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Anemia hemolitica inmune:

diagnosti

oy tra-taie 0.

>>> El diagnéstico de anemia hemolitica autoinmune (AIHA) es un desafio tanto para
el laboratorio de inmunohematologia como para el clinico. Es una necesidad comenzar
con el tratamiento rapidamente, por lo que el diagndstico debe ser el correcto. En la

siguiente revisidn se da una visidn general de las técnicas de laboratorio utilizadas para
tal fin.
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Volumen
de muestra

Tiempo
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Tipo de muestra Tipo Unidades

Enfermedades respiratorias

T0INF1I0D

Influenza A/ B FIA

Hisopado nasal

1,5-10 min

TORSVIOD

RSV Ag FIA

Hisopado nasofaringeo

5-15min

10STR1IOD

Strep A Ag FIA

Hisopado de garganta

100 pl

5min

T0LEGIOD

Legionella Ag FIA

Orina

5-15min

T0SPN10D

S. pneumoniae Ag FIA

Orina

100 pl

5-10 min

10ADE10D
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200 pl
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15 min
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10A1C10B

HbAlc
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Sl
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TOUALIOB

U-Albumin FIA
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3l

5min

Marcadores tumorales

10IFO10B
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Heces

3 gotas

5min

Hormonales

10FT410B

Free T4 FIA

Suero

50 ul

15 min

10T410B

T4 FIA
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50 pl

15 min

10TSH10B

TSH FIA
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100 pl

15 min

T10LH10B

LHFIA

Sangre entera / Suero / Plasma
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15 min
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>>2> RESUMEN

La anemia hemolitica autoinmune (AIHA)
se debe a la destruccién de los glébulos rojos
debido a los autoanticuerpos circulantes contra
los antigenos de la membrana de los glébulos
rojos. Se clasifican etiolédgicamente en AIHA
primarias y secundarias. Un positivo en la prueba
directa de antiglobulina (DAT) es el sello de
diagnodstico del AIHA. El diagndstico de anemia
hemolitica autoinmune (AIHA) es un reto tanto
para el laboratorio de inmunohematologia y el
clinico como lainvestigacion de laboratorio puede
$er problematico y, a menudo, requiere mucho
tiempo y pruebas seroldgicas, especialmente
necesario cuando se realiza una transfusion de
sangre. Con frecuencia hay una necesidad de
comenzar la terapia rapidamente, por ello una
estrecha colaboracién y una buena comunicacion
entre el laboratorio y el médico es una condicidn
"sine qua non". El objetivo de la presente revision
es dar una vision general de las técnicas de
laboratorio utilizadas para el diagndstico de AIHA.
Ademas, un breve resumen sobre las opciones
terapéuticas en AIHA serd proporcionado.

Palabras Claves: Anemia Hemolitica Autoinmune;
Enfermedad; Anticuerpos

>>> INTRODUCCION.

La anemia hemolitica autoinmune (AIHA)
es unaenfermedad autoinmunerara pero grave en
el que los anticuerpos de un individuo reconocen
antigenos en sus propios glébulos rojos. La AIHA
se presenta como una anemia aguda o crénica
caracterizada por la aparicion de parametros
bioquimicos de destruccién de glébulos rojos
asociados con una prueba directa de antiglobulina
que indica la presencia de anticuerpos y / o
complemento en la superficie de los glébulos
rojos. Puede ser secundario a una serie de
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trastornos subyacentes o las drogas. AIHA se
caracteriza por un aumento de la degradacion de
las células rojas sanguineas (RBC) debido a
autoanticuerpos (auto-Ab) con o sin activacion del
complemento. Las caracteristicas de diagndstico
de AIHA incluye la combinacién de clinica y
laboratorio. Signos de hemdlisis de gldbulos rojos
junto con la deteccidon de Auto-Ab y [ o la
deposicion de complemento en RBC queda
principalmente evidenciado por una prueba de
antiglobulina directa positiva (DAT) también
Conocida como pruebadirectade Coombs.

En mads del 50% de los pacientes el
desarrollo de AHIA se asocia con una enfermedad
subyacente (AIHA secundaria), pero puede ocurrir
sin ninguna evidencia de un trastorno subyacente
(AIHA idiopatica o primaria) (Engelfriet, Over-
beeke, & Von dem Borne, 1992). Basado en la
temperatura dptima para la unién del auto-
anticuerpo a RBC, AIHA se divide en un anticuerpo
calido AIHA (WA-AIHA), anticuerpo frio AIHA (CA-
AlIHA) o AIHA debido a la auto-Ab bifésica
(hemoglobinuria paroxistica por frio, PCH). Con
una incidencia de 1: 100.000 WA-AIHA es una
enfermedad rara, la incidencia de CA-AIHA es aun
menor (1: 1,000,000). En contraste, el 10% de los
pacientes que padecen el lupus eritematoso
desarrolla un AIHA (Ayala Ledesma, Charaja Coata,
Cruz Portugal, & Yupari Capcha, 2003).
Ocasionalmente, el linfoma se complica con la
AIHA, pero también puede ser un heraldo de un
linfoma que adn no ha sido diagnosticado. Esto se
evidencia por el hecho de que el 18% de los
pacientes con AIHA primaria desarrolla un linfoma
manifiesto enunafecha posterior.

Autoanticuerpos dirigidos a epitopos en
RBC consistentes en azucar y [ o estructuras
proteicas son cruciales en la patogenia de AIHA. El
isotipo esimportante paralaimportanciaclinicade
un autoanticuerpo. Las inmunoglobulinas del



isotipo IgM forman una estructura pentamérica y
son, por lo tanto, muy eficiente en la activacion del
complemento. IgG1 e IgG3 también son
activadores de complemento eficientes, mientras
quelgG2elgAtienensolo unacapacidad débil para
activar complemento. 1gG4 no activa el comple-
mento. En general, el sistema de complemento no
es completamente productos de degradacion
activados y complementarios (C3¢, C3d) se puede
detectar como trazas en los RBC. Sin embargo, la
activacion del complemento puede proceder
hastalaformacidneintroduccién delamembrana.

De ataque complejo C6-9 (MAC) que
conduce a la lisis de RBC. La temperatura dptima
del auto-Ab para unirse a RBC es de relevancia
clinica también, los autoanticuerpos frios (CA-Ab)
muestran una unién éptimaa RBCpor debajode 30
°Cysonsobretododeisotipo IgM. CA-Ab tiene una
unién éptima alrededor de 30 ° C y son clinica-
mente relevantes ya que pueden inducir la
activacién del complemento in-vivo (Petz, 2008).
Autoanticuerpos calientes (WA-Ab) muestran una
unién éptima a 37 ° C y son en su mayoria IgG,
menos frecuentemente IgM y raramente IgA.

La AIHA puede desarrollarse gradual-

mente, con una compensacion fisioldgica conco-
mitante, o puede tener un inicio fulminante con
una anemia profunda y potencialmente mortal.
Las caracteristicas clinicas estan determinadas por
la presencia [/ ausencia de enfermedades subya-
centes y comorbilidades, y por la tasa y el tipo de
hemdlisis que depende principalmente de las
caracteristicas del autoanticuerpo. En particular,
las IgM calidas AIHA a menudo tienen hemodlisis
mds severa y mas muertes (hasta un 22%) que los
pacientes con otros tipos de AIHA (Pefialver &
Alvarez-Larran, 2010). Vale la pena recordar que el
grado de la anemia también depende de la eficacia
de la respuesta eritroblas-tica. De hecho, se ha
reportado que en pacientes con reticulocitopenia,
ocurre en un 20% de los adultos y en el 39% de los
nifios, se puede necesitar soporte de transfusion
muy fuerte y representa unaemergenciaclinica.

>>> METODOLOGIA.

La revision se ha centrado en textos,
documentos y articulos cientificos publicados
disponibles en la web, considerando que aquella
herencia de |a globalizacién nos permite acceder a
mayor y mejor informaciéon a través de las
herramientas tecnoldgicas. Los criterios de
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inclusion se basaron en publicaciones del habla
hispana e inglesa y visible en bases de datos que
nos aportaron en la historia y evolucion de
investigacion. El motor de busqueda ha sido
herramientas académicas de la web que dire-
ccionan especificamente a archivos con validez y
reconocimiento cientifico, descartando toda
informacién no confirmada o sin las respectivas
referencias bibliograficas.

> >> RESULTADOS.

La presentacidn clinica de AIHA no es
diferente de otras formas de anemia hemolitica
aguda o crisis aguda de una anemia hemolitica
cronica. Con frecuencia, los pacientes son ictérico
y padecen signos clinicos de anemia, como palidez,
fatiga, falta de aliento y palpitaciones. Por el
contrario, la hemoglobinuria como signo de
hemolisis intravascular es rara, pero el paciente
debe ser explicitamente preguntado sobre ese
sintoma. En caso de aglutininas frias, la exposicién
al frio puede conducir a la aglutinaciéon de los
gldbulos rojos en la circulacion reflejada por la
decoloracidn ciandtica del acra, como dedos de los
pies, dedos, orejas y nariz. Después de calentar, la
decoloracidn ciandtica desaparece rapidamente y
en contraste con el fendmeno de Raynaud, no se
produce hiperemia reactiva. La presencia de una
enfermedad frecuentemente reportada es aso-
ciada a AIHA apoya el diagndstico de sospecha
dado que muchas de estas enfermedades estan
acompafnadas de anemia, el diagndstico de una
AlHAleve se puede pasar por alto facilmente.

Ademas de una cuidadosa evaluacion de Ia
historia clinica los diagndsticos de laboratorio
juegan un papel central en el diagndstico de AIHA
para detectar tanto la hemdlisis como la auto-Ab a
RBC, aumento de los niveles de lactato deshidro-
genasa (LDH), hiperbilirrubinemia indirecta,
disminucion de la haptoglobulina y la reticulo-
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citosis reflejan un aumento de larupturade RBCya
sea por hemdlisis intra o extravascular. Los niveles
normales de LDH no excluyen la presencia de
hemdlisis, la reticulocitosis puede estar ausente al
comienzo de AIHA y [ 0 en caso de disminucién de
la capacidad funcional de la médula dsea, como se
ve después de la quimioterapia. Frecuentemente,
los microsferocitos se pueden detectar en el frotis
de sangre periférica. Los microesfocitos son RBC
recubiertos de autoanticuerpos, que han perdido
suforma bicédncava debido ala pérdida de parte de
su membrana al pasar a través del bazo (LoBuglio
& Cotran, 1967). En caso de hemdlisis intra-
vascular, se libera hemoglobina por RBC destruido
y limpiado por el rifién que conduce a una
coloracién pardusca de la orina (hemoglobinuria).
Incluso dias después de los episodios hemoliticos,
lahemosiderina puede serdetectado enlaorina.

Diagndsticoinmunohematolégico.

El diagndstico inmunohematoldgico en
AlHA tiene como objetivo detectar auto-Ab a RBC.
En un primer acercamiento se realizan prueba de
antiglobulina (IAT) y la DAT. En el IAT, auto-Ab alos
glébulos rojos presentes en el suero del paciente
son detectados en un primer paso, en una prueba
estandarizada RBC (panel de prueba) se incuban
con el suero del paciente, en un segundo paso,
después de eliminar las inmunoglobulinas no
unidas por lavado reactivo de globulina anti-
humana poliespecifica dirigida tanto a IgG humana
como a complemento (componente C3 del
complemento) se agregan silos glébulos rojos han
sido recubiertos por el auto-Ab presente en el
suero del paciente, los glébulos rojos se aglutina-
ran indicando un resultado positivo. En contraste,
por medio de la prueba de Coombs directa, el auto-
Ab enlazado in vivo a los pacientes, los RBC se
detectan directamente agregando reactivo poli-
especifico de globulina antihumana. En situa-
ciones muy raras el cuadro clinico es altamente
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sugerente para una AlHA, pero el Coombs directo
es negativo. Como poliespecifico el reactivo anti-
globulina humana no contiene anti-IgA, Es
importante repetir el DAT con anti-IgG, anti-IgA,
anti-IgM, anti-C3cy anti- C3d para confirmar el DAT
a ser negativo En la situacidn que el DAT
permanezca negativo la presencia de micro-
esferocitos en la frotis de sangre periférica puede
ayudar a apoyar el diagndstico de sospecha de
AlHA sinanticuerpos detectables.

En la practica diaria, sistemas de andlisis de
laboratorio totalmente automatizados se utilizan
para realizar DAT y IAT. Todos estos sistemas se
basan en la deteccién de aglutinacién de RBC. Con
frecuencia se utilizan, las pruebas de columna con
gel que contiene microtubos. Los glébulos rojos'y
el antisuero se incuban en una cdmara de reaccion
seguida de una centrifugaciéon controlada del
microtubo que contiene anti globulina humana. Si
la aglutinaciéon se produjo en la camara de
reaccion, los complejos de RBC-antisuero seran
atrapados en la columna tras centrifugacion y la
prueba es positiva. Si no se produjo aglutinacion,
los RBC pasan la columna después de la
centrifugacion se produce un pellet en la parte
inferior del microtubo, la prueba es negativa. En
algunos laboratorios de citometria de flujo se
utilizan para detectar RBC recubiertos ya sea con
auto-Ab o complemento, respectivamente, sin
embargo, en situaciones especiales la aglutinacion
de RBC todavia es realizado visualmente en tubos
devidrio porunanalista.

Coombs directos positivos: ;qué hacer a conti-
nuacion?

Si el DAT resulta ser positivo cuando se usa
un reactivo poliespecifico reactivo de globulina
antihumana, se necesita reactivo monoespecifico
con una especificacion adicional para detectar si
los RBCestanrecubiertos con IgG, IgA, IgMy C3Co
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| y C3d, respectivamente. Si la deposicidn del
complemento (C3c¢/ C3d) puede ser detectado en
ausencia de un autoanticuerpo, la presencia de CA-
Ab (IgM), WA-Ab (IgM, 1gA) anticuerpos bifasicos
deben ser considerados. En esa situacion los
diagndsticos de laboratorio también son
obligatorios para investigar la presencia de IgM o
IgA. IgA auto-Ab sin IgG auto-Ab son muy raros, sin
embargo, muestran una unién éptima a 37 °Cy
puede conducir a hemolisis fulminante y fatal
(Bardill, 2008) debido a su tamafo (pentamero)
los IgM auto-Ab son dificiles de detectar porque se
eliminan por los procedimientos de lavado
mientras serealiza el DAT. Ademas, latemperatura
Optima para la union de IgM y la temperatura a la
cual se realiza el DAT son crucial. En un siguiente
paso, las propiedades de IgM se aglutinan
directamente y se puede utilizar RBC debido a su
tamano. Si hay aglutinacion espontdnea después
de incubacion de suero de paciente con RBC de
pruebaa16 °C, debe sospecharse lalgM de CA-Ab.
Un potencial anticuerpo clinico relevante contra el
frio debe ser considerado si la aglutinacién ocurre
a 30 ° C. Otra prueba util para detectar unién de
anticuerpos en suero es una prueba de hemdlisis
utilizando RBC pretratado con enzimas (siendo
mucho mas sensible para la lisis mediada por
complemento en comparacién con la RBQ)
incubado con suero del pacientea16°Cy37°C. A
partir de entonces, suero estandar con un pH mas
bajo. Después de agregar el 4cido se agrega como
fuente de complemento y se realiza incubacidn, si
se produce lisis un anticuerpo clinicamente
relevante puede causar potencialmente hemdlisis
o acortamiento de la vida util de los glébulos rojos
debe ser considerada. En caso de hemolisis
fulminante intravascular auto-Ab con frecuencia
tiene el potencial de inducir la lisis incluso en RBC
no pretratados in vitro. Sise sospecha un CA-Ab, el
manejo de muestras pre-analiticas del paciente
son cruciales. Después de venopuncion la muestra
de sangre debe ponerse inmediatamente a37°C,



ya que el auto-Ab se unen a RBC a temperatura
ambiente, disminuyendo asi la concentracién de
auto-Ab en el suero, que corre el riesgo de un
resultado falso negativo.

Con el fin de identificar la especificidad, el
auto-Ab caliente se puede separar del RBC
mediante laboriosas técnicas de eluciéon. En
analogia con el IAT el eluido (que contiene los auto-
Ab que estaban vinculados a RBC) es probado en
un panel estdndar de RBC. Si una especificidad del
anticuerpo eluido puede seridentificado, esto sera
indicado en la relacién de diagndstico (por
ejemplo, autoanticuerpo especifico, anti-C). Sin
embargo, en muchos casos no se puede identificar
especificidad (anticuerpo no especifico). Los WA-
Ab especificos son frecuentemente dirigido a
partes da todo el sistema Rhesus, rara vez al

sistemaKell.

Los CA-Ab se dirigen frecuentemente al
antigeno | o antigeno H, mientras que los auto- Ab
bifasicos tienen especificidad anti-P (Petz,2008)

Tratamiento

iDe ser posible, debe evitarse la transfusién
de sangre! Hay unriesgo significativo de formacién
de aloanticuerpos tras la transfusidén en esa
situacion, ademas, la hemdlisis en curso puede ser
exacerbado por la transfusidn, ya que los auto-Abs
también reaccionan con glébulos rojos
transfundidos. La anemia solo debe ser corregida
en caso de sintomas clinicos. La transfusion debe
ser realizada bajo control de pardmetros vitales,
tales como funcién cardiaca (ECG), funcién renal y
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diuresis. No hay una indicacién vital para una
transfusion, es prudente esperar los resultados de
las pruebas inmunohematoldgicas y el consi-
guiente consejo de transfusiéon basado en esto. En
un segundo abordaje el proceso de hemdlisis debe
ser detenido o al menos ser atenuado a través de
una inhibicidon de produccidn de autoanticuerposy
[ oinhibicién de destruccién prematurade RBC.

Tratamiento exitoso AIHA secundaria solo
es posible cuando la enfermedad subyacente es
tratada. Debido a la disponibilidad de una terapia
dirigida eficazmente a la produccién de auto-
anticuerpos las células B (terapia con anticuerpos
anti-CD20), la importancia de la esplenectomia es
una cuestion de debate. Ensayos prospectivos
aleatorizados que evallan la eficacia de diferentes
tratamientos no estan ampliamente disponiblesya
que la AIHA es una enfermedad rara y afectaa una
poblacion heterogénea de pacientes. Ademas, la
interpretacion de la eficacia del tratamiento y los
efectos en estos estudios son dificiles ya que no
hay definiciones uniformes para la respuesta a la
terapia, completa y remisidon parcial, respecti-
vamente.

En la siguiente seccién, los enfoques
terapéuticos para WA-AIHA y CA-AIHA serdn
discutidos, las definiciones de respuesta parcial y
completa se adoptan de la publicacién citada en el
texto.

Tratamiento de WA-AIHA Transfusidn

El producto sanguineo debe ser compatible
con respecto a los anticuerpos de activacion del
complemento presentes en pacientes. Si es
posible, el producto seleccionado debe ser
negativo para los antigenos, a los cuales se han
identificado aloanticuerpos en la deteccidn de
anticuerpos. Ademas, el desarrollo de nuevas o
aloanticuerpos adicionales deben ser prevenidos.
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El requisito minimo es que el producto seleccio-
nado debe ser compatible con Rhesus y los
antigenos de Kell. En caso de hemolisis severa
hemoderivada la selecciéon también puede
considerar la especificidad de auto-Ab. Cuando hay
un conflicto que toma la decisidn correcta para
seleccionar RBC es importante tener en cuenta
que en caso de transfusidn los aloanticuerpos son
mas importantes que los auto-Ab. Sino hay tiempo
para esperar el resultado de las investigaciones
seroldgicas, debe ser considerado para prevenir la
formacién de aloanticuerpos emparejando
paciente y donante para los antigenos RBC mas
importante: Rhesus, Kell, Kidd, Duffy, Ss.

Esteroides

Los esteroides son efectivos en el trata-
miento de AIHA y por lo tanto son el tratamiento
de eleccidn. Los esteroides disminuyen la produ-
ccion de auto-Ab por las células B (Evans &
Bingham, 1961) Ademas, los esteroides reducen la
densidad de los receptores Fc-gamma en los
fagocitos en el bazo. Los esteroides inducen una
remisidon parcial entre el 60 y el 70% de los
pacientes, entre 10 a 15% se logra una remision
completa. Cominmente, prednisolona, 1 mg / kg/
dia es suministrada inicialmente y en funcidén de la
respuesta clinica se va estrechando poco a poco.
Después de la estabilizacion de la hemoglobina un
esquema de uso frecuente es reducir la predni-
solonaaunadosis de 20 mg/ diaen dos semanas. Si
el nivel de la hemoglobina permanece estable, la
dosis se puede reducir a 10 mg / dia después de un
mes. A partir de entonces, la dosis de esteroides se
reducirdy se detendra después de dos semanas.

En orden para diagnosticar la diabetes
mellitus inducida por esteroides temprano, los
niveles de glucosa en la sangre deben ser
monitoreados regularmente. Ademas, La profila-
xis de la osteoporosis debe iniciarse ya que los
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pacientes sufriendo de AIHA recibiran esteroides
durante un largo periodo de tiempo. Los efectos
secundarios psicoldgicos del tratamiento con
esteroides se subestiman con frecuencia (por
ejemplo, la agitacion, la falta de autocontrol,
psicosis) podria convertirse en un problema
incriminatorio para el entorno social del paciente,
por lo tanto, las dosis de esteroides deben
reducirse amenudo o la terapia tiendeincluso aser
detenida.

Drogas citotéxicas

La azatioprina y la ciclofosfamida son
supresores inmunes que conducen a una
disminucién en la produccidn del autoanticuerpo.
La adicién de estos medicamentos puede ser
considerada si la terapia con esteroides no
conduce a un resultado suficiente, cuando una
dosis de mantenimiento de esteroides de mas de
20 mg [ dia es necesario o las dosis de esteroides
deben ser reducidas debido a efectos secundarios
(Serrano, 1993). Ciclofosfamida (100 mg / d) o
azatioprina (100-150 mg / d) se puede administrar
como monoterapia o en combinaciéon con
esteroides. Debido a sus mielo supresores los
efectos de los recuentos de células de la sangre
periférica deben ser controlados regularmente y si
esnecesario se debe adaptarladosis.

Esplenectomia

Por medio de la esplenectomia, se destruye
la destruccion de RBCy la produccidn de auto- Ab
se reduce. Dos semanas después la anemia de
esplenectomia se ha estabilizado en mas del 50%
delos pacientes.25-27 Aproximadamente el 20% de
los pacientes alcanzan remisiones a largo plazo o
incluso se curan de la enfermedad. En la mitad de
los pacientes los esteroides pueden ser aliados, sin
embargo, untercio delos pacientesnolleganauna
remision sustancial. La mortalidad de la esplenec-
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tomia por laparotomia es de alrededor del 1%, en
esplenectomia laparoscdpica es alrededor del
0,5%. Los pacientes después de la esplenectomia
tienen un mayor riesgo de infecciones en
comparacion conlapoblacién normal.

Inmunoglobulinas

En aproximadamente el 40% de los casos, la
administraciéon de las inmunoglobulinas mejora
temporalmente la anemia. Esta se atribuye
principalmente a una reduccidon de la destruccion
de RBCen el bazo.40 Ademas, efectos inmunomo-
duladores de gammaglobulinas podria contribuir a
un efecto beneficioso. La terapia con inmuno-
globulinas podria ser considerada en situaciones
agudas que amenazan la vida con el fin de reducir
la degradacidon de los pacientes o eritrocitos del
donante.

> >> CONCLUSIONES.

La anemia hemolitica inmune es una
enfermedad rara. Aunque es rara, los hematd-
logos deben ser conscientes de los medicamentos
mas comunes y las caracteristicas que causan
menudo, siendo esta enfermedad muchas veces
mortal. Desafortunadamente, llegar al diagndstico
correcto no es facil, incluso cuando hay una buena
relacion temporal con un farmaco especifico. Un
DAT positivo es la primera pista, pero la ayuda de
un laboratorio que tenga experiencia en esta drea
a menudo es necesario para confirmar que se estd
produciendo un evento inmunoldgico a un
medicamento en particular. Larecompensa es que
el tratamiento suele ser sencillo. A menudo,
deteniendo el uso de la droga incriminada es todo
lo que se necesita, aunque en casos severos, la
transfusidon y quizas el intercambio de plasma
puede sernecesario.
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