametros de calidad (%)

Técnica sensibilidad  ggpecificidad Vpp ven
PAD 89 95 98 ©
Mp 08 97 99 95
ELISA 100 87 95 oo

PAD: prueba de antiglobulina directa, Mp: técnica de microplaca,
Vpp: Valor predictivo positivo, Vpn: Valor predictivo negativo
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4.3 Cuantificacion de autoanticuerpos en los hematies en pacientes con AHAI'y prueba de
Coombs negativa.

Los 18 pacientes estudiados con AHAI Coombs negativa representaron el 13.3% de los 135 casos de
AHAI diagnosticados en el periodo en que se realizé la investigacion.

Los tres procedimientos técnicos empleados detectaron anticuerpos eritrocitarios que no fueron revelados
en la PAD. La TPD detecto los anticuerpos en 5 casos (28%), la Mp resulté positiva en 11 pacientes
(61%) y el ELISA demostré un aumento del nimero de moléculas de Igs por eritrocito en todos los
pacientes (Tabla 25). Este Ultimo ensayo revel6 la presencia de anticuerpos de la dase IgG en 17 casos
(94,4%), de la clase IgA en 8 pacientes (44,4%) y de la clase IgM en un caso (5,5%) (Tabla 26). En

todos los casos se evidencid hemoglobinemia, reticulocitosis e hiperbilirrubinemia.

En 10 pacientes (55,5%) la cuantificacion de IgG asociada a los eritrocitos se comporté en una rango de
200 a 460 moléculas por hematie (casos 1, 3, 6, 9, 10, 11,12,13,15 y 17). En el resto se obtuvieron

valores superiores a 900 moléculas de IgG por hematie (Tabla 26)

Tabla 25. Resultados de las técnicas de aglutinacion y el ELISA en la deteccion de
autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes con AHAI con prueba de antiglobulina negativa.
Deteccion de Técnicas

i TPD ELISA
autoanticuerpos No y, " Mp % No %
Positivo 5 28 11 61 18 100
negativo 13 72 7 39 0 0

TPD: técnica de polibreno directa
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Tabla 26. Hallazgos inmunohematoldgicos en 18 pacientes con AHAI y prueba de antiglobulina
directa (Coombs) negativa.

Inmunoglobulinas Moléculas de

Pacientes  Hb Ret B-nc lgs/hematie
gL, Hmoll TPD Mp ELISA  1gG  IgA  IgM
1 90 63 43 IgG IgG IgG 250 15 3
2 100 36 24 IgG IgG IgG, IgA 4132 173 1
3 98 36 63 IgG IgG IgG 200 50 2
4 68 50 28 IgG IgG IgG 48356 40 4
5 100 110 27 IgG  IgG,IgA  IgG,IgA 15231 133 3
6 78 70 33 0 IgG IgG 254 44 4
7 60 68 55 0 IgG IgG 3192 14 1
8 89 110 47 0 IgG IgG 4500 51 4
9 76 1501 138 0 IgG IgG, IgA 267 372%p2
10 65 100 45 0 IgG IgG 225 68 2
11 100 67 15 0 IgG IgG, IgA 225 122¢ 9
12 82 118 14 0 0 IgG 333 37 3
13 70 50 27 0 0 IgG, IgA 460 119 2
14 66 62 33 0 0 IgG, IgA 13128 232 3
15 70 70 76 0 0 IgG 450 4 6
16 63 30 66 0 0 IgG 970 50 6
17 50 150 48 0 0 IgG, IgA 375 105 8
18 0 50 54 0 0 IgA, IgM 57 170 20

Ret: conteo de reticulocitos, B-nc:, bilirrubing no conjugada, TPD: técpica de palibreno directa

Mp: técnica de microplacas, LaS dreas sombreadas sefalan los resultados posttivos en el ELISA
En todos los pacientes la cuantificacion de Igs en el suero se encontré dentro de los valores
normales. En los nifios se obtuvieron valores de cuantificacion sérica de IgG en un rango de
6.13 a 10.24 g/L, de IgA de 0.92 a 2.17g/L y de IgM de 0.3 a 1.10 g/L. En los adultos la
cuantificacion sérica de 1gG se comportdé entre 9.65 -15.0 g/L, de IgA entre 2.36 - 4.25¢g/L y de
IgM entre 0.5 - 1.3g/L.
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4.4 Relacion entre la hemallsis y la presencia y cuantificacion de Inmunoglobulinas asociadas
a los hematies de los pacientes con AHAI

En el 97.8% de los pacientes se detectd IgG en los hematies. Los autoanticuerpos de la
clase IgA se evidenciaron en el 36.3% y los de la clase IgM en el 11.1% de los casos. En

un paciente se identificé solo anticuerpos IgA (Tabla 27).

Tabla 27. Patrén de inmunoglobulinas en los hematies de 135 pacientes con AHAI

Inmunoglobulinas No de pacientes %
19G 78 57.8
IgG, IgA 41 30.4
I9G, IgM 7 52
IgG, IgA, IgM 6 4.4
IgA, IgM 2 1.5
IgA 1 0.7
Total w35 100

Los autoanticuerpos de la subclase IgG1 fueron los mas frecuentes y se hallaron
combinaciones de subclases en 26 pacientes (51.0%), la combinacion de IgG1+ IgG3 fue la
observada (23.6%). En dos casos la subclase IgG2 fue la Unica identificada en los hematies

(Tabla 28).

Tabla 28. Frecuencia de las subclases de IgG de los autoanticuerpos en los hematies de 51
pacientes con AHAL.

Subclases de IgG No de pacientes %
Una subclase 25 49.0
lgG1 23 45.1
lgG2 2 3.9
Combinaciones 26 51.0
1aG 1+3 12 23.6
IgG 1+4 7 13.7
IgG 1+2+4 4 7.8
IgG 1+2 2 3.9
IgG 2+3+4 1 2.0
Total 51 100

Los autoanticuerpos IgM en combinacion con los de los isotipos IgG, IgA o con ambos, se
detectaron solamente en los pacientes con hemolisis de alto grado. EI nUumero de moléculas
de IgM por hematie no fue objeto de andlisis debido a que todos los casos con

autoanticuerpos IgM
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pertenecian a este grupo. La presencia en los eritrocitos de I1gG e IgA fue mas frecuente también en el grupo
con hemolisis de alto grado (Tabla 29). El nimero de moléculas de IgG e IgA por hematie no mostrd
diferencias significativas entre los grupos estudiados en los pacientes con este patron de Igs en los eritrocitos
(tabla 30).

Tabla 29. Relacion entre el patron de inmunoglobulinas presentes en los eritrocitos y la
hemoélisis en pacientes con AHAI.

Clasificacion Patrén de Inmunoglobulinas
IgG % IgG, IgA % IgM * %
Hemdlisis de alto grado 26 33.3 27 65.9 15 100
Hemdlisis de bajo grado 52 66.7 14 341 0 0.0
Total 78 100 41 100 15 100

* IgM asociada a la I1gG, IgA o con ambas. X’=18.31, p= 0.0001

Tabla 30. Niumero de moléculas de IgG e IgA por hematie y su relacion con la hemdlisis en
pacientes con AHAI con presencia de estas Inmunoglobulinas en los eritrocitos.
Numero de moléculas de  Numero de moléculas de

e s . IgG/hematie IgA/hematie
Clasificacion  No/pacientes mediana intervalo mediana intervalo
Hemdlisis de 27 795 201- 15231 136 94 - 3348
alto grado
Hemolisis de 14 685 267- 12603 149 90-818
bajo grado

U=183, p= 0.587 U=186, p= 0.634

La mayoria de los casos en los que se detectd IgG como uUnica inmunoproteina en los hematies fueron
clasificados dentro del grupo con hemolisis de bajo grado (Tabla 29). Sin embargo, el nimero de moléculas
de IgG por hematie fue significativamente superior (p=0.003) en los pacientes del grupo con hemolisis de
alto grado (Tabla 31). No fue posible definir un valor de corte en el nimero de moléculas de IgG que permita
diferenciar a los pacientes por la severidad de la hemdlisis debido a la gran superposicion de los resultados
(figura 13). No se observaron diferencias significativas entre la presencia de IgG3, IgG1 o de dos o mas

subclases en los eritrocitos de los pacientes estudiados (Tablas 32-33).
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Tabla 31. Namero de moléculas de IgG por hematie y su relacion con la hemdlisis en pacientes

con AHAI con presencia solamente de autoanticuerpos de la clase 1gG.

Clasificacién No de Pacientes NUmero de moléculas de IgG / hematie
mediana intervalo
Hemodlisis de alto grado 26 1293 200-18220
Hemodlisis de bajo grado 52 569 200- 17010

p= 0.003, U= 398

Tabla 32. Relaciéon entre la presencia de la subclase IgG3 en los eritrocitos y la hemdlisis en
pacientes con AHAL

Clasificacion Presente Subclase 19G3
% Ausente %
Hemodlisis de alto grado 8 61.5 24 63.2
Hemodlisis de bajo grado 5 38.5 14 36.8
Total 13 100 38 100

X'=0.052. p= 0.81

Tabla 33. Relacidn entre el patron de subclases presentes en los eritrocitos y la hemolisis en
pacientes con AHAL

Patréon de Subclases

Clasificacion IgG1 sola % Dos o0 més
subclases %
Hemodlisis de alto grado 13 56.5 18 69.2
Hemodlisis de bajo grado 10 43.5 8 30.8
Total 23 100 26 100

X'=0.389, p= 0.53
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Figura 13. Numero de moléculas de IgG por hematie en los pacientes con anemia hemolitica autoinmune en
relacion con la intensidad de la hemdlisis.
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4.5 Autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes hematologicos tratados con interferon alfa
Pacientes con LMC

Se detectaron autoanticuerpos eritrocitarios en 16 pacientes (80%) tratados con IFN alfa
(Tabla 34).

La PAD revelo la presencia de IgG y C3 en los eritrocitos de 5 pacientes (31.25%). Los
autoanticuerpos fueron a su vez identificados en el eluato y se comportaron como
panaglutininas al reaccionar con todos los hematies del panel de prueba. En 4 pacientes de
este grupo se detectaron también autoanticuerpos en el suero.

El fragmento C3del complemento se encontré en los hematies de 7 pacientes (43.75%) y la
presencia de IgG se demostré en el EIAD. Los autoanticuerpos se identificaron en el eluato de
los eritrocitos en 3 casos y en el suero de todos los pacientes de este grupo.

El EIAD fue positivo en 4 casos (25%) en los que la PAD resulté negativa. En este grupo los
autoanticuerpos se identificaron en el suero de todos los pacientes y en el eluato en un solo
caso.

No se detectaron autoanticuerpos eritrocitarios en 4 pacientes que recibieron tratamiento con

IFN a ni en el grupo de pacientes no tratados.

Tabla 34. Autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes con leucemia mieloide crénica tratados
con IFN a.

PAD
Pacientes (No)
lgG C3 EIAD Eluato Suero Especificidad
+ + + + (100%) + (80%) Panaglutinina
7 0 + + +(42.8%)  + (100%) Panaglutinina
4 0 0 + +(33.3%)  +(100%) Panaglutinina

PAD:prueba de antiglobulina directa, EIAD: ensayo inmunoenzimatico de antiglobulina directa

No se demostré asociacién entre la duracion del tratamiento con IFN a y la ausencia o
presencia de IgG y C3 en los hematies detectados en la PAD o en el EIAD (Tabla 35). En los
pacientes con presencia de autoanticuerpos las cifras de hemoglobina antes y después del
tratamiento no mostraron diferencias, los reticulocitos se elevaron significativamente (p<0.05)

después del tratamiento con el farmaco (Tabla 36).
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En los pacientes con LMC tratados con IFN a y con presencia de autoanticuerpos no se manifestaron

sintomas y signos de anemia hemolitica autoinmune.

Tabla 35. Deteccidn de autoanticuerpos y complemento en los eritrocitos de los pacientes
con leucemia mieloide crénicay su relacién con el tiempo de tratamiento con IFN a.

Pacientes PAD EIAD Tiempo de tratamiento con IFN (meses)
1 I9G, C3 NR 3
2 IgG, C3 NR 4
3 IgG, C3 NR 3
4 I9G, C3 NR 7
5 IgG, C3 NR 48
6 C3 I9G 66
% C3 I9G 48
8 C3 IgG 12
9 C3 [s[€] 1
10 C3 I9G 12
11 C3 I9G 12
12 C3 I9G 12
13 0 I9G 96
14 0 I9G 72
15 0 I9G 36
16 0 I9G 1
17 0 0 24
18 0 0 60
19 0 0 4
20 0 0 2

p*=0.076

PAD : prueba de antiglobulina directa, EIAD : ensayo inmunoenzimatico de antiglobulina directa., NR : no
realizado, *. probabilidad exacta de Fisher
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Tabla 36. Cifras de hemoglobina y nimero de reticulocitos antes y después del tratamiento
(tto) con IFN a en los pacientes con leucemia mieloide crénica.

Hemoglobina (g/L) Reticulocitos (%)
Pacientes Antes del tto Después del tto Antes del tto Después del tto
1 90 108 2.2 2.0
2 126 120 0.3 2.4
3 152 123 0.2 0.4
4 132 134 0.2 1.2
5 134 143 0.2 0.3
6 145 137 0.3 1.8
7 133 128 0.3 0.8
8 145 147 0.8 5.0
9 104 107 0.2 2.8
10 97 104 0.3 2.2
11 140 95 1.6 5.0
12 104 104 0.2 3.0
i3 153 151 0.1 3.0
14 113 119 0.6 0.2
15 149 124 0.2 5.0
16 110 114 0.3 0.8
x £ DE 126.6 £+20.9 122.3 £ 16.7 NS 0.6 £0.5 22116
p* = 0.002

NS: No significativo, * : t pareada

Pacientes con otras hemopatias malignas

En este grupo se detectaron autoanticuerpos eritrocitarios en 3 pacientes (23%). En estos la PAD
fue positiva por presencia de C3 y los autoanticuerpos se identificaron en el eluato de los
hematies. En una paciente con enfermedad de Hodgkin se comprobaron sintomas de anemia
hemolitica autoinmune después de 10 semanas de tratamiento con IFN a. Los hallazgos

inmunohematoldgicos y el curso clinico de este caso se detallan a continuacion.
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4.6 Anemia hemolitica autoinmune inducida por el interferon alfa.

Antes del tratamiento el hemograma fue normal y no se detectaron anticuerpos eritrocitarios en el
suero y en el eluato en la PAI ni cuando se emplearon hematies tratados con papaina. La
presencia en los hematies de autoanticuerpos IgG no detectados en la PAD se descarté a través
del EIAD.

Después de 6 semanas de tratamiento con IFN a2b recombinante no se demostraron anticuerpos
eritrocitarios en los procederes convencionales, excepto con el EIAD que mostré un valor DO
considerado positivo (0.402) con respecto al valor de DO de los controles normales (0.08 + 0.05).
A las 10 semanas de tratamiento la PAD fue positiva por presencia de C3. En el eluato se
detectaron autoanticuerpos IgG reactivos en la PAIl. La especificidad de los autoanticuerpos fue
anti-Rh(e) en adicion a una panaglutinina. En el suero los autoanticuerpos se demostraron con
eritrocitos papainizados. En el EIAD se obtuvo un valor de 0.42. En ese momento la Hb habia
descendido a 109 g/L y el conteo de reticulocitos fue de 2.5%. En la lamina de sangre periférica se
observo ligera hipocromia y anisocitosis.

El tratamiento con IFNa fue suprimido y la paciente se mantuvo en observacion. Cuatro semanas
después de descontinuado el tratamiento se obtuvieron hallazgos similares a los anteriores. El
valor de DO en el EIAD fue de 0.33 (controles 0.078 +.0.046). La cifra de Hb era de 104 g/L y el
conteo de reticulocitos de 4.0%.

Se inici¢ tratamiento con prednisona oral 1mg/kg/dia durante dos semanas y después se fue
disminuyendo lentamente en un intervalo de 2 meses. La cifra de Hb aumentd a 120g/L y el conteo
de reticulocitos descendio a 2.5%.

La PAD se mantuvo positiva durante 6 meses y los anticuerpos en el suero desaparecieron a los 2
meses de iniciado el tratamiento inmunosupresor. Los resultados de las investigaciones realizadas

se resumen en la Tabla 37.
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Tabla 37. Estudio inmunohematoldgico evolutivo en una paciente con AHAI inducida por el
tratamiento (tto) con IFN a.

Investigaciones Inmunohematolégicas

Semanas de tto con IFN Hb g/L Ret (%) paAD Eluato PAI EIAD
0 123 1.2 0 0 0 0
6 120 1.6 0 0 0 +
10 109 25 C3 IgG + y

Semanas después de descontinuado el tto
4* 104 4.0 C3 IgG +
12 120 25 C3 IgG 0 *

Ret: conteo de reticulocitos, PAD : prueba de antiglobulina directa ,PAl: prueba de antiglobulina indirecta,
EIAD : ensayo inmunoenzimatico de antiglobulina directa, *: Inicio del tratamiento inmunosupresor
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Capitulo V. Discusién

5.1 Desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la cuantificacion de IgG, 1gA e IgM asociadas
alos hematies de pacientes con AHAI y de donantes de sangre.

Ajuste de las concentraciones de recubrimiento, de las diluciones del conjugado y del tiempo de
incubacion de la muestra y del conjugado.

Las concentraciones de recubrimientos inferiores a 5 pg/ml no fueron capaces de producir un
incremento proporcional de la densidad optica a medida que aumentan las concentraciones de
Igs humanas. Esta tendencia se evidencié a partir de concentraciones superiores a 0.04 ng/ml
de Ig de las curvas estandar. Este comportamiento puede deberse a que los anti-Igs utilizados
en la sensibilizacion de la fase sodlida provienen de la fraccién IgG del suero de camero. En
esta fraccion hay presencia de inmunoglobulinas que no son especificas contra las Igs
humanas por lo que la concentracion de proteina no se corresponde enteramente con la de
los anticuerpos especificos. Por esta razéon pudo haber ocurrido la adsorcion de una
proporcion mayor de anticuerpos no especificos que explica la tendencia de las curvas a
disminuir sus pendientes. De haberse utilizado como recubrimiento anticuerpos especificos
purificados es probable que se obtuvieran resultados satisfactorios con concentraciones
inferiores. No obstante, es recomendable sensibilizar la fase sdlida con un ligero exceso de
material siempre que no se obtenga un efecto “gancho”, provocado por la formaciéon de
sobrecapas que se eluyen en pasos ulteriores y que pueden neutralizar el analito en la
solucion (100,101). Las concentraciones de los recubrimientos de 5 ng/ml mostraron un
comportamiento lineal de las concentraciones de Igs de la curva, asi como una mejor
discriminacion entre el control débil positivo y el control normal. Este hallazgo concuerda con
el intervalo de 0.1-20 pg/ml comunicado en la literatura (100, 101,105). Las diluciones
seleccionadas de los conjugados son similares a las utilizadas por otros autores en ensayos
similares (102).

De los tiempos de incubacién estudiados para la muestra, el mejor resultdé ser el de 60
minutos. Los resultados obtenidos con la incubacion a 90 minutos no difieren ostensiblemente
de los mostrados con 60 minutos, pero se selecciond esta ultima, ademas de por mostrar

valores superiores de K de discriminacién, por la disminucion en el consumo del tiempo.

Con el tiempo de incubacion de 30 minutos para los conjugados se observd los mejores

resultados de linealidad y de discriminacion entre control débil positivo y control normal.
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Estos hallazgos concuerdan con lo recomendado en la literatura con respecto a la utilizacién de
tiempos cortos de incubacion para el conjugado, ya con el incremento del tiempo de incubacion

se favorecen las interacciones inespecificas (104)

Evaluacion del efecto de la hemoglobina y del éter contenido en los eluatos en la cuantificacion de
lgs por el ELISA.

Las diferencias entre la matriz de dilucion de las muestras a estudiar y el diluente utilizado en la
curva estandar pueden producir efectos inespecificos que modifiquen la cinética de la reaccion
antigeno-anticuerpo y de esta forma afectar la estimacion de la concentracion de Igs a partir de
la curva patrén (11). Sin embargo, la presencia de hemoglobina y el tratamiento con éter de las
inmunoglobulinas no modificaron la curva estandar del ensayo, por lo que todas las
determinaciones fueron realizadas con las Igs estandar diluidas en SSBF-T-A.

La hemoglobina, por su actividad de peroxidasa, puede dar lugar a reacciones inespecificas en
los ensayos inmunoenzimaticos que utilizan conjugados con peroxidasa (100). En este ELISA se
demostré que la hemoglobina contenida en los eluatos no interfirid en los resultados. Cuando se
incubaron diferentes diluciones de hemoglobina en pocilios sin recubrir las lecturas de las
densidades o6pticas fueron similares a las del blanco del ensayo por lo que las condiciones de
incubacion de la muestra no favorecen la fijacion de esta, aun cuando existian sitios libres en la
fase solida. Otros autores han comunicado resultados similares en el desarrollo de diferentes
ensayos inmunoenzimaticos que utilizan conjugados con peroxidasa para la cuantificacion de Igs
en el eluato con presencia de hemoglobina como resultado del método empleado para la elucién
de los anticuerpos de los hematies (98,122,123). Por otra parte, el tratamiento con éter de las
inmunoglobulinas no afectd su deteccidén en el ELISA. Este resultado es esperado, ya que este
meétodo de elucién se ha utilizado comunmente para la disociacién de los anticuerpos unidos a

los hematies para su posterior caracterizacion (13).

Parametros de validacion

El ensayo mostré un coeficiente de determinacion superior a 0.99 cuando se realizé la regresion
lineal con los valores de concentracion de IgG e IgM humana de 0.0025-0.07 ug/ml y de IgA de
0.0025-0.06pg/ml. Las concentraciones superiores de Igs provocaron una disminucion en este
coeficiente debido probablemente a una saturacion de los anti-Igs utilizados como recubrimientos
qgue no permite un incremento proporcional de la densidad optica a medida que se incrementa la
concentracion del analito (100,106). Por esta razon el limite superior de cuantificacion fue

0.07(ug/ml para la IgG e IgM y 0.06 pug/ml para la IgA,

89



Capitulo V. DISCUSION

por lo que las muestras con altas concentraciones de Igs deberan ser diluidas para su cuantificacion en

el intervalo analitico del ensayo.

Los coeficientes de variacion intraensayo e interensayos fueron inferiores de 10% lo que denota una

excelente precision y se corresponde con los requerimientos exigidos para este tipo de método (101,111)

La exactitud encontrada fue buena lo que indica que no existieron errores sistematicos y avala la

estrategia seguida para el desarmrollo del método (101,111).

Los coeficientes de variacion de todos los puntos de la curvas de calibracion en el perfil de precision
fueron inferiores al 10%. Se encontr6 una tendencia a mejorar la precision a con el aumento de las
concentraciones de Igs. En este sentido debera seleccionarse para el estudio de la muestra la dilucion

gue muestre una densidad oOptica dentro del intervalo intermedio y alto de las curvas de calibracion.

El ensayo fue capaz de cuantificar las Igs en un amplio intervalo de concentraciones. El limite de
deteccion fue bajo y el limite de cuantificacion fue de 1 molécula de I1gG e IgA y de 0.2 moléculas de IgM
por hematie; lo que permite la cuantificacion de Igs asociadas a los hematies de individuos normales y a

los de pacientes con autoanticuerpos eritrocitarios.

Cuantificacion de 1gG, IgA e IgM en los hematies de individuos sanos y de pacientes con
AHAI

El nimero de moléculas de Igs por hematie en los donantes mostré una media de 58 para la IgG, 16
para la IgA y de 3 para la IgM. Otros investigadores han encontrado resultados similares para la IgG y la
IgM con el empleo de otros métodos de cuantificacion de anticuerpos (90,99,122,124). Al parecer existe
una unica comunicacion previa sobre la cuantificacion de IgA en los hematies de individuos normales,
donde se encontré una media menor de 29 moléculas de IgA por hematie, lo cual es similar a lo
determinado en este estudio (122).

Diferentes investigaciones han demostrado Igs asociadas a los hematies de los individuos normales. La
caracterizacion de estos anticuerpos ha evidenciado la presencia de Igs citofilicas de los isotipos IgG, IgA
e IgM debido a una atraccion electrostatica entre la carga positiva de estas Igs y la carga negativa de la
membrana de los hematies (2,73). Otros autores aislaron de los hematies, con una deteccién posterior
por técnicas de inmunobloting, autoanticuerpos fisiologicos contra el antigeno de senescencia eritrocitaria
(ASE) que se expresa por el estrés oxidativo de la banda 3 eritrocitaria (74). Estos hallazgos describieron

el mecanismo de
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senescencia de estas células carentes de nlcleo y por tanto de una apoptosis programada (76). Los
autoanticuerpos eritrocitarios fisiologicos, a diferencia de los identificados en la AHAI, tienen la
caracteristica de que no son detectados en la técnica de antiglobulina debido probablemente a una
localizacion criptica del ASE en la membrana que no permite que el reactivo antiglobulinico forme
puentes inter-hematies y se visualice la aglutinacion (75).

Esta caracteristica de los autoanticuerpos fisioldgicos permitié una mejor seleccion del valor de corte del
ensayo para la IgA y la IgM ajustado este sobre la base de considerar un resultado positivo en el ELISA
el valor de cuantificacion de Igs por hematie a partir del cual los autoanticuerpos fueran detectados en el
eluato o, con un concentrado del mismo, por la técnica de antiglobulina (77). Sin embargo, en el ensayo
de cuantificacion de IgG se asumié como criterio la media mas tres desviaciones estandar del nimero de
moléculas de IgG por hematie de los individuos normales. Esta seleccion fue posible debido a que, a
diferencia de los resultados obtenidos con la IgA y la IgM, todos los valores de cuantificacion de IgG
obtenidos en los donantes de sangre fueron inferiores al valor de corte del ensayo de IgG>163.

El numero de moléculas de Igs por hematie en los pacientes con AHAI se distribuy6 en un amplio rango
de concentraciones, lo que demuestra la capacidad del ensayo para discemir entre diferentes grados de
sensibilizaciéon de los eritrocitos. Los resultados son comparables con investigaciones previas en las que
se comunican resultados entre 230 y 30000 moléculas de IgG, entre 29 y 4500 moléculas de IgA y entre
20 y 168 moléculas de IgM por hematie (90,99,122,124)

Las medias del numero de moléculas de Igs por eritrocito mostraron una diferencia evidente entre
individuos sanos y pacientes con AHAI, sin solapamiento de los intervalos entre ambos grupos.

En el estudio de los pacientes se encontrd un incremento del nimero de moléculas de IgA asociadas a
los eritrocitos (intervalo de 94 a 385) en 12 casos en los que no se habian demostrado anticuerpos de
este isotipo en la PAD ni en los eluatos en la PAI. La relevancia clinica de estos anticuerpos detectados
Unicamente por el ELISA debe ser confirmada en otros estudios, ya que puede haber un aumento de Igs
asociadas a los hematies debido a la presencia de inmunocomplejos o por la adsorcién inespecifica de
Igs a la membrana de los eritrocitos, que pueden detectarse en ensayos muy sensibles como el
ELISA(22,44). Similares consideraciones se aplican a los resultados encontrados en los dos pacientes
con AHAI y PAD negativa en los que los autoanticuerpos no se detectaron en los eluatos. Sin embargo,
existen otras evidencias que sugieren que los anticuerpos I1gG e IgA demostrados en el ELISA fueron los

responsables de las manifestaciones de la hemodlisis en estos pacientes. La

91



Capitulo V. DISCUSION

anemia hemolitca en estos casos estuvo asociada a la leucemia linfoide cronica y al linfoma no-
hodgkiniano. Es conocido que la incidencia de AHAI es mayor en los pacientes con estas hemopatias
que en la poblacion general (2,125). Por otra parte, otros investigadores también han demostrado
autoanticuerpos 1gG e IgA en los hematies por métodos mas sensibles que la PAD en pacientes con
AHAI con prueba de Coombs negativa (86,94,126). Ademas, en estos casos se excluyo la presencia de
otras anemias hemoliticas y se logré la remision de la enfermedad con la administracién de
corticosteroides. Estos resultados muestran que la cuantificacion de Igs en los eluatos por el ELISA
puede ser de utilidad para el diagnéstico inmunohematolodgico de la AHAI con prueba de Coombs
negativa. Sin embargo, debera realizarse un estudio con un nimero mayor de casos para la evaluacion
de este ensayo.

El limite de sensibilidad de la técnica de antiglobulina oscila entre 200 y 500 moléculas de IgG por
hematie y la mayor intensidad de la aglutinacion ocurre en un rango entre 1000 y 2000 moléculas de IgG
(13,22). Nuestros resultados son comparables con los referidos previamente. El ensayo normalizado fue
capaz de diferenciar el nUmero de moléculas de Igs en muestras con una maxima aglutinacion en la
PAD(4+), por lo que este método es adecuado para evaluar la concentracion de autoanticuerpos en los
hematies durante el tratamiento de la enfermedad. Estos resultados se deben a que el patrén de
aglutinacion obtenido en la PAD no permite apreciar diferencias cuando existen altas concentracion de
anticuerpos. En este sentido nuestro método es mas preciso sobre todo cuando se quiere evaluar la
respuesta terapéutica individualmente.

Al parecer no existen estudios previos que relacionen la intensidad de la aglutinacion en la PAD con el
numero de moléculas de IgA e IgM en los hematies. De acuerdo a nuestros resultados los reactivos
monoespecificos anti-IgA y anti-igM son capaces de provocar una aglutinacion visible cuando existen
aproximadamente 126 moléculas de IgA y 31 moléculas de IgM por eritrocito. La maxima intensidad de
aglutinacion se alcanza cuando recubren a los hematies mas de 200 moléculas de IgA o mas de 100
moléculas de IgM.

El empleo de los eluatos a partir de la técnica de éter permitié comunicar por primera vez en la literatura
la cuantificacién, en una unica muestra, de todos los isotipos de los anticuerpos involucrados en la
hemodlisis autoinmune y de las Igs asociadas a los hematies de individuos sanos.

En un ensayo inmunoenzimatico cuantitativo publicado previamente se utilizaron eluatos obtenidos por el
calentamiento de la muestra a 56°C para la cuantificacion de 1gG e IgM pero fue incapaz de revelar la
presencia de IgA en los eritrocitos (99). Otros autores emplearon la solubilizacion de los autoanticuerpos

eritrocitarios con un detergente no iénico, para
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determinar en un ELISA el nUmero de moléculas de IgG e IgA por hematie, pero este método no fue
efectivo para la cuantificacion de IgM (122). Existen otros métodos que logran medir con precision el
numero de moléculas de Igs unidas a los eritrocitos dentro de los que se encuentran el de antiglobulina
marcada con radioisétopo y la citometria de flujo. Estos procedimientos requieren de un equipamiento
costoso y para el radioinmunoanalisis la utilizacion de compuestos radioactivos de riesgosa manipulacion.
En el ELISA normalizado se utilizd el eluato como muestra debido a que aumenta la sensibilidad del
ensayo en comparacion con la deteccion de anticuerpos directamente sobre los hematies. Las propias
caracteristicas del procedimiento de elucion favorecen la concentracion de los anticuerpos ya que se
recuperan los mismos a partir de un concentrado de hematies y en un volumen menor a lo que se
encuentran en la muestra de sangre extraida (127). Por otra parte, se seleccion6 el método del éter
teniendo en cuenta que, al igual que con otros solventes organicos, se recupera en el eluato el 95% de
autoanticuerpos unidos a la membrana eritrocitaria. Ademas, el éter ofrece otras ventajas como son las
de no ser carcinogénico y no afectar la deteccion de Igs en el ELISA como el Xilol y de ser menos
costoso que el cloroformo (40)

En resumen, el ELISA normalizado es un método sensible para la investigacion de anticuerpos
asociados a los hematies en pacientes con AHAI, asi como en individuos normales. El ensayo podria
aplicarse también en la deteccion en los hematies de fragmentos del complemento u otras

inmunoproteinas, con el uso de los reactivos apropiados para estos fines.

5.2 Comparacion entre la prueba de antiglobulina directa, la técnica de microplacas v el
EUSA en la deteccion de autoanticuerpos en los hematies de los pacientes con AHAI

Es bien conocida la importancia de las inmunoproteinas unidas a los eritrocitos como mediadores de la
hemodlisis autoinmune. La PAD se ha utilizado por muchos afios para evaluar la presencia de los
anticuerpos unidos a estas células (29,77). Sin embargo, el limite de deteccion de anticuerpos de este
método oscila entre 200 y 500 moléculas de IgG por hematie (94,128); por lo que otros procedimientos
mas sensibles se han introducido para identificar los autoanticuerpos eritrocitarios que no son detectados
en esta técnica.

El estudio de los anticuerpos en el eluato de los hematies ha demostrado ser mas sensible que la
deteccion directa de estas inmunoglobulinas en los eritrocitos (129). La elucion aumenta la concentracion
de los anticuerpos en la fase liquida. De esta forma, una sensibilizacion posterior de los hematies testigos

con el eluato logra la unién de 500 a 10
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000 moléculas de anticuerpo por célula, independientemente del numero de moléculas de
inmunoglobulinas que inicialmente recubrian a los eritrocitos "In vivo" (130).

Los resultados de nuestro trabajo corroboran los hallazgos descritos anteriormente, ya que tanto en la
técnica de Mp como en el ELISA las determinaciones de los anticuerpos se realizaron en los eluatos y
estos procedimientos detectaron autoanticuerpos no revelados en la PAD.

El ELISA cuantitativo demostrd ser superior para la identificacion de anticuerpos IgA asociados a los
hematies. Si bien no se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la deteccién de
anticuerpos IgG entre la técnica de Mp y el ELISA, este Ultimo reveld los autoanticuerpos en dos
pacientes donde la técnica de Mp resulté negativa. En estos dos casos la PAD detecté el fragmento C3
como Unica inmunoproteina en los hematies y la presencia de los autoanticuerpos causantes de la
hemodlisis se corroboro por el ELISA. Una PAD positiva por la presencia unica de C3 es compatible con el
diagnostico de sindrome de aglutininas frias 6 de hemoglobinuria paroxistica a frigore, pero estas
entidades fueron excluidas en todos los enfermos en las investigaciones de las crioaglutininas y de los
anticuerpos bifasicos de Donath- Landsteiner (116). Por otra parte, la presencia de C3 en los hematies no
es exclusiva de las AHAI; puede también encontrarse en pacientes con otras enfermedades autoinmunes
y con sindromes linfoproliferativos sin manifestaciones clinicas de hemdilisis, por lo que la deteccion de los
autoanticuerpos es crucial para establecer el diagnostico (41,57). Otros autores han encontrado resuitados
similares con el empleo de un ensayo inmunoenzimatico cualitativo para demostrar los autoanticuerpos
eritrocitarios en los hematies de pacientes con PAD positiva por presencia de C3.(131).

La presencia de autoanticuerpos de la clase IgA se encontré en el 35% de los enfermos con el empleo
del ELISA en comparacion con el 14-17% detectado en los ensayos de aglutinacion (PAD; MP). El
porcentaje de autoanticuerpos IgA encontrados difiere de los informados previamente con el uso de un
ELISA directo cualitativo donde se demostraron estos anticuerpos en el 14% de los casos (64). Las
diferencias pueden deberse a que, como se explicé anteriormente, el estudio de los anticuerpos en el
eluato es mas sensible que la deteccion directa de estas inmunoglobulinas en los eritrocitos.

Los tres procederes de investigacion de autoanticuerpos eritrocitarios utilizados revelaron resultados
similares en la deteccion de anticuerpos de la clase IgM que oscilaron entre el 13- 14% de los casos. La
frecuencia de anticuerpos de este isotipo encontrada en este grupo de pacientes coincide con la
tradicional mente comunicada en la mayoria de los estudios con el empleo de la PAD (13). Sin embargo,

Sokol et al (132), identificaron autoanticuerpos IgM
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asociados a los hematies en el 30% de los pacientes con AHAI a través de un ELISA cualitativo que
determina la presencia de inmunoglobulinas directamente sobre los eritrocitos.

Otros investigadores utilizan una PAD potenciada en autoanalizador para esclarecer el diagndstico de
casos con resultados dudosos, al considerar que la técnica tradicional no es especialmente sensible para
la deteccion de autoanticuerpos de este isotipo (133).

Los anticuerpos IgM se separan faciimente de los eritrocitos en los lavados previos requeridos en las
técnicas de elucion, por lo que se dificulta su obtencion en los eluatos (13).

La elucion por éter, empleada en este estudio, no ha sido apropiadamente evaluada para la identificacion
de anticuerpos IgM en los eluatos de los hematies de pacientes con AHAI (134). No obstante, todos los
anticuerpos IgM detectados en la PAD en los pacientes estudiados fueron identificados en los eluatos por
el ELISA y también en un paciente donde la PAD con anti-IgM resultd negativa. A su vez, el ELISA
cuantitativo utilizado fue capaz de cuantificar bajas concentraciones de autoanticuerpos IgM en los
hematies de individuos normales. Las razones expuestas anteriormente no explican las diferencias de
nuestros resultados con los comunicados previamente y deberan proyectarse otros estudios para
dilucidarlas.

Aunqgue los hallazgos de este trabajo favorecen el empleo del ELISA cuantitativo para la deteccion de
autoanticuerpos de diferentes isotipos, la técnica de Mp es de gran utilidad ya que ademas de ser
superior que la PAD para la identificacion de autoanticuerpos IgG, permite corroborar la naturaleza
autoinmune de los anticuerpos eritrocitarios. Con esta técnica se demostré que las inmunoglobulinas
recuperadas en el eluato de los hematies de la mayoria de los pacientes reaccionan con los antigenos
presentes en los hematies testigos, lo cual es uno de los criterios de diagndstico mas importante en la
caracterizacién de los autoanticuerpos eritrocitarios (135).

En los pacientes con AHAI en los que la técnica de Mp resulté negativa los anticuerpos se detectaron en
la técnica de antiglobulina indirecta al concentrar los eluatos. Esto confirmé el diagndstico de la presencia
de autoanticuerpos eritrocitarios. Esta determinacion es crucial ya que existe un aumento en la
concentracion de inmunoglobulinas asociadas a los eritrocitos en pacientes con hemoglobinopatias, lupus
eritrematoso sistémico, artritis reumatoide, mieloma, infecciones y en pacientes con procesos inflamatorios
agudos (11,42,83).

Estas afirmaciones se corroboraron al estudiar el grupo de pacientes con anemia drepanocitica y con
mieloma multiple donde el ELISA y en algunos casos la PAD y la Mp resultaron positivas. Es conocido
gue en los pacientes con hemoglobinopatias existe un aumento de Igs asociadas a los hematies y en
algunos casos los anticuerpos pueden ser revelados también en el eluato de los hematies (57). El

significado clinico de estos hallazgos aun no esta bien esclarecido y al
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parecer la presencia de los autoanticuerpos en estos pacientes puede estar relacionado con los
regimenes cronicos de transfusion de hematies a los que estan expuestos (136). Otros estudios
demuestran que en los hematies de estos casos existe una expresion incrementada del antigeno de
senescencia eritrocitaria debido a la desnaturalizacion de la hemoglobina y su unién a la banda 3
eritrocitaria formando los cuerpos de Heinz. Este evento provoca un aumento de la union de los
autoanticuerpos fisiolégicos dirigidos contra los hematies senescentes (137).

Por otra parte, la adsorcion inespecifica de Igs a los hematies en pacientes con hipergammaglobulinemia
es una de las causas mas conocidas de resultados positivos en los ensayos de deteccion de
anticuerpos, sin que esto se relacione con la presencia de hemdlisis inmune (3). La concentracion de las
Igs en los hematies de estos casos es proporcional a su concentracion sérica y la ausencia de hemdlisis
inmune se explica por el bloqgueo mediado por la IgG sérica del receptor para el fragmento Fe de los
fagocitos (2). Aunque en los pacientes con mieloma multiple se puede encontrar AHAI asociada, el
diagnostico de laboratorio de esta Ultima debera basarse en la deteccion de autoanticuerpos en el eluato
donde se corrobora la naturaleza autoinmune de los anticuerpos detectados en la PAD ya que las Igs
unidas inespecificamente a los hematies no reaccionan con los antigenos de estas células (2).

En el ELISA se obtuvieron resultados dentro del rango normal en todos los pacientes con PAD negativa
sin hemdlisis inmune, lo que refleja la aplicacion de este ensayo en el diagndstico inmunohematolégico
diferencial con estas entidades dentro de las que se incluyen otras anemias hemoliticas en las que la
hemodlisis no esta mediada por autoanticuerpos (138).

A pesar de sus limitaciones, la PAD contintia siendo una técnica de utilidad porque resulta positiva en la
mayoria de los pacientes con AHAI, por la rapidez con que se obtienen los resultados y por ser el
método de eleccion para la deteccion del fragmento C3 del complemento en los hematies (139).

Un aspecto a considerar en este estudio es el hallazgo en el 40% de los pacientes de inmunoglobulinas
de dos o mas isotipos en los hematies con el empleo del ELISA, en comparacion con el 14-19%
encontrado con las técnicas de aglutinacion. Esto ha sido igualmente informado en otras investigaciones
cuando se aplican técnicas de mayor sensibilidad que la PAD entre las que se incluyen los ensayos
inmunoenziméaticos (132). La presencia de autoanticuerpos de diferentes clases de inmunoglobulinas en
los hematies tiene un efecto sinérgico sobre la destruccion inmune de estas células por el sistema
mononuclear fagocitico y podria estar relacionado con la severidad del proceso hemolitico, asi como con

la respuesta al tratamiento inmunosupresor (22,132).
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De los ensayos empleados, el ELISA mostré la mejor sensibilidad, sin embargo, la PAD y la
Mp fueron superiores en especificidad al igual que lo encontrado en otros estudios (140). Por
otra parte, la eficacia o coincidencia fue de un 98% para la Mp y de un 96% para el ELISA.
Estos resultados estan influenciados por la gran sensibilidad del ELISA que detectd Igs en los
hematies de los pacientes con hemoglobinopatias y en pacientes con
hipergammaglobulinemias. Estos hallazgos lejos de constituir una limitacién del ELISA, nos
provee de un método para detectar y evaluar la importancia clinica de las Igs asociadas a los
hematies de los pacientes con hemoglobinopatias donde se especula que los autoanticuerpos
pueden tener un papel fisiolégico importante al bloquear la adherencia de los hematies al
endotelio vascular (137).

De esta forma esta técnica es util en el diagndstico cuando exista una sospecha clinica de
anemia hemolitica en el que se hayan excluido las hemoglobinopatias y cuando se
demuestren autoanticuerpos en el eluato de los pacientes con hipergammaglobulinemia. Al
tener en cuenta estos requisitos la especificidad del ELISA puede ser mayor del 98%.

Estas recomendaciones son también aplicables a la PAD para el diagnostico
inmunohematoldgico de la AHAIL. La presencia de anemia no es suficiente para la indicacion
de esta prueba sino que deberan comprobarse dos o mas signos de hemdlisis en el paciente
antes de su realizacion (141,142). Teniendo en cuenta estas recomendaciones los valores
predictivos positivo y negativo para esta técnica es de un 83% y un 99% respectivamente
(143).

Los resultados de este trabajo permiten recomendar la introduccion de los ensayos
inmunoenzimaticos en las investigaciones inmunohematolégicas de los pacientes con AHAI
para definir el patréon de inmunoglobulinas presentes en los hematies. La posibilidad de este
ensayo de detectar anticuerpos no revelados en la PAD lo sefalan como un proceder de

eleccion para el diagnéstico serologico de la AHAI con prueba de Coombs negativa.

5.3 Cuantificacion de autoanticuerpos en los hematies de pacientes con AHAI y prueba de
Coombs negativa.

Es bien conocido que en algunos pacientes con evidencias clinicas de hemdlisis inmune no se
detectan anticuerpos eritrocitarios por los métodos convencionales (2).

Este estudio documenta los hallazgos inmunohematolégicos en 18 pacientes con AHAI y
prueba de Coombs negativa que constituyeron el 13.3% de todas los casos de AHAI
diagnosticados en el periodo en que se efectué la investigacion. Estos resultados son

similares
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a los de otros autores, que comunican una frecuencia de un 10 % de pacientes con AHAI con
PAD negativa (10,50).

El hallazgo de una PAD negativa en la AHAI se asocia a diferentes causas inherentes a la
realizacion de esta prueba, por lo que es necesario el empleo de técnicas de mayor
sensibilidad, como la citometria de flujo, la prueba de polibreno directa y el ELISA para
detectar los autoanticuerpos eritrocitarios causantes de la hemdlisis (3).

Nuestros resultados sugieren el empleo del ELISA para estos fines ya que revelo la presencia
de los autoanticuerpos en todos los pacientes.

Un estudio previo con la introduccion de un inmunoensayo, que detecta las Igs directamente
sobre los eritrocitos, encontré un incremento de la IgG asociada a los hematies en el 40% de
los casos (126). Sokol et al (144), con la aplicacién también de un ELISA directo demostré una
asociacion entre la presencia de bajas concentraciones de IgG, IgA e IgM en los hematies y la
hemdlisis autoinmune en el 75% de los pacientes con AHAI con PAD negativa. El ensayo
inmunoenzimatico utilizado en este estudio es al parecer mas sensible que los descritos
previamente, debido probablemente a que la cuantificacion de Igs se realizé a partir del eluato
obtenido por el método del éter. Como se comunicé previamente, este método permite la
identificacion de todos los isotipos de Igs causantes de la hemdlisis en la AHAI, lo que avala
este proceder en la identificacion de autoanticuerpos no revelados en la PAD .

La técnica de Mp es un método que también ofrece ventajas, ya que ademas de identificar los
autoanticuerpos en el 61% de los casos, corrobora el diagnostico al demostrar la reaccion de
las Igs con los hematies en el ensayo de antiglobulina indirecta. La ausencia de anticuerpos
demostrables en este ensayo y detectados unicamente en el ELISA podria estar relacionado
con un aumento de Igs asociadas a los hematies en pacientes con hipergammaglobulinemia o
con hemoglobinopatias sin hemdlisis inmune (57).

Sin embargo, en la serie estudiada estas dos condiciones fueron excluidas ya que se
descartaron las hemoglobinopatias y se encontraron valores de cuantificacion de Igs séricas
dentro de los parametros normales en todos los casos. Estos hallazgos permiten asumir que el
ELISA detectd autoanticuerpos en los hematies de los pacientes con AHAI Coombs negativa
(9).

La TPD es mas sensible que la PAD para la deteccion de los autoanticuerpos de la clase 1gG
(126, 145). Aunque en nuestra casuistica resultdé positiva sélo en el 28% de los pacientes,
debe tenerse en cuenta como una alternativa por ser una técnica facil de realizar y por la

rapidez con que se obtienen los resultados.
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La presencia de autoanticuerpos de los isotipos IgA e IgM no fijadores de complemento en los
hematies puede ocasionar una PAD negativa, al no ser detectados los mismos por el suero
antiglobulina humana poliespecifico, cuyos componentes principales son los anticuerpos anti-
IgG y anti-C3 (21,146). Sin embargo, en los pacientes estudiados la PAD fue igualmente
negativa con los reactivos monoespecificos anti-lgA y anti-lgM. Resultados similares se han
comunicado en otras series en los que se empled igual metodologia para el diagndstico
seroldgico (2).

Aunque la mayoria de los investigadores han centrado su atencion en demostrar la presencia
de anticuerpos IgG en los hematies (147-149) de los pacientes con AHAI Coombs negativa,
se han encontrado también autoanticuerpos de la clase IgA e IgM involucrados en la hemdlisis
(86). Al respecto, Sokol et al (131) detectaron anticuerpos IgA e IgM por medio de un ELISA
directo en los hematies de 4 de los 16 pacientes con PAD negativa. Salama et al (150),
demostraron autoanticuerpos IgM en los hematies de 8 casos a través de un ensayo
inmunorradiométrico. Otros autores identificaron autoanticuerpos IgA en los hematies de este
grupo de pacientes en la técnica de aglutinacién en gel o por un ensayo de citometria (151).
Los resultados negativos de la prueba de Coombs en el 55,5% de los casos estudiados
pueden ser atribuibles a la presencia de 200 a 500 moléculas de IgG por hematie, que es el
limite de sensibilidad de la técnica de antiglobulina (22). Sin embargo, la teoria cuantitativa no
es aplicable a todos los pacientes, ya que en el resto de los casos estudiados se encontraron
valores superiores a 900 moléculas de IgG por hematie e incluso en un paciente se
detectaron 48356 moléculas de IgG por célula donde la PAD debia resultar francamente
positiva.

Garratty (9) obtuvo resultados similares y plantea como teoria ain no comprobada que el
hallazgo de una PAD negativa en la AHAI no es atribuible unicamente a la sensibilidad de la
técnica sino que es debido también a que las moléculas de anticuerpos muestran una
orientacién espacial que no permite que el reactivo antiglobulinico forme puentes entre los
hematies y se produzca la aglutinacién. De esta forma, los autoanticuerpos pueden ser
detectados por ensayos que no dependan de la aglutinacion.

Los resultados de nuestro estudio muestran que el ensayo inmunoenzimatico aplicado es
particularmente util para la deteccion y cuantificacion de autoanticuerpos en los hematies de
los pacientes con AHAI y prueba de Coombs negativa y nos provee de un procedimiento muy

sensible para el diagnéstico inmunohematoldgico de esta identidad.
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5.4 Relacion entre la hemolisis y la presencia y cuantificacion de inmunoglobulinas en los
hematies de los pacientes con AHAI.

En la AHAI los anticuerpos causantes de la hemdlisis son predominantemente de la clase IgG y con
menor frecuencia de las clases IgA e IgM (13). Los resultados de este estudio apoyan estas afirmaciones
y coinciden con los comunicados por otros autores para las frecuencias de autoanticuerpos de las clases
IgG e IgM, no asi en lo que respecta a la IgA (2, 12,43).

La presencia de IgA en los hematies se ha demostrado en el 1.5y en el 14% de los pacientes con AHAI
(64,153). La frecuencia de autoanticuerpos IgA en el grupo de pacientes que hemos analizado es
superior a los comunicados previamente debido a que en el estudio se empled un ensayo
inmunoenzimatico para la cuantificacion de Igs en los hematies que es un método mas sensible que las
técnicas de aglutinacion y permite detectar esta Ig en los hematies con PAD negativa.

La AHAI mediada unicamente por autoanticuerpos de la clase IgA es infrecuente y se ha identificado en
el 0.2% del total de pacientes, lo que es similar a lo encontrado en nuestra serie

(60).

La distribucion de las subclases de IgG de los autoanticuerpos y sus combinaciones se asemejan a las
comunicadas en otros estudios (12,127). La presencia de Unicamente autoanticuerpos IgG2 en los
hematies se identifico en el 3.9% de los pacientes, lo que coincide con lo demostrado por otros autores
(9), pero difiere de otras investigaciones donde se encontrd en menos del 1% de los casos (154). Estas
diferencias podrian atribuirse al nimero de casos estudiados y al método de deteccion de las subclases
empleado en los diferentes estudios (9).

El fragmento C3d del complemento se detecto a través de la PAD en el 65% de los pacientes (datos no
mostrados). Su presencia no fue tenida en cuenta en su relacion con la hemolisis, ya que este no media
la destruccion de los hematies "IN vivo" (155).

Muy pocas investigaciones han abordado la relacion entre la coexistencia de mdltiples inmunoglobulinas
en los hematies con la hemdlisis mediada por autoanticuerpos, debido probablemente a que con los
procedimientos convencionales se detecta este patron en el 15% de los casos (12). Sin embargo, con la
introduccion de técnicas mas sensibles se demuestra en el 37% de los pacientes con AHAI (127).

El Unico estudio realizado con el empleo de un ELISA directo cualitativo concluye que la identificacion de
autoanticuerpos IgG acompanados de autoanticuerpos IgA, IgM o de ambas Igs es la causa principal de

la hemdlisis autoinmune (127). Esta investigacion relacioné la
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presencia de dos mas inmunoglobulinas con la severidad de la hemdlisis, pero no clasificd a los
pacientes de acuerdo al patrén especifico de las Igs detectadas en sus eritrocitos.

Nuestro estudio sugiere que la presencia en los hematies de autoanticuerpos IgM, en combinacion con
autoanticuerpos de los isotipos 1gG, IgA o con ambos, es un factor fundamental en la severidad de la
hemodlisis en los pacientes con AHAI. Estos hallazgos difieren de los anteriores, y le atribuimos a la IgM
el papel primordial como mediador de la hemdlisis, al encontrarse que todos los pacientes con
autoanticuerpos de este isotipo fueron clasificados dentro del grupo con hemdlisis de alto grado. Las
discrepancias entre nuestros resultados con los comunicados previamente pueden ser debido a las
diferencias en las metodologias empleadas para la clasificacion de los pacientes de acuerdo a los
isotipos de los autoanticuerpos detectados.

Los hematies sensibilizados con autoanticuerpos IgM, IgG e IgA son atrapados eficientemente por lo
macrofagos del bazo y del higado a través de los receptores para el fragmento Fe de la IgG (RFcy) y de
la IgA (RFca) y por los receptores RC1 y RC3 para los fragmentos C3b y C3bi del complemento. La
presencia de estos Ultimos es mediada fundamentalmente por los anticuerpos IgM (67).

Los autoanticuerpos calientes IgM generalmente no provocan la lisis directa de los hematies mediada por
complemento, debido a la accion de las proteinas inhibidoras del complemento presentes en la
membrana de estas células. Dentro de éstas se encuentran el factor acelerador de la degradacion o DAF
(CD55) que impide el ensamblaje de la C3 convertasa; la proteina de unién al C8 que interfiere en la
interaccion C8-C9 y en la polimerizacion de este Ultimo; y CD59 o inhibidor de la lisis reactiva (MIRL) que
evita la incorporaciéon del C9 en el complejo C5b-9. Por lo tanto, la activacién del complemento culmina
con la deposicion en los hematies del C3 que es reconocido por sus receptores en los macrofagos y se
produce la fagocitosis o la lisis citotoxica de estas células (12,47).

No obstante, es dificil evaluar la patogenicidad de los autoanticuerpos IgM cuando estos concomitan con
autoanticuerpos IgG e IgA. En el reducido numero de casos en los que se han identificado Unicamente
autoanticuerpos IgM hay evidencias de hemdlisis intravascular con una mortalidad significativa lo cual
confirma su importancia clinica (12, 156, 157).

La mayoria de los pacientes con IgG e IgA en los hematies fueron clasificados con hemdlisis de alto
grado. Los eritrocitos recubiertos con anticuerpos IgA son destruidos por un mecanismo similar al de la
IgG aunque en ocasiones pueden activar el complemento por la via altemativa, probablemente via

lectina, y provocar hemdlisis intravascular (158,159).

101



Capitulo V. DISCUSION

Se ha demostrado que existe un efecto sinérgico de los autoanticuerpos IgA con los IgG, especialmente
con los IgGl, en la aparicion de hemdlisis severa (64). No obstante, el 34% de los pacientes estudiados
con autoanticuerpos de estos isotipos fueron clasificados con hemdlisis de bajo grado, por lo que ofros
factores pueden influenciar en la destruccion de los eritrocitos por los autoanticuerpos. Dentro de estos
se sefala la actividad del sistema mononuclear fagocitico de los pacientes y el balance de citocinas que
regulan la expresion de los receptores Fe presentes en los macréfagos y de esta forma modulan la
destruccion inmune de los hematies (85).

Recientemente se ha comunicado un caso de AHAI severa mediada por autoanticuerpos IgA que
reconocen a antigenos localizados en el tercer lazo de la banda 3 eritrocitaria (160). Otros autores han
encontrado que estos autoanticuerpos tienen especificidad para los antigenos del sistema Rh y en un
caso no se realizd su identificacion (161,162). Por lo que la especificidad de los autoanticuerpos IgA no
ha sido apropiadamente evaluada como un factor que pudiera influir en su patogenicidad.

Generalmente la destruccién de los hematies es proporcional a la cantidad de anticuerpos unidos a
estas células (85). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre el nimero de moléculas de IgG e
IgA por hematie en los pacientes de los grupos con hemdlisis de alto y bajo grado. Hasta donde
conocemos no se han realizado estudios previos de cuantificacion de autoanticuerpos IgA y su relacion
con la intensidad de la hemdlisis que permitan comparar estos resultados. Al parecer, la coexistencia de
autoanticuerpos 1gG e IgA por si misma predispone a una mayor severidad de la hemdlisis no
influenciada por el numero de moléculas de estas Igs que recubren a los eritrocitos "Invivo'.

En el estudio se demostrd, ademas, un aumento significativo en el nimero de moléculas de IgG por
hematie en los pacientes con este patron serolégico pertenecientes al grupo con hemdlisis de alto grado
en comparacion con los del grupo con hemdlisis de bajo grado.

Otros autores han obtenido evidencias a favor de que la cantidad de IgG unida a los eritrocitos puede
predecir la gravedad de la hemolisis en los pacientes con AHAI (99,163). En contraste, Garratty y Nance
(164) no pudieron confimar este hallazgo en un estudio posterior. Las divergencias entre estos
resultados pudieran estar relacionadas con diferencias en los reactivos antiglobulinicos utilizados, la
seleccion de los pacientes estudiados y los criterios usados para la clasificacion de la hemdlisis (165).
Nuestros resultados, sin embargo, coinciden con los de Garratty y Nance (164) en cuanto a que no fue
posible determinar un umbral que pueda predecir la ocurrencia o no de hemdlisis de alto grado, ya que

se encontré un gran solapamiento de los valores de cuantificacion de IgG por
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hematie entre los pacientes de ambos grupos de hemdlisis. Como se expuso anteriormente,
otros factores modulan la destruccién inmune de los hematies que pueden influenciar en los
resultados, dentro de estos el menos estudiado es el de la afinidad de los autoanticuerpos.
Los escasos estudios realizados sobre el tema sugieren que existe una relacion directa entre
la afinidad y la patogenicidad de los autoanticuerpos y los aloanticuerpos por lo que es un
factor que pudiera influir en nuestros resultados y debera ser estudiado en futuras
investigaciones (2, 166)

La presencia de IgG3 y de multiples subclases de autoanticuerpos se asocia con signos de
hemodlisis manifiesta (12,127,167). La IgG3 es mas eficiente que la IgG1 en su interaccion con
los macrofagos debido a su gran afinidad por los receptores Fe presentes en estas células
(9,52).

En nuestro estudio no se obtuvieron diferencias significativas en la distribucion de los
autoanticuerpos 1gG3 e IgG1 entre los pacientes de los grupos con hemdlisis de alto y bajo
grados. Otros autores encontraron resultados similares y han demostrado la presencia de
estas subclases en los eritrocitos de donantes con prueba de antiglobulina positiva sin
manifestaciones de anemia (82,83).

Por otra parte, aunque la presencia de multiples subclases en los hematies fue mas frecuente
en los pacientes con hemdlisis de alto grado, no se obtuvieron diferencias significativas en la
distribucion de este patrén entre los grupos estudiados. No obstante, aunque es conocido que
el patron de subclases depende de factores como la presentacion antigénica, el microambiente
de citocinas y de factores genéticos (26), consideramos que las diferencias con otros estudios
pudieran atribuirse también a que la caracterizacion de las subclases de los autoanticuerpos
se realizé en una muestra reducida de los casos.

Los hallazgos de este estudio permiten plantear que la severidad de la hemdlisis en los
pacientes con AHAI se relaciona con la coexistencia de multiples inmunoglobulinas en los
hematies y en especial de la IgM. En los pacientes con presencia Unicamente de IgG el
numero de moléculas de autoanticuerpos por hematie es el factor determinante en la
hemodlisis, aunque este parametro por si sélo no pueda explicar las discrepancias observadas
en muchos casos.

Mas alla de estas consideraciones, la cuantificacion de autoanticuerpos en los hematies es
una herramienta que podria emplearse para la evaluacion del tratamiento inmunosupresor y en
la decision de la conducta terapéutica en los pacientes con AHAI (168). Con este ensayo es

posible determinar la concentracion de autoanticuerpos en los hematies en estudios
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longitudinales en relacion con el tratamiento y de esta forma podria evaluarse en cada

paciente la respuesta al farmaco administrado.

5.5 Autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes hematologicos tratados con interferon alfa.

El IFN a provoca alteraciones del sistema inmune que se han relacionado con la induccion de
autoinmunidad. Dentro de éstas se destacan las modificaciones en la actividad supresora de
los linfocitos, un incremento de la expresion de las moléculas de clase | del sistema principal
de histocompatibilidad y modificaciones en las membranas celulares (26).

Asociado al tratamiento con este farmaco se ha detectado autoanticuerpos involucrados en
diferentes enfermedades autoinmunes (169). Dentro de los mecanismos mas invocados se
encuentra la diferenciacion Th1 de las células CD4 por un aumento en la expresion de los
receptores para la IL-12 mediados por el IFN a (26). Por otra parte se ha demostrado que el
IFN a promueve la diferenciacion de los monocitos a células dendriticas las cuales son
capaces de procesar antigenos de células senescentes y presentarlos a las células CD4 y de
esta forma inducir la produccion de autoanticuerpos (170).

La deteccion de autoanticuerpos eritrocitarios unicamente en el grupo de pacientes que se le
administré el farmaco confirma la induccidon de autoinmunidad inducida por el IFN a. En un
gran numero de ellos la prueba de Coombs directa reveld Unicamente la presencia de
fragmento C3d del complemento en los eritrocitos y los autoanticuerpos eritrocitarios se
detectaron predominantemente en el suero, en el eluato de los hematies o con el empleo de
ensayos sensibles como el EIAD. Estos hallazgos no se asociaron con la duracién del
tratamiento con IFN al igual que lo comunicado en otros estudios (171).

La identificacion de anticuerpos eritrocitarios séricos, no demostrables sobre los eritrocitos, se
relacionan con la induccion de autoanticuerpos de baja afinidad o con una depresion marcada
de los antigenos eritrocitarios especificos (12). Aunque los autoanticuerpos eritrocitarios no
mostraron en su gran mayoria especificidad definida para los antigenos de los grupos
sanguineos, se conoce que estos estan dirigidos contra todo el sistema Rh y en los pacientes
estudiados no se demostroé depresion de los antigenos de este sistema (datos no mostrados)
(13).

Los resultados obtenidos en el patrén de inmunoproteinas en los hematies de los pacientes
con autoanticuerpos eritrocitarios inducidos por el IFN a difieren de los observados
comunmente en la anemia hemolitica autoinmune. En esta ultima se observa un porcentaje

menor de casos con C3 solo y con AHAI con PAD negativa (1).
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Sin embargo, la presencia de autoanticuerpos eritrocitarios de la clase IgG reactivos a 37°C
en la prueba de Coombs encontrados en el grupo de pacientes con tratamiento con IFNa son
compatibles con los hallazgos de la anemia hemolitica autoinmune y las inducidas por alfa-
metildopa (172).

Steegman et al (173) obtuvieron una PAD positiva por presencia de IgG y C3 en el 32% de
los pacientes con LMC tratados con IFNa y en todos los casos la PAI fue negativa. En nuestra
serie, la frecuencia de autoanticuerpos en los hematies fue superior debido al empleo del
EIAD, que es un proceder mas sensible que la PAD. Por otra parte, la deteccion de
anticuerpos séricos con el uso de hematies tratados con proteasas explica la identificacion de
los mismos en la mayoria de los pacientes.

En los pacientes con LMC las cifras de hemoglobina antes y después del tratamiento no
mostraron variaciones y, aunque se observo reticulocitosis después del tratamiento, no se
relaciond con manifestaciones de anemia hemolitica. Esto se ha observado en otros estudios
y se ha planteado que podria estar relacionado con las propiedades del IFNa como regulador
de la hematopoyesis (171,173).

La ausencia de hemodlisis inmune en presencia de autoanticuerpos eritrocitarios puede estar
determinada por multiples causas, dentro de las que se encuentran la actividad bioldgica de
los anticuerpos, la concentracion de anticuerpos unidos a los hematies “in ViVO", las
caracteristicas de los antigenos especificos, la eficiencia del sistema mononuclear-fagocitico
de los pacientes, asi como las interacciones idiotipos anti-idiotipos como reguladoras de la
accion de los autoanticuerpos eritrocitarios (33,85). Para poder dilucidar los factores que
determinan la patogenicidad de los autoanticuerpos inducidos por el IFNa es necesario
proyectar estudios que tengan en cuenta la influencia de los factores antes mencionados. Este
es un aspecto importante ya que la aparicion de la AHAI obliga a descontinuar el tratamiento
con el farmaco y por lo tanto privar a los pacientes de sus efectos beneficiosos. Al respecto,
algunos autores han encontrado relacion entre la presencia de autoanticuerpos en la LMC y la
remision, ya que en el 70% de los pacientes con autoanticuerpos inducidos por el IFNa se ha
logrado una respuesta citogenética favorable (174). Por otra parte, la presencia de estos
autoanticuerpos eritrocitarios ocasiona resultados positivos en las pruebas de compatibilidad
pretransfusional no relacionada con la aloinmunizacion por transfusiones. Estos hallazgos
deben considerarse al transfundir a los pacientes que reciben tratamiento con IFNa para
definir en cada caso la relevancia de los anticuerpos eritrocitarios identificados y decidir la

transfusion (175).
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5.6 Anemia hemolitica autoinmune inducida por el interferon alfa

La AHAI con frecuencia es secundaria a enfermedades oncohematoldgicas (176). En el
caso descrito no se detectaron autoanticuerpos previos al tratamiento con IFNa mediante el
empleo de métodos sensibles como el EIAD. La ausencia de antecedentes de AHAI en
esta paciente sugiere la induccion de la autoinmunidad eritrocitaria por el IFNa, lo cual
corrobora nuestros hallazgos en los pacientes con hemopatias malignas tratados con este
farmaco.

El ensayo inmunoenzimatico revelé la aparicion de los anticuerpos cuando estos aun no
eran detectables por los métodos habituales y no se habian manifestado los signos de
anemia en la paciente, por lo que en este estudio este ensayo fue de gran valor para
predecir la ocurrencia de hemdalisis inmune.

Hasta donde conocemos, éste es el primer caso donde se ha empleado un ensayo
inmunoenzimatico para la deteccion de los autoanticuerpos eritrocitarios que provocan AHAI
antes, durante y después el tratamiento con IFNa. Estos procedimientos son utiles para la
deteccion de bajas concentraciones de autoanticuerpos asociados a los eritrocitos y se
emplean para el diagnostico de la AHAI con prueba de Coombs negativa (9). A pesar de
que este estudio se realizé en un solo caso, el seguimiento evolutivo mostré la utilidad del
ensayo empleado.

Otros estudios han encontrado un patrén dual de aparicion de la hemdlisis que esta en
relacion con la presencia de autoanticuerpos previos. Los pacientes con antecedentes de
hemdlisis inmune desarrollan la AHAI en las primeras tres semanas de tratamiento. Sin
embargo, en los que no poseen autoanticuerpos antes de la administracion del IFNa las
manifestaciones de anemia se evidencian a partir de los tres meses de tratamiento (177).
El curso clinico de esta paciente fue similar a lo sefialado previamente.

En los pacientes con AHAI inducida por el IFNa, se describe la deteccién en los eritrocitos
de IgG, C3 o ambas, e incluso la PAD puede ser negativa (178,179) En los eritrocitos de
este caso se evidencid la presencia de C3 y en el eluato se recuperaron los
autoanticuerpos IgG de especificidad anti-e. Resultados similares se describen en un
paciente con AHAI inducida por el IFNa en quien la PAD fue reactiva con anti-lIgG (180). La
especificidad anti-e es la que mas frecuentemente se demuestra en los autoanticuerpos
causantes de AHAI y las inducidas por alfa metildopa (13). Los hallazgos serolégicos por lo
tanto, son similares a los de las AHAI secundarias a IFNa.

Para explicar la autoinmunidad inducida por el IFNa se ha propuesto un mecanismo
semejante al de la metildopa. Estas sugerencias se apoyan en que el IFNa modifica las

membranas celulares y crea neoantigenos a partir de los propios antigenos de los grupos
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sanguineos (180). Otros hallazgos sugieren la interaccion de varios mecanismos, entre los
que se destacan la expansion de células B autorreactivas y el desbalance de citocinas (181).
La AHAI inducida por el IFN a es infrecuente, se diagnostica en alrededor del 1% de los
casos con leucemia mieloide crénica (14). Sin embargo, los pacientes con enfermedades
linfoproliferativas presentan una gran predisposicion a desarrollar AHAI, por lo que se sugiere
realizar un monitoreo periodico para prevenir las complicaciones relacionadas con la hemdlisis
autoinmune derivadas del tratamiento con IFNa (45).

Los resultados de éste y de otros estudios apoyan las sugerencias de incluir al IFNa en la

lista de farmacos que provocan PAD positiva y eventualmente AHAI (173).
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Capitulo VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

1. El desarrollo de un ensayo inmunoenzimatico con parametros adecuados de validacion
permitié su aplicacion para definir el niumero de moléculas de IgG, IgA e IgM por hematie
en los individuos normales y en pacientes con AHAI, y resulté mas sensible que las
técnicas de aglutinacion PAD y Mp empleadas en la deteccion de autoanticuerpos en los

hematies de los pacientes con AHAI.

2. Este trabajo constituye la primera comunicacion en la literatura de un método
inmunoenzimatico para la cuantificacion, en una unica muestra de eluato, de todos los
isotipos de las inmunoglobulinas asociadas a los hematies. Se demostré por primera vez
que los autoanticuerpos IgA estan presentes en un porcentaje importante (35%) de los

pacientes con AHAI.

3. La cuantificacién de autoanticuerpos en los hematies corrobor¢ el diagndstico clinico de la
AHAI Coombs negativa por lo que constituye un método util para el diagndstico

inmunohematoldgico de esta identidad.

4. En el estudio de los 135 pacientes con AHAI se determin6é que los factores asociados a
una mayor severidad de la hemdlisis son: (1) la presencia en los hematies de IgM
coexistiendo con I1gG, IgA o ambas, (2) la presencia de IgG e IgA y (3) el nimero de
moléculas de IgG por hematie. No se observé asociacion entre la hemdlisis y la presencia

de en los eritrocitos de 19G3, IgG1 o de dos o mas subclases de I1gG.

h. Con el empleo de técnicas de aglutinacion y ELISA se detectaron autoanticuerpos
eritrocitarios en el 80% de los pacientes con hemopatias malignas tratados con IFN a.
Este porcentaje es mayor que lo informado en la literatura en pacientes con
autoanticuerpos inducidos por este farmaco. No obstante, la AHAI inducida por IFNa en

pacientes con hemopatias malignas es infrecuente.

108



Capitulo VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.2 Recomendaciones

. Introducir el ELISA cuantitativo con el uso de eluatos obtenidos por el método del éter, en los
servicios provinciales de Hematologia, para el diagndstico inmunohematolégico de la AHAI con

prueba de Coombs negativa y para definir el patrén de inmunoproteinas en los pacientes con AHAI.

. Profundizar en el estudio de la especificidad de grupos sanguineos de los

autoanticuerpos IgA y su relacién con la hemdlisis en pacientes con AHAI.

. Evaluar la influencia de otros factores relacionados con Ila actividad de los
autoanticuerpos en su relacion con la intensidad de la hemdlisis en los pacientes con
AHAI

. Disefiar un estudio longitudinal prospectivo en pacientes con AHAI para relacionar la
respuesta al tratamiento con la presencia y cuantificacion de los autoanticuerpos en los

hematies.

. Proyectar estudios destinados a identificar los factores que determinan la significacion

clinica de los autoanticuerpos eritrocitarios inducidos por el IFN a.
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ANEXO

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION :

El que suscribe:

estd de acuerdo en ser incluido en el estudio: DETECCION Y CUANTIFICACION DE
AUTOANTICUERPOS ERITROCITARIOS EN LA ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE. Asi
mismo estoy de acuerdo que se me practiquen las investigaciones clinicas, de laboratorio y la
toma de muestra para el estudio. Para dar este consentimiento he recibido por parte del
investigador principal una explicacién amplia de mi enfermedad, como sigue:

La anemia hemolitica autoinmune se caracteriza por un estado anormal del sistema de
defensa del organismo conocido como sistema inmune donde el individuo por causas aun no
bien determinadas produce anticuerpos contra sus propios glébulos rojos, por lo que aparece
anemia. Se me explicé que el diagnéstico de la enfermedad permite poner tratamiento para
mejorar la anemia y que este trabajo profundiza en el estudio de la misma, lo cual pudiera
determinar en nuevos avances para el diagnostico y el tratamiento habitual.

Tengo ademas el derecho de conocer los resultados que se obtengan en la investigacion, los
gue se manejaran con absoluta confidencialidad.

Mi consentimiento es absolutamente voluntario y el hecho de no aceptar no tendria
consecuencia alguna en mis relaciones con el hospital o con el personal de atencion, los que
continuaran asistiéndome segun las normas de conducta habitual de esta instalacion
hospitalaria y de nuestra sociedad. En cualquier momento puedo retirarme del estudio, sin
que sea necesario explicar las causas y esto tampoco afectara mi relacidon con nuestra

institucion.

Y para que asi conste y por mi libre voluntad, firmo el presente consentimiento a los -------------
dias del mes de del

Nombre del paciente:
Firma:__
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS.

ADCC Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity (Citotdxicidad celular dependiente de
anticuerpos)

AHAI: Anemia hemolitica autoinmune

ASE: Antigeno de senescencia eritrocitaria

CV: Coeficiente de variacion

C3bi: Fragmento del complemento C3 inactivado

DE: Desviacion estandar

DO: Densidad o6ptica

D-L: Donath-Landsteiner

EIAD: Ensayo inmunoenzimatico de antiglobulina directa

ELISA: Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay ( Ensayo inmunoenzimatico en fase solida)
E: Especificidad

HM: Hemopatias malignas

HPF: Hemoglobinuria paroxistica a frigore Igs: Inmunoglobulinas

HLA: Human Leukocytes Antigens ( Antigenos de los leucocitos humanos)
Ig: inmunoglobulina

Igsinmunoglobulinas
IFN a: Interferon alfa

IFN y: Interferébn gamma

IL: interleucina

K-S: Kolmogorov-Smirnov

LMC: Leucemia mieloide crénica

Mp: Técnica de microplacas

OPD: Orto-fenilendiamina

PAD. Prueba de antiglobulina directa (Coombs directo)
PAI: Prueba de antiglobulina indirecta (Coombs indirecto)
PEG: Polientilenglicol

PVP: Polivinil pirrolidona

RIA: Radioinmunoanalisis

RC: Receptor del complemento

RFca: Receptor para el fragmento Fe alfa (IgA)
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RFcy: Receptor para el fragmento Fe gamma (IgG)

R* Coeficiente de determinacion

r; coeficiente de correlacion

RC: Receptor del complemento

SAF: Sindrome de aglutininas frias

SSBF Solucion salina balanceada de fosfato

SSBF-Tw-0.05: Solucion salina balanceada con fosfato y Tween 20 al 0.05%
SSBF-Tw al 0.2%: Solucion salina balanceada con fosfato y Tween 20 al 0.2%
SSBF-Tw-A: Solucion salina balanceada con fosfato, Tween 20 al 0.05% y albumina bovina
al 0.4%

S: Sensibilidad

Suero antiglobulina humana: Suero de Coombs

Th: T helper (células T colaboradoras)

TPD: Técnica manual de polibreno directa

VPP Valores predictivos positivos

VPN Valores predictivos negativos
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