ANTICUERPOS: estructura, funciones y receptores.

En su salto evolutivo de invertebrados a vertebrados la vida debi6 enriquecer el sistema inmune
macrofagico con el desarrollo de un sistema dotado de memoria y capacitado para la produccion de proteinas
solubles o receptores celulares de gran afinidad antigénica. Por eso encontramos Bazo, Timo y linfocitos B y
T en todo tipo de vertebrado, desde sapos hasta humanos. Este sofisticado sistema defensivo sirve para
identificar y recordar moléculas de patdgenos invasores e instrumentar crecientes y perfeccionadas
respuestas humorales o celulares especificas ante cada invasion de uno de ellos. De esta manera puede el
vertebrado adaptarse a diversos cambios en la flora ambiental y por eso se le llama sistema adaptativo, para
diferenciarlo del ancestral aunque imprescindible sistema innato que carece de memoria y responde siempre
con la misma intensidad. Veremos que los sistemas innato y adaptativo se instruyen mutuamente para
garantizar la supervivencia de individuos y especies.

El compartimiento de la célula B tiene la habilidad de poder dotar a cada célula que produce con receptores
de exclusiva afinidad por s6lo una molécula entre millones de potenciales antigenos. El receptor B (BCR) es
tan necesario para la identificacién del antigeno como para la sobrevida del propio linfocito B, dado que la
ablacion del BCR conduce a la muerte celular programada (apoptosis). Veremos que ocurre lo mismo con el
receptor de célula T (TCR).

Para que una célula B pueda diferenciarse en Plasmocito y segregar anticuerpos es necesario que tome
previo contacto con su antigeno especifico y reciba de la célula T helper (CD4+) las necesarias sefiales de
diferenciacion y proliferacion.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son glicoproteinas que se encuentran en plasma, linfa y fluidos
tisulares. Representan la expresion humoral de un receptor de superficie celular (BCR) que desempefia un
rol critico para la conduccion del proceso madurativo de la célula B. EI BCR tiene una region hidrofobica de
unos 25 AA que le sirve para su anclaje a la membrana y un terminal carboxilo intracelular de naturaleza
hidrofilica. La interaccién con su antigeno activa los procesos de proliferacién y diferenciacién que conducen
a la generacion de un clon de plasmocitos productores de copias solubles del mismo BCR. Entonces un Ac.
es un BCR que ha perdido sus regiones hidrofébica transmembrana e hidrofilica intracelular.

En la mayoria de los mamiferos mayores se reconocen cinco tipos de Ig(s) IgG, IgM, IgD, IgA e IgE
diferenciados por carga eléctrica, tamafio, glucosilacion y secuencia de AA. Existe también variantes de I1gG
(1-4) e IgA (1-2). Elsingular rango de heterogeneidad de las Ig(s) se evidencia en la corrida electroforética.

Las moléculas de Ig pueden descomponerse mediante digestion enzimatica en fragmentos F(ab) y Fc. F(ab)
surge de antigen binding (union al antigeno) y representa a los segmentos de la molécula de Ig donde se
encuentran las regiones hipervariables. Fc significa fragmento cristalizable, representa al segmento de
regiones constantes 2-3(4) y tiene diversas funciones efectoras que determinan la unién de la Ig a
determinados tejidos, a diversas células del sistema inmune y al primer componente del complemento (C1q).
Es decir que el Fc sirve para dirigir la especificidad F(ab) acorde con los requerimientos estratégicos del
sistema inmune. La célula B dispone de recursos que le permiten cambiar de regién constante de cadena
pesada (CH) Ig sin modificar la especificidad F(ab).



Y esto tiene enorme importancia. Por ejemplo, para controlar una infeccion intestinal el sistema inmune debe
responder con Acs. de igual afinidad antigénica o segmentos F(ab) pero diferente composicion en sus
segmentos Fc. Para atravesar la mucosa intestinal se requiere IgA, para activar los receptores Fce de las
células cebadas se necesita IgE, para activar el complemento es imprescindible la 1gG y las tres expresiones
funcionales de Ig(s) podrian ser necesarias para la neutralizacién de un microbio de localizacion intestinal.
Las células cebadas liberaran histamina incrementando la permeabilidad de las membranas a los Acs. y al
complemento y la IgG activara el sistema de complemento. Vemos entonces que el sistema inmune esta
capacitado para crear eventualmente una misma especificidad F(ab) de reconocimiento antigénico dotada de
segmentos Fc funcionalmente diferentes acorde con sus necesidades funcionales. Todo esto ocurre en un
marco denominado “tolerancia inmunolégica”, pero que pasa cuando nuestra inmunidad pasa a no reconocer
algunas de nuestras células y las intenta eliminar por distintos mecanismos? , justamente trataremos de
evaluar y coordinar los estudios que necesitaremos para cuando nuestro propio sistema inmune “fabrique” un
arsenal de autoantocuerpos (Autoacs.) dirijidos en este caso a un determinante antigénico del eritrocito.

®  Vida media acortada de los hematies.
®  Ruptura y acortada sobrevida de los hematies.
®  Desarrollo de Auto Acs.
®  Clones de Linfo-B productores de Acs. y fracciones de Complemento.
"CALIENTE (60-70%)
"FRIA (15-30%)
HPN (1%)
"MIXTA (7%)

"DROGA INDUCIDA (20-25%)
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RESTUDIOS ERITROCITARIOS
* ABO—-Rh

* FENOTIPO (lo méas extendido posible)
* PCD (Poli - Monoesp)

RESTUDIOS SEROLOGICOS
* Prueba Inversa



* Pantalla Celular de 2 o 3 viales
* Panel Identificador
# 4

®ABO Albumina al 6-8% o Suero autélogo
®Rh Albumina 6-8%, o medio de resusp.
®Usar reactivos salinos IgM .

B Usar reactivos monoclonales.

®Medios Fisicos o Quimicos

0O b5
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Los hematies autdlogos (retic.) tienen una densidad esp. Menor a los GR viejos. Quedando
en la sup.

# # #
®Optima separacion luego de las 72 hs. Después de la transfusion.
®Procesar dentro de las 24 hs. De extraidos los neocitos.

®Condicion clinica del paciente
Hipofuncion medular
Hemoglobinopatias

(Hb S, Esferocitosis)

Transf. Masiva con

Sangre recién extraida
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®"POLIESPECIFICO
IgG/C3b/C3d — IgG/C3/IgM algunos IgA
"MONOESPECIFICO
C3d—-C3-1gG —IgM - IgA
"HOLIGOESPECIFICO
IgG1-1gG3
- , D

" Anti — IgG policlonal de conejo
" Anti — IgG monoclonal

" Anti — IgG Anti- cadenas pesadas
- , 7 8

" Policlonal C3d de conejo.
" Policlonal C3b-C3d de conejo.



" Policlonal C3d-C4b-C4d de conejo.

® Monoclonal C3d de murino.
® Monoclonal C3b-C3d de murino.
- ! )

®70% de las AHAI (7-13% presentan C”)

®Subclases IgG 1 e IgG 3 son generalmente.

®50% con positividad en hallazgo seroldgico aumentando a 90% cuando se utilizan
enzimas proteoliticas.

®"No siempre la espec. Del suero es la misma que la del eluido.

®Suele presentarse una Panaglut. Con espec. Relativa al Rh (anti-e)

®*Otras espec. Anti-A, D, JK*, K, Kp®, LW

#

0O # $ $ "
# - # 0 C D)
= Relacion Suero/ Células: Volumenes iguales.
®Cantidad de autoadsorciones: depende del titulo del Autoanc. Hasta 1/8 “2” autoads.

mas de 1/16 “3-5"autoads.
®*Nunca mas de 5 autoads. Es mas efectivo varias autoads. De pequefios volumenes que una
de gran cantidad.
= Preparacion del Suero: Si el Ac. Es I1gG fuertemente hemolitico: 1- Inactivar C'o agregar
EDTA.

2- IgM Crioagl. Dejar coagular a 37°C.
Temperatura de Adsorcion: 37°C si es 1gG, 4°C o 0°C IgM.
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® Aunque es mas comun con Acs. IgM, algunas IgG pueden presentar baja afinidad hacia
sus uniones y pueden disociarse en forma prematura, dando actividad de Ac. Al ultimo
lavado.

SOLUCION: Lavar con salina a 4°C, o utilizar LISS.
90 1 3

®Garraty estudi6 259 Ptes. Con AHAI PCD -, el 10% result6 tener confirmada una PCD +.

®Los 234 Ptes. Restantes se estudiaron por técnicas no habituales, obteniendo los
siguientes resultados:
90 1 3
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"METODO DE TITULACION: diluciones séricas seriadas para PCI con cel. R1/R1 y
R2/R2, con la dilucion 2+ se realiza panel identificador.

"METODO DILUCION: Diluir el suero en una proporcion 1:5 y panelear.



LIMITACION: Si el AloAc. Es de débil reaccion

) .#

®La especif. Mas frecuente es Anti-I
también auto anti-i, Pr, IH
DEBE PRESENTAR:

®CLINICA DE HEMOLISIS.

=PCD (+) Anti- C” (-) IgG.

®AUTOCONTROL REACTIVO A 30°C EN MEDIO ALBUMINOSO.
# :0 #

® Trabajar a 37 °C.

®2 ME para Suero y GR.

® Absorcién con GR de Conejo (Anti-I)

) . - 0 ; # 0
®2 a 5% de las AHAI adquiridas.
®Causada por AutoAc. IgG.
®Hemolisina bifasica.
®"PCD (+) solo por C".

®La IgG se evidencia mejor si se incuba el suero con los GR a 0°C, se lava y termina en
SAG
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Para que una sustancia pueda generar una respuesta inmune debe, en principio, tener peso
molecular superior a 5.000 daltons. Se conocen unas cuantas excepciones a esta premisa, el
inmundégeno mas pequefio conocido es un polipéptido de 1.400 daltons. Los medicamentos
pertenecen, en su mayoria, a la categoria que los inmundlogos denominan "productos quimicos
sencillos" ,es decir, compuestos organicos bien definidos de peso molecular que va desde menos
de 500 a 1.000 daltons (por ejemplo la penicilina cuyo PM es de 330 daltons). Se acepta
ampliamente que para que un "producto quimico sencillo" sea capaz de inducir una respuesta
inmune, primero debe unirse de manera irreversible a una macromolécula (proteina) . Al producto
de la unién se lo denomina "conjugado hapteno-proteina” y puede inducir la formacion de
anticuerpos que son especificos del "producto quimico sencillo" , éste Ultimo, por si sélo es incapaz
de inducir la sintesis de anticuerpos. En los conjugados inmunogénicos, el hapteno esta enlazado
con la proteina soporte de manera casi invariable a travéz de enlaces covalentes que son fuertes e
irreversibles. En cambio, la mayor parte de los complejos medicamentos-proteina que se forman,
parecen hacerlo de manera reversible por medio de fuerzas relativamente débiles tales como: los
enlaces ionicos y las fuerzas de Van der Walls.

Por todo esto pareciera que hay varios mecanismos que pueden producir un resultado positivo de
la prueba de antigamaglobulina directa humana (Coombs) o la anemia hemolitica autoinmune.

Numerosas manifestaciones clinicas son mediadas por una respuesta inmune a las drogas
(1). Los medicamentos pueden directamente sensibilizar a una persona, resultando una respuesta
inmune humoral o celular que casi siempre es especifica para la droga o su metabolito.
Aproximadamente casi el 30 % de las discrasias sanguineas fatales son o fueron debidas a las
drogas (2). Cuando la célula blanco es el eritrocito estamos en presencia de una anemia hemolitica
autoinmune droga inducida (AHAIDI).
Esta entidad, tiene gran importancia clinica, ya que entre el 16% (3) y el 18% (4) de los pacientes
que padecen de anemia hemolitica autoinmune es atribuida a los farmacos. La literatura cientifica
cita a mas de 100 drogas incriminadas (3,5,6), pero en general, las evidencias son extraidas
solamente a casos reportados que no dicen nada respecto a la inmunogenicidad de la droga
implicada y mucho menos hablan de la incidencia de la reaccion.
Solamente unos pocos medicamentos podrian representar un riesgo de inducir ciertas formas de
citopenia inmunes; por ejemplo las AHADI debido a altas dosis de penicilina o terapia prolongada
con alfa-metildopa (7). Si bien éstas y algunas otras drogas predominatemente afectan una sola
linea celular sanguinea , raramente pueden llevar a la produccién de anticuerpos contra otras
células y producir una bi o una pancitopenia. Por ejemplo la quinina y quinidina estimulan
rapidamente la produccién de anticuerpos antiplaquetarios, pero tambien pueden producir una
AHADI (6,8).
La gravedad de la AHADI es variable dentro de un gradiente comprendido entre anemias
subclinicas, detectable sélo por pruebas de laboratorio y hemdlisis severas que evolucionan hacia
la muerte.

(11,12)

A los medicamentos se les atribuye ser el agente etiolégico de entre un 16% y un 18% de los
casos de AHA.
El tiempo transcurrido entre la primer exposicion a la droga y el desarrollo a la AHA es por lo
menos de seis dias, en forma independiente y la via de administracion .



Cuando se trata de una respuesta primaria, es decir cuendo hubo una exposicion previa la
readmicion del medicamento puede desencadenar una AHADI, ain meses despues de
interrumpida la exposicion anterior.

Aunque no se haya encontrado suficiente informacion cientifica, respecto de pacientes que
habiendo desarrollado una AHADI hayan sido reexpuestos, se acepta que el anticuerpo podria
persistir por muchos afios (14,15,16).

Se describen casos en los que a través del tiempo un anticuerpo inducido por drogas deja de ser
detectable, por tal motivo no queda suficientemente claro que ante una nueva exposicion a la
droga se induzca una hemdlisis.

Estan descriptos unos pocos casos en los que el anticuerpo desaparecio con el tiempo, y la nueva
administracion de la droga no produjo alteraciones, pero de todos modos existe consenso de tratar
de no administrar el medicamento, mas cuando éste ocasion6 una hemdlisis importante.

Aunque es bien conocido el hecho de que ciertas drogas causan AHADI administradas a altas
dosis y por periodos prolongados, usualmente se acepta que aumentar la dosis no aumenta la
probabilidad de desarrollar AHADI (15,17).

Las mujeres adultas son las mas propensas a padecer una AHADI, a excepciéon a unas pocas
drogas a las cuales los hombres adultos parecen tener mayor suseptibilidad.

Al igual que muchas otras reacciones del sistema inmune, no se conocen parametros clinicos ni de
laboratorio utiles para predecir que pacientes desarrollaran AHADI, ni tampoco se ha encontrado
relacion alguna entre AHADI y factores genéticos o de antecedentes de alergia a medicamentos.
(18).
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Adsorcion del Penicilina Hemodlisis extravascular
medicamento Cefalosporina subaguda
Hapteno Quinina Hemodlisis intravascular
Complejo Inmune Quinidina Aguda y Falla Renal
Alteraciones del Metildopa Anemia Hemolitica
Sistema Inmune Procainamida Autoinmune
Modificacion de la Cefalosporinas PCD + sin Anemia
Membrana Eritrocitaria 3° Generacion Hemolitica

La penicilina es uno de los pocos medicamentos que se une con firmeza a las proteinas,
siendo capaz de combinarse con aquellas situadas sobre la membrana eritrocitaria.
Se sabe que la alta inmunogenicidad de la penicilina se debe a que puede reaccionar
quimicamente con las proteinas de la membrana del eritrocito para dar diversos grupos hapténicos
(antigenos).
Al rededor del 3% de los pacientes que reciben dosis masivas de penicilina (20 millones de Ux dia
durante semanas) desarrollaran un test de Antiglobulina Directo Positivo, pero sélo un pequefo
grupo de ellos desarrollaran una AHADI.



El complemento normalmente no interviene en ésta reaccion y la hemdlisis es predominantemente
extravascular. En la mayoria de los casos la hemodlisis suele ser subaguda, y con solo interrumpir el
tratamiento se logra la completa recuperacion.

En caso de tener que recurrir a la transfusion de Globulos Rojos, éstos seran tambien recubiertos
"in vivo" con la droga y destruidos de la misma forma que las células del paciente.

Es bien conocido de que medicamentos tales como la quinina tienen una afinidad mas intensa
para sus anticuerpos que para la membrana eritrocotaria (7,8,14).
Estos farmacos, cuando estan presentes junto a los anticuerpos en el suero del paciente, se
combinan para dar inmunocomplejos y adsorverse a la membrana celular activando a menudo el
complemento.
El paciente por lo comun sufre hemdlisis intravascular aguda con hemoglobinemia vy
hemoglobinuria.
El anticuerpo por lo general es de naturaleza IgM y muchas veces tambien afecta a las plaquetas.

Entre el 10% y el 36% de los pacientes que reciben alfa-metildopa desarrollan un test de
antiglobulina directo positivo despues de cuatro meses de tratamiento y el 2,8% de ellos sufriran de
anemia hemolitica. En éste caso el farmaco no se une a los hematies ni tampoco induce la
formacioén de anticuerpos anti-droga.

Aqui el mecanismo implicado es diferente a los anteriormente descriptos, ya que el anticuerpo
producido es de naturaleza autoinmune y reacciona directamente con glébulos rojos normales en
eusencia de la droga.

La alfa-metildopa afecta la funcién de los linfocitos B, a ésto se seguiria una pérdida de la funcion
supresora con una desrregulacion de la produccion de autoanticuerpos por los linfocitos B y la
posible disminucién de las funciones del sistema mononuclear fagocitario.

La inmunoglobulina implicada es de tipo IgG y en la mayoria de los casos el anticuerpo comparte
epitopes con los antigenos del sistema Rh-Hr y sin participacion del sistema complemento.

La hemdlisis es de tipo extravascular y con el cese de la administracion del medicamento se suele
resolver la hemdlisis (19).

DROGAS QUE CAUSAN ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE:

alfa-metildopa acido mefanémico chaparral
diclofenac clorpromazina sulindac
1} # $

Un variado grupo de farmacos puede dar una prueba de antigamaglobulina directa humana
positiva, por mecanismos desconocidos o por lo menos no bien definidos, el ejemplo casi mas
frecuente es el de las cefalosporinas de dultima generacion que condicionan las proteinas
plasmaticas, para que sean adsorvidas no inmunolégicamente a la membrana eritrocitaria.
Aproximadamente un 4% de los pacientes desarrollan una positividad de la prueba de Coombs
Directa pero no anemia hemolitica (20).



e * Falso concepto de que solo unas pocas drogas y en raras ocasiones pueden
e causar AHADI

e * La frecuente polimedicacion y la administracion de drogas no descriptas.

e *Larelacion temporal entre la administracion del medicamento y la hemolisis
no es concluyente.

e *Taposible presencia de otras causas posibles de anemia.
e * Lasospecha clinica evidente de AHADI, y pruebas de laboratorio negativas.
e *Lano estandarizacion de las pruebas inmunohematologicas.

e * Anticuerpos formados s6lo contra metabolitos de la droga madre o contra
excipientes.

®Si el Pte. No estd hemolizando en forma obvia y no es perentoria la necesidad de
transfundir, pues, la investigacion inmunohematologica no es apremiante.
®Es imprescindible recabar datos sobre, historia transfusional, embarazos, abortos,
tratamientos con diferentes tipos de Ig:

1.Presencia de AloAcs. Enmascarados por AutoAcs.

2.En caso de Transf. o Emb. Recientes (3 meses) imposibilidad de
Autoadsorciones.

3.En caso de Transf. descartar RTH.

4.En pacientes sin historia transf. Y Emb. El riesgo Transf. es menor.

®El diagnoéstico “de base” puede ayudar en la evaluacion de los AutoAcs. Algunas

enfermedades (LES, LLC) se asocian a AH.
Otras (mononucleosis 0 micoplasma pneumoniae) se asocian con Crioagl.

®La evidencia de hemolisis inmune puede ser el resultado de medicamentos (prescriptos o
no) algunos se hallan mas frecuentemente ligados a fendmenos de inmunidad. (metildopa,
penicilina)

CUANDO ESTOS ASPECTOS SON TENIDOS EN CUENTA PUEDEN SER DE
UTILIDAD EN LA SELECCION APROPIADA DE LOS PROCEDIMIENTOS PARA
LA RESOLUCION DE LOS CUADROS CON AUTOANTICUERPOS CALIENTES,
FRIOS O INDUCIDOS POR DROGAS.



