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RESUMEN

Se realizd estudio en 135 pacientes: 111 adultos y 24 nifos con anemia hemolitica
autoinmune caliente (AHAIC). La caracterizacion de los autoanticuerpos eritrocitarios y el
nimero de moléculas de inmunoglobulinas por hematie se determind en un ELISA. En 51
pacientes se investigd, ademas, el patron de subclases de IgG. La intensidad de la hemdlisis
se clasificd por la concentracién de hemoglobina, el conteo de reticulocitos y las cifras de
haptoglobina plasmatica. En los pacientes con hemdlisis de alto grado se detectaron
autoanticuerpos IgM en combinacidn con los isotipos IgG, IgA. En los casos con presencia
Unicamente de IgG, el nUmero de moléculas de autoanticuerpos por hematie fue el factor
determinante en la hemdlisis. No se observaron diferencias en relacién con el patrén de
subclases. La severidad de la hemdlisis en la AHAIC esta en relacidn con la coexistencia de
multiples inmunoglobulinas en los hematies y en especial de la IgM.

Palabras clave: anemia hemolitica autoinmune, autoanticuerpos, subclases de IgG,
cuantificacién, ELISA.

ABSTRACT

A group of 135 patients was studied: 111 adults and 24 children presenting hot
autoimmune hemolytic anemia (HAIHA) The erythrocyte characterization and the number of
immunoglobulin molecules by red blood cells was determined by ELISA. In 51 patients the
pattern of IgG subclasses was investigated. The hemolysis intensity was classified by the
hemoglobin concentration, the reticulocytes count and the figures of plasma haptoglobin. In

315
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2010; 26(4)315-327

patients presenting with high degree hemolysis IgM autoantibodies were detected in
combination with IgG, IgA isotypes. In cases only with the presence of IgG, the number of
molecules of autoantibodies by red blood cells was the determinant factor in hemolysis.
There were not differences in relation to subclasses pattern. The severity of hemolysis in
HAIHA is related to the coexistence of multiple immunoglobulins in red blood cells and
especially of the IgM.

Key words: Autoimmune hemolytic anemia, autoantibodies, IgG subclasses, quantification,
ELISA.

INTRODUCCION

La prueba de antiglobulina (Coombs) directa es el método mas empleado para el
diagndstico inmunohematoldgico de las anemias hemoliticas autoinmunes. La mayoria de
los casos se clasifican como anemia hemolitica autoinmune caliente (AHAIC) por la
presencia gle autoanticuerpos IgG reactivos a 37 °C y en menor frecuencia, de los isotipos
IgA e IgM.

La repercusion clinica del resultado de la prueba de antiglobulina directa (PAD) todavia es
un tema de estudio, debido al hallazgo de casos con PAD intensamente positiva con
hemolisis ligera y de otros con PAD débil positiva, incluso negativa, con anemia grave.?
Multiples factores se invocan en relacion con la intensidad de la hemélisis como: la
deteccidon de autoanticuerpos de varios isotipos, las subclases de IgG presentes y la funcion
del sistema mononuclear fagocitico de los pacientes, entre otros.>

Los estudios relacionan los autoanticuerpos de la subclase IgG3, con una hemdlisis severa,*
aunque otros autores han demostrado autoanticuerpos de esta subclase en los hematies de
pacientes sin evidencias clinicas de hemdlisis.®> La hemdlisis autoinmune mediada por
autoanticuerpos de la subclase IgG2 es muy poco frecuente y los anticuerpos de la subclase
IgG4 no median la destruccion inmune de los hematies. Al parecer, la destruccién de los
hematies por la IgG1 depende de la concentracidn de los autoanticuerpos que recubren a
los hematies in vivo.>

No obstante, el valor de la cuantificacién de autoanticuerpos en relacion con el grado de
hemdlisis es un aspecto controvertido. Van der Meulen y otros, fueron los primeros en
encontrar que la intensidad de la hemolisis depende de la concentracion de
autoanticuerpos;® sin embargo, estudios posteriores concluyeron que aunque existe una
relacién cuantitativa, este pardmetro, por si solo, no es aplicable en todos los casos.’

La sensibilidad de los métodos de deteccidon y de cuantificacion empleados es otro de los
factores que pueden influir en la variabilidad de los resultados. Es conocido que la PAD tiene
limitaciones, ya que en ocasiones no detecta los autoanticuerpos IgA e IgM, aln con el uso
de reactivos antiglobulinicos monoespecificos. Por otra parte, no permite la cuantificacion de
las inmunoglobulinas en los hematies.®

Nuestras investigaciones previas demostraron que el ELISA es un método mas sensible que
la PAD para la deteccién de autoanticuerpos IgG, IgA e IgM en el eluato de hematies de lo
pacientes con AHAIC, ademas de permitir la determinacion de su concentracion expresada
en nimero de moléculas de anticuerpos por hematie.® En este estudio se identifica la
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asociacién entre la intensidad de la hemdlisis con la presencia y concentracion de
autoanticuerpos de los isotipos IgG, IgA e IgM detectados a través del ELISA, asi como su
relacion con la deteccion de autoanticuerpos de las diferentes subclases de IgG en los
hematies de los pacientes con AHAIC.

METODOS

El diagnostico de AHAIC se realizd por una disminucion de la hemoglobina inferior a 120g/L,
un incremento de los reticulocitos superior al 2 % y de la bilirrubina no conjugada a valores
superiores a 13,7 ymol/L. En todos los casos, la PAD fue positiva con suero de antiglobulina
humana poliespecifico con actividad anti-IgG y anti-C3dg y se confirmé la ausencia de
autoanticuerpos frios de importancia clinica. El 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.

El estudio se realizé en una muestra de 135 pacientes: 111 adultos (76 femeninos y 35
masculinos) y 24 nifios (13 femeninos y 11 masculinos) al diagnéstico de la AHAIC, cuando
aun no habian recibido tratamiento para esta enfermedad. El rango de edad de los adultos
fue de 20 a 88 afios y de 1 a 16 afios para los nifios. En 70 casos (51,8 %) la AHAIC se
considerd idiopatica (8 con sindrome de Evans-Fisher); en el resto estuvo asociada con
otras enfermedades como: 20 pacientes con hemopatias malignas, 5 con tumores sélidos, 6
con otras enfermedades autoinmunes, 27 con infecciones virales, 4 secundarios al
tratamiento con alfa metildopa y en 3, asociado con otras enfermedades.

El patron de inmunoproteinas presentes en los eritrocitos y el nimero de moléculas de
inmnunoglobulinas (Igs) por hematie se determind en un ensayo inmunoenzimatico (ELISA)
para la cuantificacidon de IgG, IgA e IgM en el eluato, obtenido por el método del éter,® a
partir de 1 mL de hematies.

El ELISA se realizé en placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (Nunc,
Immunoplates) que se recubrieron con 100 uL en el pocillo correspondiente, de la fraccién
IgG de anticuerpos de carnero anti- IgG(y), anti-IgA(a) o anti-IgM(p) humano (Sigma), a
una concentracidon de 5 ug/mL en solucion balanceada de carbonato bicarbonato 0,05M a pH
9,6. Las placas se incubaron a 4 °C durante 16-18 horas y fueron posteriormente lavadas 4
veces con solucion salina balanceada con fosfato 0,15 mol/L pH 7,2 con tween 20 al 0,2 %
(SSBF-Tw). Los eluatos de los hematies de los pacientes y la curva patrén de IgG, IgA e IgM
diluidos en SSBF-Tw 0,05 % con albumina bovina al 0,4 % (SSBF-Tw-A) se afadieron a
razén de 100 pL por pocillo y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Las curvas de
cuantificacion se prepararon a partir del suero de referencia Nor-Partigen, Behring en
concentraciones desde 0,0025 a 0,07 ug/mL de IgG e IgM; y de 0,0025 pg a 0,06 pg/mL de
IgA. Los 4 lavados posteriores se realizaron con SSBF-Tw 0,05 % y se afiadieron a los
pocillos apropiados 100 uL de la fraccion IgG de carnero conjugado con peroxidasa (Sigma)
anti-Fc de la IgG e IgM humana diluidos 1: 5000, o anti-Fc de la IgA humana diluido 1:1000
en SSBF-Tw 0,05 %. Las placas se incubaron con los conjugados durante 1 hora a 37 °Cy
fueron posteriormente lavadas 4 veces con SSBF-Tw 0,05 %. La reaccion se revelé con la
adicién de 100 pL por pocillo de ortofenilendiamina (Merck) en una concentracion de 0,24
mg/mL en solucién balanceada de &acido citrico pH 5,0 que contenia peroxido de hidrégeno
al 0,024 %. La reaccion se detuvo a los 15 min con la adicion de 100 mL por pocillo, de
acido sulfurico 3M; las densidades opticas de cada muestra en duplicado se leyeron a 492
nm en un lector de microelisa (Titertek Multiscan). Las concentraciones de Igs en los eluatos
fueron calculadas a partir de la curva patrén por medio de un ensayo de regresién lineal. 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 con el nimero de Avogadro 1 pg contiene 370 X 10%°
moléculas de IgG o IgA y 62 X 10'° moléculas de IgM. El nimero de moléculas de Igs por
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hematie es igual a la concentracion de Igs en pug/ mL del eluato multiplicado por el nimero
de moléculas de Igs en 1ug y dividido entre el nimero de hematies en 1 mL (1,1 x 10*°
hematies).® Se consideré como valor positivo en el ELISA un nimero de moléculas por
hematie de IgG=163, de IgA=90 y de IgM=>20 moléculas, que corresponde con la media mas
3 desviaciones estandar de los valores obtenidos en los individuos normales .

En 51 pacientes con autoanticuerpos de la clase IgG se investigaron ademas las subclases
presentes en los eluatos en la técnica de microplacas descrita previamente y que se resume
a continuacién:*!

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 y se incubaron a 37 °C durante 1 hora.
Posteriormente, los hematies se lavaron 3 veces con solucion salina al 0,9 % y se
resuspendieron al 0,5 % en solucidn salina. En microplacas fondo en V (Greiner) se
mezclaron, en el pocillo correspondiente, 25uL de la suspension de los hematies
sensibilizados con 25uL de la diluciéon 1:20 en solucién salina balanceada de fosfato 0,15
mol/L de pH 7,2 (SSBF) que contenia suero fetal bovino al 1 %, de los reactivos anti-IgG1, -
IgG2, -1gG3 y anti-IgG4 (CLB, Amsterdam). Como controles positivos se utilizaron hematies
sensibilizados con anticuerpos monoclonales anti-D (IgG) de las 4 subclases y como control
negativo, hematies del grupo "O" no sensibilizados. La placa se incubé 12 horasa 4 °Cy la
lectura se realiz6 después de inclinarla en un angulo de 45 ° durante 10 min. Se considerd
un resultado positivo la presencia de un botén de hematies en el fondo del pocillo y como
negativo, el corrimiento de los hematies hasta sus bordes externos.

A todos los pacientes se les determinaron los valores de haptoglobina plasmatica estimada
por su capacidad de union con la hemoglobina y su posterior separacion por filtracion en gel
(Sephadex G-100, Pharmacia). Los valores normales de haptoglobina plasmatica de
referencia oscilan entre 0,4y 2,4 g/L.

La intensidad de la hemdlisis se clasificé segin la concentracion de hemoglobina (Hb), el
conteo de reticulocitos y las cifras de haptoglobina plasmatica. Se considerd en el grupo con
hemodlisis 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 hemdlisis de bajo grado, aquellos casos que presentaron cifras de Hb mayores
o iguales a 90 g/L, conteo de reticulocitos entre el 3y el 5 % y valores normales de
haptoglobina plasmatica.

Se utilizd la prueba de Chi-cuadrado (X?) para el andlisis de la distribucién de los patrones
de Igs y de las subclases de IgG en los hematies de los pacientes de los grupos con
hemodlisis de alto y bajo grado. La prueba U de Mann-Whitney se empleé para la
comparacién entre el nimero de moléculas de Igs/hematies de acuerdo con la intensidad de
la hemdlisis. Para ambos ensayos se considerd significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS

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 %. En un paciente se
identificaron solo autoanticuerpos IgA (tabla 1).
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Tabla 1. Patron de inmunoglobulinas en los hematies de 135 pacientes con anemia

hemolitica autoinmune caliente

Inmunoglobulinas

IgG

IgG, Iga
Igi, Igh
IgG, Iga, IgM
Ig&, TgM

Iga

Total

Mo, de paciertes

78
41
7
&

135

Y
57,8
30,4
5,2
4,4
1,9
0,7
100

Los autoanticuerpos de la subclase IgG1 fueron los mas frecuentes y se hallaron
combinaciones de subclases en 26 pacientes (51,0 %) la combinacién de IgG1+ IgG3 fue la
mas observada (23,6 %). En 2 casos, la subclase IgG2 fue la Unica identificada en los

hematies (tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de las subclases de [9G de los autoanticuerpos

en los hematies de 51 pacientes con anemia hemolitica autoinmune caliente

Subclases de IgG
Una subclaze
IgG1

IgG2
Combinaciones
Iga 1+3

Igs 1+4

IgG 1+2+4
IgE 1+2

IgG Z2+3+4
Total

Mo, de paciertes

25
23
2
26
12

P LI

31

%
49,0
43,1
3,9
S1,0
23,6
13,7
7,8
3,9
2,0
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. El nimero de moléculas
de IgM por hematie no fue objeto de analisis debido a que todos los casos con
autoanticuerpos IgM pertenecian a este grupo. La presencia en los eritrocitos de IgG e IgA
fue mas frecuente también en el grupo con hemdlisis de alto grado (tabla 3). El nimero de
moléculas de IgG e IgA por hematie no mostré diferencias significativas entre los grupos
estudiados en los pacientes con este patron de Igs en los eritrocitos (tabla 4).
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Tabla 3. Relacion entre el patrdn de inmunoglobulinas presentes en los eritrocitos v la

hemalisis en pacientes con anemia hemalitica autoinmune caliente

Clasificacian

Hemdlisis de alto grado

Hemadlisis de bajo grado
Total

Igia

26

52
78

Patrdn de inmunoglobulinas
Wa 1gG, o Igh # o
Ig&
33, 3 27 65,9 15 100

66,7 14 34,1 0 0,0
1400 41 1400 15 1aa

* [gM asociada con 1g9G, [g4 o con ambas, [ %9= 18,31; p= 0,0001).

Tabla 4. NUmero de moléculas de IgG e Igh por hematie vy su relacidn con la hemolisis
en pacientes con hemolitica autoinmune caliente

Clasificacian Mo, de
pacientes

Hemidlisis de alto grado 27

Hermidlisis de bajo grado 14

Mumero de maléculas Muamero de maléculas
de IoG/hematia de Ig&/hematie
Mediana Intervalo Mediana Intervalo
795 201 -15231 136 04 - 3348
635 267 - 12603 149 a0 - 818
U=183; p= 0,587 U=186; p= 0,634

La mayoria de los casos en los que se detecté IgG como Unica inmunoproteina en los
hematies fueron clasificados dentro del grupo con hemdlisis de bajo grado (tabla 3). Sin
embargo, el nUmero de moléculas de IgG por hematie fue significativamente superior
(p=0,003) en los pacientes del grupo con hemdlisis de alto grado (tabla 5). 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 superposicién de los resultados
(figura). No se observaron diferencias significativas entre la presencia de IgG3, IgG1 o de 2
0 mas subclases en los eritrocitos de los pacientes estudiados (tablas 6-7).
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Tabla 5. Mamero de moleculas de IgG por hematie v su relacion con la hemalisis en
pacientes con anemia hemalitica autoinmune caliente con autoanticuerpos

de la clase IgG

Clasificacian Mo, de paciertes | Mumero de moléculas de IgG f hematie
Mediana Intervalo
Hermdlisis de alto grado 26 1293 200 - 18 220
Hemdlisis de bajo grado 52 569 200 - 17 010

p= 0,003; U= 395,

Humero de maoléculas de IgG por hematie

100,000,000

10.000,00

1.000,00

ST F:[—'-._l_f.

100,00
Fig. Nimero de maoléculas de IgG por hematie en los pacientes con anemia

hemaolitica autoinmune, en relacian con la intensidad de la hemalisis,

Tabla 6. Relacidon entre la presencia de la subclase IgG3

en los eritrocitos v la hemdlisis enpacientes con anemia hemalitica autoinmune caliente

Clasificacidn Subclase IgG3
Presente Y Auszente o
Hermdlisis de alto grado 8 61,5 24 63,2
Hemadlisis de bajo grado 2 38,5 14 36,8
Total 13 100 38 100

x7=0,052; p= 0,81.
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Tabla 7. Relacidn entre el patrin de subclases presentes

en los eritrocitos v la hemdlisis en pacientes con anemia hemolitica autoinmune caliente

Patrdn de subclases

Clasificacion IgGlsola | % | Doso mas subclases
%o
Hemdlisis de alto grado 13 56,5 18 £9,2
Hemadlisis de bajo grado 10 43,5 g 30,8
Total 23 100 26 100

®“= 0,389, p=0,53.

DISCUSION

En la AHAI, los anticuerpos causantes de la hemolisis son predominantemente de la clase
IgG y con menor frecuencia de las clases IgA e IgM.'? 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.?>!314

La presencia de IgA en los hematies se ha demostrado entre el 6 y el 14 % de los pacientes
con AHAIL.'>!® La frecuencia de autoanticuerpos IgA en el grupo de pacientes que fueron
analizados es superior a lo comunicado 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. La AHAI mediada GUnicamente por
autoanticuerpos de la clase IgA es poco frecuente y se ha identificado en el 0,2 % del total
de pacientes, lo que es similar a lo encontrado en nuestra serie.'”

La distribucion de las subclases de IgG de los autoanticuerpos y sus combinaciones se
asemejan a las comunicadas en otros estudios.® La presencia de Gnicamente
autoanticuerpos IgG2 en los hematies se identifico en el 3,9 % de los pacientes, lo que
coincide con lo demostrado por otros autores,® pero difiere de otras investigaciones en las
que se encontré en menos del 1 % de los casos.'® Estas diferencias podrian atribuirse al
numero de pacientes estudiados y al método de deteccidon de las subclases empleado en los
diferentes estudios.

Muy pocas investigaciones han abordado la relacién entre la coexistencia de multiples
inmunoglobulinas en los hematies con la hemolisis mediada por autoanticuerpos, debido
probablemente a que con los procedimientos convencionales se detecta este patron en el 15
% de los casos.> Sin embargo, con la introducciéon de técnicas mds sensibles, se demuestra
en el 37 % de los pacientes con AHAI.*®

El Unico estudio realizado con el empleo de un ELISA directo cualitativo concluye que la
identificacion de autoanticuerpos IgG acompafiados de autoanticuerpos IgA, IgM o de
ambas Igs, es la causa principal de la hemdlisis autoinmune.'® Esta investigacién relacioné
la presencia de 2 o mas Igs con la severidad de la hemdlisis, pero no clasificé a los
pacientes de acuerdo con el patrén especifico de las Igs detectadas en sus eritrocitos.

Nuestro estudio sugiere que la presencia en los hematies de autoanticuerpos IgM, en
combinacién con autoanticuerpos de los isotipos IgG, IgA o con ambos, es un factor
fundamental en la severidad de la hemdlisis en los pacientes con AHAI. Estos hallazgos

322
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2010; 26(4)315-327

difieren de los anteriores y lo atribuimos a la IgM, cuando esta presente, el papel primordial
como mediador de la hemodlisis, al encontrarse que todos los pacientes con autoanticuerpos
de este isotipo fueron clasificados dentro del grupo con hemodlisis de alto grado. Las
discrepancias entre nuestros resultados con los comunicados previamente pueden deberse a
las diferencias en las metodologias empleadas para la clasificacién de los pacientes de
acuerdo con los isotipos de los autoanticuerpos detectados.

Los hematies sensibilizados con autoanticuerpos IgM, IgG e IgA son atrapados
eficientemente por lo macréfagos del bazo y del higado a través de los receptores para el
fragmento Fc 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.*°

Los autoanticuerpos calientes IgM generalmente son mondmeros y no provocan la lisis
directa de los hematies mediada por complemento, debido a la accién de las proteinas
inhibidoras del complemento presente en la membrana de dichas células. Dentro de estas
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 interaccién
C8-C9 y en la polimerizacidn de este ultimo; y el CD59 o inhibidor de la lisis reactiva (MIRL)
gue evita la incorporacién del C9 en el complejo C5b-9. Por lo tanto, la activacién del
complemento culmina con la deposicién en los hematies del C3b que es reconocido por sus
receptogezg en los macrdfagos y se produce la fagocitosis o la lisis citotoxica de estas
células.”

No obstante, es dificil evaluar la patogenicidad de los autoanticuerpos IgM cuando estos
concomitan con autoanticuerpos IgG e IgA. En el reducido nimero de casos en los que se
han identificado Unicamente autoanticuerpos IgM, hay evidencias de hemdlisis intravascular
con una mortalidad significativa, lo que confirma su importancia clinica.?!:??

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 alternativa, probablemente via lectina, y provocar hemdlisis intravascular.?32*

Se ha demostrado que existe un efecto sinérgico de los autoanticuerpos IgA con los IgG,
especialmente con los IgG1, en la aparicién de hemdlisis severa.'® No obstante, el 34 % de
los pacientes estudiados con autoanticuerpos de estos isotipos fueron clasificados con
hemdlisis de bajo grado, por lo que otros factores pueden influir en la destruccion de los
eritrocitos por los autoanticuerpos. Dentro de estos se sefiala la actividad del sistema
mononuclear fagocitico de los pacientes y el balance de citocinas que regulan la expresién
de los receptores Fc presentes en los macrofagos, y de esta forma, modulan la destruccion
inmune de los hematies.*

Janvier y otros, comunicaron un caso de AHAI severa mediada por autoanticuerpos IgA que
reconocen a antigenos localizados en el tercer lazo de la banda 3 eritrocitaria.?® Otros
autores han encontrado que estos autoanticuerpos tienen especificidad para los antigenos
del sistema Rh y en un caso no se realizd su identificacion,?”?® 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 destruccion de los hematies es proporcional a la cantidad de anticuerpos
unidos con estas células.?”> 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 IgG e IgA por si
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misma predispone a una mayor severidad de la hemdlisis no influenciada por el nimero de
moléculas de estas Igs que recubren a los eritrocitos in vivo.

En el estudio se demostrd, ademas, un aumento significativo en el nimero de moléculas de
IgG por hematie en los pacientes con este patron seroldgico 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 con los
eritrocitos pueda predecir la gravedad de la hemdlisis en los pacientes con AHAL®?° En
contraste, Garratty y Nance no pudieron confirmar 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 clasificacién de la hemadlisis.

Nuestros resultados, sin embargo, coinciden con los de estos autores’ en cuanto a que no
es posible determinar un umbral que pueda predecir la ocurrencia o no de hemdlisis, ya que
se demuestra un gran solapamiento de los valores de cuantificaciéon de IgG por hematie
entre pacientes con diferentes grados de hemdlisis. Como se expuso anteriormente, otros
factores modulan la destruccién inmune de los hematies que pueden influir en los
resultados.

La presencia de IgG3 y de multiples subclases de autoanticuerpos se asocia con signos de
hemolisis manifiesta.'®® La IgG3 es mas eficiente que la IgG1 en su interaccidn con los
macréfagos, debido a su gran afinidad por los receptores Fc presentes en estas células.*”.

En nuestro estudio no se obtuvieron diferencias significativas en la distribucidon de los
autoanticuerpos IgG3 e IgG1 entre los pacientes de los grupos con hemdlisis de alto y bajo
grado. 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.>>°

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 patron entre los grupos estudiados. Es conocido que
el patron de subclases depende de factores como la presentacion antigénica, el
microambiente de citocinas y de factores genéticos; no obstante, consideramos que las
diferencias con otros estudios pudieran atribuirse también a que la caracterizacién de las
subclases de los autoanticuerpos se realizdé en una muestra reducida de los casos.

Los hallazgos de este estudio permiten plantear que la severidad de la hemdlisis en los
pacientes con AHAIC 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
nimero de moléculas de autoanticuerpos por hematie es un factor determinante en la
hemdlisis, aunque este parametro por si solo no pueda explicar las discrepancias
observadas en muchos casos.

Mas alla de estas consideraciones, la cuantificaciéon de autoanticuerpos en los hematies es
una herramienta que podria emplearse para la evaluacién del tratamiento inmunosupresor y
en la decision de la conducta terapéutica en estos pacientes. Con este ensayo es posible
determinar la concentracion de autoanticuerpos en los hematies en estudios longitudinales
en relacion con el tratamiento y de esta forma, podria evaluarse en cada paciente la
respuesta al fdrmaco administrado.
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