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1. INTRODUCCION.

La sangre ha sidc utilizada de miltiples maneras y desde épocas
remotas,pero es a partir de la mitad del siglo XVII que existen re-
ferenclas indudables de transfusiones de sangre y es hasta el afio
1900,cuando se revela la presencia de sustancias isoaglutinantes e
isoaglutinables en la sangre humana,que se establecen las bases
te6ricas y practicas de la terapia transfusional.(8)

El objetivo inicial de la terapéutica transfusional fue la repo-
sicién de la sangre total,pero el conocimiento de que la gsangre es
un tejido complejo con numerosos constituyentes,la comprension basica
de la fisiopatologia de los transtornos sometidos a tratamiento para
agt determinar la deficiencia y al ser posible la separacio6n practi-
ca de los elementos sanguineos;conllevan a establecer la terapia de
componentes,que es uno de los adelantos mas importantes de la trans-
fusién sanguinea.

Actualmente, las transfusiones tienen un uso continuo asi como
creciente,debido a que la disponibilidad y seguridad de la sangre
completa o de sus componentes permiten efectuar muchas operaciones,
§demas de realizar otros tratamientos,que habrian resultado imposi-
bles de otra manera.

Dentro de la terapia de componentes se encuentra la transfusion
plaquetaria,la cual ha sido usada en medicina clinica durante mas
de 60 afios;la terapéutica plaquetaria se emplea,generalmente,para
controlar o mejorar problemas de la hemostasia en los pacientes. (5,

8,21)
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Junto con la terapéutica transfusional,se inicia la serologia.y
con ella la prdctica de las pruebas para determinar la compatibili-
dad de la sangre a ser transfundida;hoy,por ejemplo,se conocen 13
sistemas de grupos sanguineos,independientes y bien definidos,que
caracterizan a las hematies.La caracterizacion de los grupos san-
guineos esta fundamentada en la interaccion antigeno-anticuerpo y
es el desarrollo de nuevas técnicas para evidenciar esta reaccion,
lo que ha llevado a progresar con rapidez a la definici6n inmuno-
l6gica sanguinea,hasta llegar a conocer en la actualidad la existen-
cia concluyente de sistemas complejos de éloantigenos que diferen-
cian a leucocitos y plaquetas.(4,5,11)

De los nueveos métodos,sensibles y especificos,para detectar las
reacciones antigenc-anticuerpo, tenemos el Enzimoinmunoanalisis,en el
que se.emplean antigenos y anticuerpos marcados con enzimas;una de
las técnicas q&e se basa en estos conceptos es la del Ensayo Enzimé-
tico Inmunoespecifico ELISA(Enzyme Linked ImmunosSorbent Assay}.en la
cual los anticuerpcs o los antigenos se pueden ligar a una enzima e
interactuar,reteniendo el complejo tanto la actividad inmunolégica
como la enzimatica.En la actualidad,ELISA es una técnica confiable
de diagnostico y ha demostrado su utilidad en la investigacién
clinica.(11,16)

En conjunto,el creciente uso de la hemoterapia de componentes,
incluida la terapia plaquetaria y el desarrollo de nuevas técnicas,
como la de ELISA,son factores que tienden a mejorar la efectividad
y seguridad en la aplicacién de la terapia transfusional.

En el presente trabajo se evalua la posibilidad de establecer
una técnica de ELISA,como prueba de compatibilidad transfusional a

las células plaquetarias en especial,con la cual se espera detectar



donadores adecuados para pacientes que requieran como hemoterapia

estas células sanguineas.



I11. FUNDAMENTACION.

La sangre es un tejido en circulaci6n dentro de los vasos san-
guineos,constituido por una suspensién de elementos celulares y sus-
tancias organicas e lnorganicas en un medio liquido.Los elementos
celulares son de tres tipos:los eritrocitos,los leucocitos y las
plaquetas o trombocitos.(15)

Las plaquetas se originan en la médula ésea por gemacién y di-
solucion del citoplasma de megacariocitos maduros;los megacariocitos
ge forman por multiplicacién y maduracién de megacarioblastos,las
primeras células identificables de la serie,que proceden de la célu-
la madre hematopoyética pluripotencial,probablemente de forma direc-
ta a partir de una célula progenitora diferenciada.(Diagrama "A")

No se conocen bien los factores que controlan la maduracién de
los megacariocitos y la produccién de plaquetas perc es muy probable
que estén reguladas por factores humorales,un factor estimulante de
las colonias megacariociticas(Mk-FEC)que tiende a inducir la proli-
feracién de las ceélulas progenitoras diferenciadas y la trombopoye-
tina o factor estimulante de la trombopoyesis(TSF)que promueve la
diferenciacién de éstas hacia los megacariocitos;también se piensa
que intérvienen en el proceso el factor estimulante de las colonias
de granulocitos y macrofagos(GM-CSF) y la interleucina-3(IL-3}.(5,
24)

Aproximadamente,la vida media de las plaquetas estad entre nueve
a doce dias y si bien no hay reservas de plaquetas,se ha observado

que una tercera parte de éstas es captada por el bazo y después



DIAGRAMA “A".

CELULA MADRE
INDIFERENCIADA

CFU~GEMM*

e FACTORES HEMOPOYETICOS
UFC-MK**
MEGACARIOBLASTO
PROMEGACARIOCITO
MEGACARIOCITO GRANULAR
MEGACARIOCITO MADURO

PLAQUETAS

* Unidad formadora de colonias de granulocitos,eritrocitos,monocitos
y megacariocitos.Célula madre hematopoyética pluripotente.

** Unidad formadora de colonias megacariociticas o cé&lulas progeni-
toras diferenciadas.
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vuelven a la circulacién.Log sitios en que mas son destruidas o uti-
lizadas aparentemente, son el higado y el bazo., (15)

Las plaquetas son pequefios cuerpos no nucleados, granulares,en
kforma de disco que miden de 0.5 a 3 um y que circulan en numero de
200,000 a 400,000 por mm’.Su morfologia depende de varios factores:
método por medio del cual son examinadas,métodc de obtencién de la
muestra y el tipo de material donde es contenida,por el anticoagu-
lante utilizado,el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra
y su procesamiento, la temperatura y por algunos trastornos plaqueta-
rios o mieloproliferativos entre otros.En'preparaciones humedas, la
plagueta es incolora,moderadamente retractil y de forma eliptica o
helicoidal;en frotis panoptico,son redondas,ovales,alargadas,con
grdnulos en su citoplasma hialino azul claro.(5,15,22)

Cuando en diversas situaciones un vaso sanguineo pierde su in-
tegridad por alguna lesién se provoca una hemorragia,la cual podria
suscitar un grave problema segun sus caracteristicas.Para evitar
esto,existen mecanismos defensivos que tienden a detener la hemorra-
gia;estos mecanismos se denominan hemostasia y coagulacién.
HEMOSTASIA.

Bs la serie de fenémenos fisiologicos y bioquimicos que se suceden
desde el momento de la lesién vascular,hasta la formacién del
codgulo o trombo.La hemostasia se ha dividido en tres fases,que se
dan en forma secuencial y algunas ocasiones simult&neamente:

1)fase vascular,2)fase plaquetaria y 3)fase plasmdtica;en esta ulti-
ma se lleva a cabo la coagulacioén.

COAGULACION.

Es el mecanismo mediante el cual la sangre pasa del estado de "sol"

al estado de "gel",ésto ocurre mediante la interaccién de los facto-
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“res de la coagulacién y termina en la transformacién de fibrinégeno
‘en fibrina la cual al polimerizarse produce el cambio mencionado.(15)
‘ Las plaquetas son esenciales para el mantenimiento de una hemos-
tasia normal,éstas desempeflan dos papeles diferentes en el mecanismo
de la detencion de hemorragias,la funcién hemostatica que se realiza
mediante el taponamiento de los vasos sangrantes por una masa de
plaquetas y la funcién trombopldstica que es inducida mediante la
participacién de constituyentes quimicos propios de las plaguetas en
el mecanismo de la coagulacién.(21}

Una hemoterapia segura y efectiva reguiere la comprensién basi-
ca de la fisiopatologia del trastorno sometidoc a tratamiento para
identificar la deficiencia.La terapéutica por transfusion plaqueta-
ria se emplea para controlar o mejorar la hemostasia afectada por
causa de la trombocitopenia que,independieﬁtemente del numero y di-
versidad de desordenes a los gue puede ser asociada,se produce de
tres maneras:produccién deficiente de plaquetas,destruccién acelera-
da y distribucién o secuestramiento anormal de las plaquetas en el
organismo. (21,22)

Es asi,que encontramos pacientes con trombocitopenia asociada a:
leucemia,aplasia medular Gsea,cirugia vascular,purpuras,quimiotera-
pia,radioterapia, esplenomegalia,etc. (Tabla "B") (5,9,21,24)

El griterio,generalmente egtablecido,para la aplicacién de una
transfusién de plaquetas es cuando el conteo plaquetario en los pa-
cientes sea menor de 30,000 plaquetas/mm®.(5,9,21)

La seleccién de las plaquetas a ser transfundidas,debe Qé%éf en
cuenta a los sistemas de determinantes antigénicos plaquetarioé,los
cuales son de tresg tipos: Antigenos ABO,Antigenos HLA y Antigenos

especificamente plaquetarios.(22)



APLICACION DE LA TRANSFUSION DE_PLAQUETAS.

1. rrombocitopenia con producci6én plaquetaria
disminuida.
A. Leucemia.
B. Anemia apléasica.
I1. Trombocitopenia debida a pérdida,destruc-
cién o secuestro de plaguetas.
A. Pérdida de plaquetas.
1. Transfusiones multiples.
2, Uso de sangre almacenada.
3. Bombas extracorporeas.
B. Secuestro de plaquetas,
1. Esplenomegalia.
C. Destruccioén.
. PTA{aguda y crénica).
. Parpura postransfusional.
Trombocitopenia isoinmune neonatal.
. Parpura farmacologica.

. Defectos hereditarios.
Infeccién.

VU WA =

I11. Transtornos plaquetarios cualitativos.
A. Congénitos.

B. Adquiridos.
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qu antigenos ABO se han detectado sobre la superficie plaqueta-
ria,aunque se desconoce 8i son parte intrinseca de la membrana o
solo son simplemente adsorbidos;se hace prudente el seleccionar las
plaguetas segin el tipo ABO-compatible pero no estrictamente necesa-
rio,debido a que la disminucién de la svbrevida de las plaquetas
transfundidas ABO-incompatibles no es significativa y es de sobre-
manera aceptable.

Respecto a la compatibilidad "Rh",ésta no se hace necesaria en
la terapéutica plaquetaria,debido a que la contaminacion eritrocita-
ria de los concentrados plaguetarios es minima y sélo en caso de
mujeres Rh(-),se recomlienda usar plaquetas compatibles o en su caso
administrar la inmunoglobulina Rh.(9,21,22)

El sistema HLA es el mas importante de los antigenos plagueta-
rios por ser compartido con leucocitos y con tejidos.De lLos antige-
nos especificamente plaquetarios,podemos mencionar al Antigeno DUZO,
el sistema P1*(Zw).el Ko y el PLE.(Tabla "c") (20,22)

El éxito o fracaso de la terapia plaquetaria depende de la inte-
gridad funcional de las plaquetas transfundidas,la causa del defecto
plaquetario en el receptor y la presencia o ausencia de anticuerpos
antiplaguetarios.(22)

La naturaleza de los anticuerpos antiplaqueta es del tipo IgG(1,
7,10,13,14,18.19,22).por lo tanto,la importancia clinica de los sis-
temas antigénicos plaguetarios estriba en su capacidad de inducir la
produccién de anticuerpos.

El sistema de antigenos HLA es el m&s importante inductor de an-
ticuerpos antiplagqueta,tanto gque,en los centros hospitalarios en
donde es posible, la seleccitn de plagquetas a transfundir se hace por'

tipificacién HLA;si bien,las transfusiones as{ tipificadas son exi-
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TABLA “C".

SISTEMAS DE ANTIGENOS PLAQUETARIOS.

SISTEMAS ANTIGENOS
HLA HLA-AL
HLA-A2
HLA-B7
HLA-B8
DuUZO pUZOd
P12 (2w) Pi?t(zu?)
p1%% (7
Ko Koa
KoP
p1B p1F?
E2

Pl
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tbsas;én aproximadamente del 30 al 50% de los receptores dejan de
jbroéﬁcir incrementos satisfactorios,debido a que se desarrollan an-
: ticqerpos contra los sistemas plagueta-especi{ficos,donde los siste-
: mas—PlA(PlAl) y el Ko(Koa)son capaces de inducir aloanticuerpos con
“ una relevante frecuencia clinica.(17,18,19,20,22)
:~Cuando los pacientes quedan inmunizados deben afrontar la consi-
" guiente disminucién en el rendimiento y vida media de las plaquetas
en posteriores transfusiones,aunque entre los pacientes existe una
gran variabilidad en cuanto al numero de transfusiones requeridas
para la inmunizacién,la transfusion previa de sangre total o de con-
centrado de hematies puede producir que las plaquetas no viables
provoquen la inmunizacién y si ademas afladimos que muchas transfu-
siones consisten en mezclas(preparados de sangre de moltiples dona-
dores)de concentrados plaquetarios,entonces la inmunizacién es mas
rapida;debido a esto es que entre el 40 y el 70% de aguellos pacien-
tes que requieren multiples transfusiones de plaguetas,se tornen
refractarios o sea que son pacientes en los que se fracasa en obte-
ner un incremento de plaquetas,desgpués de repetidas transfusiones,
a causa de la produccioén de anticuerpos antiplaqueta.(13,17,19,21)
Las trombocitopenias en donde el aumento de la destruccién pla-
quetaria es provocada por la sensibilizacién de éstas a anticuerpos
se denominan trombocitopenias inmunitarias,en ellas,ademds de englo-
bar a padecimientos en donde los aloanticuerpos contra las plaguetas
son generados,comu en el caso de las transfusiones miltiples,se sus-
criben los padecimientos autoinmunitarios cupaces de generar auto-
anticuerpos antiplaqueta.(Tabla "D") (2).Uno de estos padecimientos
es la Purpura Trombocitopénica Idiopatica (PT1),el término idiopati-

co significa "de causa desconocida",actualmente se sabe que es un



TABLA "D".

TROMBOCITOPENIAS INMUNITARIAS.

3
4
5.
6
7

. PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA O AUTOINMUNE.

. TROMBOCITOPENIA AUTOINMUNE SECUNDARIA,

Lupus eritomatoso generalizado(LES).
Leucemia linfocitica crénica.
Linfomas.
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida(SIDA).
Mononucleosis infecciosa.
. TROMBOCITOPENIA INMUNITARIA INDUCIDA POR FARMACOS.
. PURPURA POSTRANSFUSIONAL.
PURPURA TROMBOCITOPENICA TROMBOTICA.
. TROMBOCITOPENIAS NEONATALES INMUNITARIAS.

. DESTRUCCION DE PLAQUETAS TRANSFUNDIDAS.

12
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desorden que se desarrolla en ciertos individuos con predisposici6n
genética asi como de sexo(femenino),seguido probablemente,de un
evento ambiental;el resultado es la produccién de autovanticuerpos
1gG antiplaqueta,con la consiguiente disminucién y destruccién de
éstas células,por tal motivo se ha propuesto el término de Parpura
Trombocitopénica Autoinmune (PTA).

En estos pacientes las transfusiones de plaquetas son de vida
corta y no son recomendadas de manera profiléctica,a no ser que se
presente una hemorragia grave o se requiera una intervencién quirur-
gica.(2,7,14,15,22)

De esta manera,se puede afirmar que gran parte de la problemati-
ca transfusional plaquetaria esta ligada a los anticuerpos antipla-
queta lo cual nos lleva a la necesidad de buscar formas de poder
detectarlos en los pacientes.

Dada la especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo, ésta
ha sido utilizada con magnificos resultados en la investigacién de
anticuerpos séricos,sobre todo con fines de diagnéstico.Es asi,que
sobre la deteccién de anticuerpos antiplaqueta se han desarrollado
técnicas de:1Inmunofluorescencia, Inhibicién del Complemento,Prueba de
Coombs Radiomarcada,Microtoxicidad,Radioinmunoanalisis y Analisis
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA).(2,10,13,18,19)

La técnica de An&lisis Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas(ELISA),
forma parte de la metodologia del Enzimoinmunoanalisis(EIA},en el
gue ge emplean anticuerpos o antigenos marcados con enzimas.El EIA
se divide en dos tipos:homugéneo y heterogéneo,en el primero,la en-
zima se conjuga con un hapteno y cuando este conjugado reacciona con
el anticuerpo se altera la actividad enzimatica y no se requiere se-

paracién del combinado libre;en el EIA heterogéneo,los anticuerpos o
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el antigeno se pueden ligar a una enzima,reteniendo el complejo tan-
to la actividad inmunolégica como la enzimitica,estos ensayos son
conocidos generalmente como ELISA.

Es posible desarrollar los ELISA en varias configuraciones,los
tipos més frecuentes son:ELISA competitivo para el antigeno, Inmuno-
enzimométrico, Inmunoenzimométrico de dos lugares,Andlisis en “"sand-
wich” para anticuerpos y Enzimométrico doble de anticuerpos para an-
tigenos. {Tabla "E")

De éstas técnicas,una de las mas utilizadas en el analisis en
"sandwich" para la detecci6n de anticuerp&s,el esguema que se sigue
en general es el de incubar el antigeno fijado en la fase s6lida con
una muestra que contiene el anticuerpo que hay que detectar,cuando
ha tenido lugar la reacecién y después de un lavado,se afiade un se-
gundo anticuerpo marcado enzim&ticamente y que sea reactivo frente
al primer anticuerpo,asi,la cantidad de actividad enzimatica que sea
registrada es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpo
antigenoespecifico existente.(5,11,16) De los métodos de ELISA pro-
puestos para la determinaci6n de anticuerpos antiplagueta,la técni-
ca del "sandwich" ha sido una de las mas utilizadas.(2,10,13,18,19)

Dadas las caracteristicas de ELISA,su aplicacién en la determi-
nacién de anticuerpos antiplaqueta ha sido de gran utilidad,pero es
importante seflalar que aun con el acumulo de conocimientos adquiri-
dos en el campo de las transfusiones, éstas continuan presentando

riesgos potenciales de diversos tipos.



TABLA "E".

ENZIMOINMUNOANALISIS (EIA).

aj
b)

[+

d

e

1
a)
b)
c)
d)
e)

)

-

. EIA HETEROGENEO O ELISA.

Competitivo para el antigeno.

An4lisis inmunoenzimométrico.

Analisis inmunocenzimométrico

de dos lugares.

Analisis en "sandwich" para

la deteccién de anticuerpos.

Analisis inmunoenzimométrico

de doble anticuerpo para antigenos.
EIA HOMOGENEO.

Marcador enzimAtico.

Sustrato marcado,

Cofactor.

Grupo prostético marcado.

Modulador enzimatico.

Anticuerpo marcado.

15
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La terapéutica por transfusién de plaquetas se emplea para con-
trolar o mejorar la hemostasia en los pacientes con trombocitopenia
asociada a leucemia y otros tipos de cancer,aplasia de médula 6sea,
quimioterapia, radioterapia,esplenomegalia,purpuras y cirugias.

Actualmente esta terapia se ha incrementado y la seleccién de
donadores para pacientes que requieren multiples transfusiones o
aquellos que,por ger politransfundidos,se han tornado refractarios,
representan un dificil problema clinico;el cual se ve acrecentado
por la bisqueda de un método adecuado y confiable para realizar

dicha seleccién de donadores.
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IV, OBJETIVOS.

Evaluar la utilidad del método de ELISA propuesto,para la reali-

zacién de pruebas de compatibilidad plaquetaria.

. Con base en las caracteristicas de la prueba de ELISA,proporcionar

un método viable y adecuado para pruebas de compatibilidad plaque-

taria.

Establecer la utilidad del método propuesto,como prueba de compa-

tibilidad para pacienteg politransfundidos y pacientes con PTA.

Proporcionar un método adecuado que,en consecuencia,puede lograr

una buena respuesta transfusional en los pacientes.

En general,proporcionar un método para pruebas de compafibilidad

en pgcientes gue requieran terapia transfusional plaguetaria.
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V. HIPOTESIS.

Puesto que la técnica de ELISA es capaz de detectar los anti-
cuerpos IgG antiplaqueta séricos,que provocan la destruccién de las
plaquetas;al poner el suero del paciente en contacto con plaquetas
de posibles donadores y detectar o no la presencia de tales anti-
cuerpos, se podria establecer un criterio de aceptacién,o de rechazo,

a las plaquetas donadas;en si,puede ser,un criterio de compatibilidad.
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V1. METODOLOGIA.

. Estandarizar el método en una poblacién de personas sanas.

Seleccionar pacientes politransfundidos,sin tomar en cuenta el

tipo de productos sanguineos que se les ha proporcionado,y proce-
der a la deteccién de aloanticuerpos 1gG plaquetarios,aplicando

el método como prueba de compatibilidad.

Seleccionar pacientes que padezcan PTA y realizar la deteccidn
de anticuerpos IgG plaquetarios,estableciendo el método como

prueba de compatibilidad.

. Establecer la relacién entre los resultados obtenidos y la utili-

dad del método como prueba de compatibilidad.
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VII. MATERIAL Y METODOS.

1. MATERIAL.
Tubos de ensayo de plastico(12 X 75).20 tubos,Sorin Biomédica.
pipetas graduadas de 0.1,1,2,5 y 10 ml.
Pipetas Pasteur.
pPipetas de Thoma para glébulos rojos.l0 pipetas.Propper Trophy.
camaras de Neubauer.2 cAamaras.Bright-Line Americal Optical Co.
cajas de Petri. ' ‘
Papel filtro.

Microplacas ELISA.Dynatech Immulon.

2. REACTIVOS.
N32HP04- 12 I|20.500 g.J.T.Baker S.A,

NaCL.500 g.J.T.Baker S.A.

EDTA disédico.S500 ml.Scolucién al 10% preparada por el IMSS.
oxalato de amonio.500 g.Técnica Quimica S.A.

Dietanolamina.l Kg.Sigma Chemical Co.

MgClZ- 6 H20.500 g.Merk Co.

NaOH.1 Kg.J.T.Baker S.A.

Anti-1gG humana conjugada con FA.Behring. (Frasco con 1 ml.}
p-nitrofenilfosfato.Sigma Chemical Co.(200 tabletas)

Albimina bovina al 22%.0rtho. (Frasco con 10 ml.)

3. APARATOS.
Centrifuga. Clay Adams Inc.

Agitador meécanico para pipetas de Thomas. Clay Adams Inc.
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Incubador (bafio marfa). Blue "M* Magni Whirl.Mod:MW-110A-1.
‘Microscopio. Carl Zeiss.
Lector ELISA.Reader Micro ELISA System.Organon Teknika.Veedijk 58.

Modelo: 310 C.

SOLUCIONES.

o

Solucioén amortiguadora de fosfatos salina con EDTA y 1% de albumi-
na sérica bovina (PBS-EDTA-1% BSA}. pH=7.3.

Na2HPO4- 12 H20 ------- 9.44 g.
NaC)l ------- 8.18 g.
NaZEDTA ------- 3.35 g.
Albumina ------- 10 g.
Agua destilada c.b.p, ------- 1000 ml.

Solucién amortiguadora de dietanolamina. pH=9.8.

Dietanolamina ------- 100 ml.
MgClz- 6 H2o ------- 102 mg.
Agua destilada c.b.p. ------- 1000 ml.

Solucién de Hidréxido de sodio. 1IN,

Solucién de Oxalato de amonio al 1%.
Oxalato de amonioc ------- 14g.
Agua destilada c.b.p. ------- 100 ml1.

Filtrar la solucidén antes de usar.
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Solucién de p-nitrofenilfosfato.

p-nitrofenilfosfato ------- 1 tableta.
Amortiguador de
dietanolamina -------- 5 ml.

Preparar al momento de usar y proteger de la luz.

5. MATERIAL BIOLOGICO.

Sueros sanguineos.

concentrados plaquetarios frescos.

6. METODOS,

A). Preparacién de plaquetas.

B).

t

Tomar de 8 a 10 ml. de concentrado plaguetario en tubos de
plastico.

Centrifugar a 3000 rpm/1 min. y lavar 2 veces con PBS-EDTA-
1% BSA.

Resuspender en 2 ml. de PBS-EDTA-1% BSA.

Contar y ajustar las plaguetas a 20,000/mm?®,diluyendo con

el mismo amortiguador.

Cuenta de plaquetas. (Técnica de Brecher).(3,6)

¥

Con una pipeta de Thoma para eritrocitos,se toma una mues-
tra de plaquetas lavadas,llevando hasta la marca 1.

Con Oxalato de amonio al 1% se completa hasta la marca 101.
Agitar la pipeta durante 3 min. en agitador mecénico.
Desechar las primeras 7 gotas y llenar la camara de Neubauer.
Dejarla reposar durante 10 min. dentro de una caja de Petri
con papel filtro humedecido en agua,para evitar la evapora-

cién.El contec debe hacerse con el objetivo seco fuerte(40 X).
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'~ cdlculos:’

(N* de células contadas)(Diluciotn)
- Plat uetaa/mm’ R et et i
: * {0.004)(cuadros contados)

C). Prebaracibn del suero.

Inactivar a 56°C. por 30 minutos.

D). Preparacién de la microplaca ELISA.
Poner 200 pl. de PBS-EDTA-1% BSA en cada pozo e incubar por
60 minutos a 37'C. y lavar cinco veces con el mismo amorti-

guador.

7. METODO DE ELISA.

Fundamento:
El método de ELISA propuesto,se basa en el principio denominado

del "sandwich® para los ensayos inmunoenzimaticos.
Plagqueta---1gG antiplaqueta---Anti-IgG/FA + p-nitrofenilfosfato.

Al poner en contacto a la fosfatasa alcalina,conjugada a la Anti-
IgG humana,con el p-nitrofenllfosfato,la accién de la enzima da
como resultado un fosfato y p-nitrofenol,que en medio alcalino
se convierte en ién p-nitrofenilato.el cual asume una estructura

quinoide de color amarillo que se puede leer a 405 nm. (23)
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FOSFATASA ALCALINA .
H,0 + H3ry

p-nitrofenilfosfato p-nitrofenol

© - @ =)

“HO,

p- nitrofenol I6n p- nitrofenilato quinoide

Teénica:
a).

b).
c).

dy.

e).

f).

g).
h).
i),
1.

En tubos de plastico,agregar 150 pl. de plaguetas mas

150 pl. de suero problema e incubar a 37°C. por 60 min.

Centrifugar a 3500 rpm. por 10 min. y decantar.

Lavar el boéton célular 3 veces con PBS-EDTA-1% BSA.
Agregar 300 pl. de Anti-IgG humena conjugada con fos-
fatasa alcalina.

Incubar a 22-24°C. por 45 min.

Centrifugar y lavar 3 veces con 300 pl. de amortigua-
dor;decantar el dltimo lavado.

Adiclionar 300 pl. de p-nitrofenilfosfato.

Incubar,a la obscuridad,a 37°C. por 30 min.

Adicionar 150 pl. de NaCH 1IN. y mezclar por 5 min.

Pasar el contenido a la microplaca ELISA y leer a 405

‘nm.



25
VIII. RESULTADOS.,
La técnica de ELISA fue aplicada a los sueros de 100 donadores

normales,50 pacientes con PTA y 45 pacientes politransfundidos,obte-

niéndose los siguientes resultados.

TABLA 1
GRUPOS SUEROS A B Ab. RANGO
DONADORES NORMALES 100 5 476 0.212 0.103-0.311
PTA 50 7 365 0.217 0.105-0.432
POLITRANSFUNDIDOS 45 5 243 0.207 0.104~0.368

A:Promedio de concentrados plaquetarios por suero.

B:Nimero de lecturas de absorbancia. Ab.:Absorbancia media.

1. DISTRIBUCION DE LAS LECTURAS DE ABSORBANCIA DE DONADORES NORMALES

X = 0.212
82 = 1.47 X 107?
s = 0.038
1.C. ¢ = 0,208¢ X <0.215 = 0.95
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FIGURA. 1

DONADORES NORMALES.

0 |n

A
01100" 0.140 ' 0.180 |

L) T
0.220 ' 0.960 ' 0.300

Ff = Frecuencia en numero de lecturas de absorbancia.

Ab = Absorbancia.
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A). Bondad de Ajuste.

Hipo6tesis:
Ho: Distribucién Normal.
Ha: Distribucién No Normal.
Nivel de Significancia: o<= 0.05
Egtadigrafo: ji cuadrada. .
X? = (FO12/Ei)-n

Datos: n = 476 Foi/Bi ="490,7389 Grados de libertad = 8

X? cal. = 14.7389
X* tab. = 15.507

Regla de Decisién:

X?* tab. > X? cal.,Se acepta Ho. La distribucién es normal.

B). Determinacién de Limites de Tolerancia.

Nivel de Significancia: e<= (.05
Proporcién de la poblaci6n: 9 = 0.95
Limites de tolerancia: X+Ks

Datos: X = 0.212 s = 0,038 K (500,0.95) = 2,070

L.T.I. = 0.1333
L.T.S. = 0.2906



B): Determinacién de criterios.

Calculo de probabilidad.cyhrva; N

criterios:’

Ab ¢ 0.290 Se consideran como Compatibles.
0.291 < Ab < 0.300 8e consideran como Dudosos.

Ab > 0.300 Se consideran como Incompatibles.

1. DISTRIBUCION DE LAS LECTURAS DE ABSORBANCIA DE LOS PACIENTES.

PACIENTES POLITRANSFUNDIDOS.
X = 0.207
S* = 1.639 X 10°°
S = 0.040

PACIENTES CON PTA.
R = 217

S = 1.55 X 1072
§ = 0.039

28



29

FIGURA., 2

POL ITRANSFUNDIDOS .

004"
90| . I8 A
80, _ L v \
70,

60,

&

< Ab
J\bhoo‘ 0/140" 0.I80 T 0.%220 T 0.260 ' 0.500 " 0.340 T 0.380

Pacientes. Donadores normales.

F = Frecuencia en namero de lecturas de absorbancia.

Ab = Absorbancia
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FIGURA. 3

¥

1 T L L T T { T T T T
0.100 0.140 0.180 0,220 0.260 0.300 0.340 0.380 0.420

Pacientes. Donadores normales.

F = Frecuencia en ndmerv de lecturas de absorbancia.

Ab = Absorbancia
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111, APLICACION‘DE Los ‘CRITERIOS A LOS GRUPOS ESTUDIADOS.

TABLA 2
LECTURAS 5 0.300 DE AbY PACIENTES 3
donadores normales 1 1 1
PTA } 7 ‘ 6 12
politransfundidos 5 4 8.88

Ab*. :Absorbancia.

TABLA 3

PACIENTES POR CRITERIO

DONADORES

NORMALES . PTA. POLITRANSFUNDIDOS
COMPATIBLES 96 44 41
DUDOSOS 3 0 3 0

INCOMPATIBLES 1 [} 4
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IV. DETERMINACION DE LA DIFERENCIA DE LAS PROPORCIONES DE INCOMPATI-

BILIDAD.

Donadores Normales y Pacientes con PTA.

Hipo6tesis:
Ho: Wppp ¢ ¥py ¢ Tpps - Ypy ¢ O
Hat Sppa ? Yoy @ ppp - Yoy > O

Nivel de Significancia: <= 0.05

Estadigrafo:
Z =
\
V@ (t/ngg,r ngy )
Datos: PPTA= 0.12 PDN= 0.01 p = 50(0.12)+100(0.01)/150
g = 0.9534
2 cal. = 3.0130
Z tab. = 1.6450

Regla de Decision:

Z tab.

con PTA es mayor que la de los donadores normales.

0.0466

< Z cal. Se rechaza Ho. La proporciéon porcentual de pacientes
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ponadores normales y Pacientes Politransfundidos.

Hip6tesis:
Ho: Wpm ¢ Yoy ¢ pp - ¥py ¢ 0
Ha: "PT > ‘DN H !PT - ‘DN >0

Nivel de significancia: e4= 0.0%

Estadigrafo:
Per - Ppy
2 = cmmemmm e deeeemmmccames
1
/ea im, v im
Datos: PPT = 0.,0888 PDN = 0,01 P = 45(0.0888)+100(0.01)/145=0,0344
g = 0.9656

Z cal. = 2.4086
Z tab. = 1.6450

Regla de Decision:
2 tab, < Z cal. Se rechaza Ho. La porcién porcentual de pacientes

politransfundidos es mayor que la de log donadores normales.
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V. DETERMINACION DE LA RELACION ENTRE GRUPUS Y CRITERIOS,

TABLA 4
DONADORES
NORMALES, PTA. POL1TRANSFUNDLDOS. TOTAL.
compatibles 96 44 . a’ 181
incompatibles 4 6 4 14
TOTAL 100 50 - 45 195

Hipotesis:

Ho: Independientes.

Ha: No Independientes.

Nivel de Significancia:eo<= 0.05

Estadigrafo: ji cuadrada.

X’ = £20*1j/Ei} - n

Datos: n = 195 £ E0*1j/Eij = 198.4581 Grados de Libertad = 2

X2cal., = 3.4581
Xitab, = 5.991
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Regla de Decision:

X*tab. > X'’cal. Se acepté Ho. EL'criterio y los grupos son indepen-

dientes.
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IX. ANALIS1S DE RESULTADOS.

Fueron seleccionados al azar,los sueros de 100 donadores norma-
les,50 de pacientes con PTA y 45 de pacientes politransfundidos,cada
suero fue probado contra plaquetas obtenidas de mezclas de concen-
trados plaquetarios frescos,conforme a la técnica de ELISA propues-
ta;la tabla 1 muestra los resultados obtenidos de manera general.

La aplicacion de la técnica sobre un grupo de donadores normales
establece el control del ensayo,aportando Aatos que,dentro de un ni-
vel de confiabilidad,nos servirén de referencia.lLa distribucién que
siguen las lecturas de abgorbancia({Fig. 1)muestran ser,estadistica-
mente,del tipo normal,con un amplio rango de lecturas que va de:
0.103 a 0.311;para establecer valores de estimacién se determinaron
los limites de tolerancia,cubriendo el 95% de la distribucién,de
donde el limite superior es 0.290,con base en ¥sto fue considerado
como un valor mas practico el de 0.300 de absorbancia para después
formular los criterios de aceptacién y de rechazo,que posteriormente
se aplicarian a los grupos de pacientes.

si la_caracteristica principal de nuestro grupo control es la
ausencia del factor antiplaquetario,es significativo que valores ma-
yores a 0.300 de absorbancia sean considerados poco probables { P:
Ab > 0.300 = 0.0104 ),por lo cual se propone que la ausencia de anti-
cuerpos este aunada a lecturas de absorbancia menores o iguales a
0.290 y que a la vez se introduzca el criterio de compatibilidad.

La técnica de EL1SA nos muestra que la actividad enzimatica
aumenta conforme crece la presencia del anticuerpo sobre el que

actua el conjugado y si hemos establecido un limite superior de
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0.300,debemos esperar que en los casos donde se rebase dicho limite,
la presencia de anticuerpos antiplaqueta es muy facﬁiblé y con ellos
la incompatibilidad de transfusién.

Respecto al intervalo delimitado por nuestros valores de compa-
tibilidad e incompatibilidad y al que denominamos de criterio dudoso,
cabe decir que es resultado de las fronteras establecidas,pero que
dado el caracter del estudio,debemos tomar en cuenta que en la prac-
tica transfusional no se dan los términos intermedios y aunque teo-
ricamente son probables{P: 0.291<Ab<0.299 = 0.0088)en la aplicacié6n
deberifan tratarse con reserva y no ser counsiderados a transfusion
habiendo la manera de optar por otros concentrados que aporten datos
mas confiables.

Al ser determinados nuestros criterios de transfusioén,estos fue-
ron estimados a los grupos de pacientes politransfundidos y con PTA;
la distribucién de las lecturas de absorbancia de estos grupos fue
comparada con la del grupo control(Fig. 2 y 3),los promedios de ab-
sorbancia de los grupos de pacientes no difieren practicamente con
el del grupo normal,pero es de seflalarse que registran un aumento
en el rango de lecturas(Tabla. 1)},asi tenemos que mientras el grupo
control muestra sclo una lectura de absorbancia mayor de 0.300,en
pacientes con PTA hay 7 lecturas(que corresponden a 6 pacientes) y
en politransfundidos hay $ lecturas(de 4 pacientes), (Tabla. 2)

La mayoria de los pacientes politransfundidos(él.12%) y con PTA
(8B8%)estan dentro de nuestro criterio de compatibilidad, lo cual hace
suponer que carecen de anticuerpos antiplaqueta o que,por sus carac-
teristicas clinicas,aun no los desarrollan y por lo tanto éstos pa-
cientes pueden cubrir ampliamente sus requerimientos transfusionales

plaquetarios,aunque no se descartan problemas peosteriores.
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Al criterio de incompatibilidad responden el 12% de los pacien-
tes cén PTA y el 8.88% de los politransfundidos,fueron clasificados
de tal manera si mostraban una lectura de absorbancia mayor,o lgual,
a 0.300 a cuando menos uno de los concen£rados plaguetarios. Ninguno
dé los pacientes fue situado dentro del criterio de dudosos.({Tabla.3)

Al conocer las proporciones implicadas de cada grupo estudiado
con los criterios determinados,se buscd contrastar estos resultados
con el grupo control y puesto que las fracciones de pacientes incom-
patibles son la diferencia téorica y préactica,se estimé la diferen-~
cla estadistica de dichas proporciones,enéontrando que en ambos gru-
pos de pacientes la porcion porcentual de incompatibles es mayor que
la del grupo control,lo cual demuestra que la aplicacién de los cri-
terios afecta particularmente al grupo de pacientes y que la dife-
rencia no es s6lc aparente.

También se buacé establecer la asociacién existente entre los
tres grupos y los criterios de compatibilidad e incompatibllidad
(Tabla. 4),se debe mencionar que se contaron como incompatibles los
tres donadores normales que se clasificaron como dudosos dada la con-
veniencia practica de no ser considerados totalmente viables,resul-
tando que los criterios y los grupos muestran ser independientes,por
lo tanto podemos decir que la prueba y los criterios son v4lidos in-

dependientemente del grupo a que se apliguen.



X. CONCLUSIONES.

Dadas las caracteristicas de sensibilidad y especificidad del
ensayo inmunoenzimatico,el método de ELISA descrito fue desarrollado
para facilitar la seleccién de adecuados donadores de plaguetas,por
medio de la deteccién de anticuerpos IgG antiplaqueta y al ser eva-
luado se califica como aceptable para la aplicacién de pruebas de
compatibilidad plaquetaria.

De la técnica en si,podemos8 mencionar que es de fé&cil realiza-
cioén, relativamente practica, tomando en cuenta que consume varias ho-
ras,pero es factible de ser optimizada,es reproducible y adaptable
al uso del laboratorio clinico.

De la aplicacién del método se establecieron,con amplia confia-
bilidad, los parametros de seleccién,mostrando su utilidad al poder
determinar la porcién de los grupos clinicos que son ampliamente
receptores de una terapia transfusional plaquetaria viable y de
aquellos que inician una problematica que puede verse acentuada; y
también muestra su consistencia al hacerse extensivo el método a di-
vergos grupos clinicos.

Cabe mencionar la importancia de considerar la realizacién de

una valoraci6n clinica que se conjunte para lograr un método integral.
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