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RESUMEN

Se estudiaron 13 pacientes con leucemia mieloide crénica y anemia hemolitica
autoinmune inducida por el interferén alfa, a quienes se les realiz6 la deteccion de
inmunoproteinas y la caracterizacion de las subclases de IgG en los hematies mediante
la prueba de antiglobulina directa (PAD) y la técnica de microplacas. Se aplic6 ademas
un ELISA para la cuantificaciéon de inmunoglobulinas en los hematies. Se detecto la
presencia de IgG y C3 en el 53,84 % de los casos, IgG sola en el 23,07 % y en el
15,38 % se identificaron autoanticuerpos IgG e IgA. En 11 pacientes se demostr6 la
presencia de IgG1l y en un caso se identificaron ademas autoanticuerpos de la subclase
1gG3. El ELISA detect6 autoanticuerpos en concentraciones de 183 moléculas de IgG
por hematie en un paciente con PAD negativa. En los pacientes con hemodlisis de alto
grado se encontré una concentracion de autoanticuerpos entre 1 500 y 3 180
moléculas de IgG por hematie, mientras que en los casos con hemolisis de bajo grado
se comporto entre 183 y 1 000 moléculas. Se observo una correlacion negativa entre
las cifras de Hb y los valores de haptoglobina plasmatica con el nimero de moléculas
de IgG por hematie y una correlacién positiva entre este ultimo con el conteo de
reticulocitos.
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ABSTRACT

We studied 13 patients with chronic myeloid leukemia and autoimmune hemolytic
anemia induced by interferon alfa. They underwent tests for immune protein detection
and characterization of 1gG subclasses in RBCs by direct antiglobulin test (PAD) and
the microplate technique. Also they were applied ELISA test for quantifying
immunoglobulins in the red blood cells. It was detected the presence of IgG and C3 in
53.84 % of cases, 1gG alone in 23.07 % and in 15.38 % were identified 1gG and IgA
autoantibodies. In 11 patients the presence of IgG1 was showed and also in one case
the subclass 1gG3 autoantibodies was identified. The ELISA detected antibodies at
concentrations of 183 IgG molecules per erythrocyte in a patient with negative PAD. In
high-grade hemolysis patients, it was found a concentration of autoantibodies between
1 500 and 3 180 molecules of 1gG per erythrocyte, while in low-grade hemolysis
patients it behaved between 183 and 1 000 molecules. There was a negative
correlation between Hb and plasma haptoglobin values with the number of 1gG
molecules per erythrocyte and a positive correlation between the latter with the
reticulocyte count.

Key words: autoimmune hemolytic anemia, interferon alpha, chronic myeloid
leukemia, subilclases 1gG.

INTRODUCCION

Antes de la aparicién de los inhibidores de la tirosinquinasa,® el interferon alfa (IFNa)
era el farmaco de elecciéon para el tratamiento de la leucemia mieloide crénica
(LMC).2 En la actualidad, el IFNa se indica en la LMC durante el embarazo® y en
combinacion con el imatinib para lograr un porcentaje mayor de pacientes con
respuesta molecular.?

Asociado con la terapia, con esta citocina se han diagnosticado enfermedades
autoinmunes como tiroiditis, trombocitopenia y anemia hemolitica, entre otras.>® La
anemia hemolitica autoinmune (AHAI) secundaria al tratamiento con IFNa se ha
evidenciado en un reducido nimero de pacientes que han recibido este medicamento
para el tratamiento de la hepatitis viral o de enfermedades neoplasicas.”-®

La terapia con IFNa provoca efectos secundarios, algunos de los cuales se deben a su
accion sobre el sistema inmune. Los mas reconocidos se asocian con un incremento en
la actividad de las células asesinas naturales, las alteraciones en el balance de las
subpoblaciones linfocitarias y un aumento de la expresiéon de las moléculas de clase |



del sistema principal de histocompatibilidad.® Estos efectos se invocan para explicar la
induccion de autoinmunidad durante el tratamiento con este farmaco.

En los pacientes con LMC es frecuente detectar la presencia de autoanticuerpos
eritrocitarios inducidos por el tratamiento con IFNa, pero por factores adn no
conocidos, en muy pocos casos hay evidencias clinicas de hemolisis inmune.*%* Por
otra parte, en el estudio de los pacientes con LMC y AHAI, en el curso del tratamiento
con este farmaco, no se han caracterizado apropiadamente los isotipos y las subclases
de IgG de los autoanticuerpos eritrocitarios involucrados en el proceso hemolitico, y en
su investigacion no se han aplicado ensayos mas sensibles que la prueba de
antiglobulina.®

Este trabajo describe la caracterizacién de los isotipos y de las subclases de I1gG de los
autoanticuerpos eritrocitarios, asi como la aplicacion de ensayos de cuantificacion de
anticuerpos asociados con los hematies en el estudio de la AHAI en pacientes con LMC
que recibieron IFNa como primera linea de tratamiento.

METODOS

En el periodo comprendido entre octubre de 1995 y septiembre del 2003, fueron
remitidos para investigaciones inmunohematoldgicas 13 pacientes con LMC que
recibian tratamiento con IFNa (IFNa2b recombinante, CIGB, IMEFA, Cuba) y que
ademas presentaron anemia hemolitica con sospecha de etiologia autoinmune.

Los datos generales de los pacientes estudiados, las cifras de hemaoglobina, el conteo
de reticulocitos, el tiempo de tratamiento y la dosis del IFNa administrada, asi como la
conducta terapéutica para el tratamiento del proceso hemolitico, se obtuvieron
mediante la revisidon de las historias clinicas. Los resultados de la prueba de
antiglobulina directa (PAD) y de la prueba de antiglobulina indirecta (PAI) previos al
tratamiento con IFNa, se obtuvieron de los registros del laboratorio.

Las muestras de sangre se extrajeron por puncidon venosa que se colectaron en tubos
con anticoagulante (EDTA al 5 %) y en tubos secos para la obtenciéon de suero.
Posteriormente, la sangre total se centrifugd a 270 x g durante 8 minutos a
temperatura ambiente, se transfirid el plasma a un tubo limpio y se eliminé la capa
leucoplaquetaria. En todos los casos se obtuvo el eluato a partir de 1 mL de hematies
por el método del éter.*?

A los pacientes se les realizaron las siguientes determinaciones: prueba de
antiglobulina directa (Coombs) con suero de Coombs poliespecifico y monoespecifico
anti-1gG,-1gA y anti-C3 (Behring); y la prueba de antiglobulina indirecta (PAIl). La
especificidad de los autoanticuerpos eritrocitarios se determiné en la PAl enfrentando el
eluato a un panel de eritrocitos de 12 células.?

La deteccion de inmunoglobulinas de los isotipos IgG, IgA e IgM en los hematies, asi
como su caracterizacion en las subclases de 1gG, se investigd en los eluatos en la
técnica de microplacas (Mp).'® En todos los casos se realizd, ademas, la detecciéon y
cuantificacion de IgG, IgA e IgM en los hematies mediante un ensayo
inmunoenziméatico (ELISA) tipo sandwich de doble anticuerpo, de acuerdo con lo



publicado previamente.* Se consideré como valor positivo en el ELISA un nimero de
moléculas por hematie de 1gG>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.

A los pacientes se les determinaron los valores de haptoglobina plasmatica a través de
la capacidad de unidn de esta a 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 hemadlisis se clasificd segun la concentracion de hemoglobina (Hb),
el conteo de reticulocitos y las cifras de haptoglobina plasmatica (Hp). Se consideré en
el grupo con hemdlisis 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 Hp menores
de 0,4 g/L; y en el grupo con hemodlisis de bajo grado, a aquellos casos que
presentaron cifras de Hb mayor o igual a 90 g/L, conteo de reticulocitos entre el 3 y el
5 % y valores normales de Hp.

Se estratificaron los resultados del nimero de moléculas de IgG por hematie en los
pacientes de los grupos de alto y bajo grado de hemodlisis. El grado de asociacion entre
las cifras de Hb, el conteo de reticulocitos y las cifras de Hp con el nimero de
moléculas de IgG por hematie, se estimd por el coeficiente de correlacién de Pearson.
Se considerdé significativa una probabilidad (p) menor de 0,05 que se determind con el
programasStatistica version 6.1, StatSoft, Inc, USA.

RESULTADOS

El rango de edad de los pacientes estudiados fue de 20 a 73 afios (mediana de 56
afos). La duracion media del tratamiento con IFNa fue de 21 meses (rango de 1-84) y
la dosis administrada fue de 3 millones de unidades 3 veces a la semana (tabla 1). En
todos los casos la PAD y la PAI fueron negativas en los estudios previos al tratamiento
con el farmaco.

La PAD y la Mp fueron positivas en 12 pacientes (92,3 %), lo que reveld la presencia
de IgG y C3 en los eritrocitos de 7 casos (53,84 %). En 3 pacientes (23,07 %) se
detecto 1gG sola y en 2 casos (15,38 %) se identificaron autoanticuerpos de la clase
IgG e IgA. La PAD y la Mp fueron negativas en un caso. La caracterizacion de los
autoanticuerpos en subclases se investigdé en 11 pacientes en los que se demostré la
presencia de 1gG1 y en un caso se identificaron también autoanticuerpos de la
subclase 1gG3 (tabla 1).



Tahla 1. Caracterizacidn de los autoanticuerpos eritrocitarios en pacientes con leucemia migloide
cronica y anemia hemalitica autainmune inducida por el tratamienta con IFN o

Pacientes Edad | Sexo | Tratamiento con IFN @ (meses) | Inmunoproteinas en los hematies

PAD/Mp Subclases
1 47 F 16 Iga, C3 IgG 1
2 48 F g 19G,C3 19G 1
3 63 M 12 IgG,C3 IgG 1
4 20 F 36 IgG,C3 IgG 1
5 55 F 26 19G,C3 3G 1
<] 52 i 24 19G,C3 IgG 1
7 56 | 1 lgG, Iga, C3 IgG 1,3
B 33 M 84 IgG,C3 IgG 1
g &0 F & IgG IgG 1
10 73 F ii lgG 1gG 1
11 73 F 36 IgG IgG 1
12 c8 F & IgG, Iga NR
13 66 M o ]

PAD: prusba de antiglobulina directa; Mp: técnica de microplacas; NR: no realizado.

Los autoanticuerpos en todos los pacientes se comportaron como panaglutininas por su
reaccion de aglutinacion en la fase de antiglobulina con todas las células del panel de
hematies, sin mostrar especificidad para un antigeno de grupo sanguineo en particular.
No se detectd la presencia de autoanticuerpos séricos en la PAl.

El patréon de inmunoglobulinas de los autoanticuerpos en los hematies revelados en la
PAD y la Mp se corrobor6 en el ELISA. Esta técnica, ademas, detecto la presencia de
autoanticuerpos en concentraciones de 183 moléculas de 1gG por hematie en un
paciente con resultados negativos en la PAD y la Mp (caso 13) (tabla 2).



Tabla 2. Hallazgos hematologicos ¥ ndmero de moléculas de inmunoglobulinas por hematie en
pcientes con leucemia mieloide cronica v anemia hemaolitica autoinmune inducida por el tratamiento

con IFN a
Pacientes Hb Ret Hp Intensidad de la Moléculas de Tratamiento
{a/L} (%) {a/Ly hemblisis lgs/hematie
IgG Iga IgM
1 103 3,2 0,92 BG a79 73 2 Mo
2 a6 4,1 0,79 BG 450 30 3 PDN
3 114 2,3 1,57 BG 1000 78 5 no
4 111 5,5 0,86 BG 566 28 1 No
5 81 5,6 D,3% AG 1500 sl 2 PON
& 81 7.6 0,36 AG 1 764 78 1 PDN,
transfusion
7 48 15,0 0,10 AG 1654 | 180 3 FON,
transfusion
g 74 g8,6 0,26 AG 1824 | 80 £ FON,
transfusion
9 107 3,7 0,74 BG 491 30 2 No
10 a0 7.2 0,10 AG 3 180 40 3 PON
11 109 3,0 2,10 BG 263 25 2 No
12 80 B,6 0,24 AG 2638 4671 5 PDN,
transfusion
13 111 3,4 0,92 BG 183 26 4 No

Hb: hemoglobina; Ret: conteo de reticulocitos; Hp: haptoglobina plasmatica; PDN: prednisona; BG:
hemblisis de bajo grado; AG: hemdlisis de alto grado.

La estratificacion de los resultados obtenidos en el ELISA en relacién con la intensidad
de la hemodlisis, mostré un rango de valores entre 1 500 y 3 180 moléculas de 1gG por
hematie en los pacientes con hemolisis de alto grado (6 casos); mientras que en los
casos con hemolisis de bajo grado (7 pacientes) se comporté entre 183 y 1 000
moléculas por hematie (tabla 2, fig. 1). Debido al nimero limitado de pacientes
estudiados no fue posible aplicar una prueba estadistica para investigar las diferencias
entre el numero de moléculas de IgG por hematie en ambos grupos de hemolisis. No
obstante, se observd una correlacién negativa entre las cifras de Hb (r= -0,69; p =
0,008) y los valores de haptoglobina plasmatica (r= -0,705; p = 0,007) con el nUmero
de moléculas de IgG por hematie; y una correlacion positiva entre este udltimo con el
conteo de reticulocitos ( r= 0,62 ; p = 0,021) (figuras 2, 3y 4).
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Fig. 1. Numero de moléculas de IgG por hematie en relacion con |a
intensidad de la hemdlisis, en pacientes con leucemia mieloide
crdnica ¥ anemia hemolitica autoinmune inducida por el tratamiento
con IFMe.
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Fig. 2. Correlacion entre el nimero de moléculas de IgG por
hematie y las cifras de hemoglobina, en los pacientes con leucemia
mieloide cronica v anemia hemolitica autoinmune inducida por el
tratamiento con IFNe.
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Fig. 3. Correlacidon entre el nimero de moléculas de IgG por

hematie v el conteo de reticulocitos, en los pacientes con leucemia

mieloide cronica v anemia hemolitica autoinmune inducida por el
tratamiento con IFMa.,
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Fig. 4. Correlacion entre el nimero de moléculas de IgG por
hematie v los valores de haptoaglobina plasmatica, en los pacientes
con leucemia mieloide crdnica v anemia hemolitica autoinmune
inducida por el tratamiento con IFNe.

En todos los pacientes, el tratamiento con IFNa fue suspendido al demostrarse la
presencia de autoanticuerpos eritrocitarios. En algunos casos con hemodlisis de alto
grado fue necesaria la transfusién de 500 mL de concentrado de hematies y en todos
los pacientes de este grupo se inicié tratamiento con prednisona oral en dosis de 1
mg/kg/dia durante 2 semanas, que se fue disminuyendo en un intervalo de 1 mes
(tabla 2).

Después del tratamiento inmunosupresor se observé un incremento de las cifras de Hb
y una disminucion del conteo de reticulocitos con valores similares a los mostrados
previo a la administracion del IFN. En 6 de los 7 pacientes con hemdlisis de bajo grado,
la interrupcién del IFN fue suficiente para restaurar la Hb y los reticulocitos a las cifras
previas al tratamiento con IFN, en un intervalo de 1 a 2 meses (datos no mostrados).

DISCUSION

La anemia hemolitica autoinmune inducida por farmacos se reconocié por vez primera
en pacientes tratados con alfa metildopa.'® Después de esta observacién, otras drogas
han sido identificadas como inductoras de autoinmunidad contra los eritrocitos, entre
las que se encuentra el IFNa.”

El IFN provoca alteraciones del sistema inmune que favorecen la apariciéon de
autoinmunidad. EI mecanismo mas invocado se relaciona con la diferenciacion Thl de
los linfocitos CD4 estimulada por el IFNa, al provocar un aumento en la expresion de



los receptores para la interleucina (IL)-12 en estas células.® Las citocinas Th1 (IL-2,
interferéon gamma [IFNy] y factor de necrosis tumoral beta) favorecen la inmunidad
mediada por células, la activacion de los macréfagos y la produccién de anticuerpos
opsonizantes y fijadores del complemento que median la hemoélisis inmune de los
hematies.'® Por otra parte, en los pacientes con LMC el IFNa. promueve la
diferenciacion de las células mononucleares en células dendriticas capaces de
presentar péptidos especificos de la LMC y de esta forma, inducir la produccion de
autoanticuerpos.®®

Al parecer, la aparicion de las manifestaciones de hemdlisis inducida por el tratamiento
con IFNa presenta un patréon dual. En pacientes con autoanticuerpos previos a la
administracion del farmaco, la anemia hemolitica aparece entre los primeros 21 dias
después de comenzado el tratamiento tras la exacerbacién de la enfermedad
autoinmune latente. Sin embargo, en el resto de los pacientes, ocurre después de los 3
meses, como resultado de la induccién de la autoinmunidad.1” En los casos estudiados
no se detectaron autoanticuerpos eritrocitarios con anterioridad al tratamiento; de esta
forma y en correspondencia con lo sugerido previamente, en 12 de los 13 casos la
anemia hemolitica apareci6é en un intervalo entre 3 y 84 meses de iniciada la terapia.
Nuestros resultados indican que, aunque poco frecuente, puede también observarse la
aparicion de la AHAI al mes de tratamiento en pacientes sin antecedentes de hemolisis
inmune.

El patréon de inmunoproteinas detectadas en los eritrocitos de los pacientes estudiados
no difiere de los observados en la anemia hemolitica autoinmune comun.® Otros
autores han encontrado resultados similares en este grupo de pacientes con la
identificacién en los hematies de 1gG, C3 o de ambas, y de AHAI con PAD
negativa.”811.17

La presencia de autoanticuerpos de clase IgA no se ha dilucidado en la mayoria de los
casos. Una comunicacién previa identificé anticuerpos de este isotipo en los hematies
de un paciente en una serie de 5 casos analizados.'” Los autoanticuerpos IgA son
infrecuentes y se identifican entre el 1,5 y el 14 % de los pacientes con AHAI, lo que
es similar a la frecuencia del 15,3 % encontrado en esta serie.620

Hasta donde conocemos, no se han realizado estudios previos que caractericen las
subclases de IgG de los autoanticuerpos eritrocitarios inducidos por el IFNa. Los
hallazgos en este grupo de pacientes demuestran que los autoanticuerpos son
predominantemente de la subclase IgG1l y en menor frecuencia, en combinacion con la
subclase 1gG3. Estos resultados son similares a los obtenidos en los pacientes con
AHAI y en la anemia autoinmune secundaria al tratamiento con alfa metildopa.1®

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
el limite de deteccidon de anticuerpos por esta técnica es entre 200 y 500 moléculas de
IgG por hematie, por lo que es necesario el empleo de técnicas de mayor sensibilidad,
como el ELISA, para detectar bajas concentraciones de autoanticuerpos causantes de
la hemolisis.?* La aplicacion del ELISA cuantitativo en este estudio permitié la
deteccidon de autoanticuerpos en concentraciones de 183 moléculas por hematie en un
paciente con AHAI y PAD negativa. Estos resultados corroboran que un nimero inferior
a 200 de moléculas de IgG por hematie puede ocasionar un resultado negativo en las
técnicas convencionales de diagnoéstico inmunohematolégico, también en pacientes con
AHAI inducida por el IFNa. De esta forma, es recomendable el empleo de ensayos méas



sensibles que la PAD para el diagndstico de la hemdlisis inmune mediada por
autoanticuerpos estimulados por el tratamiento con este farmaco.

Generalmente, la destruccién inmune de los hematies es proporcional a la cantidad de
anticuerpos unidos con estas células, aunque los estudios muestran resultados
contradictorios al tratar de predecir la gravedad de la hemdlisis a través de la
concentracion de IgG en los hematies.?! En los pacientes analizados se observéd una
relacion entre la intensidad de la hemdlisis con la concentracion de IgG, principalmente
de la subclase 1gG1. De esta forma, los pacientes con hemodlisis de alto grado
presentan mas de 1 500 moléculas de IgG por hematie, a diferencia del grupo con
hemolisis de bajo grado, que se distribuyeron en un rango entre 183 y 1 000
moléculas de IgG. En apoyo a estas observaciones se encontré también correlacion
entre las cifras de Hb, el conteo de reticulocitos y las cifras de Hp, con el niumero de
moléculas de IgG por hematie.

Estos hallazgos coinciden con los comunicados previamente por Meulen y otros,?? que
obtuvo evidencias a favor de que la cantidad de anticuerpos IgG1l en pacientes
tratados con alfa metildopa es un factor determinante en la ocurrencia de la

hemodlisis in vivo. Al respecto, se ha invocado un mecanismo similar al del IFNa para la
induccion de autoinmunidad por alfa metildopa que podria explicar las coincidencias
entre estas observaciones. Los autores sugieren que la alfa metildopa estimula la
secrecion de IFNyOpor las células T y con ello la diferenciacion Thl de las células CD4
que favorece la aparicion de la autoinmunidad.?®

Por otra parte, es conocido que la destruccion inmune de los hematies es mediada por
los receptores para el fragmento Fc de la IgG presentes en los fagocitos, y que se
requieren mas de 1 200 moléculas de IgG1 para que ocurra una eritrofagocitosis
eficiente.?* Estas observaciones apoyan nuestros resultados en cuanto a que la
hemodlisis de alto grado se manifiesta cuando existen mas de 1 500 moléculas de 1gG
por hematie. Sin embargo, otros estudios realizados en pacientes con AHAI idiopatica e
inducida por alfa metildopa, no han podido definir un valor umbral de concentracion de
IgG para la ocurrencia de hemodlisis,?®> aunque se reconoce que la concentracion de 1gG
en los hematies es un factor determinante en el proceso hemolitico.?° Las divergencias
con estos resultados pudieran estar relacionadas con el tamafio de la muestra
analizada. Es probable que este ultimo factor tenga gran influencia, ya que la mayoria
de las investigaciones antes mencionadas analizan una casuistica mayor. El nimero
reducido de pacientes investigados en esta serie se relaciona con la baja frecuencia de
AHAI, que se presenta en alrededor del 1 % de los enfermos con LMC tratados con
IFNo.6

Los efectos adversos que sobre el sistema inmune provoca el IFNa desaparecen
después de descontinuado el tratamiento. Al igual que en nuestra serie, las
investigaciones realizadas en pacientes con AHAI mediada por este farmaco
consideran, en primer lugar, la interrupcion de la terapia y en algunos casos, la
administracion de inmunosupresores para lograr la remisién del proceso hemolitico.2¢

Los resultados de este trabajo permiten recomendar la cuantificacién de
autoanticuerpos en los hematies como una herramienta para la evaluaciéon de la
hemodlisis inmune y en la decision de la conducta terapéutica. Con este ensayo es
posible determinar la concentracion de autoanticuerpos en los hematies en estudios
longitudinales, de forma tal que podrian evaluarse en cada paciente los efectos
inmunes adversos del tratamiento con el farmaco.
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