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Utilidad de la determinacion de
anticuerpos antiplaquetarios en el
diagnostico de trombocitopenia
inmunitaria primaria

Herndndez-Blas Al*?, Rodriguez-Morales U?, Vallejo-Villalobos MF*?, Zepeda-
Camacho L?, Cano-Jiménez O, Ruiz-Arglelles GJ**

Resumen

ANTECEDENTES: la trombocitopenia inmunitaria primaria se carac-
teriza por trombocitopenia aislada con cuentas plaquetarias menores
de 100x10°%L en ausencia de otras causas o enfermedades que puedan
estar asociadas con la trombocitopenia. Los anticuerpos antiplaqueta-
rios constituyen el principal mecanismo en la eliminacién acelerada
de las plaquetas, debido a que estan dirigidos contra proteinas diversas
que se encuentran en la superficie de las plaquetas. La demostracion
de anticuerpos antiplaquetarios es un auxiliar en el diagnéstico de
trombocitopenia inmunitaria primaria y puede ser de utilidad en la
evaluacion de la respuesta al tratamiento con medicamentos inmu-
nosupresores.

OBJETIVO: evaluar la utilidad de la determinacion de anticuerpos
antiplaquetarios en el diagndstico de trombocitopenia inmunitaria
primaria.

MATERIAL Y METODO: estudio observacional, transversal, retros-
pectivo de 10 afios, realizado en una sola institucién, en el que se
analizaron los resultados de investigar los anticuerpos antiplaquetarios
mediante el método de citometria de flujo, al utilizar anticuerpos
monoclonales contra las glucoproteinas Ilb y llla de las plaquetas
y globulina antihumana polivalente, marcada con isotiocianato de
fluoresceina, en un grupo de pacientes con trombocitopenia.

RESULTADOS: en el periodo seleccionado se realizaron 2,549 es-
tudios para investigar los anticuerpos antiplaquetarios; de ellos, sélo
75 pruebas fueron positivas (dos en pacientes con trombocitopenia
inmunitaria primaria y 73 en pacientes con trombocitopenia por otras
causas). En los 2,474 casos en los que las pruebas fueron negativas,
hubo 62 casos de trombocitopenia inmunitaria primaria. En un grupo
de 64 pacientes con esta enfermedad, sélo en 2 (3%) se reportaron an-
ticuerpos antiplaquetarios. Mediante la prueba exacta de Fisher no se
encontré asociacion estadisticamente significativa entre la existencia
de anticuerpos antiplaquetarios y el diagndstico de trombocitopenia
inmunitaria primaria (p=0.712682).

CONCLUSIONES: los hallazgos indicaron poca utilidad de la prueba
de investigacion de anticuerpos antiplaquetarios en el diagnéstico de
trombocitopenia inmunitaria primaria, por lo que parece ser intil
seguir realizandola.
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Usefulness of antiplatelet antibodies
determination in the diagnosis of
primary immune thrombocytopenia.

Hernandez-Blas Al*?, Rodriguez-Morales U?, Vallejo-Villalobos MF*?, Zepeda-
Camacho L2, Cano-Jiménez O, Ruiz-Arglielles GJ**

Abstract

BACKGROUND: Primary immune thrombocytopenia is charac-
terized by isolated thrombocytopenia with platelet counts below
100x10%L and the absence of other causes or diseases that may
be associated with thrombocytopenia. Antiplatelet antibodies are
the main mechanism for the accelerated destruction of platelets, as
they are directed against different proteins that are present on the
surface of platelets. The demonstration of antiplatelet antibodies
is an aid for the diagnosis of primary immune thrombocytopenia
and may be useful in assessing the response to treatment with im-
munosuppressive drugs.

OBJECTIVE: To evaluate the usefulness of the determination of anti-
platelet antibodies in the diagnosis of primary immune thrombocy-
topenia.

MATERIAL AND METHOD: An observational, cross-sectional and
retrospective study of 10-year period and in a single institution; the
results of the determination of antiplatelet antibodies were analyzed
in a group of patients with thrombocytopenia by the method of flow
cytometry using monoclonal antibodies against the IIb and Illa glyco-
proteins of platelets and anti-human polyvalent globulin labeled with
fluorescein isothiocyanate.

RESULTS: 2,549 determinations were performed for the study of anti-
platelet antibodies; of these, only 75 tests were positive (2 in patients
with primary immune thrombocytopenia and 73 in patients with other
causes of thrombocytopenia). 2,474 determinations were negative in
which 62 cases of primary immune thrombocytopenia where shown.
In a group of 64 patients with primary immune thrombocytopenia,
only 2 patients showed positive antiplatelet antibodies (3%). Using the
Fisher’s exact test, we did not found a significant association between
the presence of antiplatelet antibodies and diagnosis of primary im-
mune thrombocytopenia (p=0.712682).

CONCLUSIONS: Findings indicate a poor association of antiplatelet
antibodies and primary immune thrombocytopenia; the test conducted
by the described method seems to be useless in the diagnosis of primary
immune thrombocytopenia.

KEYWORDS: primary immune thrombocytopenia; antiplatelet anti-
bodies
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ANTECEDENTES

La trombocitopenia inmunitaria primaria es un
trastorno autoinmunitario adquirido, que se ca-
racteriza por trombocitopenia aislada, definida
como cuenta plaquetaria en la sangre periférica
menor a 100x10%L, sin tener causa aparente.’
Se estima que la incidencia anual de la trombo-
citopenia inmunitaria primaria en adultos es de
2 a 4 casos por cada 100,000 personas.?

Datos epidemioldgicos recientes sugieren que la
incidencia en adultos es practicamente igual en
uno y otro sexo, excepto entre los 30 y 60 afios
de edad, cuando es més prevalente en mujeres.’
En México existen pocos datos epidemiolégicos
acerca de esta enfermedad, lo que afecta a la
practica del hematélogo en los diversos ambitos
de la especialidad.

Con frecuencia, las recomendaciones de las
guias extranjeras no pueden aplicarse en Méxi-
co debido a que se carece de recursos y por las
diferencias culturales, tanto de médicos como
de pacientes, costumbres arraigadas, diferencias
en el acceso a la informacién y en las condi-
ciones de alimentacién y vivienda, entre otros.
En ocasiones pueden hacerse modificaciones a
los esquemas recomendados, que reducen los
gastos, pero sin perder la eficacia terapéutica.*

MATERIALY METODO

Estudio observacional, transversal, retrospec-
tivo,*” realizado en 10 afios y en una sola
institucion, en el que se analizaron los resultados
de investigar los anticuerpos antiplaquetarios
mediante el método de citometria de flujo,
empleando anticuerpos monoclonales contra
glucoproteinas llb y llla de las plaquetas y glo-
bulina antihumana polivalente, marcada con
isotiocianato de fluoresceina, en un grupo de
pacientes con trombocitopenia.
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Los pacientes con trombocitopenia inmunitaria
primaria, sea primaria o secundaria a enferme-
dades autoinmunitarias multiorganicas, cursan
con destruccién periférica de las plaquetas como
resultado de su sensibilizacién con anticuerpos.
En un porcentaje de estos pacientes es posible
demostrar la existencia de inmunoglobulinas
(principalmente del isotipo 1gG) unidas a la
membrana plaquetaria; y en otros, ademds, es
posible demostrar la existencia de anticuerpos
libres en el suero, que son capaces de unirse a
las plaquetas provenientes de donadores sanos.
La demostracién de unos y otros es un auxiliar
en el diagnéstico de purpura de origen inmuno-
l6gico y puede ser de utilidad en la evaluacion
de la respuesta al tratamiento con medicamentos
inmunosupresores.

Los aparatos usados en este estudio fueron Ga-
Ilios de Beckman-Coulter y un instrumento de
lisis y fijacion Coulter TQ-Prep.

Sangre anticoagulada (heparina) del paciente y
de un sujeto sano y suero del paciente. Las mues-
tras deben analizarse en las 72 horas siguientes
a su obtencion. Una vez tefiidas vy fijadas, las
muestras pueden analizarse en las siguientes 24
horas. Las muestras no podran ser procesadas en
caso de que su fecha de obtencién supere las 72
horas y las células viables son escasas y si tienen
signos importantes de deterioro, como hemodlisis,
existencia de coagulos o viscosidad.

Anticuerpos contra las glucoproteinas llb y llla de
las plaquetas y globulina antihumana polivalente
marcada con isotiocianato de fluoresceina.
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Disponer de cuatro tubos de polipropileno, de
12x75 mm, marcados como: a) control positivo,
b) control negativo, c) plaquetas autélogas y d)
plaquetas alogénicas. Después, colocar 50 pL
de sangre control' en los tubos a, b y d; colo-
car 50 pL de sangre del paciente en el tubo c;
agregar 20 pL de suero del paciente a los tubos
c y d; agregar el anticuerpo monoclonal CD41
acoplado a ficoeritrina a todos los tubos; afiadir
el anticuerpo monoclonal CD61 acoplado a
isotiocianato de fluoresceina al tubo a; agregar 5
pL de globulina antihumana polivalente marcada
con isotiocianato de fluoresceina a los tubos
b, c y d. Incubar como minimo 30 minutos a
temperatura ambiente; lisar y fijar de manera
automatica mediante el reactivo TQ-prep; pasar
las muestras en el citémetro de flujo, programado
para la deteccion de dispersién frontal y disper-
sion lateral, log de fluorescencia a 525 nmy log
de fluorescencia a 575 nm.

Mediante la construccién de un histograma bipa-
ramétrico de log FL2 y dispersién lateral hay que
definir una ventana electrénica que circunscriba
el analisis de fluorescencia a las plaquetas.

Mediante la construccién de un histograma uni-
paramétrico de log fluorescencia 525 nm, debe
cuantificarse el porcentaje de células que tienen
en su membrana isotiocianato de fluoresceina.
En el tubo a, mas de 90% de las células deben ser
positivas, pues estan tefiidas con el anticuerpo
monoclonal CD61, que se expresa en todas las
plaquetas. Si el porcentaje de células positivas es
menor a 90%, debe corregirse la posicion de la

'Sangre control: muestra con parametros hematol6-
gicos normales.

Nota: la concentracién de globulina antihumana
polivalente marcada con isotiocianato de fluorescei-
na varfa, segun el fabricante.
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ventana electrénica de manera éptima, analizar
el tubo b, que deberd contener menos de 2% de
eventos positivos, y se utilizara como control iso-
tipico para colocar la posicion del cursor lineal.
En los tubos c y d se cuantificara el porcentaje de
plaquetas positivas que reflejan la existencia de
anticuerpos autélogos y heterdlogos, respectiva-
mente. Se considera que el resultado es positivo
cuando exista mas de 25% de eventos positivos
(por arriba del tubo b).

Mediante la revision del expediente clinico se
obtuvieron 64 pacientes con trombocitopenia in-
munitaria primaria, de los que 17 eran hombres,
estudiados y tratados por uno de nosotros (GJRA).

El criterio de inclusion fue: pacientes con deter-
minacion de anticuerpos antiplaquetarios con
diagndstico establecido de trombocitopenia inmu-
nitaria primaria; los criterios de exclusion fueron:
pacientes con determinacién de anticuerpos anti-
plaquetarios sin trombocitopenia, pacientes con
determinacion de anticuerpos antiplaquetarios con
diagnéstico de trombocitopenia no inmunitaria y
pacientes con determinacion de anticuerpos anti-
plaquetarios con diagnéstico de trombocitopenia
inmunitaria primaria junto con otra enfermedad.

En el andlisis estadistico se utilizé el programa
Minitab 17, usando los siguientes datos: deter-
minacion de anticuerpos antiplaquetarios: 2,549
en total; de éstos, 75 fueron positivos (sélo dos
con trombocitopenia inmunitaria primaria y 62
con otro diagnéstico).

En los 2,474 casos en que las pruebas fueron
negativas, hubo 62 casos de trombocitopenia
inmunitaria primaria y el resto (2,412) sin esta
afeccion (Cuadro 1).

Las dos variables que se consideraron son ca-
tegoricas para probar la hipétesis de si existe
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Cuadro 1. Pruebas de casos con y sin trombocitopenia
inmunitaria primaria

Anticuerpos
antiplaquetarios
Con trombocitopenia  Sf 2 62 64

inmunitaria primaria N, 73 2412 2485
Total 75 2,474 2,549

asociacion entre los anticuerpos antiplaquetarios
y la trombocitopenia inmunitaria primaria; se
usO en primera instancia la prueba de %2 para
independencia de variables. Se escogié un nivel
de significacion (0=0.05) [Cuadro 2]. En este
caso, como una de las frecuencias esperadas
en la prueba de x? era menor de cinco se usé la
prueba exacta de Fisher (Cuadro 3).

Se contrastan dos hipdtesis: la nula (Ho: no hay
asociacion entre los anticuerpos antiplaqueta-
rios y la trombocitopenia inmunitaria primaria)
contra la alternativa (H1: si hay asociacién entre
los anticuerpos antiplaquetarios y la tromboci-
topenia inmunitaria primaria).

Como el valor de p obtenido en la prueba exacta
de Fisher (0.712682) es mayor que el valor de
o, entonces se acepta la hipétesis nula, que
plantea la no asociacién entre los anticuerpos

Prueba de x? para asociacién entre anticuerpos
antiplaquetarios y trombocitopenia inmunitaria

Anticuerpos Anticuerpos Total
antiplaquetarios antiplaquetarios
positivos negativos
1 2 62 64
1.84 62.16
2 73 2,474 2,547
73.16 2,473.84
Total 75 2,536 2,611

Valor de p= 0.903. Nota: celdas con valores esperados
menores de 5.
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Cuadro 3. Prueba exacta de Fisher

Anticuerpos Anticuerpos Total
antiplaquetarios antiplaquetarios
positivos negativos
1 2 64
2 73 2,412 2,485
Total 75 2,474 2,549

Valor de p=0.712682.

antiplaquetarios y la trombocitopenia inmuni-
taria primaria.

RESULTADOS

Se obtuvieron 2,549 determinaciones para in-
vestigar anticuerpos antiplaquetarios en 1,650
mujeres y 899 hombres. De ellos, s6lo 75
pruebas fueron positivas (dos en pacientes con
trombocitopenia inmunitaria primaria y 73 en
pacientes con trombocitopenia por otras causas).
En un grupo de 64 pacientes con tromboci-
topenia inmunitaria primaria, los anticuerpos
antiplaquetarios se reportaron sélo en 2 (3%).

DISCUSION

La aplicacién de la citometria de flujo en el
estudio de las plaquetas ofrece grandes venta-
jas sobre otros métodos de analisis, porque es
el Gnico hasta el momento que puede medir la
extension de la activacion de plaquetas indivi-
duales y detectar subpoblaciones de plaquetas.?
Las plaquetas pueden analizarse en su medio
fisiolégico, incluyendo eritrocitos y leucocitos,
mismos que afectan la activacion plaquetaria.” '
La manipulaciéon minima de las muestras evita
interferencias por activacién in vitro y reduce
las posibles pérdidas de subpoblaciones de
plaquetas.’?

Ademas, es posible determinar el estado de
activacion de las plaquetas circulantes y las
modificaciones especificas que ocurren en la
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superficie celular como consecuencia de este
proceso y puede detectarse incluso 1% del
total de plaquetas en la muestra de sangre;'
se necesitan pequefas alicuotas de sangre
(aproximadamente 2 pL) para evaluarlas.” No
obstante, la citometria de flujo tiene limitaciones:
se necesita un operador especializado, porque
la preparacion de las muestras es complicada,
aunque los nuevos sistemas automatizados y el
uso de programas de computacién mas sencillos
simplifican el ensayo. Pero estos equipos son
costosos, por lo que no estan disponibles en la
mayor parte de los centros hospitalarios;'* ade-
mas, las muestras de sangre deben procesarse en
un intervalo de 45 minutos después de la extrac-
cién para evitar una posible activacion ex vivo."

CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio indicaron poca
utilidad de la prueba de investigacion de anti-
cuerpos antiplaquetarios, mediante el método
descrito, en el diagnéstico de trombocitopenia
inmunitaria primaria; por ello, parece indtil
seguir realizandola.
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