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Inmunohematologia: estudios
pretransfusionales en pacientes
con anticuerpos irregulares

Con el descubrimiento del grupo sanguineo
ABO se 1nici6 el hallazgo y estudio de todos los
antigenos sanguincos en los leucocitos y en pla-
quetas, y el descubrimiento de mas de 600 antige-
nos ertrocitarios, paralos cuales se han propuesto
diferentes clasificaciones. Desde 1980, la Sociedad
Internacional de la Transfusion, a través de con-
sensos internacionales, ha logrado sistematizar
los nombres y simbolos basandose en la informa-
cién cientifica recabada durante una centuria;
los ha agrupado en sistemas, colecciones y seties.!

Los antigenos erntrocitarios pueden ser pro-
ducto directo de los genes, como el sistema Rh,
Dutty, Kidd, Diego y otros, o set productos indi-
rectos: el gen codifica para una enzima que a su
vez producira un antigeno, como en el sistema
ABO. Laherencia esta regida porla Ley de Mendel,
de tal forma se pueden transmitir caracteres codo-
minantes: grupo AB, Fy(a+b+), Ss; caracteres
dominantes: antigenos A y B sobre el antigeno
H; o pueden presentarse genes amorfos. Se pue-
de tratar de proteinas, glucoproteinas, sialopro-
teinas o glucolipidos.

w  Sistemas: en ellos se agrupan dos o mas anti-
genos que comparten caracteristicas: genes, he-
rencia independiente de otros sistemas, estructura
quimica, topografia en la membrana y funcién
en el entrocito. Son controlados por un s gené-
tico o por dos o mas k¢ estrechamente relacio-
nados. Se conocen 23 sistemas, los mas conocidos
son el ABO y Rh; debemos considerar que los
restantes tienen la misma importancia tanto en las
funciones del entrocito como en la transfusion
sanguinea.’
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w  Colecciones: en ellas se agrupan los antigenos
que no han podido ser clasificados totalmente pero
que comparten algunas caracteristicas genéticas,
bioquimicas y estructurales. Los mas conocidos
son los antigenos Ii, de gran importancia en las
anemias hemoliticas automnmunes, y la coleccion
Globo, que esta relacionada con el sistema P

= Serzes: son antigenos pendientes de clasificar
porque algunas de sus caracteristicas bioquimicas
o genéticas no estan totalmente dilucidadas y
presentan discrepancias con los antigenos de los
sistemas ya clasificados. Generalmente son anti-
genos unicos que se clasifican con un numero:
serie 700 de baja incidencia cuando su frecuen-
cia es menor a 1 % en la poblacién mundial, y
serie 901 o de alta incidencia cuando se encuen-
tran en mas de 99 % de la poblacion.

»  Anticuerpos: moléculas de inmunoglobulinas
producidas por el sistema mnmune en respuesta
a la presencia de antigenos reconocidos como
extrafios. Son la parte principal de la mmunidad
humoral y son producidos por linfocitos B en
aproximadamente 3 g por dia. Se clasifican en
IgM, IgG, IgA, IgE e IgD, siendo de importancia
clinica en la transfusion sanguinea IgM, 1gG y
raras veces IgA.>

»  Respuesta primaria: en la primera exposicion a
un antigeno extraflo se micia una produccion lenta
y en poca concentracion de anticuerpos tipo Igh;
se le conoce también como respuesta mnnata, na-
tural o nativa, y esta constituida por mecanismos
de produccién rapida de anticuerpos contra
MICIOOIZANISMOS.

»  Respuesta secundaria: adaptativa, o especifica, se
presenta después de una segunda exposicion, hay
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una produccion rapida con alta concentracion
principalmente de anticuerpos especificos de clase
IgG, con una producciéon moderada de IgM.

Los anticuerpos se encuentran intracelular-
mente en el reticulo endoplasmico y en el com-
plejo de Golgy, y extracelularmente en el plasma,
secrectones mucosas y liquido mtersticial. IgA
es producida por los linfocitos en paredes de
los aparatos digestivo y respiratorio.

Todas las moléculas de inmunoglobulinas
tienen caracteristicas estructurales que les per-
miten realizar sus funciones:*

Cuadro |

Subclases de 1gG y sus caracteristicas

Caracteristicas lgG1 1gG2 1gG3 1gG4
Concentracibnensuero 64 a70% 23 a28% 4a7% 3a4%
T50 dias sobrevida 22 22 9 22
Fijacion de complemento ++ +++ No
Cruza placenta + + + +

S22

Longitudinalmente constan de dos cadenas
ligeras de 24 kD y dos cadenas pesadas de 35 a
70 kD. Las uniones de las cadenas ligeras con
las cadenas pesadas y las dos cadenas pesadas
entre si son tipo covalente por puentes disulfuro.

Haciendo un corte transversal, la molécula
consta de un fragmento de union al antigeno: re-
gion Fab y un fragmento cristalizable, regién Fe.

La region Fab se divide en region constante y
region variable. Cada una tiene una regién hiper-
variable formada por aproximadamente 10 re-
stduos de aminoacidos, es el sitio donde se une
al antigeno de manera especifica y al que se le
conoce como epitopo. El reconocimiento anti-
génico implica una unién reversible no covalente
formada por fuerzas electrostaticas, puentes de
hidrogeno, fuerzas de Van der Walls e interac-
ciones hidrofobas.

La regign e desempefia varias funciones biolo-
gicas relacionadas con la activacién del comple-
mento, transferencia placentaria, sensibilizacion
dérmica, fijacién a macrofagos, uniones disulfuro
para formar IgM, uniones para la formacion de la
fraccion secretora de la IgA, y otras.

Existen mas de 107 moléculas de anticuerpos
diferentes en cada sujeto con secuencias de
aminoacidos unicas en sus sitios de unioén con
el antigeno.
= [gM: constituye entre 5y 10 % de las inmuno-
globulinas del plasma y esta integrada pot cinco
unidades Fab unidas por enlaces covalentes a
una cadena central (cadena J), formando un
pentamero. Se puede encontrar en el plasma y
por su alto peso molecular no atraviesa la ba-
rrera placentaria. Aunque tiene 10 sitios de union
a los antigenos, en realidad s6lo cinco son fun-
cionales.
= JoG:comprende 75 % del total de las inmuno-
globulinas en el plasma. Se han detectado cuatro
subclases con diferencias en sus actividades bio-
logicas, como puede apreciarse en el cuadro 1.

Es muy importante correlacionar el cuadro I
con los anticuerpos encontrados en la busqueda
cotidiana de sangre compatible para la transfu-
si6n en los pacientes politransfundidos y que pre-
sentan anticuerpos irregulares, en la inmunizacion
maternofetal y en mezclas de alo y autoanticuerpos
de pacientes con anemia hemolitica autoinmune.
La relacién de las mmunoglobulinas y el comple-
mento es muy importante para inferir el riesgo
de la transfusion en pacientes con anticuerpos
irregulares, tomando en cuenta que para la fija-
c16n de complemento mediado por anticuerpo
es necesaria la presencia de dos moléculas adya-
centes de IgG y aproximadamente 800 de estas
moléculas por eritrocito para su activacion. Se
ha demostrado que una sola molécula de IgM
es capaz de activar el complemento.

En primer lugar tenemos al Sistema ABO.>>¢
El anti-AB puede ser una IgM que fija comple-
mento mas IgG de subclase 1 y 3, de ahi suim-
portancia como anticuerpo hemolitico muy
peligroso; se han reportado casos de anticuerpos
Kidd®, Kidd®, Duffy®, Lewis* y Lewis® capaces
de fijar complemento hasta C9, causando hemo-
lisis con predominio intravascular; en nuestra
experiencia hemos encontrado una frecuencia
muy alta de anticuerpos A, B hemoliticos en los
donadores del grupo sanguineo O y que no son
neutralizados a diluciones de hasta 1:32 volua-
menes con plasmas de pacientes secretores de
grupo AB, asi como una mayor frecuencia de
sueros hemoliticos por anti-Jk", JIKK* segin lo re-
portado por autores que realizaron estudios en
pacientes de raza europea.
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s Projooh™® -s giempre a-c-satio conocer los
antece Jeties de!? pzetenie al que se va a estudiar.
Lo mas frecuente son los hallazgos al realizar
estudios previos a la transfusion de concentrados
de entrocitos en pacientes con estimulos previos
por embarazos o transfusiones incompatibles.
Dentro de este grupo puede tratarse de pacientes
con transfusiones lejanas, mas de cuatro meses
de la fecha de la tltima transfusién o pacientes
con transfusion reciente en los que es posible en-
contrar una prueba de Coombs directo positiva
porque los anticuerpos producidos opsonizan los
eritrocitos transfundidos. El otro grupo lo forma
el binomio madre-recién nacido con inmuniza-
c16n materno fetal, en donde es necesario estudiar
tanto a la madre, al recién nacido y, de ser posible,
el grupo sanguineo ABO, Rho(D) y fenotipo
entrocitano del padre del mifio afectado para corro-
borar los anticuerpos encontrados. El tercer grupo
lo constituyen los pacientes con anemia hemoli-
tica autoinmune (AHAI), que es el grupo mas
dificil de estudiar porque es necesario separar en
el suero del paciente y en sus eritrocitos, los auto-
anticuerpos y los aloanticuerpos para determinar
la especificidad a cada uno. En mas de 80 % de los
casos de anemia hemolitica automnmune aparece
un anticuerpo que reacciona a 37 °C. La prueba
directa de la antiglobulina es cast siempre positiva
ylainvestigacion de anticuerpos libres en suero
en algunas ocasiones puede ser negativa. Segin
reportes en la literatura,® en més de 80 % de los
casos se detecta IgG en los entrocitos, cast 50 % de
éstos revelan la presencia de complemento y cerca
de 10 % puede demostrar sélo complemento.
Para realizar esto correctamente se debe se-
guir una secuencia, iniciando con la histona cli-
nica del paciente: nombre, nimero de registro,
hospital, edad, sexo, diagnoéstico de fondo y
otros, fecha de micio y evolucion. En cuanto a
la historia transfusional: nimero de productos
transfundidos, fecha de tltima transfusion, re-
acciones transfusionales presentadas y tipo; da-
tos de la exploracién fisica, valores de biometria
hematica, bilirrubinas, DHIL.. En el caso de las
mujeres, antecedentes ginecoobstétricos.
w  Muestras sanguineas: 10 mL de sangre sin anti-
coagulante y 7 mL con EDTA.
»  Estudios: investigacién de anticuerpos anti-
erotricitos libres en el suero.
»  Técnicas: salina, hiperproteica, enzimatica
(bromelina y ficina), LISS, autoadsorcion a 4 y
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37 °C, adsorcion con sangre fenotipada, Coombs
directo, Coombs especifico, investigacion de
anticuerpos con despegado de los eritrocitos,
titulacién de anticuerpos libres con despegado
de los eritrocitos, despegado de anticuerpos con
glicina a pH acido.

Todos los protocolos de investigacién de
anticuerpos deben iniciarse con el grupo san-
guineo ABO y Rho(D). Aun cuando se conoz-
can estos datos previamente, la investigacion de
anticuerpos irregulares libres en suero debe rea-
lizarse por lo menos con dos técnicas, la prime-
ra siempre sera la salina llevada hasta la fase de
Coombs, ya que en la mayoria de los casos per-
mite diferenciar la IgM en su fase rapida, a 22 y
37 °C de la IgG en su fase de Coombs. Una
segunda técnica puede ser un medio hiperpro-
teico como la albimina, o enzimas como bro-
melina o LISS, stendo esta ultima la mas eficaz.

Para dilucidar el fenotipo eritrocitico del pa-
ctente es muy importante conocer la fecha de la
ultima transfusién de concentrado de eritrocitos
y el volumen transfundido, para asi evaluar las
técnicas necesarias para la separacion de las po-
blaciones celulares st fuese necesario. A los pa-
cientes con transfusiones recientes primero se
les debe hacer una separacion celular por
gradiente de centrifugacion y estudiar por sepa-
rado y en paralelo los eritrocitos de la superficie
y del fondo del paquete celular, sabiendo que en
la superficie estara la mayoria de los neocitos
(eritrocitos jovenes del paciente) y en el fondo
la mayoria de los transfundidos.

En los pacientes con Coombs directo posi-
tivo es necesario el tratamiento de los eritrocitos
con glicina a pH 4acido para eliminar los anti-
cuerpos unidos a los antigenos, recordando que
los antigenos del sistema Kell se destruyen con
este tratamiento y los del sistema Lewis, Py MN
se vuelven positivos en la mayoria de los trata-
mientos.

Las columnas de gel® utilizadas para el Coombs
directo especifico para la separacion de pobla-
ciones celulares diferentes provenientes de la
transfusion de eritrocitos y para la separacion
de autoanticuerpos y aloanticuerpos, son la me-
jor opcion por su eficiencia para la separacion,
facilidad de lectura y porque se puede llegar a
un consenso de lo observado, algo que no pue-
de lograrse con lalectura en pruebas de tubo de
vidrio.
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Todo esto nos lleva a buscar por dos cami-
nos especificamente los eritrocitos compatibles:
los anticuerpos irregulares encontrados en el sue-
ro, los unidos a los eritrocitos, asi como el feno-
tipo eritrocitario del paciente, teniendo mayor
cuidado en la compatibilidad de los antigenos
de los sistemas Rh (D, C, E, ¢, ¢), Kell, Duffy,
Diego, Kidd y Ss, implicados con mayor fre-
cuencia en las reacciones transfusionales en la
poblacion mestiza mexicana.
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