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Abordaje del laboratorio de anemia
hemolitica autoinmune (AHAI)

José Luis Alcaraz Lépez

La AHAI estd caracterizada por un grupo de frastornos
que llevan a la destruccién de los eritrocitos a través
de anticuerpos dirigidos contra sus propios antigenos.
La hemdlisis puede ser de tipo intravascular por acti-
vacién del sistema del complemento hasta C9; o ex-
travascular, mediada por los macréfagos del sistema
reticulo endotelial, generalmente asociada a anticuer-
pos de la clase IgG.!

Se ha clasificado en varios grupos segun las causas
que la originan, el tipo de inmunoglobulina causante
del acortamiento de la vida media del eritrocito y la
temperatura de accién:?

Por anticuerpos activos a 37° C se clasifican en:

1. Primaria o idiopdtica: En donde no es posible de-
mostrar el factor desencadenante.

2. Secundaria, asociada a enfermedades como: lu-
pus eritematoso sistémico, anemia perniciosa, ar-
tritis reumatoide, esclerodermia, leucemia linfoci-
tica crénica, linfomas, enfermedad de Hodgkin,
timomas, macroglobulinemia de Waldestrédm, mie-
loma mdltiple, cdncer de colon, enfermedades gas-
trointestinales como enfermedad de Crohn 'y colitis
ulcerativa crénica inespecifica (CUCI), enferme-
dades virales, principalmente en nifos.

3. Asociada a administracién de drogas: Alfa metil doppa.®

Por anticuerpos frios:

Primaria

Secundaria a: Neumonia por micoplasma, mono-
nucleosis infecciosa y otras infecciones virales.

Hemoglobinuria paroxistica al frio:
|diopdtica
Secundaria a: Infecciones virales, sffilis, etc.

Datos clinicos y de laboratorio:

Es muy importante que en el resumen clinico en-
viado al laboratorio el médico reporte si observa: ane-
mia, ictericia, esplenomegalia, adenomegalias, hepa-
tomegalia, hemoglobinuria.

Datos de: hemoglobina, hematdcrito, cuenta de leu-
cocitos y plaquetas, reticulocitos, frotes de sangre pe-
riférica, bilirrubinas directa e indirecta, deshidroge-
nasa ldctica, hemoglobina libre en plasma,
haptoglobinas, metahemalbdmina.

En orina: bilirrubinas, urobilinégeno y hemosiderina.

Hallazgos en médula ésea:

Destrucciéon intramedular con hiperplasia normo-
bldstica, incremento en las reservas de hierro, aumento
de sideroblastos.

Clase de anticuerpos autoinmunes:*>

Anticuerpos frios: Activos de 4 a 30° C.: Auto anti-
[, Auto anti-i, Auto anti-P1, que son importantes cuan-
do fijan la fraccién C3d del complemento sobre el
eritrocito sensibilizdndolo. En estos casos, el eritrocito
gueda opsonizado por complemento sin llegar a C9,
por lo que la hemdlisis es extravascular.

Frecuentemente no se detecta el anticuerpo usan-
do las técnicas cldsicas, por lo que es necesario usar
técnicas enzimdticas para estos casos.

Anticuerpos bifdsicos: Fijan complemento en frio
y producen hemdlisis intravascular a 37° C: Anticuer-
po de Donath Landsteiner (auto anti P bifdsico), Auto
anti-l, Auto anti-i.

Anticuerpos activos a 37°C:
La mayoria son auto anticuerpos contra todo el sis-
tema Rh/Hry por lo tanto se observa una panaglutina-
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cién al realizar las técnicas en fase de coombs o a
37°C con enzimas, excepto contra células Rhnull.

Se observan pocas veces contra ofros antigenos
como |, i, S, etc.

Muestras sanguineas necesarias para estudios:

4.5 mL de sangre coagulada para identificacion de:
Grupo inverso del sistema ABO, identificacién de anti-
cuerpos libres y pruebas para encontrar sangre com-
patible.

4.0 mL de sangre con EDTA para la identificacién
del Grupo directo del sistema ABO, Rho(D) y fenotipo
eritrocitario. También se puede realizar investigacién
de anticuerpos irregulares con técnica de gel utilizan-
do el plasma.

3.0 mL de sangre con heparina para estudios de
hemoglobina libre, haptoglobinas y megtahemalbdmi-
na.

Estudios del laboratorio de inmunohematologia en
pacientes con AHALI:®

De inicio deben lavarse eritrocitos de la muestra con
EDTA a la que se le ha retirado la capa de leucocitos y
plaguetas. Estos eritrocitos servirdn para realizar el
grupo ABO directo, Rho(D), prueba de coombs direc-
to, autocontroles, fenotipos y pruebas de compatibili-
dad pretransfusional.

El autocontrol es positivo y/o se observan
discrepancias en el grupo inverso:

Grupo ABO directo y Rho(D):

1. Lavar los eritrocitos 4 veces con solucién salina a
37°C, resuspender en salina y repetir el estudio.
Poner al autocontrol 2 gotas de salina isoténica en
lugar del suero.

2. Realizar el estudio con eritrocitos tratados con gli-
cina a pH dcido.

3. Sipersiste la incongruencia con los 2 métodos an-
teriores, los eritrocitos lavados incubarlos a 50°C
por 10 minutos, lavar 3 veces los eritrocitos con
salina a 37°C y realizar de nuevo el Grupo ABO y
Rho(D).

Grupo ABO inverso:

1. Siel estudio se realiza en tubo, centrifugar por 30
segundos a 3,200 rpm incubar a 37°C por 10
minutos y sin centrifugar los tubos, nuevamente ob-
servar aglutinaciones.

2. Realizar auto-adsorcién a 4°C, de preferencia con

eritrocitos autélogos bromelizados y repetir el es-
tudio con el suero absorto.
Realizar el estudio en gel usando los eritrocitos y
suero de las técnicas arriba mencionadas y obser-
var si hay concordancia o discrepancias con la téc-
nica en tubo.

Prueba de coombs directo:

1. Realizar la prueba en técnica de tubo de prefe-
rencia con 8 diluciones consecutivas del suero
de coombs para conocer y reportar al médico
solicitante el titulo observado. Realizar el estu-
dio con sueros especificos Anti-IgG y Anti-
C3d,b.

2. Realizar el estudio en tarjetas de gel y observar si
hay diferencias con lo encontrado con el estudio
en tubo.

Fenotipo eritrocitario:

Toda muestra de coombs directo POSITIVA debe
de tratarse con glicina a pH dcido para eliminar el
anticuerpo unido a los eritrocitos.

Debemos tener mucho cuidado al interpretar los
resultados encontrados ya que con este tratamiento se
eliminan los antigenos del sistema Kell y se pueden
afectar los antigenos: Lewis, P1, My N, por lo que es
recomendable poner un control K1 positivo en para-
lelo para ver la afectacién por el tratamiento y en cuanto
a Lewis, P1, My N realizar los estudios en técnica de
tubo usando eritrocitos sin tratar y lavados 4 veces con
solucién salina a 37°C.

Anticuerpos antieritrocitos:

Técnicas:

1. SALINA: fases: Rdpida, 22° con 20 minutos de in-
cubacién, 37° con incubacién de 60 minutos, la-
var 3 veces para llevar a fase de coombs.

2. ALBUMINA: Répida, incubacién a 37° por 60 mi-
nutos, lavar 4 veces para llevar a coombs

3. GEL

4. OTRAS: La bromelina se usa cuando al realizar el
coombs directo encontramos los eritrocitos del pa-
ciente sensibilizados con complemento y en la in-
vestigacién de anticuerpos libres con técnica de
salina o albumina no encontramos un anticuerpo
que lo esté fijando. Generalmente, en estos casos
encontramos un Auto anti-l que sélo lo detectan
métodos enzimdticos.
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Técnica salina:

1. Si se observan variaciones en el grado de aglu-
tinacién en S. coombs leer por separado las de un
mismo grado para intentar ver un aloanticuerpo.

2. Si no hay variacién en las aglutinaciones, se debe
diluir el suero con salina 1:4 y repetir el estudio en
salina y gel para buscar posibles aloanticuerpos ocul-
tos en el autoanticuerpo. Esto se debe realizar tam-
bién en el caso de aglutinaciones con variaciones.

ELUIDO (Anticuerpos despegados de los
eritrocitos):

Técnicas:

Por calor

Eter

Cloroformo

Tricloro etileno + cloroformo
Variacién de pH del medio

Ok wN =

1. Realizar investigacién de anticuerpos con panel
de eritrocitos de fenotipo conocido.

2. Titulacién del anticuerpo contra eritrocitos de
igual fenotipo al del paciente y contra eritrocitos de
fenotipos antitéticos al del paciente.

Sangre compatible:”

1. Las pruebas cruzadas siempre son incompatibles
en técnica de combs.

2. Se deben transfundir concentrados eritrocitarios con
fenotipo compatible con el paciente para: Sistemas
ABO, Rh/Hr, Ss, Duffy, Kidd, Diego y K1 negativo.

3. Para encontrar la sangre a transfundir, primero te-
ner varios concentrados eritrocitarios de igual fe-
notipo al paciente y enfrentarlos a 8 diluciones con-
secutivas del suero del paciente en técnica de gel
y/o en salina-coombs, escogiendo para transfun-
dir las que presenten menor aglutinacién.

Frecuencia de anticuerpos en pacientes con
diagnéstico de AHAI en poblacién mexicana.
Estudio de 154 casos

Poblacién estudiada: 68.8% fueron mujeres, 31.2%

hombres y no se realizé ningn estudio en nifos.
Coombs directo positivo: 88.9%, C.D. Negativo con

anticuerpo despegado de los eritrocitos positivo: 11.1%.

Clase de inmunoglobulina detectada: IgG: 32.5%,
IgG+C3d,b: 48.7%, sélo C3b, d: 7.8%, especificidad
no demostrable: 11%

Especificidad de autoanticuerpos libres en suero:
Auto antisistema Rh: 49.4%, Auto Anti-1: 45.5%, Auto
Anti-i 2%, de otros sistemas eritrocitarios: 3.1%

Especificidad de anticuerpos despegados de los eri-
trocitos: Auto Anti SRh: 89.8%, Auto Anti-1 5.1%, Auto
Anti-i 2%, de otros sistemas: 3.1.

Alo anticuerpos detectados junto con los auto anti-
cuerpos: 28.6%

Conclusiones

p—

La AHAI puede tener varios origenes.

2. Una buena historia clinica nos orienta a escoger el
protocolo apropiado para identificar la clase de an-
ticuerpos implicados.

3. La comunicacién entre el servicio clinico y las dife-
rentes dreas de laboratorio es esencial para un
diagndéstico correcto con reportes acordes a la en-
fermedad del paciente.

4. Es de vital importancia saber clasificar y diferen-

ciar los Auto y los Alo anticuerpos implicados para

definir el tipo de sangre a transfundir.
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