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RESUMEN

Introduccidn: no existen suficientes evidencias que relacionen la respuesta al
tratamiento con el patrén de autoanticuerpos o su concentracion en los hematies de los
pacientes con anemia hemolitica autoinmune.

Objetivo: en este trabajo se investigo la asociacion entre la respuesta al tratamiento y
la remision de la enfermedad con la concentracién de autoanticuerpos IgG en los
hematies al inicio de la enfermedad.

Métodos: se realizé un estudio retrospectivo de 44 pacientes adultos con anemia
hemolitica autoinmune caliente idiopatica por presencia Unicamente de
autoanticuerpos IgG donde se relacion6 la respuesta al tratamiento con el patrén de
inmunoproteinas en los hematies, la concentracién de autoanticuerpos IgG en los
hematies, las cifras de hemoglobina y el conteo de reticulocitos.

Resultados: no se observé asociacion entre el patron de inmunoproteinas en los
hematies, las cifras de hemoglobina, el conteo de reticulocitos y la cuantificacion de
IgG en los hematies, con la respuesta al tratamiento con prednisona, la administraciéon
de tratamiento de segunda linea ni con la remisiéon de la enfermedad, aunque el
ndamero de moléculas de IgG por hematie fue 1,4 veces superior en los pacientes sin
remisidn en relacidn con los casos con remision de la enfermedad.

Conclusiones: el patron de inmunoproteinas en los hematies, las cifras de



hemoglobina, el conteo de reticulocitos y la cuantificacion de IgG en los hematies al
inicio de la enfermedad, no es un marcador pronéstico de respuesta al tratamiento.

Palabras clave: anemia hemolitica autoinmune, cuantificacién de I1gG en los
hematies, prueba de Coombs, tratamiento inmunosupresor.

ABSTRACT

Introduction: there is not enough evidence that relates the response to treatment
with the pattern of autoantibodies or their concentration on red blood cells in patients
with autoimmune hemolytic anemia.

Objective: to investigate the association of the response to treatment and the
remission of the disease with the concentration of IgG autoantibodies on red blood
cells at the beginning of the disease.

Methods: a retrospective study in 44 adult patients with idiopathic warm autoimmune
hemolytic anemia with only IgG autoantibodies was carried out in order to relate the
response to treatment to the immunoprotein pattern of red blood cells, the 1gG
autoantibodies concentration on red blood cells, the hemoglobin level and the
reticulocyte count.

Results: association was not observed between the immunoprotein pattern, the
hemoglobin level, the reticulocyte count and the quantitation of IgG on red blood cells,
with the response to treatment with prednisone, administration of second-line
treatment and the remission of the disease; although, the number of IgG molecules on
red blood cells was 1,4 times higher in patients with no remission of the disease to
those with remission.

Conclusions: the immunoprotein pattern, the hemoglobin level, the reticulocyte count
and the quantitation of 1gG on red blood cells at the beginning of the disease are not a
prognostic marker of the response to treatment.

Key words: autoimmune hemolytic anemia, quantitation of 1gG on red blood cells,
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INTRODUCCION

La prueba de antiglobulina directa (Coombs) es el método mas empleado para el
diagnoéstico inmunohematoldgico de las anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI). La
mayoria de los casos se clasifican como AHAI caliente (AHAIC) por la presencia de
autoanticuerpos IgG y en menor frecuencia de los isotipos IgA e IgM.!

El resultado de la prueba de antiglobulina directa (PAD) no permite apreciar diferencias
en la concentracion de los anticuerpos unidos a los hematies ni predecir la gravedad de



la hemolisis.? Aunque el valor de la cuantificacion de autoanticuerpos en relacién con el
grado de hemdlisis es un aspecto controvertido, se reconoce que la destruccién inmune
es proporcional a la concentraciéon de inmunoglobulinas en los hematies.3

Los estudios previos realizados en la institucion demostraron que la severidad de la
hemodlisis en los pacientes con AHAIC esta en relaciéon con la coexistencia de multiples
inmunoglobulinas en los hematies, en especial de la IgM, y en los casos con presencia
Unicamente de IgG, el numero de moléculas de autoanticuerpos por hematie fue un
factor determinante.*

Otras investigaciones realizadas en nuestro medio encontraron que el 68 % de los
pacientes con AHAI responden satisfactoriamente al tratamiento con prednisona pero
el 32 % restante requirieren de tratamiento con otros inmunosupresores o de la
esplenectomia.®

Algunos autores han encontrado una menor respuesta al tratamiento y un aumento de
la mortalidad en los pacientes con hemdlisis grave,® pero no existen suficientes
evidencias que relacionen la respuesta al tratamiento con el patron de autoanticuerpos
0 su concentracién en los hematies.”

De esta forma, en este trabajo se investig6 la asociacién entre la respuesta al
tratamiento y la remision de la enfermedad con la concentracion de autoanticuerpos
IgG en los hematies al inicio de la enfermedad, en los pacientes con AHAIC idiopatica.

METODOS

Se realizé un estudio retrospectivo de 44 pacientes adultos con AHAIC idiopatica por
presencia Unicamente de autoanticuerpos IgG diagnosticados y atendidos en el
Instituto de Hematologia e Inmunologia en el periodo comprendido entre agosto de
1997 y enero del 2006.

Al diagndstico de la AHALI, los resultados de la prueba de antiglobulina directa (PAD)
con suero de Coombs poliespecifico y monoespecifico anti-IgG y anti-C3 y de la
cuantificacion de autoanticuerpos IgG, definido como el niUmero de moléculas de 1gG
por hematie estimado a través de un ensayo inmunoenzimatico cuantitativo,® se
obtuvieron de los registros del laboratorio de Inmunohematologia.

Los datos generales de los pacientes estudiados, las cifras de hemoglobina (Hb) vy el
conteo de reticulocitos al diagndstico de la enfermedad, asi como los relacionados con
el tratamiento y la respuesta a este, se obtuvieron de la revisién de las historias
clinicas.

Se considerd con respuesta al tratamiento con prednisona aquellos pacientes que
recibieron uno o dos ciclos de tratamiento con prednisona en dosis de 60 mg diarios
durante 3 meses, que fueron disminuidas paulatinamente y que mantenien cifras de
hemoglobina y conteo de reticulocitos dentro de valores normales sin tratamiento o
con dosis de mantenimiento entre 5-15 mg diarios.



En el grupo en que los pacientes recibieron tratamientos de segunda linea se
incluyeron los casos refractarios a la prednisona y que fueron tratados con:
gammaglobulina endovenosa (1g diario durante 3 dias), danazol (600 mg diarios
durante 3 meses), azatriopina (100 mg diarios entre 3 y 6 meses), vincristina (0,25
mg/m? diario durante 4 dias), ciclofosfamida (100 mg diarios por 7 dias); se les realizé
esplenectomia o se utilizaron combinaciones de los tratamientos anteriores.

La remision de la enfermedad se considerd en aquellos casos que, independientemente
del tratamiento recibido, mantienen cifras de Hb y conteo de reticulocitos dentro de
valores normales con PAD negativa sin tratamiento inmunosupresor por al menos 1
ano. En el grupo de no remisioén se clasificaron los casos que precisaron dosis de
mantenimiento inmunosupresor después de haber recibido tratamiento con prednisona
0 esquemas de segunda linea .

Se elabord una base de datos en el programa SPSS version 13 donde se estratificaron
los pacientes de acuerdo con los criterios explicados anteriormente y se realizaron los
analisis estadisticos.

La relaciéon entre las cifras de Hb con el logaritmo del nimero de moléculas de 1gG por
hematie se estimd por el coeficiente de correlacién de Pearson. Para investigar la
relacion entre el patrén de inmunoproteinas detectadas en la PAD con el tratamiento o
la remision de la enfermedad, se utilizé la prueba de Chi-cuadrado (X?). La
comparacion de las cifras de Hb, el conteo de reticulocitos y el logaritmo del niumero
de moléculas de IgG por hematie entre los grupos con respecto al tratamiento y la
remision de la enfermedad, se realiz6 por la prueba de tde Student. En todos los casos
se consider6 significativo un valor de p <0,05 en dos colas.

RESULTADOS

El rango de edad de los pacientes estudiados fue de 24 a 73 afios (mediana de 58
afos), 32 (72,7 %) femeninos y 12 (27,3 %) masculinos. La PAD fue positiva por
presencia solo de IgG en 28 casos (63,6 %) y se detect6 IgG y C3 en 16 (36,4 %)
enfermos.

En 34 pacientes (77,3 %) se observd respuesta a la prednisona, 5 de ellos (14,2 %)
después de un segundo ciclo de tratamiento, y 10 (22,7 %) requirieron de tratamiento
de segunda linea (tabla 1). En 35 casos (79,5 %) hubo remisiéon de la enfermedad, 33
solo con el tratamiento con esteroides y 9 pacientes (20,5 %) se clasificaron dentro del
grupo de no remisién, 7 de los cuales recibieron esquemas de primera y segunda linea
de tratamiento.

No se observd asociacion entre el patron de inmunoproteinas detectado en los
hematies en la PAD con la respuesta al tratamiento con prednisona, I0a administracion
de tratamiento de segunda linea ni con la remisién de la enfermedad (tabla 2).

Al diagndstico de la AHAI los valores promedios de Hb fueron de 68,9 g/L (intervalo de
28 a 102), de reticulocitos 13,4 % (intervalo de 4 a 24) y de concentracion de IgG 2
424 moléculas por hematie (intervalo de 201 a 18 220). Se observé una correlaciéon



negativa significativa entre las cifras de Hb (r = - 0.35; p = 0,01) con el nimero de
moléculas de IgG por hematie (figura).

A su vez, al inicio no se observaron diferencias entre las cifras de Hb (t = 1,7; p =
0,09), el conteo de reticulocitos (t = 0,8; p = 0,40) y la cuantificacion de IgG en los
hematies (t = 0,3; p = 0,70), entre los pacientes con respuesta al tratamiento con
prednisona y los que recibieron tratamiento de segunda linea. Estos parametros
tampoco mostraron diferencias significativas entre los casos en remisién y no remision
aunque el niumero de moléculas de IgG por hematie fue 1,4 veces superior en los
pacientes sin remision en relacidon a los casos con remision de la enfermedad (tabla 3).

DISCUSION

La AHAIC es el tipo mas comun de anemia autoinmune. Los estimados oscilan entre el
48 y el 70 % del total de las AHAI. ° En la mayoria de los estudios realizados se
describe un predominio de pacientes del sexo femenino.® La serie estudiada mostré un
predominio del sexo femenino coincidente con lo comunicado en la literatura. *°©

En el estudio de la AHAIC es conveniente utilizar ademas de la PAD con suero de
Coombs poliespecifico, los reactivos monoespecificos anti-IgG y anti-C3 con vistas a
caracterizar las inmunoproteinas presentes en los hematies y orientar las pruebas
inmunohematoldgicas a realizar para clasificar el tipo de AHAI. La frecuencia
encontrada en los casos analizados es similar a las comunicadas en otras series, que
oscilan entre el 30 % y el 66 % para la presencia de IgG sola y entre el 20 % y el 63
% en la presencia de IgG y C3. 1! Las diferencias entre los estudios estan influenciadas
por el empleo de los reactivos monoespecificos anti-IgA y anti-IgM que ofrecen un
patréon mas amplio de caracterizacién de los autoanticuerpos.

Este estudio excluyé los pacientes con presencia de autoanticuerpos de los isotipos IgA
e IgM concomitando con la IgG con vistas a caracterizar estos ultimos en relacion con
el tratamiento o la remision de la enfermedad, ya que es conocido que existe un efecto
sinérgico de estas inmunoglobulinas con la IgG en relacién con la gravedad de la
hemodlisis, que podrian influenciar en los resultados.*

Con relacion al tratamiento, en la AHAI no existe consenso internacional que defina los
parametros de respuesta asi como los de la remisidn; por tanto, las definiciones de
ellos varian entre los diferentes estudios. Los utilizados en esta investigacion se
adecuaron en relacién con la respuesta de los pacientes al tratamiento y a lo sugerido
por otros autores.!?

Similar a lo descrito en esta serie, la literatura sugiere la administracién de los
esteroides como primera linea de tratamiento de la enfermedad con los que se logra
respuesta en el 70 al 80 % de los pacientes; entre el 45 % al 50 % de estos casos son
necesarias dosis tolerables de mantenimiento de 5 a 15 mg diarios y se observa
aproximadamente el 80 % de remision completa.® El esteroide disminuye inicialmente
el secuestro de los hematies en el bazo y posteriormente la sintesis de
autoanticuerpos.*



La necesidad de utilizar tratamientos de segunda linea por refractariedad al
tratamiento con esteroides se observa en el 15 - 20 % de los casos,'? que coincide con
lo encontrado en los enfermos analizados. Las variantes incluyen la administracion de
drogas inmunosupresoras como la azatioprina, vincristina, ciclofosfamida, ciclosporina
A y danazol para disminuir la produccion de anticuerpos.** Los beneficios de
gammaglobulina endovenosa son contradictorios.'® En la actualidad, la mayoria de los
autores plantean la realizaciéon de la esplenectomia y la terapia con anticuerpos
monoclonales anti-CD20. 5 En la serie analizada no se describen casos con tratamiento
con anti-CD20 debido al periodo analizado donde el medicamento no estaba disponible
en nuestro medio, y no fue posible clasificar a los pacientes de acuerdo con la
respuesta a un esquema de tratamiento de segunda linea en particular, por el reducido
numero de casos refractarios a la prednisona.

En este estudio no se encontrod relacion entre la presencia de IgG o de IgG y C3 con la
respuesta al tratamiento, similar a lo comunicado por otros autores.® A pesar de que se
considera que la presencia de IgG y C3 se asocia a un mayor grado de hemodlisis, las
investigaciones muestran resultados variables.? El papel del complemento en la
hemolisis autoinmune es controvertido. Los autoanticuerpos pueden fijar complemento
generalmente hasta el C3b, la accion de los inactivadores plasmaticos H e | provocan
el clivaje del C3b a C3b inactivado (C3bi) y a partir de este a C3dg. Los macréfagos
hepéticos, fundamentalmente, tienen receptores para el C3b y el C3bi pero no para el
C3dg que es la fraccion del C3 que se detecta en la PAD. De esta forma solo seran
atrapadas aquellas células que conserven moléculas de C3b en su superficie y los
hematies con presencia de C3dg tendran una sobrevida normal. 3

La ausencia de relacion entre las cifras de Hb y el conteo de reticulocitos al
diagndstico, con la respuesta al tratamiento y la remision de la enfermedad, es un
resultado esperado. Aunque estas determinaciones se utilizan como marcadores de la
gravedad del proceso hemolitico muestran gran variabilidad y generalmente para
clasificacion de la hemodlisis se asocian a la haptogloblobina plasmatica, la bilirrubina
no conjugada y la LDH. 3Estos ultimos no fueron investigados en todos los casos por lo
que no fue posible evaluar la intensidad de la hemdlisis en relacion con el tratamiento.

La Hb y los reticulocitos se incluyeron dentro de las variables a investigar debido a
comunicaciones previas que demostraron una mejor respuesta al tratamiento con
gammaglobulina endovenosa en los pacientes con cifras de Hb iguales o inferiores a 60
g/L.** El uso de gammaglobulina endovenosa en solo 5 casos impidié evaluar la
efectividad del farmaco en relacién con la anemia.

Generalmente la destrucciéon de los hematies es proporcional a la concentraciéon de 1gG
unida a estas células; "no obstante, este pardmetro por si solo no permite explicar las
discrepancias observadas en los pacientes con AHAI con PAD negativa'® y donantes de
sangre con PAD positiva sin presencia de hemdlisis.*® De esta forma, en los casos
estudiados se obtuvo una correlacion negativa entre el niUmero de moléculas de 1gG
por hematie con las cifras de Hb al diagndstico de la enfermedad, aunque no muestra
una relacién lineal por el bajo coeficiente de correlacidn que muestra.

En este estudio no se observé relaciéon entre el niUmero de moléculas de 1gG por
hematie al diagnoéstico de la AHAI, con la respuesta al tratamiento ni con la remision
de la enfermedad, aunque la concentracién de IgG fue superior en los pacientes sin
remision. Hasta donde hemos consultado no existen estudios previos donde se
comparen estas variables que puedan apoyar o refutar estos resultados. Otras



investigaciones indican que la cuantificacion de IgG en los hematies, en
determinaciones longitudinales, puede ser una herramienta Gtil asociada a la
caracterizacion de subclases, donde las variaciones en el nimero de moléculas de I1gG
durante el tratamiento es un marcador de mal pronéstico.?° Por otra parte, la hemdlisis
autoinmune es un fenédmeno complejo y multifactorial en el que otros factores pueden
influir en la destruccién inmune de los eritrocitos que inciden en la respuesta al
tratamiento. Dentro de estos se encuentran la actividad del sistema mononuclear
fagocitico de los pacientes y el balance de citocinas que regulan la expresiéon de los
receptores Fc presentes en los macrofagos y que modulan la destruccién inmune de los
hematies. 7 No obstante, el pequefio tamafio de la muestra en los grupos con
tratamiento de segunda linea y sin remisiéon de la enfermedad es un factor
fundamental que incide en la validacion de estos resultados. Teniendo en cuenta estas
consideraciones es necesario proyectar estudios que involucren a un nidmero mayor de
pacientes para confirmar estos hallazgos.
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