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RESUMEN

La integrina beta 3 (glucoproteina Illa) es una proteina transmembranal que junto con la
integrina alfa IIb (glucoproteina IIb) constituye uno de los principales receptores de
activacion plaquetaria. Este receptor se expresa, exclusivamente, en la membrana de las
plaquetas y los megacariocitos. La integrina beta 3 también forma otro receptor con la
integrina alfa V. A diferencia del receptor anterior, este se expresa también en las células
endoteliales, los osteoclastos y otros tipos celulares. Ambos receptores forman parte de la
subfamilia beta 3 de la familia de las integrinas, la principal familia de receptores de

adhesion de la membrana celular.

La purpura trombocitopénica autoinmne (PTA) es una enfermedad hemorragica causada
por el aumento en la destruccion de plaquetas recubiertas por autoanticuerpos dirigidos en
contra de receptores proteicos de su membrana. Se atribuye a la integrina beta 3 el ser el
principal blanco de los autoanticuerpos. Aunque es ampliamente aceptado que la
trombocitopenia es la responsable de los signos hemorragicos, los mecanismos de la
destruccion plaquetaria, de la hemorragia y del origen de los anticuerpos son atn obscuros.
Esta tesis pretende aclarar algunos puntos importantes en cuanto a los probables epitopos
de la integrina B3 de los anticuerpos y la probable participacion de las células del endotelio
vascular en la fisiopatogenia del sangrado.

En cuanto al estudio del mecanismo de la fisiopatogenia de la hemorragia, se mont6 un
modelo de pirpura inmune en ratones, con los anticuerpos policlonales de conejo en contra
de plaquetas humanas y en contra de plaquetas de ratén. Los resultados demostraron la

hemorragia es independiente delos niveles de plaquetas y solo se asocia con la cantidad de



anticuerpos administrados. Ademas se demostrd por inmunohistoquimica la unién de los
anticuerpos anti-plaqueta a las células endoteliales de vasos pequefios. De este modelo se
deduce la probable participacion de las células endoteliales en la fisiopatogenia del
sangrado en la PTA.

Usando una biblioteca de péptidos expresados al azar en el fago M3 se investigo el
probable repertorio de epitopes de los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes con
PTA. Ninguno de los epitopes reportados se habia descrito previamente. La secuencia
SLHPT se encuentra en la proteina gplb, la secuencia PFGSP tiene una gran homologia
con la secuencia PLGSP de la integrina B3 , y la secuencia GHSSTP es homoéloga a la
secuencia AHTTP de la gplb. Cada una de las secuencias reportadas puede representar un
epitope lineal o ser parte de un determinante antigénico mas grande.

También se probd una biblioteca de 12 aminodcidos en el fago M13 con los anticuerpos
policlonales anti-plaquetas humanas, asi como, los anticuerpos monoclonales anti-integrina
B3 y anti-oypPs3. Los resultados de este estudio identificaron tres secuencias con gran
homologia con la glucoproteina gplb.

Los resultados asientan la diversidad de epitopes involucrados en la molécula integrina B3

e indican la posible participacion de dafio endotelial en el sangrado asociado a la PTA.



ABSTRACT

The protein beta 3 belongs to the major cellular adhesion family: integrins. The beta 3-
integrin family consists of oypP3 found on platelets, megakaryocytes and endothelial cells,
and the more widely distributed ayf;. The beta 3 subunit consists of a large extracellular
domain, a single transmembrane segment, and a relatively short cytoplasmic tail.

The oypPs (gpllb/llla) plays a major role in the regulation of platelet adhesion and
aggregation during haemostasis. Upon platelet activation by an agonist a signaling process
is initiated, termed "inside-out" signaling, which gives rise to conformational changes
within oy;pP3. These conformational ;;hanges increase the affinity of the receptor for its
primary ligand, fibrinogen. Bound fibrinogen then acts as a bridging molecule facilitating
the interaction of adjacent platelets. Upon fibrinogen binding, ouyp33 undergoes further
conformational changes and through a process termed "outside-in" signaling the receptor
signals in to the platelet ultimately resulting in acceleration of the aggregation process.
Autoimmune thrombocytopenic purpura (AITP) is an hemorrhagic disorder widely thought
to be caused by excessive destruction of anti-platelet autoantibody-coated platelets by
macrophages of the reticuloendothelial system, and o;pP; is the principal target for
antiplatelet autoantibodies. Although it is generally accepted that thrombocytopenia is
responsible for hemorrhage, the mechanisms of platelet destruction, hemorrhage and the
production of platelet autoantibodies is still unknown.

This thesis pretends to clarify some important issues about the epitopes of platelet
autoantibodies involved and the possible participation of vascular endothelial cells in the

pathophysiology of AITP.



An ITP experimental model in Balb/c mice was developed to test the role of transferred
homologous antibodies on platelet counts and hemorrhage. Immune thrombocytopenia and
bleeding were studied in mice injected with anti-mouse and anti-human platelet polyclonal
rabbit IgG. Three different doses of anti-platelet IgG caused the platelets to drop, but
bleeding occurred only with high doses of anti-platelet IgG irrespective of the platelet
levels. Immunohistochemistry revealed some anti-platelet antibodies bound to vascular
endothelium: a suggestion that antibody mediated endothelial activation, in addition to
thrombocytopenia, could be participating in ITP bleeding.

Using the combination of polyclonal autoimmune sera with a random peptide phage-
display library it was possible to identify a repertoire of epitopes recognized by
autoantibodies from AITP patients. None of the peptides identified in this study has been
described previously as a possible epitope for platelet autoantibodies. The sequence SLHPT
is present in platelet gplb. The sequence PFGSP has high homology with B3 integrin-
derived sequence PLGSP, and the sequence GHSSTP is homologous to AHTTP from gp
Ib. Each sequence may represent a linear epitope or part of a larger antigenic determinant.
The library of dodecapeptides displayed randomly as a fusion to the minor coat protein of
phage M13 was also screened with rabbit anti-human platelet polyclonal antibodies, anti-
human platelet integrin B3, and anti-human platelet integrin complex oyp33 mAbs.

This study has shown that three identical clones selected with rabbit anti-human platelet
antibodies had some homology with stretches of amino acid residues within human platelet

gplb.



INTRODUCCION

1. Pirpura trombocitopénica autoinmune

La parpura trombocitopénica autoinmune (PTA) es una enfermedad hemorragica, en la cual
se producen autoanticuerpos en contra de antigenos de las plaquetas. Estos anticuerpos
recubren a las plaquetas que posteriormente son fagocitadas por los macréfagos del sistema
reticulo endotelial del bazo y del higado principalmente ( George, et al., 1996; Frederiksen,
et al. 1999, Alves-Rosa, et al., 2000).

La fagocitosis plaquetaria conduce a la trombocitopenia, es decir, niveles disminuidos de
plaquetas en la circulacion sanguinea. Y debido a que se piensa que el inico érgano blanco
de los autoanticuerpos son las plaquetas, se ha clasificado a la PTA como una enfermedad
autoinmune organo-especifica (Gilliland, et al.. 1998; Shevach, et al., 1999).

A pesar de que ain que no se ha encontrado correlacion directa entre el sangrado y los
niveles en las cifras de plaquetas, en general se acepta que la trombocitopenia es la
responsable de los signos hemorragicos (George, et al., 1996). Y a pesar de que no existen
métodos diagndsticos, de uso comin, con la suficiente sensibilidad y especificidad para
demostrar la presencia de los anticuerpos antipiaqueta, se ha podido demostrar la presencia
de autoanticuerpos en el suero de los pacientes con PTA, hasta en el 78% de los casos, si se
usa una combinacion de varios métodos (Warner, ef al., 1999).

En la mayoria de los pacientes se encuentran mezclas de anticuerpos que reaccionan con
mas de una proteina ( Ruyi, et al., 1994; Hou, et al., 1995), pero se ha reconocido que la

subunidad B3 del receptor de fibrindgeno es el principal blanco de los autoanticuerpos, de



todas las proteinas de la membrana plaquetaria. Este receptor llamado gpllb-Illa (ouB3)
pertenece a la familia B3 de las integrinas (Woods, et al., 1984; Fujisawa, ef al., 1992).

La PTA puede ser idiopatica, cuando no existe otra enfermedad de fondo, y secundaria,
cuando existe otra enfermedad autoinmune subyacente. Por ejemplo, en el lupus
eritematoso sistémico (LES), es frecuente la asociacion de PTA. Otro ejemplo es el
sindrome de Fisher Evans en el que coincide anemia hemolitica autoinmune (AHAI) y
PTA. También, se presenta un cuadro clinico similar a la PTA, en alrededor de un 30% de
los pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) producido por la

infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Gilliland, 1998).

2. Antecedentes del presente trabajo

En mi préctica profesional en el Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional
Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, participé activamente en la atencion de
los pacientes con enfermedades hemorragicas: en especial a los pacientes que acudian a la
“Clinica de Hemofilia” y a la “Clinica de Parpuras” . El director del Banco de Sangre, el
Dr. Héctor Rodriguez Moyado, y la jefa del laboratorio, la QFB Elisa Quintanar Garcia, se
interesaron en ofrecer alternativas de tratamiento a los pacientes con PTA crénica y
refractaria a los tratamientos convencionales. Junto con el Dr. Raul Ambriz Fernandez
estudiaron la forma de detectar “bazos accesorios™ en aquellos pacientes que a pesar de
estar esplenectomizados, seguian destruyendo las plaquetas. Los eritrocitos de los
pacientes se opsonizaron , in vitro, con IgG anti-D (Rho) y se marcaron con tecnecio (Tc
99m), se reinfundieron y después, por medio de una radiografia se identificaron los sitios en

donde se concentraba la marca radiactiva. De esta forma se localizaron los ganglios



linfaticos que funcionaban como “bazos accesorios”, mismos que se retiraron mediante
cirugia. Sorpresivamente, algunos de los pacientes al recibir los eritrocitos opsonizados
mostraron aumento en la cifra de plaquetas. En algunos otros no se encontr6 remision de la
trombocitopenia pero si remision del sangrado (Ambriz, et al., 1987). Desde entonces y
hasta la fecha se adopto6 el uso de eritrocitos opsonizados (sin la marca radiactiva) como un
tratamiento alternativo en la PTA.

Para profundizar en el estudio de otras opciones terapéuticas fui aceptada en el laboratorio
del Dr. Carlos Larralde Rangel, quien con su grupo de trabajo, estaba trabajando con
péptidos sintéticos de Taenia crassiceps (Gevorkian, et al., 1996) y un péptido sintético de
la gp41 del virus de la inmunodeﬁcijiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Gevorkian, et al., 1996)
para uso en el diagnostico y vacunaci"'én (Toledo, et al., 1999). El Dr. Larralde se interesé
en abordar el estudio de la PTA empleando como herramienta péptidos sintéticos. De esta
forma, en mi tesis de maestria preparé 3 péptidos sintéticos de las regiones mas hidrofilicas
de la integrina B: el péptido PV-1 (DRKEFAKFEEERARA) del dominio
intracitoplasmatico (aa 749-763), el péptido PV-2 (KKFDREPYMTENTC) y el péptido
PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP) del dominio extracitoplasmatico (aa 644-657 y aa 431-444
respectivamente). Encontré que en el suero de los pacientes con pirpura trombocitopénica
autoinmune (PTA) hay anticuerpos que reconocen a los péptidos PV-2 y PV-3 de la
proteina. Debido a que los péptidos PV-2 y PV-3 se localizan en el dominio extracelular de
la integrina, conclui que, posiblemente estos anticuerpos anti-PV-2 y anti-PV-3 estan
involucrados en la opsonizacion de las plaquetas y su posterior fagocitosis por los

macrdfagos del sistema fagocitico mononuclear (Dominguez, 1998).



Por otra parte, también encontré que los pacientes VIH+ tienen anticuerpos que reconocen
a los péptidos plaquetarios mencionados y en especial al péptido PV-1 de la region
intracitoplasmatica de la integrina ;. Parece ser que los anticuerpos que reconocen al
péptido PV-1 lo hacen en forma cruzada, debido a que este péptido tiene homologia
estructural con una region del dominio extracapside de la gp41 del virus de la
inmunodeficiencia tipo 1 (VIH-1) (Dominguez, ef al., 1998). La purpura de los enfermos
de SIDA podria deberse a los anticuerpos anti-PV-1 evocados por la region homéloga en
gp41 del VIH. Con estos resultados surgié el objetivo de estudiar el papel que juega la

integrina 3y sus anticuerpos en la PTA y en el SIDA.

3. Integrina beta 3

La integrina beta 3 (glucoproteina IIla) es una proteina transmembranal que junto con la
integrina alfa IIb (glucoproteina IIb) constituye uno de los principales receptores de
activacion plaquetaria. Este receptor se expresa, exclusivamente, en la membrana de las
plaquetas y de los megacariocitos. El complejo (oypf3) se conoce también con el nombre
CDA49/CD61 y es el principal receptor del fibrindgeno, proteina soluble que por accion de la
trombina se convierte en la fibrina insoluble para formar el coagulo sanguineo. Funciona
también como receptor de otros ligandos: la vitronectina y el factor von Willebrand. La
integrina beta 3 también forma otro receptor con la integrina alfa V. A diferencia del
receptor anterior, ademas de la expresion en la membrana de las plaquetas y de los
megacariocitos, se expresa también en la membrana de las células endoteliales, los
osteoclastos y otros tipos celulares. El complejo ayf3 se conoce también con el nombre

CDS51/CD61 y es el principal receptor de la vitronectina. Ambos receptores forman parte de



la subfamilia beta 3 de la familia de las integrinas, la principal familia de receptores de
adhesion de la membrana celular (Albelda, ez al., 1990; Clark, et al., 1995).

El gene de la integrina B3 se localiza en el cromosoma 17, en la region q21-23 y codifica
para una proteina de 788 aminodcidos. Su peso molecular calculado por su estructura
primaria es de 84.5 kD y por tener 6 sitios de N-glicosilacion tiene un peso molecular de 95
kD en condiciones no reductoras y de 110 kD en condiciones reductoras. La estructura
proteica presenta tres dominios: un dominio amino-terminal extracitoplasmético (aa 1-680)
del cual el péptido lider (aa 1-26) se elimina de la proteina madura, un dominio
transmembranal (aa 681-740) y un dominio carboxi-terminal intracitoplasmatico (aa 741-
788). El dominio extracelular, sitio de reconocimiento de sus ligandos, contiene 4 regiones
ricas en cisteinas, lo cual le permite formar numerosos puentes disulfuro. El dominio
intracitoplasmatico presenta dos tirosinas que son fosforiladas cuando el receptor une sus
ligandos (Philips, et al., 1991; Smyth, et al., 1993).

Este receptor se activa al unir su ligando y envia la sefial de activacion (“outside in” ) al
interior de la célula, y también es posible que se active por la activacion del interior celular
(“inside out”) (Shattil, 1999). Cuando una plaqueta pasa del estado de reposo al estado
activado se aumenta la afinidad por sus ligandos, y también se aumenta el nimero de
receptores disponibles de 40 000 a 80 000 copias, por movilizacion de los receptores

presentes en los granulos alfa plaquetarios (Sonnenberg, 1993).



4. Estructura de la tesis

4.1 Marcos Teéricos

Mi comité tutoral decidié que, algunas de las actividades académicas estuvieran
encaminadas a revisar las publicaciones relacionadas con mi tema, motivo por el cual, en el
seccion correspondiente al apéndice I de esta tesis se incluyen los articulos publicados,
como resultado de las revisiones bibliograficas de cada una de las actividades académicas.
Se amplié mi conocimiento de la PTA por medio de una revision bibliografica de los
mecanismos bioquimicos involucrados en la fisiopatogenia, revision que se publicé en la
revista “Gaceta Médica de México”, que es el organo oficial de difusion de la Academia
Nacional de Medicina (Dominguez, et al., 2002). Para conocer a fondo la estructura y
funcion de las plaquetas se realiz6 una revision bibliografica de la bioquimica plaquetaria,
que se publico en la revista mexicana “Hematologia™ , 6rgano oficial de difusion de la
Asociacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia (Dominguez, ef al., 2001a). Para
continuar con el estudio de la reactividad de los anticuerpos de los pacientes VIH positivos,
con el péptido PV-1, se realiz6 una revision bibliografica del papel que tienen las moléculas
de adhesion de la familia de las integrinas en el reconocimiento de sus ligandos y la
activacion celular en la infeccion por el VIH-1 (Dominguez, et al., 2001b). Se abordo
también, en forma colateral, el problema que existe en la PTA de contar con una técnica
diagnostica que certifique la presencia de anticuerpos en contra de antigenos plaquetarios.
Este problema surge por la dificultad de no tener los antigenos purificados y por no contar
con una herramienta que sea de facil manejo en los laboratorios clinicos. Por tal motivo se

realiz6 una revision bibliografica critica de los métodos actuales para el diagndstico de la
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PTA y se publicé en un libro conmemorativo de los 40 afios del Banco Central de Sangre
del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social
(Dominguez, et al., 2000).
4.2 Trabajo Experimental
Esta tesis presenta los resultados del estudio de la PTA desde tres puntos de vista:
A) El estudio del papel de los anticuerpos antiplaqueta en la fisiopatogenia del sangrado se
abordé con un modelo experimental de pirpura inmune en ratones BALB/c. En primer
lugar se mont6 el modelo con anticuerpos antiplaquetas completas, para después poder
comparar el efecto con la administracion de los anticuerpos anti-PV-2 y anti-PV-3. Fue
necesario explorar si los apticuerpos:" antiplaquetas humanas podian reconocer antigenos en
las plaquetas de los ratones y si eran i:apaces de producir trombocitopenia y sangrado. Los
anticuerpos antiplaqueta se produjeron en conejos hembra New Zeland. Los conejos se
inmunizaron con:

a) Membranas de plaquetas humanas

b) Membranas de plaquetas de raton

c) Péptido PV-2

d) Péptido PV-3

e) Amortiguador de fosfatos (PBS)
En todos los casos la fraccion purificada de inmunoglobulinas G (IgG’s) que contenia los
anticuerpos antiplaqueta se administr6 a ratones machos BALB/c. Se pudo observar que
los anticuerpos antiplaquetas humanas producen trombocitopenia y sangrado en los ratones,
pero en forma moderada y que los anticuerpos antiplaquetas de raton lo hacen en forma
mas severa. El sangrado fue dosis dependiente y no asi los niveles de plaquetas. De

acuerdo a estos resultados, se decidié investigar con detalle la cinética de lo que ocurria al
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administrar los anticuerpos en los ratones. Estos resultados fueron mas interesantes que lo
que ocurri6 con los anticuerpos anti-péptidos de la integrina B3. Y considero que debe ser el
tema central de esta tesis, por lo cual se decidio incluir este articulo en la seccion de
Resultados, y la justificacion de la hipotesis, la hipdtesis y los objetivos se refieren en
concreto a este tema (Dominguez, et al., 2003)

B) Investigar si los anticuerpos anti péptidos de la integrina P participan activamente en
esta fisiopatogenia. El anticuerpo anti-PV-2 no produjo trombocitopenia, ni sangrado en los
ratones a los cuales se les administro y no fue posible obtener anticuerpos anti-PV-3 en las
conejas que se inmunizaron con el péptido correspondiente. Debido a que estos resultados
no fueron como se esperaba y no se publicaron, se presentan en la seccion de Resultados
Adicionales.

C) Dilucidar el papel que juega la integrina B3 y sus anticuerpos en la fisiopatogenia del
SIDA. Se publicaron los resultados de la homologia antigénica entre el péptido PV-1 de la
regién intracitoplasmatica de la integrina 33 y el péptido PY-1 de la region extracapside de
la proteina gp41del VIH-1 (Dominguez, et al., 1998). Este articulo se incluye en el

apéndice I de esta tesis.

Por sugerencia del jurado del examen de candidatura al grado de doctora, se decidio, no
trabajar mas con este tema de reactividad cruzada con el VIH-1. A pesar de ser un tema
muy interesante, no se contaba con el tiempo necesario para continuar con ambas lineas de
investigacion.

Por otra parte, en colaboracion con la Dra. Gevorkian, el Dr. Manoutcharian, el Dr. Juan

Carlos Almagro y la M en C Tzipe Govezensky se identificé los probables epitopes

12



relacionados con PTA. Este estudio se realizé con una técnica de “Phage Display”. La
proteina pllI de la capa del fago M3, presenta péptidos de 7 aminoacidos en combinaciones
al azar. Los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes con PTA reaccionan con los
fagos M3 que tienen los péptidos con las secuencia de aminoacidos especifica para los
anticuerpos, y de esta forma es posible explorar los epitopes de los anticuerpos (Gevorkian,
et al., 1998).

Los anticuerpos policlonales de conejo, anti-plaquetas humanas, asi como un anticuerpo
monoclonal especifico para la integrina 33 (clona Y2/51) y un anticuerpo monoclonal
especifico para el receptor de fibrinogeno completo, el complejo gpllbllla (clona 5B12),
también se estudiaron por medio de la técnica de “Phage Display” (Gevorkian, ef al., 2000).
Los articulos con estos resultados se incluyen en la seccion de Resultados Colaterales de

esta tesis.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

HIPOTESIS
Es probable que las plaquetas no sean el tinico ¢rgano blanco de los atutoanticuerpos y el
endotelio vascular juegue un papel fundamental en el mecanismo de la hemorragia en los

pacientes con purpura trombocitopénica autoinmune

JUSTIFICACION DE LA HIPOTESIS
En los pacientes con PTA no se ha encontrado una relacion directa entre la cifra de
plaquetas y la magnitud de la hemorragia, por lo que se propone un modelo de laboratorio
para investigar la correlacion entre la concentracion de anticuerpos séricos, la
trombocitopenia y el sindrome hemorréagico.
Las células endoteliales y las plaquetas comparten muchos receptores de adhesion y
activacion celular. Entre estos receptores se encuentran:

a) La integrina beta 3, en el receptor a3 en las plaquetas y en el receptor

awvpBsen las plaquetas y en las células endoteliales

b) El receptor rico en leucinas gplb-V-IX

¢) La selectina E

d) La selectina P

e) El receptor CD40

f) El receptor ICAM-1
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OBJETIVOS

|

Desarrolar un modelo experimental murino de pirpura trombocitopénica
inmune.

Preparar en conejos anticuerpos policlonales anti-plaquetas humanas y de raton.
Investigar si existe reactividad cruzada entre anticuerpos anti-plaquetas humanas
con plaquetas de raton.

Estudiar la correlacion entre los niveles séricos de anticuerpos anti-plaquetas y
la trombocitopenia.

Estudiar la correlacion entre trombocitopenia y hemorragia.

Investigar el mecanismo de hemorragia y la posible participacion del endotelio
vascular.

Estudiar el papel de los anticuerpos anti-PV2 y anti-PV3 en la fisiopatogenia del

sangrado en la PTA.
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RESULTADOS

En esta seccion se presenta el articulo principal de esta tesis. Se prepararon membranas de

plaquetas humanas y de raton para inmunizar conejos y obtener los anticuerpos
correspondientes. Los anticuerpos presentaron reaccion cruzada, los anticuerpos anti-
plaquetas de raton reaccionaron, in vitro, con un lisado de plaquetas humanas y los
anticuerpos anti-plaquetas humanas se fijaron, in vivo, a determinantes antigénicos de las
plaquetas de raton. El modelo murino de purpura inmune reprodujo la trombocitopenia y
las manifestaciones hemorragicas observadas en los pacientes con PTA. Siendo la
hemorragia dosis dependiente, y la trombocitopenia no. Un hallazgo muy importante fue
que los anticuerpos anti-plaqueta se unen especificamente a células endoteliales, lo que
sugiere que un posible dafio endotelial puede estar involucrado en la fisiopatogenia del

sangrado en la PTA.

Dominguez V, Govezensky T, Gevorkian G, Larralde C. Low platelet counts

alone do not cause bleeding in an experimental immune thrombocytopenic purpura

in mice. Haematologica. 2003; 88: 679-87.
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Low platelet counts alone do not cause bleeding in an experimental model of

immune thrombocytopenic purpura in mice

Vicroria Domincuez, Tzipe Govezensky, Goar Gevorkian, CARLOS LARRALDE

Background and Objectives. The physiopathogenesis
of hemorrhagic phenomena in patients with autoimmune
thrombocytopenic purpura is associated with low platelet
levels. In the present work the relation between throm-
bocytopenia and bleeding was examined. The possible
participation of endothelial cells in bleeding was also
Investigated.

Design and Methods. Immune thrombocytopenia and
bleeding were studied in mice injected with anti-mouse
and anti-human platelet polyclonal rabbit IgG. Platelet
levels were measured at different times and bleeding
signs were systematically recorded. ANOVA tests were
used to compare platelet levels. Binding of anti-platelet
antibadies to vascular endothelial cells was analyzed by
immumhistochemistr?r. :

Results. Three different doses of anti-platelet IgG
caused the same low platelet levels, but bleeding
occurred only with high doses of anti-platelet IgG irre-
spective of the platelet levels. No inflammation around
blood vessels was observed in paraffin-embedded tissue
sections of organs. Immunohistochemistry demonstrat-
ed anti-platelet antibodies bound to vascular endotheli-
um,

Interpretation and Conclusions. We showed lack of
correlation between platelet counts and bleeding in a
murine model. The binding of anti-platelet IgG to endothe-
lial cells of small vessels is an indication that antibody-
mediated endothelial activation, in addition to thrombo-
cytopenia, could be participating in bleeding.
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hemorrhagic disorder widely thought to be caused

by excessive destruction of anti-platelet autoan-
tibody-coated platelets by macrophages of the reticu-
loendothelial system, occurring mainly in the spleen
and in the liver,"*

The platelet membrane glycoproteins gpllb-Ilia (cusfs,
classical fibrinogen receptor) and gplb-V-1X (classical
von Willebrand factor receptor)® are the main targets
of autoantibodies in patients with AITP (16.7-83.3%
and 13.3-83%, respectively).”® Kosugi et al.” demon-
strated that 29% of AITP patients also have specific
autoantibodies to aVb3 (classical vitronectin receptor).
There are also reports that other membrane proteins
have epitopes recognized by anti-platelet autoantibod-
ies, for example gplalla (classical collagen receptor) and
CD62.'23 Qur previous studies, using a phage display
library, as well as those of other groups, have shown
that the sera of patients with AITP contain a complex
mixture of anti-platelet autoantibodies with a wide
range of specificities for a number of different epitopes,
some of them corresponding to autoantigens.''® There
is, therefore, the possibility that these autoantibodies
may react with other cells and add to the pathogene-
sis of AlTP.

There is evidence that platelet and endothelial cells
have a common origin. Hematopoietic and vascular cells
have a common progenitor stem cell in embryonic
stages'’ and, in adult life, CD34* stem cells from bone
marrow can form new blood vessels.” Platelets bear
many membrane proteins also found in endothelial cells:
a) gplib-Illa (wwf+) complex is an integrin receptor found
exclusively in megakaryocytes and platelets, but shares
the s chain with integrin cvfa present in megakary-
ocytes, platelets, endothelial cells and other cells;*# b)
gplb-V-IX, a leucine rich-receptor, is also found in
endothelial cells;”# ¢) E-selectin, P-selectin, CD40 and
ICAM-1 are receptors that participate in platelet rolling
and are found in both cellular types.#*? Moreover, the
vascular endothelium is constantly in contact with
platelets and actively participates in many hemostatic
mechanisms such as platelet rolling, platelet activation
and inactivation, thrombus formation and regulation,
etc.2627 However, the possible participation of endothe-
lial cells in the pathophysiology of AITP has received
little attention.

Experimental animal models of AITP have been used
to study mechanisms of platelet destruction,”® treat-
ment schemes,# the role of immunoglobulin recep-

Autoimmune thrombocytopenic purpura (AlTP) is a

haematofogica/journal of hematology vol. 88(06):;june 2003 679



V. Dominguaz et al

tors in different reactions*** and to characterize
antiplatelet antibodies interfering with normal
platelet function.* In the present study we describe
the influence of different doses of anti-platelet anti-
bodies on thrombocytopenia and bleeding, a point
that has not been extensively explored.*¢ BALB/c
mice received rabbit immune polyclonal anti-human
and anti-mouse platelet IgG and the kinetics of
thrombocgtopenia and hemorrhagic signs were
recorded. Furthermore, binding of anti-platelet anti-
bodies to vascular endothelial cells was analyzed by
immunohistochemistry.

Design and Methods

Mice and platelet counts

Eight-week old BALB/c male mice were used. Mice
were originally purchased from Jackson Laborato-
ries (Bar, Harbor Maine, USA) in 1982, and have been
maintained in controlled conditions through b x s
mating at our animal facilities for more than 20 gen-
erations.

Fifty microliters of whole blood were obtained
from the retro-orbital plexus by puncture, under
ether anesthesia, and collected in 1 mL polypropy-
lene tubes (Eppendorf; Marsh Biochemical Products,
Rochester, NY, USA) containing 0.5 mL of phosphate-
buffered saline (PBS) with 2% ethylenediaminetetra-
acetic acid disodium (EDTA). The platelets were
counted in an automatic cell counter (Coulter Elec-
tronics, Hialeah, FL, USA).

Preparation of human platelets to use as
immunogen

Three outdated O Rh platelet concentrates, kind-
ly provided by the Banco Central de Sangre, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, México, were centrifuged
at 800 g for 10 minutes. The pellet of platelets was
washed three times with PBS (pH 7.4) containing 10
mM-EDTA and 0.02%-BSA (bovine serum albumin),
and then 0.6x10" platelets/mL were frozen at —=70°C
overnight. Platelets were thawed and washed five
times in PBS. Aliquots of 1mL of platelets were
frozen at -20°C,%

Preparation of mouse platelets to use as
immunogen

Blood from forty mice was harvested from the
retro-orbital venous plexus by puncture and collect-
ed in polypropylene tubes containing 0.1 mL of acid-
citrate-dextrose (ACD, 38 mM citric acid, 75 mM
trisodium citrate, and 100 mM dextrose). Platelet-
rich plasma was obtained by centrifugation at 320
g for 10 minutes.

After a second centrifugation at 800 g for 10 min-
utes platelets were prepared as described above.

Rabbit anti-mouse and anti-human platelet
antiserum

Six New Zealand female rabbits were immunized
by the platelet preparations to produce anti-human
and anti-mouse platelet polyclonal antibodies. One
millititer (0.6x10¢ platelets) of each platelet prepa-
ration was thawed and injected subcutaneously
into the rabbits on days 1, 15, 30 and 45. The first
dose was injected in a mixture with TmL of com-
plete Freund's adjuvant, the subsequent doses were
injected with 1 mL of incomplete Freund's adju-
vant. Animals were bled two weeks after the last
injection. IgG anti-platelet antibodies were purified
using a Protein A-Sepharose column (Sigma Chem-
ical Co, St Louis, MO, USA). A control antibody was
prepared from the sera of 2 rabbits injected only
with PBS and adjuvant.

Preparation of human platelet proteins to
use as antigen in the ELISA

The platelet pellets of 30 (O Rh’) outdated
platelet concentrates, kindly provided by the Ban-
co Central de Sangre, Centro Médico Nacional Siglo
XXI, México, were obtained by centrifugation at
320 g for 10 minutes and then pooled and washed
3 times with TBS-EDTA, pH 7.4 (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM ). The pellet was then
treated with lysis buffer TBS-1% triton, pH 7.4
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, CaClz 1 mM, tri-
ton 1%, leupeptin 10-5M, phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF 1 mM) (Boehringer Mannheim
GmBh, Germany) for 30 min, centrifuged at 1800
g for 30 min and the supernatant collected and
frozen at -70°C.

Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)

Each well of a 96-well microtiter plate (Max-
isorp, Nunc, Roskilde, Denmark) was coated with
100 ul of 100 pg/mL platelet proteins in carbon-
ate buffer (50 mM sodium carbonate, pH 9.8) at
370C for 60 min and washed five times with PBS-
0.3% Tween (pH 7.4), followed by blocking with
PBS-1% BSA-0.3% Tween (pH 7.4) at 37°C for
30min. After five washes plates were incubated
with 100 ul of rabbit sera diluted 1:100 in PBS-1%
BSA-0.3% Tween (pH 7.4) at 370C for 60 min. The
plates were washed again and incubated at 37°C
for 60 min with 100 pul of phosphatase-conjugat-
ed goat anti-rabbit IgG (Sigma Chemical C., St
Louis, MO, USA) diluted 1:5000. Then p-nitro-
phenylphosphate in diethanolamine buffer (pH 9.8)
was added, and after incubation of the plates at
37°C for 30 min, the absorbance was measured at
405 nm.
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Immune thrombocytopenia in Balb/c mice

In the first experiment mice were bled under
ether anesthesia as mentioned above and injected
intraperitoneally (ip) with a single dose of purified
anti-mouse or anti-human platelet IgG or control
IgG (0.1, 0.5 and 1.0 mg/mouse in 100 pl sterile
PBS). The intraperitoneal route was selected to
avoid the possibility of intravascular clogging by
instantaneous exposure of platelets to high con-
centrations of the anti-platelet IgGs. Three mice
were used in each experimental group. Blood sam-
ples were drawn every 24 hours and the external
bleeding signs (ecchymoses, petechiae, blood in
stools) were recorded. In a second experiment mice
were bled (as above) and injected with 0.1 and 1.0
mg/mouse of anti-mouse platelet 1gG every 24
hours, over 4 days (2 mice/group) and their exter-
nal bleeding signs (ecchymoses, petechiae, blood in
stools) were recorded. In a third experiment mice
were bled (as above) and injected with 1.0 mg of
purified anti-mouse platelet IgG or purified control
IgG or PBS only. Mice were bled for platelet counts
and sacrificed 0, 2, 4, 8, or 24 hours after injection
(3 mice per each experimental group). The mice
was sacrificed by exposure to a COz atmosphere.
Signs of external and internal bleeding were
recorded and the organs (liver, kidney, small intes-
tine, gut, spleen, lungs, heart, and skin) were col-
lected in PBS-10% formalin for microscopic exam-
ination. Three additional mice (1 control, 2 inject-
ed with 0.1 mg/mouse or 1 mg/mouse of purified
anti-mouse platelet IgG) were killed 4 hrs after
injection by cervical dislocation to avoid conges-
tion caused by the CO; atmosphere.

Histopathology and immunohistochemistry
Organs collected in PBS-formalin were embed-
ded in paraffin, sectioned (6 mm thickness) and
stained with hematoxylin-eosin. Histologic sec-
tions were examined by light microscopy. Cryostat
sections (5 um) of fresh-frozen tissue were post-
fixed in acetone. Sections were treated with 3%
hydrogen peroxide. Blank sections were then incu-
bated with PBS, negative control sections with
control IgG and test sections with rabbit anti-
mouse platelet IgG (1 mg/100 ul). After incubation
for 30-min, the sections were treated with goat
anti-rabbit |gG conjugated with horseradish per-
oxidase (Zymed, San Francisco, CA, USA) diluted
1:40 (30 minutes). After three washes with PBS,
the sections were treated for 1 to 2 minutes with
freshly prepared 3'3'-diaminobenzidine (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA). The slides were
counterstained with hematoxylin. Sections were
mounted on glass slides with cytosel mounting
medium (Stephen Scientific, Riverdale, NJ, USA).

Statistical analysis

Intergroup differences of platelet counts were
compared with analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Tukey's studentized range analysis; a
repeated measurements design was used when
needed. Statistical analysis was performed using
the SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC27511, USA,
6.02) statistical software program.

Image processing

Color photographs were digitalized (200 dpi) and
processed as a whole image using Adobe Photo-
shop™ 5.5. The images were filtered isolating the
red channel and setting its source components as
follows: red +76, green +36, blue -72, constant 20.
Afterwards the whole image was monochromized.
A high resolution (1200 x 1200 dpi) output device
was used for printing.

Results

Specificity of rabbit anti-platelet antiserum

Platelets have activation receptors pertaining to
highly conserved protein families; for example,
there is a 79% homology between human and
mouse gpllla,*® and a 70 % homology between
human and mouse E-selectin,*” We, therefore,
decided to test the capacity of the anti-mouse-
platelet IgGs to react with human platelets in vit-
ro, and the potential of heterologous antibodies to
produce thrombocytopenia and bleeding in vivo.
Anti-human-platelet and anti-mouse-platelet rab-
bit sera were tested by ELISA using human platelet
proteins as antigen. Although anti-human-platelet
rabbit serum showed a higher reactivity (0.D. =
2.470), anti-mouse-platelet rabbit serum also
showed high reactivity (0.D. = 1.485); pre-immune
serum did not react (0.D. = 0.161).

Immune thrombocytopenia in Balb/c mice
To induce immune thrombocytopenia, anti-human
and anti-mouse platelet immunoglobulins were
injected intraperitoneally into male mice. Polyclon-
al antibodies were used since AlTP patients are
known to have a mixture of autoantibodies with
different reactivities."* When anti-mouse-platelet
IgG were injected, at the three different doses used,
thrombocytopenia was detected in all mice 1 day
after injection, and all mice recovered normal
platelet counts after 3 days (Figure 1A). Thrombo-
cytopenia was also induced when anti-human-
platelet IgG was injected (Figure 1B) but only with
the higher doses, the low dose (0.1 mg!mouse% hav-
ing no effect. No statistically significant differences
(p>0.05) were obtained for platelet counts among
mice injected with anti-mouse-platelet IgG (0.1, 0.5
or 1.0 mg/mouse) and mice injected with anti-
human-platelet IgG (0.5 or 1.0 mg) on the first day
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Figure 1. Thrombocytopenia development caused by a sin-
gle dose of rabbit anti-platelet purified IgG. Mice received
0.1, 0.5 or 1.0 mg/mouse of purified IgG intraperitoneally
in 100 mL sterile PBS. Platelet counts were determined at
the indicated times, using an automatic cell counter. (A)
Anti-mouse platelet IgG. (B) Anti-human platelet IgG. (C)
Control IgG. Results are shown as mean platelet count
standard error for groups of 3 mice each; in all cases when
the mean platelet count was low the 3 mice in the corre-
sponding group presented thrombocytopenia. Empty sym-
bols correspond to groups of mice without bleeding signs;
filled symbols correspond to groups of mice presenting
signs of bleeding.

after treatment. In contrast, control 1gG did not
cause thrombocytopenia but a slight thrombocyto-
sis was observed in all mice: platelet counts
increased 29% on the first day, and 52% (p<0.05)
by the third day after treatment (Figure 1C). Out-
standingly, there was no correlation between
platelet levels and hemorrhagic signs: bleeding
depended on antibody dose used regardless of
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Figure 2. Thrombocytopenia development caused by repeat-
ed injections of antibody. Mice received 4 injections of 0.1
or 1.0 mg/mouse intraperitoneally in 100 mL sterile PBS,
at the times indicated by vertical arrows. Platelets counts
were determined at the indicated times, using an automat-
ic cell counter. Results are shown as mean platelet counts
+ standard error for groups of 2 mice each. Empty symbols
comrespond to groups of mice without bleeding signs; filled
symbols comrespond to groups of mice presenting signs of
bleeding.

platelet level. Mice injected with 0.1 mg anti-
human-platelet 1gG had neither thrombocytopenia
nor bleeding signs. Mice injected with 0.1 mg anti-
mouse-platelet IgG or 0.5 mg anti-human-platelet
IgG had severe thrombocytopenia but did not show
any signs of bleeding. In contrast, mice injected with
0.5 mg anti-mouse-platelet IgG or 1.0 mg anti-
human-platelet IgG showed thrombocytopenia plus
moderate hemorrhagic signs: petechiae in ears and
feet. Furthermore, mice injected with 1.0 mg anti-
mouse-platelet IgG showed platelet counts drops
and intestinal bleeding was evident (blood in feces),
as were ecchymoses on the head and ears, and
hematomas on the retro-orbital plexus (at the site
of puncture). On the 3 day after injection, bleed-
ing stopped in all mice. At all times studied, the pro-
thrombin time* and activated partial thromboplas-
tin time** were normal in all mice (data not shown).

Since injection of anti-platelet IgG caused throm-
bocytopenia on day 1 and mice were shown to
recover by day 3, repeated injections of antibodies
were applied every 24 hours for 4 consecutive days
to maintain low platelet counts. Two doses of anti-
mouse-platelet antibodies were used (0.1 and 1.0
mg/ mouse). Both doses produced thrombocytope-
nia. Platelet counts were kept low during the first 3
days, but even though mice received the last injec-
tion on the 3rd day, platelet counts recovered to
normal levels on day 4 (p<0.10) (Figure 2). Mice
injected with 0.1 mg/mouse of anti-mouse platelet
IgG did not present any external signs of hemor-
rhage while mice injected with the 1.0 mg/mouse
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Figure 3. Early develop of thrombocytopenia d by a
single dose of rabbit anti-mouse g!ateIet purified 1gG. Mice
received 1.0 mg/mouse purified IgG intraperitoneally in 100 pL
sterile PBS. Negative control mice were injected with 1.0
mg/mouse of control IgG in 100 pL sterile PBS or 100 pl ster-
ile PBS alone, Platelet counts were determined at the indicat-
ed times, using an automatic cell counter. Results are shown
as mean platelet counts + standard emor for groups of 3 mice
each; in all cases when the mean platelet count was low the 3
mice in the ponding group p ed thrombocytopeni
Empty s'rmbols comespond to groups of mice without bleeding
signs; fi Iag;’{mbols correspond to groups of mice presenting
signs of bleeding.

Figure 4, External and internal bleeding signs. Mice received ;sir_lgTe_ dose of 1 mg/ of anti

ined 4 hrs after IgG injection. A) Ear with external petechiae and ecchimoses. B) hy es in st

dose presented severe bleeding on the first day:
hematomas, petechiae and ecchymoses. On the 2™
day, petechiae and ecchymoses disappeared,
hematomas were smaller but external signs of
intestinal bleeding appeared. On the 3 day, only
blood in feces was observed, and by the 4™ and 7"
days no signs of further bleeding were observed, As
in the previous experiment, there was no correlation
between platelet counts and hemorrhagic signs.

Detailed thrombocytopenia kinetics,
external and internal hemorrhagic signs

To examine the relation between thrombocytope-
nia and bleeding more closely, mice received 1.0
mg/mouse of purified anti-mouse-platelet gG;
platelet counts and external and internal examina-
tions of the mice were performed 0, 2, 4, 8, and 24
hrs after injection. The number of circulating
platelets decreased within the first 2 hrs, and
remained at an average of 6% of its normal level for
24 hrs after anti-platelet IgG injection (Figure 3).
Circulating platelets in mice injected with the same
amount of control IgG also decreased but only an

p Ig"G_a_n; .w“er_e_ exarr-l-
h, gut and small intestine. C)

Histological section of intestine, 4 hrs after anti-mouse-platelet IgG injection. Note vascular congestion without extravasation (40x).
D) Histological section of an ear, 4 hrs after anti-mouse-platelet 1gG injection. Note congestion and extravasation (10x).
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Table 1. Early kinetics of bleeding in the mice.

Extemsl bleecing
Head  legs Ears Tail lier  Kioey

Ahrs
Petechiae 1 2
Fechymoses 1
Hematoma 1 2
dhrs 1 1 1
I;ewnae

1
cthymases :
24 s 1 2 2
EF :
ki 2

intemal beeding
Gut Small Heart Lung Fat Abdomnal  Stomach
intesting tissue (sc)  tissue ()

1 1 1

1 1
1
3 3 1 1 1 i

1 1 2

“Nurnber of nice out of 3 in each expenimental group presentng the camesponding bleeding sign m the referred site

average 31.5 %. The same reduction in platelet lev-
els was observed in mice injected with PBS. Mice
injected with anti-platelet IgG had similar external
signs of bleeding as those described above, as soon
as 4 hrs after injection, and these signs were more
apparent at 8 and 24 hrs after IgG injection (Figure
4A). External signs of intestinal bleeding were
observed in one out of 3 mice examined 4 hrs after
IgG injection, and in all six mice examined 8 and 24
hrs after anti-platelet injection. Internal signs of
bleeding (Figure 4B) were also evident 4 and 8 hrs
after IgG injection: hematomas were observed in
several organs (intestine, lungs, heart, liver, and kid-
ney) of some mice. Internal hemorrhagic signs per-
sisted 24 hrs after anti-platelet IgG injection (Table

1)

Histopathology

Microscopic evaluation of paraffin-embedded
tissue sections of organs revealed incipient con-
gestion 2 hrs after treatment, and moderate to
severe congestion at later times. Skin, kidney, liv-
er, gut, small intestine, lungs and stomach pre-
sented hemorrhagic foci 4, 8 and 24 hours after IgG
injection (Figures 4C, D). No inflammation around
blood vessels was observed at any time in any sec-
tion studied. Sections from mice injected with con-
trol IgG did not show anomalies.

Evidence of anti-platelet IgG binding to
endothelial cells

The hypothesis that the binding of anti-platelet
antibodies to endothelial cells is involved in bleed-
ing was tested by immunohistochemistry because:
1) there was no correlation between platelet
counts and hemorrhage, 2) animals treated with

higher doses of anti-platelet antibodies showed
moare bleeding manifestations, and 3) no perivas-
cular inflammatory response was observed. Besides,
it is well known that endothelial cells bear glyco-
protein molecules on their surface membrane sim-
ilar to some glycoproteins on platelet membranes;
thus, anti-platelet IgG could contain antibodies
that bind to endothelium. Cryostat sections of fresh
frozen liver incubated with anti-mouse-platelet
IgG showed that anti-platelet IgG did in fact bind
only to endothelial cells, while hepatic cells did not
react with this IgG. Control IgG did not bind to
endothelial cells or to hepatic cells (Figure 5).

Discussion

Our results demonstrate immunologic cross-
reactivity between anti-mouse-platelet IgG and
human platelets in vitro. Moreover anti-human-
platelet 1gG caused thrombocytopenia and moder-
ate bleeding in mice in vivo, this possibly as a result
of the known similarities between mouse and
human gpllb-1lla,* gplb-V-IX, and between other
proteins such as CD40, P-selectin and E-selectin.#!
Both in vitro and in vivo the amount of anti-
platelet IgG (Figure 1) required to react with the
homologous platelet antigens was less than the
quantity required to react with the heterologous
platelet antigens, as expected for non-identical
proteins and/or because of the presence of non-
shared proteins in human and mouse platelets.

This experiment murine model aiso reproduced
the external hemorrhagic signs observed in AITP
patients. Internal bleeding was detected in many
organs and external signs of intestinal bleeding
occurred in mice injected with the highest dose of
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Immune purpura and anti-platelet antibodies

Figure 5. Immunohistochemistry showing anti-platelet anti-
bodies bound to endothelial cells in fresh-frozen liver sec-
tions using as the second antibody, anti-rabbit IgG conju-
gated with horseradish peroxidase, developed with
diaminobinzidine. A) Anti-mouse platelet IgG. B) Control IgG.
C) PBS. Asterisk indicates vessel lumen.

homologous anti-platelet IgG. A delay was
observed between thrombocytopenia, which
occurred 2 hrs after anti-mouse platelet IgG injec-
tion, and external or internal bleeding, which took
place only 4 hrs after anti-platelet IgG injection.
Interestingly, external signs of hemorrhage
appeared only in thrombocytopenic mice injected
with the medium or high doses of anti-platelet IgG,
but not in similarly thrombocytopenic mice injected
with a low dose. This lack of correlation shows that
low platelet counts by themselves do not explain

bleeding, and suggests an additional mechanism
involving high doses of anti-platelet IgG. Given the
possibility that antibody excess could form soluble
immune complexes, as suggested by Nieswandt et
al.’’ we microscopically examined histological sec-
tions but did not find any inflammatory reactions in
or around the blood vessels at 4, 8 or 24 hrs after
antibody injection.

Traditionally, AITP has been classified as an
organ-specific autoimmune disease, and thrombo-
cytopenia has been considered sufficient to explain
bleeding.'? However, we found that the anti-
platelet IgG employed also bind to endothelial cells,
as expected because platelets and endothelium
share many proteins.’®2> Nakajima et al*! also
demonstrated that an anti-gpllb-1lla monoclonal
antibody specifically binds to human umbilical vein
endothelial cells with a high dissociation constant
(K 40.2 nM). On the other hand, Rodriguez-Calvil-
lo et al*> obtained a monoclonal antibody against
a single endothelial protein of 35 kDa which pro-
duced thrombocytopenia and bleeding in mice.
Excess anti-platelet antibodies bound to endothe-
lial cells could activate the cytoskeleton, disrupt-
ing endothelial junctions and allowing extravasa-
tion, and could also interfere with the anticoagu-
lant-procoagulant hemostatic equilibrium.*47 Fur-
ther investigation is required to elucidate the pre-
cise participation of these mechanisms in AITP. Qur
hypothesis is in accordance with other previous
suggestions and information. Koenig et al.*® found
that one of three patients with immune thrombo-
cytopenic purpura had autoantibodies reacting
with a cryptic endothelial antigen. In systemic
lupus erythematosus, anti-endothelial autoanti-
bodies have been described as possible mediators
of antibody-dependent endothelial cell damage.**
5" Endothelial activation and damage by anti-
platelet antibodies reacting with protein targets of
endothelial cells has also been described by Hashe-
mi et al* and Glynne et al%

AITP is often a chronic disease'-* because of a
continuous production of autoantibody, but in our
model all mice receiving a single anti-platelet
injection recovered normal platelet counts and no
external hemorrhagic signs were observed three
days after treatment. Nieswandt et al* produced
thrombocytopenia that lasted 3-4 days, using a
single dose of monoclonal antibodies; when this
single dose was divided to simulate a continuous
process, the thrombocytopenia lasted the same
time. In our study, in an attempt to mimic the
chronic disease, mice were injected every 24 hours
for 4 consecutive days. Although thrombocytope-
nia was extended for 2 days more, unexpectedly,
one day after the last boost, platelet counts
returned to normal and every sign of hemorrhage
disappeared (Figure 2). The possible explanations
for this remission of thrombocytopenia and bleed-
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ing could be: a) increased platelet destruction is
accompanied by a compensatory increase in
platelet production by megaka es, as observed
in AITP patients;* b) xenoantibodies bound to
platelets are being removed from blood circula-
tion;% c) anti-platelet IgG clearance interrupts
activation of endothelial cells. On the other hand,
the total IgG fraction used in the experiment con-
tains, in addition to the anti-platelet antibodies
responsible for the thrombocytopenia, non-specif-
ic gG that is known to prevent platelet phagocy-
tosis by macrophages, thus inducing remission in
AITP patients.233 |n fact, we observed thrombo-
cytosis when control IgG was used, and also fol-
lowing the thrombocytopenic episode 7 days after
the mice had received 1 or 4 doses of anti-mouse-
platelet 1gG. This set of observations is in agree-
ment with the clinical success of infusion of high-
dose intravenous immune globulin G (IVIgG).2
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RESULTADOS ADICIONALES

Ya se sabia que en el suero de los pacientes con PTA hay anticuerpos que reconocen los
péptidos sintéticos PV-2 y PV-3 de la integrina beta (Dominguez, 1998 tesis), pero no se
sabia si estos anticuerpos participan en la fisiopatogenia del sangrado. Fue necesario
preparar estos péptidos por un método manual de sintesis en fase solida usando una
estrategia N* —tert-Boc (Dominguez, ef al., 1998).

Una vez purificados los péptidos se procedi6 a la preparacion del suero hiperinmune

SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO ANTI-PEPTIDOS

La preparacion del suero hiperinmune anti-PV-2 y anti-PV-3 se realiz6 en conejos hembra
New Zealand como se menciona en Dominguez, ef al., 1998.

En forma resumida, la administracion de 100 pg de los péptidos se realizé por via
intraperitoneal en dos conejos por péptido. El péptido en solucion en 1 mL de
amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.4) se emulsioné con 1 mL de adyuvante de Freund,
completo para la primera dosis e incompleto para las siguientes tres dosis. Los péptidos se
aplicaron cada dos semanas. Se tomo una muestra de sangre antes de la primera aplicacion
(Preinmune) y antes de cada una de las siguientes dosis (2a., 4a., y 6a. semanas). Se separd
el suero para investigar la produccion del anticuerpo correspondiente.

El monitoreo de la produccion de anticuerpos se realizo por una técnica de micro ELISA en
la que el péptido correspondiente se fijo a los pozos de una placa de plastico. Después se
incub6 con una dilucién del suero para permitir que el anticuerpo se fije al antigeno.
Después de lavar el exceso de inmunoglobulinas que no reaccionaron, se incub6 con un

anticuerpo anti-IgG de conejo marcada con la enzima fosfatasa alcalina. Se revelo la
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reaccion con el sustrato correspondiente y se leyd la densidad optica del compuesto
colorido. En la tabla siguiente se presentan los resultados de las densidades 6pticas

obtenidas en la placa del ensayo de micro ELISA.

Produccién de suero hiperinmune anti-péptidos

anti-PV-2 janti-PV-2 anti-PV-3 @anti-PV-3

conejo 1 fconejo2 [conejo 3 fconejo 4
Preinmune 0.177 0.152 0.147 0.126
2" semana 0.477 0.418 0.184 0.201
4* semana 3 3 0.105 0.124
6" semana 3 3 0.19 0.181

Y en el grafico siguiente se aprecia mejor la produccion exitosa del anticuerpo anti-PV-2.

Se puede observar claramente que no fue posible producir anticuerpos anti-PV-3.



3.5

1.5

0.5

Produccién de suero hiperinmune

Pre

‘—0— anti-PV-2 coneja 1
—#— anti-PV-2 coneja 2
—a— anti-PV-3 coneja 3 |
| x anti-PV-3 coneja4 |

sémanas

El suero hiperinmune anti-PV-2 se obtuvo después de la 6* semana tomando una muestra de

45 mL de sangre de cada conejo. Las inmunoglobulinas G se purificaron por adsorcion en

columna de sefarosa-Proteina A (Dominguez, et al., 2003).
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PRODUCCION DE PURPURA INMUNE CON LA ADMINISTRACION DE
ANTICUERPOS ANTI-PV-2

Una vez obtenida la fraccion de IgG’s conteniendo los anticuerpos anti-PV-2, se administro
a ratones Balb/c macho de 8 semanas de edad. La administracion se realiz6 en forma
intraperitoneal con una dosis de 1 mg/raton. Esta dosis fue la misma que se uso6 para
modelar la parpura inmune con IgG’s anti-plaquetas de raton (Dominguez, et al., 2003). Se
obtuvo una muestra de sangre por puncién capilar del plexo orbital para realizar la cuenta
de plaquetas. Se tomd una muestra antes de la administracion de las IgG’s (0 horas) y a las
4 y 24 horas posteriores.

En la tabla siguiente se presenta el promedio de la cuenta de plaquetas (no. de plaquetas por

ul X 10 ) de tres ratones con cada fraccién de IgG's empleada (IgG’s control y las IgG’s

anti-PV-2) .
IgG’s control | Ac. Anti-PV-2
0 horas 1.1 1.21
4 horas 1.05 0.98
24 horas 0.93 1.09

En el grafico siguiente se aprecia mejor que no fue posible producir trombocitopenia y

tampoco pudo observarse ningin signo hemorragico en ninguno de los ratones.

28
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Estos resultados claramente demostraron que no fue posible la produccién de anticuerpos
anti-PV-3 y que los anticuerpos anti-PV-2 no fueron capaces de producir ptirpura
trombocitopénica en el modelo murino. Pero tampoco descartan la posibilidad de que estén
involucrados en la purpura de los pacientes. Se debe recordar que el modelo murino es un
modelo de purpura inmune pero de ninguna manera autoinmune, como ocurre con los

pacientes con PTA.
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RESULTADOS COLATERALES

Alrededor del 30% de los pacientes VIH+, con y sin SIDA, cursan con PTA secundaria.

Las manifestaciones hemorragicas son similares a las de los pacientes con PTA primaria.
Al investigar si estos pacientes tenian en su suero anticuerpos que reconocieran los péptidos
sintéticos que reconocieron los anticuerpos de los pacientes con PTA, se encontrd que
efectivamente habia tales anticuerpos. Ademas se observo que, habia anticuerpos que en
forma especial reconocian el péptido del dominio intracitoplasmatico de la integrina beta3.
Esta reactividad fue debida a una homologia antigénica con la proteina gp41 del VIH.

Este articulo describe como se demostro la homologia antigénica de una region de ambas

proteinas.

1. Dominguez V, Gevorkian G, Govezensky T, Rodriguez H, Viveros M, Cocho G,
Macotela Y, Maso F, Pacheco M, Estrada JL, Lavalle C, Larralde C. Antigenic
Homology of HIV-1 GP41 and Human Platelet Glycoprotein GPIIla (Integrin B3). J
Aq Immune Def Syn Hum Retrovir. 1998; 17:385-90.
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Antigenic Homology of HIV-1 GP41 and Human Platelet
Glycoprotein GPIIla (Integrin 35)

*Victoria Dominguez, *Goar Gevorkian, *Tzipe Govezensky, THector Rodriguez,
*Monica Viveros, zGerminal Cocho, *Yazmin Macotela, §Felipe Masso, 'Manuel Pacheco,
IJose L. Estrada, 'Carlos Lavalle, and *Carlos Larralde

Enstituto de Investigaciones Biomedicas, Universidad Nacional Autonoma de Mexico; 7Banco Central de Sangre, Centro
Medico Nacional 8.XX1, IMSS, Mexico; Zinstituto de Fisica, Universidad Nacional Autonoma de Mexico; §instituro Nacional de
Cardiologia, Mexico; 'Hospital de Infectologia, Centro Medico Nacional La Raza, IMSS, Mexico City, Mexico

Summary: Fifty-eight of 89 serum samples (65.17%) from HIV-1-infected individu-
als at various disease stages contain antibodies that react with a platelet peptide located
in the cytoplasmic domain of integrin B4, glycoprotein GPIlla (aa749-761: sequence
DRKEFAKFEEERA). Rabbit polyclonal antibodies raised against the synthetic plate-
let peptide also react with the structurally homologous HIV-1 gp4l-derived peptide
(EKNEQELLELDKW(A)) and bind to a Western blot band with molecular weight
corresponding to HIV-1 gp4l. These findings point to molecular mimicry between
HIV-1 and a human membrane protein found in platelets and other cells that could be
of pathologic consequence. Key Words: HIV—Molecular mimicry—Platelet glyco-

protein GPIlla—Integrin ;.

Several examples of molecular mimicry between
HIV-1 and human proteins have been reported in the
literature; all are suspected of playing a role in the patho-
genesis of AIDS by way of cross-reactivity of antiviral
immune attack with self components. Thus, the similar-
ity between the highly conserved homologous sequence
located in the carboxy terminus of the HIV-1 gp4l
(aa837-844) and the amino terminal of the beta chain of
all human HLA class Il antigens was identified (1) and
related to immune dysfunction of CD4™ T cells. A se-
quence homology between HIV-1 gp41 and interleukin 2
(IL-2) was also described and presumed to be a possible
cause of the immunosuppressive activity of HIV-1 (2).
Partial sequence homology between neuroleukin and the
aa245-289 region of HIV-1 gp120 (3) was also related to
AIDS dementia complex. Further. cross-reactivity of
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wto de Investigaciones Biomedicas. Universidad Nacional Autonoma
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Mexico D.F.. MEXICO.
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anti-HIV-1 gp41 antibodies with human astrocytes (4.5)
as well as molecular mimicry between HIV-1 gp120 V3
loop and human brain proteins (6) could lead to the cen-
tral nervous system complications found in AIDS pa-
tients. A structural homology between gpl20 and Clq
was identified when antibodies raised against HIV-1
gpl20 cross-reacted with Clq. and antibodies against
Clq reacted with gp120 (7). Functional, as well as anti-
genic. homology between HIV-1 gp41 and complement
factor H has been reported by Pinter et al. (8). Moreover,
the ability of a mouse monoclonal antibody raised
against HIV-1 p24 to bind to normal platelets from HIV-
negative individuals (9) as well as the cross-reactivity of
anti-HIV-1 gp 120 antibodies with a platelet surface gly-
coprotein GPIIla (integrin 35) (10.11) are possible con-
tributors to the development of immunologic thrombo-
cytopenia in AIDS patients.

Here we report a new homology involving platelets’
integrin B; and HIV-1 gp41. Enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA)-based screening of sera from HIV-
1-positive individuals with scrambled peptides from hu-
man platelets, HIV-1, and the parasite Taenia crassiceps.
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revealed that a significant number (58 of 89) contained
antibodies reactive with a synthetic peptide (platelet vi-
rus-like sequence [PVLS]: aa749-761; sequence:
DRKEFAKFEEERA) from the cytoplasmic domain of
the platelets’ integrin 3;. which functions as a receptor
for several soluble adhesive proteins (12) and is involved
in blood clotting. Comparisons of amino acid sequence
and structural features between PVLS and HIV-1 pro-
teins pointed to a structurally homologous sequence in
HIV-1 gp4l (virus platelet-like sequence [VPLS];
aa655-667: EKNEQELLELDKW), which is related to
the viral-mediated cell-cell fusion (13). Finding that an-
tibodies to VPLS cross react with platelet PVLS implies
their potential obstructive role in the proper function of
platelets and of any other cell, containing integrin 3 in
their membranes, such as megakaryocytes and astro-
cytes.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Ne-tert-Butyloxycarbonyl (BOC)-protected amino acids were pur-
chased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, U.S.A.). All other
chemicals for peptide synthesis were obtained from Aldrich Chemical
Co. (Milwaukee, WI. U.S.A.) and were the purest grade available.
Alkaline phosphatase—conjugated anti-human and anti-rabbit [gG
(whole molecule), p-nitrophenyl phosphate disodium (5 mg/tablet). and
bovine serum albumin were purchased from Sigma.

Synthetic Peptides

The peptides PVLS (DRKEFAKFEEERA). PV-2 (KKFDREP-
YMTENTC), PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP), PV-4 (CSDEALPLG-
SPRCDLK) from platelets” integrin B,, and VPLS (EKNEQELLELD-
KWi(A)) from HIV-1 gpdl were prepared manually by stepwise solid-
phase synthesis using N-tert-BOC strategy (14). On completion of the
solid-phase part of the synthesis the removal of all side-chain protect-
ing groups (NW-mesitylene-2-sulphonyl- for arginine; benzyl- for as-
partic and glutamic acids; 2-chloro-benzyloxycarbonyl- for lysine: for-
myl- for tryptophan) and simultaneous cleavage of the peptides from
the resin were performed in the presence of trifluoromethanesulfonic
acid. The crude peptides were purified on a column with Sephadex-25
(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) and the correct amino acid sequence of
each peptide was confirmed by protein sequencing on a pulse liquid-
phase protein sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
U.S.A.). Totally unrelated peptides GK-1 (GYYYPSDPNTFYAP-
PYSA) and GK-2 (KKMPPYPTGGPPPVK) from an important anti-
genic protein of T crassiceps, a parasitic cestode of mice (15), were
also prepared by the same procedure and used as negative controls.

Sera

The HIV-1-positive human sera used in this study were obtained
from 89 patients at various stages of HIV-1 infection attending an
outpatient clinic in Mexico (the La Raza Hospital of the Mexican
Institute of Social Security. Mexico City, Mexico). All serum samples
were verified to be positive in whole-virus ELISA and immunoblotting
on initial testing.

67 serum samples from 36 patients with confirmed thrombocytopenia
as well as control sera from 80 healthy, HIV-l-seronegative blood
donors were obtained at Banco Central de Sangre. Centro Medico
Nacional S.XXI, Mexico City, Mexico). Rabbit hyperimmune antise-
rum against PVLS was obtained by 6 subsequent subcutaneous injec-
tions of 1 mg of carrier free peptide in complete (for the first injection)
and incomplete (for booster injections) Freund's adjuvant at 2-week
intervals in New Zealand white female rabbits. Rabbit sera were ob-
tained before the first immunization and two weeks after each injection.
Some of the HIV-1-positive human sera and the rabbit hyperimmune
serum were tested for their reactivity with human platelets in the whole
platelet ELISA and the flow cytometric assay (16).

ELISA Tests

All ELISA tests were performed following standard laboratory pro-
cedures (17). Immulon 96-well plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were
coated with 100 pl of PVLS or VPLS, respectively, per well (50
pe/ml). The peptides were diluted in carbonate-bicarbonate-buffered
saline (0.2M Na,CO,; and 0.2M NaHCO;: pH 9.6). The plates were
incubated at 37° C for | hour and were washed 4 times with phosphate-
butfered saline (PBS; pH 7.2) containing 0.3% Tween 20 (PBS-T). The
wells were filled with 100 pl of the serum sample to be tested (diluted
1:100 in PBS with (.3% Tween and 1% bovine serum albumin [PBS-
T-BSA]). The plates were left to incubate for 1 hour at 37°C. After-
ward. the plates were washed 4 times with PBS-T. then a total of 100
pl of the conjugate (anti-human or anti-rabbit immunoglobulin G
coupled to alkaline phosphatase [1:2,000 or 1:10.000, respectively])
was added. and the plates were left to react at 37° C for | hour, The
plates were again extensively washed as described. Afterward. 100 pl
of the substrate p-nitrophenyl-disodic phosphate (1 mg/ml) was added
and the plates were incubated at 37°C for | hour before the reaction
was stopped with 50 pl of 2 N NaOH per well. The optical density
(OD) was measured at a wavelength of 405 nm. To assess the speci-
ficity of the peptide reaction, 18 HIV-positive human sera were tested
after preincubation with the corresponding peptide (107°M) at 37°C for
I hour, in the expectation of some degree of inhibition of the ELISA
test in the case of specific binding to the peptide and none at all
otherwise. Moreover, an ELISA inhibition curve was performed for the
rabbit anti-PVLS serum with varying concentrations of the inhibiting
peptide using the same preincubation procedure.

Seven control HIV-1-negative sera were used in each assay as an
internal negative standard. Reactions greater than the mean absorbance
+ 3 standard deviations (SD) recorded for these 7 control sera were
regarded as positive,

Western Blot

Serum samples were obtained from peptide immunized rabbits be-
fore the first immunization and 2 weeks after the third boosting injec-
tion. A commercially available HIV-1 Western blot kit (Organon
Teknika Corporation. Durham, NC, U.S.A.) was used according to
standard protocol.

RESULTS

Serum antibodies against the platelets’ integrin 33
peptide, PVLS, and HIV-1 gp4l peptide. VPLS, were
studied in 89 HIV-1—positive individuals and 80 HIV-1-
negative blood donors. The frequency of detectable an-
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FIG. 1. Prevalence of anti-platelet virus-like sequence and anti-
gp41 virus platelet-like sequence antibodies in HIV-1-positive
sera as seen on enzyme-linked immunosorbent assay.

tibodies in HIV-1-positive sera was 65.17% (58 of 89)
for PVLS and 78.65% (70 of 89) for VPLS (Fig. I).
From the 58 serum samples positive for PVLS, 54 were
positive for VPLS as well, whereas of 70 serum samples
positive for VPLS only 54 were reactive with PVLS.
None of the 80 normal sera from healthy blood donors
exhibited any anti-PVLS or VPLS antibodies.

Of the 58 patients positive for PVLS, 40 had normal
platelet counts (>150 x 10” platelets/L), and only 18
patients had lower numbers of circulating platelets. The
relation between the presence of serum anti-PVLS anti-
bodies and platelet counts is shown in Figure 2. No sta-
tistically significant trend was detected nor any differ-
ence was observed in mean platelet counts between HIV-
positive patients with and without anti-PVLS antibodies.
None of the HIV-I-positive sera with anti-PVLS anti-
bodies nor the rabbit anti-PVLS hyperimmune serum
showed any reactivity with normal human platelets in the
whole platelet ELISA and the flow cytometric assay
(data not shown).

Sixteen sera randomly selected from the 89 HIV-1-
positive samples were also tested with 3 other platelets’
integrin B5 peptides (PV-2, PV-3, and PV-4) and two
peptides, GK-1 and GK-2, from a protein of T crassiceps
(15). Although a few HIV-1-positive sera were reactive
with other platelet peptides PV-2, PV-3, and/or PV-4,
none showed any reactivity with GK-1 or GK-2 (Fig. 3).

To demonstrate serologic specificity of positive sera,
as well as the cross-reactivity of PVLS and VPLS, an
inhibition assay was performed in which the ELISA
plates were coated with VPLS and sera were preincu-
bated with PVLS (107 M). Various degrees of inhibition
were detected in all 18 HIV-positive sera tested (Fig. 4).
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FIG. 2. Correlation between anti-PVLS antibodies and platelet
counts in 89 HIV-1-infected individuals.

Similarly, hyperimmune rabbit antibodies raised against
PVLS reacted strongly with VPLS in ELISA (OD =
0.86) and was inhibited by preincubation with varying
molar concentrations of PVLS in a concentration depen-
dent stepwise fashion (Fig. 5). Western blot analysis
showed that rabbit polyclonal antibodies raised against
PVLS bound to a band of MW corresponding to HIV-1
gp4l. as well as to other bands possibly corresponding to
nonviral but host cellular proteins (Fig. 6).

DISCUSSION

The presence in human platelet eluates of an antibody
that reacted with a chemically unidentified common epi-
tope on platelets” integrin By and HIV-1 gpl20 was
found earlier by Bettaieb et al, (10,11). These authors
demonstrated that this epitope was independent of the
carbohydrate moieties of r-gp120 and suggested that its
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FIG. 3. Enzyme-linked immunosorbent assay absorbance val-
ues of sera from 16 HIV-1-positive and 7 HIV-1-negative indi-
viduals with three platelet (PV-2, PV-3 and PV-4) and two Taenia
crassiceps (GK-1 and GK-2) peptides.

Jowrnal of Acquired Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirology, Vol, 17, No. 5, April 15, 1998



388 V. DOMINGUEZ ET AL.

1.50

28%

FIG. 4. Peptide inhibition of anti- g
virus platelet-like sequence en- o 34%
zyme-linked immunosorbent as-  ©
say of human HIV-positive and 42%
HIV-negative sera.
0.50
-2%
000 L
HIV negative
serum

characterization would be possible by using synthetic
peptides. However, their cross-reactive antibody did not
recognize in ELISA any of the 34 synthetic peptides
from gpl20 they tested (11).

We report here that 58 of 89 HIV-Il-positive serum
samples contain antibodies cross-reactive with a syn-
thetic peptide PVLS (aa749-761; sequence: DRKEFAK-
FEEERA) from the cytoplasmic domain of platelets’ in-
tegrin 3; whereas none of the HIV-1-negative control
sera reacted with this peptide (Fig. 1). Other platelet
peptides, also from integrin B; (PV-2, PV-3, and PV-4),
were reactive with fewer HIV-positive sera but none of
the 7 crassiceps peptides (GK-| and GK-2) was reactive
(Fig. 3).

Platelet pathology in HIV infection is well recognized:
approximately 9% of HIV-infected non-AIDS patients
and 21% of HIV-infected patients with AIDS develop an
immunologic thrombocytopenia that is clinically similar
to classic autoimmune thrombocytopenia (18-21). Per-
haps PVLS-positive HIV-infected individuals develop
autoimmune antiplatelet antibodies in response to HIV-
mediated extensive cellular damage. However, because
no correlation was found between anti-PVLS antibodies
and platelet counts in 89 HIV-1-infected individuals
tested. no causal relation for platelet autoimmunity is
easily tenable without much speculation. Moreover, no
platelet reactivity could be shown to be present in human
HIV-1-positive sera nor in hyperimmune rabbit anti-
PVLS serum, further weakening the notion of platelet
autoimmunity directly due to the antipeptide antibodies.
Thus, we searched for a possible antigenic homology
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—— 56%
51%
27% B8%
84% 86% g3% 7794
24%

HIV positive sera

between integrin 3; and HIV-1 proteins to examine the
possibility of cross-reactivity between the two glycopro-
teins. By simply contrasting amino acid sequences and
biochemical and structural properties of short amino acid
stretches, a 13-amino acid peptide (VPLS) structurally
homologous to PVLS was located in the conserved re-
gion of HIV-1 gp41 (aa655-667). Both peptides have a
large number of charged residues as well as a strong
tendency to a-helix structure, as predicted by Gibrat (22)
or DPM (23) methods, or coil structure. as predicted by
Levin (24) or SOPM (25) methods (Fig. 7).

Antigenic similarities between the two peptides were
indeed found: 54 of 58 PVLS-positive serum samples
were reactive with VPLS as well, and PVLS inhibited the
reaction of VPLS with human HIV-positive sera. The
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FIG.5. Inhibition curve of rabbit polyclonal anti-PVLS sequence
preimmune (negative control) and immune sera by various molar
concentrations of soluble PVLS.
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g
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FIG.6. Western blot demonstrates that rabbit anti-platelet virus-
like (PVLS) sequence antibody binds to various proteins in a
whole viral lysate, one with MW ~41,000 close to that of gp41 of
HIV-1. Lane A, strong HIV-1-positive control human serum; lane
B, rabbit anti-PVLS serum; lane C, rabbit preimmune serum.

different degrees of inhibition can be explained by dif-
ferent content and affinity profile of cross-reactive anti-
bodies in individual serum samples for the two versions
of the reacting peptides. Further, rabbit polyclonal anti-
bodies raised against PVLS were shown to react with
VPLS, and PVLS inhibited this reaction (Fig. 4). Addi-
tionally, Western Blot analysis showed that rabbit poly-

PVLS VPLS
Method DRKEFAKFEEERA | EKNEQELLELDKW
Gibrat HHHHHHHHHHHHH | HHHHHHHHHHHHH
Levin ceceeeecceeccee | cecececeeceececeeee
DPM CCHHHHHHHHHCC | TCCHHHHHHHCCC
SOPM ceceeeceeccecc | ceeceeecceceee

Consensus | ccceececceece | cceeeeeeeecce

FIG. 7. Secondary structure prediction using the methods of
Gibrat (22), DPM (23), Levin (24), and SOPM (25). H, helix; C,

coil.

clonal antibodies raised against PVLS bound to a band
with MW corresponding to HIV-1 gp41 (Fig. 5). More-
over, these anti-PVLS antibodies bound to other seem-
ingly nonviral proteins. As the Western blot strips were
prepared using whole viral lysate, we would speculate
that these nonviral bands come from host cells and that
some of them could correspond to members of the inte-
grin family, a collection of molecules with MW ranging
from 95 to 210 kd (26).

Normal or close to normal platelet counts (>150 x
10°/L) of PVLS- and/or VPLS-positive human serum
samples from HIV-1-infected patients weakens the pos-
sible significance of these antipeptide antibodies in plate-
let destruction. However, as VPLS forms a part of a
fairly conserved region located near the membrane-
spanning domain of HIV-1 gp41 that has been shown to
inhibit the viral mediated cell-cell fusion (7). and PVLS
is from a structurally and functionally conserved cyto-
plasmic domain of integrins, the presence of bivalent
cross-reacting antibodies to the virus surface and cell
membrane component proteins of many cells may con-
tribute to diverse cytopathic phenomena as well as be of
consequence in virus entrance and membrane fusion
mechanisms, as has been shown for the peptides alone
(13). Alternatively, establishing the functional signifi-
cance of these and other peptide epitopes so frequently
identified between seemingly unrelated partners may
need more detailed systematic research and technologic
development to probe more deeply in immune specificity
and in cell differentiation and function.
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RESULTADOS COLATERALES

Una metodologia, relativamente reciente, para investigar los epitopes de los anticuerpos es
la metodologia de bibliotecas de péptidos expresadas en un fago. Para este estudio se usé
una biblioteca de péptidos de 7 aminoécios expresados en el fago M13. Los sueros de dos
pacientes con PTA cronica, activa y refractaria, seleccionaron algunos fagos, que después
se probaron con otros sueros de pacientes con PTA. En este articulo se presentan las
secuencias de los fagos seleccionados. También se presenta la ubicacion de estas
secuencias en proteinas de la membrana plaquetaria, lo que sugiere que estos pueden ser

determinantes antigénicos involucrados en la destruccion de las plaquetas.

2. Gevorkian G, Manoutcharian K, Almagro JC, Govezensky T, Dominguez V.
Identification of Autoimmune Thrombecytopenic Purpura-Related Epitopes Using
Phage-Display Peptide Library. Clin Immunol Immunopathol. 1998; 86:305-9.
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A random heptapeptide phage-displayed library was
screened with two serum samples from autoimmune
thrombocytopenic purpura (AITP) patients to address
the repertoire of autoantigenic epitopes involved in
platelet destruction. We obtained a panel of affinity-
selected phage clones that have been shown to react
in enzyme-linked immunosorbent assay with autoanti-
bodies from other AITP patients. None of the peptides
obtained has been described previously as possibly be-
ing an epitope for antiplatelet antibodies, and the ma-
jority of them did not show any homology with known
platelet glycoproteins. We conclude that peptides
identified in this study could represent discontinuous
epitopes or mimotopes of natural autoantigens. Also,
they could be present in still-unknown proteins in-
volved in AITP pathogenesis. «© 1998 Academic Press

Key Words: autoimmune thrombocytopenia; peptide
phage library; autoantibodies.

INTRODUCTION

Autoimmune thrombocytopenic purpura (AITP) is a
common hematologic disorder caused by antiplatelet
autoantibodies. A number of previous studies have ad-
dressed the repertoire of autoantigenic epitopes on
platelets by analyzing the competitive binding be-
tween human autoantibodies and murine monoclonal
antibodies or by using enzyme-cleaved fragments and
synthetic peptides corresponding to different se-
quences of platelet proteins. With these techniques,
several platelet autoantigens have been characterized,
among which platelet-membrane glycoproteins (GP)
Ib/IX and IIb/IIla were encountered most frequently
(1-8). Also, autoantibodies against other platelet gly-
coproteins, e.g., GPVI, GPIV, GPIa/Ila, certain inter-
nal platelet proteins (vimentin and desmin), and the
platelet cytoskeleton protein vinculin, have been char-
acterized (7, 9-11). More recently, antibodies specific
for a novel autoantigen, a 30-kDa internal platelet pro-
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tein, have been detected in 12 of 60 patients with AITP
(12). In addition, the presence of platelet autoantibod-
ies recognizing the granule membrane protein of 140
kDa (GMP140, CD62) has been reported (13). Thus,
platelet autoantibodies appear to be heterogeneous,
and relevant autoantigens cannot be identified in a
number of cases.

Currently, the possibility of selecting ligands from
large libraries of peptides with a random amino acid
sequence has raised considerable interest, and phage-
epitope library technology has become a powerful tool
for identifying ligands for antibodies in sera whether
or not the antigen is known (14-20). It has been shown
that by screening phage libraries with monoclonal or
polyclonal antibody, mimotopes that mimic linear, dis-
continuous, and even nonpeptidic epitopes of antigen
can be obtained (21-23).

In the present study, we have chosen this new ap-
proach to identify peptides that bind to antiplatelet
autoantibodies and, therefore, correspond to or mimick
the epitopes of platelet autoantigens. By screening a
heptapeptide phage library with two sera from AITP
patients, we obtained a panel of affinity-selected phage
clones that reacted in enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) with autoantibodies from other AITP
patients.

Since several peptides specifically recognized by anti-
platelet autoantibodies were identified, our results pro-
vide additional evidence that sera from AITP patients
could contain a complex mixture of autoantibodies with
a wide range of specificities for a number of autoanti-
gens. This would be of interest in the context of under-
standing the mechanism(s) of platelet destruction as
well as in the development of possible diagnostic and
therapeutic agents for AITP.

MATERIALS AND METHODS

Human sera. Sera from 15 chronic AITP patients
and clinically healthy blood donors of both sexes were

0090-1229/98 $25.00
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TABLE 1
Peptide Sequences Displayed by 46 Random Phages Binding Autoantibodies from Sera of AITP-1 and AITP-2 Patients

AITP-1

Expt 1

Expt 2

After round 3

After round 5

After round 3

AITP-2

Expt 1

Expt 2

After round 3

After round 5

After round 3

c.1 SSHTLSA

c.51 LTRPPWG

c.31 GGHSTPE

c.2 SHYSSYQ c.52 LTRPPWG c.32 SSNIWWS
¢.3 MSLHPTT ¢.53 LTRPPWG ¢.33 SHYQHYQ
c.4 WSRPVVM c.54 LTRPPWG c.34 AARLPAI
¢.9 WSRPVVM ¢.58 MLPSVLP c.35 FCLPPAA
c.5 QYADHHA ¢.55 MLPSVLP

c.6 LPAILPQ ¢.56 ATSAIHG

c.8 FTSALPV

¢.57 LAHRLRG

¢.7 FTSSSFP
¢.10 WSWPWHW

c.21 HHKYAPR c.61 ATSAIHG c.41 NVPQPPR
c.22 WAWPWWL c.64 ATSATHG c.42 LAVRPII
c.24 SGCRVKH ¢.62 LATRPPM ¢.43 LARSPGP
¢.23 KCCDVPL ¢.63 FSRNIPP c.44 MTQYRPA
c.25 EPFGSPL ¢.65 FSKVSLS c.45 ATSAIHG
c.26 EGKPLPR c.66 MSAPAFR

c.27 KVFFPNL ¢.67 FTKPLLL

c.28 FVTLPYA ¢.68 LSKPPRS

c.29 WEISTTS

¢.30 LPSPRPM

obtained at Banco Central de Sangre, Centro Medico
Nacional S. XXI, Mexico. At the time of blood sampling
10 AITP patients had low platelet counts (between 5
and 102 x 10%L) and were classified as “active AITP,”
whereas 5 patients had platelet counts higher than 137
% 10%L and were classified as “AITP in remission.” We
have used serum samples from 2 active AITP patients
(AITP-1 and AITP-2) in biopanning experiments and
have evaluated the selected phage clones with all 15
AITP sera in ELISA.

Phage-display peptide library. The library of hepta-
peptides fused to a minor coat protein (pIII) of the fil-
amentous coliphage M13 from New England Biolabs
(Beverly, MA) was used.

Selection of phages by biopanning. Sera from two
AITP patients, AITP-1 (platelet count 26 x 10%L) and
AITP-2 (platelet count 30 x 10/L), were used for an
affinity selection essentially as described by Dower and
Cwirla (24). Briefly, 50 ul of each serum sample, diluted
1:100, were added to 6 wells of a 96-well ELISA mi-
croplate and incubated at 37°C for 1 h. We have per-
formed two separate experiments with both serum
samples using two different microplates: Nunc Maxi-
Sorp (Roskilde, Denmark) (Experiment 1), and Dyna-
tech Immulon 1 (U.S.A.) (Experiment 2). After washing
with phosphate-buffered saline (PBS), wells were com-
pletely filled with PBS/1.0% bovine serum albumin
(BSA), and plates were incubated for 1 h at 37°C. Wells
were washed with PBS, and 10" transducing units
(TU) from the heptapeptide library was allowed to react
with immobilized antibodies for 4 h at 4°C. Again, wells
were washed with PBS and then bound phage were
eluted with 0.1 M HC1/0.1% BSA (pH 2.2 with glycine).
Eluates were transferred to microfuge tubes and neu-
tralized with 35 ul of 2 M Tris base (pH unadjusted).

The eluted phage were amplified in Escherichia coli
ER2537 cells and then used for a next round of biopan-
ning. Five rounds were performed in Experiment 1 and
three rounds in Experiment 2.

Determination of peptide sequences. Single-
stranded DNA was prepared from the purified phage
as described by Sambrook et al. (25) and sequenced
with the use of T7 Sequenase version 2.0 Quick-Dena-
ture plasmid sequencing kit and [a-*’S|dATP (Amer-
sham Life Science, Cleveland, OH) according to the
manufacturer’s instructions.

Enzyme-linked immunosorbent assay. ELISAs were
carried out essentially as previously described (17).
Ninety-six-well microtiter plates (Nunc MaxiSorp)
were coated overnight at 4°C with phage (10" TU) in
PBS. The plates were blocked for 1 h at 37°C with PBS/
5% nonfat milk and then washed with PBS. Serum
samples were diluted 1:100 in PBS/1% BSA and then
100 pl was added to each well. Plates were incubated
for 1 h at 37°C and washed with PBS. Anti-human IgG
alkaline phosphatase conjugate diluted 1:2000 in PBS
was added, and plates were incubated for 1 h at 37°C.
After washing with PBS, substrate (p-nitrophenyl
phosphate) was added to develop a color reaction. The
absorbance (405 nm) was measured after a 30-min in-
cubation at 37°C. A, — A,, where A, and A, are the
absorbance of the sera binding to phage-coated and
-uncoated plates, respectively, was calculated for each
serum sample. In addition, the reactivity of the serum
with the unrelated phage (affinity selected in our previ-
ous work using rabbit anti-HIV-1 gp41 peptide serum)
should be lower than that with the phage selected in
this work.
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FIG. 1.

ELISA reactivity of sera from AITP patients and healthy blood donors with pools of selected phage clones obtained after the

third round of biopanning in Experiment 1 (A) and Experiment 2 (B) with AITP-1 (pl and p3) and AITP-2 (p2 and p4) serum samples.
Black histograms represent serum reactivity with unrelated phage R1. ELISA signal is calculated as the average of two duplicates. Results
are expressed as the difference between the average A s, values for phage-coated (As) and -uncoated (Ab) plates.

RESULTS AND DISCUSSION

To investigate the structural characteristics of pep-
tides capable of binding to autoantibodies present in
sera from AITP patients and responsible for platelet
destruction, we screened a heptapeptide phage-display
library with serum samples from two active AITP pa-
tients, AITP-1 and AITP-2. It is known that sera from
AITP patients may contain a complex mixture of auto-
antibodies with a wide range of specificities for a num-
ber of platelet autoantigens, and we expected to iden-
tify a panel of candidate disease-related peptides.

Since it had been reported earlier that during routine
screening of phage-peptide libraries, clones that bound
directly to plastic could be isolated (26), we decided to
perform two independent sets of experiments with the
same serum sample. We used two different types of
microtiter plates, Nunc in Experiment 1 and Immulon
in Experiment 2.

Following three rounds of biopanning in Experi-
ment 1 and Experiment 2, the peptide sequences of
30 randomly selected clones were determined (Table
1). In Experiment 1, with the serum sample from
AITP-1, only 2 of 10 clones showed similar sequence,
WSRPVVM. In the same experiment, but with the
AITP-2 serum sample, all 10 clones had different se-
quences. No obvious linear homology between pep-
tides obtained with the two different serum samples
was observed. Similarly, after the third round of bio-
panning with both sera, AITP-1 and AITP-2, in Exper-
iment 2, all 10 sequenced phage clones had different
sequences (Table 1).

A visible enrichment of the peptide library was ob-
tained after two additional rounds of biopanning in Ex-
periment 1. When serum AITP-1 was used, 50% of the
phages (4/8) had the same sequence, TRPPWG, and 2
of 8 had the sequence MLPSVLP, while ATSAIIIG was
present in three phage clones obtained after biopan-



308

ning with both AITP-1 and AITP-2. Interestingly, the
peptide ATSAIHG was obtained in two different sets
of experiments of biopanning with two different serum
samples (see Table 1), pointing to a high probability of
its significance among other phage clones.

To determine whether other AITP patients had auto-
antibodies that recognized epitopes similar to those rec-
ognized by sera from AITP-1 and/or AITP-2, the pools
of selected phage clones obtained after the third round
in both experiments were tested in ELISA for their
reactivity with sera from 15 AITP patients. Also, con-
trol sera from healthy blood donors were tested in this
assay (Fig. 1). We used as control phage the phagotope
R1, selected in our previous work by biopanning with
rabbit anti-HIV-1 gp41 peptide serum. Results indi-
cated that at least half of tested patients had autoanti-
bodies reacting with a panel of selected phage clones.
Some correlation between platelet count and ELISA
reactivity was found. Thus, two sera with highest reac-
tivity had low platelet counts, 10 X 10° and 28 x 10%
L, respectively. In contrast, 4 patients with platelet
counts higher than 137 x 10%L showed low ELISA
reactivity. In addition, some of the selected clones were
tested separately in ELISA and similar results were
obtained (data not shown). Only one phage with se-
quence HHKYAPR showed low ELISA reactivity with
all tested AITP sera.

None of the peptides identified in this study has been
described previously as a possible epitope for platelet
autoantibodies. However, significant homology be-
tween the peptides presented in Table 1 and some
platelet glycoproteins, such as GPIb and GPIlla, was
found. Thus, the sequence SLHPT (from phage c¢.3) is
present in platelet GPIb, the sequence PFGSP (phage
c.25) has high homology with GPIIla-derived sequence
PLGSP, and the sequence GHSTP (phage ¢.31) is ho-
mologous to AHTTP from GPIb. Each sequence may
represent a linear epitope or part of a larger antigenic
determinant.

It is known that using the peptide library makes it
possible to identify discontinuous epitopes composed
of residues distant in the sequence that are brought
together by the folding of the polypeptide chain (22).
Also, it has been suggested that a majority of antibodies
recognize and bind discontinuous epitopes (27). So,
some of the peptide epitopes obtained in this study
could represent discontinuous epitopes related to AITP.
Alternatively, since it is possible to find alternative
sequences bearing little resemblance to the initial se-
quence (mimotopes) in biopanning experiments using
phage-displayed peptide libraries (28-30), we can spec-
ulate that some of the epitopes obtained may be mimo-
topes of natural autoantigens. Finally, peptides de-
scribed in this study could be present in other still-
unknown proteins involved in AITP pathogenesis.

RAPID COMMUNICATION

In conclusion, we have used the combination of poly-
clonal autoimmune sera with the random peptide
phage-displayed library to identify the repertoire of
epitopes recognized by autoantibodies from AITP pa-
tients. Although additional studies will be required to
determine the significance of the peptides obtained, our
results may aid in understanding the mechanism(s) of
platelet destruction and defining sequences that mimic
natural epitopes, as well as in developing possible diag-
nostic and therapeutic agents for AITP.
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RESULTADOS COLATERALES

Los anticuerpos policlonales, producidos en los conejos, en contra de las membranas de
plaquetas de raton, produjeron trombocitopenia y hemorragia a los ratones que se les
administré. Con el objetivo de identificar cuales eran los epitopes para estos anticuerpos se
usé la misma tecnologia que en el articulo anterior. En esta ocasion se prefiri6é una
biblioteca de péptidos de una longitud mayor, con 12 aminoacidos, expresados en el mismo
fago M13. Ademas se busco si dos anticuerpos monoclonales comerciales reaccionaban con
los mismos epitopes. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la integrina beta 3 y el
complejo completo aypP3. En este articulo se presentan los resultados obtenidos, asi como,

la identificacion de las proteinas que portan estos determinantes antigénicos.

3. GevorkianG, Maoutcharian K, Govezensky T, Cano JA, Dominguez V, Santamaria
H, Larralde C. Identification of Mimotopes of of Platelet Autoantigens Associated
with Autoimmune Thrombocytopenic Purpura. J Autoimmunity 2000;15: 3-40.

43



doi:10.1006/jaut.2000.0389, available online at http:/www.idealibrary.com on ||]E§|.

®

Journal of Autoimmunity (2000) 15, 33-40

Identification of Mimotopes of Platelet Autoantigens
Associated with Autoimmune Thrombocytopenic Purpura

G. Gevorkian*, K. Manoutcharian*, T. Govezensky, J. A. Cano, V. Dominguez,

H. Santamaria and C. Larralde

Instituto de Investigaciones Biomedicas,
Universidad Nacional Autonoma de
Mexico, Mexico, D.F., Mexico

Received 10 March 2000
Accepted 29 May 2000

Key words: Autoantibodies,
autoantigens, autoimmune

GPIIb/IIla, the human platelet glycoprotein complex, is the autoantigen most
commonly recognized by autoantibodies in autoimmune thrombocytopenic
purpura (AITP). Two murine monoclonal antibodies (mAbs), namely Y2/51
and 5B12, directed against gpllla and gpllb/Illa, respectively, and rabbit
anti-human platelet polyclonal antibodies have been used to select AITP-
related epitopes from a phage display peptide library expressing random
dodecapeptides in the plll coat protein of M13 phage. The selected phage
clones were tested by ELISA for binding to rabbit anti-human platelet
antibodies as well as to sera from AITP patients. Seven clones reacted strongly
with rabbit anti-human platelet antibodies, and four clones reacted with sera
from AITP patients. Some homology between peptide inserts sequences of

thrombocytopenic purpura,
phage display peptide library

selected clones and human platelet gpllla and gplb were found.

© 2000 Academic Press

Introduction

Autoimmune thrombocytopenic purpura (AITP) is a
common hematologic disorder caused by autoanti-
bodies against platelet proteins, and is found in both
children and adults. A wide variety of specific
antiplatelet autoantibodies exist in patients with AITP.
Among them, antibodies against fibrinogen receptor
gpllb/llla and von Willebrand factor receptor
gplb/IX are encountered most frequently [1-3]. Also,
other autoantigens, e.g. gpla/lla, vimentin, desmin
and CD62, have been reported to be related with AITP
[3-6]. However, relevant autoantigens can not be
identified in a number of cases, indicating that the
repertoire of autoantigenic epitopes on platelets is
complex and requires more detailed research.

A number of previous studies have addressed pre-
cise localization of autoantigenic epitopes on platelet
antigens using enzyme-cleaved fragments and syn-
thetic peptides corresponding to different regions of
known platelet proteins. This approach appeared to
be useful for identification of continuous epitopes on
proteins, but can not be applied for identification of
conformational epitopes. Furthermore, it has been
shown that cation chelation of gpllb/Illa prevents the
binding of most of the platelet-associated anti-gpllb/
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[lla autoantibodies, suggesting that they react with
nonlinear epitopes [7]. Other conformational epitopes
on platelet antigens that may exist can not be ident-
ified by the synthetic peptides or protein fragments
approach. Another problem to be resolved is the
identification of epitopes of still unknown platelet
autoantigens related to AITP.

To further evaluate epitopes of gpllla and gpllb/
Illa complex, as well as to search for epitopes of other
platelet autoantigens, we have used in this study a
phage display peptide library of dodecapeptides, two
monoclonal anti-gpllla and anti-gpllb/Illa antibodies
and rabbit anti-human platelet antibodies. Phage dis-
play peptide libraries, first described by Scott and
Smith [8], have been used widely in molecular studies
of antigen-antibody binding [9, 10] and it has been
shown that by the screening of phage libraries with
monoclonal and polyclonal antibodies, linear epitopes
as well as mimotopes that mimick linear, discontinu-
ous and even non-peptide epitopes of antigen could
be identified. Thus, it has been shown that mimotopes
selected with anti-HIV-1 gp120 and anti-hepatitis B
virus surface antigen (HBsAg) antibodies induced a
specific humoral immune response to gpl20 and
HBsAg, respectively [11, 12]. Application of phage
display technology has led to the identification of
peptide mimotopes of carbohydrates [13-15] provid-
ing a new strategy for selection of immunogens for
the development of anti-polysaccharide wvaccines.
Recently, two hexapeptide sequences that mimic
autoantibody epitopes located within the cytoplasmic
region of platelet gpllla and one hexapeptide
sequence that mimics an epitope in the extracellular

® 2000 Academic Press
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portion of gpllb/Illa were identified using phage
display library approach [16]. Also, we reported ear-
lier some new possible epitopes for anti-platelet
autoantibodies identified by using AITP patients’ sera
and phage display heptapeptide library [17].

In the present study we identified other phage-
displayed dodecapeptides that react in enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with AITP patients’
sera. A homology between identified epitopes and
platelet gpllla was found. Our results could be of
interest in the development of diagnostic and thera-
peutic agents for AITP as well as for understanding
the mechanisms of platelet destruction.

Materials and Methods

Mouse IgG1 mAbs, specific for human platelet gpllla
(clone Y2/51) and gpllb/Illa (clone 5B12) were pur-
chased from Dako (Glostrup, Denmark). Rabbit anti-
human platelet serum was produced by immuniz-
ation of animals with lysed platelets prepared as
described [18].

Human sera

Sera from 20 AITP patients and clinically healthy
blood donors were obtained at Banco Central de
Sangre, Centro Medico Nacional S.XXI, Mexico. All
patients had antibodies against at least one of the
platelet major antigen (gpllb/Illa, gpla/lla, gplb/IX
or gplV) detected using a commercial assay.

Affinity selection of phages by biopanning

Selection of phages by biopanning was performed as
described in our previous works [17, 19]. Phage
Display Peptide Library from New England Biolabs
(Beverly, MA, USA) was used. The displayed 12-mer
peptides are expressed at the N-terminus of a minor
coat protein (plll) of M13 phage. The complexity of
library is about 1.9x 10" transformants. In biopanning
experiments with mouse mAbs Nunc MaxiSorp
(Roskilde, Denmark) microplates were used. In exper-
iments with rabbit anti-human platelet Abs micro-
plates coated with sheep anti-rabbit IgG (Boehringer
MannheimGmbH, Germany) were used. Rabbit serum
and mAbs were diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) containing 0.1% bovine serum albumin (BSA).
Plaque-forming units (PFU) (10"") from the original
library were used in the first round and the same
amount of amplified eluate (10'*) was used in all
subsequent rounds.

DNA sequencing

Single-stranded DNA was prepared from the purified
phage as described by Sambrook ¢t al. [20]. T7 Seque-
nase version 2.0 Quick-Denature plasmid sequencing

kit (Amersham, UK) and [a-*°S] dATP (Amersham)
were used according to the manufacturer’s
instructions.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Two types of ELISA were performed. In the first set of
experiments carried out as described in our previous
work (17, 19], 10'° PFU of corresponding phage clones
diluted in 100 pl PBS (pH 7.4) were added to each well
of Nunc MaxiSorp microplates and incubated over-
night at 4°C. Rabbit sera were diluted 1:200 and
human sera were diluted 1:100 in PBS/1%BSA. Goat
anti-human IgG and sheep anti-rabbit IgG antibodies
conjugated with Horseradish Peroxidase and ABTS
Single Solution (all from Zymed Laboratories Inc., San
Francisco, CA, USA) were used. All samples were
tested in duplicate. The absorbance was measured at
405 nm after incubated at 37°C. In the second set of
experiments Nunc MaxiSorp microplates were coated
first with anti-M13 monoclonal antibody (Amersham)
diluted in PBS, and after blocking plates with PBS/
3%BSA phage clones (10''/ml) were added. After 2 h
incubation at 37°C, plates were washed with PBS-
Tween 20, rabbit and human sera were added and the
subsequent steps were performed as described above.

Statistical analysis

Statistical significance was determined using the odds
ratio test. A P-value <0.1 was considered statistically
significant.

Homology search

Regions of amino acid similarity between peptide
inserts of the selected clones and sequences in
SWISSS-PROT  protein  sequence database were
identified using WU-BLAST 2 computer program
(‘default’ parameters were used).

Results

Screening of phage peptide library with mAbs

The library of dodecapeptides displayed randomly as
a fusion to the minor coat protein of phage M13 was
screened in two experiments with anti-human platelet
gpllla (clone Y2/51) and gpllb/Illa (clone 5B12)
mAbs. Four rounds of biopanning were performed in
each experiment. After the first round of biopanning
10> and 10* phages of the initial 10" phages were
eluted from plates coated with Y2/51 and 5B12 mAbs,
respectively (Table 1). The amount of input phage in
all subsequent rounds was 10'%. As shown in Table 1,
in biopanning experiment with Y2/51 mAb, the
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Table 1. Affinity selection of phages that bind to Y2/S1 and 5B12 mAbs and rabbit anti-luman platelet

polyclonal antibody

Ab 1st Round 2nd Round 3rd Round 4th Round
In® Out® In Out In Out In Qut
Y2/51 10" 5x10% 10'? 3x10° 10'2 1.3x10% 10'2 2x10°
5B12 10" 1.2x10* 10" 2.8x10° 10'? 3x107 102 5x 107
Rabbit 10" 2x10° 10" 2x10° 10'2 3x107 102 2x10?

"The total number of phage added to Ab-coated plate.

"The total number of specific phage eluted from Ab-coated plates after each round.

Table 2. Deduced amino acid sequences of the insert in phage colones isolated after fourth round of

biopanning with Y2/51 and 5B12 mAbs

Clones® Sequence Frequency®
11, J4, 12, 13 A A H M Q R F P I L H Q 4/16
12 L A T T K 2 S H L T R L 1/16
13, ]5, 16 F S K P 8 A A I T H B Ty 3/16
17 S I H H W P M L F R L P 1/16
8 L S P F P K Y P P K I 15 1/16
19, ]10, J15 M § P M H K Q 8§ R A T Y 3/16
J11, |16 i F L T P W F T H F P R 2/16
J14 v g H L P T L K M P S A 1/16
J41 M T F S T K G S T T S G 1/16
J42 S 1 M H H H L A P F I A 1/16
J43 Y Vv H S T Q ¥ L, i P Q N 1/16
J44, 150 H 7T Y S W P T L H P N G 2/16
J46 T P A% M P P R W A Vv A L 1/16
147 3 5 H v Q S W R L [ K A 1/16
J48 Q G I% P F H A A I R L L 1/16
J49 I R P W [ w T P D I R 5 1/16
J51 Y T T i E P Vv P Q D L S 1/16
52 I P L H W H A I 9 T R W 1/16
153 L P S S [ R L H & H F 5 1/16
]54 B E F Q H M S L K H I D 1/16
155 F S T S P S ¥ ) P VvV W R 1/16
156 s W H Vv W P ¥ H @ D R 5 1/16
157 5 P Vv S N D D L A Q K R 1/16
"Phage clones J1-116 were selected with Y2/51 mAb and clones [41-]57 with 5B12 mAb

"Number of times each sequence was independently isolated.

amount of affinity selected phage increased by
approximately 100-fold after the second round, by
approximately 1000-fold after the third round and
remained the same after the fourth round. In biopan-
ning experiment with 5B12 mAb, the amount of
affinity selected phage increased approximately
10-fold after the second round, approximately 100-
fold after the third round and maintained the same
value after the fourth round.

The 16 plaques were randomly selected from the
plated eluate after the fourth round of each exper-
iment. DNA sequences of dodecapeptide inserts of 32
phage clones were determined and the deduced
amino acid sequences are shown in Table 2. Only two
of 16 phage clones selected with 5B12 mAb have
identical peptide inserts. In contrast, peptide inserts of
four phage clones selected with Y2/51 mAb had the
same sequence AAHMQRFPLLHQ, three have a

sequence FSKPSAALTHDT, another group of three
phage clones has a sequence MSPMHKQSRATY and
two clones have a sequence SFLTPWFTHFPR.

Frequency analysis of the relative occurrence of the
20 amino acids in the dodecapeptides displayed by 66
randomly selected phage clones from original library
and 32 phage clones picked after the fourth round of
biopanning revealed that histidine (P<0.05) was fre-
quent in the phages selected in both biopanning
experiments and lysine (P<0.1), methionine (P<0.1)
and phenylalanine (P<0.05) were most frequent in
phage clones selected with 5B12 mAb (Table 3). In
contrast, in both experiments there was a selection
against glutamic acid (P<0.05).

Sequence comparison between the inserts of the
selected clones and human gpllb/Illa showed some
homologies. Thus, the XSPZ motif where X=L,Y or M
and Z=FEV or M present in five clones was found
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Table 3. Frequency of occurrence of 20 amino acids in the
dodecapeptides displayed by 66 randomly sclected phage clones
fromt original library and 32 phage clones picked after fourth
round of biopanning experiments with Y2/51 and 5B12 mAbs

Frequency (%)

Amino acid

Original library  Y2/51 5B12

Alanine (A) 5.4 990 521
Arginine (R) 44 573 5.21
Asparagine (N) 4.3 0.00 2.60
Aspartic acid (D) 35 1.56 3.65
Cysteine (C) 0.4 0.00 0.00
Glutamine (Q) 5.6 573 4.69
Glutamic acid (E) 28 0.00 0.00
Glycine (G) 3.3 0.00 2.60
Histidine (H) 5.1 1042 9.38
Isoleucine (I) 3.5 1.04 3.65
Leucine (L) 10.9 10.94 8.33
Lysine (K) 27 5.21 2.08
Methionine (M) 34 6.25 2.08
Phenylalanine (F) 29 7.81 3.65
Proline (P) 11.9 12.50 11.98
Serine (S) 10.9 9.90 11.98
Threonine (T) 10.1 8.85 9.90
Tryptophan (W) 19 1.56 5.73
Tyrosine (Y) 2.8 2.08 3.13
Valine (V) 4.4 0.52 4.17

A

gplllaiaal9-23) AVSEPM

J8 LSPFPKYPPKIPF

J9,J10,J15 MSPMHEKQSRATY

J55 FSTSPSYSPVWR

B

gplb (an315-323) PTEKAHTTPW

PL3. PLS, PL12 LAHPTSGHTL PW

(&

CD 144 antigen taa615-624) TLLIFLRRRL
PL4 AKTMVIFLRRRL

Figure 1. Amino acid sequence homologies among selected
clones and human proteins. The peptide sequence is pre-
ceded by the phage clone or human protein name. [dentical
and similar amino acids are given in bold and in italics,
respectivelv. Human protein sequences are from the Swiss-
Prot protein sequence database. (A) Homology with platelet
gpllla. (B) Homology with platlet gplb. (C) Homology with
CD144 antigen.

to be homologous to a region of the extracellular
amino-terminal part of gpllla (Figure 1A).

Screening of phage peptide library with rabbit
anti-human platelet lysate polyclonal antibodies

The librarv of dodecapeptides expressed on phage
was also screened with rabbit anti-human platelet

lysate polyclonal antibodies. After the f:rst round of
biopanning 10° phages of the initial 10"" phages were
eluted from microtiter plates coated first with anti-
rabbit [gG polyclonal antibody and then sensibilized
with rabbit anti-human platelet antibodies. We used
these plates to let antibodies to be oriented in such a
manner than maximizes the number of antigen-
binding sites free to interact with the phage-displayed
peptides. As shown in Table 1, in biopanning exper-
iment with rabbit polyclonal antibodies, the amount
of affinity selected phage increased by approximately
100-fold after each round of selection. Four rounds of
biopanning were performed.

The 16 plaques were randomly selected from the
plated eluate after the fourth round of biopanning and
DNA sequences of their dodecapeptide inserts were
determined. The deduced amino sequences are shown
in Table 4., Three clones (PL3, PL8 and PL12) have an
identical sequence LAHPTSGHTLPW and two clones
have a sequence SGLAKFCLAPLP. It is interesting to
note that the motif SGHTLPW from the carboxy-
terminal part of repeated clones was encountered also
in another clone (PL15) also at carboxy-end: WRILAS-
GHTLPW. The SGH motif from four clones also was
present in gpllla. Another homology of PL3=PL8=
PL12 was found and appears to be with human
platelet gplb « chain precursor (Figure 1B). High
homology of clone PL4 with human wvascular
endothelial-cadherin precursor (CD144 antigen) was
found (Figure 1C).

ELISA using phage as antigen to detect
anti-platelet antibodies

The binding of the affinity selected phage clones to
rabbit anti-human platelet antibodies was character-
ized by ELISA. Two types of ELISA were performed.
In the first set of experiments all phage clones were
evaluated using plates coated directly with phage. In
the second set of experiments plates were previously
coated with anti-M13 monoclonal antibody, then
phage (only phage clones selected with rabbit anti-
human platelet antibody) were added. In this case
anti-M13 monoclonal antibody reacted with pVIII
protein of phage particle, and peptides expressed as
fusion with plII would be accessible for serum IgG.
When plates were coated with phage alone, four
clones (PL3, PL9, J2 and J5) were strongly positive
(Figure 2). When anti-M13 monoclonal antibody was
used to coat plate and then phage were added, three
clones (PL3 PL9, and PL15) were strongly positive
(Figure 3). No reaction of positive clones with rabbit
preimmune serum as well as control rabbit (anti-T1
peptide) serum was observed. Non-related phage
GMB6 isolated in our previous work did not react with
rabbit sera in both experiments indicating to the
specificity of reaction of the selected phage by
anti-human platelet Abs.

The most strongly binding clones were then chosen
and further evaluated in ELISA with human sera to
investigate whether sera from AITP patients contain
antibodies against the selected epitopes. In the first set
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Table 4. Deduced amino acid sequences of the inserts in phage clones isolated after fourth round of

biopanning with rabbit anti-human platelet serum

Clones Sequence Frequency®
Pl Q I W H H 1) P N § Q L L 1/16
P12 L E M F I D K N Q@ R L T 1/16
P13, PIS, Pl12 L A H P T 8 G H T L P W 3/16
P14 A K T M V [ F L R R R L 1/16
Pl5, P110 S G L A K k C L A P L P 2/16
Pl6 Y L Q S N T E P K 2 B 8 1/16
P17 M F P M G M S Q R P F ) 1/16
P19 D Vv 1L M H G F D P A L [ 1/16
Pl13 N R T P E I L. H S I M H 1/16
Pl14 £ T H H Y G ¥ K S G Y 1/16
PI115 W R [ L A S G H T L 2 w 1/16
Pl16 S Vv R S 2 H L E P vV M R 1/16
*Number of times each sequence was independently isolated.
3 1.8 e
?/ 1.6
2.5 7 27
. 1.4 i
% 7
t ' Sl 7 o
1 7 Z
o] £ = ‘.'-' ///:
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i ; 7
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Lysate  GM6 PL3 PL9 J2 Jb Lysate GM6 PL3 PL9 PL15

Figure 2. Reactivity of rabbit anti-human platelet serum
with phage clones in ELISA. Sera were added to plates
coated with phage alone and binding was analysed as
described in Materials and Methods. Each OD value repre-
sents the mean of duplicate determinations. Platelet lysate
was used as positive control. Non-related phage GM#6 was
used as negative control. Preimmune (), immune (-.7).

of experiments with human sera plates were coated
with phage alone. Unrelated phage GM6 and PL3
were tested with sera from two AITP patients pre-
viously shown to react with platelet lysate (Figure 4).
Both sera reacted with PL3, and no reaction
with control non-related phage was observed. In the
next set of experiments three clones (PL3, PL15
and PLY) were evaluated using sera from twenty
AITP patients (Figure 5A & B). Ten sera reacted
with both PL8 and PL15 and eight sera reacted
with PL9. No reaction was observed with sera from
healthy donors.

Discussion

Autoantibodies directed against human platelet gpllla
and gpllb/Illa complex have been described earlier as
a major target for anti-platelet antibodies present in
patients with AITP. Also, other platelet proteins as

Figure 3. Reactivity of rabbit sera with phage clones in
ELISA. Sera were added to plates coated first with anti-M13
monoclonal antibody, then with phage clones. Binding was
analysed as described in Materials and Methods. Each OD
value represents the mean of duplicate determinations.
Platelet lysate was used as positive control. Non-related
phage GM6 was used as negative control. Anti-T1 peptide
serum produced previously was used as control serum.

Preimmune (OJ), anti-TIC (unrelated) (M), anti-human
platelet (7).
well as other membrane constituents, e.g. glycolipids

have been reported to be associated wrth AITP [2].
To analyse further the repertoire of autoantigenic
epitopes of human platelets we have characterized the
binding epitopes of two murine monoclonal anti-
bodies (Y2/51 and 5B12) reacting with human platelet
gpllla and gpllb/Illa complex as well as peptides
binding to rabbit anti-human platelet antibodies. 5B12
mAb was shown to inhibit in vitro proplatelet forma-
tion [21]. Two previous studies used AITP patients’
sera and phage libraries to identify peptide sequences
recognized by anti-platelet autoantibodies [16, 17].
The advantage of a screening library with platelet
antigen-specific monoclonal or polyclonal antibodies
is that the selection of epitopes recognized by un-
related antibodies present in patient sera could be
avoided.
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Figure 4. Reactivity of AITP patients sera with phage clones B
in ELISA. Sera were added to plates coated with phage 25 S o e us P AT,
alone and binding was analysed as described in Materials 2
and Methods. Each OD value represents the mean of dupli- Z 2
cate determinations. Non-related phage GM6 was used as - Z 7z Z
control. Donor (O), AITP-8 (M), AITP-15 (). . GG 7z
L5 L 2 e 2oz . B Z
; . o G-
The sequence analysis of the phage dodecapeptide 3 ‘W Y U 2 7 5/ 7
inserts showed that the sequences of peptides selected 1 : x & o o
with the Y2/51 mAb were enriched in histidine, 5 2 7 % &
methionine and phenylalanine, and peptides selected o5 , % e B = 5
£ o 5 2 y S .0 - v Y “ 4
with the 5B12 mAb were enriched in histidine and 2 z %8 7 7
tryptophan. This may indicate involvement of these 2 7 2 ¥ = g
: : L Wl o T PR )

residues in a specific contact with mAbs. The over-
representation of aromatic residues (tryptophan, phe-
nylalanine and tyrosine) was reported earlier in the
sequences of peptides selected with other mAbs [22,
23] and the authors suggested that this was likely to
be due to the abundance of aromatic residues at the
bottom of the paratope in mAb since it is known that
aromatic residues make stable contact between them.

It is known that an autoepitope is not necessarily a
continuous primary sequence but may be a
conformation-dependent discontinuous one. Several
discontinuous epitopes have already been mapped
using phage display peptide libraries [24-26]. We
have shown that three identical clones (PL3, PL8 and
PL12) selected with rabbit anti-human platelet anti-
bodies had some homology with stretches of amino
acid residues within human platelet gplb (Figure 1).
The presence of anti-gplb antibodies among anti-
human platelet antibodies was described earlier [27,
28], but fine epitope mapping has not been performed.

In order to evaluate the ability of the affinity
selected phage clones to detect anti-platelet anti-
bodies, ELISA experiments using rabbit anti-human
serum as well as sera from patients with AITP were
performed. The advantage of specific phage-based
assay may consist in availability of phage compared
with purified platelet glycoproteins or murine mono-
clonal antibodies against the antigen of interest used
in previous studies [29-31]. As shown in Figures 2-5,
phage PL3 with peptide insert sequence homologous
with platelet gpIb was strongly positive in ELISA with
rabbit anti-human platelet serum and sera from
patients with AITP. These data include that above
mentioned peptide sequence may represent a mimo-

SP1 SP2 SP3 SP5 SP6 SP7 SP10 SP14 SP15 SP18 $P20

Figure 5. Reactivity of AITP patients sera with phage clones
in ELISA. Sera were added to plates coated first with
anti-M13 monoclonal antibody, then with phage clones.
Binding was analysed as described in Materials and Meth-
ods. Each OD value represents the mean of duplicate
determinations. Serum from healthy donor with normal
platelet count was used as control. (A) Non-related ((J), PL3
(M), PL15 (%). (B) Non-related (OJ), PL9 ().

tope of a discontinuous epitope on platelet gplb. Also,
it is interesting to note, that phage clones PL3 and 15
that shared a common SGHTLPW sequence reacted
strongly in ELISA with both rabbit anti-human plate-
let and AITP patients’ sera and no reaction was
observed with preimmune and control (anti-T1 pep-
tide) sera as well as sera from control healthy donors
(Figures 2-5). These data indicate that peptide
SGHTLPW may be also involved in AITP and is an
interesting target for further investigation.

While the recognition of the clones sharing
sequence homology with known platelet antigens by
platelet-specific rabbit and human sera could be the
result of such a homology, the positive reaction of
some clones without any sequence similarity with
platelet autoantigens by the same sera is indicating
that these peptides are involved in complex antigen-
antibody interaction and may represent mimotopes of
platelet autoepitopes. The latter assumption is sup-
ported by the fact that the antigenic mimicking is
functional, involving similar binding interactions
rather than exact similarity of peptide sequences
representing antigenic determinants.
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In conclusion, our results indicate that phage selec-
tion can generate epitope mimics that bind to anti-
human platelet antibodies in rabbit and human sera.
By determining the spectrum of specificities of the
autoantibody repertoire in AITP, we will be able to
answer questions regarding the molecular mechanism
of pathogenesis of the disease. Also, more specific and
reliable reagents for diagnosis and treatment could be
developed.
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DISCUSION GENERAL

La produccion de anticuerpos anti-plaqueta se hizo en conejos hembra New Zealand, y para
comprobar su produccion se us6 como antigeno un lisado de plaquetas humanas. No fue
posible purificar a los anticuerpos especificos contra las plaquetas, porque al adsorberlos a
plaquetas y posteriormente despegarlos de las mismas, la preparacion contenia muchas
proteinas plaquetarias, que podian competir con las plaquetas de los ratones. En lugar de
esto se prefirid purificar la fraccion de inmunoglobulinas G. Esta preparacion por lo tanto
contiene inmunoglobulinas G inespecificas y los anticuerpos IgG anti-plaqueta de interés.
Los resultados del articulo central de esta tesis (Dominguez, et al., 2003) demostraron que
existe una reaccion cruzada in vitro entre las IgG anti-plaqueta de ratén y plaquetas
humanas. Y que las IgG anti-plaquetas humanas producen trombocitopenia y sangrados
moderados en ratones. Situacion que se explica por la homologia entre los receptores
plaquetarios de ambas especies, entre los cuales se encuentran gpllb-Illa (integrina oup-f33),
gplb-V-IX, CD40, selectina P y selectina E. Lo cual significa que los resultados que se
encontraron en el modelo murino de pirpura inmune pueden trasladarse a lo que ocurre en
los pacientes con PTA. La homologia que existe entre los receptores es de alrededor del 70
% y por lo tanto no se produce el sangrado con la misma severidad que con los anticuerpos
homologos.

Este modelo murino reprodujo el sangrado observado en los pacientes con PTA, es decir
sangrado por mucosas y piel. Los signos externos de hemorragia, ocurrieron precisamente
en las areas donde pequefios traumas pueden ocasionar la hemorragia. Por ejemplo en la

piel del pabellon de las orejas, en las patas, cola y en la cabeza. Los ratones no se
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encontraban aislados en cajas unicas, en una caja habia hasta 10 ratones. Unos a otros
podian causarse lesiones por contacto, que hizo més evidente el sangrado en los sitios
expuestos. Otro ejemplo del sangrado por lesion en el sitio de puncion para la
administracion intraperitoneal de los anticuerpos. Y en el caso de los ratones que se
examinaron por una semana, el plexo del ojo donde se realiz6 la puncion para la obtencién
de la muestra de sangre tenia francas manifestaciones de sangrado. Los ratones presentaron
hemorragia intestinal muy evidente ya que las heces salian con sangre fresca. Es decir al
realizar el esfuerzo de defecar habia ruptura de los vasos sanguineos del recto lo que
condiciond esta hemorragia.

Las manifestaciones hemorragicas de los 6rganos internos, muestran sangrados que
pudieran llamarse “espontaneos”, ya que el higado, el intestino grueso, el intestino delgado,
el corazon o los pulmones tuvieron las mismas signos hemorragicos que los 6rganos
externos, como las petequias y equimosis muy grandes, observables a simple vista. Signos
que a nivel microscopico se observa por la clara congestion de vasos pequefios, y la
presencia de eritrocitos en el espacio intersticial. No se realiz6 un estudio de microscopia
electronica para apreciar en detalle, la pérdida de la integridad de los vasos sanguineos.

No se tomo la cuenta de plaquetas antes de dos horas de la administracion de los
anticuerpos, pero un dato muy importante es que a pesar de que la trombocitopenia ya
estaba al nivel mas bajo a las dos horas, el sangrado todavia no era evidente. Es decir las
plaquetas ya habian sido opsonizadas por los anticuerpos y los macrofagos ya las habian
fagocitado, por lo que es posible que los anticuerpos restantes estuvieran fijados a los
receptores, compartidos con las plaquetas, de las células endoteliales. Y que estos
anticuerpos pudieran ser capaces de activar a estos receptores y permitir la separacion de

las uniones intercelulares de los vasos sanguineos, para la salida de los componentes

53



sanguineos. En ninglin momento pudo observarse la infiltracion de células inflamatorias
por lo cual pude eliminarse la posibilidad de dafio citotdxico a la pared vascular, mediado
por complejos inmunes.

Los resultados demuestran que los signos hemorragicos no concuerdan con las cifras de
plaquetas. Los ratones que recibieron la dosis mas pequefia, no presentaron ningun dato de
sangrado a pesar de tener los mismos niveles en las cuentas plaquetarias. Y solo los que
recibieron dosis medias y altas sangraron. Y a medida que la concentracion del anticuerpo
se aumento, ocurrid lo mismo con las manifestaciones hemorragicas. Es decir, unicamente
la trombocitopenia no es lo que hizo sangrar a los ratones. Una posible explicacion es que
el excedente de anticuerpos se fija a los receptores de las células endoteliales, compartidos
con las plaquetas, y que permite la activacion del citoesqueleto para retraerse e interrumpir
la uni6n intercelular del endotelio vascular y entonces producirse la extravasacion de los
componentes celulares sanguineos. Si esto es cierto, ya no se clasificaria mas a la PTA
como un enfermedad autoinmune 6rgano especifica.

Es un hecho muy conocido la participacion de los receptores de la familia de las selectinas
en el deslizamiento de los leucocitos sobre el endotelio vascular y la participacion de los
receptores de la familia de las integrinas en la fijacion y activacion tanto del endotelio
como de los mismos leucocitos para que ocurra la extravasacion. Las plaquetas y las células
endoteliales compartes receptores de ambas familias. De la familia de las selectinas
comparten las selectina P y E y de la familia de las integrinas comparten los dos receptores
de la subfamilia B;: el clasico receptor de fibrindgeno ou-f3 (gpllb-1lla) (CD41/CD61) y

el clasico receptor de vitronectina oryp; (CD51/CD61); y los receptores de la subfamilia B;:

el receptor de colagena o (gpla-1la) (VLA-2) (CD49b/CD29), el receptor de
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fibronectina 5B, (gplc*-Ila) (VLA-5) (CD49¢/CD29) y el receptor de laminina
asBi(gple-Ila) (VLA-6) (CD49f/CD29). Parece ser que estos mismos receptores participan
en el deslizamiento de las plaquetas sobre el endotelio vascular, ya que se ha demostrado
que la deficiencia de la selectina P, afecta la movilidad plaquetaria, lo que resulta en
tiempos de sangrado alargados, ademas de afectar la movilidad de los leucocitos
(Dominguez, et al, 2001 (a) y referencias que alli se citan).

Es muy probable que estos receptores estén siendo activados por los anticuerpos anti-
plaqueta, en la misma manera que lo hacen sus ligandos.

Por medio de una reaccion de inumohistoquimica fue posible demostrar que los anticuerpos
anti-plaqueta se fijan en forma exclusiva a las células endoteliales. Se requiere de mas
estudios para demostrar si estos anticuerpos producen sefiales de activacion celular.

En el experimento (Figura 1 del articulo central) en el cual se administré una sola dosis de
IgG’s anti-plaqueta de raton se puede observar un pico de trombocitopenia a las 24 horas y
el retorno a los niveles basales a los tres dias, la administracion de IgG’s anti-plaquetas
humanas, muestra el mismo pico de trombocitopenia y ligera trombocitosis a los tres dias,
pero la administracion de IgG’s control muestra una ligera trombocitosis a las 24 horas y un
aumento considerable de plaquetas a los tres dias. Trombocitosis que se hace todavia mas
evidente en la figura 2 que corresponde a la administracion repetida de IgG’s anti-plaquetas
de raton. Es muy interesante el fendmeno del aumento de plaquetas, con la administracion
de IgG’s control, porque precisamente el empleo de inmunoglobulinas G por via
endovenosa (IgGIV) es uno de los tratamientos empleados en los pacientes que cursan con
PTA cronica refractaria a los tratamientos convencionales. Se ha postulado que el

mecanismo de accion de la IgGIV es a través de disminuir la citocinas IL-6 y M-CSF, que
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se encuentran muy elevadas en estos pacientes. En el caso de los ratones, a los cuales se les
administrd las IgG’s control, no hubo recuperacion de trombocitopenia, por lo que la IgG
inespecifica pudiera estar interfiriendo el proceso normal de destruccion plaquetaria
(Dominguez, et al., 2001 y referencias que alli se citan).

Al intentar reproducir la purpura inmune con los anticuerpos anti-péptidos de la integrina
B3, se observaron los siguientes resultados interesantes.

La produccion de anticuerpos anti-PV-2 result6 exitosa, no asi la reproduccion de purpura
inmune en los ratones. El péptido PV-2 (KKFDREPYMTENTC(A)) tiene algunas
diferencias de estructura primaria en la secuencia de la proteina de conejo y de ratén, como

se muestra en el siguiente alineamiento:

KKFDREPYMTENTC integrina 33 humana

KKFERGVLHEENTC integrina B3 de conejo

KKFNRGTLHEENTC integrina B; de raton

Los dos puntos significa que los aminoacidos son idénticos, un punto que pertenece al
mismo grupo, y sin ninguna anotacion, que son completamente diferentes.

Para ver con mayor detalle el alineamiento se hace la siguiente tabla comparativa:

K |[K|F |ID|R[E|P|Y |M|T |E |N|T |C |Integrina B; humana (aa 644-657)
K |[K|E |E |[R |G|V |L |H|E [E [N |T |C |Integrina B; de conejo (aa 644-657)
K |[K[F IN|IR|G|T |L |H|E |[E [N |T |C |Integrina B; de raton (aa 644-657)

Se resaltan con letras “negritas” los aminoacidos diferentes. Estas diferencias pueden ser
importantes en el reconocimiento del anticuerpo, que fue producido con la secuencia de la

integrina humana, y entonces, no es posible que se fije a la integrina del ratén.
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Por otra parte no fue posible producir anticuerpos anti-PV-3 en conejo. Se comparan las
secuencias correspondientes al péptido PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP) de las integrinas de
humano, de conejo y de raton en el siguiente alineamiento:

GCPQEKEKSFTIKP integrina 33 humana

GCPQEKEKSFTIKP integrina 33 de conejo

GCPQEKEQSFTIKP integrina B3 de ratén

G |C[P|Q|E |K|E |K|S |F |T |I |K|P |Integrina B3 humana (aa 431-444)
G |[C [P |Q|E |[K|E |[K|[S |[F |T |I |K|P |Integrina B; de conejo (aa 431-444)
G [C[P |Q|E |[K[E |Q|S |F |T |IT |[K|P |Integrina B3 de ratén (aa 431-444)

La integrina de conejo, tiene la misma estructura primaria que la integrina humana y por
esta razon el conejo no pudo producir anticuerpos en contra del péptido PV-3. Se puede
observar la diferencia en solo un aminoacido con la integrina de raton.

Con estos resultados no se puede concluir si los anticuerpos anti péptidos PV-2 y PV-3
estan involucrados o no en la fisiopatogenia del sangrado de la PTA. Lo que si se puede
concluir es que no estan involucrados en la fisiopatogenia del sangrado en el modelo
murino de parpura inmune.

Situaciones similares se observaron cuando se administré a los ratones, las dos clonas de
anticuerpos monoclonales, de los cuales se obtuvieron los probables epitopes por “phage
display” (Gevorkian, et al., 2000). Que ha pesar de que reconocen epitopes localizados en
la integrina PBs, clona Y2/51, y del receptor completo oup, B3, clona SB12, son clonas que se
obtuvieron en raton en contra de proteinas humanas y por lo tanto no reaccionan con las
proteinas plaquetarias murinas.

En cuanto al estudio de los epitopes involucrados en la PTA, la metodologia de péptidos

expresados en fagos (“phage display™) permitio observar que el suero de los pacientes con
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PTA contienen una mezcla de anticuerpos que reconocen diferentes epitopes que se
localizan en proteinas plaquetarias. Por ejemplo la secuencia SLHPT en la proteina Iby en
la integrina B3. La secuencia PFGSP tiene una alta homologia con la secuencia PLGSP de
la integrina B3 y la secuencia GHSTP tiene homologia con la secuencia AHTTP de la
proteina Ib. Interesantemente cada secuencia puede representar un epitopo lineal o ser parte
de un determinante antigénico mas grande. Incluso pudieran ser parte de epitopes
conformacionales (Gevorkian, et al., 1998).

Los epitopes seleccionados por los anticuerpos monoclonales se probaron con el suero de
los pacientes con PTA y con el suero hiperinmune de conejo en contra de plaquetas

humanas y se present6 una reacciéon muy importante con varios epitopes, en especial con la

secuencia SGHTLPW.

A pesar de que se acepta que la integrina B33 es el principal blanco de los anticuerpos
antiplaqueta en la PTA, parece ser que hay otras proteinas contra los cuales se producen
anticuerpos. Por lo que identificar todos y cada uno de los epitopes responsables de la
destruccion plaquetaria es una tarea muy dificil. En primer lugar por la gran diversidad de
probables epitopes de los muchos receptores presentes en la membrana de las plaquetas y
en segundo lugar, pero no menos importante, por la gran cantidad de epitopes
conformacionales de la estructura tridimensional de las proteinas. Estructura que cambia
dependiendo si la plaqueta esta en reposo o en estado activado. Ademds parece ser que no
todos los pacientes tienen en su suero el mismo repertorio de autoanticuerpos, es decir, cada
paciente cuenta con un repertorio propio. Seria muy interesante poder identificar el epitope
relevante en la produccion de los autoanticuerpos de cada paciente para administrarle el

epitope correspondiente que compitiera con el antigeno natural impidiendo asi su fijacion a
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la membrana plaquetaria y por lo tanto la opsonizacién y la consecuente fagocitosis de las
plaquetas.

Si fuera posible aceptar que los anticuerpos mas bien estan dirigidos en contra de proteinas
de las células endoteliales, y que la plaqueta por tener receptores comunes a las células
endoteliales, captura a estos anticuerpos. Entonces la plaqueta funciona como un vehiculo
que permite su depuracion. Si no fuera de este modo, los anticuerpos producirian mayor
dafio endotelial, como ocurre en los pacientes con lupus eritematoso sistémico y otras
enfermedades autoinmunes, en las cuales la vasculitis es una manifestacion muy importante
en la patogenia de la enfermedad (Dominguez, et al., 2003 y referencias que alli se citan).
Por lo pronto creo que debe dejar de considerarse a la PTA como una enfermedad

autoinmune 6rgano especifica y considerarla como una enfermedad autoinmune sistémica.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en esta tesis se puede concluir lo siguiente:

¢

Se produjo un modelo murino de purpura trombocitopénica inmune que reproduce
las manifestaciones hemorragicas de los pacientes con PTA.

Este modelo se puede usar para estudiar el mecanismo terapéutico de la IgGIV.

La participacion de las células del endotelio vascular es importante en la
fisiopatogenia del sangrado.

Hay una gran variedad de epitopes que son reconocidos por los anticuerpos
presentes en el suero de los pacientes con PTA.

Los epitopes corresponden a varias proteinas de receptores plaquetarios (o3
gpIB-V-IX, gpla-lla)

Es probable que muchos de los epitopes sean conformacionales.

No fue posible establecer el papel que tienen los anticuerpos anti-PV2 y anti-PV3
de la integrina B3 en la fisiopatogenia de la PTA.

Es necesario continuar con el estudio de participacion de las células endoteliales en

la produccion del sangrado.
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PERSPECTIVAS

Considero que el trabajo realizado en esta tesis apenas sirve de base para investigaciones

futuras. Las lineas de investigacion que seria conveniente continuar son:

1. Realizar electroforesis de proteinas de lisado de células endoteliales humanas,
transferirlas a nitrocelulosa y realizar técnica de “Western Blot” con el suero
hiperinmune anti-plaquetas humanas y el suero de los pacientes con PTA.

2. Identificar cuales son las proteinas que son reconocidas por los sueros de los
pacientes con PTA.

3. A las células endoteliales en cultivo, agregar los sueros hiperinmune y de pacientes
y medir sefiales de activacion, como la fosforilacion en tirosina de las regiones
intracitoplasmaticas de las integrinas.

4. Realizar microscopia electronica de los 6rganos que presentaron congestion y
extravasacion de eritrocitos, para estudiar con detalle las uniones intercelulares.

Creo que seria mas importante impedir o frenar las manifestaciones hemorrégicas a nivel

del endotelio, que corregir la trombocitopenia.
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APENDICE
MARCO TEORICO

Para resumir ]a vasta informacion relacionada con esta tesis, se presentan los 4 articulos de
revision bibliografica realizados durante la estancia doctoral. En primer lugar, fue necesario
conocer todos los estudios realizados para investigar los mecanismos fisiopatogénicos de la
PTA. Los estudios en humanos presentan la desventaja de no contar con un nimero grande
de casos y la dificultad de tener los controles adecuados. Los estudios en modelos murinos
son basicamente de dos tipos, los ratones que tienen una enfermedad autoinmune parecida
al lupus eritematoso sistémico en hi’lmanos, y que, en forma secundaria presentan PTA y los
modelos inmunes en los cuales se ac.iministran los anticuerpos en contra de antigenos
plaquetarios, que no necesariamente son los mismos antigenos presentes en las plaquetas
humanas.

Este articulo de revision comprende los estudios realizados en humanos, tanto in vifro como

in vivo, y los estudios realizados en modelos murinos.

1. PURPURA TROMBOCITOPENICA AUTOINMUNE

Dominguez V y Rodriguez H. Mecanismos celulares y bioquimicos involucrados en
la fisiopatogenia de la ptrpura trombocitopénica autoinmune. Gaceta Médica de
Mexico. 2002; 138: 461-472. Articulo de revision
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ARTICULOS DE REVISION

Mecanismos celulares y bioquimicos involucrados
en la fisiopatogenia de la purpura trombocitopénica
autoinmune

Ma. Victoria Dominguez-Garcla,*** Héctor Rodriguez-Moyado*****

Recspcion version modificada 05 de abril del 2001; aceptacion 17 de abril del 2001

Resumen

La pirpura trombocitopénica autoinmune (PTA) es un
sindrome causado por la destruccion excesiva de plaquetas
recubiertas por autoanticuerpos dirigidos contra antige-
nos de la membrana plaquetaria. Se ha demostrado que la
destruccidn de plaquetas se lleva a cabo en los macréfagos
del sistema reticulo endotelial, pero todavia no se conocen
los mecanismos inmunoldgicos involucrados en la destruc-
cién. El objetivo de este articulo es revisar la informacidn
acerca de la fisiopatogenia de esta enfermedad. ‘
Ante la dificultad de tener estudios controlados en huma-
nos se ha recurrido a los modelos en animales de labora-
torio. Entre estos modelos estdn los ratones (NZW X
BXSB) F1 con piirpura autoinmune, y los llamados rato-
nes “Harrington” con piirpura inmune.

Los estudios en humanos sugieren que existen diferencias en
la patogénesis de la PTA aguda y cronica, particularmente
al nivel de células T reactivas; por ejemplo, una elevada
actividad de Th (CD4+ ) con actividad reducida T supresora
(CD8+) concomitante en la forma crénica, pero en la forma
aguda no se ha encontrado predominio de algiin fenotipo
especial, e incluso puede haber disminucién de CD4+. La
proliferacién de linfocitos inducida por diferentes mitégenos
se encuentra elevada en los pacientes con PTA crénica, pero
disminuida en los pacientes con PTA aguda.

Palabras clave: Pirpura trombocitopénica autoinmune.

Introducccion
A pesar de que se reconoce a la plrpura trombocitopé-

nica autoinmune (PTA) como un sindrome definido, no
se cuenta con datos precisos de la incidencia mundial.

* Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, D.F.

Summary

Autoimmune thrombocytopenic purpura (ATP) is a blee-
ding disorder caused by excessive destruction of antibo-
dy-coated platelets. It is known that platelet destruction
takes place in macrophages of reticulo-endotelial system,
but immunological mechanisms involved in such destruc-
tion are unknown. The objective of this article is to review
the literature concerning pathogenesis of ATP: to have
controlled experimental conditions some animal labora-
tory models have been used. The (NZW X BXSB) F1 mice
have been studied as ‘autoimmune disease model and
Harrington mouse as an immune purpura model.
Studies in humans suggest that there are some differences
in pathogenesis of acute or chronic ATP, particularly in
reactive T cells. For example, in chronic form there are
high levels of The (CD4+) activity concomitant with low
levels of T supressor (CD8+ ) activity, while in acute form
there is no dominance of any particular T cell activity or
CD4+ is even decreased. Mytogen lymphocyte prolifera-
tion is increased in chronic ATP but decreased in acute
form.

Key words: Autoimmune thrombocytopenic purpura.

Un estudio sueco reporté 6.6 casos por cada 100,000
habitantes y un estudio danés 3.2.'2 En México no se
cuenta con ningun estudio de su incidencia.

A la fecha no se conoce el mecanismo o los meca-
nismos involucrados en la produccién de autoanticuer-
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Mecanismos celulares y bioquimicos en la fisiopatogenia de la PTA

pos que llevan a la destruccion plaquetaria y a las ma-
nifestaciones hemorragicas. El objetivo de este articulo
es revisar la informacién acerca de la fisiopatogenia de
esta enfermedad. En primer lugar desde un punto de
vista general, en segundo lugar de lo observado en los
modelos en ratén y finalmente de los mecanismos
celulares y bioquimicos involucrados.

Purpura trombocitopénica autoinmune

La PTA es un sindrome causado por la destruccion
excesiva de plaquetas recubiertas por autoanticuerpos
dirigidos contra antigenos de la membrana plaquetaria.
La destruccién de las plaquetas se lleva a cabo en los
macrdéfagos del sistema reticulo endotelial .*7

Mediante diversastécnicas de laboratorio se ha podido
demostrar la presencia de autoanticuerpos en el suero de
hasta el 80% de los pacientes con PTA. La mayoria de los
anticuerpos estan dirigidos contra epitopos de glucopro-
teinas de la membrana plaquetaria, principalmente el
complejo GPlIb-llla, Ib-1X, la-lla, IV y V. En la mayoria de
los pacientes se encuentran mezclas de anticuerpos que
reaccionan con mas de una glucoproteina.®'®

La presencia de anticuerpos antiplaquetaenla PTA
fue demostrada por vez primera por Harrington et al. en
el ano de 1951."7

La clase de inmunoglobulina involucrada es IgG en
el 92% de los casos, lasubclase IgGles lamas frecuen-
te (82%)."®'* Se ha demostrado la fijacion de comple-
mento hasta C3b en casos muy raros.'

El comportamiento de los anticuerpos antiplaqueta en
la fisiopatologia de la enfermedad es controversial; sin
embargo, en general se esta de acuerdo en que eltitulode
éstos disminuye en pacientes que estan en remisién y
aumentaen periodos de recurrencia de laenfermedad. 6%

LaPTApuede serprimaria (idiopatica) y secundaria.
En la PTA primaria no se identifica la causa, la secun-
daria esta relacionada con enfermedades como el lupus
eritematoso sistémico (LES), neoplasias, infecciones
bacterianas, infecciones virales como en el caso de los
virus de la hepatitis By de lainmunodeficiencia humana
(VIH),??*y otras causas fortuitas como el uso de drogas
terapéuticas comolaquinidina, quinina, heparina, etc.?

Entre los adultos, la PTA idiopatica afecta principal-
mente alas mujeres: aproximadamente el 72% de todos
los pacientes. Enlamayoria de los casosla enfermedad
esinsidiosa, crénica, recurrente, con episodios de remi-
sién. Enlos niflos en cambio, generalmente se presenta
después de una infeccién viral y afecta a ambos sexos
por igual, se inicia abruptamente y remite espontanea-
mente en el 80% de los casos, 222527

Eldiagndstico de PTA se basa en la historia clinica, el
examenfisico, labiometriahematicayla observaciondel
extendido de la sangre periférica. El cuadro clinico co-
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mun es la presencia de purpura trombocitopénica. En
este sindrome hemorragico las petequias en piely muco-
sas, las epistaxis y gingivorragias son las manifestacio-
nes mas comunes. La hematuria, hemorragia de tubo
digestivo o del sistema nervioso central son menos
frecuentes, pero cuando ocurren ponen en peligrolavida
de los pacientes.?” En la biometria hemética el dato
principal es una cuenta de plaquetas baja. Para muchos
investigadores clinicos la observacion del extendido de
sangre periférica es muy importante, ya que proporciona
informacion sobre el tamafio y morfologia de plaquetas,
eritrocitos y leucocitos, de esta manera se pueden distin-
guir algunas posibles causas de plaquetopenia.?®

Para el tratamiento de la PTA, se han empleado
histéricamente dos recursos: los esteroides suprarrena-
lescomolaprednisona, y la esplenectomia. Los primeros
son eficaces como tratamiento primario, la segunda
como tratamiento electivo en el sindrome agudo y grave
y enlos casos con recaida en lapso de seis meses?**La
tendencia actual es retardar lo mas posible la esplenec-
tomia y el uso de esteroides.5*%

Un problema importante es el tratamiento de aque-
llos pacientes con trombocitopenia grave y persistente
a pesar de la prednisona y la esplenectomia. Se han
intentado numerosas opciones de tratamiento por dife-
rentes grupos de investigadores; como son el uso de
esteroides, inmunosupresores (azatioprina), gammag-
lobulina anti-D endovenosa en dosis altas, gammaglo-
bulina anti-D en dosis bajas en forma de eritrocitos
opsonizados; todas ellas con éxito relativo. Los resulta-
dosde algunos de estos esquemas de tratamientono se
han logrado reproducir por otros grupos, o bien solo se
observa remisién transitoria.?s-

Modelo murino

Desde 1983 se ha usado a los ratones para el estudio
de la fisiopatogenia de la purpura. En los primeros
experimentos se demostro la presencia de macréfagos
con citoplasma “esponjoso” (células foamy). Estas cé-
lulas ya se habian observado en el bazo de los pacien-
tes con PTA. Las células foamy fueron inducidas: por
inyeccion subcutanea de plaquetas previamente recu-
biertas con un anticuerpo anti-plaquetas murinas, in-
yectando fosfolipidos comercializados (PE, PC, SM,
PS) y también con membranas de eritrocitos. Este
fendmeno se debe a la degradacién incompleta de las
membranas plaquetarias enlos lisosomas, los fosfolipi-
dos derivados de las membranas de las plaquetas son
los responsables del aspecto esponjoso.4®4!

En 1987 Corash us6 un modelo murino de plrpura
trombocitopénica inmune, en el cual latrombocitopenia
se indujo porinyeccion intraperitoneal de un anticuerpo
antiplagueta, para evaluarlarelacion entre la poliploidia
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de los megacariocitos y el volumen medio de las plaque-
tas. No existio correlacion ya que la poliploidia aumenté
de 16 N a 32 N sdlo 48 horas después de la trombocito-
penia, y el volumen plaquetario aumenté alas 8 horas.*

En 1989 Stenberg en el mismo modelo observé que
efectivamente el volumen medio de las plaguetas au-
mentaalas 8 horasy permanece por 24 horas, 48 horas
después, las plaquetas recuperan su volumen normal.
Este aumento en volumen se debe a que los megaca-
riocitos liberan plaquetas de mayor tamafno y con carac-
teristicas del citoplasma diferentes a las normales.
Estos resultados sugieren que las caracteristicas de las
plaquetas liberadas no dependen de la ploidia ni de
cambios citoplasmaticos de los megacariociios. Por lo
tanto, tal vez se deba a la accion del anticuerpo sobre
el megacariocito.*?

Los ratones (NZW X BXSB) F1 son un modelo de
trombocitopenia autoinmune.* La hembra NZW tiene
predisposicion para LES y el macho BXSB tiene el
factor acelerador de autoinmunidad en el cromosoma Y
(Yaa).**Losratones machos que resultan de esta cruza
desarrollan trombocitopenia a los 4 meses de edad,
pero los anticuerpos antiplaqueta se pueden observar
desde los 2 meses de edad. Estos ratones desarrollan
también nefritis lupica e infarto del miocardio. Hay una
gran correlacion entre la presencia de anticuerpos an-
tiplaqueta, la plaquetopenia y el acortamiento de la vida
media plaquetaria. Lo que indica que los anticuerpos en
la superficie de las plaquetas tienen un papel crucial en
la destruccion de las plaquetas, porlo que estosratones
W/B F1 son animales muy utiles como modelo para
estudiar la PTA.%

Elbazo de estos ratones captd una gran cantidad de
plaquetas marcadas con radiois6topos en comparacion
con controles normales. Después de la esplenectomia
se observo que las cuentas plaquetarias se elevaban
hasta por 6 meses. También la cantidad de anticuerpos
unida alamembrana de las plaguetas disminuyd por un
tiempo; no asi la cantidad de anticuerpos en el suero. A
pesar de que el bazo es el principal 6rgano de produc-
cion de anticuerpos y destruccion plaquetaria hay otros
organos donde ocurren estos fendmenos.*’

Losratones W/B F1 se trataron con prednisolonay se
observé un aumento enla cuenta plaquetaria, 4 semanas
después del tratamiento, asi como un aumento de lavida
mediade las plaquetas; pero no se observé reducciénen
la produccion de anticuerpos. Ademds disminuyé la
fagocitosis de eritrocitos autélogos marcados con 51Cr.*

Se ha usado deoxispergualina en estos ratones y se
observo que previene el desarrollo de trombocitopenia
einhibe la cantidad de anticuerpos circulantes en contra
de las plagquetas, también disminuye la nefritis lupica.*

Los ratones W/B F1 que fueron alimentados con una
dieta pobre en carbohidratos tuvieron menor cantidad
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de anticuerpos anti-plaquetas, menor cantidad de célu-
las formadoras de anticuerpos y fagocitosis disminuida
de eritrocitos recubiertos de IgG, en comparacién con
aquellos que recibieron una dieta normal. Estosratones
con dieta normal y posteriormente con dieta restringida
hicieron remisién de la trombocitopenia.® De estos
mismos ratones W/B F1 se aislaron 7 clonas de anti-
cuerpos antiplaquetas que se inyectaron a ratones sin
pelo. Dos de estas clonas produjeron trombocitopenia,
niveles elevados de anticuerpos unidos a plaquetas,
purpura y megacariocitosis. Dos clonas reaccionaron
con DNA de unay de dos cadenas, y una clona reaccio-
né con cardiolipina, pero ninguna de estas tres ultimas
fue patogénica. Los anticuerpos monoclonales patogé-
nicos se unieron aunaproteina plaquetariade 100 kD.*

Losratones W/B F1 también tienen hipergammaglo-
bulinemia, basicamente a expensas de IgG2a e IgG2b.
La relacién de células B pequefias en reposo y células
B grandes activas es muy baja comparada con ratones
normales. Las células B pequenas responden facilmen-
te alos lipopolisacaridos, lo que hace pensar que estan
genéticamente programadas para activarse facilmente,
y provocar una superproduccién de anticuerpos. Un
numero significativo de células B CD5+ se encontré en
los nddulos linfaticos de los ratones W/B F1 viejos.
Todos estos hallazgos indican que las células B han
sido activadas in vivo.®'

McKenzie hace un modelo murino de purpura inmu-
ne “humanizado”. Para este modelo emplea ratones
transfectados con el gene humano del receptor de
inmunoglobulinas FcyRlla (CD32) (no existe la contra-
parte murina de este receptor) y ratones sin transfectar.
Al inyectar el anticuerpo 4A5 (de rata contra plaquetas
de ratdn) se produce trombocitopenia moderada en los
ratones normales y severa en los transfectados. Este
estudio demostro la importancia de FcyRlla en la des-
truccién plaquetaria.?

En el experimento de Campbell, llamado “raton
Harrington”, se trasplantaron células mononucleares
de corddn umbilical humano a ratones que recibieron
altas dosis deradiacion para evitarelrechazo. Después
de 4 semanas se demostro la presencia de plaquetas
humanas en dichos ratones. Posteriormente se les
administré un anticuerpo anti-plaquetas humanas por
via endovenosa, se observo trombocitopenia a las tres
horas, de la cual se recuperaron cuatro dias después.
Este modelo puede ser de gran ayuda para estudiar la
PTA humana en los ratones.*?

Mecanismos celulares y bioquimicos en humanos
con PTA

En 1999 Louwes y colaboradores estudiaron 101 pa-
cientes con PTA definiendo dos subgrupos. Uno de
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ellos (59%) tenia las siguientes caracteristicas: produc-
cién plaquetaria normal o aumentada, destruccion peri-
féricaaumentada, vidamedia de las plaquetas reducida
a 1.6x1.4 dias. Cuarenta y ocho de estos pacieri*~<
ademas tuvieron secuestro esplénico aumentado y by
de 34 fueron sometidos a esplenectomia con remisién
parcial o completa. Los del segundo grupo (41%) te-
nian: produccion plaquetaria disminuida y vida media
de las plaquetas mas prolongada (3.6+2 dias) que los
del grupo anterior. En este grupo, la respuesta a la
esplenectomia fue menor (62%) y tenian produccion
defectuosa de megacariocitos en la médula 6sea.*

Estos resultados nos conducen a reconsiderar la
fisiopatologia de la PTA. Se empezara por revisar el
papel de los linfocitos en esta enfermedad.

Linfocitos T

Hay muchos estudios relacionados con el papel de los
autoanticuerpos en esta enfermedad autoinmune; sin
embargo, se ha estudiado relativamente poco la inmu-
norregulaciénde lascélulas T en cuanto ala produccion
de autoanticuerpos anti-plaqueta.>®

Hay evidencia que sugiere que en la PTA cronica la
produccion de estos autoanticuerpos anti-plaqueta esta
bajo la influencia de varios mecanismos anormales me-
diados por linfocitos, por ejemplo una elevada actividad
de Th(CD4+) con reduccion concomitante de la actividad
T supresora (CD8+).55% Sin embargo, dalaimpresién de
que las condiciones en la PTA aguda son diferentes y no

i N
Cuadro |. Resumen de caracteristicas inmunolégicas en la PTA aguda, crénica y crdnica refractaria
PTA aguda PTA cronica PTA crénica refractaria

Linfocitos T

Linfocitos T CD4+ actividad normal o reducida actividad aumentada

Linfocitos T CD8+ actividad normal actividad reducida

Linfocitos T TCRyd+ aumentados

Proliferacion con PHA, ConA, PWM  reducida aumentada reducida

Linfocitos B

Linfocitos B CD5+ aumentados

Genes mas usados de IgG VH6

Deteccion de anticuerpos dificil dificil dificil

Células NK

Nivel de células NK normal o reducido aumentado

Actividad de células NK normal aumentada

Citocinas séericas

IL-2 normal aumentada

slL-2R aumentado aumentado

M-CSF normal muy aumentado

IL-B normal normal aumentada

IL-10 normal aumentada aumentada

IFNy normal aumentado aumentado

IL-11 aumentada aumentada

TPO normal o disminuida disminuida

Citocinas in vitro

Células CD2+

IFNy normal aumentada

TNFa normal aumentada

IL-6 normal normal

Células mononucleares de

sangre periférica

IL-2 nivel bajo

IFNy nivel bajo

IL-4 nivel elevado

IL-10 nivel elevado

P-Selectina
b aumentada aumentada )
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se ha encontrado predominio de algun fenotipo especial,
o incluso puede haber disminucién de CD4+.5%¢2

Se ha encontrado un nimero elevado de linfocitos
TCRyd+. Existiendo una correlacion positiva entre este
heterodimero en la membrana de los linfocitos T y el
grado de trombocitopenia. La presencia de este hetero-
dimero puede ser importante en la patogénesis de la
purpura, por lo menos en algunos pacientes.®* Los
genes involucrados en el rearreglo del TCR son los
genes Vb 3,6.10,13.1 y 14.%¢

La proliferacion de linfocitos inducida por diferentes
mitégenos (PHA, Con A, PWM) generalmente se en-
cuentra elevada en los pacientes con PTA cronica, pero
enlos pacientes con PTA aguda se encuentra disminui-
da.5®' Los pacientes con PTA cronica que no respon-
den al tratamiento con esteroides o esplenectomia
tienen esta respuesta blastogénica reducida compara-
da con los pacientes que si responden.®

La citocina IL-2 es producida por linfocitos T activa-
dos, su funcion es la de factor de crecimiento para otros
linfocitos, ademas de estimular a otros linfocitos T,
también estimula alinfocitos B para la produccién de los
anticuerpos.®”% En general, se ha encontrado aumento
en la produccion de IL-2 en la PTA aguda y crénica,
aunque esta sobreproduccion no se debe aunaumento
enla cantidad de linfocitos T CD4+, sino a una actividad
intrinseca diferente 583

Por ultimo, se ha demostrado la interacciéon de
células Th con células presentadoras de antigeno como
el estimulo primario para la produccion de anticuerpos
anti-plaqueta en estos pacientes.%7

Linfocitos B

Los pacientes con PTA tienen anticuerpos que recono-
cen diferentes antigenos plaquetarios, principalmente
los complejos GPlIb-llla, Ib-IX, la-lia y otros.®2? No se
conoce el mecanismo por el cual estos anticuerpos
llevan a la disfuncion de las células T supresoras, pero
esta disfuncién conduce a la perpetuacion del fendme-
no autoinmune. Algunos estudios han demostrado que
este fenomeno puede corregirse con dosis repetidas de
IgG, que al parecer aumenta la actividad T supresora.”"
73 Se ha visto que en los pacientes con anticuerpos
contra GPIb, la trombocitopenia es més severa y la
respuesta a los esteroides es pobre. Esto puede deber-
se a que ademas de la |gG estos pacientes tienen IgM
y C3 asociado a las plaquetas.”™ Los linfocitos B CD5+
son células inmaduras que secretan preferentemente
anticuerpos IgG. En algunos pacientes con PTA crénica
existe una correlacién positiva entre el porcentaje de
células B CD5+ y la cantidad de IgM asociada a las
plaquetas. De aqui se especula que las células CD5+
juegan un papel muy importante en la produccién de
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autoanticuerpos. El tratamiento con dosis altas y repe-
tidas de IgG intravenosa disminuye la cantidad de los
linfocitos CD5+.7577

En los estudios de citogenética de los pacientes con
PTA no se encuentran diferencias en la utilizacién de
genes VH y VK de las inmunoglobulinas, aunque hay
algunos reportes de que se emplean mas los genes de
la familia VH6.787

Finalmente, ha sido muy dificil demostrar la presen-
cia de anticuerpos antiplaquetas en el suero de los
pacientes con PTA. Tal vez se deba a que son anticuer-
pos de baja afinidad, por lo que se han usado, con poco
éxito, una serie de procedimientos para mejorar la
deteccién.” Ademas no se ha encontrado una correla-
cion ni entre la cantidad de anticuerpo asociado a las
plaguetas y la cantidad de anticuerpos en el suero, ni
entre la trombocitopenia y la presencia de purpura.’s

Células asesinas naturales (NK)

Resulta muy dificil establecer el papel que juegan las
celulas NK en la fisiopatogenia de la purpura. Algunos
autores han encontrado actividad NK citotoxica reducida
en PTA crénica idiopatica y PTA secundaria.®*®' Pero
otros han encontrado que los pacientes con PTA cronica
estable tienen niveles normales de estas células, mien-
tras que aquellos pacientes que tienen purpura activa
presentan unaumento en el nimero de células NK y este
aumento es mas acentuado en los pacientes refractarios
al tratamiento con esteroides o esplenectomia. Ademas
del aumento en cantidad, también estd incrementada la
respuesta proliferativa de estas células 5"

Lamenoractividad NK en un grupo de pacientes con
PTA crénicaaumentd después de laterapia con IFNa.
En un paciente que estaba recibiendo tratamiento con
danazol se observé una fluctuacion ciclica de su cuenta
plaquetaria cada cuatro semanas, se encontré correla-
cién entre el aumento de la cuenta de plaquetas y el
aumento en la actividad de las células NK.®

Citocinas

Ya se ha mencionado que los linfocitos T activados
secretan varias citocinas. De éstas se ha seleccionado
IL-2 paraidentificar el estadio activado de las células T.
La produccién de citocinas se ha estudiado en células
in vitro, en el sobrenadante de los cultivos celulares y en
el suero o plasma de los pacientes. De esta forma se
tienen resultados un tanto contradictorios, con niveles
disminuidos, normales o aumentados dependiendosiel
estudio se realizé in vivo o in vitro.

Los niveles plasmaticos de factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF) se encuentran nor-
males en los pacientes con PTA crénica estable, mode-
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radamente aumentados en los pacientes con PTA acti-
va, y muy aumentados en aquéllos con PTA severa y
refractaria. Cuando los pacientes reciben tratamiento
con IgGIV a altas dosis el factor M-CSF disminuye
ligeramente y las cifras de plaquetas aumentan. Estos
resultados sugieren que M-CSF puede influenciar la
destruccién plaquetaria en los pacientes con PTA al
aumentar la cantidad de macréfagos.® Los niveles de
IL-6 correlacionan con los niveles de M-CSF, y cuando
este factordisminuye, los niveles de IL-6 también dismi-
nuyen significativamente. Estos resultados sugieren
que altas dosis con IgGIV abaten la destruccién plaque-
taria por disminucion de estas dos citocinas.®%

Un alto porcentaje (53%) de nifios con PTA cronica
a diferencia de nifios con PTA aguda (9%) tenian
niveles séricos aumentados de IL-2, IFNy e IL-10, y no
tenian niveles detectables de IL-4 niIL-6, lo cual sugiere
unaactivaciontempranade ThOy Th1. Estosugiere que
existen diferencias en la patogénesis de la PTA aguda
y crénica, particularmente al nivel de células T reacti-
vas.® Tal vez se trata de etapas diferentes de un mismo
camino fisiopatolégico.

Se ha postulado que la respuesta de citocinas en la
PTA cronica es tipo Th1 ya que los niveles séricos de IL-
2, IFNy e IL-11 estan elevados; mientras que IL-4 esta
disminuida. Elaumentode IL-11 puede deberse alagran
cantidad de plaquetas que se estan produciendo por
megacariocito.”’ También el receptor soluble de IL-2
(slL-2R) esta aumentado en el plasma de los pacientes
con PTA aguda o crénica, y no responde al tratamiento
con metilprednisolona en pacientes con PTA cronica. No
hubo correlacién de este receptor con la cuenta de
plaquetas ni antes ni después del tratamiento.*

El tratamiento con 1gG anti-D no modifica los niveles
séricos de citocinas y tampoco afecta las poblaciones de
linfocitos ni el repertorio del TCR; es decir este anticuerpo
tnicamente bloquea el sistema reticulo endotelio.®#?

Los estudios in vitro de la produccién de citocinas en
células CD2+ de sangre periférica en pacientes con PTA
cronica en fase activa muestran que hay produccion
aumentada de IFNy y TNFa (estimuladas con PHA)
comparados con pacientes con PTA crénica estable. No
hubo diferencias significativas en la produccion de IL-6.
La severidad clinica de esta enfermedad correlaciona
con la secrecion alteradadecitocinas por células CD2+.%

Las células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con PTA crénica en cultivo (estimuladas con
PHA) secretan niveles bajos de IL-2 e IFNy, y niveles
elevados de IL-4 e IL-10. Después del tratamiento con
IFNo se corrigen los valores de todas estas citocinas.

Esta correccidn se ve reflejada en la disminucion de
los anticuerpos anti-GPlIb-1lla asociados a las plaque-
tas, asi también como en la reduccién del alto porcen-
taje de células T con TCRyS.
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Estos resultados son consistentes con un aumento
en actividad Th1 y disminucién en la actividad Th2.®

Latrombopoyetina puede estar normal o disminuida
en los pacientes con PTA, pero aumentada en los
pacientes con otras causas de trombocitopenia no
inmunoldgicas.®®* Se han observado niveles disminui-
dos de TPO y aumentados de IL-6 y P-selectina en
estos pacientes antes del tratamiento con esteroides.
Después del tratamiento se normalizan todos los valo-
res. TPO puede estardisminuida porla masaincremen-
tada de megacariocitos, IL-6 puede estar aumentada
para compensar la megacariocitopoyesis/trombopoye-
sis y el aumento de P-selectina puede reflejar una
compensacion de hiperactividad plaquetaria o puede
ser un marcador de la destruccién.®

Medio ambiente

Dos hechos apoyan la caracterizacién de la PTA como
un trastorno inmunitario. Primero, los anticuerpos en
contrade las plaquetas a menudo aparecen después de
una infeccion viral o bacteriana provocando la elimina-
cion de estas células. La enfermedad viral puede cam-
biar la respuesta inmune compleja del hospedero a
diferentes nivelesy enlasinfecciones bacterianas se da
el fendmeno de adherencia inmune.®® Segundo, una
mezcla de inmunoglobulinas de donadores sanos (lg-
GIV) suministrada al paciente, puede influenciar el
desbalance de la respuesta inmunitaria en PTA.73%7

En relacion con infeccién viral se han reportado
varios ejemplos de mimetismo molecular entre protei-
nas virales y proteinas humanas. Es particularmente
importante el mimetismo entre proteinas del VIH-1 y
plaquetas humanas, ya que los anticuerpos dirigidos
contra las proteinas de virus dan reaccién cruzada con
las proteinas plaquetarias jugando un papel en la trom-
bocitopenia que se presenta en algunos de los pacien-
tes VIH+.%%1%2 En la colitis ulcerativa se ha presentado
purpura secundaria, y se ha podido demostrar la pre-
sencia de anticuerpos unidos a las plaquetas, que
desaparecieron después de la remision de la colitis. Se
piensa que hay inmunoestimulacion por antigenos lumi-
nales de la mucosa intestinal y una inmunorregulacion
alterada o tal vez mimetismo molecular.'®

Tratamiento con anticuerpos

A pesar de que no se sabe como funciona la IgGIV en
éstay otras enfermedades autoimnunes, el tratamiento
de la PTA con dosis elevadas de inmunoglobulinas G
por via endovenosa (IgGlV) es util en casos de pacien-
tes refractarios a otros tratamientos.***% Se piensa
que actlia modificando la relaciéon de linfocitos CD4/
CD8 disminuyendo los linfocitos CD4+. Estos resulta-
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dos sugieren que durante el tratamiento la poblacién
CD4+ esinfluenciada resultando en activacion reducida
de células B dependientes de linfocitos T,'* ademas de
la disminucion en la cantidad de linfocitos CD5+ (vide
supra).’®’” También se piensa que producen un blo-
queo de los receptores Fc de los macroéfagos, inhibién-
dose asila destruccion del complejo plaqueta-anticuer-
pos_d_s_?_32_1os-ws

Por la metodologia llamada "phage display” se se-
leccionaron anticuerpos de pacientes con PTA que se
unieron a las IgG's usadas como tratamiento. Las
secuencias moleculares de las regiones variables de
las cadenas pesaday ligera mostraron extensas muta-
ciones en los CDR, y dos fueron idénticas a genes
germinales, que son usados por muchos otros autoan-
ticuerpos. Estos resultados implican una interaccion
especifica de IglV con autoanticuerpos del suero y el
receptor de células B(BCR) derivados de genes germi-
nales muy relacionados con la generacion de autoanti-
cuerpos. Es decir hay interaccion especifica entre los
idiotipos de los anticuerpos de los pacientes y los
anticuerpos anti-idiotipo presentes en las preparacio-
nes de IgGIV.'%®

Otro anticuerpo que se usa como tratamiento es IgG
anti-D,*** que se cree que funciona bloqueando al
sistema reticulo endotelial,®'% ya que no afecta las
poblaciones de linfocitos, ni el repertorio del TCR, y
tampoco la produccién de citocinas.®

Una paciente de 44 anos con PTA refractaria recibio
tratamiento con un anticuerpo monoclonal murino (197
subclase IgG2a) que se une a dos distintos epitopes de
FcyRl (CD64) de la membrana de los macréfagos,
resultando en entrecruzamiento y modulacién de este
receptor. A pesar de que se obtuvo mejoria clinica con
resoluciéon de equimosis orales y epistaxis desde la
primera administracién del anticuerpo, no se observo
cambio en la cuenta de plaquetas después de 5 dias de
tratamiento. La paciente tuvo monocitopenia que duré
los 5dias de tratamiento, y revirtié después de adminis-
trar 1gIV.""® También se ha usado anti FcyRlll (CD186),
este anticuerpo logro bloguear la fagocitosis plagueta-
ria por los macrofagos.'!

Tratamiento con interferon alfa (IFNa)

Existen muchos reportes del éxito que tiene el tratamien-
to con IFNc en los pacientes con PTA cronica y refracta-
riaalostratamientos convencionales (alrededordel 30 al
70% de los pacientes responden). También se ha usado
enlaPTA asociada a SIDA. Aunque en la mayoria no se
mencionan reacciones colaterales, en algunos casos se
ha observado la presencia de fiebre.''?'?!

El IFNo produce disminucion de la cantidad de
anticuerpos antiplaqueta''® y aumento de la vida media
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de las plaquetas,''” sin cambiar los niveles de linfocitos
T CD4+." Sin embargo, también se ha reportado que
notiene ningun efecto'?y que incluso puede presentar-
se PTA como reaccion secundaria en el tratamiento de
la hepatitis C con esta citocina.'?

Discusion

Las caracteristicas de evolucién de los sindromes de
PTA aguda y cronica son:

a. Variacion en el titulo de anticuerpos en relacion
directa con las manifestaciones hemorragicas.

b. Variacion de la secrecion de citocinas también en
relacion conlaactividad hemorragica. Estos resulta-
dos permiten suponer que el estimulo que lo produ-
ce estd presente y activo en las etapas con mayor
“actividad hemorragica”. La interaccion entre las
células Ty B favorece la destruccion al aumentar las
clonas de células activadas, con secrecién de cito-
cinas y aumento correspondiente de los receptores
de citocinas en las células T y de receptores de
inmunoglobulinas en los macroéfagos.

La observacion de un efecto aparentemente directo
de la globulina gamma anti-D (en pacientes D positivos)
y de los eritrocitos opsonizados con anticuerpo anti-D,
sobre receptores Fc y probablemente de complemento
de la membrana de los macréfagos, en un numero
substancial de casos de PTA crénica refractaria,* con la
mejoria de la cifra de plaguetas y de los signos hemorra-
gicos sugiere bloqueo de estos receptores. Este bloqueo
no es suficiente para lograr la remisién completa, por lo
que podemos hipotetizar que el estimulo crénico que
activa la autoinmunidad persiste y que estimula también
otras formas de destruccion plaguetaria con produccién
de IgM fijadora de complemento y destruccion intravas-
cular o la participacion de otras células ubicadas en el
higado, o la destruccién por células NK.

Los complejos inmunes de plaqueta + virus o bacte-
ria, en alguna forma aun no aclarada pueden tener
afinidad por las proteinas de la membrana plaquetaria
(Ilb-lla, etc) que pueden jugar un papel fisiologico en la
eliminacién de estos complejos y que enlos casos en que
sufuncién es superada por exceso de antigeno microbia-
no, los receptores Ilb-llla quedan expuestos a la accion
del anticuerpo anti complejo plaqueta-microbio.

Probablemente, mientras no se encuentren otras
formas de tratamiento que rompan la secuencia: agente
estimulante — produccién de anticuerpos — formacion
de complejo Ag-microbiano+ Ag-plaquetario — des-
truccion por fagocitosis, no se alcanzara la remision
completa de los casos cronicos refractarios. Los casos
agudos (no fulminantes), como se ha observado, en su
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mayoria remiten espontaneamente, podriamos hipote-
tizar que en ellos la concatenacion: estimulo — produc-
cion de anticuerpos — fagocitosis, ocurre de manera
equilibrada y el sujeto expuesto finalmente logra recu-
perar su homeostasis.

Apesarde los esfuerzos para estudiar el mecanismo
o mecanismos bioquimicos que llevan, poruna parte, al
desorden inmunitario y por otra a la destruccion plaque-
tariaenla PTA, todavia no hay la informacién necesaria
para dilucidar el fenémeno.

Los estudios en humanos muestran resultados muy
contradictorios y los modelos en ratén todavia no estan
bien caracterizados. Los resultados contradictorios de
los estudios en humanos son resultado de que abarcan
solo una pequefia poblacién de pacientes. Algunos re-
portan los resultados de un solo paciente y algunos otros
incluyen de tres a 30 pacientes cuando mas. Ademas de
la dificultad que representa poder contar con pacientes
virgenes a los tratamientos y lo que ocurre con cada uno
de éstos. Los modelos en ratén, si bien son una ayuda,
tienen grandes desventajas. Por una parte los ratones W/
B F1tienen unaenfermedad autoinmune de fondo, porlo
que son modelo de PTA secundaria. A pesar de la
homologia que puede haber entre las proteinas de las
plaquetas murinas y las plaquetas humanas, asi como
las proteinas de las células del sistema inmune, no son
deltodo comparables. Porejemplo, los ratones notienen
la contraparte del receptor FcgRIl en los macrofagos. Se
ha tratado de superar estas desventajas con la creacién
de los modelos “humanizados” de plrpura inmune, pero
todavia hacen falta mas estudios.

Conclusiones

Las observaciones clinicas en el hombre permiten dis-

tinguir varios hechos:

1. La PTA puede ser de evolucién aguda o crénica.

2. Laforma aguda en nifios, evoluciona a la curacién
espontaneamente en una proporcién de 80% o
mas de los casos.

3. Laforma crénica se observa en mayor proporcion
en el adulto. En ellos 20% se transforma en crénica
refractaria, en tanto no remitan con el tratamiento
medicamentoso ni con la esplenectomia.

4. Podemos suponer que el estimulo para la forma-
cién de autoantiocuerpos es un complejo Ag-mi-
crobiano+ receptor llb-llla de las plaquetas, que
mientras el agente infectante persista, por supera-
cion de los mecanismos de depuracion del pacien-
te, dara lugar a la cronicidad del sindrome.

5. Esdeseable, pero éticamenteimposible estudiarla
evolucion natural de la PTA en humanos, sin trata-
miento, para conocer especificamente la patoge-
nia de este sindrome.
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APENDICE
MARCO TEORICO

Para conocer la forma en que la integrina beta 3 recibe y envia las sefiales de activacion al
interior de la plaqueta (outside in signaling), y la forma en que recibe las sefiales de
activacion del interior de la misma (inside out signaling), se realizo la revision del la
bioquimica y fisiologia plaquetaria. Fue necesario conocer el por qué el hecho de tener
cuentas sanguineas disminuidas de plaquetas dan como resultado signos hemorragicos.
La integrina oy,; fue la primera en estudiarse a detalle, por su presencia en la membrana
plaquetaria para realizar las principéiles funciones de adhesion y agregacion que realiza la
plaqueta en la formacion del coégulé) sanguineo.

En este articulo se revisa a detalle la produccion, morfologia y los mecanismos de

activacion plaquetaria.

2. PLAQUETAS

Dominguez V y Ambriz R. Bioquimica y fisiologia plaquetaria. Revista de
Hematologia. 2001(a); 2: 117-127. Articulo de revision
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Bioquimica y Fisiologia Plaquetaria

“Ma. Victoria Dominguez Garcia, “Raul Ambriz Ferndndez

Resumen

En 1874 y 1878 fueron descritas las plaquetas por
William Oster y Georges Hayem respectivamente, pero
el término plaqueta lo usé por primera vez Julius
Bizzorzero.

Las plaquetas provienen del citoplasma de los
megacariocitos maduros de la médula 6sea. Estas células
tienen poliploidia de 8C hasta 128C. No hay evidencia
directa de que la poliploidia esté relacionada con la
cantidad, tamano y funcionamiento de las plaquetas.

Las plaquetas viven en circulacion alrededor de 10
dias y miden de 1.5 a 2.5 mm de didmetro. Participan
activamente en el proceso de la hemostasia, en la
regulacion del tono vascular, la fibrindlisis y a reparacion
de heridas, pero también facilitan las metdstasis
tumorales. Circulan en el arbol vascular en forma pasiva,
pero en respuesta a dano endotelial sufren activacién y
empiezan los procesos de adhesion, cambio de forma,
agregacion y secrecion, lo que da lugar a la formacion
del tapén hemostatico.

Podemos decir que los trombos plaquetarios son
“buenos” cuando cesan una hemorragia y “malos”
cuando sin ruptura del vaso sanguineo el trombo obstruye
la circulacion sanguinea, razon por la cual es muy
importante conocer la fisiologia plaquetaria para poder
intervenir en las reacciones criticas de la formacién de
estos trombos plaquetarios.

-]

Palabras clave: plaquetas, agregantes, antiagregantes.
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Historia

Las plaquetas fueron descritas por William Oster en
1874 y por Georges Hayem en 1878 (1). El término de
plaqueta fue usado por primera vez por Julius Bizzorzero
quien ademas describié el cambio de forma de las
plaquetas y su participacion en la hemostasis.’

Desde el ano 1906 se sabe que las p!aque?as son
fragmentos celulares producto de la desintegracion del
citoplasma de los megacariocitos.?* Pero el mecanismo
por el cual ocurre esta desintegracién permanece sin
resolver.!

Produccion y liberacién de las plaquetas

Las plaquetas provienen de los megacariocitos de la
médula dsea, células terminales que ya no se pueden
dividir, los cuales derivan de células progenitoras
proliferantes. La regulacién de la megacariocitopoyesis
es un proceso biolégico muy complejo que empieza con
las células tallo hematopoyéticas.*” La trombocitopoyesis
estd regulada por una red complicada de interacciones
entre diferentes células tallo, células del estroma de la
médula 6sea, factores de crecimiento y proteinas de la
matriz extracelular, asi como muchas citocinas: IL- 1, IL-
3, 11-6, IL- 11, factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CF), eritropoyetina y la
mds importante de todas la trombopoyetina, lo cual da
por resultado la produccion de alrededor de 2 X 10"
plaguetas por dia.*#®
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La trombocitopoyesis se entiende mejor si se conocen
sus células precursoras, estas células precursoras pueden
clasificarse en tres estados: células progenitoras,
megacariocitos inmaduros (promegacarioblastos) y
megacariocitos maduros. Las células progenitoras
proliferan en la presencia de un gran ndmero de sefiales
mitéticas.

Los promegacarioblastos constituyen el 5% del total
de megacariocitos. En los humanos estas células tienen
la talla y la morfologia de un linfocito y ya expresan en
su membrana gpllb (CD41) y factor von Willebrand, asi
como factor 4 plaquetario en su citoplasma. En esta etapa
de maduracién es posible identificar una enzima que
también se expresa en el reticulo endopldsmico de las
plaquetas, esta enzima es una peroxidasa que interviene
en la sintesis de prostaglandinas.'7-2

Los promegacarioblastos expresan CD34 pero
precisamente estas células son transicionales ya que van
reduciendo la expresién de CD34 conforme va
aumentando la expresion de gpllb-llla (CD41/CD61). '
* Los promegacarioblastos o megacariocitos inmaduros
también tienen la capacidad de proliferar, pero a medida
que pasan al siguiente estadio de megacariocitos maduros
pierden la capacidad de proliferar. Estas células tienen
una gran respuesta a la demanda de plaquetas, si se pro-
duce trombocitopenia aumentan y si por el contrario
existe trombocitosis disminuyen, estas disminuciones o
aumentos se reflejan en la disminucién o aumento de
los megacariocitos maduros.”” Los megacariocitos
maduros ya no proliferan pero siguen teniendo endomi-
tosis, lo que se refleja en la poliploidia de estas células.
En los megacariocitos maduros se pueden distinguir
cuatro estados. El primero es el megacarioblasto que tiene
una razén nicleo/citoplasma muy grande con un
citoplasma escaso y muy basdfilo debido a la sintesis
proteica tan activa en esta etapa. El segundo es el
promegacariocito o megacariocito basofilo en el que se
observa aumento del volumen del citoplasma vy del
nticleo asi como la aparicién de granulos azurdfilos. El
tercero es el megacariocito granular con un gran ntcleo
multilobulado y citoplasma acidéfilo con gran cantidad
de granulos azurdfilos. Finalmente los megacariocitos
maduros que son células muy grandes, granulares y
productoras de plaquetas con un gran citoplasma y un
gran ntcleo picnético y lobulado por las endomitosis
que se llevaron a cabo.”

La poliploidia del nicleo de los megacariocitos va
desde 8C hasta 128C, siendo 16C el valor que mds se
repite (2C es el contenido normal de ADN de una célula
somatica). La sintesis de ADN ocurre principalmente en
el estadio de promegacarioblastos y todavia en el 20 al
40% de los megacarioblastos. % No hay evidencia

directa de que la poliploidia de los megacariocitos esté
relacionada con la cantidad, tamafo y funcionamiento
de las plaquetas.?®*

Se estima que un megacariocito puede producir de
1,000 a 5,000 plaquetas. Si se aumenta la demanda de
plaquetas, lo que se aumenta es la cantidad de
megacariocitos y no la produccion de plaquetas por
megacariocito; se calcula que la produccion se puede
incrementar hasta en 8 veces. El mecanismo exacto de
la fragmentacién del citoplasma de los megacariocitos
para la formacién de las plaquetas no se conoce, pero
puede estar implicado el citoesqueleto. En la enfermedad
de Bernard-Soulier (las plaquetas no tienen el complejo
Ib-1X en la membrana, complejo que se une al
citoesqueleto a través de la proteina que une actina) las
plaquetas son gigantes y no funcionales.?®* Y en las ratas
wistar-furth también existen plaquetas gigantes debido a
la ausencia de talina del citoesqueleto.?*3*

Vida media y distribucion

En los humanos las plaquetas tienen una vida media
de 10 dias. En condiciones normales las plaquetas son
retiradas de la circulacién por envejecimiento y solo
algunas de ellas son retiradas al azar de manera no
especifica.’®*

Del total de plaquetas producidas, un tercio es
retenido transitoriamente en el bazo y después pasan a
la circulacién. La epinefrina libera a las plaquetas del
secuestro esplénico. Un bazo congestivo puede retener
hasta el 90% de la produccién de plaquetas, produciendo
un estado de trombocitopenia.®-+

Morfologia y bioquimica

Las plaquetas son fragmentos celulares con una gran
capacidad para adherirse a los vasos sanguineos dafados,
se agregan unas a otras y participan activamente en el
proceso de la hemostasia. Cuando el vaso sanguineo sufre
una ruptura el tapén hemostético impedira la salida de
la sangre; pero cuando el vaso sanguineo esta intacto y
por algtin motivo es capaz de fijar plaquetas y activarlas
entonces el trombo hemostitico impedira el flujo
sanguineo normal. Ademds de la participacion en la
hemostasis participan en la regulacién del tono vascu-
lar, la fibrindlisis y la reparacion de heridas, pero también
facilitan las metdastasis tumorales.*?

En un extendido de sangre periférica tefido con
colorante de Wrigth se observa a las plaguetas en forma
de cuerpos ovalados o redondos de color azul grisaceo
con granulos rojizos. El didmetro varia entre 1.5 a 2.5
mm en condiciones normales aunque también pudieran
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observarse plaquetas un poco mas grandes sin que esto
signifique alguna patologia. Se conoce que las plaquetas
que acaban de salir a la circulacion (plaquetas jovenes)
son de mayor tamano que las plaquetas que estan
finalizando su vida media (plaquetas viejas). Existen
patologias en las que se observan plaquetas gigantes
como en la enfermedad de Bernard-Soulier, en
deficiencia de vitamina B12 y en la parpura
trombocitopénica autoinmune. 347

a) Glicocalix

Usando microscopia electrénica se puede observar
la capa que envuelve a la membrana celular o glicocalix
(14-20 nm de extension). Esta capa estd constituida por
glicoproteinas, glicolipidos mucopolisacéridos y
proteinas absorbidas del plasma. Las glicoproteinas y
glicolipidos son ricos en dcido sidlico lo que le da una
carga neta negativa a la plaqueta. Mdas adelante se
revisardn en detalle las glicoproteinas de este glicocalix
que participan en la hemostasis.*

b) Membrana citoplasmatica

Después del glicocalix se encuentra la membrana
citoplasmatica, que como todas las membranas es una
unidad trilaminar compuesta por una bicapa de
fosfolipidos en la que se encuentran embebidos
colesterol, glucolipidos y glucoproteinas asi como las
bombas de sodio y potasio que controlan el medio
ambiente ionico. Los fosfolipidos de la membrana se
exponen, en forma de microparticulas, como resultado
del cambio de forma cuando ocurre la activacion
plaquetaria. La membrana estad constituida por 57% de
proteinas, 35% de lipidos y 8% de carbohidratos. De los
lipidos el 75% son fosfolipidos, el 20% son lipidos neutros
(de los cuales el 95% es colesterol) y el 5% glicolipidos.
La proporcién de fosfolipidos es la siguiente: 38% de
fosfatidilcolina, el 27% de fosfatidiletanolamina, el 17%
de esfingomielina, el 10% de fosfatidilserina y el 5% de
fosfatidilinositol. Entre los dcidos grasos que forman los
fosfolipidos se encuentra el acido araquidénico en una
proporcién de alrededor del 35%.% ##7

c) Sistemas de membrana

La membrana de la plaqueta- es una membrana
enorme en longitud si se piensa que se prolonga dentro
de toda la plaqueta en lo que se llama sistema canalicu-
lar abierto. La principal funcién de este sistema es permitir
la liberacion del contenido de los granulos, asi como la
incorporacion de elementos del plasma al interior de la
célula. Cuando la plaqueta se activa, se forman
proyecciones de la membrana en forma de pseudépodos
y precisamente lo hace a expensas de esta membrana
contenida en el sistema canalicular abierto. También se
conoce que las glucoproteinas de la membrana se

encuentran en mayor cantidad en las plaquetas activadas,
y precisamente estas proteinas provienen del sistema ca-
nalicular abierto (gplb.1X) y de los granulos o (gplib-llla).

Otro sistema de membrana es el sistema tubular
denso, que es una red de canales cerrados de reticulo
endoplasmico residual que se caracteriza por una elevada
actividad peroxidasa. En este sistema se secuestran iones
de calcio asi como nucleétidos (ATP, ADP) y serotonina
que se liberan riapidamente al ocurrir la activacién
plaquetaria. También en este sitio es donde se realiza la
mayor cantidad de sintesis de prostaglandinas, de hecho,
la peroxidasa es una enzima que interviene en esta
Sl’ntesis.”' 46, 48-50

d) Citoesqueleto

El citoesqueleto estd formado por filamentos de actina
que se localizan por debajo de la membrana plasmatica,
asi como vimentina, proteina que une actina, talina,
miosina, vinculina y espectrina.Todas estas son protefnas
contractiles que permiten la conservacién en forfna de
disco ovalado cuando la plaqueta se encuentra en
circulacion pero en reposo, asi como el cambio de forma
tan drastico cuando se activa. De hecho, las
glicoproteinas de membrana que actGan como receptores
de activacién tienen en sus regiones citoplasmaticas sitios
de unién con las proteinas del citoesqueleto para enviar
las senales de activacién del exterior de las plaquetas
hacia el interior. Aqui en el citoesqueleto también se
encuentran las proteinas que regulan la transduccién de
las sefales de activacion como son: cinasas de tirosina
de la familia src (src,yes,fyn,hck y lyn), la cinasa de
adhesién focal (FAK), la calmodulina y la proteina
activante de GTPasa y varias isoenzimas de la proteina
cinasa C (PKC), asi como las fosfatasas y la fosfolipasa A
(PLA]'M,S}-E}

e) Microtibulos

Inmediatamente, también por debajo de la membrana
plasmaética, se encuentra una banda de microtibulos.
Estin compuestos de polimeros de subunidades de las
proteinas o y P tubulina de 55 kDa. de peso molecular.*

f) Microfilamentos

La proteina contractil actina se polimeriza en
microfilamentos, que cuando la plaqueta estd en reposo,
no son tan evidentes, pero una vez que la plaqueta se ha
activado, y ocurre la formacién de filopodos, entonces
se pueden observar estos microtibulos de actina
polimerizados con otras proteinas.*

g) Organelos
La zona de organelos estd compuesta por
peroxisomas, pequefios organelos ricos en enzima
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catalasa. También se encuentran alrededor de siete
mitocondrias y lisosomas conteniendo hidrolasas dcidas,
tipicas de estos organelos. Los granulos densos, llamados
asi porque en microscopia electronica aparecen
precisamente como cuerpos densos, son ricos en Ca**,
serofonina, ADP y ATP.

Los principales organelos por ser los mas abundantes
(50 a 80 por plaqueta) son los granulos o.. Ademds son
muy importantes por su contenido de B-tromboglobulina,
factor 4 plaquetario, factor von Willebrand, fibrindgeno,
fibronectina, trombospondina, vitronectina, factor V,
proteina S, factor XlI, factor de crecimiento derivado de
plaquetas, factor de crecimiento transformante 3, factor
de crecimiento de células endoteliales, factor de
crecimiento epidermal, o2-antiplasmina, inhibidor del
activador del plasminégeno, albtimina,
inmunoglobulinas, P-selectina (CD62P), GW 33,
osteonectina, etc. Al parecer algunas de estas proteinas
las toma la plaqueta del plasma, ya que ella no tiene la
capacidad de sintesis. #5453

Glucoproteinas de la membrana plaquetaria

Las plaquetas también son conocidas con el nombre
de trombocitos por el papel que tienen en la formacion
del trombo hemostético. La participacién de la plaqueta
en la formacién del codgulo es muy importante. Mediante
sus receptores de membrana (complejos glucoproteicos),
de los cuales los mas importantes son los complejos gpllb-
Illa y gplb-1X, se adhiere a los endotelios danados a través
de proteinas plasmdticas como el fibrinégeno, factor von
Willebrand y fibronectina, entre otras. Posteriormente y
como consecuencia de la activacion de estos receptores
ocurren cambios bioquimicos en el citoplasma
plaquetario. Estos cambios incluyen fosforilacion en
tirosirfa de varias cinasas como src, fyn y fak; lo que
conduce a la activacién de fosfolipasa C (PLC), formacién
de trifosfato de inositol, diacilglicerol, flujo de Ca++ y
fosforilacién de proteinas contrictiles dependientes de
ATP. Todos estos eventos se expresan en un cambio en la
forma y estructura de las plaquetas dando lugar a la
formacion de grandes agregados plaquetarios. Se secretan
sustancias vasoactivas (serotonina) y agregantes
(tromboxano A2 y nucleétidos como el ATP y el ADP)
entre otras, lo que finalmente permite el reclutamiento y
activacion de mayor namero de plaquetas.®®*

Ademas de los cambios de forma ocurre la exposicion
de fosfolipidos de la membrana plaquetaria que actdan
como parte de los complejos enzimaticos de la
coagulacion. Estos complejos son: a) el diezasa que esta
formado por el factor IX, Ca++ y fosfolipidos plaquetarios
y tiene como cofactor al factor VIII (a este complejo antes
se le [lamaba la diezasa de la via intrinseca) ; b el otro

complejo diezasa que estd formado por el factor VII, Ca++
y fosfolipidos de la membrana plaquetaria y tiene como
cofactor al factor tisular (a este complejo antes se le
Ilamaba la diezasa de la via extrinseca) y c) el complejo
protrombinasa que estd formado por el factor X, Ca++y
fosfolipidos de la membrana plaquetaria y tiene como
cofactor al factor V. Complejos que intervienen en la
formacién de trombina. Como puede observarse el hecho
de que los complejos enzimaticos se formen en la mem-
brana de las plaquetas asegura que la coagulacion ocurra
precisamente en un sitio localizado. La trombina actta
sobre el fibrindégeno (que justamente se encuentra ya
unido a las plaquetas en el receptor gpllb-1lla) para formar
la fibrina. De esta forma la fibrina se deposita sobre los
agregados plaquetarios. Posteriormente las mismas
plaquetas realizan la retraccion del coagulo para darle
mayor firmeza.®® %

Como se ha mencionado los receptores de la plaqueta
juegan un papel muy importante en la activacién
plaquetaria, ya que ademds de recibir las senales de
activacion del exterior y enviarlas hacia el interior de la
célula, también envian el mensaje de activacién celular
del interior hacia el exterior, modificando los dominios
extracelulares de reconocimiento del ligando o
aumentando en la superficie la cantidad de receptores.®

Los receptores son glucoproteinas cuya sintesis se
lleva a cabo en los megacariocitos. Cuando la plaqueta
sale a circulacién sanguinea, proveniente de la médula
Osea ya lleva en su membrana y en los granulos o, o en
el sistema canalicular abierto la cantidad de receptores
que necesita. Cuando la plaqueta esta en reposo expresa
un cierto ntmero de receptores, pero cuando se activa
se expresa en la superficie de los receptores que se
encontraban “almacenados”.®

Las plaquetas realizan interacciones, a través de sus
glucoproteinas de membrana con proteinas de su medio
ambiente, con células endoteliales y también con otras
plaguetas. Estas glicoproteinas pertenecen a diferentes
familias de receptores. Se mencionardn en el texto de
acuerdo a la importancia de su participacién en la
hemostasis.

a) Glucoproteinas ricas en leucina

Estas glucoproteinas tienen en comdn unidades ricas
en leucinas. La unidad rica en leucinas tiene una
secuencia consenso de 24 aminodcidos con 7 leucinas
espaciadas regularmente, lo que les da una estructura
caracteristica de ldmina B-hélice «. Pertenecen a esta
familia las glucoproteinas del complejo Ib-1X y gpV.

El complejo Ib-1X estd presente en aproximadamente
25 000 copias en la membrana plaquetaria. Esta formado
por las subunidades Ib y IX. La subunidad Ib a su vez
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consta de dos cadenas polipeptidicas unidas por un
puente disulfuro, llamadas gplbo. y gplbf de 143 y 22
kDa de peso molecular respectivamente. Cada una de
estas subunidades tiene su region transmembranal.
Ambas proteinas tienen tanto N-glicosilacién como O-
glicosilacion con hexasacdridos ricos en dcido sidlico.
La gplba es degradada por una proteasa plaquetaria
enddégena para producir un fragmento llamado
glicocalicina de 140 kDa con 40-60% de carbohidratos
en peso. Tiene un dominio extracitoplasmatico con 7
unidades ricas en leucina. El tallo citoplasmatico
interactia con la proteina que une actina, para unirse al
citoesqueleto.

La gplbp tiene un sitio de fosforilacion en serina en
su porcion citoplasmatica y una unidad rica en leucina
en el dominio extracitoplasmatico.

La subunidad IX es una glicoproteina de 17 kDa de
peso molecular. Tiene un tallo citoplasmatico muy corto
y en su dominio extracitoplasmadtico tiene una unidad
rica en leucina. No se conoce exactamente cual es la
funcién de gplX.

El complejo gplb-1X funciona como receptor del fac-
tor von Willebrand. Este factor posee un dominio de
union con gplb-IX diferente a la secuencia RGD que
interactta con gpllb-llla.

In vitro la gplb reacciona con el factor von Willebrand
s6lo si se agrega el antibidtico ristocetina o el veneno de
vibora botrocetina. El mecanismo de esta interaccion
involucra un cambio de carga en la molécula de gplb.
No es necesaria la activacion plaquetaria para que gplb-
IX una a su ligando. También la gplb es capaz de unir
trombina en una reaccion de alta afinidad, incluso se le
conoce como el receptor de alta afinidad de la
trombina %70

GpV es una glucoproteina de 82 000 kDa de peso
molecular. Tiene 15 unidades ricas en leucina. Se piensa
que forma parte del complejo gplb-1X pero de acuerdo a
la cantidad de receptores expresados en la membrana
plaquetaria, parece ser que el complejo consiste de dos
moléculas de gplb-1X por una molécula de gpV.%*"

b) Integrinas

Las integrinas son receptores que interactdan con
proteinas de la matriz extracelular o con otras células
para realizar procesos bioldgicos de gran importancia
como el desarrollo embrionario, reparacién de heridas,
apoptosis, hemostasis, crecimiento tumoral y metéstasis,
«homing» y activacién de leucocitos y el mantenimiento
de la integridad vascular.

Estos receptores son heterodimeros formados por una
cadena polipeptidica o y una cadena polipeptidica B,
unidas en forma no covalente. A la fecha se han
identificado 16 cadenas 0.y 8 cadenas f. La combinacién
de una de las diferentes cadenas « con una de las
diferentes cadenas § da lugar a la formacién de mas de
20 receptores.”

Cuando las integrinas unen a sus ligandos se forman
agregados de estos receptores en lo que se llama
adhesiones focales. Estos agregados se unen con
complejos proteicos intracelulares del citoesqueleto
(talina, vinculina, a-actinina), para después unir
filamentos de actina, lo que finalmente termina en
activacion celular. Esta funcién esta regulada por
fosforilacién en serina, treonina y tirosina de la cadena

B_?L—-?S

Las plaquetas expresan en su membrana por lo menos
5 miembros de la familia de las integrinas. _
a
Gplib-llla (receptor de fibrinégeno) (allb-B3) (CD41/
CD61)

Este complejo estd presente en aproximadamente 40
000-80 000 copias en la membrana plaquetaria. También
se expresa en la membrana de los megacariocitos y en
las células endoteliales. Pertenece a la familia B3 de las
integrinas; siendo la primer integrina que se caracterizé.

Es un hetrodimero Ca++ dependiente. Esta formado
por dos subunidades: gpllb y gpllla. La subunidad IlIb a
su vez estd formada por dos cadenas de 116 y 15 kDa de
peso molecular unidas por un enlace disulfuro. Sélo la
cadena ligera tiene region transmembranal. La cadena
pesada, por lo tanto, es solamente extracitoplasmatica y
tiene 4 sitios que unen Ca++. Este ién es muy importante
para darle estructura al complejo receptor completo. La
cadena ligera tiene un sitio de N-glicosilacién y la cadena
pesada tiene cuatro.

La subunidad 1lla es una sola cadena polipeptidica
de 110 kDa de peso molecular, con 6 sitios de N-
glicosilacién. Tiene un dominio extracitoplasmatico, un
dominio transmembranal y un dominio
intracitoplasmatico. El dominio extracitoplasmdtico tiene
una regién rica en cisteinas, que forman numerosos
puentes disulfuro, caracteristica de todas las 8 cadenas
B de la familia de las integrinas.

El complejo lbllla es el receptor de fibrinégeno, pero
ademds une fibronectina, vitronectina, trombospondina
y factor von Willebrand. Sélo después de activarse con

©
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trombina, colagena o ADP es capaz de unir a su ligando.
Es decir las plaquetas en reposo necesitan dos senales
de activacion para desencadenar toda la serie de eventos
bioquimicos necesarios para la activacién a través de
este receptor, a diferencia del complejo Ib-1X que requiere
tnicamente una senal de activacion. Todos sus ligandos
tienen una secuencia de aminodcidos RGD (arg-gli-asp)
que es reconocida por el receptor. El fibrinégeno ademds
tiene la secuencia HHLGGAKQAGDYV en la cadena y
que también es reconocida por el receptor. % 7678

aVP3 (receptor de vitronectina) (CD 51/CD 61)

Junto con el receptor anterior forman los dos
miembros de la familia de las integrinas con cadena B3.
A pesar de que comparte la misma cadena B3, y que la
cadena aV tiene 36% de homologia en la secuencia de
aminodcidos con la cadena ailb, este receptor difiere en
muchos sentidos del receptor gpllb-llla ya que su
densidad en las plaquetas es de solamente 50 a 100
receptores por plaqueta; ademds de que no fija iones de
calcio sino de magnesio o de manganeso. A pesar de
estas diferencias los ligandos son los mismos que para
gpllb-llla.

Este receptor también se expresa en la membrana de
las células endoteliales, osteoclastos y en muchos otros
tipos celulares.””

Gpla-lla (receptor de colagena) (V'LA-2) (a2fB1)
(CD49b/CD29) (ECMR)

Este receptor pertenece a la familia 1 de las
integrinas. La subunidad o2 contiene la regién homéloga
de las cadenas o, la regién que une iones divalentes, en
este caso une iones de magnesio o de manganeso. Actda
como receptor de coldgena en las plaquetas y en los
fibroblastos, y como receptor de coldgena y laminina en
las células endoteliales. Ademds se encuentra en otros
tipos celulares .78

Gplc*-1la (receptor de fibronectina) (VLA-5) (a5p1)
(CD49¢/CD29)

Este receptor también pertenece a la familia B1 de las
integrinas. Tampoco es un receptor exclusivo de
plaquetas, ya que se encuentra en diferentes tipos
celulares, en donde participa en el desarrollo celular y
en la formacién de metdstasis. Funciona como receptor
de fibronectina, atn en las plaquetas en reposo a
diferencia de gpll-llla que también une fibronectina pero
en plaquetas previamente activadas.®

Gplc-lla (receptor de laminina)

(06B1)(CD49f/CD29)

(VLA-6)

Al igual que los dos receptores anteriores, éste también
pertenece a la familia Bl de las integrinas y también tiene

una amplia distribucién celular. Fija iones de magnesio
o de manganeso y no es necesaria la activacién
plaquetaria para que fije a su ligando.*

¢) Receptor de 7 dominios transmembranales

Este receptor pertenece a la familia de los receptores
acoplados a proteinas G. Estd formado por una cadena
polipeptidica con 7 dominios transmembranales. La
region N- terminal extracelular contiene un sitio donde
la trombina rompe un enlace peptidico, entre arg4l y
ser42. El péptido desde ser42 hasta fen55 (sin separarse
de la cadena polipeptidica) es el responsable de la
activacion y por lo tanto de la agregacion plaquetaria
inducida por este receptor. Péptidos sintéticos de esta
region, como por ejemplo el péptido SFLLRN, son
capaces de activar al receptor en ausencia de trombina.
No se conoce si el péptido N- terminal hasta arg4l que
se libera de la superficie plaquetaria tiene alguna
funcion.”

Existen de 1,500 a 2,000 copias de esté receptor en
la membrana plaquetaria. Como se mencioné es un
receptor de trombina pero funciona como un receptor
de baja afinidad (comparada con la afinidad de gplb-IX).
Ademads de la trombina, se han identificado a otras
enzimas que son capaces de activar, aungue en forma
mas débil, a este receptor. Estas enzimas son tripsina,
granzima A, plasmina, catepsina G y elastasa.® ®

d) Selectinas

Esta familia de glucoproteinas tiene un dominio de
lectina, dependiente de iones calcio, que reconocen
ligandos constituidos por carbohidratos. Son basicamente
tres tipos de selectinas, que se denominan de acuerdo a
la célula en la cual se identificaron por primera vez. De
esta forma hay L-selectina (linfocitos), E-selectina (células
endoteliales) y P-selectina (plaquetas). De estas
glicoproteinas, la P-selectina (OMP140) (PADGEM)
(CD62P) es la que se encuentra en la membrana de los
granulos a de las plaquetas en reposo, pero una vez que
las plaquetas han sido activadas las p-selectinas se
mueven a la membrana plaquetaria. Ademaés se
encuentran también en los cuerpos de Weibel-Palade
de las células endoteliales. El papel exacto de la P-
selectina en la formacién del codgulo hemostitico no
estd muy claro, pero, en procesos trombéticos que
consumen plaquetas se encuentran niveles plasmdticos
elevados. En ratones «knockout» de p-selectina se
observé que ademas de que los leucocitos no podian
rolar sobre el endotelio, tampoco podian hacerlo las
plaquetas, lo que resulté en alargamiento de los tiempos
de sangrado.®? '

Revista de Hematologia Vol. 2, No.3 » Afio 2001: 117-127.

®



Mecanismos de activacion plaquetaria

Las plaguetas circulan en el arbol vascular en forma
pasiva, pero en respuesta a dafno endotelial sufren
activacion y empiezan los procesos de adhesion, cambio
de forma, agregacion y secrecion lo que da lugar a la
formacion del tapén hemostatico. La activacion empieza
cuando los receptores unen a sus ligandos.

La adhesién es el primer paso en la activacién
plaquetaria, para que se realice se necesita de la
interaccion entre los receptores de la membrana
plaquetaria y las proteinas adhesivas de la matriz
extracelular de las.células endoteliales o de las proteinas
adhesivas del plasma. Entonces los participantes de la
adhesién deben estar lo suficientemente cerca para que
se realice la unién. Como puede advertirse factores como
la cantidad de plaquetas, nimero de receptores por
plaqueta, afinidad de los receptores, concentracion de
los ligandos, velocidad del flujo sanguineo, calibre del
vaso sanguineo dafado y tamano de la lesién son
importantes para que se realice dicha interaccién.®*®
Parece ser que a velocidades de flujo altas el receptor
que funciona bien es el receptor gplb-1X que se adhiere
bien al factor von Willebrand. Es decir, altas velocidades
de flujo ocurren en las arterias, por eso los agregados
plaquetarios de las arterias son mds frecuentes que en
las venas donde predominan mds los codgulos de fibrina.
También el receptor de coldgena (gpla-lla) (VLA-2) juega
un papel muy importante en este primer paso de
adhesion, ya que la coldgena se expone cuando el
endotelio sufre una ruptura.**#%° No se sabe el papel
exacto de los otros receptores, como el receptor de
laminina (gplc-lla) (VLA-6 ), el receptor de fibronectina
(gplc*-lla) (VLA-5) y el receptor de vitronectina (aVp3)
en las reacciones de adhesién, pero una vez que un
receptor ha unido a un ligando es mds facil que otros
receptores encuentren también a sus ligandos reforzando
asi la adhesién.?-°

Con la adhesién se logré activar a la plaqueta, en
seguida ocurre la agregacion plaquetaria, donde
empiezan a ocurrir los cambios de forma de la plaqueta.®®
Para que esta reaccion se lleve a cabo ocurren una serie
de reacciones en el citoplasma dé la plaqueta. Por una
parte hay activacién de la fosfolipasa C-y (PLC) que
hidroliza al 4,5 difosfato de inositol (PIP2) en 1,4,5-
trifosfato de inositol (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DG). Por
otra parte, la adenilato ciclasa convierte el ATP en AMPc.
Estos productos llamados segundos mensajeros activan
protein-cinasas. El IP3 libera Ca++, el cual es fijado por
la calmodulina que activa otras cinasas dependientes de
calmodulina y Ca++. El DG activa a la protein cinasa C
(PKC), y el AMPc activa a las cinasas dependientes de
AMPc. Todas estas cinasas actian fosforilando a otras
proteinas.”*? El papel de la gpllb-llla es muy importante

en lainiciacion de todas las cascadas de fosforilacién de
las proteinas, ya que si se inhibe la reaccién con sus
ligandos con el péptido RGDS que es la secuencia que
reconoce esta integrina en sus ligandos no se observa la
fosforilacion. Ocurre lo mismo en las plaquetas
deficientes de este complejo (la enfermedad en la que
no hay gpllb-llla en las plaquetas se conoce con el
nombre de Tromboastenia de Glanzmman).?+% >

Existen diferentes agonistas, entre ellos la trombina,
capaces de estimular a gpllb-llla pero en ausencia de
fibrin6geno ninguna reaccion de fosforilacién ocurre,
pero ademads se necesita que haya agregacion plaquetaria
para que se observe la fosforilacién en tirosina de
proteinas de 84, 95 y 97 kDa de peso molecular.®

Las protein-cinasas de la familia src que se asocian
con la proteina GAP son las proteinas pp6Oc-src, ppb2c-
yes, pp59fyn, hck v lyn. La pp6Oc-src y pp59fyn
interactdan con la PLC y cinasas de fosfatidilinositol y
diacilglicerol cuando las plaquetas se han estimulado
con trombina, y se asocia también con las proteinas del
citoesqueleto. De hecho cuando las protein-cinasas estan
asociadas al citoesqueleto son mas activas que cuando
se encuentran en forma soluble.?”%

Clark elaboré un modelo en el que explica la
fosforilacién de proteinas en tres distintas etapas que se
pueden distinguir experimentalmente. Primero ocurre la
fosforilacion «temprana» de proteinas como p2l ras GAP
(proteina activante GTP-asa) y cinasas de tirosina de la
familia src, esta primera onda de fosforilacién sélo
requiere de la activacion de integrinas con agonistas
como trombina, coldgena o ADP y no se necesita la unién
de fibrinégeno, después cuando se une el fibrinégeno se
inicia la segunda onda de fosforilacion en tirosina de
proteinas como p140 y otras de 50 a 68 kDa de peso
molecular; y finalmente ocurre la tercera onda de
fosforilacion que es dependiente de la agregacién
plaquetaria, en la que se fosforilan pp125FAK y el doblete
de 95/97 kDa. pp72syk se fosforila: durante las dos
primeras ondas.”*'® De hecho syk es la tnica cinasa que
se activa directamente por la ocupacién de la integrina. '

A pesar de que la regién intracitoplasmatica de la
integrina B3 no tiene dominio de cinasa (dominios ITAM),
si tiene residuos de tirosina, serina y treonina que pueden
ser fosforilados para que sean reconocidos por los
dominios SH2 de las protein-cinasas y de esta forma se
recluten estas cinasas en el tallo citoplasmadtico de la
integrina para conectarse con toda la red de cinasas
involucradas en la transduccién de la sefal de activacién.
La estimulacion plaquetaria se acompana con un incre-
mento en la actividad glicolitica y la produccién oxidativa
de ATP, el cual es utilizado en las reacciones de
fosforilacién.'”

&
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La sintesis de prostaglandinas juega también un papel
importante en la activacién plaquetaria. La fosfolipasa
A2 libera dcido araquidénico de los fosfolipidos de la
membrana y este dcido araquidénico es el sustrato de la
sintesis de prostaglandinas. La principal prostaglandina
plaquetaria es el tromboxano A2 que es un agonista de
agregacion plaquetaria.**°

Una vez que la plaqueta ha sido activada y se ha
llevado a cabo la agregacion de las primeras plaquetas,
ocurre la reaccién de secrecién del contenido de los
granulos a.y los granulos densos. Esta reaccion empieza
con el incremento del calcio citosélico que es unido por
la calmodulina para activar la cinasa de la cadena ligera
de la miosina, fosfatasa y la cinasa de AMPc lo que
conduce a la centralizacién de los organelos en anillos
contrdctiles lo que termina en la secrecién del contenido
de los mismos. Recordando que algunas de las proteinas
y metabolitos contenidos en estos organelos tienen como
funcién la activacién plaquetaria como factor von
Willebrand, fibrinégeno, fibronectina, ADP, etc. entonces
se inicia el reclutamiento de mayor cantidad de plaquetas
pero ahora el estimulo viene de las mismas plaquetas,
esta reaccion incrementa el nimero de plaquetas que
participan en la formacién de los trombos plaquetarios.*’

Terapia antiagregante

En la seccién anterior se ha revisado la participacién
de las plaquetas en la formacion de trombos que se le
llamardn “buenos” cuando se forman para cesar una
hemorragia y “malos” cuando sin ruptura del vaso
sanguineo se presenta un trombo que obstruye la
circulacién sanguinea. Desde que se conocid que la
aspirina era capaz de inhibir la agregacién plaquetaria
se uséﬁ como terapia antitrombética preventiva. La
aspirina bloquea la actividad de la ciclooxigenasa, una
de las enzimas que interviene en el metabolismo del
dcido araquidénico para la sintesis del tromboxano A2.
Pero la aspirina no puede prevenir la agregacion
plaquetaria si el estimulo es lo suficientemente fuerte.’o*
1%4Sin embargo, si se inhibe la unién del fibrinégeno con
su receptor entonces si se puede impedir la agregacién
plaquetaria. Por tal motivo se han disefiado medidas
terapéuticas con el uso de péptidos sintéticos que son
capaces de interferir la unién del fibrinégeno, factor von
Willebrand y otras proteinas adhesivas.'® El péptido
v400-411 inhibe in vivo la formacién de codgulos
hemostdticos en la arteria mesentérica de conejos.'” En
un” experimento ex vivo este péptido y400-411 vy el
péptido RGDS inhibieron la formacién del trombo. La
accion de los dos péptidos juntos tiene un efecto aditivo
mas que sinérgico en la inhibicion de la unién de la gpllb-
[lla con el fibrinégeno.'” La inhibicién del péptido RGDS
es mucho mejor que la del péptido y400-411 cuando se

usan separados.'®1% También se han probado péptidos
naturales que contienen esta secuencia RGD, estos
péptidos existen en los venenos de la vibora del drbol
verde (trigamin) y de la vibora Echis carinatus (equistatin)
y son mads activos que los péptidos sintéticos.'% '

Estos péptidos, in vitro, tienen la desventaja de
despegar células endoteliales de la matriz extracelular, y
pudieran ser de consecuencias para el mantenimiento
de la integridad vascular in vivo."*"3 Este efecto no se
observé con el péptido y400- 411. La desventaja que
tienen los péptidos sintéticos es que son de vida media
muy corta, pero conjugdndolos con albdmina se ha
logrado ampliar su vida media de minutos a horas."*!'?
Otra forma en la que se puede evitar la agregacién
plaquetaria es inhibir a la gpllb-llla.con el uso de
anticuerpos monoclonales. El anticuerpo m7E3 se ha
usado en combinacién con terapia trombolitica para el
tratamiento de infarto agudo del miocardio. También se
ha usado este anticuerpo en forma quimérica (c7E3,
abciximab, ReoPro).1"e17

También, en el tratamiento de infartos, se ha usado
un heptapéptido ciclico llamado integrilin (Cor Thera-
peutics, South San Francisco, CA) que es un péptido
antagonista de gpllb-llla y un pseudopéptido tirofiban
(MK-383, o Aggrastat, Merck rescarh Laboratories, West
Point, Pennsylvania). Otro inhibidor de gplllb-llla es un
inhibidor no-peptidico llamado lamifiban (Hoffman-La
Roche, Basel, Switzeriand) y se ha usado en combinacién
con estreptoquinasa, también para el tratamiento de
infarto agudo del miocardio."®"”

Estos tratamientos todavia estan bajo estudio, incluso
en nuestro pafs, y todavia no se tienen resultados de su
costo-beneficio. o

Conclusiones

Es muy importante el conocimiento de la fisiologia
plaquetaria para poder intervenir en las reacciones
criticas de la activacion para impedir la formacién de
los trombos que ponen en peligro la vida de millones de
personas. '
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APENDICE
MARCO TEORICO

En el articulo anterior se revisé la funcion, primordial, de la integrina o3 en la fisiologia
de las plaquetas. También se revisé el papel que juegan otros miembros de esta familia en
las funciones de adhesion y agregacion plaquetaria. Ahora en este articulo se presenta la
informacion relacionada a la funcién que realizan estos receptores en el reconocimiento de

del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), asi como su propagacion a otras c¢lulas.

3. INTEGRINAS

Dominguez V y Rosales C. Integrins: their role in ligand recognition and cell
activation in human immunodeficiency virus type 1 infection. Revista de
Hematologia. 2001(b); 2: 46-54. Articulo de revision
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Integrins: their role in ligand recognition and
cell activation in human immunodeficiency

virus type 1 infection
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"M en C Ma. Victoria Dominguez Garcia, 'Dr. Carlos Rosales Ledezma

Abstract

Integrins are glycoprotein membrane receptors.
They bind soluble ligands, as well as cell mem-
brane ligands. These receptors are heterodimers of
one of sixteen a subunits and one of eight b
subunits. Integrins recognize the outside activation
signal on an specific site of their extracellular do-
main. The activation signal is transduced inside
through their b chain intracytoplasmic domain. The
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) in-
fects CD4 bearing cells. But the infection process
is more succesfull when a HIV-infected cell fuses
with an uninfected cell. LFA-1 (alLf2, CD11a/
CD18) and VLA-3 (a3B1) integrins have a relevant
role in syncytia formation for spreading HIV-1 into
the host cells. The HIV-tat protein is able to bind
some integrin receptors (@531, aVB5 and oVB3)
upregulating the expresion of B2 integrins, making
cells more adhesive. It has been postulated that tat
protein is the responsible factor in the pathogenesis
of Kaposi's sarcoma. Even though the knowledge
of adhesive function is extensive, the role of these
molecules in HIV pathogenesis is still under study.
This review will deal with the relationship between
integrin proteins from immune system cells and
HIV-1 infection.

Key words: HIV-1, integrins, platelets

Resumen

Las integrinas son receptores glucoproteicos de
la membrana celular. Unen ligandos solubles o
unidos a membranas. Estdn compuestos por una
de dieciseis cadenas ¢ unida no covalentemente a
una de ocho cadenas B. Las integrinas reconocen
la sefal de activacion externa y la envian hacia el
interior de la célula a través de un dominio
intracitoplasmatico de la cadena f3.

"Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. México, D.F. - -
“Banco Central de Sangre, Centro Médico Nacional SXXI, IMSS Méxica, D.F. -

Correspondencia:

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo
1 (VIH-1) infecta a células CD4+. El proceso de
infeccién ocurre mejor cuando se fusiona una
célula infectada®con una célula virgen, con la
participacion de integrinas como LFA-1 (a2,
CD11a/CD18) y VLA-3 (3B1). Ademads, la proteina
tat del VIH-1 se une a estos receptores (a.531, aVB5
and aVB3) aumentando la expresién de las
integrinas de la familia f2, volviendo a la célula
mas adherente. Esta proteina tat es un factor
responsable de la patogénesis del sarcoma de
Kaposi. A pesar de que se conoce m‘ucho de la
funcion adhesiva de estos receptores, el papel que
juegan estas moléculas en la patogénesis del SIDA
todavia estd en estudio. El objetivo de este articulo
es revisar la relacion que existe entre las integrinas
de las células del sistema inmune en la infeccion
por el VIH-1.

Palabras clave: integrinas, VIH-1, Plaquetas.

Introduction

Integrins are glycoprotein receptors. They bind
soluble ligands, as well as cell membrane ligands .
Integrins are heterodimers of one of sixteen o
subunits and one of eigth § subunits. The o and f3
chains are non covalently associated. Both chains
have a large extracellular domain, a single span-
ning transmembrane region, and a short intracyto-
plasmic domain. '

Integrins recognize the outside activation sig-
nal through a specific site of their extracellular
domain. The activation signal is transduced inside
through their B chain intracytoplasmic domain. In
this way integrins trigger the cell signal transduc-
tion pathway. The result of this integrin activation
will make cellular changes depending on: the cell
type, the class of integrin molecule, and the lig-

Men C Ma. Vicloria Dominguez. Departamento de Inmunologia Instiluto de Investigaciones Biomédicas Universidad Nacional Autdénoma de México. México, D.F.
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and. Integrins play a major role in biologic
procceses such as: embrionic development, wound
repair, apoptosis, hemostasis, cell tumor growth,
metastasis, integrity of blood vesels, and leukocyte
homing and leukocyte activation.”*Among all these
biologic procceses, homing and leukocyte activa-
tion are important events in the immune system
response to an infectious agent. The immune sys-
tem trigers the neccesary mechanisms that will
destroy the infectious agent. In the specific case
that the infecting agent is the human immunodefi-
ciency virus type 1 (HIV-1), the immune system
will not be able to trigger an adequate response
due to the fact that immune system cells are the
target for the virus infection.®®

Itis known that HIV-1 infects CD4 bearing cells:
T lymphocytes, monocytes, dendritic cells,
macrophages, and glia! cells.*'"*Also it is known
that HIV is cytopathic of CD4 T cells, and these
cells are completely depleted. Patients in this stage
have a severe imrnune deficiency, this stage is
called the adquired immune deficiency syndrome
(AIDS). The clinicai features from AIDS patients
are infections by oportunistic agents and wasting
syndrome.'*"

In early stages of HIV infection, when the CD4
T cells counts are still normal, there are an impair
immune function, this stage is called the AIDS re-
lated complex (ARC). The clinical features from
ARC patients are recurrent bacterial infections of
skin, mucouos membranes and intestinal tract.'*°,

The clinical features from ARC patients are quite
similar to leukocyte adhesion deficiency (LAD)
patients.The leukocyte adhesion deficiency is a
genetic disorder, in which there is no expression
of integrin B2 chains. Leukocytes from subjects af-
fected with leukocyte adhesion deficiency have
altered leukocyte function. The clinical features in
LAD patients are recurrent infections of skin, mu-
cous membranes, and intestinal tract.?"*?

This review will deal with the relathionship
between integrin proteins from immune system
cells and HIV-1 infection.

Integrins

Cells of a multicellular organism are in perma-
nent communication. Direct communication can
be done through a membrane protein on the cell
and their counterpart receptor on the other cell.

Indirect communication also is possible. One cell
produces and releases a protein into the surrounded
space and the other cell receives it. In both cases,
cells need surface receptors for getting the message.

Several protein adhesion receptors have been
identified. These receptors are classified into fami-
lies: the cadherins, the inmunoglobulin super-fam-
ily of adhesion receptors, the selectins, and the
integrins. We have special interest in those mem-
bers of integrin family that are expressed on the
surface membrane of immune system cells.

There are several, excellent, integrin protein re-
views. #2628 1t is beyond our scope to do another
one. We only mention some relevant features.

Integrin molecules consist of two non covalently
associated o and B subunits. Both chains have a
large excellular domain, a single transmembrane
spanning region, and a short cytoplasmic tail at
the carboxi terminus. The exception is the integrin
B4 subunit, which has a long intracellular domain.
The o.or B subunits have 40-48% homology among
them and are conserved over a wide variety of spe-
cies including mammals, birds, amphibians, in-
sects, and fungi.' The association of sixteen differ-
ent o chains (Mr 120 to 180 kDa) with eigth differ-
ent B chains (Mr 90 to 110 kDa) heterodimerize to
form at least twenty receptors. These receptors
mediate interactions cell-cell and cell-extracellu-
lar matrix.**?*% Thus integrin family function is to
communicate the cell between the extracellular en-
vironment and the intracellular cytoskeleton. 262

Integrin family can be subdivided into classes
based on the B subunits. There are three principal
classes or subfamilies: 1, B2, and 3. Less is known
about p4 through 8.

The B1 class is the most widely distributed. It is
known as very late antigens (VLA). VLA molecules
appear on lymphocyte surface several days after
mitogen-or antigen activation. Seven receptors have
been identified: o1B1, a2p1 (collagen receptor),
o3p1, ad4B1 (VCAM-1 receptor), o581, aVp1
(fibronectin receptor),and 06f1 (laminin receptor).

02p1 (GPla-lla, CD49b/CD29) is the receptor
for collagen and laminin on endothelial cells. It is
also the receptor for echovirus-1 (echovirus belongs
to enterovirus from Picornarividae family).?326.27
04p1 surface expression is upregulated on memory
T lymphocytes.?*%8
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The B2 class is restricted to leukocytes. It is
known as CD11a-¢/CD18 antigens. This class con-
sists of three adhesion receptors: LFA-1, MAC-1,
and p150,95.

LFA-1 (0LB2, CD11a/CD18) is expressed on all

aVB3 is found on endothelial cells from large
vessels. It is the vitronectin, fibrinogen,
thrombospondin, and von Willebrand factor
receptor.>26:28

et
% = leukocyte membranes. LFA-1 has an important role ) It is kngwr& that the integrin B th;\in cytoplas-
= in the leukocyte-leukocyte and leukocyte-endothe- ~ Mic d:omam IS neccesary 3nd_ sufficient to target
o lial cell interactions. It is involved in natural killer ~ integrins to focal adhesions with cytoskeletal pro-
Q) = cell (NK), T helper cell (Th), and antibody-depend-  teins, after ligand binding. Talin and ¢-actinin bind
W Y e cytotoxic cell (ADCC) functions. The ligand for  to f chain cytoplasmic domain. Also tensin and
‘&) LFA-1 is the glycoprotein ICAM-1. ICAM-1 is a  vinculin have been found in this interactions. Ac-
E = member of the immunoglobulin superfamily. It is  tin fil‘amentsvmay Iink'to in?esrins th*’QUSh talin, a-

Bxa o low expressed on almost all cell membranes, but ~ actinin, tensin, and vinculin interactions. The ac-

g on leukocytes, endothelial cells and epithelial cells  tin filaments polimerization produces shape

= Lans is upregulated by cytokines, endotoxins and  changes and cell movement.*

o @ phorbol esters. ICAM-1 is the rhinovirus receptor . P ) .
omw £ (rhinovirus belongs to Picornaviridae family).253031 Tyrosine phqsphonlatlon is one ‘ot tl_‘:e ear!test
iz > events detected in response to integrin stimulation.
,E ez i Co-capping studies have demostrated the LFA- ?everal tyros‘ine kinase.s as.FAK, src, .f?m fyn c?re

50 1-FcyRIIB association. FeyRIIB (CD16b), expressed involved. Serme-lhreqmne kmases_tamﬂ@s as PKC,

&S = only on neutrophils, is a glycosylphosphatidy! a.nd MAP are also activated upon integrin stimula-

L) (GPI)-linked membrane protein and therefore lacks ~ tion.

Ay == the transmembrane and cytoplasmic sequences that e i 4 | i i _

< #  areneededtomediate conventional signaling, even 2 2A 'cfoﬂ” = :’e ;?F;‘Tte”te‘ the pd l;ncrel-nasﬁ’
N S though it is competent to elicit transmembrane sig- ‘ P mt'ux't'p 05P| 4 “t}; i Over*t’f‘“n pf?:?t)eii[n

- W nals and effector functions.’** PASE active '?”f !W:e?{ e occupation o 8

e - receptors occur,

g = MAC-1 (oMB2, CD11b/CD18, Mo-1, CR3) is o |

e G Actually several signaling pathways can be ac-

found on neutrophils, monocytes and some

lymphocytes. Mac-1 is a promiscuous receptor, its tivated when integrins are engaged. This signaling

pathways are the tyrosine kinase (also known as

18
b‘-‘
Cie

i
-

r‘*‘;-‘ 3= ligand repertoire includes iC3bi (a breakdown i : othare

- ”'53 product of the third complement component), co- the Ras pathway), the_G'_prOt‘?'n_' Bl hOt “"ST_; f
TR agulation factor X, fibrinogen, endotoxin, and also the JAK-STAT and the sphingolipid pathways. '
2 %= 1 3239 s

- ICAM-1.

) = DA% i} SO contiinof 100 £ aeRguls fon As we can see integrin engagement is an im-

P e glycoprotein complex lIb/llla ( @llb/B3), and aVp3. ' ‘ grin engag =
= portant event for cell activation. If there is an

. g GPIIb/llla (allb/iila) is mainly found on plate- integrin inhibitor, cells will not be able to function
L= -

q) == lets, megakaryocytes, and endothelial cells. It is  correctly.

= E the receptor for several soluble adhesive proteins:

olimd 2 ams fibrinogen, fibronectin, von Willebrand factor, The human

;;; ~ th;0n1.b05pqr1din6,Pz|1|rl;dlIrit‘ronet:?in. -[r.i colntrast to immunodeﬁciency VIirus

o= 3 fﬁ ELARREES, A /llla is nonfunctiona on‘rest- The HIV belongs to lentiviruses group of the

B ing platelets. Activated platelets by thrombin or ; ; 7 i d
e O ADP can bifid ite ligands 24262 retroviruses family (Retroviridae). It has a two stran

’-m%, = : & ' RNA genome, and a reverse transcriptase enzime

_.:‘ " WE - . -

E;J 4 v The sequence Arg-Gly-Asp (RGD) is a common that makes a DNA i if.rom RNT'_The V'hr;on 15
wes === sequence in the GPIla/lllb ligands. This sequence ab?”t_] 0?1 i 15? A1, BUARIEE IR A

= gm is recognized by GPIIb/llla. The fibrinogen ychain ~ €t'ar 1N shape.

has another sequence (HHLGGAKQAGDYV) that
also is recognized by this receptor.

:
&

This is an enveloped virus. The envelope is de-
rived from the host cell membrane, and it is com-
posed of lipid or fatty material. On the inside of

TR AT o T e ST
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the envelope there is a protein called the matrix
protein or p17. On the outside of the envelope there
are two viral glycoproteins. These two envelope
glycoproteins are the gp120 (Mr 120 kDA) and the
gp41 (Mr 41 kDa). Gp120 and gp41 are derived
from gp160 splicing. Gp41 is attached to envelope
through its transmembrane domain, and gp120
binds non-covalently to gp41.

The capsid is the virus inner core, which sur-
rounds the nucleic acid. It is caracteristically cone-
shaped. The main core protein is p24 (Mr 24
kDa).IEJG.B?

The genome of HIV is less than 10 kilobases in
length. It is composed of three genes: the gag gene
{codes for the matrix and core proteins), the env
gene (codes for the envelope proteins), and the pol
gene (codes for polymerase or reverse transcriptase,
ribonuclease, integrase and protease). :

Also, in common with the other retrovirusés,
HIV posseses at either end of his genome a seg-
ment of nucleic acid called the long terminal re-
peat (LTR). LTR regulates and controls whether the
three structural genes are turned on, or are turned
off.

There are other genes called regulatory genes.
These can be divided into three groups: positive
regulatory genes, negative regulatory genes and
regulatory genes. The positive regulatory genes are
tat, rev, vif, and vpu genes. The tat gene
(transactivator of transcriptior) codes for protein
tat. Protein tat attaches to virus RNA TAR site, This
promotes the transcription of messenger RNA for
proteins manufacturing.

The rev gene (regulator of expression of viral
proteins) functions as a genetic switch, it activates
virus from a latent state to an active infectious vi-
rus. The vif gene (virus infectivity factor) codes for
a protein that promotes the assembly of virus com-
ponents. The vpu gene (viral protein u) promotes
the release of infectious virus from cells.

The negative regulator gene, nef (negative fac-
tor) codes for proteins which attach to NRE (nega-
tive regulatory element) into LTR. Nef inhibits the
production of structural proteins

The regulatory genes, vpr (viral protein r) and
vpt (viral protein t).78153¢

Replication of HIV

The first step for virus replication is the gp120
attachment to CD4 protein of the host cell as the
mean receptor. The fusin and CC chemokines
receptors such as CC CKR3 and CC CKRS5 are used
as coreceptors.’**

If the host cell is activated, the second step will
occur.*** In this second step the gp 41 causes host
cell and virus membranes fusion, which permits
the virus to enter the cell. Once inside the cell the
core capsid protein breaks open releasing the two
strands of the virus RNA. The reverse transcriptase
makes a DNA copy from each RNA strands. The
integrase helps this DNA to integrate into the host
cell genome.*®** Once the DNA is integrated, it is
trancriptioned into messenger RNAs for the viral
proteins manufacture as well as the RNA that will
be used for the progeny virus. All these events are
controlled by virus regulatory genes as well host
cell regulatory genes. Once the virus RNA and pro-
teins are made, the virus assembly occurs. Then
the new virus particles are released from the cell
and these are able to infect other cells. The host
cell is destroyed when the virus particles are bud-
ding from the cell. 10133

New cells can be infected by free virus parti-
cles or by direct non infected cell-infected cell in-
teractions. HIV-infected cells express viral gp120
on their membranes. GP120 bearing cells attach
to CD4 on the other cell. Similar mechanism as
the free virus cell entrance can now occur. The
two cell membranes fuse to permit that virus parti-
cles infect the other cells. These cell membranes
fusion is repeated once and twice and so on until a
giant multinucleated cell is formed. This giant cell
is called syncytium, which generally is formed with
ten to fifty fusioned cells; however syncytia from
two hundred fusioned cells have been seen. The
syncytia are preferentially formed in lymphoid or-
gans rather than peripheral blood cells (46,47).
Cells involved in the syncytium are non functional,
moreover the syncytia are rapidly de*s.troyed.‘J

It has been mentioned that HIV-1 proteins
gp120, and gp41 play important role in the cell
viral infection; in the same way the host cell has
proteins that regulate the fusogenic procces.

As we know the host cell must be have receptors
for the virus such as CD4, fusin, and CC chemokine
proteins, but host cell needs other protein that can
regulate the cell membrane fusion. This regulatory
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protein is the integrin LFA-1. If this integrin is in-
hibited by monoclonal antibodies to thep2 subunit,
the syncytia formation is completly blocked, but
antibodies to the ol subunit the syncytia forma-
tion is not completly blocked. This suggest that the
fusogenic procces depends on the b chain func-
tionality.**3¢ Other studies have demonstrated the
mean role of B chain into cell membrane fusion, in
such studies lymphocytes from LAD patient were
used, as it was mentioned before these leukocytes
lack the B2 integrins on their cell membrane. How-
ever LAD lymphocytes were HIV infected in vitro,
they were unable to form syncytia.*

Integrins and human immunode-
ficiency virus type 1

The latency period in HIV-1 infection is differ-
ent from other viral infections such as herpes vi-
ruses, where the viral replication and disease mani-
festations appear concordantly after long intervals
of silence. In contrast, in the acute viral syndrome
of HIV-infection, that sometimes follows primary
exposure to virus, there are high peak levels of cell-
associated and cell-free virus in the peripheral
blood. Thereafter in the asymptomatic phase of
disease, the viral load in peripheral blood is low;
however, there are high levels of virus replication
in lymphoid organs.*®s' Actually the lymphoid or-
gans are sites where the most virus replication oc-
curs, and they are HIV reservoirs.

Some CD4-infected cells remains in the periph-
eral blood. This has been demonstrated by the pres-
ence of viral RNA into cells. If these cells, which
are in Go phase of the cell cycle, are activated,
then HIV-1 replication occurs. %1344 As we men-
tioned before integrins molecules play mean role
in the leukocyte activation, motion, and homing
to lymphoid organs. We divide this review into the
next items: a) HIV-1 infected cells and cell mem-
brane fusion; b) The integrin ligand HIV-1 tat pro-
tein ¢) Apoptosis and integrin proteins in HIV-1 in-
fected cells; d) Integrin autoantibodies in HIV-1
infected patients.

a) HIV-infected cells and cell membrane fusion

There are three mean ways that HIV-1 uses to
infect a host: sexual (homosexual and heterosexual)
parenteral (as transfusion of HIV-1 contaminated
blood derivatives, the use of HIV-1 contaminated
syringes by drugs users), and materno-fetal.

In the sexual way, Langherhans cells (LCs), den-
dritic cells (DCs), and macrophages are the fist cells
that can be infected. Of course these cells bear the
CD4 receptor. The oral cavity, anus, vagina, and
uterine cervix are covered with a stratified squa-
mous epithelium that is rich in Langherhans cells
and macrophages. Infected Langherhans cells mi-
grate to the dermis, submucosa, and lymph nodes.
These tissues are rich in dendritic cells and CD4 T
cells. CD4 T cells are infected into this tissues.

Langherhans cells and dendritic cells are better
antigen presenting cells than macrophages and B
lymphocytes, they fuse their membrane to T cells.
Itisin these LC-T cell, and DC-T cell syncytia, rather
than free cells that viral p24 protein and virions are
produced.?5*5

Studies in vitro have demonstrated that T
lymphocytes-monocytes syncytia can be formed
by large amounts of cells, and also one syncytium
fuse with other syncytium. However the great com-
plexity the syncytia are highly organized and mo-
tile.S-I,ES

If the parenteral or materno-fetal ways are the
routes for virus infection, CD4 T lymphocytes and
monocytes are the first cells infected. These cells
move to lymphoid organs, and then the membranes
are fused, the virus replication occurs and so on,
the LCs and DCs are infected. The entire procces
involve gp120,and gp41 from HIV and CD4, fusin,
CC chemokines receptors, and of course integrin
proteins from the host cel 28-3246-49

As it was mentioned before the participation of
LFA-T (B2, CD11a/CD18) in syncytia formation
has been demonstrated by using monoclonal anti-
bodies to CD18. These antibodies block intercel-
lular adhesion of leukocytes, including that of T
lymphocytes, and monocytes. They also block ad-
hesion-dependent functions such as lymphocyte-
mediated citotoxicity and induction of T cell pro-
liferation.*®3® T lymphocytes obtained from a LAD
patient were unable to fuse and form syncytia when
these T cells were infected with HIV-1 or HIV-2,
despite the fact that T cells were efficiently in-
fected.*

There is evidence that B1 integrins also partici-
pate in cell membrane fusion, specifically the VLA-
3 integrin. Antibodies to @3 or antibodies to B1
inhibit fusion.””
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Before cell membrane fusion occurs, cells in-
volved must be in contact. As it was mentioned
before integrin family mediate cell-cell, and cell-
matrix extracellular interactions.

The adhesion of HIV-1 infected cells and the
integrin molecules expression have been deter-
mined. HIV-1 infected T lymphocytes are more
adherent to fibronectin (extracellular matrix pro-
tein) than non infected lymphocytes. The adher-
ence was inhibited by antibodies to o5 or B1
subunits of the classical fibronectin receptor. In
addition the adherence also was inhibited by one
peptide with the amino acid sequence Arg-Gly-Asp
(RGD). This suggest that the more adherent
phenotipe is due to integrin protein. The increased
adhesion correlated with 2.5 fold in integrin syn-
thesis, which finally ends on the integrin membrane
over expression.*® Besides increased expression of
a5 B1 on lymphocytes, the expression of LFA-1
was also upregulated.®®

HIV-1 infected monocytes display a threefold
more adherent phenotype, than uninfected con-
trol cells, to laminin and human capillary endothe-
lial cells monolayer. The attachement to laminin
enhanced the virus replication.®® The adherence
was inhibited by monoclonal antibodies to LFA-1
or ICAM-1.%" By the way ICAM-1 is also
upregulated on macrophages®?, then upregulation
of the two receptors LFA-T and ICAM-1 pair is now
available to function.

b) The integrin ligand HIV-tat protein

The HIV-tat protein is a transcription
transactivation factor, that is able to bind integrin
receptors. When recombinant tat protein is bound
to monocytes, tat protein upregulates the expres-
sion of B2 integrins; this upregulation in integrin
expression become monocytes more adherents to
endothelial cells, and also induce monocytes to
form aggregates themselves.** Added to monocytes,
HIV-tat protein is uptaked by fetal astrocytes, fetal
neurons, glial macrophages, and neuroblastoma
cells 6455

a5B1, aVB5, and aVP3 are the receptors for
HIV-tat protein. Similar to fibrinogen, one of the
natural ligands for allb B3 and oV B3 integrins, tat
protein has two binding domains; one is the amino
acid sequence Arg-Gly-Asp (RGD), and the other the
basic domain ( amino acid sequence
RKKRRQRRR).5-69

Kaposi sarcoma is an endothelial cell neopla-
sia that is frecuently found in adults AIDS patients.
It has been postulated that tat protein is the respon-
sible factor in the pathogenesis of Kaposi sarcoma.
In the presence of inflammatory cytokinas
(interleukina 1, interleukina 6, tumor necrosis fac-
tor and oncostatin M), tat protein promotes the
adhesion, migration, and morphogenesis of vas-
cular endothelial cells, and AIDS Kaposi sarcoma
cells %970

c) Apoptosis and integrin proteins in HIV-infected cells

Apoptosis is the name of the mechanism of
programed cell death. It has been proposed that
CDA4 T cell depletion, in HIV-1 infection, is due to
unchecked apoptotic cell death. The CD4 T cells
that are depleted can be HIV-1 infected cells and
also uninfected CD4 T cells. This suggest, that the
aberrant cell death is caused by soluble factors
rather than a direct cytotoxic action of viral parti-
cles. Priming for apoptosis required two concomi-
tant signals present on the same antigen present-
ing cell, an antigenic stimulus and a second signal
provided by the HIV-1 gp120.7"7

Ithas been demonstrated that B1 integrin, which
is a costimulatory signal in the T cell antigenic res-
ponse, rescue various cell types from undergoing
apoptosis.”

In HIV-1 infected T cells, the integrin-mediated
costimulatory signal of TCR for inducing T cell pro-
liferation and protection from aberrant cell death
is absent. The impair function in integrin response
correlates with a failure of the integrin generated
signal to induce FAK expression, and protein ki-
nase C activation.” Protein kinase C activity is also
inhibited by HIV-1 gp41 protein.”®”” However the
gp41 inhibitor mechanism is unknown, it seems
that gp41 interacts directly with cytoplasmic B1
integrin domain, and this interaction inhibits the
cytoplasmic integrin function.”®”” Actually the B1
generated signal of cell activation is the real mecha-
nism that rescue lymphocytes from_the apoptotic
process.

d) Integrin autoantibodies in HIV-1 infected
patients
Autoantibodies and cell autoreactivity are com-
mon characteristics of nearly all virus infections.
In man, Epstein Barr virus, cytomegalovirus, influ-
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enza, adenoviruses, chickenpox, and coxsackie
viruses induce autoantibodies. These antibodies do
not play a role in the pathogenesis, unless they are
directed to the heart.”#%

On the contrary, in HIV-1 infection,
autoantibodies do play an important role in the
pathogenesis. The autoimmune manifestations of
HIV disease involve: skin (seborrhoeic dermatitis,
psoriasis, moluscum contagiosum, pemphigoid),
joint (Reiter’s syndrome, psoriatic arthritis, vascu-
litis, Sogren’s syndrome), hematological
(autoimmune thrombocytopenic purpura, neutro-
penia, aplastic anemia), and neurological changes
(acute and chronic inflammatory demyelinating

tide from intracytoplasmic B3 integrin. There was
no correlation with platelt blood counts, which
demostrated that these antibodies are not involved
in the thrombocytopenia pathogenesis. This study
showed that antibodies are directed to HIV-1 gp41
and cross react with the B3 cytoplasmic domain;
the epitope from these two proteins have structural
homology.**#

These studies suggest that HIV-1 gp41 antibod-
ies may be cross react with the intracytoplamic do-
mains from other integrins due to the integrin in-
tracytoplasmic domains are highly conserved. If this
hypothesis is true HIV-1 gp41 protein could be an
integrin inhibitor of immune cell responses.

polyneuropathy, sensory ganglioneuritis, etc).”®*!

FOM

Conclusions
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s B between HIV-1 proteins and host proteins.
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Further investigation is needed to understand
' .
g ' t‘lt htas bleﬁnlimom{)n that mast C;: AIV-1 fnlfecttled the mechanism involved in the interactions be-
pee S_W'EE af rombocytopenia have antiplatelet oo Hy and integrin molecules.
- antibodies.?* GPIIb/llla is the main target antigen,
® iR and some antibodies are directed to 3 intracytoplas-

Maost of the terapeuthic approach is based in
inhibition of viral replication. If we could find a
way to block the viral spreading, we will have bet-
ter weapons to combat the virus.

mic domain B+%
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It was found that sera from most of HIV-1 in-
fected patients have antibodies to a synthetic pep-
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APENDICE
MARCO TEORICO

Todavia no es posible realizar un diagnéstico preciso de la PTA. Los laboratorios clinicos
adolecen de la metodologia necesaria para el estudio de la presencia de anticuerpos
antiplaqueta. No hay una técnica que sea lo suficientemente sensible y especifica que
asegure la presencia de estos anticuerpos. En México es todavia peor el problema, porque
algunos métodos de uso comun en otros paises, son demasiado caros para nuestra
economia.

Por estas razones se realizd una rev‘isi(’)n critica de los métodos en uso, para la

determinacion de los anticuerpos an'tiplaqueta.

4. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTIPLAQUETA

Dominguez V y Govezensky T. Metodologia de laboratorio para la deteccién de
anticuerpos plaquetarios. En Temas de Medicina Transfusional. Ed. Prado. México,
2000. pp 271-277.
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METODOLOGIA DE LABORATORIO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS
PLAQUETARIOS
Victoria Dominguez'?, Tzipe Govezensky’

1) Banco Central de Sangre, CMN, SXXI, Instituto Mexicano del Seguro Social
2) Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México

Las plaquetas poseen antigenos comunes con leucocitos (HLA-I) y con eritrocitos (ABH, Lewis, li, y
P) y un sistema de antigenos propios (HPA) que se encuentran en glucoproteinas de la membrana
plaquetaria. Estos ultimos son los principales antigenos involucrados en la formacién de
autoanticuerpos y aloanticuerpos responsables en la destruccion plaquetaria en la purpura
trombocitopénica autoinmune, lupus eritematoso sistémico, plrpura neonatal y purpura post-
transfusional (1,2).
Para el estudio de anticuerpos unidos a la membrana de las plaquetas se intenté usar métodos
similares a los usados en la deteccion de anticuerpos unidos a eritrocitos. De esta forma los
primeros estudios usaron plaquetas de los pacientes (métodos directos), que una vez lavadas se
hacian reaccionar con anticuerpos anti-lgG humana marcados con fluorocromos
(inmunofluorescencia), con radiocisétopos (inmunoradiométrico, IRMA) o con enzimas (ELISA). Y el
suero de los pacientes era incubado con plaquetas normales y después de lavarlas se trataban de
la misma forma antes descrita (métodos indirectos). Estos métodos resultaron complicados por
dificultades técnicas en el manejo de las plaquetas en el laboratorio. Las plaquetas tienen
receptores de inmunoglobulinas (FcyR) en la membrana plaquetaria y los granulos alfa contienen
concentraciones de IgG similares a las plasmaticas. Ademas de la presencia de anticuerpos
naturales, en el suero o plasma, en contra de antigenos plaquetarios (1,2). Una alternativa de esta
metodologia es la prueba de inmunofluorescencia en citometria de flujo, que es ligeramente mas
sensible que la técnica microscdpica (3). Ademas ce que éstas técnicas, también llamadas 1gG
asociada a plaquetas (PAIgG del inglés platelet-associated IgG) resultan inespecificas, porque
también dan resultados positivos pacientes con trombocitopenias no inmunes (4).
Por estas razones se han disefiado numerosas técnicas para la investigacion de anticuerpos anti-
plagueta y todavia no existe la técnica adecuada para establecer el diagnéstico preciso de
trombocitopenias inmunes (purpura trombocitopénica autoinmune, trombocitopenia inmune
mediada por drogas), purpura aloinmune y pruebas cruzadas de compatibilidad plaquetaria.
Debido a que se ha comprobado que los complejos gplib-llla y gplb-IX son los principales blancos
de los anticuerpos dirigidos en contra de antigenos propios de las plaquetas (5,6), los diferentes
métodos para el estudio de los anticuerpos anti-plaquetas usan estos complejos proteicos como
antigenos. Entre los diferentes métodos que existen, se detallan algunos a continuacion.

a) MAIPA (del inglés Monoclonal Antibody Immobilization of Platelet Antigens)
Este método es util para identificar IgG'’s unidas a la membrana de las plaquetas.
Las plaquetas se incuban con anticuerpos monoclonales anti gplib-llla o anti gplb-1X
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Las plaguetas se lavan y se lisan con TBS-triton X-100 al 1%. Los sobrenadantes se diluyen y se
transfieren a las placas de microtitulacién previamente recubiertas con un anticuerpo anti-lgG de
raton. Después se incuban con anti-lgG humana marcada con peroxidasa o fosfatasa revelando la
reaccion con el sustrato especifico de la enzima y después se lee la absorbancia (7).

b) AC (del inglés Antigen-Capture assay).
Este método es util para identificar inmunoglobulina unidas a la membrana de las plaquetas e
inmunoglobulinas del interior de las plaquetas.
Es similar al método anterior, pero a diferencia de incubar las plaguetas con anticuerpos
monoclonales, éstas se incuban con los sueros de los pacientes, después se lisan con PBS-triton
X-100 al 0.5%. Posteriormente el lisado se incuba en placas de microtitulaciéon recubiertas
previamente con un anticuerpo anti-lgG de ratéon, después de lavar se recubren con anticuerpos
monoclonales anti-gpllb-llla o anti-gplb-IX, bloqueando con TBS-tween 0.05%-albumina bovina
2%. Después de la incubacién con los lisados plaquetarios, las placas se incuban con un
anticuerpo anti-lgG humana acoplada a fosfatasa alcalina. Después se revela con el sustrato de la
enzima (p-nitrofenilfosfato) y se lee la absorbancia a 405 nm (8).

c) |BA (del inglés Immunobead Assay).
Perlas de poliestireno se recubren con anticuerpos monoclonales anti gplib-llla o anti gplb-IX.
Después se bloquean con PBS-tween-BSA 2%. Para el estudio de anticuerpos en suero, éste se
incuba con plaquetas normales. Para el estudio de los anticuerpos unidos a las plaquetas, las
plaquetas de los pacientes se usan directamente. Las plaquetas se lavan y se lisan con PBS-triton
X-100 al 1.0%. Los sobrenadantes se diluyen y se transfieren a las placas de microtitulacién junto
con las perlas. Después se incuban con anti-lgG humana marcada radiactivamente y después se
lee la radiactividad (9).

d) MACA (del inglés Modified Antigen Capture Assay).
Placas de microtitulacién se recubren con anticuerpos monoclonales anti-gplib-llla o anti gplb-IX.
Se bloquearon con PBS-tween-BSA 2%. Para el estudio de anticuerpos en suero, estos se
incuban con plaquetas normales. Las plaquetas se lavan y se lisan con PBS-triton X-100 al 1.0%.
Después de lavar se incuban con anti-lgG humana biotinilada y después estreptavidina biotinilada
conjugada con peroxidasa. Posteriormente se agrega el sustrato (O-fenilendiamnina) y finalmente
se mide la absorbancia a 492nm (10).

e) ELISA (del inglés Enzime-Linked Immunosorbent Assay).
Los complejos gplib-llla y gplb-1X se purifican de plaguetas y se agregan a placas de
microtitulacion, después de bloquear con TBS-albimina bovina al 2%, se incuban con eluido (pH
acido) de plaguetas o con suero de los pacientes, posteriormente se incuban con un anticuerpo
anti-lgG humano conjugado con biotina, y después con estreptavidina biotinilada conjugada con
peroxidasa. Después de revelar la reaccion con el sustrato (o-fenilendiamina) se lee la absorbancia
a 450 nm (11).

f) Uso de péptidos sintéticos
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Por medio de sintesis quimica se preparan péptidos de gpllla y con ellos se sensibilizan placas de
microtitulacion. Estas plascas se incuban con eluidos de plaquetas (con éter) o sueros de los
pacientes y después se agrega un anticuerpo anti-lgG humana acoplada con fosfatasa. Esta
reaccion se revela con el sustrato correspondiente (p-nitrofenilfosfato) y después se lee la
absorbancia a 405nm (12,13).

g) Identificacion de epitopos usando una biblioteca de péptidos expresados en fagos.
Estos métodos usan el colifago M-13. Este fago tiene una proteina plll que ha sido manipulada
para que exprese péptidos con secuencias al azar de aminoacidos. Los sueros de los pacientes se
fijan a placas de microtitulacién y después se agregan los fagos. Los fagos identificados por los
anticuerpos presentes en el suero son retenidos, los que no se retienen son eliminados con los
lavados subsecuentes. Después de los lavados, los fagos retenidos son eluidos con pH acido y
posteriormente se amplifican en bacterias E.coli y después de purificar el ADN bacteriano se
somete a secuenciacion de nucledtidos para identificar la secuencia de aminoacidos que fue
retenida por los anticuerpos. Una vez seleccionados los fagos se fijan a placas de microtitulacion y
con el suero de otros pacientes se realiza un ensayo de ELISA tradicional para identificar si en el
suero de estos pacientes existen anticuerpos que puedan reaccionar con los fagos seleccionados
(14-16).

h) Western Blot
Hace algunos arios se disefio este método, pero no se difundi6 su uso debido a que los sueros de
personas sanas tienen anticuerpos que reaccionan con una gran cantidad de proteinas
plaquetarios. Esta técnica usa un lisado de plaquetas que se somete a electroforesis y después las
proteinas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incuba con sueros
de pacientes y después con un anticuerpo anti IgG humana acoplado con una enzima se revelan
las bandas de proteinas que reaccionaron con los anticuerpos, agregando un sustrato especifico.
Si se analizan una por una las bandas no se puede distinguir entre el suero de un paciente con
PTA y el de una persona sana, pero si se somete el patrén de bandas completo es posible
distinguir la reactividad por medio de un discriminante cuadratico (actualmente bajo estudio).

Conclusiones

En vista de que entre tantos métodos todavia no existe uno que pueda usarse para certificar el
diagnostico exacto de las trombocitopenias inmunes se han reportado estudios que comparan la
efectividad de estos métodos (4, 18-20)

Kelton (4) comparé los métodos PAIgG en trombocitopenias inmunes y no inmunes y llegé a la
conclusion de que estos eran métodos inespecificos, con la informacion con la que se cuenta
actualmente tal vez lo que ocurre es que realmente las trombocitopenias no inmunes no estan bien
clasificadas y también tienen un componente inmune ademas de otras causas.

Souberbielle (17) se pregunta en el sentido contrario. Duda si la trombocitopenia autoinmune debe
ser clasificada como tal, debido a la presencia de anticuerpos en el suero de personas sanas que
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reconocen las mismas proteinas que los pacientes con PTA. En este caso puede ser que el
desbalance del sistema inmunolégico no es Gnicamente por la presencia de determinados
anticuerpos, también puede ser que la red de diversas especificidades es la que se encuentra
alterada, conduciendo a un desequilibrio en la funcién de los anticuerpos.

Stockelberg (18) concluye que ninguno de los tres métodos que comparé (citometria de flujo,
MACE y ELISA con plaquetas completas) fue 6ptimo para la deteccion de anticuerpos en el suero
de los pacientes ya que solamente el 30% de los pacientes con PTA pueden ser diagnosticados
usando las técnicas por separado. Pero que deben usarse los tres métodos para poder darles valor
diagnéstico.

Berchtold y col. (19) en un estudio internacional usando los métodos MAIPA, IBA y MACA
concluyen que hay buena correlacién de resultados cuando se estudian los anticuerpos unidos a
las plaquetas (89.5% de promedio en el coeficiente de variacién, rango de 11.1-272.9%), pero que
los resultados de los sueros (46.5% de promedio del coeficiente de variacion, rango de 21.0-
78.0%) muestran poca concordancia.

Warner y col (20) comparando el método IRMA para PAIgG con dos métodos especificos para
proteinas plaquetarias (MAIPA y AC) concluyen que éstos Gltimos si pueden diferenciar
trombocitopenias inmunes de no inmunes, pero el primero no. La sensibilidad y especificidad para
cada método es de 78% y 19% para IRMA, 39% y 91% para AC y 39% y 91% para MAIPA
respectivamente. Resultados que en realidad siguen siendo poco sensibles. Ademas la
concordancia entre los métodos entre los tres métcdos es de 32.6%. Es decir hasta el afio de
1999, en que se publica este estudio, todavia no se ha logrado que una sola técnica sea capaz de
resolver el problema en la identificacion de los anticuerpos.

En cuanto a la presencia de anticuerpos producidos por aloinmunizacion por transfusion de
plaquetas el problema también es dificil de resolver. No se encuentra correlacién entre los
resultados de la presencia de anticuerpos con las técnicas descritas y la destruccion de las
plaquetas transfundidas (21).

Por lo anteriormente expuesto, se puede discernir que la falta de una prueba diagnéstica tnica
para la PTA se debe a la complejidad a nivel bioquimico y biologico del fenémeno involucrado.
Siendo la mejor alternativa, a la fecha, basar el criterio diagnéstico en varias pruebas para
asegurar un mejor diagnéstico.
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