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1.- TITULO
Recomendar pruebas clinicas adicionales para el diagnostico de Anemia Hemolitica

Autoinmune

2.- RESUMEN

Se describe el caso de un/una adolescente de 16 afios que habita en una zona rural con frio
y acude a un centro hospitalario con sintomas de fiebre aparentemente sin muchas
complicaciones, pero al administrar por varios dias medicamentos como penicilina y
cefalosporina respectivamente, se diagnostica una posible neumonia bacteriana, pero
reaparecen los sintomas y aumentan otros por lo que se plantea una anemia hemolitica
autoinmune secundaria, para demostrarlo se aplica Biometria Hematica, Prueba de Coombs
y la determinacién y cuantificacién de IgM por el método de Microplacas y de Elisa

respectivamente.

Palabras Claves: anemia hemolitica autoinmune, prueba de coombs, biometria hematica,

centro hospitalario, elisa, microplacas.

ABSTRACT

The case of a 16-year-old teenager who lives in a cold rural area and goes to a hospital with
symptoms of fever apparently without many complications is described, but when
administered for several days medications such as penicillin and cephalosporin respectively,
it is diagnosed A possible bacterial pneumonia, but the symptoms reappear and others
increase so that a secondary autoimmune hemolytic anemia occurs. To demonstrate this,
Hematologic Biometry, Coombs Test and the determination and quantification of IgM by the

Microplate and Elisa method respectively.

Key words: Autoimmune hemolytic anemia, coombs test, hematic biometrics, hospital

center, elisa, microplates.



LISTA DE ABREVIATURAS

PAD: Prueba de antiglobulina directa
AHAI: Anemia Hemolitica Autoinmune
IgG: Inmunoglobulina G

IgA: Inmunoglobulina A

IgM: Inmunoglobulina M

C3: Complemento 3

HbS: Hemoglobina S

SAF: sindrome de aglutininas frias
HPF: Hemoglobinuria paroxistica a frigore
Hb: Hemoglobina

Hto: Hematocrito

Mp: Microplacas

gr/L: gramos sobre litro

gr/dL: gramos sobre decilitro

%: porcentaje
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3.1.-INTRODUCCION

Al momento de llegar un paciente con un cuadro de anemia, se le comienza a realizar
estudios con orden, priorizando con el interrogatorio, exdmenes fisicos y de caracter basico
de laboratorio como: un completo hemograma, recuento de plaquetas y reticulocitos,
ademas de un exhaustivo perfil de hierro (transferrinemia, hierro en sangre, saturacion de
transferrina y ferritina en suero), hepatograma, eritrosedimentacion, analisis de la funcion

renal, analisis tiroideo, lactato deshidrogenasa y haptoglobina en suero’.

La hemodlisis es la eliminacidon (prematura) de los globulos rojos o hematies con un
acompafiamiento de liberacion de hemoglobina?®. Esto se presenta cuando la capacidad de
la médula 6sea en la produccion de glébulos rojos (hematies) es sobresalida en
comparacion por la destruccién de los mismos, originando lo que comunmente se conoce
como anemia hemolitica®. En ciertos casos al existir una estimulaciéon elevada, la médula
Osea desarrolla una hiperplasia elevando la produccién de glébulos rojos entre seis a ocho
veces?.

La hemdlisis no es otra cosa que la destruccién de los glébulos rojos por muchas causas,
pero para el presente caso que estoy tratando se debe a un mecanismo inmunoldgico, y

esta anomalia es denominada como patologia autoinmune.

La anemia falciforme o drepanocitica por lo general se presenta en nifios de raza negra en
Africa y nuestro medio podemos citar la provincia de Esmeraldas, este tipo de anemia es de
caracteristica hereditaria, el grado de falciformidad y el de alteraciones morfoldgicas reflejan
la proporcién de HbS y que otras hemoglobinas estan presentes en el eritrocito®.

La anemia falciforme es reconocible en laboratorio cuando se realiza un frotis en extendido,
donde en el microscopio se observan células deforme o falsa forma de ahi su nombre, o0 en
forma de disco o de media luna esto es de acuerdo al grado de proporcion de HbS y otras

hemoglobinas presentes.

La AHAI pueden ser por anticuerpos calientes o por anticuerpos frios, la primera se
presenta por lo general en el adulto y predominan los anticuerpos de clase IgG y en menor
grado IgM e IgA, desarrollables a una temperatura de 37°C y producen hemodlisis
extravascular, la segunda también conocida como sindrome de aglutininas frias se
presentan con mayor frecuencia en adolescentes, raro en nifios son de clase IgM, se

activan a una temperatura de 4°C hasta 30°C y producen hemdlisis intravascular®.



La biometria hematica, conocida también como citometria hematica, corresponde al examen
del laboratorio de mayor utilizaciéon en cuanto a su frecuencia solicitada, debido a que en un
solo analisis se reportan las tres lineas celulares comunes: Eritroides (gldébulos rojos),
leucocitos (glébulos blancos) y plaquetas, que constituyen un factor fundamental a la
orientacion del especialista en patologias a nivel hematolégico o enfermedades en

diferentes tejidos u 6rganos®.

La biometria hematica nos presentan indices como la hemoglobina y el hematocrito que en
porcentajes disminuidos nos dan una prueba positiva para anemia, ya que en este caso
clinico los valores de Hb=7g/L y Hto=0.29I/L, siendo los valores normales de Hb=12-14g/L y

Hto=0.41I/L evidenciando la disminucién mencionada.

Para la realizacion del examen de antiglobulina (prueba de Coombs) con la utilizacion del
suero poliespecifico de antiglobulina humana, es el método mas utilizado en
inmuno-hematologia, siendo los componentes fundamentales del reactivo antiglobulina:
anticuerpos anti IgG y anti C3, la accién anti IgA y anti IgM no son necesarios pero
anhelados’, debido a la presencia de estos anticuerpos permite detectar auto-anticuerpos
IgM que no aglutinan, e IgA en el examen de antiglobulina directa, para evaluar la
presencia de anemia hemolitica autoinmune (AHAI),que en ciertas ocasiones, por lo dificil

que es su deteccion, estan comprendidos en casos de AHAI (Coombs negativa)’.

3.2.- EXPLORACION FiSICA

Desde el punto de vista clinico, la AHAI por crioaglutininas se presenta de forma aguda en
el curso del proceso infeccioso, con sintomas determinados tanto por la propia anemia
como por la aglutinacion de glébulos rojos a bajas temperaturas, tales como disnea, palidez,

ictericia, hepatoesplenomegalia y acrocianosis con la exposicion al frio®.

También puede presentarse en adolescentes con anemia hemolitica autoinmune por
anticuerpos frios y depranocitemia de aparicién tardia: Palidez cutaneo-mucosa, disnea,
tiraje intercostal, murmullo vesicular disminuido hacia la base derecha con subcrepitantes,

sibilantes bilaterales sin ictero ni visceromegalia®.



En la exploracion fisica el médico se puede dar cuenta a simple vista de los sintomas
externos que presenta el paciente, y en este caso clinico conociendo los antecedentes del
adolescente como por ejemplo que residia en una zona con un ambiente de frio, ademas la
presencia de fiebre son atenuantes para presumir una anemia.

El interrogatorio debe ser exhaustivo y dirigido fundamentalmente a los siguientes
aspectos: etnia, historia familiar (anemia, ictericia, litiasis vesicular, esplenomegalia o es-
plenectomia), antecedentes personales (ictericia neonatal, ingesta de farmacos, abortos)'.
Mas alla de solo observar al paciente es fundamental conocer su historial para poder tener
una idea de un diagndstico presuntivo, esto es el caso de que hay varias enfermedades de

caracter hereditario u otras por el tipo étnico presentandose asi las células falciformes.

3.3.- METODOS DE IDENTIFICACION

Las AHAI por anticuerpos frios se clasifican en: sindrome de aglutininas frias (SAF) y la
Hemoglobinuria paroxistica a frigore (HPF)°.

El SAF es el tipo mas comun de anemia hemolitica asociada con anticuerpos frios, puede
ser aguda (secundaria a enfermedades linfoproliferativas o a la infeccion por Mycoplasma
pneumonae, o cronica (en pacientes de edad avanzada con manifestaciones de anemia

ligera o moderada’.

La HPF es poco frecuente, aparece comiunmente como un proceso agudo ocasional
secundaria a infecciones virales, particularmente en nifios y puede presentarse como una

enfermedad cronica idiopatica en personas de edad avanzada®.

Para los métodos de identificacion del presente caso no solo vamos a tomar en cuenta los
sintomas fisicos, si no también pruebas clinicas como: biometria hematica, prueba de
Coombs, la prueba de falciformidad, métodos mas sensibles como: la determinacién de

inmunoglobulinas por microplacas y cuantificacion de IgM por Elisa.
3.3.1.- Biometria hematica
Es de vital importancia que tomemos en cuenta que lo parametros de la biometria hematica,

varian por factores como la altura al nivel del mar, el género y edad del paciente a tratarse®.

Cabe indicar que el recuento eritrocitario, nos da un indice del contenido de hemoglobina



presente en los gldbulos rojos, ademas de su tamafio de cada uno de los mismos. Siendo

este conjunto de datos una orientacién hacia posibles anemias®.

El contenido fundamental que poseen los eritrocitos, es la hemoglobina, la cual posee la
funcidon de transportar de los pulmones el oxigeno/diéxido de carbono a los diferentes
tejidos y viceversa (transporte)®. En la persona adulta sana presenta 4.6 a 5.2(x 10'%/L) de
glébulos rojos, siendo el 45% del volumen sanguineo que circula, y al centrifugar una
muestra sanguinea; Siendo esta proporcion que guardan con el plasma lo llamado

hematocrito®.

Los indices hematolégicos son los primeros pasos y fundamentales para la determinacion
de una anemia, en el presente caso sera una de las pruebas a realizarse en el o la
adolescente tomando en cuenta su edad ya que los parametros de hemoglobina y

hematocrito varian.

A continuacion se enuncia los valores normales de los indices hematologicos que presenta

el caso clinico de acuerdo a la edad de la paciente.

indices hematolégicos de acuerdo con la edad

Edad 12 a 18 afios Hemoglobina (Hb) Hematocrito (Hto)
(gr/dL) (%)
Hombre 13-14.5 43
Mujer 12-14 41

Fuente: Lopez - Santiago N
Para convertir unidades de % (US) a unidades de fraccion (Sl) se multiplica por 0.01

Valores de Hb y Hto del paciente del caso a resolver

Edad 16 afos Hemoglobina (Hb) Hematocrito (Hto)
(gr/L) (/L)
? 7 0.29

Fuente: Angel Garcia



3.3.2.- Prueba de Coombs

Al utilizar la técnica de Coombs, la cual permite detectar un minimo de 200 y 500
inmunoglobulinas IgG por cada hematie’. El limite para determinar la presencia de
anticuerpos de los isotipos IgA e IgM aun no se ha logrado su determinacion, debido a lo no
existencia de consensos para la generalizacién de reactivos antiglobulinicos con estas
especificaciones, por su poca utilizacion, o se inclina por emplear métodos mas sensibles

para la determinacion inmunoglobulinas en los hematies’.

La prueba de Coombs también conocida como la prueba de antiglobulinas que nos va a
determinar la presencia de anticuerpos IgG, IgA e IgM, esta prueba se divide en prueba de

Coombs directa y prueba de Coombs indirecta.

3.3.2.1.- La técnica de antiglobulina directa: Se utiliza para la determinacién de
inmunoglobulinas o fracciones del complemento recubriendo los eritrocitos™. Este analisis
puede presentarse en distintas condiciones, siendo una de ellas la presencia de
aloanticuerpos, resultado de reacciones hemoliticas tardias, enfermedades hemoliticas
presentes en el recién nacido, o auto-anticuerpos de anemias autoinmunes hemoliticas.
Estos aloanticuerpos se dirigen a la superficie de los eritrocitos en contra de los antigenos,
ademas de anticuerpos que encaminan contra las drogas que se absorben en la membrana

eritrocitaria, o por la activacion del sistema de complemento en la superficie™.

3.3.2.2.- La prueba de antiglobulina indirecta: Mediante aplicacion de esta técnica nos
permite identificar anticuerpos (IgG), los mismos que no presentan la propiedad de aglutinar
de una manera natural, requiriendo una fase de revelacion para detectarlos'. Para ello se
utiliza en el fenotipaje de los grupos sanguineos, donde los antigenos presentan una
densidad antigénica baja, ademas de la utilizacién del anticuerpo IgG. También se puede

aplicar cuando buscamos anticuerpos IgG en el suero de algun paciente™.
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Fuente: Jose Barreto Garcia

3.3.3.- Prueba de Falciformidad
Cuando se desoxigenan los hematies que contiene por lo menos un 20% de HbS, adquiere
forma de media luna, mientras que los hematies que carecen de la HbS conservan la

configuracion normal®.



Se obtuvo mayor velocidad y seguridad con la clasica preparacion de células falciformes de
Daland y Castle*. La sangre que se ha de ensayar se mezcla con una solucion de
metabisulfito de sodio al 2% (Na,S,0,) colocada bajo un cubreobjetos®. Se espere minutos
hasta horas y se nota la falciformidad. Solo los hematies que contienen menos del 40% de
HbS (igual que en el rasgo de células falciformes) presentan falciformidad en forma
relativamente lenta y adquieren una configuraciéon en forma de hoja de acebo, los glébulos
que contienen 50% o mas de HbS se vuelven falciformes con mayor rapidez, habitualmente

en minutos y adquieren una forma filamentosa®*.

3.3.4- Determinacién y cuantificacion de IgM

3.3.41 Técnica de microplacas (Mp) para la deteccion de autoanticuerpos
eritrocitarios en el eluato de los hematies™":

Se sensibilizé una mezcla de hematies de donantes de sangre de grupo O y de fenotipo
Rh, R1 R 1, R2R 2 yrr con cada uno de los eluatos de los pacientes de la siguiente
forma: en tubos de cristal de 12 x 75 mm se afadieron 10 mL de la mezcla de hematies de
donantes y 100 mL de los eluatos, los que se incubaron a 37°C durante 1 hora'.
Posteriormente, los hematies se lavaron 3 veces con solucién salina al 0,9% y se
resuspendieron al 0,5% en solucién salina'. En microplacas rigidas de 96 pocillos de fondo
en V (Greiner) se mezclaron, en el pocillo correspondiente, 25 mL de la suspension de los
hematies sensibilizados con 25 mL de las diluciones de los reactivos antiglobulinicos
monoespecificos'’. Los reactivos utilizados fueron: anti-lgG (Dako), anti-IgA y anti-IgM
(Behring) en las diluciones 1:20, 1:40 y 1:20, respectivamente, en solucion salina
balanceada de fosfato 0,15 mol/L, pH 7,2 (SSBF) que contenia suero fetal bovino al 1%"".
Como controles positivos se utilizaron hematies sensibilizados con anticuerpos anti-D de los
isotipos 1gG, IgA y anticuerpos anti -Le a de la clase IgM, y como control negativo hematies
del grupo O no sensibilizados™. La placa se incub6 durante 12 horas a 4°C y la lectura se
realizd después de inclinarla en un angulo de 45° durante 10 minutos''. Se considerd un
resultado positivo la presencia de un boton de hematies en el fondo del pozo y como

negativo el corrimiento de los hematies hasta los bordes externos del pozo''.

3.3.4.2 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la cuantificacién de IgG, IgA e IgM
asociadas con los hematies™":
La técnica se realizd6 en placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (Nunc,

Immunoplates) que se recubrieron con 100 mL, en el pocillo correspondiente, de la fraccion
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IgG de anticuerpos de carnero anti-IgG (g), anti-IgA (a) o anti-IgM (m) humano (Sigma) en
una concentracion de 5 mg/mL en solucién 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 solucién 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 afiadieron a
razon de 100 mL por pocillo y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las curvas de
cuantificacién se prepararon a partir del suero de referencia Nor-Partigen, Behring, en
concentraciones desde 0,0025 a 0,07 mg/mL de IgG e IgM y de 0,0025 mg a 0,06 mg/mL de
IgA. Los 4 lavados posteriores se realizaron con SSBF-Tw 0,05% y se afadieron a los
pocillos apropiados 100 mL de la fraccién 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 1 hora a 37°C y
fueron posteriormente lavadas 4 veces con SSBF- Tw 0,05%. La reaccién se reveld con la
adicién de 100 mL por pocillo de ortofenilendiamina (Merck) a una concentracién de 0,24
mg/mL en solucion balanceada de acido citrico pH 5,0 que contenia perdxido de hidrégeno
al 0,024%. La reaccion se detuvo a los 15 minutos con la adicion de 100mL por pocillo de
H,SO, al 3M y las densidades Opticas de cada muestra en duplicado se leyeron a 492 nm
en un lector de microelisa (Titertek Multiscan). Las concentraciones de inmunoglobulinas
(lgs) en los eluatos de los hematies fueron calculadas a partir de la curva patrén a través de
un ensayo de regresion 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 D) y de la IgM (970,000 D). De acuerdo con el numero de Avogadro 1
mg contiene 370 ~ 10 10 moléculas de IgG o IgA y 62 “ 10 10 moléculas de IgM. El numero
de moléculas de Igs por hematie es igual a la concentracién de Igs en m g/mL del eluato
multiplicado por el nimero de moléculas de Igs en 1 mg y dividido entre el numero de
hematies en 1 mL (1,1 ~ 10 10 hematies). Se considerd un valor positivo en el ELISA un
numero de moléculas por hematie de IgG 2 163, de IgA 3 90 y de IgM 3 20 moléculas que
corresponde con la media mas 3 desviaciones estandar de los valores obtenidos en los

individuos normales™’.
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3.4.- RESULTADOS

En la biometria hematica en los resultados ya expuestos tenemos un valor de hemoglobina
de 7 gr/L, y hematocrito de 0.29 I/L, son valores disminuidos ya que lo normal a la edad de
16 afos es de: Hb 13 a 14.5 y Hto 0.43 en hombre, y en mujer de Hb 12 a 14 y Hto 0.41.

En la prueba de Coombs iddneo para la determinacion de anemia hemolitica autoinmune,
segun el caso clinico que se presenta nos dara una PAD negativa ya que los antigenos de
la superficie del glébulo rojo que recubren al anticuerpo 1gG no da lugar a aglutinacion.

La muestra a analizar con presencia de IgA e IgM es escasa debido a que la deteccion de

estas inmunoglobulinas en la PAD es poco frecuente’.

La prueba de falciformidad sera positiva ya que el caso clinico plantea una anemia
hemolitica autoinmune secundaria y segun el siguiente enunciado: El término drepanocitosis
se aplica a la anemia hemolitica en la cual existe la HbS en los eritrocitos, siendo las
manifestaciones clinicas dependientes del tipo de herencia (homocigota o heterocigota) que

presente el paciente®.

Los 2 procedimientos técnicos empleados (microplacas y elisa) detectaron anticuerpos

eritrocitarios que no fueron revelados en la PAD™.

3.5.- DISCUSION

La anemia hemolitica autoinmune secundaria por anticuerpos frios, es rara en nifios, pues
clinicamente se observa en mayores de 12 afios®. Esta constituye un cuadro agudo
reversible, con una duracion de 3-6 meses, donde puede existir un proceso infeccioso

previo; los signos clinicos no son patognomonicos de ella®.

La mayoria de los pacientes con la enfermedad de anemia hemolitica auto-inmune,
presentan un positivo PAD, pero si es negativo no descarta la enfermedad. Una
probabilidad de que suceda esto seria, que el limite de determinacion de anticuerpos
aplicando esta técnica, es 200 y 500 moléculas de IgG por cada hematie, por la que se
recomienda el empleo de técnicas con mayor grado de sensibilidad, como es ELISA, para la

identificacién de concentraciones bajas de anticuerpos que provocan hemolisis'?.
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El caso clinico tratado se identifica la inmunoglobulina M (IgM) ya que esta es propia de

una anemia hemolitica autoinmune secundaria.

3.6.- CONCLUSION

En el presente trabajo se describen las pruebas a realizarse en una anemia hemolitica
autoinmune, para el caso clinico tratado se realiza una biometria hematica valores con los
que ya me indican una presuntiva anemia, la células falciformes son sintomas de un
paciente que producen anemia hemolitica y por ello se menciona la depranocitemia,
sumados a estas la prueba de Coombs ideal para la deteccién de esta enfermedad y un
resultado negativo no descarta la enfermedad del caso, aplicando la técnica de microplacas

y la cuantificacion de inmunoglobulinas con mayor importancia la M (IgM).
Por todo lo expuesto y la informacion recopilada a mas del planteamiento problema del caso

clinico esta enfermedad se denomina anemia hemolitica autoinmune secundaria por

anticuerpos frios y depranocitemia.
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