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RESUMEN

En pacientes politransfundidos, las multiples transfusiones pueden inducir la produccion de los
anticuerpos antiplaquetarios. Los antigenos plaquetarios capaces de inducir la produccion de
estos anticuerpos son principalmente los antigenos del sistema antigeno leucocitario humano
(HLA) y los antigenos especificos de plaquetas (HPA). Estos anticuerpos pueden llevar a
desarrollar refractariedad plagquetaria, un fendmeno se traduce en una falta de respuesta a la
transfusién y como consecuencia en una incapacidad para obtener una homeostasia normal y que
puede llevar al fracaso del tratamiento transfusional del paciente. El objetivo fue identificar la
presencia de anticuerpos contra los antigenos especificos de plaquetas (HPA) en pacientes en
espera de trasplante renal. La deteccion de la especificidad e isotipo de los anticuerpos
antiplaquetas se realizé por técnica de MAIPA (monoclonal antibodies immobilized platelets
antigens) en 901 pacientes en espera de trasplante renal. Se detectaron anticuerpos anti-HPA en
78 pacientes (8,6 %), 24 femeninos y 54 masculinos. la mayoria de los anticuerpos reconocian a
antigenos presentes en la glicoproteina CD41a (69,23 %) y en menor medida al HPA 15 (24,35
%). La mayoria de los anticuerpos anti-HPA fueron de la clase IgG y en menor frecuencia de la
clases IgA e IgM. La presencia de anticuerpos anti-HPA en pacientes en espera de trasplante
renal es poco frecuente; la mayoria de la clase 1gG dirigidos contra los antigenos de las
glucoproteinas I1b/111a pertenecientes al CD41.
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INTRODUCCION

En pacientes politransfundidos, las multiples transfusiones pueden inducir la produccion de
anticuerpos antiplaquetarios. Los antigenos plaquetarios capaces de inducir la produccion de
estos son principalmente los antigenos del sistema antigeno leucocitario humano (HLA) y los
antigenos especificos de plaquetas (HPA). Estos anticuerpos pueden inducir refractariedad
plaquetaria, un fendmeno que se traduce en una falta de respuesta a la transfusion de
concentrados de plaquetas y como consecuencia en una incapacidad para obtener una

homeostasia normal y que puede llevar al fracaso el tratamiento transfusional del paciente.

Los pacientes con enfermedad renal cronica constituyen un grupo de riesgo de aloinmunizacion
al ser receptores potenciales de la transfusion. Otros estudios demuestran también el papel de los
anticuerpos contra los antigenos HPA en el rechazo de trasplante, considerandolos dentro del
espectro de antigenos de histocompatibilidad no-HLA. Hasta donde conocemos, no se han
realizado estudios en nuestro pais en este grupo de pacientes que demuestren la frecuencia de

anticuerpos contra antigenos especificos de plaquetas.

Teniendo en cuenta que los pacientes con enfermedad renal cronica constituyen un grupo de
riesgo de aloinmunizacion por transfusion y el trasplante de rifion es la opcion mas adecuada de
tratamiento, la presencia de anticuerpos anti-plaquetarios puede también mediar rechazo de
trasplante y no se han realizado investigaciones en nuestro medio en este campo y que la
deteccion de estos anticuerpos previos al trasplante aporta una nueva herramienta para la
evaluacion del significado clinico postrasplante se propone investigar la presencia de anticuerpos

anti-plaquetarios en pacientes en espera de trasplante renal.
OBJETIVOS

Identificar la presencia de anticuerpos contra los antigenos especificos de plaquetas (HPA) en

pacientes en espera de trasplante renal.
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MATERIAL Y METODOS
Procesamiento de las muestras

Se estudiaron 901 pacientes con enfermedad cronica renal en espera de trasplante, procedentes de
los centros de dialisis de todo el pais. La recoleccion de la muestra se realiz6 en cada uno estos
centros antes de que el paciente recibiera heparina y fuera conectado al rifién artificial. Se
extrajeron 4 mL de sangre periférica en tubos con EDTA y 10 ml de sangre periférica en tubos

SeCos.

Los laboratorios de inmunologia regionales recepcionaron las muestras. Los tubos secos fueron
centrifugados a 2 500 rpm durante 15 min a temperatura ambiente y el suero se distribuy6 en
alicuotas de 2 mL que se guardaron a -20°C hasta su envio. La trasportacion se realiz6 en
recipientes adecuados que garantizaran el manteniendo de la temperatura de congelacion de las
muestras. El estudio se realizd en el Laboratorio de Inmunohematologia del Instituto de
Hematologia e Inmunologia, de La Habana.

Los datos demograficos e inmunoldgicos de los pacientes, se recogieron en planillas que
incluyeron nombre y apellidos, edad, sexo, color de la piel, ndmero de identidad personal,
direccion, namero de transfusiones, trasplantes anteriores, embarazos y enfermedades asociadas.

Toda la informacion recogida se digitalizé en una base de datos de Microsoft Access.

Se respetaron los principios éticos relacionados con las investigaciones médicas como: la
utilizacion solamente de la muestra bioldgica necesaria acorde con los requerimientos cientificos.
La aprobacion por el Comité de Etica de la Investigacion de la institucion para la realizacion del

estudio y el consentimiento informado de los pacientes para participar en la investigacion.

Principios y metodologia del ensayo de inmovilizacion de antigenos plaquetarios con
anticuerpos monoclonales (MAIPA, por sus siglas en idioma inglés): La técnica se realizé de
acuerdo a lo propuesto por Hayashi y Hirayama. Se utiliz6 una mezcla de plaquetas provenientes

de 10 donantes de grupo sanguineo O. En placas de fondo U se agregaron 130 uL de suspension
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de plaquetas a una concentracion de 2 x 10° células/mL que después de centrifugadas durante 3
min a 2500 rpm y decantar el sobrenadante, se agregaron 65 uL de los suero a investigar, y los
sueros controles negativos y positivos que se incubaron 30 min a 37° C. Como control negativo
se utilizé suero humano de donante masculino no transfundido y como suero control positivo se
utilizaron muestras con anticuerpos anti-HPA-1, HPA-5 y HPA-15 provenientes del Banco de
Sangre y Tejidos de Barcelona, Espafia. Después de este tiempo los pocillos se lavaron 3 veces
con 200 ul de PBS-EDTA-BSA al 0,2 % en las mismas condiciones ex-puestas anteriormente y
se decanto el sobrenadante. Al boton de plaquetas se le agregd en diferentes pocillos 1,5 ul del
anticuerpo monoclonal contra las glucoproteinas plaquetarias anti-CD41,-CD42a,-CD42b,-
CDA49b y anti- CD109 (Dako, Denmark AS) que se incubd 30 min a 37°C. Se realizaron tres
lavados posteriores a los pocillos en las mismas condiciones descritas previamente y después de
decantar el sobrenadante del Gltimo lavado se afiadié a cada pocillo 160 pL de buffer de
solubilizacion compuesto por una solucion de Tris-fosfato salina con NP-40 al 0,1 %. La
solubilizacion se completé en una hora a 4°C. El solubilizado se recuperd después de la
centrifugacion y se diluyeron 1:2 con soluciéon de lavado PBS-EDTA-BSA al 0,2 %. De la
dilucion del lisado se transfirieron 100 uL a pocillos de placas de fondo plano (Nunc,
Immunoplates) que previamente fueron recubiertas con 100 pl de la dilucion 1:500 de
anticuerpos antirraton obtenido en conejos en solucion de carbonato bicarbonato pH 9,6 (Dako,
Denmark AS). La placa se incub6 a 37°C durante 60 min. Después de los lavados habituales se le
agrego a cada pocillo correspondiente 100(7L de la dilucion 1:5 000 en buffer de anticuerpos de
conejo anti-1gG y anti-lgM conjugado con peroxidasa o de la dilucién 1:2 000 de conejo anti-
IgA-peroxidasa. Después de incubar a 37°C durante 60 min las placas se lavaron 5 veces con
buffer de lavado y se les afiadié 100uL del cromdgeno OPD al 0,06 % en buffer de acido citrico
que contiene peroxido de hidrégeno al 0,001 %. Se incubd la placa 15 min a temperatura
ambiente en cdmara oscura. La reaccion se detuvo con la adicion de 100 uL de &cido sulfirico
4N vy la lectura de la densidad oOptica (DO) se realiz6 a 490 nm en equipo automatico de ELISA
(Chemwel). Se consideré como un resultado positivo un valor de discriminacion (K) superior a
2:1 determinado por la razon entre los valores de DO de las muestras estudiadas y el del control

negativo.
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RESULTADOS

De los 901 pacientes estudiados, 331 (36,7 %) correspondian al sexo femenino y 570 (63,3 %) al
masculino. el rango de edad fue de 39 a 53 afios, con un promedio de 44.6 afios. Se detectaron
anticuerpos anti-HPA en 78 pacientes (8,6 %), 24 femeninos y 54 masculinos. La
aloinmunizacién anti-HPA se consideraba infrecuente, sin embargo, los estudios mas recientes en
pacientes politransfundidos informan tasas entre un 5-8 % similares a la obtenida en el grupo
analizado. Hasta donde conocemos no se han comunicado estudios en la literatura consultada de
identificacion de anticuerpos anti-HPA en pacientes en espera de trasplante renal para comparar

los resultados de esta serie.

La técnica MAIPA revel6 que la mayoria de los anticuerpos reconocian a antigenos presentes en
la glucoproteina CD41a y en menor medida al HPA 15 que es el Unico antigeno anclado en la
glucoproteina CD109. De acuerdo a la distribucion de los antigenos HPA en las diferentes
glucoproteinas plaquetarias podria predecirse que los anticuerpos preferentemente estarian

dirigidos contra los sistemas HPA-1, -3,-4, -9.

La mayoria de los anticuerpos anti-HPA fueron de la clase 1gG y en menor frecuencia de la clases
IgA e IgM, excepto para los anticuerpos dirigidos contra las glucoproteinas Ib (CD 42b) y la/lla

(CD 49b) donde se observa una alta frecuencia de anticuerpos de la clase IgA.
CONCLUSIONES

1. La presencia de anticuerpos anti-HPA en pacientes en espera de trasplante renal no es
infrecuente.

2. Los anticuerpos anti-HPA en su mayoria estan dirigidos contra los antigenos de las
glucoproteinas I1b/11la pertenecientes al CD41.

3. La mayoria de los anticuerpos anti-HPA son de la clase IgG seguido de una respuesta

dependiente de IgA preferiblemente contra las glucoproteinas 1b y la/lla.
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