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En el presente trabajo se revisan aspectos fisiolfgicos e in-
munolégicos relacionados a las plaquetas y los linfocitos,
plantesndose as? mismo algumas situaciones patoldgicas que se
originan por las disfunciones plaquetarias y se valoran 10s
resultados obtenidos porvdos técnicas: inhibicién de 1a migra

cidén de plaquetas (IMP) y llnfoc1totox1c1dad (LCT) para 1la

deteccidén de AcAP.en: pa;' ntes polatransfundldos y su utiliza

cibn en cua]qu1er laboratorio de ‘banco de sangre.




IT, GENERALIDADES.-

1. HISTORIA

rfa al hacerlo

con 1a de un

A Blundell, a partir de 1818
transfusidn sangufnea moderna por 5U
dimiento para transfundir sangr

stones se realizaban con sang



reacciones indeseables, seguramente hemolfticas, se presenta-

ma\ahﬁféé”

Qos mgj

cer a eétéyg

jeres durant




antfgenos, por lo que a partir'de este‘momento'empieza a per-
filarse la transfu516n con’ componentes sangufneos y aparecen

los trabajos sobre técnlcas de fra"

1onam1ento de sangre.
Actualmente larterahiérfdh}f Tf § sangre y componentes
sangufneos es el resultadk ééjmiéntos obtenidos de
la inmunologfa genética;:JaEfJSib ;dé'la‘membraﬁa cito-
plasmitica, el metabo]ism¢ del ? 71a fisiologfa de
las plaquetas y granﬁldé bo lsmo y func16n de ]as
protefnas p1asmaticé§;{‘ ‘ o ngobrar
la hemostasia ahora; 1 compone ngufneo

necesario para el

Estos avanceS'ha:'”" na d opera

ci6n del banco de san re en los anos:ochentas prlnc ]@é@te
originado por la hecesidad‘de trans;u516n de plaquetas y gra-
nulocitos, esto permite  también el planteamiento y ejecucign
- de investigaciones para comprender los sistemas inmunitarios
de Ag y Ac, consiguiéndose asf mismo una mejorfa en las prue-
bas cruzadas que se realizan entre receptor y donador previas

a la transfusién y de los mecanismos de destruccién originados

por estos fen6menos inmunoldégicos {(11).



La transfusidh-de,p]a&ﬁéfas,se{ha?e@p[eédo p¢f5kcdnffbiar he -

morragias en paciente

desarrollo deaparato

contaminac

quetés 1

transfusidn«dg»p]aquetgs;de inada plaquetoferesis, en,ia.'-




cual se_colectan grandes cant1dades de plaquetas de un--solo
donador para transfund1r al pac1ente. Este proced\mlento pre-

viene 0 retrasa la 1so1nmunlzac16n'en pacientes sometldos "a

terépia‘prolongada de transfll e plaquetas, ademés- de’que

permite la obtencidn de pl qu ompatibles para,pacienpes;

altamente 1nmun1zadosw(14).

En un principio se
compatibieg'drlqs,pac

némeno "refractario

HLA compatib}es'-g‘efas’s'é% final
puesto que, aproximadamente fansfuéiones de
plaquetas HLA- compattb]es tfgepoé de1 sistema no

daban resu]tados sat1sfa

provocado gran 1nterés fsero]ogfa de plaquetas

y ala busquedr

Desde 1950 105 i, han esforzado en definir a

Tas a]oantfgenos ”y.SUS correspondientes Ac, pero

solo hasta hace P =sefhan obtenido resultados intere

santes, En~ la dé d}isé 6esarrollaron una gran varie-

dad de métodos pa la deiébcidn de AcAP, pero la mayorfa son
compl1cados, ya que requ1eren de aparatos y equipos costosos

y algunos no. poseen ]a sen51b111dad deseada, por 1o que la -
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SISTEMA TUBWL AR
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MEMBRANA PLAQUETARIA

GLUCDCALIX

MICROFIL AMENTOS DE
TROMBOSTENINA

figura 1, RepresentaciGn_esqueméticé,(‘!;ej‘:.]ré- estructura ‘plaque-

taria (23, 25).
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instantdneamente a:nivel de una.lesi6n vascular, jproporcionan

do un ciéfﬁe ral a
cibn de dht
fundamenfﬁj
menos que se lle
Jar daﬁda;
reacciqﬁfdé

los y agregacié

La adhesib

tos producen un

cio, a la vez,

En cuanto. a-

dos derivado 1 romb;;&ﬁdihé'§fn?étiiad§fbbr

la plaquetaiyquﬁeﬁt “inductor délla agregaci6n y cpnfﬁéééidn
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vascular y 1d.prastaciclina-sintetizada en

Ky p{ﬂése‘ﬁtén un
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micos azurdfilos y a]gunas vacuo]as .erzhdéleonQUpa Ta mayor

los procesos inmdﬁd] ézAé
y son precursores de de
Las células T se:relaciona 3 "Jj;k"riQihada
por células y tambféﬁ ¢ijnfdéi£osrB, ayu-
dando a regular ld. en
ferentes funcidne;

téxica directa contr, yfias, otras regulan la res-

ec;&?&é éyuda 6 cooperacidn,

puesta de las céTﬁla

otras con accidnJSU' entras.tanto otras guardan 1la

informacién para u tacto con el antfgeno que -

las origing, llamadas células de memoria (25, 26),
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Figura 2. Diferenciacidn de las células sangqfneas a partir

de 1a célula pluripatencial de médujéudsea‘(ZS).
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6rg§noslif a-
rios toﬁaiq : 5 0 ( ;gsti
no y brdhi 3
dos, éstd
(24, 25),

. CARACTERISTICAS INNUNOLOGICAS

La respuesta del organismo a es fmu]os extranos a 61, origi-
na lo. que ]os 1nvest1gadores hanyl]hmado lnmunldad, en sf es
el prlncipal mecan1smo con que se cuenta para combatir agen-

tes agresores.
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Figura 3. Marcadores de superficie de '141'ﬁfrabi1tyos‘%T y'8 (24,
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RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA

NEUTRALIZACION (texines)

ACTIVACION

- _"|MT|CIERPOSI
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-s’s‘r‘l’of//ﬁ(\‘
2 1 @

e

CITOTORICIDAD

4
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Figura 4. Mecanismos generales involucrados ‘e‘h‘lf]a{lnil-l‘un‘i‘diéd

(28).
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INMUNIDAD CELULAR
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Figura 5.

Mecanismo de caoperaci6n celular en la raspuesta

inmune (34).
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memor1a que guardan 1a 1nformac16n'para un segundo estfnu]o.

activar-

esencadenar

interactua
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mis rapida-
o 196 (25)
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diferentes tipos de antfgenos -

i icas de la
Antfgen e
i g;Aq

ABO,? ’7£iﬁt¥avas-

w7§omp1eto

Rh-Hr 1,1§”_ ; Ig6" »;rn' 'J7Hém61osis extravas-

cular por macréfagos

HLA 196 Lisis extravascular

por macr6fagos
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grupo sangufneo ABO que se localizan en membranas celulares o
disueltas en el plasma y que estimulan una réSpuesta humoral

principalmente de tipo IgM; y protefnas macfomoleculares como
las sustancias de grupo sangufneo Rh-Hr y HLA que inducen una

respuesta humoral de tipo IgG primordialmente (31).

Las protefnas son mejores inmunGgenos que otras“sustancias y

producen una respuesta de inmunoglobulinas de va

por ser Ag timodependientes (32).

E1 tamafio de la molécu]a es 1mportante ya qu
quenas no son inmunogénicas a d1ferenc1a de‘es ur
peso mo]ecu]ar superior a 100,000 daltons y”que son. buenos in
munogénos Es tamb1én indispensable una cumpleJIdad qufm1ca Y
estructural como determinante antigénico, los copolfmeros com
puestos de dos o mds unidades aumentan su inmunogenicidad con

respecto a los homopolfmeros (24,33).

Otros factores que modifican lainmuﬁugenicidadson: la canti-
dad de Ag que se administre, ya que si es excesiva o insufi-
ciente 1a respuesta inmune suele ser menor; la vfa de entra-
da, por ejemplo, vias que 1leven al Ag a espacios vasculares
dan origen a la produccién de Ac, mientras que otras yTas co-

mo la intradérmica producen una sensibilidad celulaf;;ias -
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d\ferenc1as entre espec1es’provocan una mayo

cuando es- lntroducida“un

aglutininas
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ANTIGENUS DEL
SISTEMA ADO

ANTIGENOS DEL SISTEMA HLA
CLASE |

ANTIGENOS ESPECIFICOS
Of PLAQUETAS

Figura 6, Rvepr‘e’s‘ent‘ac‘idn 'esquematica de. los 'thfgenbﬂs;de 1a

membrana de ,16_fp,lfa.qqe,t,,a,,.(,BS_)




< 26

preéénte !
del organi ﬁf;;
que los Tin
nar el fenoti

controvers

Yos hay;gbé nicantidade péqUenas, en canb1o-flos~an~
tfgenos de A /1 ; ex1sten sobre los. ]1nfoc1tos

B, 1infoci;bé;T;act,ya» nocxtos y macréfagos; no se” v




27

pacientes ‘h§7]1g

mado "refractar
rada con ruccifn

plaqueta

Hasta:lg” ¢ h an ri nco tel ntigén y;éa-

racterfsti
van‘dé? Née

descr1b1eron;d

alelos Zw : fdbsfafelasf koa:ylkob.
Moulinler (4§ 6n5ﬂhb7de antiglobulina, = -
describid. 1y poca inmu
se lekhﬁng

de fijacis

dialélicos, |



Cuadro 3. Aﬂtige"“

cificos de plaquetss (35).
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8. SISTEMA HLA

En la década de

os cincuentas se describieron por-primera -

vez los Ac leucoaglutinantes encontrados en’

tes politr
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T
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CENTROME TRO
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HLA-O —— — WL A-A 8,0 ——d

CLASE 1 CLASE |

Figura 7. Representacidn esquenidtica de\xsistéﬁéLjf

HLA en el brazo corto del cromosoma 6 (49).

T —
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Cuadro 4. Nomenclatura de los antfgenos del sistema HLA (Pel Freez).

HLA-DP | HLA-DQ | HLA-DR HLA-D HLA-8 HLA-C HLA-A
DPw 1 |DQw 1 JDR 1 w1 B5 Bw 50({21) |[Cw 1 Al
DPw 2 |DQw 2 JoR 2 Dw 2 B7 8 51(5) Cw 2 A2
DPw 3 | DQw 3 [DR 3 oW 3 B8 Bw 52(5) Cw 3 A3
DPw 4 DR 4 Dw 4 812 Bw 53 Cw 4 A9
DPw § DR 5 Dw 5 B13 Bw s4iw22) Cw 5 Al0
DPw 6 DRw 6 Dw 6 B14 Bw 55 "22; Cw 6 A1l
DR 7 Dw 7 B15 Bw 56(w22) jCw 7 Awl9
DRw 8 Dvw 8 816 Bw 57{17; Cw 8 A 23(9)
DRw 9 bw 9 B17 Bw 58(17 A 24(9)
DRW 10 Dw 10 B18 Bw 59 A 25(10)
DRw 11(5) |[Dw 11(w?) B2l 8w 60(40) A 26(10)
DRw 1225) Dw 12 Bw22 Bw 61(40) A 28
DRw 13(w6) [Dw 13 827 Bw 62(15) A 29(w19)
DRw 14(w6) {Ow 14 B35 Bw 63(15) A 30(w19
i Dw 15 837 Bw 64(14) A 31{w19
. Dw 16 B38(16) |Bw 65(14) A 32(w19
Dw 17(w7; 839(16) [Bw 67 Awsazwlg)
DRw 62 Ow 18(wé B40 Bw 70 Aw34(10)
DRw Dw 19(w6) |Bw4l Bw 71(w70) Aw36%
Bw42 Bw 72(w70) Awa3
3442123 Bw 73 Aw66(10)
B45(12 AW68 zag
Bwdb Aw69(28
Bwd?
Bwd8 Bw 4
B49(21){Bw 6

¢



GLICOPROTEINA PM 44,000

P2 = MCROOLOBILINA PM 12000

Figura 8, Estructura de los ant‘l’genosdec1asel(49) ‘
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los Ag HLA-D, HL
g]ucoprﬁfg '
diferént
(49,50).,
la histécdmpat
diada ﬁé
Los Agtﬂf

incluyendo macré6fagos, monocitos,

34

1inf6citos‘f’actjvadps y

arespues

as ¢éiu]ds plasmdticas,

'g@ﬁ_Ag>y que tienen
0 Agx§ué la.produjo, Estas

uero.sangufneo de los vertebrados
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Algunas investigaciones de

cuatro cadena cuel nUnid. oripuentes di-
sulfuro inter
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REGION VARIABLE

Fab Fab

/
CADENA PESADA / \ CADENA PESADA

CADENA LIGERA CADENA LIGERA

ENLACES DISULFURO
INTRACADENA

REGION CONSTANTE

Fe

QAMNOACIOOS EN LAS CADENAS LIGERAS
OANNOACIDOS €N LAS CADENAS PESADAS

Figura 10, Estructura bdsica del mondmero comin de i‘nmunoléldbuli—

nas (51).
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Componentes estructurales déf1as inmunoglobulinas (49).
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cuatro subclases_dé:tgég'qﬁfé51an'ih:.yﬁéiﬁjadqéiariafcan ma-

11.

tromboci topen

ria normal

pus eritem§tb§ eucemia-Tinfocit ‘rénica a malig-

no o enfermedades.
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Cuadro 6 C1a51f1Cdc16n de 105 trastornos asocxados a plaque-

tas (17)

et W  TROMBOCITOSIS
TROMBOCITOPENIA

PURPURA TROMBOCITO-
PENIA-IDLOPATICA

PRODUCCION §DISTRIBUCION
DISHINUIDA  TIRREGULAR

DESTRUCCION

AUMENTADA .PURPURA TROMBOCITOPENICA

'LTAUTOINMUNE

URPURA TROMBOCITOPENICA
NEONATAL |

POR CONSUMOD INMUNE

PURPURA TROMBOGI
POST-TRANSFUNSTO
MENO -REFRACTARIO

__ PURPURA” TROMBOCI
> POR_DROGAS,
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COMPONENTE
c3

{C OMPLEMENTO)

MITEWA ARETICULO ENDOTELIAL
>_— / [
>_~ o COMPLEJO "INMUNE - PLAQUETA

ANTICUERPOS ANTICUERPO-
FRAGMENTO PLAQUETARIO

Figura 12, Mecanismo de destruccidn innune'extrayasqu]ar,de:-

plaquetas (57),
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12. PURPURA Posr;TQANSﬁUSibNALfT
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p1aqdetéh

1u1as;f§y

patibles p

ndcleo familia

contra de Ag especfficos

de Ac anti-HLA'dél“é¢§7%'(67)"
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14. CARACTERISTICAS METODOLOGICAS PARA ESTUDIAR ANTICUERPOS ANTI-

PLAQUETAS,

Los método$¥

tos y antf
cidén de Ac

procedimiento:

contrar técni

cualquier.lab

En la pres

migraci6n de

en pacien

do s{ﬁbie;
1sis de plaquet:
quetariaﬂyf]i
todo de 'j{:
ra compafé

yor confiébij

rio de]\Bdngd

del Instituto



Cuadro 7. Caracterfsticas de los m&todos utilizados para el estudio de anticuerpo antiplaquetas.

do debido a la presen-
cia de anticuerpos
aglutinantes.

Métado Fundamento Interpretacién Desventajas
de resultados
Aglutinacion: (43) Formaci6n de aglutina- fLa observaci6n micros-{ Insensible

copica del botén de
aglutinacion,

Falsas positivas

IConsumo dé‘antiglobu~
lina. - (45)

La antiglobulina se
une a la fraccidn Fc
del AcAP fijado a la
plaqueta, impide la
aglutinacién eficiente
de los eritrocitos re-
cubiertos con anticuer
po anti-D, que sirve
como indicador de reac
cidn,

Estimaci6n del suero
de antiglobulina resi-
dual por medio de la
pbservacidn microscépi
ca del bot6n de agluty
nacidn en el sistema
indicador

Falsas positivas

i Fij6c16n-8;'gémpiemen
dte(7n) o -

£l complementc se une

a los AcAP fijados a

1a plaqueta impidiendo
hemGlosis de eritroci-
tos de carnero recubier
tos con hemolisina que
se agregan como indica
dor de consumo de com-
plemento,

Observacidn microscdpi
pica de hemdlisis y/o
células -intactas en el
sistema indicador,

Estandarizaci6n de
reactivos complicada.

34



Método

Fundamento

Interpretacion
de resultados

Desventajas

Flugrocromasia
(72:

£1 complemento se une
a los AcAP fijados a

la plagqueta provocan-
do su 1isis y salida

de un colorante fluo-
rescente (C-FDA), pre
vianente afiadido,

Observacién microsc6-
pica de fluorescencia
en las plaquetas.

Requiere de microsco- |
pio invertido de fluo
rescencia.

LIBERACION DE FACTOR-
3 PLAQUETARIO (73)

La unién de AcAP a la
plaqueta produce una
Tiberacién del factor-
3 plaquetario, el cual
acelera 1a formacién
del codgulo,

Tiempo de formaci6n
del codgulo visual o
fibrométricamente.

Diffcil estandariza-
cién, poca reproduci-
bilidad y sensibilidad,

LIBERACION DE SEROTO-
NINA (74)

Las plaquetas incorpo
ran y almacenan sero-
tonina, la cual es 1i
berada cuando se adhie
ren’ Ac a la plaque-
ta, La liberaci6n de
serotonina se mide
marcando ésta con “H

614,

Cuantificacién de ra-
dioactividad del so~
brenadante,

Usa material radioac-
tivo, algunas drogas
causan liberacién de
serotonina de las pla
quetas. Poca correla-
cién con linfocito-
toxicidad.

0§



Método

Fundamento

Interpretacidn
de resultados

Desventajas

INHIBICION DE LA IN-
CORPORACION DE SERO-
tonina (74)

La incorporacidn de se
rotonina a la plaqueta
se inhibe por la pre-
sencia de anticuerpos
en la wembrana de ésta.
La serotonina es marca

da con 1% para deter-
minarla en el sobrena-
dante,

Cuantificacién de ra-
dioactividad del so-
brenadante.

Utiliza material ra-
dioactivo.

LIBERACION DE ADENINA
(75)

La adenina se libera

de la plaqueta debido
a la uni6n de ésta con
el AcAP. Esta libera-
cidn se mide marcando

a la adenina con 3H.

Cuantificacién de ra-
dioactividad en el so-
brenadante.

Utilizaci6n material
radioactivo,

Liberacién de51Cr (76)

E1 complemento se une
a los AcAP que se han
fijado a la plagueta
previamente marcada

con 51Cr provocando 1a
lisis de éstas, Puede
utilizar plaquetas de
pacientes con hemoglo-
binuria paroxfstica

nocturna por su sensi-
bilidad a complemento,

Cuantificaci6n de ra-
dioactividad en el so-
brenadante.

Utiliza material ra-
dioactivo.

Falsas positivas por
1isis esponté&nea.

15



Método

Fundamento

Interpretacién
de resultados

Desventajas

{Agregometrfa plaqueta-
ria ?77)

Las plaquetas se agre-
gan espontdneamente en
presencia de AcAP pro-
duciendo un cambio de
densidad Sptica.

Medicion de un cambio
en densidad Gptica.

Requiere de un agregl
metro.
Insensibilidad.

INMUNOFLUORESCENCIA
(78)

La antiglobulina marca
da con fluorescefna se
pega al AcAP fijado a

1a plaqueta,

Observaci6n microscé-
pica de fluorescencia
celular,

Requiere de material
y equipo costoso.

ENZIMATICO (79)

La antiglobulina marca
da con una enzima (fos
fatasa alcalina o pe-
roxidasa) se pega al
anticuerpo fijado en
1a plaqueta. E1 sustra
to de la enzima se a-
grega a las plaguetas,
si &stas tienen la en-
zima se observard un
cambio de color,

Medicién de cambio de
color espectrofotome-
tricamente.

Reactivos de alto cos

to.
Espectrofotémetro

TIADI OINMUNOENSAYO (80)

La antiglobulina marca

da con 1251 se pega al
AcAP fijado en la pla-
queta.

Cuantificacién de ra-
dioactividad en las
plaquetas.

Utiliza material ra-
dioactive.

25



Método

Fundamento

Interpretacion
de resultados

Desventajas

PROTEINA A DE ESTAFILO-
c0Co (81)

La protefna-A del esta
filococo tiene afinidad
especifica por la frac-
Icién Fc de la IgG. Esta
protefna es marcada con

1251 y se agrega a las
plaquetas previamente
incubadas con el suero
problema,

Cuantificaci6n de ra-
dioactividad en las
plaguetas.

Utiliza material radig|
activo.

Fab-anti Fab (82)

E1 anticuerpo anti-Fab
se une a la porcibn

Fab del AcAP pegado a
la plaqueta, para saber
si anti-Fab se ha unido
 la plaqueta , se adi-
cionan fragmentos Fab
de inmunoglobulina huma
na radiomarcada al so-
brenadante, los comple-
\jos Fab-antiFab que se
formen en éste se preci
pitan con sulfato de
amonio al 50%.

Cuantificacioén de ra-
dioactividad en el
precipitado.

Estandarizacidn de
reactivos complicada.
Utilizaci6n de mate-
rial radioactivo.

€5



Método

Fundamento

Interpretacién
de resultados

Desventajas

CUENTAS RECUBIERTAS
CON anti 1gG (83)

Las plaquetas que pre
sentan AcAP adheridos
en su superficie for-
man rosetas con cuen-
tas de poliacrilamida
recubiertas con anti-
globulina al reaccio=
nar ésta con los anti
cuerpos antiplaqueta-
rios,

Cuenta microscépica de
rosetas.

Método laborioso.

AR
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METODO PROPUESTO: INHIBI

Se sabe que las plaquet

paces de migrar en'é

biolggico y no

al colégénqﬁ&

ponen de:ré]

par también eﬂ;]a‘mot

teracci6n con protefnas

quetas, observandose
cién de las plaquetas
rante sus estudios de“migr

servd que 1a5‘p1aquéfd?
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dores que se 1ncuba a temperatura amblente con e]rsuero pro-
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16, METODO DE REFEF

de compler eucoci-

tos €stos.
el Ag que
as la cascada de complement

muerte celular, = -



Cuadro 8. Distribucian de

diferentes células

angufneas.

hf{§éhqs sobf&

58

a:-membrana en las

ANTIGENUS -

CELULARES

ERITROCITOS

B

LINFOCITOS |,

ABO

s

si

Rh-Hr

Af}$§ :

No

HLA

clase I

HLA.“Wm

clase II
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OBJETIVOS

En diversas condiciohesrpﬁtéré ca

transfusional y al hacerlo
o concentrados p1gqﬂéf5¥ids
rrollar AcAP, de taf
fusi6n es necé56ﬁ>

motivo sé Qiantg

4.~ Corroborari-la

propuesta (I4p)

5.~ Aplicar 1as‘pruéb§$5metng]Qgiqasgparawva]drér 1a bondad de método.
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MATERIAL ¥ METODOS

MATERIAL BlOLOG{CO

Sotucién-d

Solucidﬁ'd

60
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Cuadro 9. Patologias y padecimientos econtrados en los pacien

tes estudiados,

PATOLOGIA PADECIMIENTO
PADECIMIENTOS MIELOMA MULTIP;E'
MIELOPROLIFERATIVOS LEUCEMIA HIELOBLASTICA AGUDA

- LEUCEMIA LINFOBLASTICA CRONICA -

- VEJIGA.
CERVICOUTERINO

NEOPLASIAS =~

GLOMERULONEFRITIS
INSUFICIENCIA RENAL CRONICA
. ESTENOSIS MITRAL PURA

ENTIDADES CON PROBA- .
BLE DEFECTO INMUNOLO -

61C0 | CARDIOPATIA REUMATICA
CIRROSIS
INMUNOHEMATOLOGICOS ISOINMUNIZACION MATERNO-FETAL

HIPOPLASIA DE MEDULA OSEA
HEMOPATIAS HEMOGLOBINURIA PAROXISTICA
NOCTURNA

SIN IDENTIFICAR CARENTE DE DATOS




de cloruro-de:sodio,

g de cloruro de potasio; dg de sulfato
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La soluci6r

les de::’i;ar.:
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olucien de Hank

Se mezclahOanOOQEL 7idX?ééh:106imtlaéici

solucién se

rante 4 se

So1uci6n{de
Solucidn de
1.92 g de f di-

solucidn ¢

So1uciénrde
al 50% en 3.
Se mezclaro
sidad.;Sefg

se congeidj



3.

64

INHIBICION DE LA MIGRACION DE PLAQUETAS = =

Fundamento
Las plaquetas por si mismas tienen la capac1dad de m\grar a

través de capilares formando un halo de mwgracndn ésta capa

cidad es inhibida por la presenc1a de antlcuerpos-ant plaque

tas.

Material _ e

Se empled material de vidrio siliconizado y e: asf co-
mo equipo, material ¢§ m e uso

comin en laboratorio de and).

Procedimientos

Mezcla de plasma rico en plaqueta

Se tomaron 4,5 mL de sangre de 10 donadores norma]es. Varones
de grupo sangufneo 0 positivo,. S1n antecedentes transfu51ona

les, cada uno en un tubo de vidrio de 12 X 75 mm, 5111coniza

do y estéril, con 0.5 mL de ACD {Ac, cftrico 0. 8% Hc1trato

13a). Se centrifugaron a 1100 RPM (r= 13)dura

(figura 13b), E1 PRP se separ6 por extraccién c
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PLASMA RICO EN PLAQUETAS .

0.5 01 ACD D 10 m! PRP 108
4'5 ml  sangre 0.2m plague-
(a) ———— {b) ——

Citrato e {Jtas/mit
1100 RPM c) (d) sodio (e)
5 min €
PREPARACION DE LA CAMARA DE BLOOM m
) hisopo
OO |—| O || B
Cdmara de Bloom (a) - (3)
[
: \
. e —— (d) grasa de (C)
T 2 silicon
| i
1 ,l_ H
{e)

Figuras 13 y 14. Preparacibn,de—p\ésma

ricoen-placuetass
y cimara de Bloom, R T s
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por cada 10 mL de PRP obtenido (figura 13c y d). La mezcla de
PRP se ajusté a una concentracién de 106 plaquetas por"mm3 y
se dejé en repaoso durante 60 minutos a temperatura ambiente

(figura 13e)

Preparacidn de la c&mara de Bloom,

Se calentaron aprox. 10g de parafina en un,recipienteghasta
fundir completamente, con Ta;ayudvf isof con
paraflna Ta periferia de’ los ‘pozos 1 y 2de te an 'ﬁior

de la cdmara de BYoom (f1gur‘

fina so]1dif1cara y’seftomd
precalentado a la

tal manera que;que@q

14b). Se hIzo lo“nismo on e] segund

Desarrollo del método de inhibicTen de Tamigracicn de plague
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tas. Duquesnoy (69,70) moficado,
En tubos de 12 X 75 mm de vidrio siliconizados y estériles cu
biertos con tap6n de hule del No. 00, se colocaron 0.2 mL del
suero en estudio descomplementado a 56°C durante 30 minutos,
con la dilucién (en albdmina al 7% en SSF) correspondiente,
se agregaron a cada tubo 0,3 mbL de PRP ajustado a 106 plaque-
tas por mm3 y se incubaron durante 60 minutos a temperatura

ambiente (figuras 15a y c) Después de la 1ncubac16n se. tomd

el contenido del primer tubo”"“*u.
estéril y Previament

1impi6 la punta de” 1a p1p_

uno de los tubos restantes. Se centrifugaron los tuboSfC6nte-

niendo las pipetas a 2300 RPM* durante 7 minutos en una.cenfrf~
fuga cl1fnica mod. PR 6000 marca International (figura 15f),
Se retiraron cada una de las pipetas ya centrifugadas Y se
les 1impié la punta con una torunda humedecida en un. poco de

alcohol y se marc§ con una segueta la 1fnea de lnterfase for-




0.2 m1 suero inactivado

0.3 ml PRP incubar 60 min,
—————— T‘ .
o 1® 3
(a) : .
. pipeta .l
pasteur
et Y e — g —
1 2300 RPM
7 min
(f) (e) {d) {c)
. . ry —b \
segueta '
pinzas
{i)
jeringa
12-18 Hs - | } —
T,A, ' ‘
' )

Proyector

de trans-

parencias

Figura 15 P-\Gtodo de inlﬁbicidn de Ia”m racidn de plaqur-tas
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se insertS dentro de la €dmara de Bloom previamente preparada
(figura 15h), fijdndolo en el silicén y recargdndolo sobre el
cubreobjetos de la c&mara (figura 15i), E1 pozo se cubri6 con

un cubreobjetos caliente sellando sus cuatro lados con parafi

_na caliente, Se llen6 la cdmara de Bloom con solucidn de -

Hanks modificada para IMP (ver soluciones) a través de los

orificios sedalados empleando una jeringa de 5 mL, evitando ‘la

formacidn de burbuJas en e] interior de la camara, para no

parencias b;r; dib
cién sobré babef

halos y se pesaron en

realizaron con 1a slguiente fﬁrmu]a

100- peso del problema e o
peso del testigo megative * 100 = & de IMP

Interpretacidn de resultados

Buscando darle una mayor ctaridad a la 1nterpretac16n del re-

sultado de 1a técnicakde IMP se representaron éstos

tftulo de posrtividad ;_e1acion&ndolo con 1a puntuac16n segan
1a react1v1dad 1a cua] se estimd de acuerdo con la intens1-
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dad de la reaccidn (cuadro 10),

Cuadro 10. Interpretacién de resultados para IMP

POSITIVIDAD EN
% DE IMP CRUCES .

0%
1-25%
26-50%
51-75%
76-100%

CRIR = calificacion relativa de eaccion..

Ejemplo: ﬁ;
Titulo :
e IMP Sp 1/2
Muestra :
Suerg 1 100% 73%
Suero 2 97% 86%

pero se observaron diferencias entre”lbé'doé*sge?d$je55¢0anto
a los porcientos de IMP obtenidos en'Cada dilucidnfpbr‘ib que

se decidié manejar los porcentajes en cruces de pos1tiV1dad y

@ suvez se le asign6é una puntuacidn a cada una de éstas’como
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INHIBICION DE LA MIGRACION DE PLAQUETAS

Suero del paciente R.V. diluido 1:2 con 925 de ImMp
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tenidos en cada dilucidn,

Suero 1. CRIR = 43
Dilucidn Sp 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

Positividad
+H4+ | 444 ++ ++ + -

en cruces

suma

CRIR 12 10 8 8 5 0 43

Suero 2. CRIR = 52

ki]ucicn Sp 1/2 1/4 ..11/8 1/16 .. 11/32 . |...
Positividad '
+++4
n cruces ;
Ao ‘suma
RIR 12 52

LINFOCITOTOXICIDAD (LCT

Fundamento . i ‘
El procedimiento se basa en 1a,.cab§§1déd mple-
mento de conejo para daﬁar‘Tinquitﬂﬁ;ré“

cuerpos linfocitotéxicos (87).

Material

Se utilizd equipo, material de
comdn en cualquier laboratorio

de sangre,
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Procedimientos _

Separacién de linfocitos tof&ies:

La separacién de células mononuéleares de la sangre total se
realiza utilizando una soluci6n de ficoll-hypaque con densi-
dad de 1.077 g/cm3. la cual es ligeramente mayor a 1§ide;1a5"

c6lulas mononucleares y menor a la de los eritrocitosfy grang

locitos, de tal manera que al estrat1ficar la sa Cen-

trifugacién con esta soluc16n 1a§ff_ : ?7: de acuer

de ficoll-hypaque, descendiendd?éiﬂfﬁﬁgdlae]”tdbﬂ
citos y granulocitos. E : 15 :
Se tomaron 10mL de sangre de 10 donédorés normale
de grupo sangufneo 0 positivo, sin aniecedeﬁte t Vﬁﬁa;
les) distribuyéndose cada muestra de sangre e’ vér-
lenmeyer de 50 mL con ocho perlas: de V1dr10'
agitaron cuidadosamente con un mov:mlentd ot »;ﬁ@ve
durante 7 minutos o hasta la apar1916n |
atrapada por las perlas de vidrio (
muestras desfibrinadas se hizo uﬁ; sando soluc16n

salina fisioldgica. En tubdéfde vidri 100 nm conte-

niendo 2 mL de‘ficollfhypAng fqahonuzme de 1a
sangre dilufda y se cent 'RPﬁi(f=13) durante

40 minutos ffngrGQ;IGJ »-Sg*sgpardfcdn pipeta pasteur



DESFIBRINIZACION
] 2. m sangre 1:2

1om |
l sangre
— —— 2 m ficoll-hypaque
perlas
s vidrio RS

||| 40 min
Hanks E e 61350 RPM
10 min !

@ 1350 RPM (4

{g)

0.1 ml suero AB

amortjguado )
(h) +

0.3 m

(i) Hanks 4X
DILUCIONES DE SUERD PROBLEMA CON HANKS 1%

%%

P12 14 /8 1/16 1/32

Figura 16. Separacién de linfocitos totales y preparacibn
del suero problema
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1a capa de linfocitos formada en la interfase del suero y la
solucién de ficoll-Hypaque de cada tubo colocando cada mues-
tra en un tubo de 13 X 100 mm {(figura 16e). Los linfocitos
fueron lavados con ‘soluci6n de Hanks 1X (ver soluciones) a

1350 RPM (r 13) durante 10 minutos (figura 16f . g).vse dese-

ch6 el- sobrenadante por decantacidn (f1gura 16h);y se. secd el

tubo coloc'

‘rfo¥ma invert1da sobrerpap

(figura 161) -tubo se agregd 0 1

quado (1.2 m S U ,f' ~donad gru-

Se 1lenaro'
ral (figuri_"m'f j am] 0CH ﬁWCrgk
litro de].sﬁgfo‘ : lucién dobles
en so1uciohéde¢ » n |
g6 un micbofiff
correspondig/'v
un rotaddf (fi§Uf
temperatura amb1e

rén § m1crolitros

y se mezcldlpor;rotaciqn,
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aceite
mineral
(a)
l o
Placa de Terasaky {Falcon) ero £ ut suero

1 4l linfocitos

gy )) T o
ROTADOR
(c) I
5pl rotador .
cg'mpkmento B __?_(.)Aﬂ.ﬂn

tal formol
pH 7.0

3,1 eosina 5%

(g)

figura 17. Wétodo de linfocitotoxicidad (87).



76

ra ambiente por 60 minutos y se adicionaron a todos los pozos
3 microlitros de eosina al 5% (figura 17f y g), se mezclé y
se incub6 10 minytos a temperatura ambiente (figura 17h). Pa-
sada la incubaci6n se afiadieron 2 microlitros de formol PH
7.0 (ver soluciones) y se cubri6 1a placa con una laminilla
de cristal evitando la formaci6én de burbujas (figura 17i). Se
incub§ a temperatura ambiente entre 5 a 24 horas (figura 17j)
Se leyeron 1o0s pozos en un microscopio invertido de contraste
de fases contando las cé&lulas opacas y las células refringen-

tes (figura 17k).

Interpretacién de resultados.

Los resu1t3d6§'se reportaron utilizando un criterio de positi
vidad relativa en cruces, dependiendo de la cantidad de célu-
las muertas (cé&lulas opacas) encontradas en cada uno de los

pozos de la placa del falcon (cuadro 11).

Cuadro 11, Interpretacién de resultados para LCT

¢ DE CELULAS MUERTAS POSITIVIDAD EN CRUCES
75-100 t+ 4
50-70 +++
30-50 ’ ++
20-30 +
10-20 - e 9
0-10 ) Do negativo
9 = graniento . _ : Lol
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5. METODOS ESTADISTICOS

para valorar la sensibilidad y especificidad (88) del método
propuesto {IMP), se compararon los resultados obtenidos con
éste, contra los obtenidos con la técnica de LCT, como se
muestra en la tabia 3. La reproducibilidad del método de IMP
se evalub6 analizando una vez 50 sueros de donadores normales
por separadd"yfhhé'véz por semana durante 10 semanas una alf-
cuota congé]idij@éila mezcla de &stos, anotdndose el dato en

una carta de control.

Probada{

cibilidad de]

dos obtenidos

desviacfcnéésta

tras pequéﬁ

sultados nega
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lidad metodo1691cas entre:

_LCT
NP

POSITIVA
NEGATIVA

VP= No. de Verdaderos‘p051" e‘Fa]sos negatlvos

FP= No. de Falsos positivo ;Verdaderos negatlvos -

Sensibilidad =

;FPE

Especificidad =

TR

N
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RESULTADOS

Se probd la técnica de IMP con diferentes concehtracidnes'de
suero de donadores de grupo sangufneo 0 positivo ( que contie
ne anticuerpos contra la sustancia de grupo sangufneo A) y
cantidades variadas de plaquetas de donadores de grupo sanguf

nec A ( que tienen l1a sustancia de grupo sangufneo A) Obte-

niéndose asf una curva de tltu1ac16n (f1gura 18),‘en'Ja’cua1

26 el método de IMP con ptaq
grupo sangufneo 0 positivo e
tas por mlL y concentraéidnésl

tes con LCT positiva (fiéufa

sin ditufr di6-1a respuesta

La poblacidn de~pacientes‘9§fudiada se agrup6 de acuerdo al
diagnfstico clfnico en cincd grupos: padecimientos mie]bproli
ferativos, neoplasias, padecimientos con probable defeé?o‘jp-

munolégico, inmunohematdlﬁgicos, “hemopatfas y un grupb”aéxpa-
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e] estado transfusional, gestacional y las reacciones post-
transfusionales junto con los resultados obtenidos de las téc
nicas de LCT e IMP, En el cuadro 14 se concentraron los datos
obtenidos de la prueba de LCT y la prueba de IMP, para cada
grupo de patologfas consideradas en el cuadro 1, Se anotaron
los tftulos de los resultados obtenidos en la prueba de LCT,
los tftulos y la calificacidn relativa de la intensidad de
reaccién (CRIR) con su media, desviacidn estdndar y raﬁgb de

positividad de la prueba de IMP, con e} fln de observar las

posibles diferencias entre los dos métodos y los- resultadqs
obtenidos de é&stos con la patolog1a encontrada en
tes estudiados. Para valorar 1la sens1b111dad ‘
(87) del método propuesto (IMP) se gompararon, imero ‘de re
sultados positivos y negativos obteniddﬁfbbhiégtéltééﬁftgaéog
tra el obtenido con la técnica de referenci;fficff;Lobtehfén-
dose su valor relativo a través de las fdrmulasﬁanotadas'en

el capftulo de material y métodos; siendo la especificidad de

97.3%2 y la sensibilidad 94.4% como se indica en el cuadro 15.

Para analizar los resultados pos1t1vos y negattvos de la prue

ba de IMP, los datos obtenidos se allan en los cuadros 16a,

16b y 16c. En-el cuadro 16a selanotaniibs resultados de los

tftulos y la ca11f1cac16n relat1Va¥de ]a intensidad de 1la

reaccioén obteanOSrenbsueros:de;donadores normales con LCT ne
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gativa, observindose que el maximo tftulo de positividad en
éstos casos es de 1:2 con una calificaci6n relativa de la in-
tensidad de Ya reaccidén (CRIR) promedio de 15,1 y un rango de
13.7 a 17.3, En el cuadro nimero 16b se encuentran los resul-
tados de los tftulos y la calificacifn relativa de la intensi
dad de la reaccidn promedio obtenidos con la técnica de IMP
en suergs de pacientes con LCT negativa, observdndose que el
m&ximo tftulo de positividad en estos casos es de 1:2 con una
CRIR promedio de 16.2 y un rango de 13.7 a’'18.7. En el cuadro
16c se anotaron los resultados de los tftulos y ta CRIR prome
dio obtenidos de sueros de pacientes con LCT positiva, notdn-
dose que el tftulo mas baJo es de 1 4 con una CRIR promed1o

de 25.4 y un rango de 32 1 a 18 7.

La reporducibilidad del método de IMP se rea1126 con el suero
de 50 donadores normales, probandose una vez y mezcl&ndose se
congelaron y analizaron durante 10 semanas,,graficandose el

dato obtenido (figura 20).
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% DE 4P
}
100 4+
)
v 4 IX10 eL/mi
04 exie® /et
10+ ax10® /e
04 ox 100 PL/al
”-‘»
40t
0t
0
0+
0 s» Y e e DILUCION
oEL SUERO

Figura 18. Curva de titulacion del métoda de Inhibicion
de la Migracion de Plaquetas (IMP). Con diferentes con-

centraciones de suero anti-AB y plaquetas (PL) de grupo
sanguineo "A". :
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Figura 19. Curva de titulacién del método de
Inhibicion de la Figracion de Plaquetas {(IMP),
Con plaquetas de donadores normales de grupo
0 positivo (lxIOGPl/ml) y diluciones de un poo!
de 10 sueros con linfocitotoxicidad positiva.
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Cuadro 13. Antecedentes asociados al padecimiento de pacien-
tes politransfundides y resultados obtenidos de

IMP y LCT,
REACCION POLITRANS-
PATOLOGIA | n [ TWPTLTY | SEXO {GESTA {FUSIONES RPT
PADECIMIEN | 2 + H - Si Si
T0S MIELO- |2 F "G Si Si
PROLIFERA- 11 -1 - M - Si No
TIVOS, 2 - - F MG Si No
2 + |+ fF MG Si Si
1 + F MG Si SO
NEOPLASIAS |1 -1+ F 1 Si No
5 - - F MG Si No
1 - - ] - Si No
PROBABLE 2 + |+ [ - Si 1 No
DEFECTO : 150
INMUNOLOGE | ° M F 1N 51 e
¢o 1 v - M - X No
5 -1 - F No 3 S No
¢ 2 No
PADECIMIEN 13 + |+ F MG No No
TOS INMUND
HEMATOLOGI
(M
3 + 1+ M - Si Si
1 + 1+ f No Si Si
HEMOPATIAS |2 + {4+ f SV Si Si
5 + 1+ F MG Sj Si
1 - - f MG Si No
SIN DATOS 9 + 1+ F SD SO SD
2 F SD SD SD
INP = Inhibicidn de la migracidn de plaquetas
LCT = Linfocitotoxicidad
M6 = Multigesta
RPT = Reaccifn post-transfucional
SD = Sin dato

No, de casos estudiados



Cuadro 14, Patr6n de tftuteo y calificacidn de positividad de
ACAP y ACLCY en s..ro de pacientes politransfundf
dos respecto a su patglogfa.

LCT 1 M P
PATOLOGIA 10 IriTito TITOL0 [ ¢hiR [ ¥5| RARRO
iAD!ClNlEE 4 1/4 1732 43
T05 MIELO- 1/8 1/64 52
PROLIFERA- 1/8 1/128 71 £2.3|13.2]65.5-39.1
Tivos. vess | vz | @
3 neg neg '
1/2 1/8 32
HEOPLASIAS |3 1/8 1/16 15 36 4.6(40.6-31.4
1716 1/32 41
1 neg 1732 38
6 neg neg
5P neg
1/4 3/32 51
PADECIMIEN 1/4 1/32 48
TOS coN 3 1/8 1/16 40 47.5| 97 57.2-37.8I|
PROBABLE 1/8 1/64 57
DEFECTO IN 1/16 1/32 39
HUNOLOGICO 1/16 1/32 42
1/256 1/128 65
5 neg neg
PADECINIEN 1/2 1/8 23
T0S INNUND 1/2 1/8 30 37.6119.7157.3-17.9
HEMATOLOG] 1/8 1/64 60
1/2 1/16 35
1/4 1732 [X]
174 1/64 69
1/16 1716 | 21 .
1/16 1/16 40
HEHMOPATIAS 11 1/32 1/64 52 49.4(15,865,2-33.6
1732 1764 56
1/64 17128 | 67
1/64 1/120°] 74
17128 1/16 kH
17256 1/64 48
1 neg neg
172 1/8 35
YA 1716 1 36
174 1/8 28
174 1764 69
$IN DATOS $ 1/8 1/8 49 43.1112,9|56-30.2
| 16 1/8 30
1/16 1/8 a0
“1/32 1/32 50
S 1/128 1764 51
2] nig neg
'L'cv”: ‘r?hg::g«‘uomtam AelCre :?:322:1233 Hafo-
IMP'w Inhiblcién de la migracién SP  « Suero puro .
7 'de ‘plaguetas X = Promedip b
AcAP » Anticuerpos antiplaquetas S = Desviacidn estandar

85
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Cuadro 15, Especificidad y sensibilidad de la técnica de [MP
en relacidn con la de LCT a partir de los datos

obtenidos.

~ [postTrV
IMP T ’

POSITIVA

NEGATIVA

TOTAL DE
CASOS LCT

E;pgtjfi@fddi ‘ fé¢97;3,%
Sensibilida 5944 %




Cuadro 16.
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promedio 'y desviacidn

Tftulo—de'posiﬁiyidé" 0.}
' btenidos con la técni-

estdndar de los resultados ’
ca de inhibici6n de la migracién de plaquetas en
el grupo.., T

a) de donadores normales con LCT negativa
Resultado | Tftulo | Casos | CRIR X +s
Negativo 1:1 9 0 0
Positivo 1:1 29 8.2 2.56
Positivo 1:2 12 15.1 2.23

b) de pacientes con LCT negétiva
Resultado | Tftulo | casos |CRIR X +S
Negativo 1:1 2 0 0
Positivo 1:1 7 8.8 2.4
Positiveo 1:2 8 16 .25 2,5

¢) de pacientes con LCT positiva

Resultado Tftulo | Casos CRIR %

Positivo 1:4 5 25.4

Positivo 1:8 11 36.8

Positivo 1:16 7 41.7 , , R
Positivo 1:32 8 56.6 ffﬁ}4fiv55:"‘k 
Positivo 1:64 6 166.2 - 8
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LCi

ANALISIS
10 T NUMERO

Figura 20,
con media. e ild calificacidn

relativa,déf yﬁ)fde'lo mues-

tras analizadas d e donadores normales.
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DISCUSION

La investigacién de alo. y autoanticuerpos”antlp]aquetas ha 51

do motivo de muchos afos de tnabaJo

tecnlcas que ‘se’ han

mane jado para la deteccidn'dé,é; uerpos como la aglu-

tinaci6n, el consumo de aﬁgir 'jac16n de comp]e-

mento, etc, son consideradasiaqtualm te. poco sens1bles.rApa-

rentemente las metodo]ogfa?i}dm" entificacidn de: antl—i,z
cuerpos sobre la p]aqueté,°éi :
isGtopos radioactivos °,“ﬂid '
tualmente mds confiab]es,3p§
personal que ias maneje qé*

La técnica de linfocitotoxicidad. ha sido\tradtClonalmente em-‘

pleada como alternativa yéiiﬁé ntfgenos HLA de’ clase I

son compartidos por llnfoc1tos y plaguetas, de hecho se ha en

contrado congruencia en la identificaci6n de estos anticuer-,

pos entre la técnica de LCT con algunos proced1m1ento

vestigaci6n de plaquetas (90)

En este trabajo se observa

tre los tftulos de. ant1cu

dos por lnhlbici6n '"

aunque en los va]ares
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los de positividad de los AcAP en términos generales son supe
riores con la técnica de IMP a los encontrados con la de LCT,
esto seguramente se debe a que la técnica de la linfocito-
toxicidad solo detecta anticuerpos linfocitotéxices y la de
IMP ademds de éstos identifica anticuerpos dirigidos.contra

antfgenos especfficos de plaquetas,

Debido a diferencias metodo]dgicas 1a titulacidn de 7

en IMP se sujets a una ca]ificacidn relatiVa segdn la

dad de la reaccidén y los tftulos obtenidosygn ésta
que se consiguid el patrén de positividédﬁdé¥
plagquetarios presentes en 105 pacientes ﬁbiﬁ
se agruparon en las patologfas ya mencion&dd{
tes del grupo de padecimientos mie]opro]ifékatj
trd la CRIR promedio mds alta siendo estafde 52
orden descendente las hemopatfas con: 49 '
probable defecto inmunoldgico con 47 5
cos con 37.6, y las neoplasias con 36
pacientes la diferencia del valof'de:CRL

sea debida a varios factores que'ibff

en la capacidad de respuesta inmune d

mos plantear que los pacientes-cﬂn

ferativos conservan su capaci

tigénico plaquetqrio a‘pesarjde?qujmuchos;dgye1Josfréciben qui
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mioterapia que puede dar lugar a inmunosupresion (ej, meto-
trexate). En los pacientes con defecto inmunol6gico el des-
quiciamiento de la respuesia inmune, en alguna forma favorece
Ta produccidn de anticuerpos anti-plaquetas. En las hemopa-
tfas aquf incluidas (hipoplasia medular y hemoglobinuria pa-
roxistica noctura), es probable que la alteracifn que estd
produciendo estas enfermedades no afecta las células precurso
ras 0 el mecanismo de respuesta inmune al esti{mulo plaqueta-
rio. En los inmunohematolfgicos (iso-inmunizaci6n materno-fe-
tal) aparentemente el estfmulo por antfgenos plaquetarios no
es tan inmunogénico como el de los antfgenos eritrocitarios,
es bien conocido que la pancitopenia del recién nacido secun-
daria a este mecanismo excepcionalmente es severa (31). . En
las neoplasias, no sabemos si la alteraci6n inmunol6gica que
ha permitido la génesis del tumor, estd afectando la capaci-
dad de respuesta al estfmulo antigénico plaquetario o, si la
terapia inmunosupresora que generalmente reciben estos pacien

tes, est§ afectando dicha capacidad de respuesta ( 24).

En el grupo de pacientes estudiédos en e{@gW;rabéjo;yrpqpsjdg

rando la prueba de 1infocit¢ﬁoﬁ‘> "omqlla prueba de mayor

sensibilidad para la'inveiﬁighc hhﬁi?cdérﬁbs-antiﬁiéqué~

tas podemos estimar gue:l ibilidad de la prueba de inhi-

bici6n de 1a migracién de plaquetas-es de 94.4% y la especifi
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cidad es de g7.3% de acuerdo con lo anotado en el cuadro 15,

En los pacientes con LCT negativa ta CRIR promedio fué simi-
lar a la obtenida en el grupo de donadores normales con LCT
negativa {cuadros 16a y b). Es importante hacer notar que en la
técnica de IMP se obtuvo cierto grado de positividad en el
grupo de pacientes con LCT negativa y el grupo de donadores
normales con LCT negativa {cuadros 16a y 16b), sin embargo la
diferencia con el grupo de pacientes con LCT positiva (cuadro
16¢c) es patente, lo cual guarda similitud con lo observado en
las técnicas de cuantificagién de inmuneglobulina pegada a la
superficie de plaquetas por'medio del suero de antiglobulina
marcada radioactivamente o unida a enzimas, en los cuales se
ha demostrado una proporciSn minima de inmunoglobulina presen
te en la membrana de c€lulas normales y en pacientes que ha-
biendo sido transfundidos no se han sensibilizado aparentemen
te contra las plaquetas (65). Por lo que es indispensable ha-
cer la prueba no solo con e} suero total sino también con di-
luciones 1:2 y 1:4 a fin de asegurarse que 10s resultados ob-
tenidos caen dentro de los valores encontrados en esta tesis,

los que se calcularon en base a la tabla 16b, coh:dhfif£ulo

[OREE

miximo de 1:2 y una CRIR promedio de 18.7 (CRIR

Yyarei-

ba de estos valores . la prueba se considera positiva
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En el cuadro 14 se presenta un suero positivo a LCT en suero
sin diluir y negative a IMP, que se puede considerar como una
falsa negativa de IMP, También se encontr6 un suero negativo
a LCT y positivo a IMP; en este caso cabe la posibilidad de
que el Ac detectado no haya sido un Ac contra Ag del sistema
HLA sino contra Ag especfficos de plaquetas, las cuales no
pueden ser detectados por linfocitotoxicidad, o bien que . sea

un falso positivo de I[MP,

Se observa taﬁbién'dUe el 71 4% de. 1os pacientes con'IMPzpos1

tiva tiene e] antecedente de . reacc16n"‘

dro 13), esto nos indica que los_AcAP se

dos con ella,

Es importante subrayar que la técn1ca de INP es accesible 2
cualquier laboratorio de banco de sangre por ser una técnica
menos complicada y particularmente de bajo coste ya que re-
quiere solo de cdmaras de Bloom hechas de material'acfflico

elaboradas por el propio laboratorio y un proyector de trans-

parencias para magnificar el halo de migracién, El- tiemp de"

ejecucifn es largo al igual que el de l1nfoc1totox1c1dad

1o que no es una prueba de urgenc1a

Ho es ocioso recordar la obl1gac16n1de Mevar a cabo - la; prue-

ba en presencia de testlgos positiva y negatlvo por dup]1cado.
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VII. CONCLUSTONES

1. EV1 patr6n de positividad y. negat1vidad de los anticuerpos

antiplaquetas (ACAP) con la técn1ca de IMP fué semeJante al

de la técnica de LCT empleada“como refere'T

2. Posiblgh@ﬁ

de inmﬁﬁdylobuli

3. La patolo
juegan un;bapg

los ACAP.

4. Con la técnica

negativos,cu/ do\presentan una
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mente en la detectcién de AcAP y para la realizaciotn de prue-
bas cruzadas pretransfusionales, ademds de que se puede apli-
car a cualquier laboratorio de banco de sangre por ser menos

camplicada y de menor costo,
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