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INTRODUCCION

La aplicacién indiscriminada de algunas drogas que son utilizadas en
tratamientos para infecciones baclerianas, asi como en otras enfermedades,
como la hipertension arterial, leucemia mielomonocitica, mal de Parkinson y
ofros méas, han sido las causantes de inducir en algunos pacientes anemia
hemolitica, que al asociarse con déficit de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
{G6PD), insuficiencia hepatica, alteraciones en la membrana del entrocito o con

una hemolisis traumatica aumenta su severidad.

En este trabajo cbservaremos como algunas drogas de uso terapéutico, tales
como la metildopa, cefalosporina, penicilina, rifampicina, quinina, sulfamidas,
antipaliudicos, nitrofurantoina, causan un desequilibrio al cuerpo humano,
desencadenando una serie de respuestas por parte de las defensas que trata
de guar'dar la integridad. Asi como los mecanismos que provocan esas
respuestas y sus manifestaciones clinicas, pruebas de laboratorio y los

tratamientos que se han seguido para su correccion.

Por lo que resulta indispensable que los médicos adopten una actitud mas
selectiva y mas critica ante el empleo de estos medicamentos, que en un
momento dan la solucion a algunas enfermedades pero provocan efectos

secundarios de mas dificil curacion.



I.- GENERALIDADES

El cuerpo humano posee una homeostasis que mantiene constantes las
condiciones de su medio ambiente intemno, regula los volimenes de sangre y
liquidos exira-celulares y las concentraciones de solutos, de la misma forma
controla los procesos reguladores que aseguran la constancia o reducen al
minimo ‘Ias fluctuaciones, de practicamente todas las funciones fisiclogicas del
cuerpo.

La sangre es un tejido que fluye por el organismo en un circuito cerrado de
vasos, con dos circulaciones diferentes: pulmonar y sistémica, en {as cuales el
corazon actiia como una bomba para cada una de ellas.?

La sangre transporta substancias y hormonas a las células del organismo y
retira el bidxido de carbono y ofros productos de desecho resultantes del
metabolismo."

La sangre transporta a un conjunto de células especializadas en el desempeno
de ciertas funciones; lleva a las células elementos nutritivos y oxigeno, extrae
de las mismas productos de desecho. Transporta hormonas, secretadas por
glandulas endocrinas, importantes en la regulacion del cuerpo. La sangre
también toma parte en la regulacion de la temperatura del cuerpo. El plasma
absorbe y cede constantemente substancias al pasar por |0 capilares, aunque
su composicidon permanece notablemente constante, cualquier cambio en su
composicion inicia respuestas Por parte de uno o mas organos del cuerpo para
restaurar su equilibrio normai.

Las células sanguineas se producen en la médula 6sea y se dividen en dos
grandes grupos: mieloides y linfoides.

Las células mieloides en la sangre periférica son eritrocitos, neutréfilos,
eosindfilos, basdfilos, monocitos y plagquetas; las células linfoides comprenden
los diversos tipos de linfocitos. 2

En ambos grupos celulares, los erifrocitos, neutrdfilos segmentados,
eosindfilos, baséfilos y plaquetas, son elementos maduros; los monocitos y
linfocitos presentan un grado intermedio de maduracion y pueden originar
elementos todavia mas maduros.?

Eritrocitos

Los glébulos rojos o eritrocitos son discos biconcavos, de siete a ocho micras
de didmetro y grueso de una a dos micras. Los eritrocitos maduros no poseen
nicleo, lo pierden en el curso del desamollo desde la célula precursora, el
eritroblasta. Su estructura elastica intema, a la vez que conserva la forma
discoidal, permite que esta célula cambie de forma, para poder pasar a lo largo
de vasos capilares con diametro mas angosto que el suyo propio. Los
eritrocitos no se mueven activamente, sino que simplemente flotan en la



corriente sanguinea, a su vez impulsada por la accion cardiaca. Cada glébulo
rojo contiene aproximadamente 265 000 000 moléculas de hemoglobina, el
pigmento rojo que da a estas células su color y al cual comesponde el
transporte de oxigeno.'

Ei numero de erifrocitos liberados por la medula 6sea es controlado por varios
factores: ®

1. Presion parcial de O,

2. Eritropoyetina: (hormona estimuladora de la medula ¢sea para la sintesis de
los glébulos rojos)."!

3. Hormonas sexuales mascuimas por lo que los hombres tienen mas
eritrocitos que las mujeres ®

Los hematies recién liberados de la médula dsea se denominan reticulocitos
por contener un material (ribosomas y mltocondnas) que aparece como una red
{reticulo) después de una tincion supravital. 3

Los eritrocitos tienen una vida media de 120 dias; sobreviven 4 meses en la
circulacion antes de ser destruidos por el sistema fagocitico mono nuclear. ®

En los pulmones el O, penetra en los hematies y se fija a la hemoglobina. Su
molécula consiste en un anillo de porfirina con un atomo central de hierro
(HEM)} y una proteina globular constituida por cuatro subunidades, cada una de
las cuales transporta un grupo hem. *

Existe una cofrelacién entre el nimero de hematies circulantes y su capacidad
para transportar oxigeno. El namero de hematies por litro de sangre se
denomina recuento globular. El porcentaje de hematies por unidad de volumen
de sangre se llama hematécrito. La concentracién de hemoglobina presente en
una unidad de volumen de sangre se conoce como concentracion de
hemoglobina.?

HOMBRES MUJERES
Hematocrito 42 + 7% 40 + 5%

Recuento de hematies 55+1.0X10°%mm> [4.8+1.0 X 10°%mm°
Concentracion 13.8 1 2.5g/dL 12.5 +2.5g/dl.

de hemogiobina

Cuando esos valores son bajos podemos decir que una persona esta anémica
y por consiguiente el transporte de oxigeno puede estar disminuide. La
capacidad de los hematies para transportar oxigeno puede determinarse
midiendo la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

El contenido de oxigeno de la sangre {m| O»/ ml de sangre) se determina por la
concentracion de hemoglobina, el coeficiente de union del oxigeno con la
hemoglobina normal, la saturacion de oxigeno de la hemoglob:na (%), v la
cantidad de oxigeno disuelta en el plasma. Esto se describe’:

Contenido de Oz = (Hb x 1,39 x % sat} + (pO2x 0,003)

siendo .33 ml de O; lo que satura Igr de hemoglobina.
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Ei consumo de oxigeno histico se calcula como la diferencia entre el aporte de
oxigeno en la sangre arterial y el retomo por sangre venosa:

Consumo de O3 = Gasto cardiaco x Hb x 1,39 x (% Satuteia - % S8lenosa)

La fijacién de una molécula de oxigeno al hem hace que la hemoglobina
cambie de forma, permitiendo a ia siguiente molécula de oxigeno acceder mas
faciimente a otro lugar de fijacién. La relacién entre la concentracién de
oxigeno en la sangre pQ-2 ( presién parcial de oxigeno) y la proporcién del Oz
unida a la hemoglobina (% de saturacion) oxihemoglobina describe una curva
sigmoidea’.
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& La p50 es igual a 26.8 mm Hg.

Es la afinidad de la Hb por el O, que se caracteriza por el parametro p50 que
significa la presién parcial de O, que produce el 50% de saturacién de ta Hb,
en un sujeto normal a Temp. de 37°C con una Hb normal y una presion de CO»
de 40 mm Hg. Teniéndose un pH de 7.4



Efecto bohr.

La afinidad de la Hb por el O; puede estar alterada por diversas condiciones
fisioldgicas o patoldgicas, observandose un desplazamiento de la curva hacia
la derecha o hacia la izquierda por el aumento o disminucion de los siguientes
factores.

La accion del pH sobre la p0O2 asi como la concentracion de la pCO: y la
produccién del 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG).

a).-en acidosis la curva se desplaza a la derecha y en la alcalosis esta se
desplaza a la izquierda.

b).-la baja de CQ- desplaza la curva hacia la izquierda y el aumento de CO: la
desplaza hacia derecha.

.- la produccién 2,3-DPG disminuye la afinidad de ta Hb por el oxigeno por lo
tanto la curva de disociacion del oxigeno esta desplazada hacia la derecha .

Cuando la curva se desplaza hacia la derecha, la afinidad de la Hb por el O,
baja, facilitando la liberacion del O; a los tejidos.

Y cuando la curva se desplaza hacia la izquierda, la afinidad de la hemoglobina
por el Oz aumenta, haciendo mas dificil la liberacion del O. manteniendo una
saturacién mas elevada. 310"

Necesidades de oxigeno de los pacientes.

Una perdida de sangre aguda de 30% (1200-1500 mi), reducira la Hb a unos
lig/dl y por consiguiente, también se reducird el contenido de 02 de 14 ml
H100m| de sangre (1.34 x 11 x 100) esto se compensa mediante un aumento de
la liberacién de 02 de los tejidos por la acidosis de éstos, causada por la
acumulacién de lactato y piruvato (efecto borh), y un incremento del gasto
cardiaco."?

ANEMIA

Definicion.- literalmente; del griego Haima; sangre.
Clinicamente; disminucién de la masa de sangre o de algunos
Componentes, especialmente corplsculos rojos o hemoglobina, ™

Anemias Hemoliticas

Definicidn.- la anemia hemolitica es la destruccidn acelerada de los glSbulos
rojos maduros. Y puede ser aguda o cronica.

Toda hemdlisis o pérdida de hematies provoca una mayor produccion de
eritrocitos, y esto se manifiesta clinicamente por aumento def indice de
formacién de reticulocitos a mas del tripte de lo normal.*



Existen varios procesos que pueden abreviar la supervivencia de los hematies
y producir anemia, si la médula ésea no es capaz de reponer los eritrocitos que
se destruyen prematuramente. LOS procesos que se asocian con la anemia
hemolitica se identifican generaimente per la anomalia que ocasiona la
destruccién prematura de los hematies. >

En todos los pacientes con anemia hemolitica, el paciente puede quejarse de
fatiga y otros sintomas de anemia. Menos veces, 1os pacientes refieren
ictericia y una orina de color pardo rojizo (hemoglobinusia).

Son importantes para el diagndstico una historia completa sobre posibles
contactos con farmacos y agentes tdxicos y la historia familiar. La exploracion
fisica puede descubrir ictericia de piel y mucosas; a veces se encuentran los
signos cardiacos de la anemia (soplos de eyeccion, etc.). Varias anemias
hemoliticas cursan con esplenomegalia®,

Las anemias hemwoliticas pueden ser producidas por:

1) Un defecto molecular (hemoglobinopatia ¢ enzimopatia) intrinseco al
hematie.

2) Una alteracion en la estructura y funcién de la membrana.

3) Un factor ambiental, como los traumatismos mecanicos o la accién de un
autoanticuerpo.*

De acuerdo con las alteraciones mencionadas, se clasifican en

~11. Alteraciones intrinsecas del hematie

a. Defectos enzimaticos

Hereditarias < b. Hemoglobinopatias

2. Alteraciones de la membrana
a.Esferocitosis hereditaria

> b. Hemoglobinuria paroxistica nocturna
c.Anemia con hematies espiculados

.. 3.Factores extrinsecos

Adquiridas ¢ a. Hiperesplenismo

b. Por anticuerpos: hemélisis inmunitaria

¢. Hemédlisis microangiopatica

d. Infecciones, toxinas,drogas, etc.

Los analisis de laboratoric se realizan: a).- para demostrar la existencia de
hemélisis y b).- para investigar su causa.

El aumento en el numero de reticulocitos es el indicador mas atil, porque refleja
la hiperplasia eritroide de la médula



Morfologia eritrocitaria en el diagndstico de las anemias hemoliticas.*

Morfologia Causa Sindromes
Esferocitos Pérdidas de la membrana Esferocitosis hereditaria,
anemia hemolitica
autoinmunitaria
Dianocitos Aumento del cociente Hemoglobinopatias:
superficie/volumen de los talasemias; hemoglobina
hematies S, C, etc.; hepatopatias
Esquistocitos Rotura traumatica de la Procesos
membrana microangiopaticos,
prétesis intravasculares
Hematies falciformes Polimerizacion de la Sindromes
hemoglobina S drepanociticos
Acantocitos ¢Lipidos de la membrana Hepatopatias graves
anormales? {anemias con hematies
) espiculados)
Hematies aglutinados Presencia de anticuerpos IgM Enfermedad por
cioaghutininas
Cuerpos de Heinz Hemoglobina precipitada Hemoglobinas inestables,
estrés oxidante

Anemias hemoliticas hereditarias. Las anemias hemoliticas heredadas se
deben a alteraciones genéticas de alguno de los tres componentes de los
hematies: la membrana, las enzimas o la hemoglobina.*'

L-Transtomos de las membranas de los hematies. Estos suelen
descubrirse facilmente, por las alteraciones morfologicas de los hematies
observables en los frotis de sangre periférica. Existen tres tipos de alteraciones
hereditarias;

La esferocitosis hereditaria, la eliptosis heredltana {incluida la piropoiguilocitosis
hereditaria) y la estomatocitosis hereditaria.*

2.- Defectos enziméticos de los hematies. Mientras maduran, los hematies
van perdiendo su nicleo, los ribosomas y las mitocondrias y, por tanto, su
capacidad para la sintesis de proteinas y la fosforilizacion oxidativa. El
metabolismo intermediario de los hematies maduros circulantes es bastante
simple en consonancia con sus moderadas exigencias metabdélicas. El hematie
tiene que obtener el ATP por |a via Embden-Meyerhof para poder manejar la
bomba de cationes que mantiene el medio iénico intraeritrocitario. También se
necesita energia en pequeia uantldad para mantener al hierro de la
hemoglobina en estado ferroso (Fe®) y quiza para renovar los lipidos de la
membrana eritrocitaria. Un 10% aproximadamente de la glucosa que
consumen los hematies se metaboliza a través de la via de la hexosa-
monofosfato. Esta via protege a la hemog!obma ! a la membrana de los
oxidantes exégenos, entre ellos cierlos farmacos*!




3.- Defectos de la via de Embden-Meyerhof. Se han publicado déficit de la
mayoria de las enzimas de la via de la glucdlisis o de Embden-Meyerhof. En
general, todas estas enzimopatias tienen una fisiopatologia y unas
manifestaciones clinicas parecida.

Los pacientes presentan una anemia congénita no esferocitica de intensidad
variable. Los hematies suelen tener un déficit relativo de ATP, considerando su
temprana edad. Como consecuencia de ello, se pierde parte del potasio
intracelular. Las alteraciones morfolgicas de los hematies indican que la
membrana eritrocitaria se altera secundariamente al defecto enzimético. Estos
hematies tienen tendencia a ser mas rigides y a ser secuestrados mas
faciimente por el sistema mononuclear fagocitico®.

Algunos de estos déficit de las enzimas giuoohttcas como la piruvatocinasa
(PK) y la hexocinasa, son exclusivas del hematie*.

4_- Defectos en la via de la hexosa-monofosfato. El hematie normal posee
una dotacidn suficiente de glutation para estar protegido contra los agentes
oxidantes. Durante la exposicidn a un farmaco o agente toxico capaz de
generar radicales de oxigeno, la cantidad de glucosa que se metaboliza a
través de la via de la hexosa-monofosfato aumenta normalmente varias veces.
De esta forma se regenera et glutation reducido y se protege de la oxidacion a
los grupos sulthidrilo de la hemoglobina y a la membrana de los hematies. Los
individuos con defectos heredados de la via de 1a hexosa-monofosfato no
pueden mantener en sus hematies un nivel suficiente de giutation reducido.
Como consecuencia de ello, los grupos sulfhidrilo de la hemoglobina se oxidan,
yla hemo9lob|na tiende a precipitar dentro del hematie formando los cuerpos
de Heinz*

Lo més frecuente es que los episodios de hemdlisis sean desencadenados por
infecciones virales y bacterianas. Se desconoce el mecanismo por el que
ocurre esto. Ademas, los faqmacos y agentes téxicos que amenazan con
oxidar a los hematies producen hemdlisis en los individuos con déficit de
G6PD.

La ingestibn accidental de agentes toxicos, como el naftaleno (que se
encuenira en las bolas de naftalina), puede causar una hemdlisis grave.
Finalmente, la acidosis metabdlica puede desencadenar un episodio de
hemdlisis en los sujetos con déficit de G6PD.

Farmacos que producen hemélisis en las personas con déficit de G6PD
Antipaltidicos: primaquina, pamaquina, dapscna

Sulfamidas: sulfametoxazol

Nitrefurantoina

Analgésicos: acetanilida

Diversos: vitamina K (forma hidrosoluble), doxorrubicina, cloruro de
metiltioninio, acido nalidixico, furazolidona, niridazol, fenazopiridina




Debe prestarse atencidn a la prevencién de las crisis hemoliticas. Las
personas con déficit de GEPD deben estar advertidas sobre los riesgos que
plantean los farmacos oxidantes y las habas frescas (vicia fava), cuya ingestion
produce anemia hemolitica aguda en personas susceptibles. En el que existe
un efecto intrinseco en los eritrocitos ademas de un factor extrinseco en el
plasma. Todo pacierte con antepasados africanos o mediterrdneos que vayan
a tomar un farmaco oxidante debe someterse a las pruebas de deteccion
selectiva del déficit de GEPD*"

Anemias hemoliticas adquiridas

En las AH.A |a lesién puede estar mediada por anticuerpos o téxicos que
dejan al hematie marcado para una muerte prematura o puede depender de
alguna vicisitud que incida sobre los hematies circulantes, como |la
hiperactividad del sistema mononuclear fagocitico o la lisis traumatica causada
por obstaculos naturales o artificiales a su libre circulacion®, Las anemias
hemoliticas adquiridas pueden clasificarse en cinco grupos™".

CAUSAS DE ANEMIA HEMOLITICA ADQUIRIDA

1.- Atrapamiento
1l.- Inmunitarias
A. Por anticuerpos
B. Por anticuerpos IgM frios {enfermedad por crioagiutinina)
C. Por anticuerpos 1gG frios (hemoglobinuria paroxistica al frio)
D. Anticuerpos dependientes de farmacos
1. Autoinmunitaria
2. De tipo hapteno
lil.- Anemia hemolitica traumética
A. Hemdlisis por embate en la circutacidn
B. Defectos macrovasculares
C. Causas microvasculares
1. Parpura trombdtica trombocitopénicalsindrome  hemolitico-
urémico
2. Ofras causas de alteraciones de ia microcirculacion
3. Hemdlisis intravascular diseminada
{V.- Anemia hemolitica debida a accion téxica sobre la membrana
A. Anemia hemolitica con hematies espiculados
B. Toxinas exdgenas
1. Picaduras de animales o de arafias
2. Metales (p. ej., cobre)
3. Compuestos organicos
V.- Hemoglobinuria paroxistica noctuma

Causas inmunitarias de hemdlisis. En los adultos, la hemdlisis de origen
inmunitario suele estar inducida por anticuerpos IgG o IgM dotados de
especificidad para los antigenos asociados a los hematies del paciente
{conocidos a menudo como <autoanticuerpos>) en raras ocasiones, los
hematies trasfundidos pueden ser hemolizados por aloanticuerpos dirigidos
contra los antigenos extrafios situados en esas células.”



Ii.- ANEMIA INMUNOHEMOLITICA INDUCIDA POR DROGAS

Las drogas (o sus metabolitos) pueden provocar reacciones de
hipersensibilidad a las células sanguineas, causando una variedad de efectos
secundarios incluyendo la destruccion inmune de los eritrocitos, aunque la
incidencia de anemia hemolitica inducida por drogas (AHID) es rara. La
anemia hemolitica trombocitopénica y agranulocitosis pueden ocurrir
separadamente, pero en algunos pacientes mas de una linea de células puede
ser afectada.’

Las drogas se pueden separar por sU mecanismo de accién en dos clases de
fdrmacos, que estan implicados directamente en la anemia inmunochemolifica:
1) los fArmacos que, como la a-metildopa (un hipotensor), induce un trastomo
casi totalmente idéntico a la anemia inmunchemolitica por anticuerpos
calientes, y 2) farmacos capaces de asociarse como haptenos a la superficie
de los hematies y que inducen seguidamente la formacion de un anticuerpo
dirigido contra el complejo hematie-farmaco, La union del farmaco a la
proteina de fa membrana eritrocitaria puede ser bastante firne, como en el
caso de la penicilina, o bastante laxa, como con la quinidina y la mayoria de
los demds farmacos®,

La induccidn a la formacién de anticuerpos, ya sea contra la droga misma o
contra antigenos ertrocitarios intrinsecos que pueden causar una prueba de
Coombs directo positive, destruccion eritrocitaria inmune, o ambas cosas.
Algunos de los anticuerpos producidos parecen ser independientes de la
presencia de la droga para su deteccién ¢ capacidad destructiva, mientras
otros no lo son. En algunos de los casos se puede producir una prueba de
Coombs directa positiva por los efectos no inmunoldgicos de las drogas”’

Se observa una prueba de Coombs directa positiva hasta en un 10% de los
pacientes que toman a-metildopa en dosis de 2g/dia 0 mas. Una escasa
minoria de estos pacientes presenta esferocitosis y pueden presentar
hemolisis intensas. Este proceso <autoinmunitario> se debe probablemente a
que la a-metildopa aitera la(s) proteina (s) del complejo Rh de modo que la
proteina se vuelve inmunédgena; los anticuerpos formados presentan entonces
una reaccioén cruzada con la proteina Rh normal. Por lo tanto, el anticuerpo no
reacciona con e! farmaco, y 1a prueba de Coombs indirecta es positiva en casi
todos los pacientes aunque no se afiada el farmaco a la prueba. Los hematies
estan recubiertos por IgG, pero no por C3. Una vez suspendido el tratamiento,
la hemdblisis va cediendo a lo largo de unas semanas aungue la prueba de
coombs sigue siendo positiva durante mas de un ano.*

En otros muchos casos, cuando un farmaco provoca una reaccién hemolitica
autoinmunitaria, el anticuerpo se dirige contra {a combinacion del farmaco vy la
giucoproteina de la membrana a la que esta unido. La reaccion hemolitica in
vive depende de la presencia del farmaco y suele cesar poco después de
interrumpirio.
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La penicilina y sus andlogos pueden causar esta clase de reaccién si se
administran en dosis muy attas (10 miliones de unidades diarias o mas). En
este caso, el firmaco se une con bastante intensidad a ia proteina de la
membrana eritrocitaria. No suele haber fijacion del complemento, y la hemdlisis
in vivo no suele ser grave.*

Como el anticuerpo suele ser de tipo igG puede haber esferocitosis y
destruccion esplénica (destruccion extravascular).. La mayoria de los demas
farmacos (como quinina, quinidina, sulfamidas, suifoureas, fenacetina,
estibofeno y dipirona) no se adhieren tan firmemente a sus glucoproteinas, y
tanto ellos como los anticuerpos que originan son eliminados en las maniobras
de lavado de las reacciones de Coombs directa e indirecta. La mayoria de
estos anticuerpos son capaces de fijar el complemento (especialmente los de
tipo IgM) y esos componentes siguen cubriendo |la superficie del hematie; por
eso, la prueba de Coombs directa es positiva utilizando anti-C3, pero no anti-
IgG. El anticuerpo se detecta en la prueba de Coombs indirecta sélo cuando
se anade el farmaco a !a mezcla en incubacién. La hemdlisis puede ser
bastante intensa, produciendo a veces signos de hemdlisis intravascular, pero
la resolucion suele ser rapida después de interrumpir el farmaco®.

Entre el 12% y el 18% de los AHAI son causados por la administracién de
drogas, las cuales conducen a una amplia variedad de anormalidades
hematoldgicas®.

El conocimiento de las manifestaciones clinicas y de las pruebas de laboratorio
que conducen al diagnostico, evita la confusién con otras formas de anemias
hemoliticas inmunes, especialmente las idiopaticas. En el banco de sangre hay
anormalidades hematoldgicas causadas por las drogas que Jaueden confundir
al técnico que esta realizando las pruebas de compatibilidad.

l.a mayoria de las drogas tienen un peso molecular muy por debajo de los 5000
daltons, que es el valor minimo considerado para que una sustancia tenga
capacidad antigénica’.

Las drogas achlan como haptenos, desencadenando la produccion de
anticuerpos solamente después que se han unido firmemente a una proteina
que les sirve de mecanismo de transporte. EIl anticuerpo formado puede
reaccionar con la droga independientemente de la proteina a la que esté unida.
Los anticuerpos contra drogas pueden causar una prueba de Coombs directa
Positiva, y ocasionalmente anemia hemolitica a través de 4 posibles
mecanismos.”.

Formacion de complejos inmunes

Adsorcidn de la droga

Modificacion de la membrana (Adsorcion inespecifica).
Formacién de anticuerpos y autoanticuerpos.

1



2.1 DROGAS.”

Los farmacos que mas frecuentemente

clinicos en la literatura médica son:

se han referido en

diferentes casos

i Algunas cefalosporinas
Nombre genérico | Nombre comercial |Nombre genérico | Nombre comercial
Primera generacién Segunda generacion
Cefadroxil Duricef Cefaclor Cedor
Cefazolina Ancel, Kefzo! Cefamandol Mandol
Cefalexina Keflex Cefmetazol Zefazone
Cefalotina Keflin Cefonicit Monocit
Cefapirina Cefadil Cefotetan Cefotan
Cefradina Anspor Cefoxitina Mefoxin

Cefprocil Cefzil

Cefuroxima Zinacef, Kefurox

Cefuroxima axetil | Ceftin
Tercera generacion
Cefoperazona Cefobid Ceftizoxina Cefizox
Cefotaxima Claforan Ceftriaxona Rosefina
Ceftazidima Fortaz, Ceptaz Moxalactam Moxam
Algunas drogas asociados con hemdlisis inmune y Coombs directa
positivo.
i Drogas Accion terapéutica | Drogas Accion terapéutica
Acetaminofeno analgésico Cefalosporinas antibacteriano
Aminopiring analgésico Estibofeno antiesquistosoémico
Ampicilina antibacteriano Estreptomicina antibacteriano
Anfotericina B ‘antimicotico Fenacetina analgésico
Antazolina antihistaminico Fenfluramida anorexigeno
Apazona antiinflamatorio Fenoprofeno antiinflamatorio
(azapropazona) antiinflamatorio Fluoresceina colorante inyectabl
Butiazida antihipertensivo Fluorouracilo antineoplasico
{Butazida) antihipertensivo Glafenina analgésico
Carbenicilina antibacteriano HidralazinaHidroclo | antihipertensivo
Carbimazot inhibidor tiroideo | rotiazida diurético
Catergeno enf. Hepatica Elliptinium antineoplasico
Clorpropamida antidiabético Ibuprofenoc antiinflamatorio
Clorpromazina antipsicotico Insulina antidiebético
Cisplatino antineoplasico Isoniazida antibacteriano
Diciofenac antiinflamatorio Levadopa antiparkinsoniano
Diglicoaldehido antineoplasico Ac. mefendmico antiinflamatorio
ipirona analgésico Meilfalan antineoplasico
Eritromicina antibacteriano Metadona analg. narcdtico
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~

. MECANISMOS DE INDUCCION

1.- FORMACION DE COMPLEJOS INMUNES.

La mayoria de las drogas con algunas excepciones no se unen a la membrana
de los eritrocitos, pero si estimulan al paciente la formacién de anticuerpos por
un origen no bien conocido. Este anticuerpo se combina en el plasma con la
droga circulante formando complejos droga-antidroga, los cuales se fijan o
adsorben en forma inespecifica en la membrana de los globulos rojos. 44

Las células con el complejo adsorbido pueden activar el complemento sobre su
superficie y causar hemdlisis intravascular. Los glébulos rojos que escapan
a la hemolisis dan la prueba de Coombs directo positivo debido a presencia
de IgG y complemento. Pero mas frecuentemente, sélo el complemento se
puede demostrar en el gidbulo rojo debido a que el complejo inmune scbre la
membrana no estd adherido firmemente, se disocia facilmente después de
activar el complemento y se moviliza hacia otras células, 53

Esto puede explicar por que pequeiias cantidades de complejo inmune droga-
antidroga puede conducir a una reaccion hemolitica aguda, aunque se ha
senalado que multiples drogas pueden causar anemia hemolitica por el
mecanismo descrito, sin embargo, los casos publicados no son tan frecuentes®.

Hallazgos clinicos y de laboratorio.

1. Una vez que se han formado los anticuerpos, el paciente puede presentar
hemdlisis aun tomando pequefias cantidades de droga (alffa metildopa,
levadopa, quimidina, quinina, rifampicina, sulfonamidas, fenacetina, etc.).

2. La reaccion hemolitica es de tipo intravascular, cursande con
hemoglobinemia. Hemoglobinuria y aproximadamente un 50% de los casos
producen insuficiencia renal.

3. El anticuerpo antidroga forrnado puede ser de la clase IgM o 1gG.

4. La prueba de Coombs directo positiva es debida a la presencia del
complemento { ya que los eritrocitos a menudo solo estan recubiertos por
C3).

5. La sensibilizacién se puede demostrar in vitro, cuando se incuban
conjuntamente el suero del paciente, la droga (necesariamente debe estar
presente) y glébulos rojos. La reaccion se visualizard bajo la forma de
aglutinacion, hemdalisis y/o prueba de Coombs directo positiva.
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2.- MECANISMO DE ADSORCION DE DROGAS.

La penicilina es el prototipo de este mecanismo, la cual se une firmemente a
los gldbulos rojos reaccionando con proteinas de la membrana para formar
grupas hapténicos diferentes. El mayor de estos determinantes hapténicos es
el grupo Benzylpeniciloil (BPO). El mecanismo de sensibilizacion por
penicilina es el siguiente: La droga se adsorbe sobre los eritrocitos y ambos
forman un complejo que estimula el aparato inmunaldgico, produciéndose el
anticuerpo de la clase IgG antipeniciiina, E! producto final es un complejo de
Glébulos Rojos-Penicilina sensibilizado con anti-antipenicilina de la Clase IgG.
El complemento no esta involucrado en esta reaccidn y por consiguiente no
existe hemdlisis intravascular, aunque puede presentarse sensibilizacion por
este, pero es rara 581213

Los eritrocitos son destruidos por el sistema reticulo endoteliat por lo que la
hemdlisis es extravascular.

Can técnicas suficientemente sensibles se pueden deteclar anticuerpos
antipenicilina de la clase IgM e IgG adn en bajos niveles. >

Los hallazgos clinicos y de laboratorio,

1. Prueba de Coombs directa es fuertemente positiva, como resultado de la
sensibilizacion de los glébulos rojos por IgG y ocasionalmente, puede haber
sensibilizacion por complemento, aunque normalmente es muy débil.

2. En el suero del paciente, existe un titulo elevado de anticuerpos IgG anti-
penicilina.

3. La hemdlisis s6lo se presenta en pacientes que reciben grandes dosis de
penicilina en el orden de 20 millones por dia durante una semana. La
hemdlisis en su inicio es sub-Aguda , pero puede agudizarse y hacerse
fatal si no se reconoce a tiempo su etiologia y se continua la administracién
del antibidtico.

4. Al suspender la medicacién sobreviene la recuperacion completa, sin
embargo, puede persistir un grado de hemblisis subclinica.

5. El anticuerpo eluido de los gl6bulos rojos reacciona con células rojas
cubiertas con penicilina, pero no con las normates.

Este aspecto es muy importante para el personal del banco de sangre, quien
debe sospechar que la eritrosensibilizacion es producida por drogas,
especialmente si no se han detectado anticuerpos imegulares en el suero del
paciente®.
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3.- MODIFICACION DE LA MEMBRANA POR EFECTO DE DROGAS.

En la actualidad se conoce que las drogas del grupo de las cefalosporinas
pueden alterar la membrana de los eritrocitos en tal forma que varias proteinas
séricas se pueden adsorber de manera inespecifica sobre ella. Asi, se ha
demostrado que los glébulos rojos tratades con cefalosporinas e incubados con
plasma normal o suero, adsorben albamina, I1gG, IgA, IgM, aifa y beta,
globulinas, entre ellos el complemento. Cuando esto se produce in vivo da
lugar a una prueba de coombs direta positiva.  Se han propuesto tres
mecanismos para explicar la positividad de Ja prueba de Coombs debido al
efecto de la cefalosporina y sus derivados 3512

1. La membrana del eritrocito es modificada por la droga y se presenta una
adsorcion nc inmunoldgica de proteinas, reaccionando con todos
antisueros frente a cualquier proteina sérica humana, no sélo con la anti IgG
o anti C3.

2. La droga se combina con Ja membrana en forma similar a como {0 hace la
penicilina reaccionando en forma especifica con anticuerpos anticefolotina.

3. Ladropa se combina igualmente con 1a membrana pero reacciona en forma
cruzada con anticuerpos antipenicilina, ya que existe estrecha relacion
quirmica en ambos compuestos.

Hallazgos clinicos y de laboratorio.

Se ha sefialado que en los casos en el que el Coombs directo fue positivo, la
dosis de cefalosporina administrada fue de 7g diarios por 10 dias.
Aproximadamente el 4% de los pacientes que reciben cefalotinas desarrollan
un Coombs directo positivo.”

El tratamiento con cefalosporinas y sus derivados tales como: cefotoxina,
cefalexima, cefaloridina y cefalocina, sugiriere que la causa es un mecanismo
inmune que envuelve |la formacion de anticuerpos especificos.

Los anticuerpos anticefalosporinas pueden tener una reactividad cruzada con
eritrocitos tratados con penicilina.”

Nuevas qeneraciones de cefalosporinas se han asociado con hemélisis inmune
severas.
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4.- FORMACION DE ANTICUERPOS INDUCIDOS POR DROGAS.

Después del fratamiento con alfa metidopase forman anticuerpos que
reaccionan con antigenos intrinsecos eritrocitarios, que han sido alterados por
{a droga de modo que el sistema inmune ya no lo reconcce como propio. Esta
reaccion es diferente a otros tipos ya descritos, en el sentido de que dicha
droga induce a la formacion de anticuerpos los cuales reaccionan directamente
con los eritrocitos normales aun en ausencia de esta. La droga ejerce un efecto
directo sobre los linfocitos T conduciendo a la perdida de su funcién supresora,
permitiendo que los linfocitos B sobre produzcan anticuerpos.

Esta hipdtesis requiere de mayor investigacion para comprobar los hallazgos
preliminares, pero sus conclusiones son consistentes con las tecrias modemas
concernientes con los mecanismos de desarrollo de autoanticuerpos en tas
enfermedades autoinmunes.>%12

Hallazgos clinicos y de laboratorio.
1. La prueba de Coombs directa se toma positiva solo después 3 a 6 meses
de tratamiento, entre 10 y el 36% de los pacientes.

2. El desarrollo de ia prueba de Coombs directo positivo, parece ser dosis-
dependiente. Como se observa en los siguientes datos.”

% PACIENTE DROGA
con coombs directo positivo DOSIS POR DIA
36 3G
19 1-2G
11 1G

3. Aproximadamente 0.5 al 1.0% de los pacientes que reciben Metildopa
desarrollan anemia hemolitica.

4. Los globulos “rojos estan generalmente sensibilizados con IgG pero
ccasionalmente pueden detectarse pequeiias cantidades de complemento.

5. (Coombs directo es positivo debido a IgG y raramente con Anti-C; .

6. Los anticuerpos en el eluido y en el suero gue provienen de los eritrocitos
del paciente y son similares a los que se detectan en otros casos de
AHAILAC.

7. La anemia se desarrolla gradualmente;, no se ha descritc hemdlisis
intravascular.
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8. Después de suspender la droga, los sintomas y pruebas de laboratorio que
demuestran 1a presencia de hemdlisis se hacen progresivamente mas
débiles, mejorando generalmente en el lapso de unas pocas semanas,
aunque en raras ocasiones pasan entre 10 semanas y 6 meses para que la
hemoglobina llegue a su nivel normal. Los anticuerpos desaparecen del
suero pero el Coombs directo positivo puede tomar hasta 2 afnos o mas
para ser negativo completamente.’

Resultados de Coombs directo positive en mecanismos de induccion por

droga.®
Mecanismo Poliespe- | AntiHgG |Anti-C3 {Suero Eluido
cifico

Complejos inmunes + o + Pruebas de escrutamiento de Ac. Neg |
Anticuerpos Anticuerpos no
demostrades en | demostrables en
suero, presencia de
complemento, y |droga
glébules rojos
incubados con
droga

Adsorcién de drogas + + o* Pruebas de escrutamiento de
anticuerpos negativos
Anticuerpos con | Anticuerpos
titulo alto demaostrables
demostrables en | usando glébulos
suerc probado rojos cubiertos con
con eritrocitos droga.
cubiertos con
droga.

Maodificacion de la + + + Pruebas de escrutinio de anticuerpos

membrana negativos por mecanimo no
inmunotégico

Formacidn de + + o Autoanticuerpos | Eluido reactivo con

autoanticuerpos reactivos con glébulos rojos
eritrocitos normales,
nommales que
pueden 0 N0
estar presentes.

0" Puede ocasionalmente ser positivo.|
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5.- TEORIA DE LA RESPUESTA INMUNE Y ANTICUERPOS
FARMACO- DEPENDIENTES

Durante muchos afos los Coombs directos positivos asociados con drogas
fueron clasificados por los mecanismos antes mencionados. Esta clasificacion ha
sido util por 30 décadas. Pero ahora ha surgido una nueva teoria a raiz de que
en muchos casos no se podia demostrar el mecanismo de induccidn, o bien que
la droga implica mas de un mecanismo.

La incidencia en la ultima década da origen a nuevas teorias, las cuales tienden
a un enfoque mas amplio aplicable a todas las drogas, dando jugar a diferentes
manifestaciones. Las cuales proponen que las drogas inducen a la formacion de
anticuerpos, en base a su capacidad de interactuar con compenentes
especificos de la membrana celular, alterando asi los componentes normales de
forma que no son reconocidos como propios %™

Produciendo una nueva configuraciéon o Neoantigeno provocando una resguesta
inmune policlonal que puedse reconocer por lo menos 3 tipos de epitopos. %™

1. Algunos reaccicnan esencialmente con la droga.

2. Otros con la droga v la estructura de la membrana celular.

3. Y ofros esencialmente con ios componentes de la membrana celular.

Siendo estos puntos el blanco del anticuerpo una vez formado. Las técnicas
siguen siendo las mismas ya que la clasificacion depende en gran garle de la
capacidad de fijacion in vitro de la droga implicada, a los eritrocitos>*

Algunas Drogas ?ue pueden inducir anticuerpos droga-independiente.
{autoanticuerpos).

Alfa-Metildopa Cianidanoi* Levadopa
Azopropazona* Clorpramazina Acido mefenamico
Carbimazol* Ciclofenil Nomifensina*
Catergeno Diclofenac* Fenacetina®
Cefotetan* Fenfluramina Procainamida
Cefoxitina® Glafenina* Estreptomicina®
Chaparral Ibuprofeno Teniposida®
Hidrocarburos dorados* | Latamoxel* Tolmetina™

* Estas drogas pueden inducir también anticuerpos droga dependiente.
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DROGAS Y MECANISMOS QUE DAN COOMBS DIRECTQ POSITIVO Y
ALGUNAS VECES LAS AHAILT

i Mecanismos
Modificacién de

Autoanticuerpo Absorcién de droga membrana
Metildopa Penicilina Cefalosporinas
Levadopa Cefalosporina
Acido Mefanimico Carbromal
Procanaimida Eritromicina
ibuprofen

[ Complejos Inmunes
Autoanticuerpo Absorcién de droga Aun no definido
Estibofin Sulfamidas
Quinina Piramidon Methysergide
Quimidina Dipirona Hidralazine
Ac. Para amino Dialdehido
Fenacetin Insulina Ciplatin
Hidrocarburos clorinados | Acetoaminofén Metotrexade
Antihistaminicos Podofilotoxin
Isoniacida Triamtereng Zomepirac
Clorpromaxina 9-Hidroximetileliptinium Tolmetin
Derivados sulfonilurea Pentotal sédico Furosemida
Rifampicina Metabolito butizide
Hidroclotiazida
Estreptomicina
Tetraciclina

Mecanismo Hemolitico

Se ha demostrado que existen dos formas de destrucclén inmune de los
eritrocitos: intravascular y extravascular.

La destruccidn intravascular.- Este tipo de destruccion inmune es mediada
por el complemento. La destruccién intravascular no es frecuente en la anemia
hemolitica autoinmune y cuando ocurre, generalmente estd asociada con la
hemoglobina paroxistica a frio, menos frecuente con el sindrome de
anticuerpos frios y en muy raros casos, secundaria al efecto de las drogas.®

Debido a la formacion de anticuerpos autoinmunes ocasionalimente puede
presentarse cuando son por anticuerpos calientes.
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La hemdlisis mediada por el complemento generalmente sigue la via de
activacion clasica, eésta puede ser desencadenada por anticuerpos de las
clases igG e IgM. Solamente tres de las subclases IgG activan el complemento
19Gy, IgG2 € 1gG, ®

Una simple molécula de IgM es necesaria para activar €l primer componente
del complemento, en cambio, se requiere un par de moléculas de IgG situadas
muy proximas, entre 200 a 400 A® aproximadamente.

El resultado final de la activacidn del complemento, sera la lesion de la
membrana, con |a salida de la Hemoglobina al plasma (hemoglobinemia), la
cual se combina répidamente con la haptoglobina para formar un complejo que
es eliminado en pocas horas en el sistema reficuloendotehial.
Cuando el sistema de haptoglobina esta saturado, el exceso de hemoglobina
s& oxida y se une a la albimina para formar metahemalbumina, tanto el
complejo de haptoglobina-hemaglobina como la metahemalbimina son
destruidos en el sistema reticuloendotelial para formar bilimubina, cuya maxima
concentracion se alcanza en el plasma entre 3 y 6 horas después del episodio
hemolitico®.

Destruccién extravascular.- Si los eritrocitos estan sensibilizados con IgG o
con componentes del complemento que no han alcanzado la activacion total de
ta cascada para causar la lisis, también pueden ser destruidos o lesionados por
las células de! sistema retficuloendotelial. Este sistema tiene tal capacidad
desstructiva, que puede hemolizar hasta cerca de 400 mi de glébulos rojos por
dia”.

Se piensa que los eritrocitos sensibilizados son destruidos dentro del sistema
reticuloendotelial por interaccién con los fagocitos mononucleares, de los
cuales, el mas importanie que participa en este fenémeno de destruccion es el
macréfago”.

E! resultado final es que el eritrocito sensibilizado puede ser fagocitado
completamente por el macréfage y destruido en su interior o puede ser mordido
con pérdida de una porcion. El resto del gldbulo rojo que escapa a la
fagocitosis cierra su membrana y circula, adoptando la forma de esferocito. La
membrana de este esferocito es rigida debido a la pérdida de lipidos y
proteinas, la célula pierde su capacidad de cambiar de aspecto rapidamente en
el momento de pasar a través de los finos canales del bazo y en consecuencia
es destruida precozmente.

La destruccién extravascular de los gldbulos rojos conduce & la aparicion en el
plasma y la orina de productos resultantes del catabolismo de la hemoglobina
tales como bilimubina y urobilindgenc. Ocasionalmente pueden detectarse
hemoglobinemia y hemoglobinuria aun cuando no haya mediacion de
complemento.
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V.- INCIDENCIA

En 1967 por primera vez fue reportada la prueba de Coombs directo positivo
causado por cefalosporinas de primera generacién por Ogbum y Garranty
siendo muy pocos los casos con AHID.

Desde 1985 sa han reportado 49 casos con hemadlisis inmune relacionadas con
la aparicién de las cefalosporina de segunda y tercera generacion de las cuales
se han reportado 16 pacientes con desenlaces fatales donde las mujeres son
mas susceptibles que los hombres®,

Los farmacos asociados son: =

Cefotetan (Zeneca Pharmaceuticals, Wilmington, DE) - 9 casos.

Cefoxitin (Mefoxin, Merck and Co., West Point, PA) - 1 caso.

Cefiriaxone tercera generacion (Rocephin, Roche Products, Inc., Nutley, N) —6
casos.

2 casos no fatales pero clinicamente significativos®
Ceflizoxime (tercera generacién) (Ceftizox, Feyisawa, USA, inc. Deerfield) — 2
€asos.

1 caso clinicamente significativo *

Cefotetdn y Cefalexime dando lugar a una reaccién hemolitica por dos
mecanismos diferentes por complejo inmune (hemdlisis intravascular) y por
adsorcién de drogas (hemdlisis extravascular)

La anemia hemolitica relacionada con cefalosporinas de segunda y
tercera generacién.

Se ha reportado que sucede por tres mecanismos: 2

1. Adsorcién de la droga (D.A)).

2. El mecanismo Hamado de Complejos Inmunes (IC} (fue el mecanismo
descrite inicialmente con cefotaxime).

3. Autoanticuerpos independientes de la droga

Varias combinaciones han sido registradas

Nueve reportes de desenlace fatal relacionados con cefalosporinas de tercera

generacién y hemolisis inmune intravascular de los cuales se sacan los
siguientes datos:
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Casos Mecanismos.

Presentaron complejos inmunes solamente

Tuvo adsorcién de drogas (cefaxitin)

Tuvieron adsorcién de drogas y complejo inmune
Tuve los 3 mecanismos: adsorcion de drogas,
complejo inmune y autoanticuerpos independientes

de la droga

i) =]

Los dos casos estudiados presentaron reaccién solamente con complejos
inmunes, sin presentar hemdlisis intravascular como se esperaria. (solo se
observé extravascular).?®

De 26 reportes, cinco son pediatricos, entre los 2 y los 14 afos.

Un caso de un nifio de 21 meses de edad es estudiado donde desarrolla
H.H.L.D. con Cefaclor, Cefaxime, Cefotoxime por dos mecanismos diferentes.
Uno por complejos inmunes y adsorcién de la droga dandose ?rimero una
hemdlisis intravascular y la segunda una hemdlisis extravascular. 3

Un caso similar fue reportado por Chamber E. Y Schuman E. En 1989 y 1990

Anemia hemolitica relacionada con los anti-inflamatorios no esteroidales.

En 1997, Bougie D, Jonson ST. reportaron un caso de anemia hemolitica
inducida
por metabolitos de Diclofenac.'””

Un ‘caso similar de anemia hemolitica causado por Diclofenac y sus
metabolitos, se presenta en un hombre de 57 afios desarrollado por un
mecanismo de complejos inmunes y manifestindose una hemdlisis
intravascular severa.'

Ofro caso de anemia hemolitica causada por los metabolitos de Etodolac un
anti-inflamatorio no esteroidal, se presento en una mujer de 41 afios que
curso también con dafio renal severo.?®
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V. PRUEBAS DE LABORATORIO

Investigacidn de anticuerpos contra drogas

Ya hemos sefialado que las drogas, por diferentes mecanismos conducen a la
autosensibilizacion de los globulos rojos siendo el Coombs directo positivo, la
primera evidencia y la mas frecuenternente enconfrada. El Coombs indirecto
es usualmente negative con la gran mayoria, a excepcion del grupo de drogas
de la metildopa, las cuales causan problemas que son muy similares a la
anemia hemolitica autoinmune por anticuerpos calientes.>’

La evaluacion seroldgica de un paciente que presenta la prueba de Coombs
directa v/o indirecta positiva, es bdsicamente la misma que se usa para
investigar la AHAP,

Los reactivos de antiglobulina monoespecificos son muy utiles para demostrar
el tipo de proteina unida a la membrana celular, la cual puede variar segin el
caso. Por ejemplo, en el caso del mecanismo por complejos inmunes,
generalmente fijan complemento; en cambio, con penicilina y la metildopa,
usualmente esta presente la IgG®.

Ei suero del paciente debe ser estudiado segun los procedimientos normales
empleados en la determinacion de alo y autoanticuerpos. Si no hay
aglutinacion de las células normales, éstas deben tratarse con la droga que el
paciente estd tomando. Es igualmente importante obtener un eluido de los
globulos rojos del paciente, et cual se debe probar con células nomales y
células tratadas con la droga. Esta prueba tiene gran significado en el caso de
la sensibilizacién por penicilina, pero no da ninguna informacioén cuando se
trata de inmunocomplejos, porgue en estas condiciones el gldbulo rojo esta
sensibitizado solo con complemento y el eluido no presenta actividad.>”

Deteccién de anticuerpos anti-penicitina y anti-cefalotina”
El estudio de una prueba de antiglobulina directa positiva inducida por
farmacos asociada a un tratamiento con penicilina o cefalosporinas.

Preparacién de los glébulos rojos sensibilizados con penicilina.

1. Lavar 3 veces son salina un volumen de glébulos rojos de grupo “0°
preferiblemente frescos.

2. Preparar una solucién de penicilina de 1 x 10® unidades: aproximadamente
600mg de K-bencil penicilina G se disuelve en 15ml de buffer BBS a pH de
96a10.

3. Agregar 1 mi del paquete de gldbulos rojos lavados, a la solucion de
penicilina y mezclar,

4. Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora, mezclando periédicamente.

5.-Lavar las células 3 veces con salina. y conservarse en sol. de alsever a 4°C
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Preparacion de células sensibilizadas con cefalotina,’

1. Lavar 3 veces con salina un volumen de gldbulos rojos de grupo O,
preferiblemente frescos.

2. Preparar una solucion de cefalotina sddica disolviendo 400mg de Keflin en

10ml de buffer BBS.

Agregar 1 ml. del paquete de globulos rojos a la solucién de cefaloring y

mezclar. ‘

Incubar a 37°C durante dos horas, mezclando periédicamente.

Lavar los gldbulos 3 veces con salina y guardar en solucion de alsever a

4°C.

w

PN

Técnica para el estudio del suero 6 eluido del problema.”

1. ldentificar dos tubos de 10 6 12 x 75 mm “tratados” y “normales”.

2. Colocar en cada tubo 2 0 3 gotas del suero O eluido del paciente. diluir el
suero 1:20 en solucidn salina para las pruebas con eritrocitos cubiertos.

3. En el tubo identificado como “tratado”, agregar 1 gota de los globulos rojos
recubiertos de farmaco, suspendidos en salina al 5%.

4. En el tubo identificado como “normal™, agregar 1 gota de los mismos
globulos rojos pero no recubiertos , suspendidos al 5%.

5. Mezclar e incubar ambos tubos a temperatura ambiente, durante 15
minutos,

6. Centrifugar y examinar macroscopicamente la presencia de aglutinacion en
los eritrocitos.

7. incubar los mismos tubos a 37°C durante 30 a 60 minutos.

8. Centrifugar y examinar macroscopicamente la presencia de aglutinacién en
los eritrocitos y anotar los resultados.

9. Lavar 4 veces los eritrocitos con solucién salina para la prueba de
antiglobulina indirecta, utilizando reactivo de antiglobulina poliespecifica o
anti IgG. Leer y anotar los resultados.

Notas .

Este procedimiento se emplea para la investigacién de anticuerpos anti-
penicilina tanto en el suero como en el eluido. Si el Coombs directo del
paciente esta positivo, se 5prepara un eluido por las técnicas convencionales y
se procesa en igual forma®.

Los anticuerpos IgM anti-penicilina pueden aglutinar los globulos rojos tratados
pero no los normales, en la fase de incubacién en salina. igual compoertamiento
muestran los anticuerpos IgG en la fase de antiglobulina®.

Para la investigacién de anticuerpos anti-cefalotina, se usa la misma técnica
que para la penicilina con una modificacién: la incubacién del suero se hace
solamente a 37°C durante 15 minutos, para prevenir la fijacion de IgG
inespecifica del suero®.

En ambos procedimientos puede titularse la potencia del anticuerpo haciendo
diluciones seriadas del suero o del eluido.®
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Investigacién de anticuerpos contra drogas que reaccionan por el
mecanismo de complejos inmunes.’

Los inmunocomplejos formados entre ciertos fammacos y sus anticuerpos
respectivos se unen débilmente y de forma inespecifica a los eritrocitos. Los
inmunocomplejos activan el complemento, lo que puede dar jugar a
hemodlisis

in vivo. Este procedimiento es un medio in vitro para demostrar la formacién de
inmunocomplejos asociados a las interacciones farmaco-antifarmaco.

1. Preparar una solucidn de la droga en buffer de salina taponada de fosfatos
(PBS. pH 7,0-7,4), empleando aproximadamente 1 mg de la droga {en la
misma forma del farmaco problema; comprimido, solucion, capsula) x 1 ml
de buffer. Si se trata de tabletas, éstas se deben triturar en un mortero.
Incubar a 37°C hasta que la droga se haya disuelto suficientemente. Puede
agitarse fuertemente para acelerar el proceso. La mayoria de las drogas no
se disuelven completamente perc el sobrenadante contiene suficiente
droga para reaccionar.

2. Centrifugar y obtener el sobrenadante claro. Ajustar el pH de la solucion a
7.0 con NaOH o HCI 1 N. aproximadamente. Suero normal fresco, con
certeza de carecer de de anlicuerpos iregulares, como fuente de
complemento preferentemente del grupo AB.

3. Reactivos de globulos rojos del grupo “Q", tratados y no tratados con una
enzima proteolitica (fiscina).

4. El suero del paciente.

Método:
5. Identificar dos series de tubos en la siguiente forma: y depositar 0.2 ml. de
cada reactante, preparar las siguientes mezclas y estudiar

a} Suero del paciente + droga

b) Suero det paciente + buffer PBS

¢} Suero del paciente + complemento (suero normal) + droga

d) Suero del paciente + complemento ( suero narmal}) + buffer PBS
e) Droga + complemento {suero normal)

6. En una de las series de tubos, agregar una gota de glébulos rojos normales,
de grupo 0", en concentracion del 5%. En la otra serie, agregar una gota
de glébulos rojos O tratados con enzima, en suspension del 5 %.

7. incubar ambas series de tubos a 37°C durante 1 a 2 horas, mezclando
periddicamente.

8. Centrifugar y observar hemolisis o aglutinacion.

9. Lavar las células 4 veces con solucion salina y afadir reactivo antigiobulina
poliespecifico.

10. Centrifugar, leer y anotar los resuitados.
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Interpretacion

Puede observarse hemolisis, aglutinacion 6 recubrimiento . Esta reactividad en
cualquiera de las pruebas conteniendo suero del paciente al que se anadid
farmaco, y la ausencia de esta reactividad en la prueba control correspondiente
con PBS en lugar del farmaco, indica una interpretacion farmaco- antifarmaco.

Si la droga en cuestion esta envuelta en el proceso hemolitico los resultados
serdn como se exponen en el siguiente cuadro:

Mezcla Resultado
§P + droga Positivo
SP + Buffer PBS Negativo
SP + SN + droga Positivo
SP + SN + Buffer PBS Negativo
SN + droga Negativo

Demostracién EX VIVO de complejos fArmaco/antifarmaco”

Principio.

Los complejos inmunes farmaco/antifarmace pueden activar el complemento y
causar hemdlisis in vivo. Estos inmunocomplejos pueden ser demostrables
por pruebas serolégicas en presencia de la droga, pero con algunos agentes
(especialmente nomifensina), los anticuerpos se dirigen contra metabolitos de
la droga y no contra el farmaco nativo. Se puede utilizar suero y/u orina de
voluntarios que han ingerido lo niveles terapéuticos de la droga como fuente
de estos metabolitos.

Este procedimiento se utiliza para investigar la hemolisis inmune ascciada con
farmacos, particularmente cuando ef uso de los métodos precedentes no ha
sido informativo.

Reactivos

1. Reactivo antiglobulina humana (AGH) poliespecifica.

2. Metabolitos de farmacas de receptores voluntarios.

a) Suero separado a 37° de sangre coagulada a la misma temperatura.
Obtener las muestras inmediatamente antes (VSy) y a lahora (VSs)y alas 6
horas (VSs) de 1a administracion de la droga. Dividir el suero en alicuotas
de 1mL y almacenar a 1-6°C durante algunas horas ¢ a -20°C o menos
hasta su uso,

b) Orina obtenida inmediatamente antes (Vidg), a la hora (VUy)}, 3.5 horas
{VUss), 7horas (VU7) y 16 horas (VU.g) de [a administacién de la droga.

c) Dividir en alicuotas de 1mL y almacenar a 1-6°C durante algunas horas o a
—20°C o menos hasta su uso.
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3. Suero humano normal recién recogido, que carezca de anticuerpos
imegulares como fuente de compiemento.

4 PBSapH73.

5. Eritrocitos testigos de grupo <0> lavados tres veces con solucién salina y
resuspendidos hasta una concentracion del 5% en PBS.

6. Pool de eritrocitos grupo <o> tratados con ficing, (suspension al 5%en
PBS).

7. Suero problema, separado a 37°C de sangre coagulada a la misma
temperatura.

Método.

1. Para cada muesta de suero {VS) y/u orina (VU) recogida de receptores
voluntarios de la droga, preparar dos grupos de las siguientes mezclas de
prueba; utilizando volimenes de 0,1ml. de cada reactivo:

a) Suero problema + VS (o VU)

b} Suero problema + VS (o VU) + complemento

¢) Complemento + VS (o VU)

2. Utilizando volimenes de 0,1mL, preparar tubos control dobles de:

a) Suero probiema + PBS

b} Suero problema + complemento

c) Complemento + PBS

3. A un conjunto de mezclas en estudio y tubas controles, agregar 1 gota de
eritrocitos no tratados.

4. Al ofro conjunto de mezclas en estudio y tubo controles, agregar 1 gota de
eritrocitos tratados con ficina.

5. Agitar el contenido de cada tubo e incubar a 37°C durante 1 6 2 horas, con
agitacién peritdica.

6. Centrifugar a 900-1,000 xg durante 10-20sgundos, examinar
macroscOpicamente en busca de agiutinacion, clasificar y registrar los
resultados.

7. Lavar las células cuatro veces con solucién salina y decantar
completamente el liquido sobrendante final.

8. Agregar AGH poliespecifica segun las instrucciones del fabricante

9. Centrifugar a 900-1,000 xg durante 10-20segundos, examinar
macroscdpicamente las célula, y clasificar y registrar los resultados.

Interpretacién,

La hemdlisis, la aglutinacion directa o la positividad con AGH indican
reactividad. La reactividad en cualquiera de los tubos que contienen suero de
prueba y VS o VU, y la ausencia de reactividad en todos los tubos controles
indica la presencia de anticuerpos contra un metabolito de la droga en cuestién.
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Observaciones

1. El complemento puede ser omitido en el paso 1b, siempre que las muestras
VS se hayan mantenido en hielo y se utilicen para el examen dentro de las
8 horas de recogidas.

2. Los tiempos de recoleccion de las muestras datos son los optimos para los
anticuerpos contra metabolitos de nomifensina; pueden ser necesarios
diferentes tiempos de recoleccion para ofros farmacos.

3. Se debe obtener la aprobacion del comité de ética de la institucion para
recurrir a voluntarios con el objeto de obtener metabolitos de los farmacos.

PRUEBA DE COOMBS.

La prueba de la anti-gamaglobulina humana ¢ de Coombs es el principal
instrumento que se utiliza para diagnosticar la hemdlisis autoinmunitaria. Esta
prueba se basa en la capacidad de los anticuerpos especificos dirigidos contra
las inmunoglobulinas (IgG especialmente) o los factores del complemento (C3
particularmente) para agiutinar a los hematies cuando estas inmunoproteinas
del suero humano se encuentran en la superficie de los hematies. En la
prueba de Coombs directa se determina la capacidad de los antisueros anti-IgG
o anti-C3 para aglutinar a los hematies del paciente. La presencia o ausencia
de IgG, de C3, o de ambos, puede dar informacién imporiante sobre el origen
de la anemia hemolitica autoinmunitaria (véase Cuadro ) Raras veces no se
encuentran IgG ni complemento en los hematies del paciente {anemia
hemolitica inmunitaria Coombs-negativa).*®

Empleo de la prueba de Coombs directa en el diagnéstico etioldgico de la
anemia hemolitica autoinmune™

Reaccion con
Anti-lgG | Anti-C3 |Causas
Si No Anticuerpos a las proteinas del Rh, hemdlisis producida
por a-metildopa o penicilina.
Si Si Anticuerpos con los antigenos de glucoproteinas, LES|
No No Anticuerpos que reaccionan en frio (aglutininas o

anticuerpo de Donath-Landsteiner), la mayoria de los
anticuerpos relacionados con los farmacos, anticuerpos
de tipo IgM, anticuerpos IgG de baga afinidad,
activacion del complemento por inmunocomplejos
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CONCLUSIONES

Los casos reportados de anemias hemoliticas inducidas por drogas, van en
aumento en forma paralela a la administracion de cefalosporinas de segunda y
tercera generacion, por ser de las de mas aplicacién para combatir infecciones
de una manera mas rapida, lo que ha ocasionado en varios Casos su Uso

indiscriminado

Se encontrd que aproximadamente del 3% al 12% de los pacientes a los que
se les habia administrado penicilina o cefalosporinas, desarrollan una prueba
de Coombs directa positiva, asi también se observo que cuando los pacientes
producen anticuerpos contra la droga y estos complejos se adhieren a los

eritrocitos, existe la posibilidad de que se manifieste una anemia hemolitica.

También se observd que existen poblaciones de pacientes mas sensibles que
otros, como son: nifios, ancianos y pacientes con deficiencias hematolégicas
en los eritrocitos, que pueden ser. deficiencias de glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa, insuficiencia hepatica y alteraciones en la membrana
eritrocitaria, por todo lo mencionade, estas poblaciones son mas sensibles a

desarrollar anemia hemolitica inducida por las drogas mencionadas.

£STA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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