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RESUMEN

Determinacion de anticuerpos antiplaquetas en pacientes hemato-oncoldgicos en

el Instituto Nacional de Cancerologia.

OBJETIVO: Determinar las caracteristicas de los pacientes a los que se les ha
realizado la busqueda de anticuerpos antiplaquetas con antecedente de

enfermedad hemato-oncoldgica.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron a pacientes con diagnostico hemato-
oncoldgico del Instituto Nacional de Cancerologia de febrero del 2013 a febrero del
2014 que cumplieron criterios de refractariedad plaguetaria y a quienes se les
realizé estudio de anticuerpos antiplaquetas. Se realizo el analisis de anticuerpos
antiplaquetas con la prueba LIFECODES Pakplus para detectar anticuerpos HLA
clase | y a epitopes de glicoproteinas plaquetarias llb/llla, Ib/IX, la/lla y IV. Las
muestras de pacientes se recolectan en tubos sin anticoagulante utilizando técnica
aséptica. Para el andlisis de los datos se utilizé la media, porcentajes, desviacion
estandar. Para la asociacion entre variables cualitativas se utilizé la prueba exacta
de Fisher. Para la correlacién entre la presencia de anticuerpos antiplaquetas y el

namero de transfusiones se uso correlacion de Spearman.

RESULTADOS: Se incluyeron a 21 pacientes con refractariedad plaquetaria a
quienes se les solicitd anticuerpos antiplaquetas, de los cuales el 57.1% eran
mujeres y el 42.9% hombres. Con promedio de edad de 40.7 afios, rango de 20 a

70 afnos.

CONCLUSIONES: Al igual que la literatura internacional, encontramos que el tipo
de anticuerpo mas frecuente es el HLA-I, el 54% de los pacientes presenté mas de
un anticuerpo antiplaquetario. La enfermedad en la que se encontré6 con mayor

frecuencia la presencia de anticuerpos antiplaquetas fue leucemia mieloide aguda.

PALABRAS CLAVE: refractariedad plaquetaria, anticuerpos antiplaquetas,

leucemia aguda.



ANTECEDENTES

Las plaquetas sanguineas son fragmentos celulares sin ndcleo de 2 a 4 mm de
diametro y 10 fL de volumen, formadas por la divisibn de sus precursores

medulares, los megacariocitos. !

Normalmente dos tercios de la masa plaquetaria circulan en la sangre periférica
con recuentos entre 150 y 450 X10°%/L, el tercio restante se encuentra en el bazo,
donde se produce la destruccion de las plaquetas al final de su vida de 7 a 10

dias. 12

La funcion principal de las plaquetas es participar en la hemostasia, manifestando
la triada funcional: adhesion, activacion y secrecion. Las glicoproteinas de las
plaquetas cumplen un papel critico en dichas funciones actuando como receptores
y mediando la interaccion con el subendotelio vascular (adhesién) y con otras

plaquetas (agregacion). @

Los antigenos que se encuentran en las plaquetas humanas se clasifican de
acuerdo a su naturaleza bioquimica en: antigenos formados por carbohidratos
gue se encuentran sobre glucolipidos y glicoproteinas (A, B, O, P, Le), antigenos
proteicos (antigeno leucocitario humano o HLA clase |, GP lIb/llla, GP Ib/IX/V) y
haptenos (quininas, quinidinas, heparina, y algunos antibiéticos como penicilinas y

cefalosporinas). 2

Muchos antigenos plaquetarios son compartidos con otras células sanguineas, por
ejemplo, los antigenos del grupo ABO y los de HLA clase I, pero algunos de los
antigenos de tipo glicoproteinas se expresan predominantemente en las
plaguetas. Estos antigenos son llamados aloantigenos plaquetarios especificos o

aloantigenos plaguetarios humanos (HPAS); aunque algunos de estos se expresan



en menor cantidad en otras células sanguineas, por ejemplo, HPA-5 en linfocitos T
activados. 4%

Los alontigenos plaquetarios humanos son, por lo tanto, las porciones polimdficas
de las glicoproteinas de la membrana plaquetaria, capaces de generar una
respuesta inmune en individuos susceptibles al ser expuestos durante el
embarazo, la transfusion sanguinea o el trasplante. La mayoria de estos antigenos
se encuentran en el complejo GPIlIb/llla, el cual tiene un papel central en la
agregacion plaquetaria funcionando como receptor del fibrindgeno, la fibronectina,
vitronectina y del factor de Von Willebrand. Otras glicoproteinas importantes son
GPIb/IX/V, el receptor principal del factor de Von Willebrand involucrado en la
adhesién plaquetaria durante el dafio al endotelio vascular; GPla/lla, implicado en

la adhesion al colageno; y CD 109, quien también es un receptor de colageno. 4

La mayoria de los sistemas de aloantigenos plaquetarios especificos reportados a
la fecha son bialélicos codominantes. Historicamente, estos sistemas fueron
nombrados de acuerdo al autor que reportd por primera vez el sistema. En 1990,
el grupo de estudio de la inmunologia plaquetaria del ISBT propuso una nueva
nomenclatura para los polimorfismos plaquetarios, el Human Platelet Antigen
(HPA) nomenclature. Cualquier nuevo aloantigeno GP es ahora aceptado y
nombrado de acuerdo a estas guias por el comité internacional de nomenclatura

plaquetaria.

En la nomenclatura HPA, cada sistema es nombrado de manera consecutiva
(HPA-1,-2,-3, etc.) de acuerdo a la fecha de su descubrimiento. Los alelos de alta

frecuencia de cada sistema se designan “a” y los de baja frecuencia “b”.

Actualmente, existen 24 antigenos plaquetarios definidos serolégicamente. El
polimorfismo de un solo nucleétido, caracterizado por la sustitucion de un
aminodcido, se encuentra presente en 23 de estos antigenos con la excepciéon de
HPA -14b. Doce HPAs se agrupan en 6 alelos (HPA-1 a -5 y -15). B4



Los HPAs son una causa frecuente de aloinmunizacion. El HLA de clase |, HPA-1,
-2, -3, -4, -5 y -15 respectivamente, se encuentran presentes en las glicoproteinas
GPllla, GPlba, GPIlb, GPllla, GPlay CD109. P!

La frecuencia de los alelos varia entre las diversas poblaciones, por ejemplo, HPA-
1b es extremadamente raro a ausente en el lejano oriente, mientras que HPA-4b
se encuentra ausente en la poblacion caucéasica. Estas diferencias son relevantes

cuando se esta ante casos de refractariedad plaquetaria.l”

Las transfusiones plaquetarias son efectivas para disminuir las complicaciones
hemorragicas en casos de trombocitopenia severa, también se administran de

manera terapéutica a pacientes que se encuentran con hemorragia.®®

La refractariedad plaquetaria se define como la falla repetida para alcanzar una
respuesta satisfactoria a la transfusion de plaquetas. Cuando las plaguetas se
transfunden de manera profilactica, la respuesta es evaluada midiendo el

incremento postransfusional de la cuenta de plaquetas.

Existen varias férmulas para monitorizar el rendimiento de plaquetas
transfundidas, entre las que sobresalen por su mayor difusién y utilidad, el
incremento corregido (corrected count increment, CCIl) y el porcentaje de
recuperacion (PR). Aunque los indices de refractariedad no estan totalmente
consensuados, se aceptan en general los siguientes: CCIl <7,500, PR <20-30% 1

hora posterior a la transfusion.*%112

La refractariedad se debe a un acortamiento de las plaquetas transfundidas en la
circulacion del receptor, se ha descrito de manera histérica que esto ocurre en 20

a 60% de los pacientes politransfundidos.

Las causas que determinan la refractariedad plaguetaria pueden ser dependientes

del paciente (inmunitarias o no inmunitarias) y del producto transfundido.



Los factores no inmunolégicos se encuentran aproximadamente en el 80% de los
casos, por ejemplo, sepsis, fiebre, esplenomegalia, coagulacién intravascular
diseminada, enfermedad injerto contra huésped en el trasplante de médula 6sea,
enfermedad vaso-oclusiva, trombocitopenia inducida por drogas (quinidina,

penicilina, sulfas, heparina, diuréticos y vancomicina) y hemorragia.

Las causas inmunolégicas involucran anticuerpos contra el sistema ABO, antigeno
leucocitario humano (HLA) y/o antigeno plaquetario humano (HPA) presentes en

la membrana de las plaquetas del donador.*341%!

La aloinmunizacion consiste en la induccion de la formacién de anticuerpos
(inmunidad) en respuesta a antigenos foraneos encontrados a través de la
exposicion a células o tejidos de un miembro de la misma especie genéticamente

diferente.

Aunque la aloinmunizacion puede ocurrir de manera natural en el contexto del
embarazo, lo mas frecuente es que sea resultado de una transfusion/trasplante.™®
Al contrario del trasplante en el cual los pacientes utilizan agentes
iInmunosupresores para prevenir o disminuir el rechazo del injerto, durante las
transfusiones tipicamente no hay un intervencién inmune. Debido a esto, un gran
namero de pacientes estan expuestos a aloantigenos, sin embargo, debe tomarse
en cuenta que dichos pacientes tienen enfermedades subyacentes que pueden

alterar su capacidad de montar una respuesta inmune.

La aloinmunizacion a la transfusion de plaguetas es ligeramente diferente al
escenario de la transfusion de glébulos rojos. Al contrario de estos ultimos, las
plaguetas expresan niveles significativos de antigenos codificados por el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC), particularmente de clase I. las plaquetas
transfundidas pueden inducir anticuerpos contra los HPA y/o antigenos MHC,

estos Ultimos clasificados como anticuerpos anti-HLA.*>¢!



Al contrario de una transfusion de glébulos rojos, el aclaramiento de plaguetas
incompatibles no es considerado peligroso; sin embargo, los anticuerpos anti
plaguetas pueden causar un aclaramiento muy réapido de las plaquetas
transfundidas, no obteniéndose un beneficio terapeutico y quedando el paciente

con refractariedad a futuras transfusiones de plaquetas.

Aproximadamente 8% de los receptores de plaquetas montan una respuesta
inmune contra antigenos plaquetarios (HPA) después de la transfusion de
plaguetas. Los antigenos anti-HLA son los mas inmunogénicos, con una tasa de
aloinmunizacion del 45% incluso en pacientes con leucemia mieloide aguda que

se encuentran en quimioterapia de induccion a la remision.

El incremento de la respuesta inmune contra antigenos HLA puede deberse a la
naturaleza inmunogénica de los leucocitos que contaminan las unidades de
plaguetas. Sin embargo, incluso las unidades leucorreducidas inducen
aloinmunizacion contra HLA con una tasa de aproximadamente el 20%. Si esta
respuesta inmune contra antigenos HLA se debe a los leucocitos residuales en el
producto sanguineo o es debida a la presencia de antigenos HLA tipo | en las

plaguetas atin permanece en debate.*>*" 18

Los pacientes hemato-oncoldgicos que se encuentran recibiendo esquemas de
guimioterapia tienen una alta vulnerabilidad a presentar refractariedad plaquetaria.
La aplasia medular y el dafio endotelial causados por la quimioterapia pueden dar
como resultado una trombocitopenia persistente y por ello, estos pacientes tienen

altos requerimientos de transfusiones de afereisis o concentrados plaquetarios.*®

La refractariedad plaquetaria constituye un problema de relevancia clinica que
depende de diversos factores tales como: el tipo de producto plaquetario
transfundido, el nimero de transfusiones recibidas y el estado inmunolégico del

paciente.
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La mayoria de los pacientes con refractariedad plaquetaria aloinmune tienen

anticuerpos anti HPA asociados a antcuerpos anti HLA.

Estudios recientes han demostrado aloinmunizacion en 8% de los paciente
hemato-oncologicos que han recibido transfusiones de plaquetas con el anti HLA
tipo | siendo el mas frecuente. Entre los antigenos HPA, el anti HPA-5b es el mas
comun (50%), seguido por el anti HPA-1b y anti HPA-5a, siendo ambos de

importancia clinica debido a que estan asociados a refractariedad plaquetaria.

A pesar de esta relevancia clinica, la refractariedad plaquetaria no se diagnostica
de manera rutinaria en los servicios que proveen tratamiento a los pacientes
hemato-oncoldgicos debido a que el proceso para documentarla es laborioso y

amerita la participacion de profesionales calificados en varios sectores.

El protocolo de estudio de refractariedad plaquetaria requiere inicialmente de una
evaluacion exhaustiva de causas no inmunes. Estas deben ser corregidas en la
medida de lo posible y la transfusion de plaquetas de donadores aleatorizados
debe continuar de manera rutinaria. Si persiste una pobre respuesta a la
transfusion de plaquetas, deberan realizarse estudios de anticuerpos antiplaquetas
y, de detectarse alguno, las plaquetas transfundidas de manera subsecuente

deberan carecer de dicho antigeno(s).
La leucorreduccion de los productos sanguineos ha demostrado reducir la

incidencia de aloinmunizacion por anticuerpos anti HLA y con ello la refractariedad

plaguetaria. 5192
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las posibilidades de desarrollar refractariedad plaquetaria aumentan conforme lo
hace el nimero de transfusiones, los pacientes hemato-oncoldgicos son un grupo
con altos requerimientos transfusionales, por lo que la probabilidad de desarrollar
aloinmunizacién se incrementa, por tal motivo es necesario determinar las

caracteristicas de dichos pacientes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudles son las caracteristicas de los pacientes que tienen resultado positivo para

la determinacién de anticuerpos antiplaquetas?

JUSTIFICACION

La trombocitopenia es relativamente comudn y frecuentemente fatal en los
pacientes hemato-oncolégicos. Las transfusiones de plaquetas de manera
profilactica se indican generalmente cuando la cuenta de plaquetas es menor de
10 000/ml y es la principal medida para prevenir hemorragia.

Lo anterior justifica el estudio de la frecuencia de aloinmunizacién relacionada con
anticuerpos antiplaquetas en pacientes hemato-oncolégicos con trombocitopenia
ya que esto puede contribuir a un analisis mayor de la probabilidad de
aloinmunizacion en la terapia transfusional y repercutir de manera positiva en la

prevencion de hemorragia fatal en dichos pacientes.

12



HIPOTESIS

Hipotesis nula

“La presencia de anticuerpos antiplaguetas se presentara con mayor frecuencia de

acuerdo al nimero de transfusiones”.

Hipotesis alterna

“La presencia de anticuerpos antiplaquetas no se presentara con mayor frecuencia

de acuerdo al numero de transfusiones”.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Determinar las caracteristicas de los pacientes a los que se les ha realizado
la busqueda de anticuerpos antiplaquetas con antecedente de enfermedad

hemato-oncoldgica.

Objetivos especificos

e Calcular el numero de transfusiones con las que se presenta

aloinmunizacion plaquetaria.

e Encontrar el promedio de edad en que se presenta aloinmunizacion
plaquetaria.

e Establecer en que enfermedad hemato-oncolégica es mas frecuente la

aloinmunizacion plaquetaria.

13



METODOLOGIA

Tipo de estudio: Transversal analitico

Definicion de las variables y forma de medicion:

VARIABLE TIPO DEFINICION ESCALA DE
(indice/indicador) OPERACIONAL | MEDICION
Sexo Cualitativa |Independiente | Mujer
Hombre
Edad Cuantitavia |Independiente |Afios
continua
Transfusiones previas Cuantitativa | Independiente | numérica
continua
Transfusion de aféresis Independiente | Numérica
plaquetaria Cuantitativa
continua
Transfusién de Indepeniente Numérica
concentrados eritrocitarios | Cuantitativa
continua
Gesta Independiente | Numérica
Cuantitativa
continua Dependiente Si
Presencia de anticuerpos No
antiplaquetas Cualitativa
Dependiente
Tipo de anticuerpo Independiente | Si
Productos leucorreducidos | Cualitativa No
Cualitativa

14




PROCEDIMIENTO

Se realiz6 el analisis de anticuerpos antiplaquetas con la prueba LIFECODES
Pakplus, el cual es un ensayo cualitativo en fase sdlida inmuno-enzimatico
(ELISA) para detectar anticuerpos HLA clase | y a epitopes de glicoproteinas

plaquetarias llb/llla, Ib/IX, la/llay IV.

Las muestras de pacientes se recolectan en tubos sin anticoagulante utilizando

técnica aséptica.

Se afnade plasma del paciente a las microcubetas tapizadas con plaquetas y
glicoproteinas HLA permitiendo, si estuviera presente, que el anticuerpo se enlace.
Los anticuerpos no ligados se eliminan por lavado. Se afiade a los pocillos un
reactivo anti-inmunoglobulina humana marcada con fosfatasa alcalina (Anti-
IgG/A/M) y se incuba. La anti-IgG/A/M no ligada se elimina por lavado y se afade
el substrato PNPP (p-nitrofenil fosfato). Tras un periodo de incubacién de 30
minutos, se para la reaccidon afadiendo la solucibn de paro. Con un

espectofotémetro se mide la densidad 6ptica del color desarrollado.

Como suero control positivo se utiliza suero humano, 0.1% azida sodica.

Como suero control negativo se utiliza suero humano, 0.1% azida sodica.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados con valores de densidad Optica iguales o mayores que 2X el valor
obtenido de la media de controles negativos de la correspondiente glicoproteina (2
valores de control negativo para cada glicoproteina), se consideran resultados

positivos.

Control negativo < 0.175.
Control positivo > 1.000.

15



Hoja de reporte del estudio de anticuerpos antiplaquetas (ver figura 1).
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Figura 1. Hoja de reporte de la prueba LIFECODES Pakplus para busqueda de
anticuerpos antiplaquetas.
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POBLACION

Se incluyeron a pacientes con diagnostico hemato-oncoldgico del Instituto
Nacional de Cancerologia de febrero del 2013 a febrero del 2014 que cumplieron
criterios de refractariedad plaquetaria y a quienes se les realiz6 estudio de

anticuerpos antiplaquetas.

CRITERIOS DE INCLUSION
e Pacientes mayores de 18 afios de edad.
e Pacientes hospitalizados.
e Pacientes con cuenta de plaquetas menor a 50 X10%/L.
e Antecedente de enfermedades neoplasicas hemato-oncologicas.
e Con refractariedad plaquetaria.

¢ Que se haya realizado prueba para anticuerpos antiplaquetas.

CRITERIOS DE EXCLUSION
¢ Infeccion por hepatitis B, C o VIH.
e Pacientes sin enfermedad neoplasica.

e Pacientes con diagnostico de purpura trombocitopenia idiopatica.

17



ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los datos se utiliz6 la media, porcentajes, desviacion
estandar. Para la asociacion entre variables cualitativas se utilizo la prueba exacta
de Fisher. Para la correlacion entre la presencia de anticuerpos antiplaguetas vy el
namero de transfusiones se utilizé correlacion de Spearman. Los datos se

ingresaron en hoja de célculo de Excel y el programa estadistico SPSS version 22.

18



RESULTADOS

Se incluyeron a 21 pacientes con refractariedad plaquetaria a quienes se les
solicité anticuerpos antiplaquetas, de los cuales el 57.1% eran mujeres y el 42.9%
hombres. Con promedio de edad de 40.7 afios, rango de 20 a 70 afios. Con
promedio de transfusiones de componentes sanguineos de 18.9, promedio de
transfusion de aféresis plaquetarias por paciente de 11.3 aféresis, y un promedio

de 8.3 concentrados eritrocitarios por paciente.

Estadisticas de grupo

Media de
Desviacion error

Sexo N Media | estandar estandar
Numero de Mujer 12| 21.75 22.680 6.547
transfusiones previas Hombre 9| 15.22 12.029 4.010
Numero de Mujer 12| 12.42 12.760 3.683
transfusion de Hombre
aferesis plaquetaria 9 1000 8.201 2734
Numero de Mujer 12 1.67 3.473 1.003
transfusion de Hombre
concentrados 9 .00 .000 .000
plaquetarios
Numero de Mujer 12 9.42 11.603 3.349
transfusion de Hombre
concentrados 9 7.00 5.568 1.856
eritrocitarios

19



De los pacientes que se incluyeron, 15 tuvieron el estudio positivo para
anticuerpos antiplaquetas, 6 pacientes con resultado negativo. En 11 pacientes el
anticuerpo encontrado fue HLA tipo |, en 4 pacientes se hall6 HPA-la, 2 pacientes
con HPA-5a, 4 pacientes con HPA-Ib. Con 6 pacientes que tuvieron mas de un

anticuerpo positive (ver figura 2).

Frecuencia de anticuerpos antiplaquetas

11

12 -
10 -
8 .
5
6 1 4 4
i 3
4 2
7 - 1
B nuimero de casos positivos
0 T T
N N NI R I Q
FE ¥ @ F &
¥E& &I
e o
&8
:»\ So\
& &

Figura 2. Frecuencia de anticuerpos antiplaquetas.

Al comparar la presencia de anticuerpos antiplaquetas por sexo sin diferencia
estadistica, con p 0.6, e intervalo de confianza del 95% de -0.5 a 0.3. En relacién
con el estado de la enfermedad, se encontr0 que 3 pacientes estaban en

remision, 11 en recaida y 7 fueron al diagnéstico (Figura 3).
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Figura 3. Estado de la enfermedad de los pacientes hemato-oncolégicos en el

momento que se realizo la prueba de anticuerpos antiplaquetas.

De acuerdo a los diagnéstico encontrados, el 42.9% corresponden a pacientes con
leucemia mieloide aguda, el 28.6% con leucemia linfoide aguda, el 4.8% con
linfoma y el 23.8% a otros diagnosticos tales como sindrome mielodisplasico,

mieloma, entre otros (ver figura 4).

Diagnostico

Linfoma
5%

Figura 4. Diagnésticos de los pacientes en el presente estudio.
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Se compard la presencia de anticuerpos antiplaguetas y si el paciente se
encuentra en remision o recaida no se encontro diferencia (p= 0.1, IC 9%= -0.7 a
0.6), la comparacion de la presencia de anticuerpos y el estado de la enfermedad

ya sea en recaida o al diagnostico con p=0.01 e IC 95%=-0.5a 0.4.

La presencia de infeccion en relacion con la presencia de anticuerpos
antiplaquetas con p= 0.0001, IC 95%= -0.4 a 0.4. Se realiz0 correlacion de

Spearman, con r= 0.017 y r>= 0.00028, no encontrandose correlacion significativa.

CONCLUSIONES

Al igual que la literatura internacional, encontramos que el tipo de anticuerpo mas
frecuente es el HLA-I, el 54% de los pacientes presenté mas de un anticuerpo
antiplaquetario. Sin existir diferencia en la presentacion de acuerdo al sexo.
Siendo mas frecuente encontrar los anticuerpos cuando la enfermedad

subyacente neoplasica esta en recaida.

La enfermedad en la que se encontr6 con mayor frecuencia la presencia de
anticuerpos antiplaguetarios fue leucemia mieloide aguda. Un factor que se
encontré frecuentemente asociado fue la presencia de infeccion, sin embargo no

tuvo correlacioén clinica.
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