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| INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La descripcion inicial de la purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) en adultos fue hecha
por Werlhof, quién en 1735 inform¢ el caso de una mujer joven quién tuvo un cuadro de
petequias, equimosis y hemorragia en mucosas, la cual presentd una recuperacion clinica
espontanea . En los afios 50, el término PTI se referia a una entidad clinica de etiologia
desconocida asociada a trombocitopenia y plrpura. En 1956 Harrington y cols. @ sugireron
que la PT!, era una enfermedad inmunclégica, basados en la observacion de que la infusion
de plasma de un paciente con la enfermedad, en individuos sanos era capaz de producir un
descenso rapido en la cifra de plaguetas circulantes y que dicho efecto tenia una duracién de
5 a 7 dias . Shulman @ al estudiar ias caracteristicas del factor responsable de la destruccion
de ias plaquetas, llego a la conclusion que probablemente se trataba de un anticuerpo. Por
otra parte Dixon y Ross®, demostraron que muchos pacientes adultos con PT1 crénica tenian
elevadas las IgGs asociadas a ias plaquetas (IgGAP) vy los estudios en nifios confirmaron la
presencia de IgGAP en mas de 85% de los pacientes. La IgGAP elevada mostraba una
relacién inversamente proporcional con la cifra de plaquetas pero no mostrd capacidad
predictiva respecto al curso de la enfermedad. Los hallazgos de van Leeuwen y cols. ®en el
sentido de que los anticuerpos antiplaquetarios generalmente no reaccionaban con plaquetas

de individuos con Trombastenia de Glanzmann, sugerian que una gran parte delos
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anticuerpos estaban dirigidos contra el complejo de Gp llb-llla de las plaguetas, esto tuvo
muchas implicaciones en el desarrolio de los métodos de estudio posteriores. Actualmente se
sabe que los anticuerpos antiplaguetarios son globulinas séricas de clase IgG, 1gM 6 1gA que

estan dirigidos contra un determinante antigénico “blanco” de la membrana plaguetaria ‘.




i GENERALIDADES

2.1 PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA (PTI)

Esta enfermedad también conocida como plrpura trombocitopénica inmunolégica y plrpura
trombocitopénica autcinmune, es una enfermedad hemorragica adquirida con un curso
generalmente benigno. La trombocitopenia que se presenta, en presencia de abundantes
megacariocitos, sin evidencia de plagquetas en la médula dsea indican una salida activa de
plaquetas a sangre periférica. En nifios tiene buen prondstico en contraste con los

adolescentes y adultos en donde la mayoria desarrolla ia forma crénica de la enfermedad 7.

2.2 INCIDENCIA

La incidencia en nifos ha sido estimada entre 10 y 40 casos nuevos por 1 000 000 de

personas por afo en estudios reatizados en Dinamarca ® e Inglaterra ® | mientras que en
Kuwuait ha sido calculada en 125 por 1 000 000 de individuos '? . La incidencia de PTl en

adultos es de aproximadamente 66 casos nuevos por 1 000 000 de individuos por afio.

2.3 CARACTERISTICAS CLINICAS DE PTIEN NINOS Y ADULTOS

Los rasgos clinicos de la PTI son distintos entre nifios y adultes; es caracteristico en nifios la
aparicién de una fase aguda que se resuelve espontdneamente a los 6 meses, mientras que
la PTI del adulto tiene una aparicién insidiosa y solo en raras ocasiones desaparece

espontaneamente {Tabla 1 ).




Tabla 1

Manifestaciones clinicas de PT!l en nifios y adultos

Generalidades

Nifios Adultos

Incidencia

Edad (afics) 2-4 1540

Sexo (F:M) Igual 261
Presentacion .

Tipo Agudo Insidiaso

Sintomas (La mayoria con sintomas < 1 semana ) (La mayoria con sintomas > de 2 meses}

Purpura Plrpura
(< 10% con sangrado grave) {Comunmente sin sangrado grave)

Cuenta de plaquetas La mayoria < 20x10°7L La mayoria < 20x10°/L"
Curso

Remisién esponténea 83%"° 2% °©

Enfermedad crénica 24% ¢ 43%°

Respuesta a esplenectomia 71% ° 66% °

Recuperacion completa 89% ' ga% 7
‘Morbilidad y mortalidad ¢

Hemorragia cerebral <1% 3%

Muerte por hemorragia <1% 4%

Mortalidad de enfermedad refractaria

Crénica 2% 5%
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Notas:
? La cuenta media de plaquetas al inicio en nifios y adultos fue < 20x10%L y en adultos en algunas

ocasiones se encontraron cifras de plaquetas >30x10%L.

b . . . o . . .
La frecuencia de remisidon espontanea en nifos es sobrestimada debido a la seleccién de

pacientes con PTi de corta duracién y menos gravedad sin tratamiento.

° La frecuencia de remision espontanea en adultos puede ser subestimada debido a que la mayoria
de los pacientes son tratados inicialmente con esteroides.

d Enfermedad crdnica en nifios es definida como frombocitopenia persistente por mas de 6 meses y

en raras ocasiones hasta 12 meses . En adultos, la enfermedad cronica es definida como la pérdida
de una remisién completa permanente sin terapia, esteroides, esplenectomia u ofro tipo de

tratamiento.

® La esplenectomia en nifos fue realizada usualimente solo si la trombocitopenia sintomética

persistia por mas de 1 afio. Muchos adufios fueron esplenectomizados a los 6 meses del diagnéstico.

" La recuperacién completa es estrechamente dependiente de la duracion del seguimiento. Picozzi

VJ y cols. " sugieren que esle cuadro puede presentarse en 80% de los adultos cuando el
seguimiento de la enfermedad se extiende de 5 a 20 afios.

¢ Esos datos son dificiles de aceptar. El pronéstico de PTI, claramente ha mejorado durante los
_ pasados 50 afios. Ei incremento en la morbilidad y en la mortalidad de los adultos refleja el curso de

PTI mas largo, asi como la mayor susceptibilidad de serias y fatales complicaciones en los adultos

mayores de edad .
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2.4 ETIOLOGIA Y PATOGENESIS

24.1 PTI AGUDA

La forma aguda de PT! es mas comin en nifios entre las edades de 2 a 6 afios y es
usualmente precedida por una infeccion viral en un lapso de 1 — 6 semanas “*". En grandes
series de PTl en nifios, cerca del 80% tuvieron una historia de enfermedad viral como
rubeola, varicela, infecciones respiratorias o vacunacion con virus vivos 1 a 3 semanas antes
de la aparicién de los sintomas®™® . No hay predileccién por el sexo. La IgGAP se encuentra
elevada en todos los pacientes y si se comparan los grupos de PTI aguda y cronica, los
valores tienden a ser mayores para una cuenta plaquetaria dada en los nifios con PT! aguda
(14)‘

La observacién de que el desarrollo de la PTI aguda sigue a una enfermedad viral, sugiere
que el nific responde a los antigenos virales con produccidn de anticuerpos, formacion de
complejos inmunes y destruccién plaguetaria. La eliminacion plaguetaria puede ser debida a
la adsorcién de los antigenos virales en la superficie plaguetaria seguida por la fijacion de

los anticuerpos o a la fijacién de complejos inmunes via el receptor Fc de las plaguetas.

2.4.2 PTI CRONICA

La trombocitopenia en pacientes con PTI crénica tiende a presentarse de manera insidiosa,

las cuentas de plaguetas son extremadamente bajas(< 10x1091L) y el sangrado grave por
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mucosas es poco frecuente. La enfermedad se ha visto mas cominmente en mujeres y casi
nunca remite espontaneamente > '® ) . Una concentracion elevada de IgGAP se ha
encontrado en cerca de 90% de los pacientes y practicamente en todos se presentan
cuentas de plaquetas menores a 50x10°/L.

La PTI cronica, es causada por anticuerpos circulantes reactivos en la membrana
plaquetaria. Se debe especificamente a la unién de anticuerpos contra las glicoproteinas de
la membrana plaquetaria, principalmente a la Gp libllla ®” y/o a la Gp 1b/1X '® y en forma
menos comdn a la Gp laftla, Gp IV a la Gp |bB . Asi mismo se han demostrado anticuerpos
contra otros constituyentes de la membrana como los glicoesfingolipidos %%, La deteccién
de Igs ligadas a la Gp lIb/dlla y a la Gp It/IX es aproximadamente de 75% y en el plasma de
los pacientes, en la mitad. En los nifios, se encuentran las dos formas. Tsubakio P y cols.?",
sugieren gue los anticuerpos contra la Gp lib/llla se unen a diferentes epitopes de la
molécula. Por otra parte, Tomiyama y cols. “? | demostraron la presencia de anticuerpos
contra varias proteinas plaguetarias, incluyendo la b, Ilb y llla, de tal forma que estos
estudios sugieren que los epitopes involucrados difieren entre los pacientes con PTI cronica .
La alteracién de a membrana plaquetaria causada por el complejo antigeno —anticuerpo
expone a la plagueta como “blanco” para la remocion rapida por las células del sistema

reticuloendotelial (SRE), el cual s el paso final en |a patogénesis de este sindrome @

2.5 CINETICA DE LAS PLAQUETAS

En general se acepta que la trombocitopenia es secundaria a la destruccién acelerada por

fagocitosis, fundamentaimente en el bazo, de plaquetas unidas a anticuerpo. La
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supervivencia plaquetaria estd acortada marcadamente a menos de 10% de los 10 dias
normales de vida. Los megacariocitos se encuentran incrementados en nimero, volumen e
inmadurez , las plaguetas estan disminuidas en nimero pero incrementadas en volumen. Las
plaquetas grandes o gigantes se observan rutinariamente en frotis de sangre con EDTA ©
con el volumen aumentado en el analisis del contador automatico. El didmetro plaguetario
medio es 1.6 veces mayor que el normal (%) . Branehog y Harker ¢ 2% ) estudiaron 49
pacientes con cuentas plaquetarias medias de 30 x 10%L vy la supervivencia plaquetaria fue

de 0.34 y 0.67 dias respectivamente.

2.6 ANTICUERPOS ANTIPLAQUETARIOS

Los esiudios realizados en pacientes con PTI cronica muestran que las células esplénicas
producen cantidades aumentadas de IgG in vitro y que una porcién de esta 1gG (0.5 a 3%) es
plagueta especifica. Estudios cuantitativos muestran que el bazo en PTI produce suficiente
lgG plagueta-especifica para saturar completamente los sitios antigénicos de las plagquetas
{cerca de 5 000 sitios/plaqueta), hasta en dos a tres veces el nimero de plaguetas
producidas normalmente cada dia @7 Estudios in vitro indican que los anticuerpos
antiplaquetas también son producidos por células de la médula 6sea de pacientes con PTI
crénica y se sugiere que en pacientes que no responden a la esplenectomia, la médula 6sea
es el sitio principat de produccion de anticuerpos ©® . El andlisis con inmunofluorescencia

muestra que 95% de los pacientes con PTI cronica tienen anticuerpos antiplaguetarios IgG o

11
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en combinacion con IgA o IgM. En 5% de los pacientes solo se cbservaron anticuerpos IgM

(29)

2.7 MECANISMO DE DESTRUCCION DE LAS PLAQUETAS POR
RESPUESTA INMUNE.

. La secuencia de destruccion patoldgica plaquetaria en PTI cronica, se muestra en la Figura
1, la respuesta inicial de produccién de anticuerpos probablemente se desarrolla en el bazo,
puesto que este drgano es el primero en responder a la inyeccidn intravenosa de antigeno,
asi también es el sitio principal de produccion de anticuerpos antiptaguetarios en PTi crénica.
En algunos pacientes puede ser el Onico sitic de produccién debido a la restauracidn de la

funcion normal de la cinética plaquetaria en algunos individuos después de la
esplenectomia. Mientras que la trombocitopenia y la concentracion aumentada de IgGAP
pueden persistir después de la esplenectomia , posiblemente porque en otros sitios como la
médula dsea puede continuar la produccion de anticuerpos. La causa de la produccién de
anticuerpos antiplaquetarios en PTI crénica es desconocida.

En ia regulacion inmune, estan asociadas 2 tipos de células timo-dependientes, funcional y
antigénicamente distintas: células T inductoras (cooperadoras) , las cuales estimulan la
proliferacion y maduracién de las células B hasta células plasmaticas productoras de
anticuerpos y las células T supresoras ©% . Los linfocitos B autorreactivos secretan
anticuerpos antiplaquetas y este evento es considerado el primer defecto inmunolégico. Las
enfermedades autoinmunes probablemente son el resultado del descontrol de los

mecanismos involucrados en la respuesta del organismo a sus “propics” antigenos. Este tipo

12
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de padecimientos pueden resultar de células T inductoras con actividad anormal o
deficientes, asi como de células T supresoras defectuosas . Se han demostrado reacciones
citotéxicas mediadas por células contra las plaguetas y se han informado cifras disminuidas
de CD4 e incrementada la proporcién CD4/CD8 ©132

La destruccion plaguetaria en PTI es el resultado de la unién antigeno-anticuerpo con o sin
activacién del complemento, seguida de fagocitosis, ésta puede llevarse a cabo por medio
de la fraccién Fc de la molécula de 1gG Iigada {lgG1 e 1gG3, son las mas activas), o por
fijacion de C3b a la superficie de la célula, resuitado de la activacion del complemento. En
pacientes con PT! se han demostrado concentraciones elevadas de IgGAP y éstas son
inversamente correlacionadas con la gravedad de la enfermedad y la supervivencia
intravascular de las plaquetas ‘**? . La inhibicién de la destruccién plaquetaria en pacientes
con PTI por infusiones de gammaglobulina intravenosa muestra que este mecanismo es el
0 (34)

*primario . E! papel! de la fijacion de C3b en PTI es descenocido pero se supone puede

ser importante en algunos pacientes.

13
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FIGURA 1

Mecanismo de destruccion de las plaquetas debida a la respuesta inmune
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PRODUCCION DE PLAQUETAS

1.- Se produce un antigenc asociado a la plaqueta (@ ) . El antigeno puede ser un
autoantigeno plaqueterio o una molécuia nativa débilmente adherente o extrafia.

2.- Dado que ta plagueta estd en forma intravascular, la estimulacidén antigénica inicial a la

profiferacion linfoide se produce en el bazo.
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3.- Probablemente en cierta cantidad en la médula ¢sea.

4.- Con el tiempo se producen células de memoria antigeno especificas, éstas circulan y
permiten una respuesta inmune mas generalizada.

5.- La sintesis de anticuerpos antiplaquetas ocurre inicialmente en el bazo y mas tarde en
médula osea y posiblemente en otros tejidos linfoides.

6.- El anticuerpe antiplaguetario IgG (G) se une al antigeno asociado a la plagueta.

7.- Dando como resultado fagocitosis por medio del receptor F¢ del macréfago.

8.- La unién de 2 moléculas de IgG permite activacién del complemento con fijacion de C3b
en la superficie de |a plagueta.

9 .- Este proceso permite fagocitosis mas eficiente a través de los receptores Fc y C3b de los
macrofagos .

10.- Ademas, el anticuerpo antiplaquetario en algunos casos se fija al megacariocito .

2.8 SITIOS DE DESTRUCCION EN PTI CRONICA

Muchos factores contribuyen a la importancia de un érgano en la destruccidn plaquetaria,
incluyendo la produccidn de antigencs locales, la presencia de un fondo comuin de plaguetas,
un SRE activo y la velocidad del fiujo sanguineo a través del 6rgano. La comparacion de los
factores que contribuyen en los 3 érganos que mas pueden estar involucrados en la
destruccién de las plaquetas en PTI se muestran en la Figura 2. El bazo es indudablemente
el sitio mas importante de destruccion en ia mayoria de los pacientes con PTl y bajo ciertas

circunstancias se ven involucrados la médula ésea y el higado.

15
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FIGURA 2

Sitios de destruccién en PTl crénica
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1.- El bazo es el sitic de destruccion primaria en la mayoria de los casos. Tiene un gran
fondo comin de plaguetas (aproximadamente 30% de las plaquetas de la masa circulante).
Existe sintesis in situ de grandes cantidades de anticuerpes antiplaquetarios , un SRE activo

y una circulacion lenta que permite un tiempo prolongado para incubacion de los

reactantes.
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2.~ E! higado es importante en algunos pacientes con PTIl grave. No contiene un fondo
comin de plaquetas, secreta una pequefia cantidad o© ninguna de anticuerpos
antiplaquetarios y tiene en promedio una circulacién aunque intermitente, mas rapida. Sin
embargo el SRE active puede fagocitar plaquetas bajo estas condiciones subdptimas si éstas
estdn muy sensibilizadas. Dado que este drgano filtra una mayor proporcidén de volumen
sanguinec que otros organos del SRE, se vuelve de suma importancia cuando los
titulos de anticuerpos antiplaquetarios son bajos.

3.- La médula dsea en aigunos pacientes con PTI contienen un medio ambiente destructivo
simifar ai del bazo y es muy probable que la destruccion intramedular sea importante en

algunos pacientes con PTI.

17




i METODOS DE ESTUDIO

3.1 ANTECEDENTES

Las pruebas iniciales para detectar anticuerpos antipiaquetarios se basaron en medir el
efecto det plasma del paciente sobre la funcion de las plaquetas normales, tales como
induccion de agregacidn, secrecion o lisis plaguetaria. Los métodos fueron de baja
sensibilidad para detectar anormalidades en PTL Cuando se desarrollaron pruebas
cuantitativas de 1gG en plaguetas, se encontraron valores altos en pacientes con PTI por
tanto, se dedujo gque toda la 19G plaquetaria que fuera lecalizada sobre la superficie de la
plaqueta era anticuerpo antiplaguetario. Esa aseveracién fue imprecisa y subsecuentemente
causd muchas dificultades de interpretacidn. Las plaquetas normales contienen 2 depésitos
distintos de IgG, la de la superficie y la intracelular. Solo cerca de 100 moléculas de 1gG
estan sobre la superficie, mientras los granulos « contienen cerca de 20,000 molécutas de
IgG. Las pruebas para la deteccion de IgG plaquetaria fueron divididas en 2 categorias:
aquellas que miden el contenido de IgG plagquetaria total (principaimente la de los granulos
o) ¥ aquellas que miden solamente moléculas de IgG sobre la superficie de las plaquetas.
Los métodos usados en las pruebas originales para detectar IgG plaguetaria miden IgG total ,
debido a la lisis plaguetaria no intencional y secrecion de los granulos o, por tanto esos
datos fueron descritos en forma imprecisa como lgG de la superficie de la plaqueta.
Posteriormente surgieron nuevas técnicas para medir anticuerpos presentes en el suero o

sobre glicoproteinas de la membrana plaqueteria, evitando alguncs de los problemas

18
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presentados por las técnicas previas ) A continuacién se mencionan las diferentes

metodologias en secuencia cronoldgica (Tabla 2) .

Tabla 2 ©®

Métodos para la deteccion de anticuerpos antiplaguetarios

Referencia

Técnicas basadas en la activacion plaquetaria

+ Actmulos de plaguetas (37)

s Factor 3 plaguetaric {(39)

s Agregacion plaquetaria (42)

e Produccion de serotonina (44)
Métodos inmunoldgicos .

« Consumo de igG antihumana (45)

« Consumo de la fraccion Fab de 1a 1gG antihumana (46)

s IgG antihumana I'* (43) (47) (48)

« C3antihumanc ' (49)

« Proteina A del estafilococo-'? (50)

s ELISA (52) (53) (54)

¢ Inmunofluorescencia (55) (56)

19
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3.2 TECNICAS BASADAS EN ACTIVACION PLAQUETARIA

Las técnicas de plaquetas agrupadas y de agregacion plaquetaria, como las que
desarrollaron Coombs y Bedford ©7) demostraron la presencia de grupos sanguineos A y B
en las plaguetas. Otros investigadores como Horwitz (3 y Karpatkin ®® | usaron Factor 3
plaquetario como indicador de reacciones inmunes involucradas en las plagquetas. En éste
tipo de prueba hubo dificultad en reproduccién y estandarizacion de la misma. Pogliani “9
Dykin y Helerstein " utilizaron agregometria plaquetaria para detectar aloanticuerpos,
técnica que no fue de utilidad en PT!. Basados en que las plaguetas activadas producen
nuclebtidos como serotonina y adenina, ambos se utilizaron para detectar anticuerpos

antiplaquetas en plaguetas estimutadas como en los métodes desarrollados por Bridges “2)

Hirshman y Shulman “# | sin embargo carecieron de sensibilidad en PTI.

3.3 PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Se han utilizado anticuerpos especificos contra los factores implicados en la destruccién
plaquetaria como son la IgGAP, IgM-asociada a plaguetas (IgMAP) e IgA-asociada a
plaquetas (lgAAP) o complemento. Si se emplean anticuerpos secundarios con
radioactividad('?l) , marcados con fluoresceina o acoplados a una enzima (ELISA), la
cantidad de anticuerpo unido a las plaquetas puede medirse directamente. En teoria estos

métodos de reconocimiento inmunoldgico y no sobre activacion de las plaguetas resultaron
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ser mas especificos. Se han probado una gran cantidad de métodos ©® para la cuantificacion
de IgGAP, expresando los resultados como moléculas de 1gG por plaqueta, sin embargo
debido a la inherente variabilidad con respecto a la concentracién relativa, asi como también
a la actividad de unién de los anticuerpos primario y secundario, se produjeron resuitados no
comparables en diferentes laboratorios. Dixon y cols. % | por medio del método basado en el
consumo de anticuerpo-antihumano, midieron IgG antihumana residual no unida a las
plaguetas, después que éstas fueron incubadas con IgG antihumana. La lgG antihumana no
unida fue cuantificada por medio de la cantidad de lisis de los glébulos rojos cubiertos con
complemento. La cantidad de IgGAP fue inversamente proporcional con la cifra de plaguetas
de! paciente, no obstante subsecuentes publicaciones mostraron cantidades de IgGAP mas
altas que las encontradas por estos autores. McMillan “® | utilizé el fragmento Fab de la

1125

molécula de I1gG antihumana, anti Fab con radioactividad , para cuantificar IgGAP.

Después de incubar el fragmento Fab con ias plaguetas, la molécula anti-Fab no unida fue

detectada por medio de Fab-1'®

en solucidn y el complejo antigeno-anticuerpo se sometié a
precipitacién. La cantidad encontrada fue relacionada con una curva de calibracion. Por este
método se estudiaron 19 adultos vy 12 nifios con PTI crénica y 6 nifios con PT| aguda y todos
tuvieron elevada la IgGAP. Se demostrd una relacion inversa entre la cifra de plaquetas y la
cantidad de IgGAP. Como originalmente se describid, el proceso de la técnica duraba varios
dias y no fue recomendada para uso de rutina. Soulier “? us6 1gG de camero antihumana
marcada con 1'?® purificada por columna de afinidad para detectar trombocitopenia neonatal

isoinmune, pero la prueba no fue sensible en pacientes con PTI. Por otro lado, LoBuglio “®

considerando que una molécula de IgGAP (anticuerpo primario) se unia a una molécula de
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anticuerpc monoclonal 1gG antihumano-1'# {(anticuerpo secundario}, especifico para ia
region Fc, cuantificd el incremento de IgGAP de esta manera sin embargo, la cifra de
referencia fue menor por un factor de 10 - 100 veges a lo previamente encontrado por

Shwartz @ quién también utilizé un anticuerpo monoclonal antihumanc-1'%

, pero con ias
condiciones del ensayo diferentes en las medidas directas, debido a que la proporcion de
anticuerpo primario y secundaric fue de 1.0 y no de 0.35. Por otro lado, considerando que la
proteina A del estafilicoco (PAS) se une a la fraccién Fc de la 1IgG humana y que ésta puede
ser marcada con radioactividad y substituida por anticuerpos antihumanos purificados

utilizados en las pruebas para deteccion de IgGAP, Shaw &%

., mostrd resultados positives
en pacientes con PTI. La PAS purificada tiene la ventaja que se pueda adquirir en forma
comercial, pero se considera una desventaja al no unirse a IgG de clase 3, puesto que
Hymes y cols. ®" | demostraron anteriormente que todas las subclases son reconocidas

como IgAP.

3.4 METODO DE INMUNOENSAYO ENZIMATICO (ELISA)

La metodologia de ELISA ha sido utilizada para detectar anticuerpos asociados a la plaqueta
asi como para complemento. E! fundamento de estas pruebas es similar a agueltas descritas
anteriormente, con excepcion que el anticuerpo secundario es acoplado a una enzima
marcada con 1'¥ . Cuando se mezcla con el substrato apropiado, el anticuerpo marcado con
la enzima desarrolla un color que puede ser cuantificado espectrofotométricamente. Por

medio de este método es posible detectar 1gG, IgA, IgM, C3, C4, y subclases de 19G
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antiplaquetarias. Diversos autores ®%°¥ | ytilizaron esta técnica que tiempo después resultd

no ser reproducible.

3.5 INMUNOFLUORESCENCIA

Los anticuerpos marcados con fluoresceina también se han utilizado para detectar IgG, IgA e
IgM, subclases de IgG vy anticuerpos contra complemento en las plaquetas de los pacientes

54

con PTI. Von Dem Bome y cols. ® solucionaron el problema de la fluorescencia no

especifica por fijacion de las plaquetas con paraformaldehido. Anderson y cols.®® |
almacenaron en congelacion, plaquetas fijadas con paraformaldehido, por un afio sin

pérdida de sensibilidad. Surgiura y cols. ©®

, desarrgllaron una prueba fluorescente
cuantitativa, sugirieron la concentracién de anticuerpo y la proporcion adecuada entre los

anticuerpos primario y secundario para calcular la cantidad de 1IgGAP.

3.5.1 CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo (CF), se ha adaptado para medir IgGAP , IgMAP e IgAAP con lgs
marcadas con un fluorocromo. Por medio de este método, se cuantifica la fluorescencia de
las plaquetas incubadas con un anticuerpe monoclonal IgG, IgM e IgA — antihumano
{obtenido en ratén o conejo), unido a otro anticuerpo anti-ratén o conejo (obtenido en cabra)
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los resultados se expresan como
cantidad de fluorescencia en porcientc o como flucrescencia relativa (proporcion de

fluorescencia especifica y la fluorescencia no especifica).
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IV CITOMETRIA DE FLUJO

La CF es un métode que se puede definir como la medicion objetiva de las caracteristicas
fisicoquimicas especificas de células o tejidos al paso a través de detectores, en una forma
electrénica automatizada (en un citometro de flujo), multiparamétrica, mientras son

iluminados por la luz intensa de un rayo laser.

4.1 FUNDAMENTO

Los principios basicos de la CF no son nuevos. La CF es una metodologia que combina
diversas tecnologias ©®” como son: 1) instrumentacion citométrica. Desde hace 30 afios se
introdujo el concepto de volumen celular electrénico en el primer contador de celulas
(Coulter). En las células suspendidas en un fluido, se realizaron medidas electrénicas en
cada una de las mismas al tiempo de pasar por el punto de medida. 2) Procesos
computacionales. Avances en computacion y electrénica en relacidn al campo de la citologia
llevé a la metodologia a un mejor nivel. 3) Produccidn y disponibilidad de anticuerpos
monoclonales. Un mayor conocimiento del sistema inmune, combinado con la disponibilidad
de anticuerpos monoclonales producidos por la tecnologia de los hibridomas favorecid que
la CF fuera aplicabie clinicamente. 4) Quimica de los flucrocromos. En ia actualidad existe
una gran cantidad de substancias quimicas fluorescentes, lo que le confiere a esta

metodologia grandes ventajas, Figura 3.




Figura 3

Tecnologias relacionadas en la CF

Citometria de flujo

ANTICUERFOS
MONOCLONALES
QUIMICA DE - CITOMETRIA DE FLUJO < SISTEMAS DE
FLUOROCROMOS COMPUTACION

!

TECNOLOGIA LASER

4.2 CITOMETRO DE FLUJO
El citdmetro de flujo esta compuesto por 4 sistemas principales:
+ Fuentie de iuz. Usualmente un rayo iaser.

 (Camara de muestra y ensamblaje optico.

+ Un grupo de digpositivos electrénicos que convierten los impulsos de luz a sefiales

digitales.

» Un sistema de computacién que conirola ias operaciones del instrumento,

coleccion de datos y procesos analiticos de rutina.
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La estructura intema del citébmetro se esguematiza en la Figura 4. Se puede observar la
configuracion ortogonal en lo que respecta a los tres ejes principales del instrumento: el fiujo
de la muestra, la fuente lumingsa y el eje de coleccién y deteccidn de las emisiones

fluorescentes.

FIGURA 4

Estructura interna del citémetro de flujo
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4.3 OPERACION

Durante la operacion, las particulas a analizar son introducidas en el compartimento de
fluidos con una solucién isotdnica, la cual es sometida a presién a través de una cémara en
forma de V", esta solucion sale por un orificio que generaimente es de 50 a 76 um de

®®  La camara V

didmetre y la velocidad de salida es de aproximadamente de 10 m/seq.
crea geométricamente un flujo laminar desde el tubo de toma de la muestra. La muestra en
suspension monodispersa es presurizada a una mayor presion diferencial que la sofucién de
flujo y es introducida a la camara manteniéndose en medio de la corriente del liquido. La
solucién de fluido en la camara crea un efecto hidrodinamico que conduce a las células,
rodeadas de liquide hacia el rayo laser inmediatamente después de salir de la camara.
La fuente de luz habitualmente es un laser de argon (488 nm), algunas ocasiones se utilizan
de mercurio, helio criptén , etc. El laser opera en un rango de 50 mv a 5 wats de potencia y
tiene la ventaja de preducir un potente rayo de luz monocromatica la que puede ser dirigida
en forma de diversas longitudes de onda. Si las células por analizar contienen fluorocromos
sobre su superficie, citoplasma o nicleo, se producen principalmente 2 eventos: primero, la
luz de la fuente es dispersada por la célula, en angulo de 360 % o cercano a 0° y la cantidad
de luz en direccién frontal a io largo del eje del laser es proporcional al tamafio de ia célula.
La magnitud de este parametro es conocida como dispersién frontal de la luz (FS: Forward
Scatter). Al mismo tiempo la luz es colectada en forma ortogonal al eje del rayo, es el

producto de muchas interacciones complejas con la célula gue generalmente indica

granularidad o textura celular. Esta es llamada dispersion lateral a 90° (SS: Side Scatter).
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Refleja la estructura interna de la célula, en consecuencia los linfocitos tienen baja SS, los
granulocitos alta y ios monocitos intermedia. La combinacién de FS y SS ofrece mayor
resolucion que cada parametro en forma aislada. El segundo evente, es la produccién de
fluorescencia, esto sucede cuando una célula conteniende un fluorccromo absorbe la luz
laser a a longitud de onda incidente y la emite a una longitud de onda mayor. El fenédmeno
ocurre rapidamente (10 ~ seg.); la luz emitida es de baja energia y asi de diferente color.
Pueden estar presentes varios fluorocromos en la célula y ser detectados. La emisidn
multicolcreada es dirigida a través de una serie de filtros opticos selectivos y cada longitud de
onda llega a un detector diferente, la emision de los diversos fluorccromos es cuantificada
separadamente. Los fotones de luz se dirigen a los detectores y en los tubos
fotomultiplicadores son convertidos a pulsos electronicos (sefal analoga). Mientras mayor es
la cantidad de luz emitida, mayor sera el pulso eléctrico. Esta sefial es procesada por un
convertidor analogo-digital el cual transforma el pulso analogo a una sefal digital: un nimero.
Los numeros son registrados por el sistema de la computadora como datos (puntos) en una
grafica de distribucién de frecuencia o histograma con mas de 1023 canales de resoiucién.
Uno de los aspectos mas importantes es que la CF proporciona un analisis multiparamétrico,
con la obtencién de mediciones basadas sobre el analisis de una poblacion completa de
células, representativa de los atributos de cada uno de los miembros de la poblacidn. Para
aumentar las ventajas del andlisis es posible realizar "mapas” ¢ “ventanas” electronicas
{gate), que representan el aistamiento del area ({poblacion particular) de interés. La
computadora es programada para colectar los datos indicados sobre las céiulas de! interior

dei mapa electronico. El instrumento tiene una sensibilidad de deteccion de hasta 2 000
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moléculas de fluorocromo, en este caso la emision puede ser amplificada en una escala

logaritmica.
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V ANALISIS ESTADISTICO

5.1 METODO ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultados, es aplicable la prueba de sensibilidad y
especificidad clinicas ¥ . Se define como sensibilidad a la frecuencia con que es positivo
un examen en sujetos afectados por la alteracion que se pretende detectar, e inespecifica a
la frecuencia de positividad de aquellos sujetos que estan libres del padecimiento. Asi un
examen ideal es aquel que tiene sensibilidad de 100% e inespecificidad de 0%, es decir que
se encuentra positivo (fuera de los “limites de referencia”) en todos los sujetos enfermos y
negativo (dentro de los “limites de referencia”} en Ios individuos en quienes el padecimiento
en cuestion no existe.

Los limites de referencia del presente estudio se obtuvieron aplicando 2DE a la media
obtenida en el grupo de controles sanos. El procedimiento de calcuio de la sensibilidad y la

especificidad se indica a continuacion:

Condicién confirmada

Resultade de la prugba Positiva Negativa
Positivo a b
Negativo c d
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Calculo de Ia sensibilidad:

S=
a+g
y la especificidad:
d
e=
b+d

5.2 VALORES PREDICTIVOS

En el trabajo actual, se partié de la base que en los individuos la condicidn de PTI fue
confirmada, por tanto es necesario conocer si la prueba resulta de utilidad en pacientes en
quienes el diagndstico es desconocido. Se calcutaron los valores positivo y negativo de la

forma siguiente:

Valor predictivo = Valor predictivo =

positive negativo c+d

31




Andlisis estadistico

53 PROBABILIDAD EXACTA DE FISHER Y YATES

Es un procedimiento eficaz en la escala nominal con dos muestras independientes. La razén
de esto se basa en que se calcula directamente la probabilidad de una serie de arreglos de
frecuencias observadas en una tabla de contingencia de 2 x 2, dada en una distribucién
hipergeométrica. Para calcutarla se deben seguir los pasos del algoritmo.

Algoritmo:

Tabla de contingencia 2 x 2:

Muestral | A B

Muestrall | C D

}

Obtencion de los totales de las hileras (A+B) y (C+D) y de las columnas (A+C) y (B+D), asi

como el gran total (N).

v

Wbtener los valores factorizles de los totales de hileras y columnas y después multiplicarlos
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v

Calcular los factoriales del gran total y multiplicar éste por todos los factoriales entre &!

segundo. Este resuliado es la probabilidad exacta de Fisher y Yates

La férmula para calcular 1a probabilidad de Fisher y Yates es la siguiente:

(A+B)! X (C+D)!

AlBICIDE X N!

El nivel de significancia es dependiente de sies » 6 < de 0.05 y de esto depende si se

aceptan o rechazan las hipdtesis.

Dos muestras Probabilidad
independientes exacta de
Fisher

| T
l Ordinal ‘ ITipo de escala nominal
—hnominal __

Tamario de la muestra < de 20 | — N0

...’
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VI OBJETIVO

El objetive del presente estudic fue evaluar ia utilidad clinica de la citometria de fiujo en la
deteccion de 19G e IgM ligadas a la superficie de fas plaquetas en un grupo de nifios y
adultos con PTI atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria y del Instituto Nacional de ia

Nutricién “Salvador Zubiran”.
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Vii MATERIAL Y METODOS

7.1 MATERIAL

El estudio se llevd a cabo en pacientes pediatricos provenientes del Instituto Nacional de
Pediatria y en adultos del Instituto Nacional de la Nutricién “Salvador Zubiran™. Se estudiaron
41 nifos y 21 adultos con trombocitopenia inmunologica de los que en 57 se establecié el
diagnéstico de PTI, en 4 de lupus eritematoso sistémico (LES) y en un paciente el de
sindrome de antifosfolipidos primario (SAFP). Ademas, se estudiaron 26 nifios y 29 adultes
con trombocitopenia no inmunoldgica . E! diagnostico de  PTI se integrd mediante una
cuenta baja de plaquetas (> 10x10°/L) una médula 6sea esencialmente normal y ausencia de
evidencia de otra enfermedad. Los pacientes con lupus ertematoso sistémico cumplian con
los criterios diagnosticos de la Asociacién Americana de Reumatismo ®" y el diagnéstico del
paciente con sindrome primario de antifosfolipidos se basé segun el criterio de Ledn y cols.
®2)  La edad en los nifios con PTI oscilé entre 2 meses y 16 afios (mediana 5.9 afios) y en
los aduttos entre 17 y 64 afos (mediana 45 afios). Todos los pacientes aduitos con PTI
tenian a forma crénica, mientras que de los nifis, 17 correspondieron a PTi aguda vy 22 a
PTI crénica. Los diagndsticos del grupo de pacientes con trombocitopenia no inmunolégica
se muestran en la Tabla 3. Para obtener la "cifras de referencia de IgAP” se incluyé un grupo

de 30 donadores de sangre aparentemente sanos, con cuenta de plaguetas >200x1 0%1L.
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7.2 METODO 578

7.2.1 MUESTRA

Para la obtencién de un nimero adecuado de plaquetas se colectaron: 10 mL de sangre
anticoagulada con EDTA si ia cuenta era de < 10x10%L, y 5 mL de sangre si la cuenta era

> 10x10%L.

7.2.2 REACTIVOS

« Amortiguador de fosfatos salinos (PBS) adicionado de etilén diamino tetracetico
disédico (PBS-EDTA). PBS-EDTA: Na;EDTA 0.00Smol/L: Na;HPO, 0.01 moliL; KH,PO, 0.0018
mol/l; NaCl 0.17 mol/L y KCI 0.0033 molfL.

« Albdmina sérica bovina al 5%. Pesar 500 mg de albdmina y aforar a 10 mL con agua
desionizada,

» Paraformaidehido ai 2%. Pesar 1g de paraformaldehido y adicionar 25 mL de PBS-EDTA.
incubar toda la noche a 37°C. Aforar a 50 mL con PBS-EDTA.

« Anticuerpos monoclonales: fragmento F(ab); de la IgG

fragmento F(ab): de la IgM
CD41 {Gplib/lla)

de conejo antihumano conjugados con isotiocianato de fluoresceina
Controt de isoptipo 19G2,

de cabra anti-raton conjugado con isotiocianato de flucresceina
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7.23 PROCEDIMIENTO

1- Tomar sangre periférica del paciente de acuerdo a la cuenta plaquetaria
Procesar las muestras en las 36 horas posteriores a la toma de la misma.

2-  Centrifugar la sangre durante 10 min a 1 000 rpm (200 g) y 20°C .

3- Separar el plasma rico en plaquetas y centrifugar a 2 000 rpm (800 g) durante 10 min
a 20°C.

4- Lavar el botdn plaquetario 1x con 3.5 mL de amortiguador PBS-EDTA, centrifugando a
2 000 rpm durante 5 min.

5- Resuspender el botdn de plaguetas en 1 mL de paraformaldehido al 2% en PBS-
EDTA. Incubar a TA durante 15 min

6~ Agregar 2.5 mL de PBS-EDTA y centrifugar a 2 000 rpm por § min.

7- Lavar con 3.5 mL de PBS-EDTA.

8- En base a ta cuenta plaquetaria obtenida en ta sangre total, ajustar la concentracion
de plaguetas a 5 x 108/mL.

9- Recubrir 4 tubos de 12x75 mm de propileno con 30 ul. de alblimina sérica bobina al
5% y colocar en cada uno de elios 10 mL de cada unc de los anticuerpos
monoclonales, asi como el control isotipo.

10- Adicionar a cada uno de los cuatro tubos 200 ul de la suspension de plaquetas
ajustadas a 5 x 10%/mL.

11-  Incubar en la obscuridad a temperatura ambiente durante 30 min.

12-  Lavar 2x con 2 mL de PBS-EDTA centrifugando durante 5 min a 2 000 rpm.

37




Material y méiodos

13- Resuspender el botén de plaquetas en 1 mL de PBS-EDTA.

14-  Analizar la fluorescencia unida a las plaquetas en un citémetro de flujo. Establecer la
fluorescencia inespecifica con el control de isotipo e identificar {2 poblacion de
plaquetas CD41 positivas. Determinar el porcentaje de plaquetas con IgG y/o IgM

adheridas a su superficie.

7.24. CONDICIONES Y OPERACION DEL CITOMETRO DE FLUJO

En el presente estudio, las plaguetas fueron analizadas para la deteccion de 1gGs en un
citémetro de flujo Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ). Las condiciones
en que operd fueron: potencia de t wat; rayo laser de argdn 488 nm. Para el anélisis fue
creado un histograma de dispersion frontal (FS} en el eje Y vs dispersion lateral (SS) en el
eje X, ambos en escala logaritmica. Aqui se definid el mapa electrénico (gate) para delimitar
el drea de las plaguetas, Figura 5. La fluorescencia inespecifica se establecié por medio del
control de isotipo, Figura 6 , se comprobd que la poblacién aislada expresara el CD41+,
Figura 7 v la cantidad de fluorescencia positiva se midié en un histograma de un parametro,
programado previamente para registrar cuenta vs fluorescencia, Figura 8. El andlisis se

reaiizdé en aproximadamente 20 000 plaquetas en cada ensayo.
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FIGURA S
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FIGURA 7
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VIl RESULTADOS |

8.1 CIFRAS DE REFERENCIA
El porciento de plaquetas con anticuerpos anti 1gG en los donadores oscild de 1.5 a 18.3
{media = 8.5 %; DE = 4.1), y con anticuerpos antilgM entre 0.3y 14.6 (media = 6.5;

DE = 3.8). La prueba se consideré positiva cuando los anticuerpos anti IgG fueron > 16,8% y

anti IgM > 13,8%. En las Figuras 9 y 10 se muestran los valores individuales del poréiento
de plaquetas con anticuerpos IgG e IgM en nifios y en adultos respectivarente. Como puede
apreciarse en la Figura 9, se obtuvieron porcentajes mas altos de IgGAP en los nifios con
PTl comparativamente con aguellos con trombocitopenia no inmune, sin embargo en los
adultos la distribucidn de - valores positivos fue muy similar entre ambos grupos de |
padecimientos. En general, el porcentaje de plaquetas con anticuerpos IgM fue menor que

aquelias con anticuerpos lgG.

8.2 VALORES DE lgAP

Se midieron las IgAP en 117 pacientes nifios y aduitos, 62 con un diagnéstico clinico
establecido de trombocitopenia por mecanismo patogénico inmune (PTI, LESy SAFP)y 55
con trombocitopenia de naturaleza no inmune ocasionada por miltiples padecimientos como

se muestra en la Tabla 3 y 3a. En 56 de los 62 casos (90.3%) de trombocitopenias
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inmunolégicas, las IgAP resultaron elevadas, pero también en 34 de los 55 casos (61.8%) de
trombocitopenias de causa no inmunoldgica. De los 57 pacientes con PTI que se estudiaren,
51 (89.5%) tuviercn las IgAP elevada, al igual que. los 5 casos restantes (100%) de

trombocitopenias de naturaleza inmune.

TABLA 3

tg asociadas a plaquetas (igAP) en pacientes

No. total estudiado No. pacientes con
IgAP elevada
Padecimientos inmunoldgicos clasicos
« Purpura trombocitopénica idiopatica 57 51
+ Lupus entematoso sistémico 4 4
¢ Sindrome antifosfolipide primario 1 1
Total 62 §6
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TABLA 3 a

Ig asociadas a plaquetas (IgAP) en pacientes

Resultados

No. total sstudiado

No. pacientes con

IgAP elevada

Enfermedades neoplésicas

+« Enfermedad linfoproliferativa 6 3

+ Carcinoma 4 3

* Leucemia aguda 14 6
Enfermedades hepéticas

+ Cirrosis hepética por virus C 4 4

» Cirrosis 8 5
Sindromes de falla medular

« Anemia aplastica 4 4

+ Sindromes mielodisplasicos 3 1
Enfermedades miscelaneas

« Hiper o hipotircidismo 5 3

+« Anemia megalobidstica 2 2

+« Diabetes melitus 2 2

« Insuficiencia renal cronica 1 0

s Tuberculosis 2 1
Total 55 34
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La elevacion de la IgAP en trombocitopenia no inmune se observd en los 4 subgrupos de
padecimientos establecidos y no mostrd predileccion por ningunc de ellos.

De los 17 pacientes con PTI aguda en 16 (94%) la IgAP resultd elevada. El 71% de los
pacientes tuvieron IgG e IgM elevadas y 23% solamente la IgG. Ninguno de los pacientes
presentd la IgM elevada exclusivamente (Tabla 4).

De los 45 pacientes con PTI crénica (incluyendo a los 4 pacientes con LES y al paciente con
SAFP) en 40 {88.9%) las IgAP resultaron incrementadas. Ei 60% de los pacientes tuvieron
una elevacion combinada de 2 subtipos de lgs (1gG e igM), 20% aumento de IgG y 9% de
lgM exclusivamente. No se observd una clara distincion entre los pacientes con PTl aguda y
PT! cronica cuando se valoraron en funcion de! porciento de casos con IgAP o de los
subtipos de Igs elevadas, aunque el aumento de IgMAP exclusivamente se observd en PTI

cronica y no en la aguda .

TABLA 4

Tipos de IgAP en pacientes con PTI

lgG+ igVi+ IgG +elgM + Ninguna Total
PTi aguda 4 (23%) 0 12 (71%) 1 (B6%) 17
PTi cronica 9 (20%) 4 (9%) 27 (60%) 5 (11%) 45
Tota! 13 (21%) 4 (6%) 39 (63%) 6 (10%) 682
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FIGURA 9

Distribucién de valores de IgGAP en nifios
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FIGURA 10

Distribucién de valores de IgAP en adultos
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Resullados

8.3 CALCULOS ESTADISTICOS

El anélisis de los datos de los individuos estudiados mostrd los siguientes resultados:

IgAP PTI  noPTI
+ a b
56 34
¢ d
i 6 21
+ Sensibilidad = 90.3 %
+ Especificidad = 38.2%

¢ Valor predictivo positivo = 62.2%

* Valor predictivo negative=  77.8%
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Prueba exacta de Fisher.

Tabla de contingencia (2x 2 ):

Resultados

PTI IgAP

C 1 2

1 56 5] 62

2 34 21 55
90 27 117

Grados de libertad = 1

Las frecuencias de los resultados positivos y negativos se anafizaron para los casos de PTly

no PTl y se pueden observar en la Figura 11.

La prueba proporcioné los siguientes resultados:

X2 = 13.839

P = 0.0002
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Figura 11

PTI By IgAp

TR

e ——y

- P

Igkp

49



IX DISCUSION

Desde que en 1975 McMillan y cols. ® y Dixon & Rose © informaron por primera vez que
en los pacientes con PTI la concentracidn de IgGAP se encontraba muy aumentada y que
ésta representaba autoanticuerpos unidos a las plaguetas circulantes, se han desarrollado
alrededor de 20 métodos para la deteccion y cuantificacién de los autoanticuerpos
plaquetarios. En los estudios iniciales (Hedge 1977, Cines & Shreiber 1979, Linghsey 1979,
Leporrier 1979), realizados en grupos pequefios de pacientes se encontré que practicamente
el 100% de los nifios o adultos con PTI aguda o cronica tenian concentraciones elevadas de
IgAP, y que, con raras excepciones, las IgAP se encontraban dentro de limites normales en
pacientes con trombocitopenias no inmunolégicas. Sin embargo, en jos estudios de Mueller-
Eckhard C. y cols. ®® y de Kelton JG y cols. ®? realizados en 298 y 169 pacientes
trombocitopénicos con diferentes padecimientos, respectivamente, se confirmd la alta
sensibilidad de las IgGAP en la deteccion de trombocitopenia inmune pero tambien se
demostrd claramente una elevacidn significativa de las IgGAP en muchos padecimientos que
cursaban con trombocitopenia no inmune.

Con el surgimiento, en la década pasada, de la citometria de flujo para el estudio de los
antigenos de la membrana celular, de inmediato se implementaron las técnicas para emplear

esta metodologia en la cuantificacion de IgAP. Esta metodologia , comparativamente con las
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Discusion

técnicas inmunoldgicas ofrecia las siguientes ventajas: 1) en el citdémetro se pedia identificar
ia contaminacién de las plaquetas con eritrocitos y leuceocitos, y sin necesidad de una
preparacion especial de la muestra se podia aislar electronicamente a las plaquetas, y en
esta forma restringir la medicion a las inmunoglobulinas asociadas a las mismas; 2) el
citdmetro determinaba la IgAP en plaquetas individuales y si la cuantificacion se realizaba en
10 000 o en 100 000 células, se obtenia una buena precisién en el porcentaje de células con
IgAP; 3} no era necesario procesar gran cantidad de muestra para obtener el ndmero
suficiente de plaquetas; 4) la medicion se realizaba en las plaquetas en suspensién y por lo
tanto era muy remota la posibilidad que quedara |g atrapada en los intersticios de la
plaqueta.

La deteccién de IgAP empleando citometria de flujo ha sido objeto de varias publicaciones,
entre ellas, las de Corash & Rheinschmidt ® quienes estudiando 171 pacientes con
trombocitopenia ¢ con sospecha clinica de un defecto plaguetario, informaron una
sensibilidad de 93.8% vy una especificidad de 94.5% en la identificacién de pacientes con
trombocitopenia mediada por un proceso inmune. Rosenfeld CS y cols. ® incluyeron la
deteccién de IgGAP, IgMAP, IgAAP y albimuna asociada a la superficie de la plaqueta en 44
pacientes con diagnéstico clinico de PTl y en 32 pacientes con trombocitopenia no
inmunolégica. Estos autores informaron concentraciones elevadas de 1gG e IgM en la
superficie de las plaguetas del 90.9% de pacientes con PTI, y sélo en 8.3% de los pacientes

con trombocitopenia no inmune obtuvieron resultados falsos positivos. Ademas, estos
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autores al igual que Kelton y cols. ®” encontraron una correlacion directa entre IgAP y
albimina asociada a la superficie de las plaguetas, fendmeno que les llevé a postular la
hipotesis de que algunos agentes, posiblemente “IgG patoidgica® dafiaban la membrana de la
plaqueta y esta membrana dafiada unia, inespecificamente, proteinas del plasma. En un
estudio de 299 pacientes sin diagndstico clinico definido, Ault y cols. ®”  encontraron
concentraciones aumentadas de IgAP en el 63% de los pacientes. En los estudios
mencionados hasta aqui. los resultados de la deteccidn. de IgAP se expresaron
cualitativamente, o como unidades arbitrarias basadas en intensidad de fluorescencia. En un
trabajo mas reciente, Chistopoulos y cols. ® realizaron la cuantificacién de IgGAP para
expresarla como nimero de moléculas. Las plaquetas de 16 pacientes con diagndstico de
PT! tuvieron una concentracion de IgGAP similar a la del grupo control constituido por 71
sujetos sanos, sin embargo 22 de 62 pacientes con trombocitopenia clinicamente no
explicada mostraron concentracion elevada de IgGAP,

Desde el punto de vista diagnostico, la impresion general es que los métodos
citofluorcgraficos son Utiles para establecer trombocitopenia mediada por procesc inmune.
Sin embargo, es importante enfatizar que la poblacién de pacientes que se eligen para
establecer la utilidad diagndstica de una prueba de laboratorio (sensibilidad y especificidad
clinicas) es crucial. Este proceso puede, potencialmente, ilevar a resultados artificialmente
favorables y cuando la prueba se aplica a un amplio espectro de condiciones, clinica y
biolégicamente relacionadas con el padecimiento en cuestibn puede mostrar ser menos

especifica. Posiblemente esta sea la explicacién de la alta sensibilidad y especificidad de la
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IgGAP, medida por citometria de flujo, en el diagndstico de trombocitopenia inmune
informada por los autores mencionados. En el presente estudio realizado en pacientes con
PT! y con trombocitopenia debida a diferentes padecimientos y empleando citometria de
flujo, encontramos una alta sensibilidad (90.3%) pero una pobre especificidad (38.2%) de las
IgGAP e IgMAP en el diagndstico de trombocitopenias inmunes. Estos resultados indican que
una prueba de IgAP positiva es un hallazgo relativamente no especifico y que un amplio
especiro de padecimientos que cursan con trombocitopenia muestran concentraciones
elevadas de IgAP. Esto se debe en parte a la incapacidad de la prueba de IgAP para
determinar la naturaleza de la interaccion del anticuerpo con la plagqueta (antigeno-especifico
vs unién no especifica). Por lo tanto, consideramos que esta prueba no permite discriminar
la especificidad antigénica de los aparentes anticuerpos antiplaquetas.

El valor predictivo negativo de 77.8% obtenido de nuestros pacientes establece la utilidad
clinica parcial de la deteccién de IgAP permitiendo afirmar que un resultado negativo en un
paciente con trombocitopenia, hace poco probable el diagnéstico de PTI.

Por otro lade, las frecuencias de los casos positives y negativos se analizaron en PTly no
PTI en una tabla de contingencia de 2 x 2 y aplicando la prueba de Fisher, bajo la hipdtesis
que fos factores son independientes, los valores de X? (13.839) y de p (0.0002) indican que
los factores son dependientes (la hipotesis nula se rechaza). En teoria el método presenta
buenas expectativas de calidad en cuanto a la sensibilidad, sin embargo en términos clinicos
no es aceptable la especificidad encontrada.

En relacion a las clases de inmunoglobilinas, en el presente estudio encontramos que la

elevacion de sélo IgMAP se observo en el 8% de los pacientes con PTI, en tanto que el 84%
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de los mismos se identifico IgGAP, sdla o en combinacion con IgMAP. Estos datos coinciden
con los informados por Rosenfeld C. y cols. ® quienes encontraron que el 75% de 44
pacientes con PT! tuviercn elevadas las I9gGAP ya fuera como Unica clase de
inmunoglobulina o en combinacién con IgM o IgA, y 11% de los pacientes con PTI mostraron
elevacion de sdlo IgMAP.

Un concepto relativamente reciente es que la trombocitopenia de la PTI se produce por la
unién de las plaquetas a los autoanticuerpos dirigidos contra glicoproteinas de la superficie
plaquetaria, especialmente a los complejos lib/llla y 1b/1X, y la subsecuente depuracion por el
SRE. Para la identificacion de estos autoanticuerpos se han desarrollado técnicas que
emplean el principio de la inmunomancha, inmunoprecipitacién o los ensayos de captura o
inmovilizacién de antigenos (MAIPA) que miden la unidn de inmunoglocbulinas a las
glicoproteinas plaquetarias mencionadas. Adn cuando este enfoque parece promisorio,
todavia no se cuenta con el “estandar de oro” para establecer la naturaleza autoinmune de la

trombocitopenia.

54




X CONCLUSIONES

Con ia citometria de flujo, fue posible la identificacion de las plaquetas en el histograma de
dispersién frontal (FS) vs dispersién lateral (SS), donde la escala logaritmica fue
indispensable para la adecuada localizacion de las plaquetas. La poblacion de interés se
aisld electrénicamente (gate) y esto permitid estudiar a las plaquetas, libres de células
contaminantes. El anticuerpoc monocional CD41-F, que reconoce a la glicoproteina
plaquetaria Iib / IN1a, presente en las células de estirpe megacariocitica, resultd de gran
utilidad para asegurar que la poblacién aislada y posteriormente estudiada fueran realmente
plaquetas. Se observé un patron de fluorescencia fuerte del CD41 en el histograma de un
parametro (FL1) vs cuenta. La muestra requerida (5 — 10 mL) de sangre resulto ser de facil
obtencion en todos los individuos a quienes se les realizd la prueba, este tipo de muestra
tiene la ventaja que produce un minimo de trauma en el paciente. Se debe resaltar que los
pasos criticos del procedimiento fueron : 1) en la fijacion de las plaquetas con la solucion de
paraformaldehido, no se deben variar el tiempo y la temperatura, ya que se noté que
plaguetas incubadas por tiempo mayor presentaban diferentes valores de IgAP. Asf mismo la
piaquetas incubadas a 4° C . 2) La concentracién de plaquetas de 5 x 10° /mL (200 ul),
resultd satisfactoria en relacion a la cantidad de anticuerpo monoclonal utilizado, asi como
para obtener un nimero de plaguetas adecuado para el analisis en el citometro. Con la

cuantificacién de alrededor de 20 000 eventos por muestra se obtuvo una buena precisién en
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el porcentaje de células con IgAP. El procedimiento mostré la ventaja de ser faciimente
realizable y ademas rapido.

En e! presente estudio, se obtuvo una alta sensibilidad (90.3%) pero una baja especificidad
(38.2%) al cuantificar IgAP e IgMAP para diagnosticar trombocitopenias inmunes. A partir del
valor predictive negativo (77.8%), se encontré que !a utilidad clinica de fa prueba fue
satisfactoria en forma parcial ya que en la deteccion de IgAP se puede afirmar que un
resultado negativo en un paciente con trombocitopenia, hace poco probable el diagndstico
de PTI. En cuanto al tipo de Ig detectada, se encontrd que 75% de los pacientes con PTI
tuvieron elevadas las IgAP como IgG sola o en combinacidn con IgM. Sdlo 11% de los
pacientes se les detecto IgMAP dnicamente.

En resumen se puede concluir que:

» Se demostré que la deteccidn de concentraciones elevadas de IgGAP e IgMAP
constituye una prueba sensible pero poco especifica para diagnosticar la
naturaleza autoinmune de las trombocitopenias.

+ Se demostro la utilidad clinica limitada de la deteccion de igAP en el sentido que
un resultado negativo pudiera descartar el diagnéstico de PTL

+ Se confirmd que en mas de 80% de los pacientes con PTI, {as IgAP corresponden

a IgG sola o en combinacion con Ight.
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