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RESUMEN 

La integrina beta 3 (glucoproteína IIIa) es una proteína transmembranal que junto con la 

integrina alfa Ilb (glucoproteína Ilb) constituye uno de los principales receptores de 

activación 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 Y. 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 

subfam ilia beta 3 de la familia de las integrinas, la principal familia de receptores de 

adhesión de la membrana celular. 

La púrpura trombocitopénica autoinmne (PT A) es una enfermedad hemorrágica causada 

por el aumento en la destrucción 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 hemorrágicos, los mecanismos de la 

destrucción plaquetaria, de la hemorragia y del origen de los anticuerpos son aún obscuros. 

Esta tesis pretende aclarar algunos puntos importantes en cuanto a los probables epitopos 

de la integrina ¡33 de los anticuerpos y la probable participación de las células del endotelio 

vascular en la fisiopatogenia del sangrado. 

En cuanto al estudio del mecanismo de la fisiopatogenia de la hemorragia, se montó un 

modelo de púrpura inmune en ratones, con los anticuerpos policlonales de conejo en contra 

de plaquetas humanas y en contra de plaquetas de ratón. Los resultados demostraron la 

hemorragia es independiente delos niveles de plaquetas y solo se asocia con la cantidad de 
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anticuerpos administrados. Además se demostró por inmunohistoquímica la unión de los 

anticuerpos anti-plaqueta a las células endoteliales de vasos pequeños. De este modelo se 

deduce la probable participación 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 investigó el 

probable repertorio de epitopes de los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes con 

PTA. Ninguno de los epi topes reportados se había descrito previamente. La secuencia 

SLHPT se encuentra en la proteína gplb, la secuencia PFGSP tiene una gran homología 

con la secuencia PLGSP de la integrina p3 , y la secuencia GHSSTP es homóloga 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 más grande. 

También se probó una biblioteca de 12 aminoácidos en el fago M 13 con los anticuerpos 

policlonales anti-plaquetas humanas, así como, los anticuerpos monoclonales anti-integrina 

p3 y anti-a11bP3· Los resultados de este estudio identificaron tres secuencias con gran 

homología con la glucoproteína gpfb. 

Los resultados asientan la diversidad de epitopes involucrados en la molécula integrina p3 

e indican la posible participación de daño endotelial en el sangrado asociado a la PTA. 
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ABSTRACT 

The protein beta 3 belongs to the major cellular adhesion family: integrins. The beta 3-

integrin family consists of a 11bP3 found on platelets, megakaryocytes and endothelial cells, 

and the more widely distributed avPJ. The beta 3 subunit consists of a large extracellular 

domain, a single transmembrane segment, and a relatively short cytoplasmic tail. 

The a 11bp3 (gpllb/Illa) plays a major role in the regulation of platelet adhesion and 

aggregation during haemostasis. Upon platelet activation by an agonista signaling process 

is initiated, termed "inside-out" signaling, which gives rise to conformational changes 

within aubPJ. These conformational yhanges 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. U pon fibrinogen binding, aubfü 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 aubP3 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 sorne important issues about the epitopes of platelet 

autoantibodies involved and the possible participation of vascular endothelial cells in the 

pathophysiology of AITP. 
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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 lgG. 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 sorne 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 platel et autoantibodies. The sequence SLHPT 

is present in platelet gplb. The sequence PFGSP has high homology with p3 integrin­

derived sequence PLGSP, and the sequence GHSSTP is homologous to AHTTP from gp 

lb. Each sequence may representa linear epi tope or part of a larger antigenic determinant. 

The library of dodecapeptides displayed randomly as a fusion to the minor coat protein of 

phage Ml3 was also screened with rabbit anti-human platelet polyclonal antibodies, anti­

human platelet integrin p3, and anti-human platelet integrin complex CX.11bP3 mAbs. 

This study has shown that three identical clones selected with rabbit anti-human platelet 

antibodies had sorne homology with stretches of amino acid residues within human platelet 

gplb. 
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INTRODUCCIÓN 

l. Púrpura trombocitopénica autoinmune 

La púrpura trombocitopénica autoinmune (PTA) es una enfermedad hemorrágica, en la cual 

se producen autoanticuerpos en contra de antígenos de las plaquetas. Estos anticuerpos 

recubren a las plaquetas que posteriormente son fagocitadas por los macrófagos del sistema 

retículo endotelial del bazo y del hígado principalmente ( George, et al., 1996; Frederiksen, 

et al. 1999, Alves-Rosa, et al., 2000). 

La fagocitosis plaquetaria conduce a la trombocitopenia, es decir, niveles disminuídos de 

plaquetas en la circulación sanguínea. Y debido a que se piensa que el único órgano blanco 

de los autoanticuerpos son las plaquetas, se ha clasificado a la PTA como una enfermedad 

autoinmune órgano-específica (Gilliland, et al., 1998; Shevach, et al., 1999). 

A pesar de que aún que no se ha encontrado correlación 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 hemorrágicos (George, et al., 1996). Y a pesar de que no existen 

métodos diagnósticos, de uso común, con la suficiente sensibilidad y especificidad para 

demostrar la presencia de los anticuerpos anti plaqueta, se ha podido demostrar la presencia 

de autoanticuerpos en el suero de los pacientes con PT A, hasta en e l 78% de los casos, si se 

usa una combinación de varios métodos (Wamer, et al., 1999). 

En la mayoría de los pacientes se encuentran mezclas de anticuerpos que reaccionan con 

más de una proteína ( Ruyi, et al., 1994; Hou, et al., 1995), pero se ha reconocido que la 

subunidad p3 del receptor de fibrinógeno es el principal blanco de los autoanticuerpos, de 
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todas las proteínas de la membrana plaquetaria. Este receptor llamado gpIIb-Illa (anbP3) 

pertenece a la familia p3 de las integrinas (Woods, et al. , 1984; Fujisawa, et al., 1992). 

La PT A puede ser idiopática, 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 asociación de PTA. Otro ejemplo es el 

síndrome de Fisher Evans en el que coincide anemia hemolítica autoinmune (AHAI) y 

PTA. También, se presenta un cuadro clínico similar a la PT A, en alrededor de un 30% de 

los pacientes con el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) producido por la 

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

2. Antecedentes del presente trabajo 

En mi práctica profesional en el Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional 

Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, participé activamente en la atención de 

los pacientes con enfermedades hemorrágicas: en especial a los pacientes que acudían a la 

"Clínica de Hemofilia" y a la "Clínica de Púrpuras". El director del Banco de Sangre, el 

Dr. Héctor Rodríguez Mayado, y la jefa del laboratorio, la QFB Elisa Quintanar García, se 

interesaron en ofrecer alternativas de tratamiento a los pacientes con PT A crónica y 

refractaria a los tratamientos convencionales. Junto con el Dr. Raúl Ambriz Femández 

estudiaron la forma de detectar "bazos accesorios" en aquellos pacientes que a pesar de 

estar esplenectomizados, seguían destruyendo las plaquetas. Los eritrocitos de los 

pacientes se opsonizaron , in vitro, con IgG anti-O (Rho) y se marcaron con tecnecio (Te 

99m), se reinfundieron y después, por medio de una radiografía se identificaron los sitios en 

donde se concentraba la marca radiactiva. De esta forma se localizaron los ganglios 
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linfáticos que funcionaban como "bazos accesorios", mismos que se retiraron mediante 

cirugía. Sorpresivamente, algunos de los pacientes al recibir los eritrocitos opsonizados 

mostraron aumento en la cifra de plaquetas. En algunos otros no se encontró remisión de la 

trombocitopenia pero sí remisión del sangrado (Ambriz, et al., 1987). Desde entonces y 

hasta la fecha se adoptó 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 inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) (Gevorkian, et al., 1996) 

• 
para uso en el diagnóstico y vacunacl'ón (Toledo, et al., 1999). El Dr. Larralde se interesó 

en abordar el estudio de la PT A empleando como herramienta péptidos sintéticos. De esta 

forma, en mi tesis de maestría preparé 3 péptidos sintéticos de las regiones más hidrofilicas 

de la integrina P3: el péptido PV-1 (DRKEF AKFEEERARA) del dominio 

intracitoplasmático (aa 749-763), el péptido PV-2 (KKFDREPYMTENTC) y el péptido 

PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP) del dominio extracitoplasmático (aa 644-657 y aa 43 1-444 

respectivamente). Encontré que en el suero de los pacientes con púrpura trombocitopénica 

autoinmune (PT A) hay anticuerpos que reconocen a los péptidos PV-2 y PV-3 de la 

proteína. Debido a que los péptidos PV-2 y PV-3 se localizan en el dominio extracelular de 

la integrina, concluí que, posiblemente estos anticuerpos anti-PV-2 y anti-PV-3 están 

involucrados en la opsonización de las plaquetas y su posterior fagocitosis por los 

macrófagos del sistema fagocítico mononuclear (Domínguez, 1998). 
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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 región 

intracitoplasmática de la integrina p3. Parece ser que los anticuerpos que reconocen al 

péptido PV-1 lo hacen en fonna cruzada, debido a que este péptido tiene homología 

estructural con una región del dominio extracápside de la gp4 l del virus de la 

inmunodeficiencia tipo 1 (VIH-1) (Domínguez, et al., 1998). La púrpura de los enfennos 

de SIDA podría deberse a los anticuerpos anti-PV-1 evocados por la región homóloga en 

gp4 l del VIH. Con estos resultados surgió el objetivo de estudiar el papel que juega la 

integrina p3 y sus anticuerpos en la PTA y en el SIDA. 

3. Integrina beta 3 

La integrina beta 3 (glucoproteína IIIa) es una proteína transmembranal que junto con la 

integrina alfa Ilb (glucoproteína Ilb) constituye uno de los principales receptores de 

activación plaquetaria. Este receptor se expresa, exclusivamente, en la membrana de las 

plaquetas y de los megacariocitos. El complejo (aubP3) se conoce también con el nombre 

CD49/CD6 l y es el principal receptor del fibrinógeno, proteína soluble que por acción de la 

trombina se convierte en la fibrina insoluble para fonnar el coágulo sanguíneo. Funciona 

también como receptor de otros ligandos: la vitronectina y el factor von Willebrand. La 

integrina beta 3 también fonna otro receptor con la integrina alfa V. A diferencia del 

receptor anterior, además de la expresión 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 avP3 se conoce también con el nombre 

CD5 l/CD6 l y es el principal receptor de la vitronectina. Ambos receptores fonnan parte de 
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la subfamilia beta 3 de la familia de las integrinas, la principal familia de receptores de 

adhesión de la membrana celular (Albelda, et al. , 1990; Clark, et al., 1995). 

El gene de la integrina ~3 se localiza en el cromosoma 17, en la región q21-23 y codifica 

para una proteína de 788 aminoácidos. Su peso molecular calculado por su estructura 

primaria es de 84.5 kD y por tener 6 sitios de N-glicosilación tiene un peso molecular de 95 

kD en condiciones no reductoras y de 11 O kD en condiciones reductoras. La estructura 

proteica presenta tres dominios: un dominio amino-terminal extracitoplasmático (aa 1-680) 

del cual el péptido líder (aa 1-26) se elimina de la proteína madura, un dominio 

transmembranal (aa 681-740) y un dominio carboxi-terminal intracitoplasmático (aa 741-

788). El dominio extracelular, sitio de reconocimiento de sus ligandos, contiene 4 regiones 

ricas en cisteínas, lo cual le permite formar numerosos puentes disulfuro. El dominio 

intracitoplasmático 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 envía la señal de activación ("outside in" ) al 

interior de la célula, y también es posible que se active por la activación 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 número de 

receptores disponibles de 40 000 a 80 000 copias, por movilización de los receptores 

presentes en los gránulos alfa plaquetarios (Sonnenberg, 1993). 
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4. Estructura de la tesis 

4.1 Marcos Teóricos 

Mi comité tutoral decidió que, algunas de las actividades académicas estuvieran 

encaminadas a revisar las publicaciones relacionadas con mi tema, motivo por el cual, en el 

sección correspondiente al apéndice 1 de esta tesis se incluyen los artículos publicados, 

como resultado de las revisiones bibliográficas de cada una de las actividades académicas. 

Se amplió mi conocimiento de la PT A por medio de una revisión bibliográfica de los 

mecanismos bioquímicos involucrados en la fisiopatogenia, revisión que se publicó en la 

revista "Gaceta Médica de México", que es el órgano oficial de difusión de la Academia 

Nacional de Medicina (Domínguez, et al., 2002). Para conocer a fondo la estructura y 

función de las plaquetas se realizó una revisión bibliográfica de la bioquímica plaquetaria, 

que se publicó en la revista mexicana "Hematología" , órgano oficial de difusión de la 

Asociación Mexicana para el Estudio de la Hematología (Domínguez, et al., 2001 a). Para 

continuar con el estudio de la reactividad de los anticuerpos de los pacientes VIH positivos, 

con el péptido PV-1, se realizó una revisión bibliográfica del papel que tienen las moléculas 

de adhesión de la familia de las integrinas en el reconocimiento de sus ligandos y la 

activación celular en la infección por el VIH-1 (Domínguez, et al., 200Ib). Se abordó 

también, en forma colateral, el problema que existe en la PT A de contar con una técnica 

diagnóstica que certifique la presencia de anticuerpos en contra de antígenos plaquetarios. 

Este problema surge por la dificultad de no tener los antígenos purificados y por no contar 

con una herramienta que sea de fácil manejo en los laboratorios clínicos. Por tal motivo se 

realizó una revisión bibliográfica crítica de los métodos actuales para el diagnóstico de la 
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PT A y se publicó en un libro conmemorativo de los 40 años del Banco Central de Sangre 

del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social 

(Domínguez, et al. , 2000). 

4.2 Trabajo Experimental 

Esta tesis presenta los resultados del estudio de la PT A desde tres puntos de vista: 

A) El estudio del papel de los anticuerpos antiplaqueta en la fisiopatogenia del sangrado se 

abordó con un modelo experimental de púrpura inmune en ratones BALB/c. En primer 

lugar se montó el modelo con anticuerpos anti plaquetas completas, para después poder 

comparar el efecto con la administración de los anticuerpos anti-PV-2 y anti-PV-3. Fue 

necesario explorar si los anticuerpos:antiplaquetas humanas podían reconocer antígenos en 
t 

las plaquetas de los ratones y si eran capaces de producir trombocitopenia y sangrado. Los 

anticuerpos anti plaqueta se produjeron en conejos hembra New Zeland. Los conejos se 

inmunizaron con: 

a) Membranas de plaquetas humanas 

b) Membranas de plaquetas de ratón 

c) Péptido PV-2 

d) Péptido PV-3 

e) Amortiguador de fosfatos (PBS) 

En todos los casos la fracción purificada de inmunoglobulinas G (IgG's) que contenía los 

anticuerpos antiplaqueta se administró 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 anti plaquetas de ratón lo hacen en forma 

más severa. El sangrado fue dosis dependiente y no así los niveles de plaquetas. De 

acuerdo a estos resultados, se decidió investigar con detalle la cinética de lo que ocurría al 
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administrar los anticuerpos en los ratones. Estos resultados fueron más interesantes que lo 

que ocurrió con los anticuerpos anti-péptidos de la integrina p3. Y considero que debe ser el 

tema central de esta tesis, por lo cual se decidió incluir este artículo en la sección de 

Resultados, y la justificación de la hipótesis, la hipótesis y los objetivos se refieren en 

concreto a este tema (Domínguez, et al., 2003) 

B) Investigar si los anticuerpos anti péptidos de la integrina p3 participan activamente en 

esta fisiopatogenia. El anticuerpo anti-PV-2 no produjo trombocitopenia, ni sangrado en los 

ratones a los cuales se les administró 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 sección de Resultados 

Adicionales. 

C) Dilucidar el papel que juega la integrina p3 y sus anticuerpos en la fisiopatogenia del 

SIDA. Se publicaron los resultados de la homología antigénica entre el péptido PV-1 de la 

región intracitoplasmática de la integrina P3 y el péptido PY-1 de la región extracápside de 

la proteína gp41 del VIH-1 (Domínguez, et al., 1998). Este artículo se incluye en el 

apéndice 1 de esta tesis. 

Por sugerencia del jurado del examen de candidatura al grado de doctora, se decidió, no 

trabajar más 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 líneas de 

investigación. 

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

Carlos Almagro y la M en C Tzipe Govezensky se identificó los probables epitopes 
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relacionados con PTA. Este estudio se realizó con una técnica de "Phage Display". La 

proteína pIII de la capa del fago M3, presenta péptidos de 7 aminoácidos en combinaciones 

al azar. Los anticuerpos presentes en el suero de los pacientes con PT A reaccionan con los 

fagos M3 que tienen los péptidos con las secuencia de aminoácidos específica 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, así como un anticuerpo 

monoclonal específico para la integrina p3 (clona Y2/5 1) y un anticuerpo monoclonal 

específico para el receptor de fibrinógeno completo, el complejo gpllbIIla (clona 5812), 

también se estudiaron por medio de la técnica de "Phage Display" (Gevorkian, et al., 2000). 

Los artículos con estos resultados se incluyen en la sección de Resultados Colaterales de 

esta tesis. 
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TRABAJO EXPERIMENTAL 

HIPÓTESIS 

Es probable que las plaquetas no sean el único órgano blanco de los atutoanticuerpos y el 

endotelio vascular juegue un papel fundamental en el mecanismo de la hemorragia en los 

pacientes con púrpura trombocitopénica autoinnrnne 

JUSTIFICACIÓN DE LA HIPOTESIS 

En los pacientes con PT A no se ha encontrado una relación directa entre la cifra de 

plaquetas y la magnitud de la hemorragia, por lo que se propone un modelo de laboratorio 

para investigar la correlación entre la concentración de anticuerpos séricos, la 

trombocitopenia y el síndrome hemorrágico. 

Las células endotel iales y las plaquetas comparten muchos receptores de adhesión y 

activación celular. Entre estos receptores se encuentran: 

a) La integrina beta 3, en el receptor cx.1111~3 en las plaquetas y en el receptor 

cx.vPJ en las plaquetas y en las células endoteliales 

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

c) La selectina E 

d) La selectina P 

e) El receptor CD40 

f) El receptor ICAM-1 
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OBJETIVOS 

l. Oesarrolar un modelo experimental murino de púrpura trombocitopénica 

inmune. 

2. Preparar en conejos anticuerpos policlonales anti-plaquetas humanas y de ratón. 

3. Investigar si existe reactividad cruzada entre anticuerpos anti-plaquetas humanas 

con plaquetas de ratón. 

4. Estudiar la correlación entre los niveles séricos de anticuerpos anti-plaquetas y 

la trombocitopenia. 

5. Estudiar la correlación entre trombocitopenia y hemorragia. 

6. Investigar el mecanismo de hemorragia y la posible participación del endotelio 

vascular. 

7. 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 sección se presenta el artículo principal de esta tesis. Se prepararon membranas de 

plaquetas humanas y de ratón para inmunizar conejos y obtener los anticuerpos 

correspondientes. Los anticuerpos presentaron reacción cruzada, los anticuerpos anti-

plaquetas de ratón 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 ratón. El modelo murino de púrpura inmune reprodujo la trombocitopenia y 

las manifestaciones hemorrágicas 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 específicamente a células endoteliales, lo que 

sugiere que un posible daño endotelial puede estar involucrado en Ja fisiopatogenia del 

sangrado en Ja PTA. 

Domínguez V, Govezensky T, Gevorkian G, LarraJde C. Low platelet counts 
alone do not cause bleeding in an experimental imrnune thrombocytopenic purpura 
in mice. Haematologica. 2003; 88: 679-87. 

16 



Platelets research paper 1) 
Low platelet counts alone do not cause bleeding in an experimental model of 
immune thrombocytopenic purpura in mice 

V1crOR1A DoMINGUEZ, Tz1PE GovmNsKv, GoAR GEVORXIAN, CARLOS LARAALDE 

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 bleedin9 was examined. The possible 
participation of endothehal cells in bleeding was also 
mvestigated. 

Design and Methods. lmmune thrombocytopenia and 
bleedi~ were studied in mice injected with anti-mouse 
and anti-human platelet polyclonal rabbit lgG. 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 
antibodies to vascular endothelial cells ~as analyzed by 
immunohistochemistry. ' 

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

lnterpretation and Conclusions. We showed lack of 
correlation between platelet counts and bleeding in a 
murine model. The binding of anti-platelet lgG 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. 

Key words: immune thrombocytopenic purpura, 
hemorrhagic disease, murine model, 
anti-platelet antibodies, endothelial cells. 
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Autoimmune thrombocytopenic purpura (AITP) is a 
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.1•4 

The platelet membrane glycoproteins gpllb- ll la (et11bfh 
classical fibrinogen receptor) and gplb-V -IX (classical 
von Wi llebrand factor receptor)5·9 are the main targets 
of autoantibodies in patients with AITP (16. 7-83.3% 
and 13.3-83%, respectively).1° Kosugi et al.11 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 
CD62Y 13 Our 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, 
sorne of them corresponding to autoantigens.14-is There 
is. therefore, the possibility that these autoantibodies 
may react with other cells and add to the pathogene­
sis of AITP. 

There is evidence that platelet and endothelial cells 
have a common origin. Hematopoietic and vascular cells 
have a common progenitor stem cell in embryonic 
stages17 and. in adult life, CD34• stem cells from bone 
marrow can form new blood vessels.18 Platelets bear 
many membrane proteins also found in endothelial cells: 
a) gpllb -ll la (etnhB3) complex is an integrin receptor found 
exclusively in megakaryocytes and platelets. but shares 
the ~3 chain with integrin av~3 present in megakary­
ocytes, platelets, endothelial cells and other cells;19

•20 b) 
gplb-V-IX, a leucine rich -receptor, is also found in 
endothelial cells;z1.22 c) E-selectin, P-selectin, CD40 and 
ICAM-1 are receptors that participate in platelet rolling 
and are found in both cellular types.23•25 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.2°.21 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,28 treat­
ment schemes,29-Jl the role of immunoglobulin recep· 
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tors in different reactions32·3S and to characterize 
antiplatelet antibodies interfering with normal 
platelet function.36 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.37.38 BALB/c 
mice received rabbit immune polyclonal anti-human 
and anti -mouse platelet lgG and the kinetics of 
thrombocytopenia 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-EOTA and 0.02%-BSA (bovine serum albumin). 
and then 0.6x1ou platelets/ml were frozen at -70ºC 
overnight. Platelets were thawed and washed five 
times in PBS. Aliquots of 1 ml of platelets were 
frozen at -20ºC.39 

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 800gfor10 min­
utes platelets were prepared as described above. 

Rabbit anti.,,,ouse and anti-human platelet 
antiserum 

Six New Zealand fema le rabbits were immunized 
by the platelet preparations to produce anti-human 
and anti-mouse platelet polyclonal antibodies. One 
milliliter (0.6x109 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 iajected in a mixture with 1 ml 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. lgG 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 iajected only 
with PBS and adjuvant. 

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

The platelet pellets of 30 (0 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, 
NaCI 150 mM. EDTA 1 mM ). The pellet was then 
treated with lysis buffer TBS-1 % triton. pH 7.4 
(T ris-HCI 20 mM. NaCI 150 mM. CaCl2 1 mM, tri­
ton 1%, leupeptin lO·SM, 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 -70ºC. 

Enzyme./inked immunosorbent assay 
(ELISA) 

Each well of a 96-well microtiter plate (Max­
isorp. Nunc. Roskilde. Denmark) was coated with 
100 µL of 100 µg/ml platelet proteins in carbon­
ate buffer (SO mM sodium carbonate. pH 9.8) at 
37oC 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 µL of rabbit sera diluted 1 :100 in PBS-1% 
BSA-0.3% Tween (pH 7.4) at 37oC for 60 min. The 
plates were washed again and incubated at 37°C 
for 60 min with 100 µL of phosphatase-conjugat­
ed goat anti-rabbit lgG (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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lmmune purpura and anti·platelet antibodies 

lmmune thrombocytopenia in Balb/ e 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 lgG or control 
lgG (0.1. 0.5 and 1.0 mg/mouse in 100 µL 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 lgGs. Three mice 
were used in each experimental group. Blood sam­
ples were drawn every 24 hours and the externa! 
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 lgG every 24 
hours, over 4 days (2 mice/group) and their exter­
na! 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 lgG or purified control 
lgG or PBS only. Mice were bled for platelet counts 
and sacrificed O, 2, 4, 8. or 24 hours after injection 
(3 mice per each experimental group). The mice 
was sacrificed by exposure to a C02 atmosphere. 
Signs of externa! and interna! bleeding were 
recorded and the organs (liver, kidney, small intes­
tine, gut. spleen, lungs. heart. and skin) were col ­
lected in PBS-10% formal in 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 lgG) were killed 4 hrs after 
injection by cervical dislocation to avoid conges­
tion caused by the C02 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 µm) of fresh-frozen t issue 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 lgG and test sections with rabbit anti · 
mouse platelet lgG (1 mg/100 µL). After incubation 
for 30-min, the sections were treated with goat 
anti -rabbit lgG 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). 

Statistícal analysis 
lntergroup 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 lnstitute lnc., Cary, NC27511, USA, 
6.02) statistical software program. 

lmage processing 
Color photographs were digitalized (200 dpi) and 

processed as a whole image using Adobe Photo­
shop1M 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 gpll la,4º and a 70 % homology between 
human and mouse E-selectin,4; We. therefore, 
decided to test the capacity of the anti -mouse­
platelet lgGs to react with human platelets in vit­
ro, and the potential of heterologous antibodies to 
produce thrómbocytopenia 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 (O.O. = 
2.4 70). anti -mouse-platelet rabbit serum also 
showed high reactivity (O.O. = 1.485); pre-immune 
serum did not react (O.O. = 0.161). 

lmmune thrombocytopenia in Balb/ e mice 
To induce immune thrombocytopenia, anti-human 

and anti-mouse platelet immunoglobulins were 
injected intraperitoneally into male mice. Polyclon­
al antibodies were used since AITP patients are 
known to have a mixture of autoantibodies with 
different reactivities.14 When anti-mouse-platelet 
lgG were iajected. at the three different doses used, 
thrombocytopenia was detected in all mice 1 day 
after injection, and ali mice recovered normal 
platelet counts after 3 days (Figure 1A). Thrombo­
cytopenia was also induced when anti-human­
platelet lgG was injected (Figure 1 B) 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 lgG (0.1, 0.5 
or 1.0 mg/mouse) and rnice injected with anti­
human-platelet lgG (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 lgG. Mice received 
0.1 , 0.5 or 1.0 mg/mouse of purified lgG intraperitoneally 
in 100 ml sterile PBS. Platelet counts were determined at 
the indicated times, using an automatic cell counter. (A) 
Anti-mouse platelet lgG. (B) Anti-human platelet l gG. (C) 
Control lgG. 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 lgG did not 
cause thrombocytopenia but a slight thrombocyto­
sis was observed in ali mice: platelet counts 
increased 29% on the first day. and 52% (p<0.05) 
by the third day after treatment (Figure 1 C). 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 
correspond to groups of mice without bleeding signs; filled 
symbols correspond to groups of mice presenting signs of 
bleeding. 

platelet leve!. Mice injected with 0.1 mg anti­
human-platelet lgG had neither thrombocytopenia 
nor bleeding signs. Mice injected with 0.1 mg anti­
mouse-platelet lgG or 0.5 mg anti-human-platelet 
lgG had severe thrombocytopenia but did not show 
any signs of bleeding. In contrast. mice injected with 
0.5 mg anti-mouse-platelet lgG or 1.0 mg anti ­
human-platelet lgG showed thrombocytopenia plus 
moderate hemorrhagic signs: petechiae in ears and 
feet. Furthermore. mice injected with 1.0 mg anti ­
mouse-platelet lgG showed platelet counts drops 
and intestinal bleeding was evident (blood in feces). 
as were ecchymoses on the head and ears, and 
l1ematomas on the retro-orbital plexus (at the site 
of puncture). On the 3<d day after injection, bleed­
ing stopped in ali mice. At all times studied. the pro­
thrombin t ime42 and activated partial thromboplas­
tin time4J were normal in ali mice (data not shown). 

Since injection of anti-platelet lgG caused throm­
bocytopenia on day 1 and mice were shown to 
recover by day 3, repeated inj ections 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 iajec­
tion on the 3rd day, platelet counts recovered to 
normal levels on day 4 (p<0.10) (Figure 2). Mice 
iajected with 0.1 mg/mouse of anti-mouse platelet 
lgG did not present any externa! signs of hemor­
rhage while mice injected with the 1.0 mg/mouse 
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Figure 3. Early development of thrombocytopenia caused by a 
single dose of rabbit anti-mouse platelet purified llJG. M1ce 
received 1.0 mg/mouse purified lgG intraperitoneally m 100 pi. 
sterile PBS. Negative control mice were injected with 1.0 
mg/ mouse of control lgG in 100 pi. sterile PBS or 100 !"- ster­
ile PBS alone. Platelet counts were determined at the 1ndicat­
ed times, using an automatic cell counter. Results are shown 
as mean platefet counts : standard error for groups of 3 mice 
each; in all cases when the mean platelet count was low the 3 
mice in the corresponding group presented thrombocytopenia. 
Empty symbols correspond to grou:ps of mice without bleeding 
signs; filled symbols correspond to groups of mice presenting 
signs of bleeding. 

dose presented severe bleeding on the first day: 
hematomas. petechiae and ecchymoses. On the 2nd 
day. petechiae and ecchymoses disappeared. 
hematomas were smaller but externa! signs of 
intestinal bleeding appeared. On the 3"' day. only 
blood in feces was observed, and by the 41h and J1h 

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 lcinetics, 
extemal and intemal hem<Hrhagic signs 

To examine the relation between thrombocytope­
nia and bleedíng more closely. mice received 1.0 
mg/mouse of purified anti-mouse-platelet lgG; 
platelet counts and externa! and interna! examina­
tions of the mice were performed O, 2. 4, 8, and 24 
hrs after ií]jection. The number of circulating 
platelets decreased within the first 2 hrs. and 
remained atan average of 6% of its normal leve! for 
24 hrs alter anti -platelet lgG injection (Figure 3). 
Circulating platelets in mice injected with the same 
amount of control lgG also decreased but only an 

Figure 4. Extemal and int emal bleedi~ signs. Mice received a single dose of 1 mg/ mouse ol ant¡.mouse platelet lgG and were exam­
ined 4 hrs alter lgG injection. A) Ear w1th extemal petechiae and ecchimoses. 8) Ecchymoses in stomach, gut and small intestine. C) 
Histological sectcon ol intestine, 4 hrs alter anti-mouse-platelet lgG injection. Note vascular congestion without extravasation (40x). 
O) Histologlcal section ol an ear, 4 hrs alter anti-mouse-platelet lgG i~ection. Note congestion and extravasation (1 Ox). 
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Table 1. Early kinetics of bleeding in the mice. 

fxtema/~ 
Legs fals Tail Kmey Gur 
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risSlle (se) rissue (se) 

,. 

2 

2 

2 
1 

2 

3 

• Mrnt>er d n11ce out d 3 ., each e1perimental gro11p p·csem•¡g /he c<r.espond1119 ~ sign UJ lhe reletred si te. 

average 31 .5 %. The same reduction in platelet lev­
els was observed in mice injected with PBS. Mice 
injected with anti-platelet lgG had similar externa! 
signs of bleeding as those described above, as soon 
as 4 hrs after iajection. and these signs were more 
apparent at 8 and 24 hrs after lgG injection (Figure 
4A). Externa! signs of intestinal bleeding were 
observed in one out of 3 mice examined 4 hrs after 
lgG injection, and in all six mice examined 8 and 24 
hrs after anti-platelet injection. Interna! signs of 
bleeding (Figure 48) were also evident 4 and 8 hrs 
after lgG injection: hematomas were observed in 
severa! organs (intestine. lungs. heart. liver. and kid­
ney) of sorne mice. Interna! hemorrhagic signs per­
sisted 24 hrs after anti-platelet lgG 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 lgG 
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 lgG did not show anomalies. 

Evidence of anti-platelet lgG binding to 
endothelial cells 

The hypothesis that the binding of ant i-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 
more 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 sorne glycoproteins on platelet membranes; 
thus. anti -platelet lgG could contain antibodies 
that bind to endothelium. Cryostat sections of fresh 
frozen liver incubated with anti-mouse-platelet 
lgG showed that anti-platelet lgG did in fact bind 
only to endothelial cells, while hepatic cells did not 
react with this lgG. Control lgG did not bind to 
endothelial cells orto hepatic cells (Figure 5). 

Discussion 

Our results demonstrate immunologic cross­
reactivity between anti -mouse-platelet lgG and 
human platelets in vitro. Moreover anti-human­
platelet lgG caused thrombocytopenia and moder­
ate bleeding in mice in vivo. this possibly as a result 
of the known similarities between mouse and 
human gpl lb -ll la,4º gplb-V-IX, and between other 
proteins such as CD40. P-selectin and E-selectin.41 

Both in vitro and in vivo the amount of anti­
platelet lgG (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 andfor because of the presence of non­
shared proteins in human and mouse platelets. 

This experiment murine model also reproduced 
the externa! hemorrhagic signs observed in AITP 
patients. Interna! bleeding was detected in many 
organs and externa! signs of intestinal bleeding 
occurred in mice injected with the highest dose of 
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Figure 5. lmmunohistochemistry showing anti·platelet anti· 
bodies bound to endothelial cells in fresh-frozen liver sec· 
tions using as the second antibody, anti-rabbit lgG conju· 
gated with horseradish peroxidase, developed with 
diaminobinzidine. A) Anti·mouse platelet lgG. B) Control lgG. 
C) PBS. Asterisk indicates vessel lumen. 

homologous anti-platelet lgG. A delay was 
observed between thrombocytopenia. which 
occurred 2 hrs after anti -mouse platelet lgG injec­
tion, and externa! or interna! bleeding. which took 
place only 4 hrs after anti-platelet lgG injection. 

lnterestingly, externa! signs of hemorrhage 
appeared only in thrombocytopenic mice injected 
with the medium or high doses of anti-platelet lgG. 
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 lgG. Given the 
possibility that antibody excess could form soluble 
immune complexes, as suggested by Nieswandt et 
al . .37 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 consídered sufficient to explain 
bleeding.u However, we found that the anti­
platelet lgG employed also bind to endothelial cells. 
as expected because platelets and endothelium 
share many proteins.19•25 Nakajima et al.44 also 
demonstrated that an anti-gpllb- llla monoclonal 
antibody specifically binds to human umbilical vein 
endothelial cells with a high dissociation constant 
(Ko 40.2 nM). On the other hand, Rodrrguez-Calvil­
lo et a/.45 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.46·47 Fur­
ther investigation is required to elucidate the pre­
cise participation of these mechanisms in AITP. Our 
hypothesis is in accordance with other previous 
suggestions and information. Koenig et al.48 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.49· 

~1 Endothelial activation and damage by anti ­
platelet antibodies reacting with protein targets of 
endothelial cells has also been described by Hashe­
mi et a/.52 and Glynne et a/.53 

AITP is often a chronic disease1· 3 because of a 
contínuous production of autoantibody. but in our 
model all mice receiving a single anti-platelet 
injection recovered normal platelet counts and no 
externa! hemorrhagic signs were observed three 
days after treatment. Nieswandt et a/.36 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 prod_uction by megakaryocytes, as observed 
in AITP pat1ents;s• b) xenoantibodies bound to 
platelets are being removed from blood circula­
tion;28 e) anti-platelet lgG clearance interrupts 
activation of endothelial cells. On the other hand, 
the total lgG fraction used in the experiment con­
tains. in addition to the anti-platelet antibodies 
responsible for the thrombocytopenia, non-specif­
ic l~G that is known to prevent platelet phagocy­
tos1s by macrophages. thus inducing remission in 
AITP patients.z.Jus In fact. we observed thrombo­
cytosis when control lgG was used, and also fol­
lowin~ the throm~ocytopen ic episode 7 days after 
the m1ce had rece1ved 1 or 4 doses of anti-mouse­
platelet. lgG. Thi~ ~et of observations is in agree­
ment w1th the cllnrcal success of infusion of high­
dose intravenous immune globulin G (IVlgG).z 
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RESULTADOS ADICIONALES 

Ya se sabía que en el suero de los pacientes con PTA hay anticuerpos que reconocen los 

péptidos sintéticos PY-2 y PY-3 de la integrina beta (Domínguez, 1998 tesis), pero no se 

sabía si estos anticuerpos participan en la fisiopatogenia del sangrado. Fue necesario 

preparar estos péptidos por un método manual de síntesis en fase sólida usando una 

estrategia Nª - tert-Boc (Domínguez, et al., 1998). 

Una vez purificados los péptidos se procedió a la preparación del suero hiperinmune 

SUERO HIPERJNMUNE DE CONEJO ANTI-PEPTIDOS 

La preparación del suero hiperinmune anti-PV-2 y anti-PY-3 se realizó en conejos hembra 

New Zealand como se menciona en Domínguez, et al. , 1998. 

En forma resumida, la administración de 100 µg de los péptidos se realizó por vía 

intraperitoneal en dos conejos por péptido. El péptido en solución en 1 mL de 

amortiguador de fosfatos (PBS pH 7.4) se emulsionó con 1 mL de adyuvante de Freund, 

completo para Ja primera dosis e incompleto para las siguientes tres dosis. Los péptidos se 

aplicaron cada dos semanas. Se tomó una muestra de sangre antes de Ja primera aplicación 

(Preinmune) y antes de cada una de las siguientes dosis (2a., 4a. , y 6a. semanas). Se separó 

el suero para investigar la producción del anticuerpo correspondiente. 

El monitoreo de la producción de anticuerpos se realizó por una técnica de micro ELISA en 

la que el péptido correspondiente se fijó a los pozos de una placa de plástico. Después se 

incubó con una dilución del suero para permitir que el anticuerpo se fije al antígeno. 

Después de lavar el exceso de inmunoglobulinas que no reaccionaron, se incubó con un 

anticuerpo anti-IgG de conejo marcada con la enzima fosfatasa alcalina. Se reveló la 
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reacción con el sustrato correspondiente y se leyó la densidad óptica del compuesto 

colorido. En la tabla siguiente se presentan los resultados de las densidades ópticas 

obtenidas en la placa del ensayo de micro ELISA. 

Producción de suero hiperinmune anti-péptidos 

~nti-PV-2 anti-PV-2 ~nti-PV-3 ~nti-PV-3 

K:onejo 1 K:onejo 2 K;onejo 3 K:onejo 4 

Preinmune 0.177 0.152 0.147 0.126 

2ª semana 0.477 0.418 0.184 0.201 

4ª semana 3 3 0.105 0.124 

6ª semana 3 3 0.15 0.181 

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

Se puede observar claramente que no fue posible producir anticuerpos anti-PV-3. 
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El suero hiperinmune anti-PV-2 se obtuvo después de la 6ª semana tomando una muestra de 

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

columna de sefarosa-Proteína A (Domínguez, et al., 2003). 
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PRODUCCIÓN DE PURPURA INMUNE CON LA ADMINISTRACION DE 

ANTICUERPOS ANTI-PV-2 

Una vez obtenida la fracción de IgG's conteniendo los anticuerpos anti-PV-2, se administró 

a ratones Balb/c macho de 8 semanas de edad. La administración se realizó en forma 

intraperitoneal con una dosis de 1 mg/ratón. Esta dosis fue la misma que se usó para 

modelar la púrpura inmune con lgG's anti-plaquetas de ratón (Domínguez, et al., 2003). Se 

obtuvo una muestra de sangre por punción capilar del plexo orbital para realizar la cuenta 

de plaquetas. Se tomó una muestra antes de la administración de las IgG's (O 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 

µLX 10 -6) de tres ratones con cada fracción de IgG 's empleada (IgG 's control y las lgG's 

anti-PV-2) . 

lgG 's control Ac. Anti-PV-2 
O horas 1. 1 1.21 
4 horas 1.05 0.98 
24 horas 0.93 1.09 

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

tampoco pudo observarse ningún signo hemorrágico en ninguno de los ratones. 
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Estos resultados claramente demostraron que no fue posible la producción de anticuerpos 

anti-PV-3 y que los anticuerpos anti-PV-2 no fueron capaces de producir púrpura 

trombocitopénica en el modelo murino. Pero tampoco descartan la posibilidad de que estén 

involucrados en la púrpura de los pacientes. Se debe recordar que el modelo murino es un 

modelo de púrpura inmune pero de ninguna manera autoinmune, como ocurre con los 

pacientes con PTA. 

29 



RESULTADOS COLATERALES 

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

Las manifestaciones hemorrágicas son similares a las de los pacientes con PTA primaria. 

Al investigar si estos pacientes tenían en su suero anticuerpos que reconocieran los péptidos 

sintéticos que reconocieron los anticuerpos de los pacientes con PT A, se encontró que 

efectivamente había tales anticuerpos. Además se observó que, había anticuerpos que en 

forma especial reconocían el péptido del dominio intracitoplasmático de la integrina beta3. 

Esta reactividad fue debida a una homología antigénica con la proteína gp41 del VIH. 

Este artículo describe como se demostró la homología antigénica de una región de ambas 

proteínas. 

1. Domínguez V, Gevorkian G, Govezensky T, Rodríguez H, Viveros M, Cocho G, 
Macotela Y, Maso F, Pacheco M, Estrada JL, Lavalle C, Larralde C. Antigenic 
Homology ofHIV-1 GP41 and Human Platelet Glycoprotein GPIIIa (Integrin ~3). J 
Aq Immune Def Syn Hum Retrovir. 1998; 17:385-90. 
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Antigenic Homology of HIV-1 GP4 l and Human Platelet 
Glycoprotein GPIIIa (Integrin í33) 

'~Victoria Dominguez, *Goar Gevorkian. *Tzipe Govezensky, t Hector Rodríguez, 
*Monica Viveros, +Germinal Cocho, '~ Yazmin Macotela, §Felipe Masso, llManuel Pacheco, 

llJose L. Estrada, llcarlos Lavalle, and *Carlos Larralde 

* ln.rtitwo (/(' !111"esrigaciones Bio111edicas. Unfrersidad Nacional A111ono111a de Mexico: t Banco Cenrral de Sangre. Ce111ro 

Medico Nacional S.XXI, IMSS, Mexico: :i:/11srit11ro de Física. U11il·ersidad Nacional A11ro11011w de Me.rico: §lmrirwo Nacional de 
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Summar y: Fifty-eight of 89 serum samples (65. 17%) from HIY- 1- infected indi vidu­
als at various disease stages contain a111ibodies lhat react with a platelet peptide located 
in the cytoplasmic domain of integrin ¡33• glycoprotein GPJlla (aa749-76 I: sequence 
DRKEFAKFEEERA). Rabbi t polyclonal an1ibodies raised against the symhetic plate­
let peptide also react wi1h the structurall y homologous H 1 Y-1 gp4 l-derived peptide 
(EKNEQELLELDKW(A)) and bind to a Western blot band with molecular weight 
corresponding to l-IIY-1 gp4 l. These findings point to molecular mimicry between 
H!Y-1 anda human membrane protein found in platelets and other cells that could be 
of pa1hologic consequence. K ey Words: HJY- Molecular rnimicry-Platelet glyco­
protein GPlfla-lntegrin j33. 

Sevcral examples of molecular m1m1cry between 
HIV-1 and human prote ins have been reponed in the 
literalUre; all are suspected of pluying a role in the pa1ho­
genesis of AIDS by way of cross-reactivi1y of an1i viral 
immune atrack with self components. Thus. the similar­
ity between thc high ly conserved homologous sequence 
located in lhe carboxy terminus of the HIV- 1 gp4 I 
(aa837-844) and the amino terminal of the beta chain of 
ali human HLA class 11 antigens was identified ( 1) and 
related to immune dysfunclion of CD4+ T cells. A se­
quence homology between HIV- 1 gp4 1 and interleuk in 2 
(IL-2) was ulso described and presumed to be a possible 
cause or the immunosuppressive activity of HIV- 1 (2). 
Part ial sequence homology between neuroleukin and lhe 
aa245-289 region of HIV-1 gpl20 (3) was also related to 
Al OS dementia complex. Further. cross-reacti vity of 

Address corrc~ponde nce and reprint requesis 10 G. Gevork ian, lnsti-
1u10 de Investigaciones Biomedicas. Universidad Nacional A u1onoma 
de Mexico. Apartado Postal 70228. Ciudad Universitaria. 04510 
Mcxico D.F .. MEXICO. 

Manuscript rcccived Fcbruary 18. 1997: <1ccep1ed Novcmber 13. 
1997. 
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anti- HIV- 1 gp4 l antibodies with human astrocytes ( 4.5) 
as wcll as molecular mimicry between HIV- 1 gp l20 V3 
loop and human brain proteins (6) could lead to lhe cen­
tral nervous system complications found in A IDS pa­
tients. A structural homology between gp 120 and C 1 q 
was identified when ant ibodies raised against HIV- 1 
gp l20 cross-reacted with C lq. and antibodies against 
C 1 q reacted with gp 120 (7). Functional. as well as anti­
genic. homology between HIV- 1 gp41 and complement 
factor H has been reported by Pimer et al. (8). Moreover. 
the ability of a mouse monoclonal ant ibody ra ised 
against HIV-1 p24 to bind to normal platelets from HIV­
negatíve individuals (9) as well as the cross-reactivi1y of 
anti- HIV- 1 gp t 20 antibod ies with a platelet surface gly­
coprotein GPIIIa (integrin 133) ( 1O,11) are possible con­
tributors to the development of immunologic thrombo­
cytopenia in AIDS patients. 

Here we report a new homology involving platelets' 
integrin 133 and HIV-1 gp4 I. Enzyme-l inked immunosor­
bent assay (EL!SA)-based screening of sera from HIV-
1- positive individuals with scrambled peptides from hu­
man platelets, HIV- 1, and the parasite Tae11ia crassiceps. 



386 V. DOMINGUEZ ET AL. 

revealed that a significant nurnber (58 of 89) contained 
antibodies reactive with a synthetic peptide (platelet vi­
ru s-1 ike sequence [PVLS]; aa749- 76J ; sequence: 
DRKEFAKFEEERA) from the cytoplasmic domain of 
the platelets' integrin f3.,, which functions as a receptor 
for severa! soluble adhesive proteins ( 12) and is in volved 
in blood clotting. Comparisons of am ino acid sequence 
and structural features between PVLS and HIV-1 pro­
teins pointed to a structurally homologous sequence in 
HIV- J 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 plateler PVLS irnplies 
their potential obstructive role in the proper function of 
platelets and of any other cell, containing integrin [33 in 
their membranes, such as megakaryocytes and astro­
cytes. 

MA TERIALS ANO METHODS 

Reagents 

N"-tcn-Butyloxycarbonyl CBOC>-protected amino acids wcre pur­
chased from Sigma Ch.:mical Co. (St. Loui,. MO. U.S.A.). Ali other 
chemicals for peptide symhesis were obtaincd from Al<lrich Chemical 
Co. (Milwaukee. W !, U.S.A.) and were thc purest grade available. 
Alka line phosphatase-conjugated anti-htunan and anti -rabbit TgG 
(whole molecule). p-nitrophenyl phosphate disodium (5 mg/tablet). and 
bovine serum albumin were purchased from Sigma. 

Synthctic Peptides 

The peplides PVLS (DRKEFAKFEEERAJ. PV-2 (KKFDREP­
YMTENTC¡, PV-3 (GCPQEKEKSFTIKP). PV--l (CSDEALPLG­
SPRCDLKJ from platelct!> intcgrin í3J· and VPLS (EKNEQELLELD­
K W(A)J from HIV-1 gp4 1 were preparcd manually by stepwisc sol id­
pha~c synthesis using N''-1er1-BOC s1ra1egy ( 14). On co111ple1ion of 1hc 
solid-phase part of 1he synthesi~ thc removal of al l ' ide-chain protect­
ing groups (NW-me,itylene-2-sulphonyl- for argin ine: bcnzyl- foras­
partic and glu tamic acid;; 2-chloro-benzyloxycarbonyl- for lysine: f"or­
myl- for 1ryp1ophan) and simultancous cleavage or the pcptides frorn 
the resin were performed in the prcscnce of 1ritluoro111e1hanesulfonic 
acid. The crude peptides w.:re purifico on a column with Sephadex-25 
(Sigma. S1. Louis. MO. U.S.A.) and the correct amino acid sequence of 
each peptide was confirmed by protein sequcncing 011 a pulse liquid­
phase protein sequencer (Applied Biosys tems. Foster Ci ty, CA, 
U.S.A.). Totally unrelated peptides GK-1 (GYYYPSDPNTFY AP­
PYSA) and GK-2 (KKMPPYPTGGPPPVK) from an important anti­
gcnic protein of T cm.rsiceps. a parasitic cestodc of mice ( 15). were 
also prepared by the same procedure and usecl as negative controls. 

Sera 

The HIV-1 -posi ti ve human sera used in this study were obtained 
from 89 patients at various stages of HIV-1 infection a11ending an 
ou1pa1ien1 cl inic in Mexico (the La Raza Hospital of 1he Mexican 
lnsti!llte of Social Security. Mexico City. Mexico). All serum samplcs 
wcre verilied IO be positive in wholc-virus ELISA an<l imm11noblo11ing 
on initial 1es1ing . 

67 serum samples from 36 patients with conlirmed thrombocytopenia 
as well ¡¡s control sera from 80 hcalthy. HIV-1-seroncgative blood 
donors wcre obtained at Banco Cen1r¡1I ele Sangre. Centro Medico 
Nacionul S.XX L Mexico City, Mexico). Rabbit hyperimmune antise­
rum agains1 PVLS was obtained by 6 subsequent subcuwneous injec-
1ions of 1 mg of carrier free peptide in complete (for the first injection) 
and incomple1e (for booster injections) Freund's adjuvan! at 2-week 
intervals in New Zealand white female rabbits. Rabbit sera were ob­
tained before 1he firs1 immunizmion and 1wo weeks after each injec1ion. 
Some of 1he HIV-1-positive human sera ancl 1he rabbit hyperimmune 
serum were 1es1ec.J for iheir reactivity with human platdets in 1he whole 
platelet ELISA and 1he tlow cyt0me1ric assay ( 16). 

ELISA Tests 

All ELISA tests wcre performed following standard laboratory pro­
cedures ( 17). lmmulon 96-well plates (Nunc. Roskilde. Denmark) were 
coated with 100 µI of PVLS or VPLS. respectively. per well (50 
µg/1111). The peptidcs were diluted in carbona1e-hic¡1rbonaie-buffered 
sal ine (().2M Na1CO, and 0.2M NaHCOJ: pH 9.6). The pla1es were 
incubatcd lll 37° C for 1 hour and were washed -l times with phosphate­
buffered saline (PBS; pH 7.2) comaining 0.3% Tween 20 (PBS-T). Thc 
wells wcre filled wi1h 100 µI of the serum sample 10 be 1es1ed (diluted 
1: 100 in PBS wi th 0.3% Tween and 1 % bovine serum albumin f PBS­
T-BSA]). Thc plates were left 10 incubate for 1 hour al 37ºC. After­
ward. the platcs were washed 4 times with PBS-T. th.:n a IOl<l l of 100 
µ I of thc conjugate (ami-human or anti-rabbit immunoglobulin G 
coupled 10 alkaline phosphatase [ 1 :2,000 or 1: 10.000, re,pe<.:1ively]) 
was added. and the plates werc left 10 react at 37º C for 1 hour. The 
plates were again extensively washed as described. Afterward. 100 µI 
of the suhs1ra1e p-nitrophcnyl-disodic phosphate (1 mg/1111) was added 
and the plates were incubatcd al 37ºC for 1 hour before 1he reaction 
was stoppcd wi th 50 µI of 2 N NaOH per wel l. The optirnl density 
(00) was measurcd m a wavelength of 405 11111. To assess thc speci­
lici ty of the peptide reaction. 18 HIV-positivc human sera were 1es1ed 
after preincubation with the corresponding pcptide ( 1 o-5M) at 37ºC for 
1 hour. in the expectation of somc degree of inhibition of the ELISA 
test in the case of specific binding to the peptide and none at all 
01hcrwise. Moreovcr. an ELISA inh ihition curve was performed for the 
rabbit anti-PVLS serum with varying concentrations of the inhibiti ng 
peptide using thc sn1ne preincubation procedurc. 

Seven control HIV-1-negativc sera were used in each assay asan 
internnl negati ve standard. Reactions greatcr than thc mean absorbance 
+ 3 st<rndard de,·iaiion;, (SD) recordcd for these 7 control sera were 
regarded as posi!ive. 

Western Blot 

Serum samples were obtained from peptide immunized rabbits be­
fore 1he tirst immunization and 2 weeks afler the thi rc.J boos1ing injec­
tion. A commercially available HIV-1 Western blot kit (Organon 
Teknika Corporation. Durham. NC, U.S.A.) was used according 10 
standard protocol. 

RESULTS 

Serum antibodies against the platelets' integrin ~3 
peptide, PVLS, and HlV-1 gp4 l 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 ol 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. 

cibodies in HIY-1 - positive sera was 65.17'k (58 of 89) 
for PYLS and 78.65% (70 oí 89) for VPLS (Fig. 1 ). 
From the 58 !:.Crum samples poc;itivc for PYLS. 5-+ wcre 
positive for VPLS as well, whercas of 70 serum amples 
positi\·e for VPLS only 54 werc reactive with PYLS. 
None of the 80 normal sera from hcalthy blood donor 
exhibited any anti-PYLS or YPLS antibodie . 

Of the 58 patients po. itive for PVLS. -+O had normal 
platelet counts (> 150 x 109 platclcts/L). and only 18 
patient. had lowcr numbcrs oí circulating platclets. The 
relation between the prcscnce of serum anti-PVLS anti­
bodies and platelet counts is shown in Figure 2. No sta­
tistically significant Lrcnd was detected nor any differ­
encc was observed in mean platelct counts between HIY­
positive patients wi th und wi thout anti-PVLS antibodies. 
None of the HIY- 1- posit ivc sera with anti-PYLS anti­
bodies nor the rabbit anti-PVLS hyperimmune serum 
howed any reactivity wi th normal human platelets in the 

whole platelet ELISA and thc llow cytomecric assay 
(data not shown). 

Sixteen sera randomly sclectcd from the 89 HIY- 1-
posi tive samples wcre al. o tcstcd with 3 other platelets' 
integrin f3:i peptides (PY-2. PY-3. and PY-4) and two 
peptides, GK-1 and GK-2. from a protein of T crassiceps 
(15). Although a few HIY-1 - positive sera were reactive 
with other platelct peptides PY-2. PY-3. and/or PV-4, 
none howed any rcactivity with GK-1 or GK-2 (Fig. 3). 

To demon!>tratc scrologic specificity of positi\'e era. 
as well as the cross-reactivity of PYLS and VPLS. an 
inhibition assay wa performed in which the EUSA 
plate~ were coated with YPLS and sera werc preincu­
bated wi th PVLS ( I0-5 M ). Various degrees of inhibition 
were detec1ed 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. hyperimmunc rabbit antibodies raised again. t 
PYLS rcactcd strongly with VPLS in ELISA (OD = 
0.86) and was inhibited by prcincubation with varying 
molar concentration of PYLS in a concentration depen­
dent stepwi e fa. hion (Fig. 5). Western blot analysis 
showed that rabbit polyclonal antibodies raised again t 
PVLS bound to a band of MW corresponding to HIY-1 
gp4 l. as wcll as 10 other bands possibly corresponding to 
nonviral but host cellular protein<; (Fig. 6). 

OISCUSSION 

The presence in human platelet eluates of an antibody 
that reacted with a chcmically unidcntified common epi­
tope on platelets' intcgrin f3:i and HIV- 1 gp l 20 was 
found earlier by Bettaicb et al. ( 1O, 1 1 ). Thesc authors 
demonstrated that this epitope was independent of the 
carbohydrate moieties of r-gp l 20 and suggested that its 
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FIG. 3. Enzyme-linked immunosorbent assay absorbance val­
ues ol 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. 
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FIG. 4. Peptide inhibition of anti­
virus platelet-like sequence en­
zyme-linked immunosorbent as­
say of human HIV-positive and 
HIV-negative sera. 
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characterization wou ld be possible by using synthetic 
peptides. However. their cross-reactive antibody did 1101 
recognize in ELISA any of the 34 synrhetic peptides 
from gp 120 they tested ( 11 ). 

We repon here that 58 of 89 HIV- 1-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 133 whereas none of the HJV- 1- negative control 
sera reacted with this peptide (Fig. 1 ). Other platelet 
peptides, also from intcgrin 13> (PV-2. PV-3, and PV-4), 
were reacti ve with fewer H!V-positive sera but none of 
the T crassiceps peptides (GK- 1 and GK-2) was reactive 
(Fig. 3). 

Platelel pathology in H IV infection is well recognized: 
approximately 9% of HIV-in fected non-AIDS patients 
and 21 % of HIV-infected patients with A IDS develop an 
immunologic thrombocytopenia that is clinically similar 
10 classic auroimmune 1hrombocy1openia ( 18-21 ). Per­
haps PVLS-positive HIV-infected individuals develop 
autoimmune antiplatelet antibodies in response to HIV­
mediated extensive cellular damage. However, because 
no con-elation was found between anti-PVLS antibodies 
and platelet counts in 89 HIV- 1- infected individuals 
1es1cd, no causal relation for platelet autoimmunity is 
easi ly 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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between integrin 133 and HIY-1 proteins 10 examine the 
possibility of cross-reactivity between the 1wo glycopro­
teins. By simply contrasting amino acid sequences and 
biochemical and structural properties of short am ino acid 
s1retches. 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-hel ix structure, as predicted by Gibrat (22) 
or DPM (23) rnethods, or coi! structure. as predicted by 
Levin (24) or SOPM (25) methods (Fig. 7). 

Antigenic similarities between the two peptides were 
indeed found: 54 of 58 PYLS-positive serum samples 
were reactive wi th VPLS as well. and PVLS inhibited the 
react ion of VPLS with human HIY-positive sera. The 
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FIG. 5. lnhibition curve of rabbit polyclonal anti-PVLS sequence 
preimmune (negative control) and immune sera by various molar 
concentrations of soluble PVLS. 

Jmmwl of Acquired /n11111111e D~{idenc.I' Symlromes <111</ Human Retm1'irolog_\', Vol. 17. No. 5. A1>ril 15. 1998 



ANTIGENIC HOMOLOGY OF H/V-1 GP4/ ANO INTEGRIN ¡33 389 

gp120 

p65 

p24 

A B C 
FIG. 6. Western blot demonstrates that rabbit anti-platelet virus­
like (PVLS) sequence antibody binds to various proteins in a 
whole viral lysate, one wilh MW - 41,000 close to that ol gp41 of 
HIV-1. Lane A. strong HIV-1 - positive control human serum; lane 
B, rabbit anti-PVLS serum: lane C, rabbit preimmune serum. 

diffcrent dcgrccs of inhibition can be cxplaincd by dif­
ferent content and affini1y profilc of cross-reactive anli­
bodies in indi vidual serum samples for the two versions 
of 1hc reacting pcp1ides. Funhcr. rabbit polyclonal an1i­
bodics raised agai11s1 PVLS wcre shown to reac1 wi1h 
VPLS. and PVLS inhibitcd 1hi~ reaction (Fig. 4). Addi­
tionally. Western Blo1 analy~i~ showcd 1hat rabbit poly-

PVLS VPLS 

Method ORKEFAKFEEERA EKNEQELLELOKW 

Gibrat HHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHH 

Levin ccccccccccccc ccccccccccccc 
DPM CCHHHHHHHHHCC TCCHHHHHHHCCC 

SOPM ccccccccccccc ccccccccccccc 
Consensus ccccccccccccc ccccccccccccc 

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

clonal antibodies raised again~1 PVLS bound to a band 
with MW corre~ponding 10 HIV-1 gp41 (Fig. 5). More­
over. 1hese anti-PVLS antibodics bound to other seem­
ingly nonviral protein~. As thc Western blot ~1rips wcre 
preparcd using whole viral lysatc. we would speculate 
that these nonviral band come from host cell and that 
some of them could corre pond 10 member of 1he inte­
grin family. a collection of moleculcs with MW ranging 
from 95 10 2 1 O kd (26). 

Normal or e lose to normal platclet coums (> 150 x 
I09/L) of PVLS- and/or VPLS-posi1ive human serum 
samples from HIV- l - infcc1ed paticnts weakens 1he pos­
sible significance of thcsc an1ipcp1ide antibodies in plate­
let des1ruction. However. as VPLS forms a pan of a 
fairly conserved region loca1ed near 1he membrane­
spanning domain of HI V-1 gp4 1 that has been shown to 
inhibil 1he viral mediated ccll-ccll fusion (7). and PVLS 
is from a slructurnlly and f'unc1ionally conserved cyto­
plasmic domain of imegrin~. 1he presence of bivalent 
cross-reacting antibodies 10 1hc virus surface and cell 
membrane componcnt protcim. of many cclls may con-
1ributc to diversc cytopathic phenomena as well as be of 
consequence in virus en1rancc and membrane fusion 
mechanisms. as has been shown for the peptides alone 
( 13). Alternatively. estabfühing 1he functional signifi­
cance of these and other peptidc cpitopes o frequently 
identified between seemingly unrclated partners may 
need more detailed ~ystematic rc~carch and technologic 
development to probe more decply in immune specificity 
and in ccll differen1iatio11 and func:tion. 
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RESULTADOS COLATERALES 

Una metodología, relativamente reciente, para investigar los epitopes de los anticuerpos es 

la metodología de bibliotecas de péptidos expresadas en un fago. Para este estudio se usó 

una biblioteca de péptidos de 7 aminoácios expresados en el fago Ml3. Los sueros de dos 

pacientes con PTA crónica, activa y refractaria, seleccionaron algunos fagos, que después 

se probaron con otros sueros de pacientes con PTA. En este artículo se presentan las 

secuencias de Jos fagos seleccionados. También se presenta la ubicación de estas 

secuencias en proteínas de la membrana plaquetaria, lo que sugiere que estos pueden ser 

detem1inantes antigénicos involucrados en la destrucción de las plaquetas. 

2. Gevorkian G, Manoutcharian K, Almagro JC, Govezensky T, Dominguez V. 
Identification of Autoimmune Thrombocytopenic 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 b een described previou sly as possibly b e· 
ing an epitope for antiplatelet aniibodies, 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 b e present in still-unknown proteins in· 
volved in AITP pathogenesis. '° 1998 Academic Pres• 

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

INTRODUCTION 

Autoimmune thrombocytopeníc purpura (AITP) is a 
common hematologic disorder caused by antiplatelet 
autoantibodies. A number of previous studies ha ve ad· 
dressed the repertoire of autoantigenic epitopes on 
platelets by analyzing the competitive binding be· 
tween human autoantíbodíes and muríne monoclonal 
antibodies or by using enzyme-cleaved fragments and 
synthetic peptides corresponding to different se­
quences of platelet proteins. With these techniques, 
severa! platelet autoantigens have been characterized, 
among which platelet-membrane glycoproteins (GP) 
lb/IX and IIb/IIIa were encountered most frequently 
(1-8). Also, autoantibodies against other platelet gly­
coproteins, e.g., GPVI, GPIV, GPia/IIa, certain inter­
na! platelet proteins (vimentin and desmin), and the 
platelet cytoskeleton protein vinculín, have been char­
acterized (7, 9-11). More recently, antibodíes specific 
for a novel autoantigen, a 30-kDa interna! platelet pro· 

tein, ha ve been detected in 12of60 patíents 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 too! 
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 ímmunosorbent 
assay (ELISA) with autoantibodies from other AITP 
patients. 

Since severa! peptides specifically recognized by anti­
platelet autoantibodies were identified, our results pro­
vide additional evidence that sera from AITP patients 
could contaín 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 
therapeutíc agents for AITP. 

MATERIALS AND METHODS 

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

c.l SSHTLSA c.51 LTRPPWG c.31 GGHSTPE 
c.2 SHYSSYQ c.52 LTRPPWG c.32 SSNIWWS 
c.3 MSLHPTI c.53 LTRPPWG c.33 SHYQHYQ 
c.4 WSRPVVM c.54 LTRPPWG c.34 AARLPAI 
c.9 WSRPVVM c.58 MLPSVLP c.35 FCLPPAA 
c.5 QYADHHA c.55 MLPSVLP 
c.6 LPAILPQ c.56 ATSAIHG 
c.8 FTSALPV c.57 LAHRLRG 
c.7 FTSSSFP 
c.10 WSWPWHW 

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 109/L) and were classified as "active AITP," 
whereas 5 patients had platelet counts higher than 137 
x 109/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 ali 15 
AITP sera in ELISA. 

Phage-display peptide library. The library of hepta­
peptides fused to a minor coat protein (plll) of the fil. 
amentous coliphage Ml3 from New England Biolabs 
(Beverly, MA) was used. 

Selection of phages by biopanning. Sera from two 
AITP patients, AITP-1 (platelet count 26 X 109/L) and 
AITP-2 (platelet count 30 x 109/L), were used for an 
affinity selection essentially as described by Dower and 
Cwirla (24). Briefly, 50 µI of each serum sample, diluted 
1:100, were added to 6 wells of a 96-well ELISA mi­
croplate and incubated at 37ºC 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 1hat 37ºC. Wells 
were washed with PBS, and 10 11 transducing units 
(TU) from the heptapeptide library was allowed to react 
with immobilized antibodies for 4 h at 4ºC. Again, wells 
were washed with PBS and then bound phage were 
eluted with 0.1 M HCV0.1% BSA (pH 2.2 with glycine). 
Eluates were transferred to microfuge tubes and neu­
tralized with 35 µl of 2 M Tris base (pH unadjusted). 

AITP-2 

Expt 1 Expt 2 

After round 3 After round 5 After round 3 

c.21 HHKYAPR c.61 ATSAIHG c.41 NVPQPPR 
c.22 WAWPWWL c.64 ATSAIHG c.42 LA VRPII 
c.24 SGCRVKH c.62 LATRPPM c.43 LARSPGP 
c.23 KCCDVPL c.63 FSRNIPP c.44 MTQYRPA 
c.25 EPFGSPL c.65 FSKVSLS c.45 ATSAIHG 
c.26 EGKPLPR c.66 MSAPAFR 
c.27 KVFFPNL c.67 FTKPLLL 
c.28 FVTLPYA c.68 LSKPPRS 
c29 WEISTTS 
c.30 LPSPRPM 

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-35S)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 4ºC with phage (10 10 TU) in 
PBS. The µlates were blocked for 1hat37ºC with PBS/ 
5% nonfat milk and then washed with PBS. Serum 
samples were diluted 1:100 in PBS/1% BSA and then 
100 µl was added to each well. Plates were incubated 
for 1 h at 37ºC 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 37ºC. 
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 37ºC. A s - Ab, where A , and A b 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. l. ELISA reactivity of sera from AlTP 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 CB) wi th AITP-1 (pl and p3) and AITP-2 (p2 and p4) serum samples. 
Black histograms represent serum reactivity wi th unrelated phage Rl. ELISA signa! is calculated as the average of two duplica tes. Results 
a re expressed as the difTerence between the average A,05nm values for phage-coated (As) and -uncoated (Ab) plates. 

RESULTS AND DISCUSSION 

To investiga te the structural characteris tics 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 ofbiopanning in Ex­
periment l. 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-
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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 epi topes 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 theír 
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 
Rl, 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. 
Sorne correlation between platelet count and ELISA 
reactivity was found. Thus, two sera with highest reac­
tivity had low platelet counts, 10 X 109 and 28 X 109/ 

L, respectively. In contrast, 4 patients with platelet 
counts higher than 137 X 109/L showed low ELISA 
reactivity. In addition, sorne of the selected clones were 
tested separately in ELISA and similar results were 
obtained (data not shown). Only one phage with se­
quence HHKY APR showed low ELISA reactivity with 
ali tested AITP sera. 

None ofthe 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 sorne 
platelet glycoproteins, such as GPib and GPIIIa, was 
found. Thus, the sequence SLHPT (from phage c.3) is 
present in platelet GPib, the sequence PFGSP (phage 
c.25) has high hornology with GPIIIa-derived sequence 
PLGSP, and the sequence GHSTP (phage c.31) is ho­
rnologous to AHTTP frorn GPib. Each sequence rnay 
represent a linear epitope or part of a larger antigenic 
deterrninant. 

It is known that using the peptide library makes it 
possible to identify discontinuous epitopes cornposed 
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 rnajority of antibodies 
recognize and bind discontinuous epitopes (27). So, 
sorne of the peptide epitopes obtained in this study 
could represent discontinuous epi topes related to AITP. 
Alternatively, since it is possible to find alternative 
sequences bearing little resernblance to the initial se­
quence (mimotopes) in biopanning experirnents using 
phage-displayed peptide libraries (28-30), we can spec­
ulate that sorne of the epi topes 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. 

In conclusion, we have used the cornbination of poly­
clonal autoimrnune 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 rnay aid in understanding the rnechanism(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 ratón, produjeron trombocitopenia y hemorragia a los ratones que se les 

administró. Con el objetivo de identificar cuales eran los epitopes para estos anticuerpos se 

usó la misma tecnología que en el artículo anterior. En esta ocasión se prefirió una 

biblioteca de péptidos de una longitud mayor, con 12 aminoácidos, expresados en el mismo 

fago M 13. Además se buscó si dos anticuerpos monoclonales comerciales reaccionaban con 

los mismos epitopes. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la integrina beta 3 y el 

complejo completo a11b~3 · En este artículo se presentan los resultados obtenidos, así como, 

la identificación de las proteínas que portan estos determinantes antigénicos. 

3. GevorkianG, Maoutcharian K, Govezensky T, Cano JA, Dominguez V, Santamaria 
H, Larralde C. Identification of Mimo topes of of Platel et Autoantigens Associated 
with Autoimmune Thrombocytopenic Purpura. J Autoimmunity 2000;15: 3-40. 
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GP!fb/IJia, the humnn p li! telet g lycoprotein complex, is the nutoantigen most 
commonly recognized by autoantibodies in autoimmune thrombocytopenic 
purpura (A ITP). Two murine monoclonal antibodies (mAbs), namely Y2/51 
and 5812, directed against gpllla and gpTib/llla, 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 Ml3 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 
wíth rabbit nnti-humiln platelet antibodies, ilnd four clones reacted with sera 
from AITP pn tients. Sorne homology between peptide inserts sequcnces of 
selected clones and human platelet gpllla and gplb were found. 

lntroduction 

Autoimmune thrombocytopenic purpu rí.1 (A ITP) is í.1 
common hcmatologic disorder caused by autoí.'lnti­
bodies agJ inst plntclct proteins, and is found in both 
chi ldren and ad ults. A wide variety of specific 
antiplatclct Juto<mtibodics exist in patients with A ITI~ 
Among them, ,rntibod ies Jga inst fibrinogen receptor 
gpl lb / llla and von Wi llebrand factor receptor 
gp lb / JX Me encountcred most frequently (1-3]. Also, 
othe r ,1t1toí.1ntigens, e.g. gpla/lla, vimentin, desmin 
and CD62, h¡¡ve becn reportcd to be related w ith AITP 
[3-6 ]. However, re!evant autoantigens can not be 
identified in a number of cJses, indicating that thc 
reperto irc of autoan tigen ic epi topes on platelets is 
complex and requires more detailed resea rch . 

A number of previous studies have addressed pre­
cise loca lization of autoJntigenic epitopes on platelet 
antigens using enzyme-cleaved fragments and syn­
thetic peptides corresponding to different regions o f 
known platelet proteins. This approach appeared to 
be useful for identification of continuous epitopes on 
proteins, but can not be applied fo r iden tification of 
conforrnational epitopes. Furthermore, it has been 
shown that cation chelation of gpllb/IIJa prevents the 
bind ing of most of the platelet-associated anti-gp llb/ 
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lila Jutoantibodies, suggesting that they rcí.'lct with 
nonlinea r epitopes [7]. Other conforrnation,,I epitopes 
on platelet antigens that rnay exist can not be ident­
ified by the synthetic peptides or p rotein fragmen ts 
approach. Another p roblern to be resolved is the 
identifirntion of epitopes of s till unknown platelet 
au toan tigens rela ted to AlTP. 

To further eval uate epi topes of gpllla and gpllb / 
lllí.1 complex, as well as to search for epi topes of other 
platelet J utoant igens, we ha ve used in this study a 
phage d isplay peptide library of dod ecapeptides, two 
monoclonal anti-gp llfo Jnd anti-gpllb / Illa antibodies 
and rabbit anti-human platelet antibodies. Phage dis­
play peptide librílries, first described by Scott and 
Srnith [8], have been used widely in molecular studies 
of antigen-antibody bind ing [9, 10] and it has been 
shown that by the screening of phage libraries with 
monoclonal and polyclona l antibodies, linea r epi topes 
as well as mimotopes that rnirnick linear, discontinu­
ous and even non-peptide epitopes of antigen could 
be identified. Thus, it has been shown that mirnotopes 
selected with anti-HlV-1 gp120 and anti-hepatitis B 
virus surface antigen (HBsAg) antibodies induced a 
specific humoral imrnune response to gp120 and 
HBsAg, respectively [11, 12). Appl ication of phage 
display technology has led to the identification of 
peptide rnimotopes of carbohydrates [13-15) provid­
ing a new strategy fo r selection of irnmunogens for 
the development of anti-polysaccharide vaccines. 
Recently, two hexapeptide sequences that mimic 
autoantibody epi topes located within the cytoplasmic 
region o f platelet gpllla and one hexapeptide 
sequence that mimics an epitope in the extracellular 
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portian of gpIIb/Illa were identified using phage 
display library approach [16]. Also, we reported ear­
lier sorne new possible epitopes for anti-platelet 
autoantibodies identified by using AlTP 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 
p latelet gpIIIa 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 p latelet destruction. 

Materials and Methods 

Mouse IgCl mAbs, specific for human p latelet gplila 
(clone Y2/51) and gpllb/llla (clone 5812) were pur­
chased from Dako (Clos trup, 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 p<1tients <1nd clinic<1lly healthy 
blood donors were obtained a t 13nnco Centr<1I de 
Snngrc, Centro Medico Nncionill S.XXI, Mexico. Ali 
piltients had ,mtibodics ng<1inst <1t least onc of thc 
pl<1tclct mnjor il ntigen (gpllb / llla, gpl<1/Ila, gplb/ IX 
or gplV) detected using il commercial assay. 

Affinity selection of phages by biopanning 

Selcction of philgcs bv biopanning wns pcrformccl ilS 
described in our pre\·ious works [ 17, 19). Phage 
Displny Peptide Librilry from New Englilnd Biol<lbs 
(Bevcrly, M i\, USA) was used. Thc displilycd 12-mcr 
peptides il rc expressed <1t thc N-terminus of a minor 
cont protein (plll) of M13 phagc. The complexity of 
library is about 1.9x109 transformants. In biopanning 
experiments with mouse mAbs Nunc MaxiSorp 
(Roskilde, Denmnrk) microplates were used. In expcr­
iments with rabbit anti-human pl<1telet Abs micro­
pl,1tes coated with shcep anti-rnbbit IgC (Bochringer 
MannheimCmbH, Cermany) were used. Rabbit serum 
und mAbs were diluted in phosphate-buffered snline 
(PBS) containing O.l'Yo bovine serum albumin (BSA) . 
Plaque-forming units (PFU) (10 11

) from the original 
library were used in the first round and the sa me 
amount of amplified eluate (10 12

) was used in ali 
subsequent rounds. 

DNA sequencing 

Single-stranded DNA was prepared from the purified 
phage as described by Sambrook et ni. (20). T7 Seque­
nase version 2.0 Quick-Denature plasmid sequencing 
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kit (Amersham, UK) and [a-35S] 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], 1010 PFU of corresponding phage clones 
dilu ted in 100 µl PBS (pH 7.4) were added to each well 
of Nunc MaxiSorp microplates and incubated over­
night at 4ºC. Rabbit sera were diluted 1:200 and 
human sera were diluted 1:100 in PBS/1%BSA. Coat 
anti-human IgC and sheep anti-rabbit IgC antibodies 
conjugated with Horseradish Peroxidase and ABTS 
Single Solution (ali from Zymed Laboratories Inc., San 
Francisco, CA, USA) were used. Ali samples were 
tested in duplicate. The absorbance was measured at 
405 nm after incubated at 37ºC. 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 11 / ml) were added. After 2 h 
incubntion at 37ºC, plates were washed with PBS­
Tween 20, rabbit and human sera were added and the 
subsequent steps were performed as describcd above. 

Statistical analysis 

Statistical s ignificance w<1s determined using thc odds 
ratio test. A P-value <0.1 was considered statis ticnlly 
significant. 

Homology search 

Regions of nm ino acid si milarity bctween pcptidc 
inserts of the selected clones and sequences in 
SWISSS-PROT protein sequence database werc 
identified using WU-BLAST 2 computer progrnm 
('default' parameters \·vere used). 

Results 

Screening of phage peptide /ibrary 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 p latelet 
gpllla (clone Y2 /51) and gpllb/IIIa (clone 5812) 
mAbs. Four rounds of biopanning were performed in 
each experiment. After the first round of biopanning 
103 and 104 phages of the initi<1l 1011 phages were 
eluted from plates coated with Y2/51 and 5812 mAbs, 
respectively (Table 1 ). The amount of input phage in 
ali subsequent rounds was 1012

. As shown in Table 1, 
in biopanning experiment with Y2/51 mAb, the 



Phage Mimotopes Bound by Anti-platelet Abs 35 

Table 1. !ifjinity selection of phnges thnt bind to Y2/51 nnd 5812 mlibs nml rnbbit n11ti-h11111nn pinte/et 
polyclonnl nntibody 

lst Round 2nd Round 3rd Round 4th Round Ab ln' Outb ln Out In Ou t 1n Out 

Y2/51 1011 5x 103 1012 3 x 105 101 2 1.3x 108 1012 2x 10$ 
5812 1011 1.2x 104 101 2 2.8x 105 1012 3x107 10•2 5x 107 

Rabbit 1011 2x103 1012 2x 105 10•2 3x 107 1012 2x 109 

"TI1e 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. Derl11ced n111i110 ncid seq11e11ces of file insert in phngc co/011es isolntcd nftcr fo11rth ro1111d of 
biopnm1i11g with Y2/51 nnd 5812 mlibs 

Clo nes·' Sequence Frequencyb 

Jl, J-1, J12, J13 A A H M Q R F r L L H Q 4/ 16 
J2 L A T T K r s H L T R L 1/ 16 
J3, J5, )6 F s K r s A A L T H D T 3/ 16 
J7 s 1 H H w r M L F R L r 1 / 16 
J8 L s r F r K y p r K I r l / 16 
J9, J10, Jl S M s p M H K Q s R A T y 3/ 16 
J1J,J 16 s F L T p w F T H F r R 2/ 16 
fl-1 V s H L r T L K M p s A 1 / 16 
J-!I M T F s T K e s T T s e 1/16 
J-12 s T M H H H L A p F 1 A 1 /16 
j-13 y V H s T Q r L T r Q N 1/ 16 
J4-I , )50 H T y s w r T L H r N e 2/ 16 
J-16 T r V M p r R w A V A L 1/ 16 
J47 s s H V Q s w R L r K A 1/ 16 
J-18 Q e L r r: H A A L R L L 1/ 16 
J-19 1 R r w 1 w T p D 1 R s 1/16 
JS 1 y N T T T p V p Q D L s 1/ 16 
J52 1 r L H w 1-1 A D Q T R w 1/ 16 
J53 L p s s 1 R L H s 1 I F p 1/ 16 
J5-1 F r F Q 1-1 M s L K H 1 D 1/ 16 
J55 r: s T s p s y s 1) V w R 1/ 16 
J56 s \V H V w p y H Q D R s 1 / 16 
)57 T p V s N D D L A Q K R 1/ 16 

"' l'hil¡_:I.' drnw:. J 1-J 16 wcr..: ~l.' h:ctcd with Y2/51 n11\b .111d clones J-1 1-J57 11·1 th 5131 ~ 111t\b. 
1'f\'umbcr o l tinws l.'.1ch st:"qucnCl' w;i~ 111dcpcndcnth' 1soli1ll'd. 

amoun t of affinity selectcd phage increased by 
opproximatcly 100-fold ¡:¡fter the second round, by 
approximately 1000-fold after the third round and 
remained the sa me after the fo urth round. In biopon· 
ning experiment with 5812 mAb, the omou11t of 
affinity selected ph<1ge i1Kre<1sed approximately 
10-fold after the second round, npproxima tcl y 100-
fold after the third round and maintained the same 
va lue after the fourth round. 

The 16 plaques were random ly selected from the 
plated eluate after the fourth round of each exper­
iment. DNA sequences of dodecapep tide 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 5812 mAb ha\'C 
identical peptide inserts. In contrast, pep tide inserts of 
four phage clones selected with Y2/ 51 mAb had the 
same sequence AAHMQRFPLLHQ, three have a 

sequence FSKPSJ\ALTHDT, another g roup of three 
phnge clones has " sequence MSPMHKQSRATY and 
two clones have a sequence SFLTPWFTHFPR. 

Frequency analysis of the relative occurrence of the 
20 a mino acids in the dodecapeptides displayed by 66 
randomly selected phage clones from o riginal library 
and 32 phage clones picked after the fou rth round of 
biopanning revealed that histidine (P<0.05) was fre­
quent in the phoges selected in both biopanning 
experiments and lysine (P<0.1), methionine (P<0.1) 
and phenylalonine (P<0.05) were most frequent in 
phage clones selected with 5812 mAb (Table 3). In 
contras t, in both experiments there was a selection 
against g lutamic acid (P<0.05). 

Sequence comparison between the inserts of the 
selected clones and human gpllb / llla showed sorne 
homologies. Th us, the XSPZ motif where X=L,Y or M 
and Z= F, V or M presen t in five clones was found 
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Table 3. Freq11ency of occltrrence oj 20 nmino ncids in tlH: 
dodecnpeptides displnyt•d by 66 rnndomly se/ected phnge c/011cs 
from origi11n/ librnn; n11d 32 phnge clones pickcd nfter joHrtll 
ro1111d oj biopnrn1i11g experh11e11ts with Y2/51 nnd 5812 mAbs 

Amino acid 

Alanine (A) 
Arginine (R) 
Asparagine (N) 
Aspartic acid (D) 
Cysteine (C) 
Glutamine (Q) 
Glutamic acid (E) 
Glycine (G) 
Histidine (H) 
lsoleucine (!) 
Leucine (L) 
Lysine (K) 
Methionine (M) 
Phenylalnnine (F) 
Proline (P) 
Serine (S) 
Threoni ne (T) 
Tryptophan (W) 
Ty rosine (Y) 
V¡¡line (V) 

¡\ 

gpllia cnal9-23l 
J8 
J9.J10. Jl5 
J55 

B 

gpih caa315- 323l 
PL:J. PLS. PL12 

e 

Frequency (%) 

Original library Y2/51 5812 

5.4 9.90 5.21 
4.4 5 .73 5.21 
4.3 0.00 2.60 
3.5 1.56 3.65 
0..1 0.00 0.00 
5.6 5.73 4.69 
2.8 0.00 0.00 
3.3 0.00 2.60 
5.1 10.42 9.38 
3.5 1.04 3.65 

10.9 10.94 8.33 
2.7 5.21 2.08 
3.4 6.25 2.08 
2.9 7.81 3.65 

11.9 12.50 11.98 
10.9 9.90 11 .98 
10.1 8.85 9.90 

1.9 1.56 5.73 
2.8 2.08 3.13 
-1..1 0.52 4.17 

AVSPl\l 
lSPFPKYPPl<I P 
MSPMHKQSRATY 

F'STS P SY SP\!WR 

PTKAHT T P W 
L :\ H P T S G H T L P \V 

CD 1411 anti¡:cn !aa6 l5-62·11 T L L 1 F L R R R L 
~A AKTMVIFLR RRL 

Figure 1. /\mino ,1cid sequcnce homologies among selectcd 
clones ílnd human protcins. The peptide sequcnce is pre­
ceded by the phage clone or humnn protein nílme. ldentical 
and similar amino acids are given in bold and in italics, 
respectively. Human protein sequences are from the Swiss­
Prot protein sequence databnse. (A) Homology with plntelet 
gpllla. (B) Homology with plíltlet gpfb. (C) Homology wi th 
CDl-1-1 antigen. 

to be homologous to a region of the extracellular 
amino-terminal part of gpIIl<i (Figure lA). 

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

The library of dodecapeptides expressed o n phage 
was also screened with rabbit anti-human platelet 
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lysate polyclonal antibodies. After the first round of 
biopanning 103 phages of the initial 1011 phages were 
eluted from microtiter plates coated first w ith anti­
rabbit IgG 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 si tes 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 gpIIla. Another homology of PL3= PL8= 
PL12 was found and appears to be w ith human 
platelet gp lb a chain precursor (Figure 1l3). High 
homology of clone PL4 with human vascular 
endothelia l-cadherin precursor (CD144 antigcn) was 
found (Figure lC). 

ELISA using phage as antigen to detect 
anti-platelet antibodies 

The binding of the affinity selectcd phage clones to 
rabbit anti-human platelet antibodies was choracter­
ized by ELISA. Two types of ELIS/\ were performcd. 
In the first set of experiments ali phage clones ,,·ere 
cval unted using plates coated directly wi th phagc. In 
the second set of experiments pintes wcre previously 
co<'lted with Jnti-M13 monoclonal antibody, then 
phagc (on ly phage clones selectcd 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 <1s 
fusion with plll would be accessible for serum IgG. 
When plates were coated with phage alone, four 
clones (PL3, PL9, )2 <1nd JS) were strongly positive 
(Figure 2). When anti-M13 monoclonal antibody was 
used to coat p late and then phage were added, three 
clones (PL3 PL9, and PUS) were strongly positive 
(Figure 3). No reaction of positive clones with rabbit 
preimmune serum as well as control rabbit (anti-Tl 
peptide) serum was observed. Non-related phage 
GM6 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 epi topes. In the first set 
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Table 4. Deduccd amino ncid sequences of tflc inserts in phnge clones 
biopnm1i11g wítfl rnbbít nnti-humnn pinte/et semm 

isolntcd nfter fourtfl roimd of 

Clones Sequence Frequency" 

Pl1 Q I w H H y p N s Q L L 1 /16 
Pl2 L E M F p o K N Q R L T 1 /16 
Pl3, Pl8, Pl12 L A H p T s G H T L p w 3/16 
p¡.¡ A K T M V I F L R R R L 1/ 16 
PIS, PIIO s G L A K F e L A p L p 2/16 
Pl6 y L Q s N T E p K Q o s 1/16 
Pl7 M F p M G M s Q R p F s 1/16 
Pl9 o V L M H G F o p A L 1 1 /16 
Pl13 N R T p E 1 L H s 1 M H 1 / 16 
Pll-1 T T H H y G y K s G y 1 /16 
Pl15 w R 1 L A s G H T L p w 1 /16 
Pl16 s V R s p H L F p V M R 1 / 16 

"Number oí times each sequence w¡is independently isoJ,1ted. 

3 

~ 
2.5 ~ /.,_. 

V· y 
2 ~; ~~~ !i ~/.~ 

~/ ; 
Cl 1.5 ... o ~ ...... >? 

; / ~ 

~ ,.~ : .. , ~:: 
:. ~·: . /• 

~: 0.5 :- : :'/' //' ~; ., . :~ 
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Lysatc G~l6 PL3 PL9 J2 J5 

Figure 2. Rencti,·it~· nf rnbbit ,rnti-humnn plateld scrurn 
with phnge c lones in ELISA. Seril wcre nddcd lo pintes 
contcd w ith ph;igc ;tlnnc ilnd binding wns nnnlyscd ,1s 
described in M,1tcrinls .ind Ml.!lhods. F:;ich 00 v¡¡Juc rcpn:­
scnts lhe mean tif du~)licate dctcrminntions. Platelct lys,1tc 
w<is used ilS positi\'l' con trol. Non-rcbted ph<igc GMó w;is 
uscd ilS neg<itin.~ control. Preimmu ne (O), irnmune (·:"). 

of expcriments \\' ith hum0n sera p lates we rc coated 
with phage alone. Unrclnted phage GM6 and PL3 
werc tested with sern from two AITP patients pre­
viously shown to renct with platelet lysa te (Figure ..J.). 
Both sera reacted with PL3, and no reaction 
with control non-relnted phage was observed. In the 
next set of experiments three clones (PL3, PUS 
and PL9) \•vere e\·aluated using sera from twenty 
AITP patients (Figure SA & 8). Ten sera reacted 
with both PL8 and PUS and eight sera reacted 
with PL9. No reaction was observed with sera from 
heal thy donors. 

Discussion 

Autoantibodies directed against human platelet gpll la 
and gpllb/ lll a complex have been described earlier as 
a major target for anti-platelet antibodies p resent in 
pn tients with AITP. Also, other plate let proteins as 
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Figure 3. Rc<icti\·ity of rnbbi t sern wilh phnge clones in 
ELISJ\. Sern were nddcd to pin tes contcd first with nnti-Ml3 
monoclonnl <i n tibody, thcn with plwge clones. Binding wns 
nnnlvscd ns dcscribed in Mntcrinls ;ind Methods. Each 00 
vnlue reprcsents thc mean uf duplic.1tc determinations. 
Platelet lysate w;is used ns positive control. Non-rel<i ted 
phnge GM6 wns uscd ns negntivc control. Anti-TI peptidc 
serum produced previously wns used ns control serum. 
Preimmune (O), anti-TlC (u nrelated) (• ), anti-human 
plntelet (~:;:). 

well as other membr;rne constituents, e.g. glycolipids 
hnve been reported to be associnted with A!TP [2). 
To ana lyse further the repertoire of autoan tigenic 
epi topes of human platelets we have characterized the 
bind ing epitopes of two murine monoclonal an ti­
bodies (Y2/S1 and SB12) reacting with human platelet 
gpllla a nd gpllb/ llla complex as well as peptides 
binding to rabbit anti-human platelet an tibodies. SB12 
mAb was shown to inhibit in vitro proplatelet forma­
tion [21 ). Two p revious stud ies used AITP patien ts' 
sera and phage Jibraries to iden tif y peptide sequences 
recognized by anti-platelet autoa ntibodies (16, 17). 
The advantage of a screening library with platelet 
an tigen-specific monoclonal or polyclonal antibodies 
is that the selection of epi topes recognized by un­
related an tibod ies present in patient sera could be 
avoided. 
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Figure 4. Reactivity of AITP patients sera 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 00 value represents the mean of dupli­
cate determinations. Non-related phage GM6 was used as 
control. Donor (O), AITP-8 (• ). AJTP-15 (:.~). 

The sequence nnalysis of the phnge dodecapeptide 
inserts shov.ied thnt the sequences of peptides selectcd 
with the Y2 / 51 mAb were enriched in histidinc, 
methionine nnd phenylnlnnine, nnd peptides selccted 
with the 5812 mAb wcre enrichcd in histidine nnd 
tryptophan. This may indicatc involvement of thcsc 
residues in a specific contnct with mAbs. The ovcr­
reprcsentation of aromatic residucs (tryptophnn, phc­
nyblnnine and tyrosine) was reported earlier in thc 
sequcnces of peptidcs selectcd with othcr mAbs [22, 
231 ,rnd the authors suggested thot this was like ly to 
be duc to the abundnnce oí aromatic rcsiducs at thc 
bottom of the pnratope in mAb since it is known that 
aromatic residues make stable contact between them. 

lt is known that an autoepitope is no t necessarily a 
continuous primary sequencc but may be a 
conformation-dependent discontinuous one. Several 
discontinuous epitopes have <1lready been mapped 
using phage display peptide libraries [24-26]. We 
ha\"\! sho\\'n that three identical clones (PL3, PL8 and 
PL 12) selccted wi th rabbit anti-human platelct anti­
bod ics had sorne homology \\'ith stretches of amino 
acid residues within human platelet gplb (Figure 1 ). 
Thc presence of anti-gplb antibodies among anti­
human platelet antibodies was described earlier [27, 
28], but fine epi tope mapping has not been performed. 

In order to evaluate the ability of the affinity 
se lected phage clones to detect anti-platelet anti­
bodies, ELISA experiments using rabbit anti-human 
serum as well ns sera from patients with AITP were 
performed. The advantage of specific phage-based 
assay may consist in availability of phage compared 
with purified platelet g lycoproteins 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 gpfb was strongly positive in ELISA with 
rabbit Jnti-human platelet serum and sera from 
patients with AITP. These data include that above 
mentioned peptide sequence may represent a mimo-
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Figure S. Reactivity of AITP patients sera with phílgc clones 
in ELISA. Sera were íldded to pintes coated first with 
anti-M13 monoclonal nntibody, then with phílge clones. 
Binding wns nn¡-¡lysed ns described in Mnterinls nnd Meth­
ods. Each 00 value represents the menn of duplirnte 
determinations. Serum from healtlw donor with normnl 
ph1telet count was used as control. (A) Non-related (O), PL3 
(• ), PUS (~1) . (B) Non-related (0), PL9 (~:). 

tope of a discontinuous epitope on p latelet 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 pbte­
let and AITP patients' sera and no reaction was 
observed wi th preimmune and control (anti-T1 pep­
tide) sern as well as sera from control healthy donors 
(i-=igures 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 
sorne clones without any sequence similarity with 
platelet uutoantigens by the same sera is indicating 
that these peptides are involved in complex antigen­
antibody interaction and may represen! 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. 



Phage Mimotopes Bound by Anti-platelet Abs 

In conclusion, our results indica te 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 nnd treatment could be 
developed. 
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DISCUSION GENERAL 

La producción de anticuerpos anti-plaqueta se hizo en conejos hembra New Zealand, y para 

comprobar su producción se usó como antígeno un lisado de plaquetas humanas. No fue 

posible purificar a los anticuerpos específicos contra las plaquetas, porque al adsorberlos a 

plaquetas y posteriormente despegarlos de las mismas, la preparación contenía muchas 

proteínas plaquetarias, que podían competir con las plaquetas de los ratones. En lugar de 

esto se prefirió purificar la fracción de inmunoglobulinas G. Esta preparación por lo tanto 

contiene inmunoglobulinas G inespecíficas y los anticuerpos IgG anti-plaqueta de interés. 

Los resultados del artículo central de esta tesis (Domínguez, et al., 2003) demostraron que 

existe una reacción cruzada in vilro entre las lgG anti-plaqueta de ratón y plaquetas 

humanas. Y que las IgG anti-plaquetas humanas producen trombocitopenia y sangrados 

moderados en ratones. Situación que se explica por la homología entre los receptores 

plaquetarios de ambas especies, entre los cuales se encuentran gpllb-llla (integrina <X11b-p3), 

gplb-V-IX, CD40, selectina P y selectina E. Lo cual significa que los resultados que se 

encontraron en el modelo murino de púrpura inmune pueden trasladarse a lo que ocurre en 

los pacientes con PTA. La homología 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 

homólogos. 

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 áreas donde pequeños traumas pueden ocasionar la hemorragia. Por ejemplo en la 

piel del pabellón de las orejas, en las patas, cola y en la cabeza. Los ratones no se 
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encontraban aislados en cajas únicas, en una caja había hasta 1 O ratones. Unos a otros 

podían causarse lesiones por contacto, que hizo más evidente el sangrado en los sitios 

expuestos. Otro ejemplo del sangrado por lesión en el sitio de punción para la 

administración intraperitoneal de los anticuerpos. Y en el caso de los ratones que se 

examinaron por una semana, el plexo del ojo donde se realizó la punción para la obtención 

de la muestra de sangre tenía francas manifestaciones de sangrado. Los ratones presentaron 

hemorragia intestinal muy evidente ya que las heces salían con sangre fresca. Es decir al 

realizar el esfuerzo de defecar había ruptura de los vasos sanguíneos del recto lo que 

condicionó esta hemorragia. 

Las manifestaciones hemorrágicas de los órganos internos, muestran sangrados que 

pudieran llamarse "espontáneos", ya que el hígado, el intestino grueso, el intestino delgado, 

el corazón o los pulmones tuvieron las mismas signos hemorrágicos que los órganos 

externos, como las petequias y equimosis muy grandes, observables a simple vista. Signos 

que a nivel microscópico se observa por la clara congestión de vasos pequeños, y la 

presencia de eritrocitos en el espacio intersticial. No se realizó un estudio de microscopía 

electrónica para apreciar en detalle, la pérdida de la integridad de los vasos sanguíneos. 

No se tomó la cuenta de plaquetas antes de dos horas de Ja administración de los 

anticuerpos, pero un dato muy importante es que a pesar de que la trombocitopenia ya 

estaba al nivel más bajo a las dos horas, el sangrado todavía no era evidente. Es decir las 

plaquetas ya habían sido opsonizadas por los anticuerpos y los macrófagos ya las habían 

fagocitado, por lo que es posible que los anticuerpos restantes estuvieran ftjados 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 separación de 

las uniones intercelulares de los vasos sanguíneos, para la salida de Jos componentes 

53 



sanguíneos. En ningún momento pudo observarse la infiltración de células inflamatorias 

por lo cual pude eliminarse la posibilidad de daño citotóxico a la pared vascular, mediado 

por complejos inmunes. 

Los resultados demuestran que los signos hemorrágicos no concuerdan con las cifras de 

plaquetas. Los ratones que recibieron la dosis más pequeña, no presentaron ningún dato de 

sangrado a pesar de tener los mismos niveles en las cuentas plaquetarias. Y sólo los que 

recibieron dosis medias y altas sangraron. Y a medida que la concentración del anticuerpo 

se aumentó, ocurrió lo mismo con las manifestaciones hemorrágicas. Es decir, únicamente 

la trombocitopenia no es lo que hizo sangrar a los ratones. Una posible explicación es que 

el excedente de anticuerpos se fija a los receptores de las células endoteliales, compartidos 

con las plaquetas, y que permite la activación del citoesqueleto para retraerse e interrumpir 

la unión intercelular del endotelio vascular y entonces producirse la extravasación de los 

componentes celulares sanguíneos. Si esto es cierto, ya no se clasificaría más a la PT A 

como un enfermedad autoinmune órgano específica. 

Es un hecho muy conocido la participación de los receptores de la familia de las selectinas 

en el deslizamiento de los leucocitos sobre el endotelio vascular y la participación de los 

receptores de la familia de las integrinas en la fijación y activación tanto del endotelio 

como de los mismos leucocitos para que ocurra la extravasación. 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 p3: el clásico receptor de fibrinógeno a11b-P3 (gpIIb-IIJa) (CD41/CD61) y 

el clásico receptor de vitronectina avP3 (CD5 l/CD61 ); y los receptores de la subfamilia ~ 1: 

el receptor de colágena a2~ 1 (gpla-Ila) (VLA-2) (CD49b/CD29), el receptor de 
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fibronectina a5P1 (gplc*-lla) (VLA-5) (CD49e/CD29) y el receptor de laminina 

a6P1(gplc-1Ia) (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, además de afectar la movilidad de los leucocitos 

(Domínguez, et al, 2001 (a) y referencias que allí 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 reacción de inumohistoquímica fue posible demostrar que los anticuerpos 

anti-plaqueta se fijan en forma exclusiva a las células endoteliales. Se requiere de más 

estudios para demostrar si estos anticuerpos producen señales de activación celular. 

En el experimento (Figura l del artículo central) en el cual se administró una sola dosis de 

IgG's anti-plaqueta de ratón se puede observar un pico de trombocitopenia a las 24 horas y 

el retorno a los niveles basales a los tres días, la administración de IgG's anti-plaquetas 

humanas, muestra el mismo pico de trombocitopenia y ligera trombocitosis a los tres días, 

pero la administración de IgG's control muestra una ligera trombocitosis a las 24 horas y un 

aumento considerable de plaquetas a los tres días. Trombocitosis que se hace todavía más 

evidente en la figura 2 que corresponde a la administración repetida de lgG's anti-plaquetas 

de ratón. Es muy interesante el fenómeno del aumento de plaquetas, con la administración 

de IgG's control, porque precisamente el empleo de inmunoglobulinas G por vía 

endovenosa (IgGIV) es uno de los tratamientos empleados en los pacientes que cursan con 

PT A crónica refractaria a los tratamientos convencionales. Se ha postulado que el 

mecanismo de acción 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 

administró las IgG's control, no hubo recuperación de trombocitopenia, por lo que la lgG 

inespecífica pudiera estar interfiriendo el proceso normal de destrucción plaquetaria 

(Domínguez, et al., 2001 y referencias que allí se citan). 

Al intentar reproducir la púrpura inmune con los anticuerpos anti-péptidos de la integrina 

p3, se observaron los siguientes resultados interesantes. 

La producción de anticuerpos anti-PV-2 resultó exitosa, no así la reproducción de púrpura 

inmune en los ratones. El péptido PV-2 (KKFDREPYMTENTC(A)) tiene algunas 

diferencias de estructura primaria en la secuencia de la proteína de conejo y de ratón, como 

se muestra en el siguiente alineamiento: 

KKFDREPYMTENTC integrina p3 humana 
.... . . . . . 
KKFERGVLHEENTC integrina p3 de conejo 

KKFNRGTLHEENTC integrina p3 de ratón 

Los dos puntos significa que los aminoácidos son idénticos, un punto que pertenece al 

mismo grupo, y sin ninguna anotación, que son completamente diferentes. 

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

K K F D R E p y M T E N T e lntegrina 133 humana (aa 644-657) 
K K E E R G V L H E E N T e Integrina p3 de conejo (aa 644-657) 
K K F N R G T L H E E N T e Integrina p3 de ratón (aa 644-657) 

Se resaltan con letras "negritas" los aminoácidos 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 ratón. 
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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 ratón en el siguiente alineamiento: 

GCPQEKEKSFTIKP integrina P3 humana 

GCPQEKEKSFTIKP integrina P3 de conejo 

GCPQEKEQSFTIKP integrina P3 de ratón 

G e p Q E K E K s F T 1 K p Integrina p3 humana (aa 431-444) 
G e p Q E K E K s F T 1 K p lntegrina p3 de conejo ( aa 4 31-444) 
G e p Q E K E Q s F T 1 K p lntegrina p3 de ratón ( aa 4 31-444) 

La integrina de conejo, tiene la misma estructura primaria que la integrina humana y por 

esta razón el conejo no pudo producir anticuerpos en contra del péptido PV-3. Se puede 

observar la diferencia en solo un aminoácido con la integrina de ratón. 

Con estos resultados no se puede concluir si los anticuerpos anti péptidos PV-2 y PV-3 

están involucrados o no en la fisiopatogenia del sangrado de la PTA. Lo que si se puede 

concluir es que no están involucrados en Ja fisiopatogenia del sangrado en el modelo 

murino de púrpura inmune. 

Situaciones similares se observaron cuando se administró 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 p3, clona Y2/5 l, y del receptor completo a 11b p3, clona 5812, son clonas que se 

obtuvieron en ratón en contra de proteínas humanas y por lo tanto no reaccionan con las 

proteínas plaquetarias murinas. 

En cuanto al estudio de los epi topes involucrados en la PT A, la metodología de péptidos 

expresados en fagos ("phage display") permitió observar que el suero de los pacientes con 
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PT A contienen una mezcla de anticuerpos que reconocen diferentes epi topes que se 

localizan en proteínas plaquetarias. Por ejemplo la secuencia SLHPT en la proteína Ib y en 

la integrina p3. La secuencia PFGSP tiene una alta homología con la secuencia PLGSP de 

la integrina p3 y la secuencia GHSTP tiene homología con la secuencia AHTTP de la 

proteína lb. Interesantemente cada secuencia puede representar un epitopo lineal o ser parte 

de un determinante antigénico más grande. Incluso pudieran ser parte de epitopes 

confonnacionales (Gevorkian, et al., 1998). 

Los epitopes seleccionados por los anticuerpos monoclonales se probaron con el suero de 

los pacientes con PT A y con el suero hiperinmune de conejo en contra de plaquetas 

humanas y se presentó una reacción muy importante con varios epitopes, en especial con la 
1 

' 
secuencia SGHTLPW. 

A pesar de que se acepta que la integrina p3 es el principal blanco de los anticuerpos 

antiplaqueta en la PTA, parece ser que hay otras proteínas contra los cuales se producen 

anticuerpos. Por lo que identificar todos y cada uno de los epitopes responsables de la 

destrucción 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 proteínas. Estructura que cambia 

dependiendo si la plaqueta está en reposo o en estado activado. Además 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. Sería muy interesante poder identificar el epitope 

relevante en la producción de los autoanticuerpos de cada paciente para administrarle el 

epitope correspondiente que compitiera con el antígeno natural impidiendo así su fijación a 

58 



la membrana plaquetaria y por lo tanto la opsonización y la consecuente fagocitosis de las 

plaquetas. 

Si fuera posible aceptar que los anticuerpos más bien están dirigidos en contra de proteínas 

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 vehículo 

que permite su depuración. Si no fuera de este modo, los anticuerpos producirían mayor 

daño endotelial, como ocurre en los pacientes con lupus eritematoso sistémico y otras 

enfermedades autoinmunes, en las cuales la vasculitis es una manifestación muy importante 

en la patogenia de la enfermedad (Domínguez, et al., 2003 y referencias que allí se citan). 

Por lo pronto creo que debe dejar de considerarse a la PT A como una enfermedad 

autoinmune órgano específica y considerarla como una enfermedad autoinmune sistémica. 
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CONCLUSIONES 

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

1. Se produjo un modelo murino de púrpura trombocitopénica inmune que reproduce 

las manifestaciones hemorrágicas de los pacientes con PTA. 

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

3. La participación de las células del endotelio vascular es importante en la 

fisiopatogenia del sangrado. 

4. Hay una gran variedad de epitopes que son reconocidos por los anticuerpos 

presentes en el suero de los pacientes con PTA. 

5. Los epitopes corresponden a varias proteínas de receptores plaquetarios (a11bP3 

gpIB-V-IX, gpla-Ila) 

6. Es probable que muchos de los epitopes sean conformacionales. 

7. No fue posible establecer el papel que tienen los anticuerpos anti-PV2 y anti-PV3 

de la integrina p3 en la fisiopatogenia de la PTA. 

8. Es necesario continuar con el estudio de participación de las células endoteliales en 

la producción del sangrado. 
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PERSPECTIVAS 

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

futuras. Las líneas de investigación que sería conveniente continuar son: 

1. Realizar electroforesis de proteínas 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 proteínas 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 señales de activación, como la fosforilación en tirosina de las regiones 

intracitoplasmáticas de las integrinas. 

4. Realizar microscopía electrónica de los órganos que presentaron congestión y 

extravasación de eritrocitos, para estudiar con detalle las uniones intercelulares. 

Creo que sería más importante impedir o frenar las manifestaciones hemorrágicas a nivel 

del endotelio, que corregir la trombocitopenia. 
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APÉNDICE 
MARCO TEÓRICO 

Para resumir la vasta información relacionada con esta tesis, se presentan los 4 artículos de 

revisión bibliográfica 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 número grande 

de casos y la dificultad de tener los controles adecuados. Los estudios en modelos murinos 

son básicamente de dos tipos, los ratones que tienen una enfermedad autoinmune parecida 

al lupus eritematoso sistémico en humanos, y que, en forma secundaria presentan PTA y los 
1 

modelos inmunes en los cuales se administran los anticuerpos en contra de antígenos 

plaquetarios, que no necesariamente son los mismos antígenos presentes en las plaquetas 

humanas. 

Este artículo de revisión comprende los estudios realizados en humanos, tanto in vitro como 

in vivo, y los estudios realizados en modelos murinos. 

1. PURPURA TROMBOCITOPENICA AUTOINMUNE 

Domínguez V y Rodríguez H. Mecanismos celulares y bioquímicos involucrados en 
la fisiopatogenia de la púrpura trombocitopénica autoinmune. Gaceta Médica de 
México. 2002; 138: 461-472. Artículo de revisión 
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ARTÍCULO~ DE REVISIÓN 

Mecanismos celulares y bioquímicos involucrados 
en la fisiopatogenia de la púrpura trombocitopénica 

autoinmune 

Ma. Victoria Oomínguez-Garcfa,· ·· · Héctor Rodrfguez-Moyado**·*** 

Recepción versión modificada 05 de abril del 2001; aceptación 17 de abril del 2001 

Resumen 

La púrpura trombocitopénica autoinmune (PTA) es un 
síndrome causado por la destrucción excesiva de plaquetas 
recubiertas por autoanticuerpos dirigidos contra antíge­
nos de la membrana plaquetaria. Se ha demostrado que la 
destrucción de plaquetas se lleva a cabo en los macrófagos 
del sistema retículo endotelial, pero todavía no se conocen 
los mecanismos inmunológicos involucrados en la destruc­
ción. El objetivo de este art(culo es revisar la información 
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 están los ratones (NZW X 
BXSB) F1 con púrpura autoinmune, y los llamados rato­
nes "Harrington" con púrpura inmune. 
Los estudios en humanos sugieren que existen diferencias en 
la pato génesis de la PTA aguda y crónica, particularmente 
al nivel de células T reactivas,· por ejemplo, una elevada 
actividad de Th ( CD4+) con actividad reducida T supresora 
( CDB+) concomitante en lafomta crónica, pero en la forma 
aguda no se ha encontrado predominio de algún fenotipo 
especial, e incluso puede haber disminución de CD4+. La 
proliferación de linfocitos inducida por diferentes mitógenos 
se encuentra elevada en los pacientes con PTA crónica, pero 
disminuida en los pacientes con PTA aguda. 

Palabras clave: Púrpura trombocitopénica autoinmune. 

lntroduccclon 

A pesar de que se reconoce a la púrpura trombocitopé­
nica autoinmune (PTA) como un síndrome 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. lt 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 ofthis article is to review 
the literature concerning pathogenesis of ATP: to have 
controlled experimental conditions sorne animal labora­
tory models have been used. The (NZW X BXSB) Fl mice 
have been studied as ·autoimmune disease model and 
Harrington mouse as an immune purpura model. 
Studies in humans suggest that there are sorne dijferences 
in pathogenesis o/ acure or chronic ATP, particularly in 
reactive T cells. For example, in chronic form there are 
high levels of The (CD4+) activity concomitan! with low 
levels of T supressor ( CDB+) 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 acule 
form. 

Key wordS: Autoimmune thrombocytopenic purpura. 

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

A la fecha no se conoce el mecanismo o los meca­
nismos involucrados en la producción de autoanticuer-

• • Banco Central de Sangre, Centro Médico Nacional Siglo XXI. IMSS, México, D.F. 
••• Centro Nacional de la Transfusión Sanguín88, SS. México, D.F. 
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Mecanismos ce lulares y bioquímicos en la fisiopatogenia de la PTA 

pos que llevan a la destrucción plaquetaria y a las ma­
nifestaciones hemorrágicas. El objetivo de este artículo 
es revisar la información 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 ratón y finalmente de los mecanismos 
celulares y bioquímicos involucrados. 

Púrpura trombocitopénica autoinmune 

La PT A es un síndrome causado por la destrucción 
excesiva de plaquetas recubiertas por autoanticuerpos 
dirigidos contra antígenos de la membrana plaquetaria. 
La destrucción de las plaquetas se lleva a cabo en los 
macrófagos del sistema retículo endotelial.3•7 

Mediante diversas técnicas de laboratorio se ha podido 
demostrar la presencia de autoanticuerpos en el suero de 
hasta el 80% de los pacientes con PTA. La mayoría de los 
anticuerpos están dirigidos contra epítopos de glucopro­
teínas de la membrana plaquetaria, principalmente el 
complejo GPllb-llla, lb-IX, la-lla, IV y V. En la mayoría de 
los pacientes se encuentran mezclas de anticuerpos que 
reaccionan con más de una glucoproteína.8·16 

La presencia de anticuerpos antiplaqueta en la PT A 
fue demostrada por vez primera por Harrington et al. en 
el año de 1951.17 

La clase de inmunoglobulina involucrada es lgG en 
el 92% de los casos , la subclase lgGI es la más frecuen­
te (82%).18

· 19 Se ha demostrado la fijación de comple­
mento hasta C3b en casos muy raros. 19 

El comportamiento de los anticuerpos anti plaqueta en 
la fisiopatología de la enfermedad es controversia!; sin 
embargo, en general se está de acuerdo en que el título de 
éstos disminuye en pacientes que están en remisión y 
aumenta en periodos de recurrencia de la enfermedad.16·2º 

La PT A puede ser primaria (idiopática) y secundaria. 
En la PT A primaria no se identifica la causa, la secun­
daria está 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 la inmunodeficiencia humana 
(VIH),21 -25 y otras causas fortuitas como el uso de drogas 
terapéuticas como la quinidina, quinina, heparina, etc.25 

Entre los adultos, la PT A idiopática afecta principal­
mente a las mujeres: aproximadamente el 72% de todos 
los pacientes. En la mayoría de los casos la enfermedad 
es insidiosa, crónica, recurrente, con episodios de remi­
sión. En los niños en cambio, generalmente se presenta 
después de una infección viral y afecta a ambos sexos 
por igual, se inicia abruptamente y remite espontánea­
mente en el 80% de los casos.22•25-27 

El diagnóstico de PT A se basa en la historia clínica, el 
examen físico, la biometría hemática y la observación del 
extendido de la sangre periférica. El cuadro clínico co-
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mún es la presencia de púrpura trombocitopénica. En 
este síndrome hemorrágico las petequias en piel y muco­
sas, las epistaxis y gingivorragias son las manifestacio­
nes más comunes. La hematuria, hemorragia de tubo 
digestivo o del sistema nervioso central son menos 
frecuentes, pero cuando ocurren ponen en peligro la vida 
de los pacientes.27 En la biometría hemática el dato 
principal es una cuenta de plaquetas baja. Para muchos 
investigadores clínicos la observación del extendido de 
sangre periférica es muy importante, ya que proporciona 
información sobre el tamaño y morfología de plaquetas, 
eritrocitos y leucocitos, de esta manera se pueden distin­
guir algunas posibles causas de plaquetopenia.28 

Para el tratamiento de la PT A, se han empleado 
históricamente dos recursos: los esteroides suprarrena­
les como la prednisona, y la esplenectomía. Los primeros 
son eficaces como tratamiento primario, la segunda 
como tratamiento electivo en el síndrome agudo y grave 
y en los casos con recaída en lapso de seis meses27-33 La 
tendencia actual es retardar lo más posible la esplenec­
tomía y el uso de esteroides.6·34-39 

Un problema importante es el tratamiento de aque­
llos pacientes con trombocitopenia grave y persistente 
a pesar de la prednisona y la esplenectomía. Se han 
intentado numerosas opciones de tratamiento por dife­
rentes grupos de investigadores; como son el uso de 
esteroides, inmunosupresores (azatioprina), gammag­
lobulina anti-O endovenosa en dosis altas, gammaglo­
bulina anti-D en dosis bajas en forma de eritrocitos 
opsonizados; todas ellas con éxito relativo. Los resulta­
dos de algunos de estos esquemas de tratamiento no se 
han logrado reproducir por otros grupos, o bien sólo se 
observa remisión transitoria.29

-39 

Modelo murino 

Desde 1983 se ha usado a los ratones para el estudio 
de la fis iopatogenia de la púrpura. En los primeros 
experimentos se demostró la presencia de macrófagos 
con citoplasma "esponjoso" (células foamy) . Estas cé­
lulas ya se habían observado en el bazo de los pacien­
tes con PTA. Las células foamy fueron inducidas: por 
inyección subcutánea de plaquetas previamente recu­
biertas con un anticuerpo anti-plaquetas murinas, in­
yectando fosfolípidos comercializados (PE, PC, SM, 
PS) y también con membranas de eritrocitos. Este 
fenómeno se debe a la degradación incompleta de las 
membranas plaquetarias en los lisosomas, los fosfolípi­
dos derivados de las membranas de las plaquetas son 
los responsables del aspecto esponjoso.4º·41 

En 1987 Corash usó un modelo murino de púrpura 
trombocitopénica inmune, en el cual la trombocitopenia 
se indujo por inyección intraperitoneal de un anticuerpo 
antiplaqueta, para evaluar la relación entre la poliploidía 
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de los megacariocitos y el volumen medio de las plaque­
tas. No existió correlación ya que la poliploidía aumentó 
de 16 N a 32 N sólo 48 horas después de la trombocito­
penia, y el volumen plaquetario aumentó a las 8 horas. 42 

En 1989 Stenberg en el mismo modelo observó que 
efectivamente el volumen medio de las plaquetas au­
menta a las 8 horas y 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 tamaño y con carac­
terísticas del citoplasma diferentes a las normales. 
Estos resultados sugieren que las características de las 
plaquetas liberadas no dependen de la ploidía ni de 
cambios citoplasmáticos de los megacariocitos. Por lo 
tanto, tal vez se deba a la acción del anticuerpo sobre 
el megacariocito.43 

Los ratones (NZW X BXSB) F1 son un modelo de 
trombocitopenia autoinmune.44 La hembra NZW tiene 
predisposición para LES y el macho BXSB tiene el 
factor acelerador de autoinmun id ad en el cromosoma Y 
(Yaa).45 Los ratones 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 lúpica e infarto del miocardio. Hay una 
gran correlación entre la presencia de anticuerpos an­
tiplaq ueta, 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 destrucción de las plaquetas, por lo que estos ratones 
W/B F1 son animales muy útiles como modelo para 
estudiar la PT A.46 

El bazo de estos ratones captó una gran cantidad de 
plaquetas marcadas con radioisótopos en comparación 
con controles normales. Después de la esplenectomía 
se observó que las cuentas plaquetarias se elevaban 
hasta por 6 meses. También la cantidad de anticuerpos 
unida a la membrana de las plaquetas disminuyó por un 
tiempo; no así la cantidad de anticuerpos en el suero. A 
pesar de que el bazo es el principal órgano de produc­
ción de anticuerpos y destrucción plaquetaria hay otros 
órganos donde ocurren estos fenómenos. 47 

Los ratones W/B F1 se trataron con prednisolona y se 
observó un aumento en la cuenta plaquetaria, 4 semanas 
después del tratamiento, así como un aumento de la vida 
media de las plaquetas; pero no se observó reducción en 
la producción de anticuerpos. Además disminuyó la 
fagocitosis de eritrocitos autólogos marcados con 51 Cr.48 

Se ha usado deoxispergualina en estos ratones y se 
observó que previene el desarrollo de trombocitopenia 
e inhibe la cantidad de anticuerpos circulantes en contra 
de las plaquetas, también disminuye la nefritis lúpica.49 

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 lgG, en comparación con 
aquellos que recibieron una dieta normal. Estos ratones 
con dieta normal y posteriormente con dieta restringida 
hicieron remisión de la trombocitopenia.50 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, 
púrpura y megacariocitosis. Dos clonas reaccionaron 
con DNA de una y de dos cadenas, y una clona reaccio­
nó con cardiolipina, pero ninguna de estas tres últimas 
fue patogén ica. Los anticuerpos monoclonales patogé­
nicos se unieron a una proteína plaquetaria de 100 kD.50 

Los ratones W/B F1 también tienen hipergammaglo­
bulinemia, básicamente a expensas de lgG2a e lgG2b. 
La relación de células B pequeñas en reposo y células 
B grandes activas es muy baja comparada con ratones 
normales. Las células B pequeñas responden fácilmen­
te a los lipopolisacáridos, lo que hace pensar que están 
genéticamente programadas para activarse fácilmente, 
y provocar una superproducción de anticuerpos. Un 
número significativo de células B CDS+ se encontró en 
los nódulos linfáticos de los ratones W/B F1 viejos. 
Todos estos hallazgos indican que las células B han 
sido activadas in vivo.5' 

McKenzie hace un modelo murino de púrpura inmu­
ne "humanizado". Para este modelo emplea ratones 
transfectados con el gene humano del receptor de 
inmunoglobulinas FcyRlla (CD32) (no existe la contra­
parté murina de este receptor) y ratones sin transfectar. 
Al inyectar el anticuerpo 4A5 (de rata contra plaquetas 
de rci.tón) se produce trombocitopenia moderada en los 
raton'es normales y severa en los transfectados. Este 
estudio demostró la importancia de FcyRlla en la des­
trucción plaquetaria.52 

En el experimento de Campbell, llamado "ratón 
Harrington", se trasplantaron células mononucleares 
de cordón umbilical humano a ratones que recibieron 
altas dosis de radiación para evitar el rechazo. Después 
de 4 semanas se demostró la presencia de plaquetas 
humanas en dichos ratones. Posteriormente se les 
administró un anticuerpo anti-plaquetas humanas por 
vía endovenosa, se observó trombocitopenia a las tres 
horas, de la cual se recuperaron cuatro días después. 
Este modelo puede ser de gran ayuda para estudiar la 
PTA humana en los ratones.53 

Mecanismos celulares y bioquímicos en humanos 
con PTA 

En 1999 Louwes y colaboradores estudiaron 101 pa­
cientes con PT A definiendo dos subgrupos. Uno de 
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ellos (59%) tenía las siguientes características: produc­
ción plaquetaria normal o aumentada, destrucción peri­
férica aumentada, vida media de las plaquetas reducida 
a 1.6±1.4 días. Cuarenta y ocho de estos pacier.•-:-c: 
además tuvieron secuestro esplénico aumentado y ;,0 
de 34 fueron sometidos a esplenectomía con remisión 
parcial o completa. Los del segundo grupo (41%) te­
nían: producción plaquetaria disminuida y vida media 
de las plaquetas más prolongada (3.6±2 días) que los 
del grupo anterior. En este grupo, la respuesta a la 
esplenectomía fue menor (62%) y tenían producción 
defectuosa de megacariocitos en la médula ósea.54 

Estos resultados nos conducen a reconsiderar la 
fisiopatología de la PTA. Se empezará 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
norregulación de las células Ten cuanto a la producción 
de autoanticuerpos anti-plaqueta. 55 

Hay evidencia que sugiere que en la PT A crónica la 
producción de estos autoanticuerpos anti-plaqueta está 
bajo la influencia de varios mecanismos anormales me­
diados por linfocitos, por ejemplo una elevada actividad 
de Th (CD4+) con reducción concomitante de la actividad 
T supresora (CDS+) .56·59 Sin embargo, da la impresión de 
que las condiciones en la PT A aguda son diferentes y no 

Cuadro l. Resumen de características inmunológicas en la PTA aguda, crónica y crónica refractaria 

PTA aguda 

Linfocitos T 
Linfocitos T CD4+ actividad normal o reducida 
Linfocitos T CDS+ actividad normal 
Linfocitos T TCRyo+ 
Proliferación con PHA, ConA, PWM reducida 

Linfocitos B 
Linfocitos B CDS+ 
Genes más usados de lgG 
Detección de anticuerpos difícil 

Células NK 
Nivel de células NK 
Actividad de células NK 

Citocinas séricas 
IL-2 
sll-2R 
M-CSF 
IL-6 
IL-10 
IFNy 
IL-11 
TPO 

Citocinas in vitro 

Células CD2+ 
lFNy 
TNFcx 
ll-6 

Células mononuc/eares de 
sangre periférica 

ll-2 
IFNy 
ll-4 
IL-10 

P-Selectina 
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normal 
aumentado 

normal 
normal 
normal 

PTA crónica 

actividad aumentada 
actividad reducida 
aumentados 
aumentada 

aumentados 
VH6 
difícil 

normal o reducido 
normal 

aumentada 
aumentado 
normal 
normal 
aumentada 
aumentado 
aumentada 
normal o disminuida 

normal 
normal 
normal 

nivel bajo 
nivel bajo 
nivel elevado 
nivel elevado 

aumentada 

PTA crónica refractaria 

reducida 

difíci l 

aumentado 
aumentada 

muy aumentado 
aumentada 
aumentada 
aumentado 
aumentada 
disminuida 

aumentada 
aumentada 
normal 

aumentada 
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se ha encontrado predominio de algún fenotipo especial, 
o incluso puede haber disminución de CD4+.60·62 

Se ha encontrado un número elevado de linfocitos 
TCRyS+. Existiendo una correlación positiva entre este 
heterodímero en la membrana de los linfocitos T y el 
grado de trombocitopenia. La presencia de este hetero­
dímero puede ser importante en la patogénesis de la 
púrpura, por lo menos en algunos pacientes.63·65 Los 
genes involucrados en el rearreglo del TCR son los 
genes Vb 3,6.10,13. 1 y 14.66 

La proliferación de linfocitos inducida por diferentes 
mitógenos (PHA, Con A, PWM) generalmente se en­
cuentra elevada en los pacientes con PT A crónica, pero 
en los pacientes con PT A aguda se encuentra disminui­
da.60·61 Los pacientes con PT A crónica que no respon­
den al tratamiento con esteroides o esplenectomía 
tienen esta respuesta blastogénica reducida compara­
da con los pacientes que sí responden.62 

La citocina IL-2 es producida por linfocitos T activa­
dos, su función es la de factor de crecimiento para otros 
linfocitos, además de estimular a otros linfocitos T, 
también estimula a linfocitos 8 para la producción de los 
anticuerpos.57·64 En general, se ha encontrado aumento 
en la producción de IL-2 en la PTA aguda y crónica, 
aunque esta sobreproducción no se debe a un aumento 
en la cantidad de linfocitos T CD4+, sino a una actividad 
intrínseca diferente.61·63·67 

Por último, se ha demostrado la interacción de 
células Th con células presentadoras de antígeno como 
el estímulo primario para la producción de anticuerpos 
anti-plaqueta en estos pacientes.68·70 

Linfocitos B 

Los pacientes con PT A tienen anticuerpos que recono­
cen diferentes antígenos plaquetarios, principalmente 
los complejos GPllb-llla, lb-IX, la-lla y otros.16·2º No se 
conoce el mecanismo por el cual estos anticuerpos 
llevan a la disfunción de las células T supresoras, pero 
esta disfunción conduce a la perpetuación del fenóme­
no autoinmune. Algunos estudios han demostrado que 
este fenómeno puede corregí rse con dosis repetidas de 
lgG, que al parecer aumenta la actividad T supresora. 71· 
73 Se ha visto que en los pacientes con anticuerpos 
contra GPlb, la trombocitopenia es más severa y la 
respuesta a los esteroides es pobre. Esto puede deber­
se a que además de la lgG estos pacientes tienen lgM 
y C3 asociado a las plaquetas. 74 Los linfocitos B CDS+ 
son células inmaduras que secretan preferentemente 
anticuerpos lgG. En algunos pacientes con PT A crónica 
existe una correlación positiva entre el porcentaje de 
células 8 CDS+ y la cantidad de lgM asociada a las 
plaquetas. De aquí se especula que las células CDS+ 
juegan un papel muy importante en la producción de 
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autoanticuerpos. El tratamiento con dosis altas y repe­
tidas de lgG intravenosa disminuye la cantidad de los 
linfocitos CDS+.75·77 

En los estudios de citogenética de los pacientes con 
PT A no se encuentran diferencias en la utilización de 
genes VH y VK de las inmunoglobulinas, aunque hay 
algunos reportes de que se emplean más los genes de 
la familia VH6.7B-79 

Finalmente, ha sido muy difícil 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 
detección.75 Además no se ha encontrado una correla­
ción ni entre la cantidad de anticuerpo asociado a las 
plaquetas y la cantidad de anticuerpos en el suero, ni 
entre la trombocitopenia y la presencia de púrpura.75·8° 

Células asesinas naturales (NK) 

Resulta muy difícil establecer el papel que juegan las 
células NK en la fisiopatogenia de la púrpura. Algunos 
autores han encontrado actividad NK citotóxica reducida 
en PTA crónica idiopática y PTA secundaria.55•81 Pero 
otros han encontrado que los pacientes con PTA crónica 
estable tienen niveles normales de estas células, mien­
tras que aquellos pacientes que tienen púrpura activa 
presentan un aumento en el número de células NK y este 
aumento es más acentuado en los pacientes refractarios 
al tratamiento con esteroides o esplenectomía. Además 
del aumento en cantidad, también está incrementada la 
respJesta proliferativa de estas células.61·82·84 

La menor actividad NK en un grupo de pacientes con 
PTA drónica aumentó después de la terapia con IFNa.81 

En un paciente que estaba recibiendo tratamiento con 
danazol se observó una fluctuación cíclica de su cuenta 
plaquetaria cada cuatro semanas, se encontró correla­
ción entre el aumento de la cuenta de plaquetas y el 
aumento en la actividad de las células NK.85 

Citocinas 

Ya se ha mencionado que los linfocitos T activados 
secretan varias citocinas. De éstas se ha seleccionado 
IL-2 para identificar el estadio activado de las células T. 
La producción 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 dependiendo si el 
estudio se realizó in vivo o in vitro. 

Los niveles plasmáticos de factor estimulante de 
colonias de macrófagos (M-CSF) se encuentran nor­
males en los pacientes con PTA crónica estable, mode-

465 



Mecanismos celulares y bioquímicos en la fi siopatogenia de la PTA 

radamente aumentados en los pacientes con PT A acti­
va, y muy aumentados en aquéllos con PT A severa y 
refractaria. Cuando los pacientes reciben tratamiento 
con lgGIV a altas dosis el factor M-CSF disminuye 
ligeramente y las cifras de plaquetas aumentan. Estos 
resultados sugieren que M-CSF puede influenciar la 
destrucción plaquetaria en los pacientes con PT A al 
aumentar la cantidad de macrófagos.86 Los niveles de 
IL-6 correlacionan con los niveles de M-CSF, y cuando 
este factor disminuye, los niveles de IL-6 también dismi­
nuyen significativamente. Estos resultados sugieren 
que altas dosis con lgG IV abaten la destrucción plaque­
taria por disminución de estas dos citocinas.87-9° 

Un alto porcentaje (53%) de niños con PTA crónica 
a diferencia de niños con PTA aguda (9%) tenían 
niveles séricos aumentados de IL-2, IFNy e IL-1 O, y no 
tenían niveles detectables de IL-4 ni IL-6, lo cual sugiere 
una activación temprana de ThO y Th1 . Esto sugiere que 
existen diferencias en la patogénesis de la PT A aguda 
y crónica, particularmente al nivel de células T reacti­
vas.67 Tal vez se trata de etapas diferentes de un mismo 
camino fisiopatológico. 

Se ha postulado que la respuesta de citocinas en la 
PTA crónica es tipo Th1 ya que los niveles séricos de IL-
2, IFNy e IL-11 están elevados; mientras que IL-4 está 
disminuida. El aumento de IL-11 puede deberse a la gran 
cantidad de plaquetas que se están produciendo por 
megacariocito.91 También el receptor soluble de IL-2 
(slL-2R) está aumentado en el plasma de los pacientes 
con PT A aguda o crónica, y no responde al tratamiento 
con metilprednisolona en pacientes con PT A crónica. No 
hubo correlación de este receptor con la cuenta de 
plaquetas ni antes ni después del tratamiento.92 

El tratamiento con lgG anti-D no modifica los niveles 
sé ricos de citocinas y tampoco afecta las poblaciones de 
linfocitos ni el repertorio del TCR; es decir este anticuerpo 
únicamente bloquea el sistema retículo endotelio.35·93 

Los estudios in vitro de la producción de citocinas en 
células CD2+ de sangre periférica en pacientes con PTA 
crónica en fase activa muestran que hay producción 
aumentada de IFNy y TNFa (estimuladas con PHA) 
comparados con pacientes con PT A crónica estable. No 
hubo diferencias significativas en la producción de IL-6. 
La severidad clínica de esta enfermedad correlaciona 
con la secreción alterada de citocinas por células CD2+.83 

Las células mononucleares de sangre periférica de 
pacientes con PT A crónica 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 
IFNa se corrigen los valores de todas estas citocinas. 

Esta corrección se ve reflejada en la disminución de 
los anticuerpos anti-GPllb-llla asociados a las plaque­
tas, así también como en la reducción del alto porcen­
taje de células T con TCRyo. 

466 

Estos resultados son consistentes con un aumento 
en actividad Th1 y disminución en la actividad Th2.81 

La trombopoyetina puede estar normal o disminuida 
en los pacientes con PT A, pero aumentada en los 
pacientes con otras causas de trombocitopenia no 
inmunológicas.88·94 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 estar disminuida por la masa incremen­
tada de megacariocitos, IL-6 puede estar aumentada 
para compensar la megacariocitopoyesis/trombopoye­
sis y el aumento de P-selectina puede reflejar una 
compensación de hiperactividad plaquetaria o puede 
ser un marcador de la destrucción .95 

Medio ambiente 

Dos hechos apoyan la caracterización de la PT A como 
un trastorno inmunitario. Primero, los anticuerpos en 
contra de las plaquetas a menudo aparecen después de 
una infección viral o bacteriana provocando la elimina­
ción de estas células. La enfermedad viral puede cam­
biar la respuesta inmune compleja del hospedero a 
diferentes niveles y en las infecciones bacterianas se da 
el fenómeno de adherencia inmune.96 Segundo, una 
mezcla de inmunoglobulinas de donadores sanos (lg­
GIV) suministrada al paciente, puede influenciar el 
desbalance de la respuesta inmunitaria en PTA. 73·97 

En relación con infección viral se han reportado 
varios ejemplos de mimetismo molecular entre proteí­
nas virales y proteínas humanas. Es particularmente 
importante el mimetismo entre proteínas del VIH-1 y 
plaquetas humanas, ya que los anticuerpos dirigidos 
contra las proteínas de virus dan reacción cruzada con 
las proteínas plaquetarias jugando un papel en la trom­
bocitopenia que se presenta en algunos de los pacien­
tes VIH+.98·102 En la colitis ulcerativa se ha presentado 
púrpura secundaria, y se ha podido demostrar la pre­
sencia de anticuerpos unidos a las plaquetas, que 
desaparecieron después de la remisión de la col itis. Se 
piensa que hay inmunoestimulación por antígenos lumi­
nales de la mucosa intestinal y una inmunorregulación 
alterada o tal vez mimetismo molecular.103 

Tratamiento con anticuerpos 

A pesar de que no se sabe como funciona la lgGIV en 
ésta y otras enfermedades autoimnunes, el tratamiento 
de la PT A con dosis elevadas de inmunoglobulinas G 
por vía endovenosa (lgGIV) es útil en casos de pacien­
tes refractarios a otros tratamientos.34·36·37 Se piensa 
que actúa modificando la relación de linfocitos CD4/ 
CDS disminuyendo los linfocitos CD4+. Estos resulta-

Gac Méd Méx Vol. 138 No. 5, 2002 



dos sugieren que durante el tratamiento la población 
CD4+ es influenciada resultando en activación reducida 
de células 8 dependientes de linfocitos T, 104 además de 
la disminución en la cantidad de linfocitos CDS+ (vide 
supra).75•77 También se piensa que producen un blo­
queo de los receptores Fe de los macrófagos, inhibién­
dose así la destrucción del complejo plaqueta-anticuer­
pos.4.6.7.32.1os.1os 

Por la metodología llamada "phage display" se se­
leccionaron anticuerpos de pacientes con PT A que se 
unieron a las lgG's usadas como tratamiento. Las 
secuencias moleculares de las regiones variables de 
las cadenas pesada y ligera mostraron extensas muta­
ciones en los COR, y dos fueron idénticas a genes 
germinales, que son usados por muchos otros autoan­
ticuerpos. Estos resultados implican una interacción 
específica de lglV con autoanticuerpos del suero y el 
receptor de células ~(~CR) derivados de genes germi­
nales muy relacionados con la generación de autoanti­
cuerpos. Es decir hay interacción específica entre los 
idiotipos de los anticuerpos de los pacientes y los 
anticuerpos anti-idiotipo presentes en las preparacio­
nes de lgGIV.109 

Otro anticuerpo que se usa como tratamiento es 1 gG 
anti-D,29·39 que se cree que funciona bloqueando al 
sistema retículo endotelial ,32·

1º5 ya que no afecta las 
poblaciones de linfocitos, ni el repertorio del TCR, y 
tampoco la producción de citocinas.93 

Una paciente de 44 años con PT A refractaria recibió 
tratamiento con un anticuerpo monoclonal murino (197 
subclase lgG2a) que se une a dos distintos epítopes de 
FcyRI (CD64) de la membrana de los macrófagos, 
resultando en entrecruzamiento y modulación de este 
receptor. A pesar de que se obtuvo mejoría clínica con 
resolución de equimosis orales y epistaxis desde la 
primera administración del anticuerpo, no se observó 
cambio en la cuenta de plaquetas después de 5 días de 
tratamiento. La paciente tuvo monocitopenia que duró 
los 5 días de tratamiento, y revirtió después de adminis­
trar lglV.110 También se ha usado anti FcyRlll (CD16), 
este anticuerpo logró bloquear la fagocitosis plaqueta­
ria por los macrófagos. 111 

Tratamiento con interferón alfa (IFNa.) 

Existen muchos reportes del éxito que tiene el tratamien­
to con IFNo. en los pacientes con PT A crónica y refracta­
ria a los tratamientos convencionales (alrededor del 30 al 
70% de los pacientes responden). También se ha usado 
en la PT A asociada a SI DA. Aunque en la mayoría no se 
mencionan reacciones colaterales, en algunos casos se 
ha observado la presencia de fiebre.112· 121 

El IFNa produce disminución de la cantidad de 
anticuerpos antiplaqueta113 y aumento de la vida media 
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de las plaquetas, 111 sin cambiar los niveles de linfocitos 
T CD4+.101 Sin embargo, también se ha reportado que 
no tiene ningún efecto 122 y que incluso puede presentar­
se PT A como reacción secundaria en el tratamiento de 
la hepatitis C con esta citocina.123 

Discusión 

Las características de evolución de los síndromes de 
PTA aguda y crónica son: 

a. Variación en el título de anticuerpos en relación 
directa con las manifestaciones hemorrágicas. 

b. Variación de la secreción de citocinas también en 
relación con la actividad hemorrágica. Estos resulta­
dos permiten suponer que el estímulo que lo produ­
ce está presente y activo en las etapas con mayor 
"actividad hemorrágica". La interacción entre las 
células T y~ favorece la destrucción al aumentar las 
clonas de células activadas, con secreción de cito­
cinas y aumento correspondiente de los receptores 
de citocinas en las células T y de receptores de 
inmunoglobulinas en los macrófagos. 

La observación de un efecto aparentemente directo 
de la globulina gamma anti-O (en pacientes D positivos) 
y de los eritrocitos opsonizados con anticuerpo anti-O, 
sobre receptores Fe y probablemente de complemento 
de la membrana de los macrófagos, en un número 
substancial de casos de PTA crónica refractaria,32 con la 
mejoría de la cifra de plaquetas y de los signos hemorrá­
gicos sugiere bloqueo de estos receptores. Este bloqueo 
no es suficiente para lograr la remisión completa, por lo 
que podemos hipotetizar que el estímulo crónico que 
activa la autoinmunidad persiste y que estimula también 
otras formas de destrucción plaquetaria con producción 
de lgM fijadora de complemento y destrucción intravas­
cular o la participación de otras células ubicadas en el 
hígado, o la destrucción por células NK. 

Los complejos inmunes de plaqueta+ virus o bacte­
ria, en alguna forma aún no aclarada pueden tener 
afinidad por las proteínas de la membrana plaquetaria 
(llb-llla, etc) que pueden jugar un papel fisiológico en la 
eliminación de estos complejos y que en los casos en que 
su función es superada por exceso de antígeno microbia­
no, los receptores llb-llla quedan expuestos a la acción 
del anticuerpo anti complejo plaqueta-microbio. 

Probablemente, mientras no se encuentren otras 
formas de tratamiento que rompan la secuencia: agente 
estimulante -t producción de anticuerpos -t formación 
de complejo Ag-microbiano+ Ag-plaquetario -t des­
trucción por fagocitosis, no se alcanzará la remisión 
completa de los casos crónicos refractarios. Los casos 
agudos (no fulminantes), como se ha observado, en su 
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mayoría remiten espontáneamente, podríamos hipote­
tizar que en ellos la concatenación: estímulo~ produc­
ción de anticuerpos ~ fagocitosis, ocurre de manera 
equilibrada y el sujeto expuesto finalmente logra recu­
perar su homeostasis. 

A pesar de los esfuerzos para estudiar el mecanismo 
o mecanismos bioquímicos que llevan, por una parte, al 
desorden inmunitario y por otra a la destrucción plaque­
taria en la PT A, todavía no hay la información necesaria 
para dilucidar el fenómeno. 

Los estudios en humanos muestran resultados muy 
contradictorios y los modelos en ratón todavía no están 
bien caracterizados. Los resultados contradictorios de 
los estudios en humanos son resultado de que abarcan 
sólo una pequeña población de pacientes. Algunos re­
portan los resultados de un solo paciente y algunos otros 
incluyen de tres a 30 pacientes cuando más. Además de 
la dificultad que representa poder contar con pacientes 
vírgenes a los tratamientos y lo que ocurre con cada uno 
de éstos. Los modelos en ratón, si bien son una ayuda, 
tienen grandes desventajas. Por una parte los ratones W/ 
B F1 tienen una enfermedad autoinmune de fondo, por lo 
que son modelo de PT A secundaria. A pesar de la 
homología que puede haber entre las proteínas de las 
plaquetas murinas y las plaquetas humanas, así como 
las proteínas de las células del sistema inmune, no son 
del todo comparables. Por ejemplo, los ratones no tienen 
la contraparte del receptor FcgRll en los macrófagos. Se 
ha tratado de superar estas desventajas con la creación 
de los modelos "humanizados" de púrpura inmune, pero 
todavía hacen falta más estudios. 

Conclusiones 

Las observaciones clínicas en el hombre permiten dis­
tinguir varios hechos: 
1. La PT A puede ser de evolución aguda o crónica. 
2. La forma aguda en niños, evoluciona a la curación 

espontáneamente en una proporción de 80% o 
más de los casos. 

3. La forma crónica se observa en mayor proporción 
en el adulto. En ellos 20% se transforma en crónica 
refractaria, en tanto no remitan con el tratamiento 
medicamentoso ni con la esplenectomía. 

4. Podemos suponer que el estímulo para la forma­
ción de autoantiocuerpos es un complejo Ag-mi­
crobiano+ receptor llb-llla de las plaquetas, que 
mientras el agente infectante persista, por supera­
ción de los mecanismos de depuración del pacien­
te, dará lugar a la cronicidad del síndrome. 

5. Es deseable, pero éticamente imposible estudiar la 
evolución natural de la PTA en humanos, sin trata­
miento, para conocer específicamente la patoge­
nia de este síndrome. 
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APÉNDICE 
MARCO TEÓRICO 

Para conocer la forma en que la integrina beta 3 recibe y envía las señales de activación al 

interior de la plaqueta (outside in signaling), y la forma en que recibe las señales de 

activación del interior de la misma (inside out signaling), se realizó la revisión del la 

bioquímica y fisiología plaquetaria. Fue necesario conocer el por qué el hecho de tener 

cuentas sanguíneas disminuídas de plaquetas dan como resultado signos hemorrágicos. 

La integrina a.11bp3 fue la primera en estudiarse a detalle, por su presencia en la membrana 

plaquetaria para realizar las principales funciones de adhesión y agregación que realiza la 

• 
plaqueta en la formación del coágulo sanguíneo. 

En este artículo se revisa a detalle la producción, morfología y los mecanismos de 

activación plaquetaria. 

2. PLAQUETAS 

Domínguez V y Ambriz R. Bioquímica y fisiología plaquetaria. Revista de 
Hematología. 200 l(a); 2: 117-127. Artículo de revisión 
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Bioquímica y Fisiología Plaquetaria 

''Ma. Victoria Domíngucz García, 2Raúl Ambriz Fcmándcz 

Resumen 

En 1874 y 1878 fueron descritas las p laquetas por 
Wil li am Oster y Georges Hayem respectivamente, pero 
el término p laqueta lo usó por primera vez Julius 
Bizzorzero. 

Las plaquetas prov ienen de l citoplasma de los 
megacariocit9s maduros de la médula ósea. Estas célul as 
tienen poliplÜiclía de 8C hasta 128C. No hay evidencia 
directa de que la poliploidía esté relacionada con la 
cantidad, tamaño y funcionamiento de las plaquetas. 

Las plaquetas viven en c irculación alrededor ele 1 O 
días y miden de 1.5 a 2.5 mm de diámetro. Partic ipan 
activamente en el proceso de la hemostas ia, en la 
regulación del tono vascular, la fibrinólisis y la reparación 
de heridas, pero también facilitan las metástasis 
tumorales. Circu lan en el árbol vascular en forma pasiva, 
pero en respuesta a daño endotelial sufren activación y 
empiezan los procesos de adhesión, cambio de forma, 
agregación y secrec ión, lo que da lugar a la formación 
del tapón hemostático. 

Podemos dec ir que los trombos plaquetarios son 
"buenos" cuando cesan una hemorragia y "malos" 
cuando sin ruptura del vaso sanguíneo el trombo obstruye 
la circulac ión sanguínea, razón por la cual es muy 
importante conocer la fisiología plaquetaria para poder 
intervenir en las reacciones críticas de la formación de 
estos trombos plaquetarios. 

Palabras clave: plaquetas, agregantes, antiagregantes. 

Histori a 

Las plaquetas fueron descritas por Wi ll iam Oster en 
1874 y por Georges Hayem en 1878 (1 ). El térm ino de 
plaqueta fue usado por primera vez por Julius Bizzorzero 
qu ien además describió el cambio de forma de las 
plaquetas y su participación en la hemostasis. • 

:$ 
Desde el año 1906 se sabe que las plaquetas son 

fragmentos celulares producto de la desintegración del 
citoplasma de los megacariocitos.2·3 Pero el mecanismo 
por el cual ocurre esta des integrac ión permanece sin 
resolver. 4 

Producción y liberación de las plaquetas 

Las plaquetas provienen de los megacariocitos de la 
médula ósea, célu las terminales que ya no se pueden 
dividir, los cuales derivan de células progenitoras 
proliferantes. La regu lación de la megacariocitopoyesis 
es un proceso biológico muy complejo que empieza con 
las células tallo hematopoyéticas.4

•
7 La trombocitopoyesis 

está regu lada por una red complicada de interacciones 
entre diferentes células tallo, célu las del estroma de la 
médula ósea, factores de crecimiento y proteínas de la 
matriz extracelular, así como muchas citocinas: IL- 1, IL-
3, 11-6, IL- 11, factor estimulante de colonias de 
granulocitos y macrófagos (GM-CF), eritropoyetina y la 
más importante de todas la trombopoyetina, lo cual da 
por resultado la producción de al rededor de 2 X 10 11 

plaquetas por día.5• 8•16 
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La trombocitopoyesis se entiende mejor si se conocen 
sus células precursoras, estas células precursoras pueden 
clasificarse en tres estados: cél u 1 as progenitoras, 
megacariocitos inmaduros (promegacarioblastos) y 
megac;:ariocitos maduros. Las células progenitoras 
proliferan en la presencia de un gran número de señales 
mitóticas. 

Los promegacarioblastos constituyen el 5% del total 
de megacariocitos. En los humanos estas células tienen 
la talla y la morfología de un linfocito y ya expresan en 
su membrana gpllb (CD41) y factor von Willebrand, así 
como factor 4 plaquetario en su citoplasma. En esta etapa 
de maduración es posible identificar una enzima que 
también se expresa en el retículo endoplásmico de las 
plaquetas, esta enzima es una peroxidasa que interviene 
en la síntesis de prostaglandinas. 17·20 

Los promegacarioblastos expresan CD34 pero 
precisamente estas célu las son transic ionales ya que van 
redu c iendo la expres ión de CD34 confo rme va 
aumentando la expresión de gpllb-llla (CD41/CD61 ). 19• 
24 Los promegacarioblastos o megacariocitos inmaduros 
también tienen la capacidad de proliferar, pero a medida 
que pasan al sigu iente estadio de megacariocitos maduros 
pierden la capacidad de proli ferar. Estas células tienen 
una gran respuesta a la demanda de plaquetas, si se pro­
duce trombocitopen ia aumentan y si por el contrario 
ex iste trombocitosis disminuyen, estas disminuciones o 
aumentos se reflejan en la disminución o aumento de 
los megacar ioc i tos maduros.25 Los megacariocitos 
maduros ya no proliferan pero siguen ten iendo endomi­
tosis, lo que se refleja en la poliploidía de estas células. 
En los megacariocitos maduros se pueden distinguir 
cuatro estados. El primero es el megacarioblasto que tiene 
una razón núcleo/citoplasma muy grande con un 

" citoplas'ma escaso y muy basófilo debido a la síntesis 
prote ica tan activa en esta etapa. El segundo es el 
promegacariocito o megacarioci to basófilo en el que se 
observa aumento de l vo lumen del c itoplasma y del 
núcleo así como la aparición de gránulos azurófilos. El 
tercero es el megacariocito granular con un gran núcleo 
multilobulado y citoplasma acidófi lo con gran cantidad 
de gránulos azurófilos. Finalmente los megacariocitos 
maduros que son célu las muy grandes, granulares y 
productoras de plaquetas con un gran citoplasma y un 
gran núc leo picnótico y lobu lado por las endomitosis 
que se llevaron a cabo.25 

La poliploidía del núcleo de los megacariocitos va 
desde 8C hasta l 28C, siendo l 6C el va lor que más se 
repite (2C es el contenido normal de ADN de una célu la 
somática). La síntesis de ADN ocurre principa lmente en 
el estadio de promegacarioblastos y todavía en el _20 al 
40% de los megacarioblastos. 26•27 No hay evidencia 

directa de que la poliploidía de los megacariocitos esté 
relacionada con la cantidad, tamaño y funcionamiento 
de las plaquetas. 28•29 

Se estima que un megacariocito puede producir de 
1,000 a 5,000 plaquetas. Si se aumenta la demanda de 
p l aquetas, lo que se aumenta es la cantidad de 
megacarioc itos y no la producción de plaquetas por 
meg·acariocito; se calcula que la producción se puede 
incrementar hasta en 8 veces. El mecanismo exacto de 
la fragmentación del citoplasma de los rnegacariocitos 
para la formación de las plaquetas no se conoce, pero 
puede estar implicado aj citoesqueleto. En la enfermedad 
de Bernard-Soulier (las plaquetas no tienen el complejo 
lb - IX en la membrana, complejo que se une al 
citoesqueleto a través de la proteína que.une actina) las 
plaquetas son gigantes y no funcionales. 30· 32 Y en las ratas 
wistar-furth también existen plaquetas gigantes debido a 
la ausencia de tal ina del c itoesqueleto.33•35 

Vida media y distribución 

En los humanos las plaquetas tienen una vida media 
de 1 O días. En condiciones normales las plaquetas son 
retiradas de la circu lación por envejecimiento y solo 
algunas de ellas son retiradas a! azar de manera no 
específica. 36.39 

Del total de plaquetas producidas, un terc io es 
retenido transi toriamente en el bazo y después pasan a 
la c irculación. La epinefrina libera a las plaquetas del 
secuestro esp lén ico. Un bazo congestivo puede retener 
hasta el 90% de la producción de plaquetas, produciendo 
un estado de trombocitopenia.40•42 

Morfología y bioquímica 

Las plaquetas son fragmentos celu lares con una gran 
capacidad para adherirse a los vasos sanguíneos dañados, 
se agregan unas a otras y participan activamente en el 
proceso de la hemostasia. Cuando el vaso sanguíneo sufre 
una ruptura el tapón hemostático imp~d irá la sa lida de 
la sangre; pero cuando el vaso sanguíneo está intacto y 
por algún motivo es capaz ele fijar plaquetas y activarlas 
entonces el trombo hemostático impedirá el fluj o 
sanguíneo normal. Además de la participación en la 
hemostasis participan en la regu lación del tono vascu­
lar, la fibrinólisis y la reparación de heridas, pero también 
facilitan las metástasis tumorales.43 

En un extendido de sangre periférica teñ ido con 
colorante de Wrigth se observa a las plaquetas en forma 
de cuerpos ovalados o redondos de color azul grisáceo 
con gránulos roj izos. El diámetro varía entre 1 .5 a 2.5 
mm en condiciones normales aunque también pudieran 
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observarse plaquetas un poco más grandes sin que esto 
signifique alguna patología. Se conoce que las plaquetas 
que acaban de sal ir a la circulación (plaquetas jóvenes) 
son de mayor tamaño que las plaquetas que están 
fina lizando su vida medi<J (p laquetas viejas). Existen 
patologías en las que se observan plaquetas gigantes 
como en la enfermed ad de Bernard-Soulier, en 
deficiencia de v i tam ina Bl 2 y en la púrpura 
tromboc!topénica autoinmune.43·45 

a) Glicocalix 
Usando microscopía electrónica se puede observar 

la capa que envuelve a la membrana celular o glicoca lix 
(14-20 nm de extensión). Esta capa está constituida por 
gl icoproteínas, glicolípidos mucopolisacáridos y 
proteínas absorbidas del plasma. Las glicoproteínas y 
glicolípidos son ricos en ácido siál ico lo que le da una 
ca rga neta negativa a la plaqueta. Más ade lante se 
revisarán en detalle las glicoproteínas de este gl icocal ix 
que participan en la hemostasis.43 

b) Membrana citoplasmática 
Después del glicocal ix se encuentra la membrana 

citoplasmática, que como todas las membranas es una 
unidad trilam inar compuesta por una bicapa de 
fosfo l ípidos en la que se encuentran embebidos 
colesterol, glucolíp idos y glucoproteínas así como las 
bombas de sodio y potasio que controlan el medio 
ambiente iónico. Los fosfolípidos de la membrana se 
exponen, en forma de micropartículas, como resultado 
del cambio de forma cuando ocurre la activac ión 
plaquetaria. La membrana está constituida por 57% de 
proteínas, 35% de lípidos y 8% de carbohidratos. De los 
lípidos el 75% son fosfolípidos, el 20% son lípidos neutros 
(de los cuales ,el 95% es colesterol) y el 5% glicolípidos. 
La proporción de fosfolípidos es la siguiente: 38% de 
fosfatidilcolina, el 27% de fosfatidi letanolamina, el 17% 
de esfingomielina, el 10% de fosfatidilserina y el 5% de 
fosfatid ilinositol. Entre los ácidos grasos que forman los 
fosfolípidos se encuentra el ácido araquidónico en una 
proporción de al rededor del 35%.4 3

• 
45

.4
7 

e) Sistemas de membrana 
La membrana de la p laqueta· 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 función de este sistema es permitir 
la liberación del contenido de los gránulos, así como la 
incorporación de elementos del plasma al interior de la 
cél ula. Cuando la plaqueta se activa, se form an 
proyecciones de la membrana en forma de pseudópodos 
y precisamente lo ·hace a expensas de esta membrana 
contenida en el sistema canalicu lar abierto. También se 
conoce que las glucoproteínas de la membrana se 

encuentran en mayor cantidad en las plaquetas activadas, 
y precisamente estas proteínas provienen del sistema ca­
nalicular abierto (gplb.1 X) y de los gránulos ex (gpllb-llla). 

Otro sistema de membrana es el sistema tubu lar 
denso, que es una red de canales cerrados de retículo 
endoplásmico residual que se caracteriza por una elevada 
actividad peroxidasa. En este sistema se secuestran ion~s 
de calcio así como nucleótidos (ATP, ADP) y serotonina 
que se l iberan rápidamente al ocurrir la activación 
plaquetaria. También en este sitio es donde se realiza la 
mayor cantidad de síntesis de prostaglandinas, de hecho, 
la perox idasa es una enzima que interviene en esta 
síntesis.43. 46. 4s.so 

d) Citoesqueleto 
El citoesqueleto está formado por filamentos de actina 

que se localizan por debajo de la membrana plasmática, 
así como vimentina, proteína que une actina, talina, 
miosina, vincu lina y espectrina.Todas estas son pro~eínas 
contráctil es que permiten la conservación en for~a de 
d isco ova lado cuando la plaqueta se encuentra en 
circu lación pero en reposo, así como el cambio de forma 
tan drástico cuando se activa . De hecho, las 
glicoproteínas de membrana que actúan como receptores 
de activación tienen en sus regiones c itoplasmáticas sitios 
de unión con las proteínas del citoesqueleto para enviar 
las señales de activación del exterior de las p laquetas 
hacia el interior. Aquí en el citoesqueleto también se 
encuentran las proteínas que regulan la transducción de 
las señales de activac ión como son: cinasas de tirosina 
de la familia src (src,yes,fyn,hck y lyn), la cinasa de 
adhes ión focal (FAK), la ca lmodulina y la proteína 
activante de GTPasa y varias isoenzimas de la proteína 
cinasa C (PKC), así como las fosfat~sas y la fosfolipasa A 
(PLA).44, s1-s3 

e) Microtúbulos 
Inmediatamente, también por debajo de la membrana 

plasmática, se encuentra una banda de microtúbulos. 
Están compuestos de polímeros de subunidades de las 
proteínas ex y~ tubulina de 55 kDa. de peso molecular.44 

f) Microfilamentos 
La proteína cont ráctil act ina se polimeriza en 

microfi lamentos, que cuando la P,.laqueta está en reposo, 
no son tan evidentes, pero una vez que la plaqueta se ha 
activado, y ocurre la formación de filópodos, entonces 
se pueden observar estos microtúbu lo.s de actina 
pol imerizados con otras proteínas.44 

g) Organelos 
La zona de organelos está compuesta por 

peroxisomas, pequeños organelos ri cos en enzima 
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catalasa. También se encuentran alrededor de siete 
mitocondrias y lisosomas conteniendo l~idrolasas ácidas, 
típicas de estos organelos. Los gránulos densos, ll amados 
así porque en microscopía elec tró nica aparecen 
precisamente como cuerpos densos, son ricos en Ca ... , 
serofonina, ADP y ATP. 

Los principales organelos por ser los más abundantes 
(SO a 80 por p laqueta) son los gránu los a.. Además son 
muy importantes por su conten ido de ~-tromboglobulina, 
factor 4 plaquetario, factor von Willebrand, fibrinógeno, 
fibronectina, trombospond ina, vitronectina, factor V, 
proteína S, factor XI, factor de crecimiento derivado de 
plaquetas, factor de crecimiento transformante ~, factor 
de crec imiento de células endote liales, factor de 
crecimiento epidermal, a.2-antiplasmina, inhibidor del 
activador del plasminógeno, albúmina, 
inmunoglobulinas, P-selectina (CD62P), GW 33, 
osteonectina, etc . Al parecer algunas de estas proteínas 
las toma la plaqueta del plasma, ya que ella no tiene la 
capacidad de síntesis. 44

· 
54

• 55 

Glucoproteínas de la membrana plaquetaria 

Las plaquetas también son conocidas con el nombre 
de trombocitos por el papel que tienen en la formación 
del trombo hemostático. La participación de la plaqueta 
en la formación del coágu lo es muy importante. Mediante 
sus receptores de membrana (complejos glucoproteicos), 
de los cuales los más importantes son los complejos gpllb­
llla y gplb-IX, se adhiere a los endotelios dañados a través 
de proteínas p lasmáticas como el fibrinógeno, factor von 
Wil lebrand y fibronectina, entre otras. Posteriormente y 
como consecuencia de la activación de estos receptores 
ocurren cambios bioquímicos en el citoplasma 
plaquetario. Estos cambios incluyen fosforilación en 
tirosirfa de varias cinasas como src, fyn y fak; lo que 
conduce a la activación de fosfolipasa C (PLC), formación 
de trifosfato de inositol, diacilglicerol, flujo de Ca++ y 
fosforilación de proteínas contrácti les dependientes de 
ATP. Todos estos eventos se expresan en un cambio en la 
forma y estructura de las plaquetas dando lugar a la 
formación de grandes agregados plaquetarios. Se secretan 
sustancias vasoact ivas (serotonina) y agregantes 
(tromboxano A2 y nucleótidos como el ATP y el ADP) 
entre otras, lo que fina lmente permite el reclutamiento y 
activación de mayor número de p laquetas.56

•
67 

Además de los cambios de forma ocurre la exposición 
de fosfolípidos de la membrana plaquetaria que actúan 
c9mo parte de los comp lejos enzimáticos de la 
coagulación . Estos complejos son: a) el d iezasa que está 
formado por el factor IX, Ca++ y fosfolípidos plaquetarios 
y tiene como cofactor al factor VIII (a este complejo antes 
se le llamaba la diezasa ele la vía intrínseca) ; bY el otro 

complejo diezasa que está formado por el factor VII, Ca++ 
y fosfolípidos de la membrana plaquetaria y tiene como 
cofactor al factor tisula r (a este complejo antes se le 
llamaba la diezasa de la via extrínseca) y c) el complejo 
protrombinasa que está formado por el factor X, Ca++ y 
fosfolípidos de la membrana plaquetaria y tiene como 
cofactor al factor V. Complejos que intervienen en la 
formación de trombina. Como puede observarse el hecho 
de que los complejos enzimáticos se formen en la mem­
brana de las plaquetas asegura que la coagulación ocurra 
precisamente en un sitio localizado. La trombina actúa 
sobre el fibrinógeno (que justamente se encuentra ya 
unido a las plaquetas en el receptor gpllb-llla) para formar 
la fibri na. De esta forma la fibr ina se deposita sobre los 
agregados plaquetarios. Posteriorm ente las mismas 
p laquetas realizan la retracción del coágu lo para darle 
mayor firmeza.68• 69 ' 

Como se ha mencionado los receptores de la plaqueta 
juegan un papel muy importante en la activac ión 
plaquetaria, ya que además de recibir las seña les de 
activación del exterior y enviarlas hacia el interior de la 
célu la, también envían el mensaje de acfr;ación celular 
del interior hacia el exterior, modificando los dominios 
extracelulares de reconocimiento del ligando o 
aumentando en la superfic ie la cantidad de receptores.69 

Los receptores son glucoproteínas cuya síntesis se 
lleva a cabo el'1 los megacariocitos. Cuando la plaqueta 
sa le a circu lación sanguínea, proveniente de la médula 
ósea ya l leva en su membrana y en los gránu los a., o en 
el sistema canalicular abierto la cantidad de receptores 
que necesita. Cuando la plaqueta está en reposo expresa 
un cierto número de receptores, pero cuando se activa 
se expresa en la superficie de los receptores que se 
encontraban "almacenados" .69 

Las plaquetas realizan interacciones, a través de sus 
glucoproteínas de membrana con proteínas de su medio 
ambiente, con células endoteliales y también con otras 
plaquetas. Estas glicoproteínas pertenecen a diferentes 
fami lias de receptores. Se mencionarán en el texto de 
acuerdo a la importancia de su parti c ipación en la 
hemostasis. 

a) Glucoproteínas ricas en leucina 
Estas glucoproteínas tienen en común unidades ricas 

en leucínas. La unidad rica en leucinas tiene una 
secuencia consenso de 24 aminoácidos con 7 leucinas 
espaciadas regularmente, lo que les da una estructura 
característica de lámina P-hél ice a. Pertenecen a esta 
fami lia las glucoproteínas del complejo lb-IX y gpV. 

El complejo lb-IX está presente en aproximadamente 
25 000 copias en la membrana plaquetaria. Está formado 
por las subunidades lb y IX. La subunidad lb a su vez 
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consta de dos cadenas po i ipeptíclicas unidas por un 
puente cl isu lfuro, llamadas gplbcx y gplb~ de 143 y 22 
kDa de peso molecular respectivamente. Cada una ele 
estas subun idades tiene su región transmembranal. 
Ambas proteínas tienen tanto N-gl icosilación como 0 -
glicosilac ión con hexasacáridos ricos en ácido siálico. 
La gplbcx es degradada por una proteasa plaquetari a 
endógena para producir un fragmento ll amado 
glicocalicina de 140 kDa con 40-60% de carbohidratos 
en peso. Tiene un dominio extracitoplasmático con 7 
unidades ri cas en leucina. El ta llo citoplasmático 
interactúa con la proteína que une actina, para uni rse al 
citoesqueleto. 

La gplbP tiene ún sitio de fosfori lación en serina en 
su porción citoplasmática y una unidad rica en leucina 
en el domin io extracitoplasmático. 

La subunidad IX es una glicoproteína de 17 kDa de 
peso molecular. Tiene un tallo citoplasmático muy corto 
y en su dominio extracitoplasmático tiene una unidad 
rica en leucina. No se conoce exactamente cual es la 
función de gpiX. 

El complejo gplb-IX funciona como receptor del fac­
tor van W il lebrand. Este factor posee un dominio de 
unión con gplb-JX diferente a la secuencia RGD que 
interactúa con gpllb-llla. 

In vitro la gplb reacciona con el factor von Willebrand 
sólo si se agrega el antibiótico ristocetina o el veneno de 
víbora botrocetina. El mecanismo de esta interacc ión 
involucra un cambio de carga en la molécula de gplb. 
No es necesaria la activación plaquetaria para que gplb­
IX una a su ligando. También la gplb es capaz de unir 
trombina en una reacción de alta afinidad, incluso se le 
conoce como el recepto r de al ta afi nidad de la 
trombina.6vo 

GpV es una glucoproteína de 82 000 kDa de peso 
molecular. Tiene 15 unidades ricas en leucina. Se piensa 
que forma parte del complejo gplb-IX pero de acuerdo a 
la cantidad de receptores expresados en la membrana 
plaquetaria, p::irece ser que el complejo consiste de dos 
molécu las de gplb-IX por una molécula de gpV.69

•
7 1 

b) lntegrinas 
Las integrinas son receptores que interactúan con 

proteínas de la matriz extracelu lar o con otras células 
para realizar procesos biológicos de gran importancia 
como el desarrollo embrionario, reparación de heridas, 
apoptosis, hemostasis, crecimiento tumoral y metástasis, 
«homing» y activación de leucocitos y el mantenimiento 
de la integridad vascular. 

Estos receptores son heterodímeros formados por una 
cadena polipeptídica ex y una cadena pol ipeptídica ~' 
un idas en fo rma no cova lente. A la fecha se han 
identificado 16 cadenas ex y 8 cadenas p. La combinación 
de una de las diferentes cadenas ex con una de las 
diferentes cadenas p da lugar a la formación ele más de 
20 receptores.72 

Cuando las integrinas unen a sus ligandos se forman 
agregados de estos receptores en lo que se llama 
adhes io nes foca les. Estos agregados se unen con 
complejos proteicos intracelulares de l citoesqueleto 
(talina , vincu lina, ex-ac ti n ina), para después unir 
fi lamentos de actina, lo que fi nalmente term ina en 
activac ión cel ular. Esta funció n está regulada por 
fosforilación en serina, treonina y tirosina de la cadena 
p. 7J-75 

Las plaquetas expresan en su membrana por lo menos 
5 miembros de la fami lia de las integrinas. 

:$ 

Gpllb-llla (receptor de fibrinógeno) (allb-~3) (CD41/ 
CD61) 

Este complejo está 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 encloteliales. Pertenece a la fami lia P3 de las 
integrinas; siendo la primer integrina que se caracterizó. 

Es un hetrodímero Ca++ dependiente. Está formado 
por dos subunidades: gpllb y gpll la. La subunidad llb a 
su vez está formada por dos cadenas de 11 6 y 1 5 kDa de 
peso molecular unidas por un enlace disu lfuro. Sólo la 
cadena ligera tiene región transmembranal. La cadena 
pesada, por lo tanto, es solamente extracitoplasmática y 
tiene 4 sitios que unen Ca++. Este ión es muy importante 
para darle estructu ra al complejo receptor completo. La 
cadena ligera tiene un sitio de N-glicosilación y la cadena 
pesada tiene cuatro. 

La subunidad llla es una sola cadena polipeptíd ica 
de 11 O kDa de peso molecular, con 6 sitios de N­
glicosilación. Tiene un dominio extracitoplasmático, un 
dominio transmembrana l y un dominio 
intracitoplasmático. El dominio extracitoplasmático tiene 
una región rica en cisteínas, que forman numerosos 
puentes disulfuro, característica de todas las 8 cadenas 
p de la fam ilia de las integrinas. 

El complejo llbll la es el receptor de fibrinógeno, pero 
además une fibronectina, vitronectina, trombospondina 
y factor von Willebrand. Sólo después de activarse con 
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trombina, colágena.o ADP es capaz de unir a su ligando. 
Es deci r las plaquetas en reposo necesitan dos señales 
de activación para desencadenar toda la serie de eventos 
bioquímicos necesarios para la activación a través de 
este receptor, a diferencia del complejo lb-IX que requ iere 
únicamente una señal de activación. Todos sus ligandos 
tienen una secuencia de aminoácidos RGD (arg-gli-asp) 
que es reconocida por el receptor. El fibrinógeno además 
tiene la secuencia HHLGGAKQAGDV en la cadena y 
que también es reconocida por el receptor. 69

• 
76

-
78 

a.VP3 (receptor de vitronectina) (CD 51/CD 61 ) 
Junto con el receptor an terior forman los dos 

miembros d~ la familia de las integrinas con cadena P3. 
A pesar de que comparte la misma cadena P3, y que la 
cadena a.V tiene 36% de homología en la secuencia de 
aminoácidos con la cadena a.ilb, este receptor difiere en 
muchos sentidos del receptor gp llb-l l la ya que su 
densidad en las plaquetas es de solamente 50 a 100 
receptores por plaqueta; además 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 endotel iales, osteoclastos y en muchos otros 
tipos celulares.79 

Gp!a-lla (receptor de colágena) (V' LA-2) (a.2P1 ) 
(CD49b/ CD29) (ECM R) 

Este receptor pertenece a la familia Pl de las 
integrinas. La subun idad a.2 contiene la región homóloga 
de las cadenas a., la región que une ionP.s divalentes, en 
este caso une iones de magnesio o de manganeso. Actúa 
como receptor de colágena en las plaquetas y en los 
fibroblastos, y como receptor de colágena y laminina en 
las células endoteliales. Además se encuentra en otros 
tipos celulares.69• 

78 

Gplc*-lla (receptor de fi bronectina) (VLA-5) (a.Spl) 
(CD49e/ CD29) 

Este receptor también pertenece a la fami lia p1 de las 
integrinas. Tampoco es LJ,n receptor exclusivo de 
p laquetas, ya que se encuentra en diferentes tipos 
celulares, en donde participa en el desarrollo celular y 
en la formación de metástasis. Funciona como receptor 
de fibronectina, aún en las plaquetas en reposo a 
diferencia de gpll-llla que también une fibronectina pero 
en plaquetas previamente activadas.69 

Gplc -lla (recep tor d e la minina) (VLA -6 ) 
(a.6P1 )(CD49f/CD29) 

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

una amplia distribución celular. Fi ja iones de magnesio 
o de manganeso y no es necesaria la activación 
plaquetaria para que fije a su ligando.69 

c) Receptor de 7 dominios transmembranales 
Este receptor pertenece a la familia de los receptores 

acoplados a proteínas G. Está formado por una.cadena 
poi ipeptídica con 7 dominios transmernbranáles. La 
región N- termina l extracelular contiene un sitio donde 
la trombina rompe un enlace peptíd ico, entre arg41 y 
ser42. El péptido desde ser42 hasta fenSS (sin separarse 
de la cadena polipeptídica) es el responsable de la 
activación y por lo tanto de la agregación plaquetaria 
inducida por este receptor. Péptidos sintéticos de esta 
región, como por ejemplo el péptido SFLLRN, son 
capaces de activar al receptor en ausencia de trornbina. 
No se conoce si el péptido N- terminal hasta arg41 que 
se libera de la superfic ie plaquetaria t iene alguna 
función.79 

Existen de 1,500 a 2,000 copias de estl receptor en 
la membrana plaquetaria. Como se mencionó es un 
receptor de trombir.a pero funciona como un receptor 
de baja afinidad (comparada con la afinidad de gplb-IX). 
Además de la trombina, se han identificado a otras 
enzimas que son capaces de activar, aunque en forma 
más débil, a este receptor. Estas enzimas son tripsina, 
granzima A, plasmina, catepsina G y elastasa.80• 

81 

d) Selectinas 
Esta familia de glucoproteínas tiene un dominio de 

lectina, dependiente de iones calcio, que reconocen 
l igandos constituidos por carbohidratos. Son básicamente 
tres tipos de selectinas, que ?e 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 t>-selectina (p laquetas). De estas 
glicoproteínas, la P-selectina (0MPl40) (PADGEM) 
(CD62P) es la que se encuentra en la membrana de los 
gránu los a de las p laquetas en reposo, pero una vez que 
las plaquetas han sido activadas las p-selectinas se 
mueven a l a membrana plaquetaria. Además se 
encuentran también en los cuerpos de Weibel-Palade 
de las células endoteliales. El papel exacto de la P­
selectina en la formación del coágu lo hemostático no 
está muy claro, pero, eo procesos trombóticos que 
consumen plaquetas se encuentran niveles plasmáticos 
elevados. En ratones «knockout» de p-selectina se 
observó que además de que los leucocitos no podían 
rolar sobre el endotelio, tampoco podían hacerlo las 
plaquetas, lo que resul tó en alargamiento de los tiempos 
de sangrado.82 • 

~~~~~~·~~~~~~ 
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Mecanismos de activación plaquetaria 

Las plaquetas ci rculan en el árbol vascular en forma 
pasiva, pero en respuesta a daño endote lial sufren 
activación y empiezan los procesos de adhesión, cambio 
de forma, agregación y secreción lo que da lugar a la 
formación del tapón hemostático. La activación empieza 
cuando los receptores unen a sus ligandos. 

La adhes ión es el primer paso en la activación 
plaquetaria, para que se realice se necesita de la 
interacción entre los receptores de la membrana 
plaquetaria y las proteínas adhesivas de la matriz 
extracelular de las células endoteliales o de las proteínas 
adhesivas del plasma. Entonces los participantes de la 
adhesión deben estar lo suficientemente cerca para que 
se realice la unión. Como puede advertirse factores como 
la cantidad de plaquetas, número de receptores por 
plaqueta, afinidad de los receptores, concentración de 
los ligandos, velocidad del flujo sanguíneo, calibre del 
vaso sanguíneo dañado y tamaño de la lesión son 
importantes para que se realice dicha interacc ión.83·84 

Parece ser que a velocidades de flujo altas el receptor 
que funciona bien es el receptor gplb- IX que se adhiere 
b ien al factor von Wi llebrand. Es decir, altas velocidades 
de flujo ocurren en las arterias, por eso los agregados 
plaquetarios de las arterias son más frecuentes que en 
las venas donde predominan más los coágulos de fibrina. 
También el receptor de colágena (gpla-lla) (VLA-2) juega 
un papel r.wy importante en este pr imer paso de 
adhes ión, ya que la colágena se expone cuando el 
endotelio sufre una ruptura.44

•85•86 No se sabe el papel 
exacto de los otros receptores, como el receptor de 
laminina (gplc-lla) (VLA-6 ), el receptor de fibronectina 
(gplc*-ll a) (VLA-5) y el receptor de vitronectina (a.V~3) 
en las reacciones de adhesión, pero una vez que un 
receptor ha unido a un ligando e:; más fácil que otros 
receptores encuentren también a sus ligandos reforzando 
así la adhesión.8 7' 89 

Con la adhesión se logró activar a la plaqueta, en 
seguida ocurre la agregac ió n plaquetaria, donde 
empiezan a ocurri r los cambios de forma de la plaqueta.90 

Para que esta reacción se lleve a cabo ocurren una serie 
de reacciones en el citoplasma d~ la plaqueta. Por una 
parte hay activación 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 adeni lato ciclasa convierte el ATP en AMPc. 
Estos productos llamados segundos mensajeros activan 
protein-cinasas. El IP3 l ibera Ca++, el cual es fijado por 
la calmodu lina que activa otras cinasas dependientes de 
calmodulina y Ca++. El DG activa a la protein c inasa C 
(PKC), y el AMPc activa a las cinasas dependientes de 
AMPc. Todas estas cinasas actúan fosforilando a otras 
proteínas.91 ·93 El papel de la gpllb-llla es muy importante 

en la in iciación de todas las cascadas de fosforilación de 
las proteínas, ya que si se inh ibe la reacción con sus 
ligandos con el péptido RGDS que es la secuencia que 
reconoce esta integri na en sus ligandos no se observa la 
fosforilación. Ocurre lo mismo en las p laquetas 
deficientes de este complejo (la enfermedad en la que 
no hay gpllb- l lla en las plaquetas se conoce con el 
nombre de Tromboastenia de Glanzmman).94•95 • 

Ex isten diferentes agonistas, entre ellos la trombina, 
capaces de estimular a gpllb-l lla pero en ausencia de 
fibr inógeno ninguna reacción de fosforilación ocurre, 
pero además se necesita que haya agregación plaquetaria 
para que se observe la fosfori lación en tirosina de 
proteínas de 84, 95 y 97 kDa de peso molecular.96 

Las protein-cinasas de la familia src que se asocian 
con la proteína GAP son las proteínas pp60c-src, pp62c­
yes, pp59fyn, hck y lyn. La pp60c-src y pp59fyn 
interactúan con la PLC y cinasas de fosfatidilinositol y 
diacilgli cerol cuando las plaquetas se han est i ~ulado 
con trombina, y se asocia también con las protefnas del 
citoesqueleto. De hecho cuando las proteín-cinasas están 
asociadas al citoesqueleto son más activas que cuando 
se encuentran en forma soluble.97

•98 

Clark elaboró un modelo en el qu~ exp lica la 
fosforilación de proteínas en tres distintas etapas que se 
pueden distinguir experimentalmente. Primero ocurre la 
fosfori lación «temprana» de proteínas como p21 ras GAP 
(proteína activante GTP-asa) y cinasas de tirosina de la 
fami l ia src, esta primera onda de fosforilación só lo 
requiere de la activación de integrinas con agonistas 
como trombina, colágena o ADP y no se necesita la unión 
de fibrinógeno, después cuando se une el fibrinógeno se 
inicia la segunda onda de fosforilación en tirosina de 
proteínas como p 140 y otras de 50 a 68 kDa de peso 
molecular; y finalmente ocurre la tercera onda de 
fosforil ación que es dependiente de la agregación 
plaquetaria, en la que se fosforilan ppl 2SFAK y el doblete 
de 95/97 kDa. pp72syk se fosforila· durante las dos 
primeras ondas.99•100 De hecho syk es la única cinasa que 
se activa directamente por la ocupación de la integrina. 101 

A pesar de que la región intracitoplasmática de la 
integrina P3 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 citoplasmático de la 
integrina para conectarse con toda la red de cinasas 
involucradas en la transducción de la señal de activación. 
La estimulación plaquetaria se acompaña con un incre­
mento en la actividad glicolítica y la producción oxidativa 
de ATP, el cual es utilizado en las reacciones de 
fosfori !ación .101 
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La síntesis de prostaglandinas juega también un papel 
importante en la activación plaquetaria. La fosfolipasa 
A2 libera ácido araqu idón ico de los fosfolípidos de la 
membrana y este ácido araquidón ico es el sustrato de la 
síntesis de prostaglandinas. La principal prostaglandina 
plaqüetaria es el tromboxano A2 que es un agonista de 
agregación plaquetaria.49.so 

Una vez que la plaqueta ha sido activada y se ha 
llevado a cabo la agregación de las primeras plaquetas, 
ocurre la reacción de secreción del contenido de los 
gránulos a y los gránulos densos. Esta reacción empieza 
con el incremento del calcio citosólico 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 centralización de los organelos en anillos 
contráctiles lo que termina en la secreción del contenido 
de los mismos. Recordando que algunas de las proteínas 
y metabolitos contenidos en estos organelos tienen como 
función la activación plaquetaria como factor von 
Willebrand, fibrinógeno, fibronectina, ADP, etc. entonces 
se inicia el reclutamiento de mayor cantidad de plaquetas 
pero ahora el estímu lo viene de las mismas plaquetas, 
esta reacción incremer.ta el número de plaquetas que 
participan en la formación de los trombos plaquetarios.49 

Terapia antiagregante 

En la sección anterior se ha revisado la participación 
de las plaquetas en la formación de trombos que se le 
llamarán "buenos" cuando se forman para cesar una 
hemorragia y "malos" cuando sin ruptura del vaso 
sanguíneo se presenta un trombo que obstruye la 
circulación sanguínea. Desde que se conoció que la 
aspirina era capaz de inhibi r la agregación plaquetaria 
se usó como terapia antitrombótica preventiva. La 
aspirin~ bloquea la actividad de la ciclooxigenasa, una 
de las enzimas que interviene en el metabolismo del 
ácido araquidónico para la síntesis del tromboxano A2. 
Pero la aspirina no puede prevenir la agregación 
plaquetaria si el estímu lo es lo suficientemente fuerte. 102· 

104 Sin embargo, si se inhibe la unión del fíbrinógeno con 
su receptor entonces sí se puede impedir la agregación 
plaquetaria. Por tal motivo se han diseñado medidas 
terapéuticas con el uso de péptidos sintéticos que son 
capaces de interferir la unión del fibrinógeno, factor von 
Willebrand y otras proteínas adhesivas.10s El péptido 
y400-411 inhibe in vivo la formación de coágulos 
hemostáticos en la arteria mesentérica de conejos.106 En 
un· experimento ex vivo este péptido y400-41 l y el 
péptido RGDS inhibieron la formación del trombo. La 
acción de los dos péptidos juntos tiene un efecto aditivo 
más que sinérgico en la inhibición de la unión de la gpllb­
llla con el fíbrinógeno.107 La inhibición del pépliclo _RGDS 
es mucho mejor que la del péptido y400-411 cuando se 

usan separados.108
·
109 También se han probado péptidos 

naturales que contienen esta secuencia RGD, estos 
péptidos existen en los venenos de la víbora del árbol 
verde (trigamin) y de la víbora Echis carinatus (equistatin) 
y son más activos que los péptidos sintéticos. 110• 111 

Estos péptidos, in vitro, tienen 1 a desventaja de 
despegar células endoteliales de la matriz extracelular, y 
pudieran ser de consecuencias para el mantenimiento 
de la integridad vascular in vivo. 11 2•113 Este efecto no se 
observó con el péptido y400- 411 . La desventaja que 
tienen los péptidos sintéticos es que son de vida media 
muy corta, pero conjugándolos con albúmina se ha 
logrado ampliar su vida media de minutos a horas.114

-
115 

Otra forma en la que se puede evitar la agregación 
plaquetaria es inhibir a la gpllb-llla·. con el uso de 
anticuerpos monoclonales. El anticuerpo m7E3 se ha 
usado en combinación con terapia trombolítica para el 
tratamiento de infarto agudo del miocardio. También se 
ha usado este anticuerpo en forma quimérica (c7E3, 
abciximab, ReoPro). 11 6

•
117 

También, en el tratamiento de infartos, se ha usado 
un heptapéptido cíclico llamado integrilin (Cor Thera­
peutics, South San Francisco, CA) que es un péptido 
antagonista de gpllb-lll a y un pseudopéptido tirofiban 
(MK-383, o Aggrastat, Merck rescarh Laboratories, West 
Point, Pennsylvania). Otro inh ibidor de gplllb-llla es un 
inhibidor no-peptídico llamado lamifiban (Hoffman-La 
Roche, Basel, Switzeriand) y se ha usado en combinación 
con estreptoquinasa, también para el tratamiento de 
infarto agudo del miocardio. 11 6

·
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Estos tratamientos todavía están bajo estudio, incluso 
en nuestro país, y todavía no se tienen resultados de su 
costo-beneficio. ..,,_ · 

Conclusiones 

Es muy importante el conocimiento de la fisiología 
p laquetaria para poder interven ir en las reacciones 
críticas de la activación para impedir la formación de 
los trombos que ponen en peligro la vipa de millones de 
personas. 
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APÉNDICE 
MARCO TEÓRICO 

En el artículo anterior se revisó la función, primordial, de la integrina a11bP3 en la fisiología 

de las plaquetas. También se revisó el papel que juegan otros miembros de esta familia en 

las funciones de adhesión y agregación plaquetaria. Ahora en este artículo se presenta la 

información relacionada a la función que realizan estos receptores en el reconocimiento de 

del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), así como su propagación a otras células. 

3. INTEGRINAS 

Domínguez V y Rosales C. Integrins: their role in ligand recognition and cell 
activation in human immunodeficiency virus type 1 infection. Revista de 
Hematología. 2001 (b); 2: 46-54. Artículo de revisión 
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lntegrins: their role in ligand recognition and 
cell activation in human immunodeficiency 
virus type 1 infection 

1•2M en C Ma. Victoria Domínguez García, ' Dr. Carlos Rosales Ledezma 

Abstract 
lntegrins are glycoprotein membrane receptors. 

They bind soluble ligands, as well as cell mem­
brane ligands. These receptors are heterodimers of 
one of sixteen a subun its and one of eight b 
subunits. lntegrins recognize the outside activation 
signal on an specific site of their extracellu lar do­
main. The activation signa! is transduced inside 
through their b cha in intracytoplasmic doma in. 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 (aLp2, CD11a/ 
CD18) and VLA-3 (a3Pl) integrins have a relevant 
role in syncytia formation for spreading HIV-1 into 
the host cells. The HIV-tat protein is able to bind 
sorne integrin receptors (a5P1, avps and o:VP3l 
upregulating the expresion of p2 integrins, making 
cells more adhesive. lt has been postu lated 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 wi ll deal with the relationship between 
integrin proteins írom 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. Están compuestos por una 
de dieciseis cadenas a unida no covalentemente a 
una de ocho cadenas p. Las integrinas reconocen 
la señal de activación externa y la envían hacia el 
interior ele la cé lu la a t ravés de un domin io 
intracitoplasmático ele la cadena p. 

'ln?lituto de lnves1igJci01'lt.'"S Bi~m&Jicas, UN1\~, Mé~ico, D.F. 
' Bonco Ccntrol dé Sangre, Centro Médico N.icioñnl SXXI, IMSS_ México. D .F. , 

Correspondencia: 

El virus de la inmunodefic iencia humana tipo 
(VIH-1) infecta a células CD4+. El proceso de 

infección ocurre mejor cuando se fusiona una 
célula ínfectada"con una célula virgen, con la 
participac ión de integrinas como LFA-1 (aLp2, 
CD11a/CDl8) y VLA-3 (a3P1 ). Además, la proteína 
tat del VIH-1 se une a estos receptores (a5P1 , avps 
and aVP3) aumentando la expres ión de las 
integrinas ele la fam ilia p2, volviendo a la célu la 
más adherente. Esta proteína tat es un fa'ctor 
responsab le de la patogénesis de l sarcoma de 
Kaposi. A pesar de que se conoce mucho de la 

\ 

función adhesiva de estos receptores, el papel que 
juegan estas moléculas en la patogénesis del SIDA 
todavía está en estudio. El objetivo ele este artículo 
es revisar la relación que existe entre las integrinas 
de las célul as del sistema inmune en la infección 
por el VIH-1. 

Palabras clave: integrinas, VIH-1, Plaquetas. 

lntroduction 
lntegrins are glycoprotein receptors. They binel 

soluble ligancls, as well as cel l mernbrane l igands. 
lntegri ns are heterodimers of one of sixteen a 
subun its and one of eigth p subunits. The a and p 
cha ins are non covalently associated. Both chains 
have a large extracellular domain, a single span­
ning transmembrane region, anda short intracyto­
plasmic domain. 1•3 

lntegrins recognize the outsiele activation sig­
na! through a specific site of their extracellu lar 
domain. The activation signa l is transduced inside 
through their p cha in intracytoplasmic doma in. In 
this way integrins trigger the cel l signa! transduc­
tion pathway. The result of this integrin activation 
w ill make cellu lar changes depending on: the cell 
type, the class of integrin molecule, and the lig-

., 
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ancl . l ntegrins play a major ro le in bio logic 
procceses such as: embrionic development, wound 
repai r, apoptosis, hemostasis, cell tumor growth, 
metastasis, integrity of blood vesels, and leukocyte 
horn ing and leukocyte activation.2·5Among ali these 
biologic procceses, horning 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 w il l 
destroy the infectious agent. In the specific case 
that the infecting agent is the human immunodefi ­
ciency vi rus type 1 (HIV-1 ), the immune system 
wi ll not be able to trigger an adequate response 
due to the fact that immune system cells are the 
target for the virus infection.-6

·
8 

lt is known that HIV-1 infects CD4 bearing cells: 
T lymphocytes, monocytes, dendr i t ic ce l ls, 
macrophages, and glia! cel ls.9·16Also it is known 
that HIV is cytopath ic of (04 T cells, and these 
cel ls are completely depleted. Patients in this stage 
have a severe imrnune defic iency, th is stage is 
ca lled the adqui red immune defi ciency syndrome 
(AIDS). The cl inicai featu res from A IDS patients 
are infections by oportunistic agents and wasting 
syndrome.1R·19 

In eariy stages of HIV infection, w hen the CD4 
T cells counts are st!ll 11orma!1 there are an impai r 
immune function, this stage is called the A IDS re­
lated complex (AR(). The cl inical featu res from 
ARC patients are rec.urrent bacteria! infections of 
skin, mue.o u os membranes ancl intestinal tract.19 20• 

The cli nica l features from ARC patients are quite 
similar to leukocyte adhesion clefic iency (LAD) 
patients.The leukocyte adhesion deficiency is a 
genetic disorder, in wh ich there is no expression 
of integrin 02 cha ins. Leukocytes from subjects af­
fected with leukocyte aclhesion deficiency have 
altered leukocyte funct ion. The clinical features in 
LAD patients are recurrent infed ions of skin, mu­
cous membranes, and intestin2I tract. 21·22 

Th is review wil l dea l with the relathionsh ip 
between integrin proteins from immune system 
cells and HIV-1 infection. 

lntegrins 
Cells of a multicellular o rganism are in perma­

nent communication. D irect communication can 
be done through a membrane protein on the cell 
and their counterpart receptor on the other cell. 

lndirect 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. 

Severa ! protein adhes ion receptors have been 
iclentifiecl . 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 fami ly that are expressecl on the 
surface membrane of immune sy~tem cel ls. 

There are severa!, excel lent, integrin protein re­
views. 1·5•26-28 lt is beyond our scope to do another 
one. We on ly mention sorne relevant featu res. 

lntegrin molecu les consist of two non covalently 
associatecl ex and P subun its. Both chains have a 
large excel lular domain, a single transmembrane 
spanning region, and a short cytoplasmic tai l at 
the carboxi terminus. The exception is the integrin 
04 subunit, wh ich has a long intracel lu lar domain. 
The ex or 0 subunits have 40-48'/o homology among 
them and are conserved over a w!de variety of spe­
cies including mammals, birds, amphibians, in­
sects, and fungi .1 The association of sixteen cli ffer­
ent a. chains (Mr 1 20 to 180 küa) w ith eigth differ­
ent 0 chains (Mr 90 to 11 O kDa) het~rod imerize to 
form at least twenty receptors. These receptors 
mediate interactions cell-cell and cell-extracellu­
lar matrix.3·5,23·25 Thus integrin fami ly funct ion is to 
communicate the cell between the extracellular en­
v ironment and the intracel lu lar cytosk¿Jeton.26•28 

lntegrin farnily can be subdivided into c lasses 
based on the 0 subunits. There are three principal 
classes or subfamilies: 01 , 02, and 03. Less is known 
about P4 through 08. 

The p1 class is the most w idely distributed. lt is 
known as very late antigens (VLA). VLA molecu les 
appear on lymphocyte surface severa! days after 
mitogen-or antigen activation . Seven receptors have 
been identified: o:l Wl, 0:201 (col lagen receptor), 
cx301, 0:401 (VCAM-1 receptor), 0:501, cxV01 
(fibronectin receptor),and 0:601 (laminin receptor). 

0:2 01 (GPla-lfa, CD49b/CD29) is the receptor 
for col lagen and laminin on endothelial cells. lt is 
also the receptor for echovirus-1 (echovirus belongs 
to enterovirus from Picornarividae fam il y).23,26,27 
0:401 surface expression is upregulated on memory 
T lymphocytes.26·23 
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The p2 class is restricted to leukocytes. lt is 
known as CDl 1a-c/CDl8 antigens. This class con­
sists of three adhesion receptors: LFA-1, MAC-1, 
and pl 50,95. 

LFA-1 (alp2, CDl 1a/CDl8) is expressed on ali 
leukocyte membranes. LFA-1 has an important role 
in the leukocyte-leukocyte and leukocyte-endothe­
lial cell interactions. lt is involved in natural killer 
cell (NK), T helper cell (Th), and antibody-depend­
ent cytotoxic cell (ADCC) functions. The ligand for 
LFA-1 is the glycoprotein ICAM-1. ICAM-1 is a 
member of the irnmunoglobulin superfamily. lt is 
low expressed on almost all cell membranes, but 
on leukocytes, endothelial cells and epilhelial cel ls 
is upregulated by cytokines, endotoxins and 
phorbol esters. ICAM-1 is the rhinovirus receptor 
(rhinovirus belongs lo Picornaviridae family). 2>.30.J i 

Co-capping studies have demostrated the LFA-
1-FcyRlllB association. FcyRlllB (CDl 6b), expressed 
only on neutrophils, is a glycosylphosphatidy l 
(GPl)-linked membrane protein and therefore lacks 
the transmembrane and cytoplasmic sequences that 
are needed to mediate conventional signaling, even 

. lhough it is competent to elicit transmembrane sig­
na Is and effector functions.32

•
34

• 

MAC-1 (aMp2, CDl 1b/CDl8, Mo-1, CR3) is 
found on neutrophi ls, monocytes and sorne 
lymphocytes. Mac-1 is a promiscuous receptor, its 
l igancl repertoire inc ludes iC3bi (a breakdown 
product of the third comp lement component), co­
agu lation factor X, fibrinogen, endotoxin, and also 
ICAM-1 .32•34 

The ~3 class consists of two receptors: The 
glycoprotein complex llb/llla ( o:llb/P3), and aVp3. 

GPllb/ lll a (allb/llla) is main ly found on plate­
lets, megakaryocytes, and endothelial cell s. lt is 
the receptor íor severa! soluble adhesive proteins: 
f ibrinogen, fibronectin, von Will ebrand factor, 
thrombospondin, and vitronectin. In contrast to 
other integrins, GPllb/ llla is nonfunctional on rest­
ing platelets. Activated platelets by thrombin or 
ADP can b ind its ligands.2·4,26.28 

The sequence Arg-G ly-Asp (RGD) is a common 
sequence in the GPlla/lllb ligands. This sequence 
is recognized by GPllb/ll la. The fibrinogen y cha in 
has another sequence (HHLGGJ\KQAGDV) that 
also is recognized by this receptor. 

4 ·Sc"''t--i 

o:VP3 is found on endothelial cells from large 
vessels. lt is the vitronectin, f ib rinogen, 
thrombospond in, and von Willebrand factor 
receptor. 2·4.26-2a 

lt is known that the integrin p chain cytoplas­
mic domain is neccesary and sufficient to target 
integrins to foca l adhesions w ith cytoskeleta l pro­
teins, afler ligand bind ing. Ta l in and a-actinin bind 
to P chain cytoplasmic domain. Also tensin and 
vinculin have been found in this interactions. Ac­
tin filaments may link lo integrins through tal in, a­
actinin, tensin, and vincu lin interactions. The ac­
t i n f i laments po l imerization produces shape 
changes and cell movement. 23 

Tyrosine phosphorilation is one of the earl iest 
events detected in response to integrin stimulation . 
Severa! tyrosine kinases as FAK, src, fyn iyn are 
involved. Serine-threonine kinases fami l ies as PKC, 
and MAP are also activated upon integrin stimula­
tion. 

Also it is well clocumentecl the pH increase, 
Ca2+ inílux, phosphaticlyl turn over, and phosphol i­
pase activation, when the occupation of integrin 
receptors occur. 1-s.26-2s.Js 

Actually severa ! signaling pathways can be ac­
tivated when integrins are engaged. This signa ling 
pathways are the tyrosine kinase (a lso known as 
the Ras pathway), the G-protein, and others like 
the JAK-STAT and the sphingolipid pathways. 1·5-26· 

28 

As we can see integrin engagement is an im­
portant event for cell activation. lf there is an 
integrin inhib itor, cells wil l not be able to function 
correctly. 

The human 
immunodeficiency virus 
The HIV belongs to lentivi ruses group oí the 

retroviruses fam ily (Retroviridae). lt has a two strand 
RNA genome, and a reverse transcriptase enzime 
that makes a DNA copy from RNA. The vi rion is 
about 100 to 150 nm in diameter. lt is rough ly c ir­
cular in shape.7

•
8 

This is an envelopecl vi rus. The envelope is cle­
rivecl f rom the host cel 1 rnernbrane, ancl it is com­
posed oí lipid or fatty materia l. On the insicle of 

. .,_.., ·-r-'xn 1 
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the envclope there is a protein called the matrix 
protein or p 17. On the outside of thc cnvelope there 
are two vira l glycoproteins. These two envelope 
glycoprotcins are the gpl 20 (Mr 120 kDA) and the 
gp41 (Mr 41 kDa). Gpl 20 ancl gp41 are derived 
from gp 160 spl ici ng. Gp4 l is allached to envelope 
through its transmembrane doma in, and gp 120 
binds non-covalently to gp41. 

The capsicl is the virus inner core, which sur­
rounds the nucleic acid. lt is caracleristically cone­
shaped. The main core protein is p24 (Mr 24 
kOa).15,36,37 

The genome of HIV is less than 1 O ki lobases in 
length. lt is composecl of three genes: lhe gag gene 
(codes for the matrix and core proleins), lhe env 
gene (codes for the envelope proteins), and the poi 
gene (codes íor polymerase or reverse transcript<1se, 
ribonuclease, integrase and prolease). ; 

Also, in common wilh the othcr retrov irus~s. 
HIV posscses at either end of his genome a seg­
ment of nucleic acid ca lled the long termina l re­
peat (LTR) . LTR regulates and controls whether the 
three slructural gene$ are turned on, or nre turned 
off. 

There are other genes callecl regulatory genes. 
These can be divided into three groups: positive 
regulatory genes, negative regulalory genes and 
regulalory genes. The positive regulatory genes are 
tat, rcv, v if, and vpu genes. The tat gene 
(lransactivator 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
ponenls. The vpu gene (viral prolein u) promotes 
the release of infectious virus from cell s. 

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

The regulatory genes, vpr (viral protein r) and 
vpt (viral protein t).7

•5•
15

·36 

Replication of HIV 
Thc íi rst step for vi rus repl ication is the gp 1 20 

attachment to CD4 protein of the host cell as the 
mean recep tor. The fusin and CC chemokines 
receptors such as CC CKR3 ancl ce CKRS are used 
as coreceptors.38·H 

lf the hosl cell is activated, the second step will 
occur.4 1

•
44 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.36•

45 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. Ali 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. 1º· 15

•36 

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 gpl 20 
on their membranes. GPl 20 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 iníect the other cells. These cell membranes 
íusion is repeated once and twice and so on until a 
giant multinucleated cell is formed. This giant cell 
is called syncytium, which genera!ly 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, 
moreov~r the syncytia are rapidly de:troyed.9 

lt has been men tioned that HIV-1 proteins 
gpl 20, and gp41 play importan! role in the cell 
viral iníection; 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 (04, fusin, and ce chemokine 
proteins, but host cell needs other protein that can 
regulate the cell membrane fusion. Th is regulatory 
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protein is the integrin LFA-1 . lf this intcgrin is in­
hibited by monoclonal antibodies lo thcl32 subunit, 
the syncytia formation is completly blockccl, but 
antibod ies to the al subunit the syncyt ia íprrna­
tion is not completly blocked. Th is sugges1· th<1t thc 
fusogen ic procces depends on the b ch<1i11 func­
tionality.48·56 Other studies ~ave demonstrn ted the 
mean role of ~ chain into cell membrane fusion, in 
such studies' lymphocytes from LAD patient wcre 
used, as it was mentionecl before these leukocytcs 
lack the ~2 integrins on thei r cell membrane. How­
ever LAD lymphocytes were HIV infected in vitro, 
they were unable to form syncytia.49 

lntegrins and human immunode­
ficiency virus type 1 

The latency periocl 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 H IV-infection, that sometimes follows primary 
exposure to virus, there are high peak levels of cell­
associated and ce ll -free virus in the peripheral 
blood. Thereafter in the asymptomatic phase of 
disease, the viral load in periphera l b loocl is low; 
however, there are high levels of virus replication 
in lymphoicl organs.5º·51 Actually the lymphoicl or­
gans are sites where the most v irus repl ication oc­
cu rs, and they are HIV reservoirs. 

Sorne CD4-infected cells remains in the periph­
eral blood. This has been clemonstrated by the pres­
ence of viral RNA into cells. lf these cell s, which 
are in Go phase of the cell cycle, are activated, 
then HIV-1 replication occurs. 10 ·13·43

•
44 As we men­

tioned before integrins molecules play mean role 
in the leukocyte activation, motion, ancl homing 
to lymphoid organs. We divide this review in to the 
next items: a) HIV-1 infected cells and cell mem­
brane fusion; b) The integrin ligand H IV-1 tat pro­
tein c) Apoptosis and integrin proteins in HIV-1 in­
fected cell s; el) lntegrin autoantibodies in HIV-1 
infected patients. 

a) HIV-infected cells and cell membrane fusion 
There are three mean ways that HIV-1 uses to 

infecta host: sexual (homosexual and heterosexual) 
parenteral (as transfusion of HIV-1 cont'1minated 
blood clerivatives, the use of H IV-1 contaminated 
syringes by drugs users), ancl materno-feta l. 

In the sexua l way, Langherhans cells (LCs), den­
dritic cells (OCs), and macrophages are the fist cells 
that can be infected. Of course these cell s 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 
élnd macrophages. lnfected Langherhans cells mi­
grtltc to the dermis, submucosa, and lymph nodes. 
These tissues are rich in dendritic cell s and CD4 T 
cells. CD4 T cells are infected into this tissues. 

Langhcrhans cells and dendritic cells are better 
antigen presenting cells than macrophages and B 
lymphocytes, they fuse their membrane to T cells. 
lt is in these LC-T cell, and DC-T cell syncytia, rather 
than free cells that viral p24 protein and virions are 
produced.9,52·55 

Stud ies in vitro have demonstrated that T 
lymphocytes-monocytes syncytia ca:1 be formed 
by large amounts of cells, and also one syncytium 
fu:;e with other syncytium. However the great com­
plex ity the syncytia are highly organized and mo­
ti le. 54,55 

lf the parenteral or materno-feta l ways are the 
routes for vi rus infection, CD4 T lymphocytes and 
monocytes are the first cells infected. These cell s 
move to lymphoid orga11s, and then the membranes 
are fused, the virus replication occurs and so on, 
the LCs and DCs are infectecl. The entire procces 
involve gpl 20,and gp41 from HIVand CD4, fusin, 
ce chemokines receptors, and of course integrin 
proteins from the host cell .38-"2A1>-49 

As it was mentioned before the participation of 
LFA-1 (cxLP2, CD11a/CDl 8) in syncytia formation 
has been demonstrated by using monoclonal anti­
bocl ies to CD18. These antibodies b lock intercel­
lu lar adhesion of leukocytes, includ ing that of T 
lymphocytes, and monocytes. Th~y also b lock ad­
hesion-dependent functions such as lymphocyte­
mediated citotoxicity and induction of T cell pro­
liferat ion.48.56 T lymphocytes obtained from a LAD 
patient were unable to fuse and form syncytia when 
these T cell s were infected with HIV-1 or H IV-2, 
despite the fact that T ce l Is were efficiently in­
fected.49 

There is evidence that p1 integrins also partici­
pate in cell membrane fusion, specifically the VLA-
3 integrin. Antibodies to (',(3 or antibodies to Pl 
inhibit fusion.57 

•ME&#. S4#!?ºWC4V Bi*AiN' P44'4 a, íff$44Afi"i3iª'lirµ51 
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Before cell mernbrane fusion occurs, cell s in­
volved rnust be in contact. As it was mentioned 
before integrin fami ly mediate cell-cell, and cell­
matrix extracellular interactions. 

The adhesion of HIV-1 infected cells and the 
integrin molecu les expression have been deter­
mined. HIV-1 infected T lymphocytes are more 
aclherent to fibronectin (extracellular matrix pro­
tein) than non infected lymphocytes. The adher­
ence was inhi~ ited by antibodies to cxS or p1 
subunits of the' classical fibronectin receptor. In 
addition the adherence also was inhibited by one 
peptide with the amino acid sequence Arg-G ly-Asp 
(RGD). This suggest that thc more adherent 
phenotipe is dueto integrin protein. The increased 
adhesion correlatecl with 2.5 fold in integrin syn­
thesis, which finally encls on the integrin membrane 
over expression.58 Besides increased expression of 
o:S p 1 on iymphocytes, the expression of LFA-1 
was also upregulated.59 

HIV-1 infectecl monocytes display a threefolcl 
more adherent phenotype, than uninfected con­
trol cells, to laminin and human capi llary endothe­
lial cells monolayer. The attachement to laminin 
enhanced the virus replication.60 The adherence 
was inhibited by monoclonal antibod ies to LFA-1 
o r ICAM-1 .61 By the way ICAM- 1 is also 
upregulated on macrophages62, then upregulation 
of the two receptors LFA-1 and ICAM-1 pa ir 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 b ind integrin 
receptors. When recombinant tal protein is bound 
to monocytes, tat protein upregulates the expres­
sion of p2 integrins; this upregulation in integrin 
expression become monocytes more aclherents to 
endothelial cell s, and also induce monocytes to 
form aggregates themselves.63 A'Cldecl to monocytes, 
HIV-tat protein is uptaked by fetal astrocytes, fetal 
neurons, glial macrophages, and neuroblastoma 
cells.64,6s 

cxsp1, avps, and aVP3 are the receptors for 
HIV-tat protein. Similar to fibr inogen, one of the 
natural ligands for a llb P3 and cxV P3 integrins, tat 
protein has two binding domains; one is the amino 
a cid sequen ce Arg-G ly-Asp (RGD), and the other the 
basic domain ( amino ac id sequence 
RKKRRQRRR).66-69 

Kaposi sarcoma is an endothelial cell neopla­
sia that is frecuently found in aclul ts AIDS patients. 
lt has been postulatecl that tat protein is the respon­
sib le factor in the pathogenesis of Kaposi sarcoma. 
In the presence of inflamrnatory cytokinas 
(interleukina 1, interleukina 6, tumor necrosis fac­
tor and oncostatin M ), tat protein promotes the 
adhesion, migration, and morphogenesis of vas­
cular enclothelial cells, ancl AIDS Kaposi sarcoma 
cel Is. 69'

7º 

e) Apoptosis and integrin proteins in HIV-infected cells 
Apoptosis is the name of the mechanism of 

programed cell death. lt has been proposed that 
CD4 T cell depletion, in HIV-1 infection, is dueto 
unchecked apoptotic cell death . The CD4 T cells 
that are depleted can be HIV-1 infected cells and 
also uninfected CD4 T cell s. This suggest, that the 
aberrant cell death is caused by soluble factors 
rather than a direct cytotoxic action of vi rál parti­
cles. Priming for apoptosis required two concomi­
tant signals present on the same antigen present­
ing cell, an antigen ic stimulus anda second signa! 
provided by the HIV-1 gpl 20.7 1•75 

lt has been demonstrated that p1 integrin, wnich 
-is a costimulatory signa! in the T cell antigenic res­
ponse, rescue various cell types from undergoing 
apoptosis.;s 

In HIV-1 infected T cel ls, the integrin-mediated 
costimu latory signal ofTCR for inducing T cell pro­
liferation and protection from aberrant cell death 
is absent. The impair function in integrin response 
correl ates with a fai lure of the integrin generatecl 
signa! to induce FAK expression, and protein ki­
nase C activation.74 Protein kinase C activity is also 
inhibited by HIV-1 gp41 protein.76

,
77 However the 

gp41 inhibitor mechanism is unknown, it seems 
that gp41 interacts directly with cytoplasmic p1 
integrin domain, ancl this interaction inhibits the 
cytoplasmic integrin function.76

•
77 Actually the p1 

generated signa l of cell activation is the real mecha­
nism tbat rescue lymphocytes from~the apoptotic 
process. 

d) lntegrin autoantibodies in HIV-1 infected 
patients 
Autoantibodies and cell autoreactivity are com­

mon characteristics of nearly ali vi rus 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.78·80 

On the contrary, in HIV-1 infection, 
autoantibod ies 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-
1 itis, Sogren's syndrome), hematological 
(autoimmune thrombocytopen ic purpura, neutro­
penia, aplastic anemia), and neurological changes 
(acute and chronic inflammatory demyelinating 
polyneuropathy, sensory gangl ioneuritis, etc) .78·61 

Two theories try to explain the presence of 
autoantibodies, one is the virus polyclonal B cell 
activation, and the other the mimicry molecular 
between HIV-1 proteins and host proteins. 

There are many reports about the mimetic do­
mains proteins such as HIV-1 gpl 20 and major 
histocompatiblility complex class 11 (MHC-11), ma­
jor histocompatibility complex class 1 (MHC-1), 
complement Cl q protein, interleukin 2 (IL-2) etc. 
The HIV-1 gp4 l also has mimicry molecular with 
MHC-11, MHC-1 molecu les and neuroleukin.78·81 

Among the wide range of c linical disorders in 
HIV-1 infection, th rombocytopenia is one of the 
more frecuents, already 30 percent of the HIV-1 
infected subjl,'!cts have thrombocytopenia. 

lt has been known that most oí HIV-1 infected 
patients with thrombocytopenia have antiplatelet 
antibodies.82-85 GPllb/ llla is the main target antigen, 
and sorne antibodies are directed to P3 intracytoplas­
mic domain.84-86 

lt was found that sera from most of HIV-1 in­
fected patients have antibodies to a synthetic pep-

tide from intracytoplasmic P3 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 antibod ies are directed to HIV-1 gp4 l 
and cross react w ith the P3 cytoplasmic domain; 
the epi tope from these two proteins have structural 
homology.86·87 

These studies suggest that HIV-1 gp4 l antibod­
ies may be cross react with the intracytoplamic do­
mains from other 1ntegrins due to the integrin in­
tracytoplasmic domains are highly conserved. lf this 
hypothesis is true HIV-1 gp41 protein could be an 
integrin inhibitor of immune cell responses. 

Conclusions 
Even though the knowledge of adhesive integrin 

function is extensive, the ro le of these in tegrin 
molecules in H IV pathogenesis is sti ll under study. 

As we can see HIV integrins cooperate in HIV 
spreading into ali host tissues, upregulating the 
integrin express ion and facili tating the syncytya 
íormation. 

Paradogically HIV-1 gp4 l protein has an inhibi­
tor role in the integrin signa! transduction, which 
become immune cells low responsive, besides the 
direct cytotox ic effects that destroys the host cells, 
evenmore the indirect effects on increased 
apoptotic cell death. 

Further investigation is needed to understand 
the mechanism involved in the interactions be­
tween HIV and integrin molecules. 

Most of the terapeuthic approach is based in 
inhibition of vi ral replication. lf we could find a 
way to block the viral spreading, we will have bet­
ter weapons to combat the virus. 

References ----------------------------------------
1. Clark Er\, Brugge JS. lntegrins ond signal lransduction palhways: 1hc road 

taken. Science 1995; 268: 233.239, 
2. Rosales C. O'Brien V, Kornberg L. Juliano R. Signal transduction by c•ll 

adhesion rccep1ors. Biochem BiophysACIJ 1995; 1242: 77·89. 
3. Rosales C, Juliano RL. Signal transduc1ion by cell adhesion receptO!S in 

leukocy1es. J Leuk Biol 1995; 57: 189-198. 
4. Frenene PS, Wagner DO. Adhesion molcculcs-parl l. N Eng J ,'vfed 1996; 

334(23): 1526· 1529. 
5. Freneue PS, Wagncr DO. Adhcsion molccules-parl 11: Blood vcsscls and 

blood cclls. N Ene/ Med. 1996; 335(1): 43·4S. 
6. Gallo RC, Mon1a¡;nicr L. AIOS in 1988. Scient 1\m 1988. 259(4): 25·32. 
7. Hasehinc WA. Molecular biolog~· oi 1he AIDS virus· ten ye-3rs oí di ... covc-ry­

Hope for 1he fu1u1e. In: Scicncc CIMllen¡¡ing AIDS. 1992 Base!, Karger r>P 
7 1· 106. 

8. 8>ex M. Kanki i>J. The orogins oí the Al OS virus. Sci1m1itlc Am 1988; 2 59(4)'. 
44·51. 

9. C.:imeron P, Pope M, Cranelli-Piperno A. Ste1nman RM. Dcndrit1c cells and 
1he replication ol HIV·l . /Leuk 8iol 1996 59: 158·171. 

10. Embretson ), Zupancic M, Ribas JL. 8urkc A. Racz P. Tenncr·Racz K, Haasc 
AT. Massive coverl iníection oí helper T lymphocytes and macrophages by 
HIV during 1hc incubation period cí AIOS. Naru1e 1993; 362: 359·362. 

11. F an S-T, Hsia K. Edgington TS. Upregulalion ol human immonodeíiciency 
virus· l in chronícally infected monoc-ytic cell line by both contact with 
endolh~lial cells and cy1okines. Blood 1994; 84(5): 1567-1572. 

12. Koenig S. Gcndelman HE. Orens1ein JM, Dal Canto MC. Pezeshkpour CH. 
Yungbluth '"'· Janotta F, Aks3m11 A, Martin M r\ , FJuci AS. De1cc1ion oí AIDS 
vuus in macrophages in brain rissue ftom AIDS patients with enceph.:ilopa· 
1hy. Science 1986; 233: 1089·1093. 

13. McCune )M. Viral IM•ncy in HIV d1sease. Ce/1 1995; 62: 183· 188. 
14. Vazeux R. Brousse N. Jarry A, Hcnin O, Marche C , \'erlrcnne C. Mikol J. 

\Volff M , M ichon C, Rozenbaum \V, 8ufeau J·F, Montagnier L, 81ahic M . 
AIOS stib:tcute eoccphali1is. lden1iíica1ion of 1 flV.iníe<1W cells. Am J Patito/ 
1987; 12ó(J): 403·410. 

Revista de Hematología Vol. 2, No. 2 • A11o 2001; 



15. \Vcber JN.. \Veiss ~A HIV n,fection: 1he ce:llul\'lr 1>1<.ture. Scumtili'c Am 
1986; 259(4): 81-87. 

16. \\'ilcy CA, Schrier RD. Nelson JA. Lampen PW, Oldsronc 6,\. Cellular 
localization o( human 1mmunode(iciencv \1ftJS infoctron ,,,,¡hin the bra1ns o( 

acquircd 1mmune t.lcílcicncy syncJrome paticrns. Proc Narl Ac;,d Sc1 USA 
1986; 83: 7089-7093. 

17 Hascltone \VA, \Vong-Staal F. The molecul;r biology oí the AIDS virus. 
S<:ientiíic Am 1988; 259(4¡: 34·42. 

18. larralde C, Huena l. Nctwork bctwecn main protclgonists and events 
le"dmg to MOS. Arc/1 Med Res 1996; 2712>: 107 -11 3. 

19. Redfield RR, 6urke OS. HIV infection: the cllnical picture. Scientiíic l\m 
1988; 25914): 70-78. 

20. Robin H.5. lmmunologic aspects of AIDS . In AIOS Arlington V.A.1986: Pf> 
23-37. 

2 L Andcrson OC, Springer TA. Leukocyte adhcsion deficiency: an iohcrited 
defect in thcMac·l, LFA-1, and P150,95 glycoproteins.Ann Rev Med. 
1987; 38: 175 -1 94. 

:a. Hibbs ML, Wardla,".AJ, Stacker SA, Ande~on DC, Lee A, Roberts T.\1, 

Springer TA. Transie:pion oí cells lrom patients with leukocyte adhesion 
dclicicncy with an integrin beta subunit (C018) restores lymphocyte 
func1ion associated antigen-1 exptcssion and í1,mction.) Clin lnvest 1990; 
85: 674-681. 

23 . Hauzenberger O, Klominek J, Holgcrs<on J. Bergstrom S·E, Sundqvist K-G. 
Triggering of motile behavior in T lymphocytes vía cross-linking oí a 4 íl l 
anda L fl 2. j lmmunol 1997; 158: 76-84. 

2-1. Keizer CD, Visser W, Vliem M, Figdor CC. A monoclonal antibo<ly (NKl·l 
1 Sl directed against a unique epitope on the a-chain ol hurnan leukoc11e 
fc..:nction-associated <tntigen 1 induces homotypic cell-<'ell inter.Jctions. J 
/mmuno/ 1988; 140: 1393·1400. 

23 Kolanus W, Nagel W, Scholler 8, Zeitlmann L, Godar S, Stockinger H, Seed 
J. alb2 mtegrin /l.FA-1 binding to ICAM· I induccd by cytohesin-1 , a 
<11oplasmic regulatocf molecule. Ce// 1996 86: 233-242. 

7.6. Ne\\100 R.\ , Thiel M. Hogg N. Sigoaling mechanisms and the activation ol 
leukocyte integrins. J Leuk Biol 1997; 61: 422-426. 

27. Pakiana1han DR. E>tracellular ma1rix protcins and leukocyte function. J 
Leuk Biol 1º95; 57: 699-702. 

2o. Petty HR, Todd 111 RF. lntegrios as promiscuous sognal transductioo devic<>s. 
TREND5 lmmunol Today 1996: 17(5): 209·211. 

~9. :,'.hang 1\C, Solomon DR. Wadsworth S. Mong M·J, Mojick CF. Otto S. 
Shavach EM, Coligen JE. a3b 1 and a6b1 integrins rnediate laminir\lmerosoin 
Lindir.& and iunction as costimulatory molecules for homan th}'mocyte 
prolrler.ilion. / lmmuno/ 199S; 154: 500·510. 

)(). Van der l'oeren M, Trong HL, Wood CL, Moore TSJ, Staunton DE. Gallatin 
WM. r\ ºº"el leukointegrin, ad p2, binds p1eferen1ially 10 ICAM·J . lmmunity 
1995; 1: ó8;·690. 

31. \.V<'i J, Shaw LM, Mercurio AM. lntegrin signaling in leukoq1e-s: lessons 
lrom the u6 p1 integrin. J Leuk Biof 1997; 61 : 39i-407. 

3~. W;,hl $M, Feldman CM, McCarthy JB. Regulation oi leukoc)'tc adhesion 
and signa!ing in inílammation and disease. J Leuk 8iol 1996: 59: 789-796. 

33. Wang SCT. Kanner SB. Ledbeuer JA, Cupta $, Kumar C. Nei ,\E. Evidence 
for LFA-1/ICAM-I dcpendent stimulJtion of protein tyrosine phosphorylat1011 
in huma" 8 lymphoid cell lin<>s during homolypic adhesion. / Leuk Biol 
1995; 57: 343-351. 

34. Weber KSG, York MR, Springer TA, Klicksteín LB. Ch.uacteri1ation of 
lymt>hocyte function-associated antigcn 1 (LFA-1 )·dclicient T ce!I lines. / 
lmmunol 1997; IS8: 273-279 

35 Tahili;;ni PO, Singh L. Auer KL, LaFlamme SE. The role ol conserved amino 
.:icid motifs within thc integrin 1}3 cytopl~\Smic domain in tJiggering focal 
11dhesion kinase phosphorylation . ¡ Biol Clrem 1997; 2720 2): 7892-7898. 

35. Schoub 80. The AIDS virus. In AIDS & Hl\I in Pe1Spectwe. 1994 Cambridge 
pp 4)-69. 

J7 . Chan OC, Fass O, Berger JM, Kim PS. Core siructure ol gp41 from the HIV 
envelope glycoprotein. Ce// 1997: 89: 263-267. 

18. Bates P. Chemokine receptors and MIV-1 : an attracti,•e pairl Ce// 1996; 86: 
1·3. 

39. Alkhatib C, Combadiere C, 6roder CC, Feng Y, Kenncdy PE, Murphy PM, 
Berger EA. CC CKRS: a RANTES. MIP· 1 a, MIP· 1 fl receptor as a lusion 
cofaccor íor macrophage·tropk HIV- 1. Science 1996; 272: 1955-1958. 

40. Choe H, Far:an M, Sun Y, Sullivan N, Rollins'll, Ponath PO, Wu L. Mackay 
CR. la Rosa G, Newn1an W, Cerard N, Gerard C. Sodroski l. The fl· 
chemokine re<:eptors CCR3 and CCRS facil11a1e infection by primary HIV· 1 
ísolates. Cel/ 1996; 8S: 1135· 1,148. 

41. Liu R, Paxton WA, Choe S. Ceradini D, Mart\n SR, Moruk R, MacOonald 
ME, Stuhlmann H, Koup RA, Landau NR. Homoz)'gous delect in HIV-1 
corcccptor accounts íor rcsistance of some muhiply~e.xposed indívidu..,ls to 
HIV-1 infection. Ce// 19%; 86: 367-377. 

42. Weiss RA. HIV rcceplors and the pathogenesis oí AIOS. Science 1996; 272: 
1885- t 886. 

43. Cowda SO, Stein SS, Mohagheghpour N, Benike CJ, Englcman EG. 
Evidence that T cell activation is requircd for HJV- l entry in CD4+ 
lymphoc11cs. J /mmunol 1989; 142: 773-780. 

44. Roeclerer M, Raju PA., Mitta OK, Menenberg LA, Herzenberg l1\, HIV does 
not rcplicate in naive C04 T cells stimulated wi1h C03/CD28. J Clin /nvest 
1997;99(7): 1555-1 564. 

45. F arnet CM, Bushman FD. HIV-1 cONA integration: requirement o( HMC 
l(Y) protein for lunction o( preintegration complexes in vitro. Ce// 1997: 88: 
483-492. 

46. Pantalco e, Gr.uiosi c. Ocmarest IF. But1ni l. Mon1roni f\1. Fox CH, 
Orcnstcin JM. Ko1'cr DP, F:tuc1 AS. HIV inÍC(l1on 1' ac1i\'e and progrcssive in 
lyrnphoid tissue during the clinic.1lly latc1't st~1ge o( d15.c.lsc. N,11we 1993; 
362: 35S-358 

47, McElrath MJ, PruettJE, Cohn ZA. Mononuclear phagocytes oí bloocl and 
bone marrow: Compara1ive roles as viral reservoi•s in hum.ln immunodeíi ­
cieocy vi1us t1·pe 1 infections. Proc Natl l\cad S<:i USA 1989; 86: 675-679. 

48. Hildreth IEK. Orent.Js RJ. lnvolvement oí a lcukocyte adhesion receptor 
!LFA-1 >in >UV-induced syncytium formatíon. Science 1989; 244: 1075· 
1078. 

49. Pantalc'<> C. Butm1 l, Graziosi C, Pol i C. Schnittman SM, Creenhouse JJ, 
Gallin 11. Fauc1 AS. liuman immunodelociency virus (lilV) infection in C04+ 
T lymphocytes genetically defocient in LFA-1 : LF11· 1 is required lor HIV· 
mediated cell lusion but not for viral transmi•sion. J Exp Med 1991; 173: 
511-514. 

SO. Wei X. Ghosh SK, Ta1•lor ME, Johnson VI\, Emini EA, Oeutsch P, Lilson JD, 
Bonhoefler S, Nowak MA, Hahn BH, Saag MS, Shaw CM. Viral dynamics in 
human 1mmunodeficiency virus type 1 iníection. 1\ 'ature 1995; 37) : 117· 
122. 

SI. Ho 00, Neumann AU. Perelson AS, Chen W. Leonard JM, Markowitz M. 
Rapid turnover oí plasma vírions and C04 lymphoc11es in HIV-1 infeciion. 
Nature 1995: 373: 123-1 26. 

52. Z:imbruno C. Cianneti A, 6ertazzoni U, Cirolomoni C. langerhans cells 
and HlV infection. /mmurro/ Today 1995; 16011: 520-523. 

.S3. Pope M , Betjes MCH, Romani N, Hirmand H, Cameron PU, Hofíman L, 
Cezelter S, Schuler G, Steinman RM. Conjugates oi dendritic cells and 
memory T lymphocytes frorn skin faci litate product1ve infectoon with MIV-1. 
Ce// 1994; 78: 389-398. 

S4. Sylwester A. Shutt D. Wessels O, Stapleton JT. Stites J. Kennedy RC. Soll DR. 
T cells and HIV-induced T cell syncytia e>hibit the same motility cycle. / 
Leuk Bio/ 1995: 57: 643-650. ' 

55. Sylwester A.. Murphy $, Shutt O, Sol! DR. HIV·induced T cell syncytia are 
sell-perpetualing and the primary cause oí T cell Oca1h in Culture. / 
lmmunol 1997; 158: 3996-1007. 

56. Valentin A, Lundin K, Patarroyo M, Asjo. The leukoc1•te adhesion 
glycoprotein CD 18 participate-; in HIV- 1 -induced syncytia formation in 
monoc)~oid and T cells. J lmmvnol 1990; 144· 934 -93 7. 

57. Ohta H, Tsurodomc 1\1\, M3tsumura H. Kog.i Y, Morikawa $, Ka\\<lno M .. 
Kusugawa S, Kcrnad. 11, Nishio M, lto Y. Molecular and bíological 
characterizatíon of fusion regulatory proteins (FRPsl: anti-FRP m,\bs induced 
HIV·mediatecl cell fusion vi,1 an integrin S%lem. T/1e EMBO / 1994; 13191: 
2044·20SS. 

58. Weeks BS, Klotman ME, Dhawan S, Kibbey M, Rappaport J. Kleinr11an HK, 
Yamada KM, Klotman PE. H>V· 1 infection o( human T l1•m1>hocytes results in 
enhanced <x5P1 integrin expression. / Cd/ 8iol 1991 ; 114(4): 847·653. 

59. Ng TIC, Guntermann C, Nye KE, Parkin IM, Anderson J. Norman JE, 
Morrow \iVJ\<V. ¡\dhcsion co-receptor cxprcssion an.d inttacellular signaling 
in HIV discase: implica1ions for immunolher.lpy. AIDS 1995; 9: 337-343. 

6-0. Ohawan S. Vargo M, Meltzer MS. lnteractíons between HIV-iolected 
monocytes (lnd the extracellufar ma1rix: mcreased capacity oí HIV-iniecrnd 
monocytes to ~dhere to and spread on extracellular matrix associated wíth 
chánges in exlent oí virus replication and cytop,uhic effects in i1\fécte-d cells. 
J Leuk Biol 1992; 52: 62-69. 

61. Ohawan S. \ Veeks SS, Sodcrland C, Schnaper 1 IW, Toro LA, ASthana SP, 
Hewlett IK, Stetler-Stevenson WG, Yantada SS, Yamada KM, Meltzcr MS. 
HIV-infection. al1ers monocyte interaction~ with human microva.scular 
endothelial cells. J lmmunol 1995; l 54: 422-432. 

62. Shrikant P, Senos 01, Tans LP, Senveniste EN. HIV gl)'t:oprotcin 120 
enhances intercellular adhesion molecule-1 gene e<pression in glial cells. / 
/mmuno/ 1996; 156: 1307·1314. 

63. Lafrenie RM, Wahl LM, Epstein JS. Hcwlen IK, Yamada KM, Dh.1wan S. HIV· 
tat modulates the functiotl of monocytes Jnd alters their interactions with 
microvessels endothelial cells. A mechanism o( HIV pathogencsis. J 
/mmuno/ 1996; 156: 1638-1645. 

64. Ma M, Nath A . Molecular determinants for cellular uptake ofTat protein of 
human immuoodeticiency virus type 1 in brain cells. J Viro/ 1997; 71: 2495· 
2499. 

65. Cornaglia-Ferraris P. De Maria A, Ciríllo C, Cara A, Alessandri G. Adhesion 
of human neuroblasts to HIV-1 tat. Pediatr Res 1995; 38: 792-796. 

66. Sarillari C, Cendelrnan R, Gallo RC. Ensoli B. The tat protein oí human 
immunodeliciency virus type 1, a growth factor lor AIOS Kaposi sarcoma 
and c{lokine-activa1ed vasculM cells, ií"duces adhesion of the s.ame cell 
types by using integrin receptor recognizing thc RCD amino acid sec;uence. 
Proc Natl Ac,1d Sci USA 1993; 90: 794 1-7945. 

66. Denis M. Tat protein from HIV-1 binds to Mycob•cterium avium via a 
bacteria! integrin. Eltects on extracellualr and intracellular growth. J 
/mmuno/ 1994; IS3: 2072-2081. 

67. Anderson EC, Christensen JP, Marker O, Thomsen AR. Changes in cell 
adhesion molecule expression on T cells associ.lted with systemíc virus 
infection. //mmunol 1994; 152: 1237· l 245. 

68. Albini A, Ba.rillari G, Benelli R, Gallo RC, Ensoli 8. Angiogenic propertics o( 
human immunodefociency virus type l tal protein. Proc NMI Acad Sci USA 
1995; 92: 4838·4842 . 

69. Vogel BE. Lee S·J, Híldebrand A, Craig W, Pierchbacher MO. Wong·5taal F, 
Ruoslahti E. A novel íntegrin specificity exemplified binding of the a5~5 
integrin to the basic domain o( the HIV tat protein and vilronectin J Ce/l Biol 
1993: 12 1(2): 461-468. 

Revista de Hematología Vol. 2, No. 2 • Año 2001: 

h .J ti ie-.::l 
~ ....... 

'""''~ 
~~ 
¡;:-.;;? 

e-~ 
p:.Tl. 

t!.'Y:t ro 
~":>:ti O'Q •t::J!.; 

"""' ~ w:J 
..,,,.)' ~o 

~. ~ 
~ fJ'J 
"'º "' .. 
.,..,. o ,....p. 

3 :r' 

3 m -· e ~ 

-.: = o o -o.. ro 
ro ........ 
~ => ~ e 

:>~ _...., ...... .,...,,º re C1Q 
:J ~ 
~ ~ -~ 

"< ~ 
~ ~ 
rz= G ro 
~ ~ t:: o (#) 

CtQ 
~ ::l "'< SOl!!I o y ~ 

('-\} 
=i• o 

~ ~ -.. ~ 
~ :1 -~ c.. re 
~ ~ f"""'!<l re -· o ll!m!!S -~ 

~ 
~ ,....... -· ~ 
~ 
F+ -· o 
~ 

m 



b 
o . """" 
~ 
(\J 
> 

9:ilE 

*"' u 
~ 
~ 

~ 

~ 
w 

=o 
e 
~ 
:;B• -~ ~· 

"',..l.~ 
.,;.......~ ; -.-
~ 
J:l:::!I 

~!) 
o 
~.J 
f'I' ;;;y 
~ 

~ 
V 
t: 
{~ 
el) 

"'"""' ~ 
e _.,. 

"!Ir~ 

~ ........,, 
o 
::\c.. 

k. 
.. = 
~ 

-6 
~ 

9 Q 

ti) 

b 
.. n:o; 

h 
~[) 
w 
~ 

e 
~·s.: 

m 

b 
o ...... :;, 
~ 

u 
{i.J 
~ e= . ...,... 
~ 

Q.J 
~ 
>--
~ 

r.Jj 
~ _,¿ 
},,,,, 

Q=i! 

> 
>---. 
u 
= 
~ 

C1J 
<>= 

u 
.. = 
~ 
~ 

-o 
M y (-

~ 
~ 
FO 
6 
E 

e>:::= 

e 
~ 
~ 
~ 

~ 
~ 

~ 
c ÍIJR:< 

70. faris M, Ensoli B. Stahl N, Yancopoulos G, Nguyen A, Wang S, Nel AE. 
OífferentiaJ activ1J1ion o( the ex1racellular signal·regulated kinase, jun kinasc 
and janus kinase·slat pathwa1~ by oncoSlalin M and basic fibroblasl growlh 
factor in AIDS·derived Kaposi's sarcoma cells. AIOS 1996; 10 : 369-378. 

71. Zauli G, Catani l, Gibellini O, Re MC, Milani O, Borga!li P. Bassini A, la 
Placa M, Capitani S. The C04 receptor plays essential but distincl roles in 
HIV· 1 iníec1ion and induction of apoptosis in primary bone marrow GPllb/ 
llla+ megacaryocy1cs and 1he HEL cell line. Br J H.lCmatol 1995: 91: 290-
298. 

72. Zauli G. Catani L. Gibellini O, Re MC, Vianelli N, Colangeli V, Celeghini C, 
Cañitani S. la Placa M. lmpaired survival of bow m.1rrow GP llb/llla 
megakaryoq"ic cells asan additional pathogenic mechanism of HIV-1-
related 1hrombocytopenia. Br J Hemawl 1996; 92; 7 1-7 17. 

73. Shi 6, De Girolami U, He), Wang S. Lo renzo t\, Busciglio J. Gabuzda D, 
1\poptosis induced by HJV-1 infection oí 1he ccntr(ll "crvous systern. J Clill 
lnvcst 1996; 98(9): 1979-1990. 

74. Cottrez F, Manca F, Dalgleish AG, Arenzana-Seisdedos F, Capron A. Priming 
of human C04+ antigen-specific T cells lo undergo apoptosis by HIV· 
infected monocytes. J Clin lnvest 1997; 99(2): 257-266. 

75. Ng TIC. Kanner SB, Humphries MJ, Wickremasinghe RG, Nye KE, 
Anderson J. Khoo SH, Morrow JW. The integrin-triggered rescue of 
lymphocyte apoptosis is b locked in HIV-1-infec ted individuals. J /mmunol 
1997; 158: 298·1·2999. 

76. Ruegg CL, Strand M. lnhibition o f protein kinase C and anti·CD3·induceci 
Ca2+ influx in Jurkat T cells by a synthetic peptide with sequence identity to 
HIV-1 gp4i.J. lmmunol. 1990; J-1.1: 3928-3935. 

77. Ruegg CL. Strnnd M. A synthetic peptide w ith sequence iden1i1y to the 
trJn)membrane protein gp4 I o{ HIV· 1 inhibits distioct lyrnpho<:ytc activation 
p:tthways dependent on prolC'm kinase e and intracellular calc1um influx. 
Cell lmmunol 1991; 137: 1-13. 

78. Silv~stris F, \\'HHams, Jr RC. Oammacco f. Autoreactivity in Hf\f.infection : 
the role of moiecular mim1cry. ClinicJI Jmmunol lmmc.mopJthol 1995; 75{3): 
197-205. 

79. Oal¡¡leish AG. Autoimmuow nwdl.1ni,ms oi depletion of CD4 cells in HIV 
infection. Br} HaenMtol. 1Y95; 'H : SlS-534. 

80. O ld<tone M8A. Principies of vi1.1I p;i1ho~encsis. Ce// 1996; 87: 799·801. 
81. Oitzel HJ, Barbas SM, Barb.» 111 n. l!urton OR. The nature of the 

autoimmune antibody 1eper1oirc in huinan immvnodeíiciency virus type 1 
iníection. Proc Nat/ AcJd Sci USA l'l'J4; 1994; 91: 3710-371 4 . 

82 . Karpatkin S. Nardi MA, Hymes KG. Sc><1uestrJtion of anti-platelet GPllla 
antibody in rheurnatoid focto1 immunc complexe~ oí human immunodefi· 
ciency virus 1 thromboc)"opcnic p.11ients. lmmunology 1995; 92; 2263-
2267. 

83. Kaplan C, Morel-Kopp MC, Kieny MP, Kolbe H , Salmon O, Sicard O, 
Pialoux G, Meignier 8, Excler Jl, Plotkin S. A111ipla1elc1 antibodies during the 
course of HIV-preventive vaccine trial. A/OS 1996; 10(4): 447-449 . 

84. Beltaieb A, Oksenhendler E. Fromont P. Dued.11i N, Sierling P. 
lmmunochemical analysis of platelet autoantibodies in HIV-related 
thrombocytopenic purpura; a study o í 68 patients (sce comments). Br J 
Haematol 1989; 73; 241-7. 

85. Benaieb A, Fromont P, i.¡>uache F, Oksenhendlcr E, Vainchcnker \V, Ouedari 
N, Sierlig P. Presence o( cross-reactive antibody beh\een human 
immunodeficiency virus (l·UV) and platelet glycoproteíns in 1-ilV-related 
immune thrombocytopenic purpura. 8/ood 1992: 80\1); 162-169 . 

86. Domínguez V, Gevorkian G. Govezensky T. Macotela Y. Viveros M, Cocho 
G, Masso F, Paci,eco M, Rodríguez H, Estrada JL, l avalle C, larra lde C. 
Antigenic homology of HIV-1 gp4 I and human platelel gpllla (integrin 1\3).} 
Aquired lmmunl' Del Syn Hum Ret 1998; 17: 385 ·390. 

87. Calarota S, )ansson M, Lcvi M. SrodMn K. libonani O. Wigzell H, Wahrcn 
B. lmmunodomin:mt gl~'coprotei1'I 4 1 epitope identified by sel'on?activity tn 
HIV type 1-infected indíviduals. A/OS Res Hu.n Retroviruses 1996: 12(8); 
705-713 . 

Revisla de /-lcm,110/ogía Vol. 2. No. 2 • Año 2001: 



APÉNDICE 
MARCO TEÓRICO 

Todavía no es posible realizar un diagnóstico preciso de la PTA. Los laboratorios clínicos 

adolecen de la metodología necesaria para el estudio de la presencia de anticuerpos 

antiplaqueta. No hay una técnica que sea lo suficientemente sensible y específica que 

asegure la presencia de estos anticuerpos. En México es todavía peor el problema, porque 

algunos métodos de uso común en otros países, son demasiado caros para nuestra 

economía. 

Por estas razones se realizó una revisión crítica de los métodos en uso, para la 

1 

determinación de los anticuerpos anti plaqueta. 

4. DETERMINACIÓN DE ANTICUERPOS ANTIPLAQUETA 

Domínguez V y Govezensky T. Metodología de laboratorio para la detección 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 

PLAQUET ARIOS 

Victoria Domínguez1
·
2

, Tzipe Govezensky2 

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

Las plaquetas poseen antígenos comunes con leucocitos (HLA-1) y con eritrocitos (ABH, Lewis, li, y 

P) y un sistema de antígenos propios (HPA) que se encuentran en glucoproteínas de la membrana 

plaquetaria. Estos últimos son los principales antígenos involucrados en la formación de 

autoanticuerpos y aloanticuerpos responsables en la destrucción plaquetaria en la púrpura 

trombocitopénica autoinmune, lupus eritematoso sistémico, púrpura neonatal y púrpura post­

transfusional (1,2). 

Para el estudio de anticuerpos unidos a la membrana de las plaquetas se intentó usar métodos 

similares a los usados en la detección de anticuerpos unidos a eritrocitos. De esta forma los 

primeros estudios usaron plaquetas de los pacientes (métodos directos), que una vez lavadas se 

hacían reaccionar con anticuerpos anti-lgG humana marcados con fluorocromos 

(inmunofluorescencia), con radioisótopos (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 gránulos alfa contienen 

concentraciones de lgG similares a las plasmáticas. Además de la presencia de anticuerpos 

naturales, en el suero o plasma, en contra de anUgenos plaquetarios (1,2). Una alternativa de esta 

metodología es la prueba de inmunofluorescencia en citometría de flujo, que es ligeramente más 

sensible que la técnica microscópica (3). Además ce que éstas técnicas, también llamadas lgG 

asociada a plaquetas (PAlgG del inglés platelet-associated lgG) resultan inespecfficas, porque 

también dan resultados positivos pacientes con trombocitopenias no inmunes (4). 

Por estas razones se han diseñado numerosas técnicas para la investigación de anticuerpos anti­

plaqueta y todavía no existe la técnica adecuada para establecer el diagnóstico preciso de 

trombocitopenias inmunes (púrpura trombocitopénica autoinmune, trombocitopenia inmune 

mediada por drogas), púrpura aloinmune y pruebas cruzadas de compatibilidad plaquetaria. 

Debido a que se ha comprobado que los complejos gpllb-llla y gplb-IX son los principales blancos 

de los anticuerpos dirigidos en contra de antígenos propios de las plaquetas (5,6), los diferentes 

métodos para el estudio de los anticuerpos anti-plaquetas usan estos complejos proteicos como 

antígenos. Entre los diferentes métodos que existen, se detallan algunos a continuación. 

a) MAIPA (del inglés Monoclonal Antibody lmmobilization of Piafe/et Antigens) 

Este método es útil para identificar lgG's unidas a la membrana de las plaquetas. 

Las plaquetas se incuban con anticuerpos monoclonales anti gpllb-ll la o anti gplb-IX 
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Las plaquetas se lavan y se lisan con TBS-triton X-100 al 1 %. Los sobrenadantes se diluyen y se 

transfieren a las placas de microtitulación previamente recubiertas con un anticuerpo anti-lgG de 

ratón. Después se incuban con anti-lgG humana marcada con peroxidasa o fosfatasa revelando la 

reacción con el sustrato especifico de la enzima y después se lee la absorbancia (7). 

b) AC (del inglés Antigen-Capture assay). 

Este método es útil 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 plaquetas con anticuerpos 

monoclonales, éstas se incuban con los sueros de los pacientes, después se lisan con PBS-tritón 

X-100 al 0.5%. Posteriormente el lisado se incuba en placas de microtitulación recubiertas 

previamente con un anticuerpo anti-lgG de ratón, después de lavar se recubren con anticuerpos 

monoclonales anti-gpllb-llla o anti-gplb-IX, bloqueando con TBS-tween 0.05%-albúmina bovina 

2%. Después de la incubación 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) IBA (del inglés lmmunobead Assay). 

Perlas de poliestireno se recubren con anticuerpos monoclonales anti gpllb-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 microtitulación 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 microtitulación se recubren con anticuerpos monoclonales anti-gpllb-ll la 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 (0-fenilendiamnina) y finalmente 

se mide la absorbancia a 492nm (1 O). 

e) ELISA (del inglés Enzime-Linked lmmunosorbent Assay). 

Los complejos gpllb-llla y gplb-IX se purifican de plaquetas y se agregan a placas de 

microtitulación, después de bloquear con TBS-albúmina bovina al 2%, se incuban con eluido (pH 

ácido) de plaquetas 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 reacción 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 síntesis química se preparan péptidos de gpllla y con ellos se sensibilizan placas de 

microtitulación. Estas plascas se incuban con eluídos de plaquetas (con éter) o sueros de los 

pacientes y después se agrega un anticuerpo anti-lgG humana acoplada con fosfatasa. Esta 

reacción se revela con el sustrato correspondiente (p-nitrofenilfosfato) y después se lee la 

absorbancia a 405nm (12,13). 

g) Identificación de epitopos usando una biblioteca de péptidos expresados en fagos. 

Estos métodos usan el colifago M-13. Este fago tiene una proteína plll que ha sido manipulada 

para que exprese péptidos con secuencias al azar de aminoácidos. Los sueros de los pacientes se 

fijan a placas de microtitulación 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 eluídos con pH ácido y 

posteriormente se amplifican en bacterias E.coli y después de purificar el ADN bacteriano se 

somete a secuenciación de nucleótidos para identificar la secuencia de aminoácidos que fue 

retenida por los anticuerpos. Una vez seleccionados los fagos se fijan a placas de microtitulación 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 años se diseño este método, pero no se difundió su uso debido a que los sueros de 

personas sanas tienen anticuerpos que reaccionan con una gran cantidad de proteínas 

plaquetarios. Esta técnica usa un lisado de plaquetas que se somete a electroforesis y después las 

proteínas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incuba con sueros 

de pacientes y después con un anticuerpo anti lgG humana acoplado con una enzima se revelan 

las bandas de proteínas que reaccionaron con los anticuerpos, agregando un sustrato específico. 

Si se analizan una por una las bandas no se puede distinguir entre el suero de un paciente con 

PT A y el de una persona sana, pero si se somete el patrón de bandas completo es posible 

distinguir la reactividad por medio de un discriminante cuadrático (actualmente bajo estudio). 

Conclusiones 

En vista de que entre tantos métodos todavía no existe uno que pueda usarse para certificar el 

diagnóstico exacto de las trombocitopenias inmunes se han reportado estudios que comparan la 

efectividad de estos métodos (4, 18-20) 

Kelton (4) comparó los métodos PAlgG en trombocitopenias inmunes y no inmunes y llegó a la 

conclusión de que estos eran métodos inespecfficos, con la información con la que se cuenta 

actualmente tal vez lo que ocurre es que realmente las trombocitopenias no inmunes no están bien 

clasificadas y también tienen un componente inmune además 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 proteínas que los pacientes con PTA. En este caso puede ser que el 

desbalance del sistema inmunológico no es únicamente 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 función de los anticuerpos. 

Stockelberg (18) concluye que ninguno de los tres métodos que comparó (citometría de flujo, 

MACE y ELISA con plaquetas completas) fue óptimo para la detección de anticuerpos en el suero 

de los pacientes ya que solamente el 30% de los pacientes con PT A pueden ser diagnosticados 

usando las técnicas por separado. Pero que deben usarse los tres métodos para poder darles valor 

diagnóstico. 

Berchtold y col. (19) en un estudio internacional usando los métodos MAIPA, IBA y MACA 

concluyen que hay buena correlación de resultados cuando se estudian los anticuerpos unidos a 

las plaquetas (89.5% de promedio en el coeficiente de variación , rango de 11 .1-272.9%), pero que 

los resultados de los sueros (46.5% de promedio del coeficiente de variación, rango de 21 .0-

78.0%) muestran poca concordancia. 

Warner y col (20) comparando el método IRMA para PAlgG con dos métodos específicos para 

proteínas plaquetarias (MAIPA y AC) concluyen que éstos últimos 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. Además la 

concordancia entre los métodos entre los tres métodos es de 32.6%. Es decir hasta el año de 

1999, en que se publica este estudio, todavía no se ha logrado que una sola técnica sea capaz de 

resolver el problema en la identificación de los anticuerpos. 

En cuanto a la presencia de anticuerpos producidos por aloinmunización por transfusión de 

plaquetas el problema también es difícil de resolver. No se encuentra correlación entre los 

resultados de la presencia de anticuerpos con las técnicas descritas y la destrucción de las 

plaquetas transfundidas (21 ). 

Por lo anteriormente expuesto, se puede discernir que la falta de una prueba diagnóstica única 

para la PTA se debe a la complejidad a nivel bioqulmico y biológico del fenómeno involucrado. 

Siendo la mejor alternativa, a la fecha, basar el criterio diagnóstico en varias pruebas para 

asegurar un mejor diagnóstico. 

Bibliografía 

1) Mollison PL, Engelfriet CP, Contreras M. lmmunology of leucocytes, platelets and plasma 

components. In Blood Transfusion in Clinical Medicine 101
h ed. Blackwell Science Ud. 1997 pp 

445-458 

2) George JN. Detection of drug-dependent, autoimmune, and alloimmune antiplatelet antibodies. 

In Williams Hematology 51
h ed. McGraw Hill, Ud. 1995ppL122-L 124 

101 



3) Visentin GP, Wolfmeyer K, Newman PJ, Aster RH. Detection of drug-dependent platelet­

reactive antibodies by antigen-capture ELISA and flow cytometry. Transfusion 1990;30:694-699 

4) Kelton J, Murphy W, Lucarelly A, Garvey-Williams J, Santos A, Meyer R, Powers P. A 

prospective comparison of four techniques for measuring platelet-associated lgG. Sr J 

Haematol 1989;71:97-105 

5) Woods VL, Oh EH, Mason D, McMillan R. Autoantibodies against the platelet glycoprotein 

llb/llla complex in patients with chronic ITP. Slood 1984;63:368-375 

6) Kiefel V, Santoso S, Kaufmann E, Mueller-Eckhardt C. Autoantibodies against platelet 

glycoprotein lb/IX: a frecuent finding in autoimmune thrombocytopenic purpura. Sr J Haematol 

1991 ;79:256-262 

7) Kiefel V, Santosos S, Mueller-Eckardt C. Monoclonal antibody-specific immobilization of 

platelet antigens (MAIPA): a new tool for the identification of platelet-reactive antibodies. Slood 

987; 70: 1722-1726 

8) Furihata K, Nugent DJ, Bissonette A, Aster RH, Kunicki T J. On the association of the 

platelet specific alloantigen Penª with glycoprotein l lla:evidence for heterogeneity of 

glycoprotein ll la. J Clin lnvest 1987;80:1624-1630 

9) McMillan R, Tani P, Millard F, Berchtold P, Renshaw L, Woods VL. Platelet-associated and 

plasma anti-glycoprotein autoantibodies in chronic ITP. Slood 1987;70:1040-1045 

10) Fujisawa K, Tani P, O'Toole TE, Ginsberg MH, McMillan R. Different specificities of platelet­

associated and plasma autoantibodies to platelet GPllb-ll la in patients with chronic immune 

thrombocytopenic purpura. Slood 1992; 79: 1441-1446 

11) Hurlimann-Forster M, Steiner B, von Felten A. Quantitation of platelet-specific autoantibodies 

in platelet eluates of ITP patients measured by a novel ELISA using the purified glycoprotein 

complexes GPllb/llla and GPlb/IX as antigens. Sr J Haematol 1997;98:328-335 

12) Fujisawa K, O'Toole TE, Tani P, Loftus JC, Plow EF, Ginsberg MH, McMillan R. 

Autoantibodies to the presumptive cytoplasmic domain of platelet glycoprotein llla in patients 

with chronic immune thrombocytopenic purpura. Slood 1991;77:2207-2213 

13) Domínguez V. Relevancia de péptidos antigénicos de la glucoproteína l lla en la púrpura 

trombocitopénica autoinmune. Tesis UNAM 1998 

14) Gevorkian G, Maoutcharian K, Almagro JC, Govezensky T, Dominguez V. ldentification of 

autoimmune thrombocytopenic purpura-related epitopes using phage-display peptide library. 

Clin lmmunol lmmunopathol 1998;86:305-309 

15) Gevorkian G, Manoutcharian K, Govezensky T, Cano JA, Dominguez V, Santamaria H, 

Larralde C. ldentification of mimotopes of platelet autoantigens associated with autoimmune 

thrombocytopenic purpura. J. Autoimmunity 2000; 15:33-40 

16) Fischer P, Jendreyko N, Hoffmann M, Lerch H, Uttenreuther-Fischer MM, Chen PP, 

Gaedicke G. Platelet-reactive lgG antibodies cloned by phage display and panning with IVIG 

from three patients with autoimmune thrombocytopenia. Sr J Haematol 1999; 105: 626-640 

102 



17) Souberbielle BE. Is immune thrombocytopenic purpura (ITP) due to natural antibodies specific 

to platelets? Eur J Haematol 1996; 56:178-180 

18) Stockelberg D, Hou M, Jacobsson S, Kutti J, Wadenvik H. Detection of platelet antibodies in 

chronic idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP). A comparative study using flow cytometry, a 

whole platelet ELISA, andan antigen capture ELISA. Eur J Haematol 1996;56:72-77 

19) Berchtold P, Muller D, Beardsley D, Fujisawa K, Kaplan C, Kekomaki R, Lipp E, Morell­

Kopp MC, Kiefel V, McMillan R, von Dem Borne AEG, lmbach P. lnternatiQnal study to 

compare antigen-specific methods used for the measurement of antiplatelet autoantibodies. Br 

J Haematol 1997;96:477-483 

20) Warner MN, Moore JC, Warkentin TE, Santos AV, Kelton JG. A prospective study of protein­

specific assays used to investigate idiopathic thrombocytopenic purpura. Br J Haematol 

1999; 104:442-447 

21) Levin MD, De Vries W, De Veld J, Doekharan D, van der Holt B, van't Veer MB. Platelet­

bound immunoglobulins before and after platelet transfusión: measurement of in vivo binding. 

Br J Haematol 1999; 104:397-402 

103 



BIBLIOGRAFIA COMPLEMENTARIA 

1. Alves-Rosa F, Stanganelli C, Cabrera J, van Rooijen N, Palermo MS, Isturiz MA. 
Treatment with liposome-encapsulated clodronate as a new strategis approach in the 
management of immune thrombocytopenic purpura in a mouse model. Blood 
2000;96:2834-40. 

2. Ambriz R, Munoz R, Pizzuto J, Quintanar E, Morales M, A viles A. Low-dose 
autologous in vitro opsonized erythrocytes. Radioimmune method and autologous 
opsonized erythrocytes for refractory autoimmune thrombocytopenic purpura in 
aduits.Arch Intern Med. 1987;147:105-8. 

3. Domínguez V y Ambriz R. Bioquímica y fisiología plaquetaria. Revista de 
Hematología 2001; 2: 117-27 .Artículo de revisión. 

4. Domínguez V y Govezensky T. Metodología de laboratorio para la detección de 
anticuerpos plaquetarios. En: Temas de Medicina Transfusional. Ed. Prado. México, 
2000; p271-7. 

5. Domínguez V y Rodríguez H. Mecanismos celulares y bioquímicos involucrados 
en la fisiopatogenia de la púrpura trombocitopénica autoinmune. Gaceta Médica de 
México 2002; 138: 461-72. Artículo de revisión. · 

6. Domínguez V y Rosales C. Integrins: their role in ligand recognition and cell 
activation in human immunodeficiency virus type 1 infection. Revista de 
Hematología 2001; 2: 46-54. Artículo de revisión. 

7. Domínguez V, Gevorkian G, Govezensky T, Rodríguez H, Viveros M, Cocho G, 
Macotela Y, Maso F, Pacheco M, Estrada JL, Lavalle C, Larralde C. Antigenic 
Homology ofHIV-1 GP41 and Human Platelet Glycoprotein GPIIIa (Integrin P3). J 
Aq Immune DefSyn Hum Retrovir. l 998(b);l 7:385-90. 

8. Domínguez 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. 

9. Domínguez V. Relevancia de péptidos antigénicos de la glucoproteína Illa en la 
púrpura trombocitopénica autoinrnune. Tesis. UNAM México, 1998. 

1 O. Frederiksen H, Schmidt K, The incidence of idiophatic purpura in adults increase 
with age. Blood 1999;94:909-13. 

104 



11. Fujisawa K, Tani P, O'Toole TE, ,Ginsberg MH, McMillan R. Different specifies of 
platelet-associated and plasma autoantibodies to platelet GPIIb-Il1a in patients with 
chronic immune thrombocytopenic purpura. Blood 1992;79: 1441-6. 

12. George JN, Woolf SH, Raskob GE, Wasser JS, Aledort LM, Ballem PJ, et al. 
ldiophatic thrombocytopenic purpura: a practice guideline developed by explicit 
methods for the American Society ofHematology. Blood 1996;88:3-40. 

13. Gevorkian G, Manoutcharian K, Larralde C, Hernandez M, Almagro JC, Viveros 
M, Sotelo J, García E, Sciutto E. Immunodominant synthetic peptides ofTaenia 
crassiceps in murine and human cysticercosis. lmmunol Lett. 1996;49: 185-9. 

14. Gevorkian G, Soler C, Viveros M, Padilla A, Govezensky T, Larralde C. Serologic 
reactivity of a synthetic peptide from human immunodeficiency virus type 1 gp41 
with sera from a Mexican population. Clin Diagn Lab lmmunol. 1996;3:651-3. 

15. Gevorkian G, Manoutcharian K, Almagro JC, Govezensky T, Dominguez V. 
Identification of Autoimmune Thrombocytopenic Purpura-Related Epitopes Using 
Phage-Display Peptide Library. Clin lmmunol Jmmunopathol. 1998;86:305-9. 

16. Gevorkian G, Manoutcharian K, Govezensky T, Cano JA, DomingU:ez V, 
Santamaria H, Larralde C. Identification of Mimotopes of of Platel et Autoantigens 
Associated with Autoimmune Thrombocytopenic Purpura. J Autoimmunity 
2000;15:33-40. 

17. Gilliland BC. Blood cells: Autoimmune thrombocytopenia purpura. In: Rose NR, 
Mackay IR. Editors. The Autoimmune Diseases. San Diego: Academic Press; 1998. 
p269-281. 

18. Hou M, Stockelberg D, Kutti J, Wadenvik. Antibodies against platelet GPlb/IX, 
GPIIb/llJa, and other platelet antigens in chronic idiopathic thrombocytopenic 
purpura. Eur J Haematol. l 995;55:307-14. 

19. Ruyi H, Reid DM, Jones CE, Shulman NR. Spectrum of IgG classes, specificities, 
and titers of serum antiglycoproteins in chronic idiopathic thrombocytopenic 
purpura. Blood 1994;83:1024-32. 

20. Shattil SJ. Signaling through platelet integrin alpha IIb beta 3: inside-out, outside-in, 
and sideways. Thromb Haemost. 1999;82: 318-25 

21. Shevach EM. Organ-specific Autoimmunity. In: Paul WE. Editor. Fundamental 
Immunology. Philadelphia: Lippincott Raven Publishers; 1999. p 1089-1121. 

22. Toledo A, Larralde C, Fragoso G, Gevorkian G, Manoutcharian K, Hernandez M, 
Acero G, Rosas G, Lopez-Casillas F, Garfias CK, Vazquez R, Terrazas 1, Sciutto E. 
Towards a Taenia solium cysticercosis vaccine: an epitope shared by Taenia 

105 



crassiceps and Taenia solium protects mice against experimental cysticercosis. 
Infect Immun. 1999;67:2522-30. 

23. Warner MN, Moore JC, Warkentin TE, Santos AV, Kelton JG. A prospective study 
of proetein-specific assays used to investigate idiopathic thrombocytopenic purpura. 
Br J Haematol. 1999; 104:442-7. 

24. Woods VL, Oh EH, Mason D, McMillan R. Autoantibodies against the platelet 
glycoprotein IIb/Illa complex in patients with chronic ITP. Blood 1984;63:368-75. 

106 


	Portada
	Índice General
	Resumen
	Introducción
	Trabajo Experimental
	Resultados Colaterales
	Discusión General
	Conclusiones
	Perspectivas
	Apéndice
	Bibliografía Complementaria



