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RESUMEN

La trombocitopenia inmune primaria (PTI) es la enfermedad hematologica autoinmune mas
frecuente. Se caracteriza por un diagnostico por exclusion, gran variabilidad en su curso clinico y
respuesta al tratamiento. La presente investigacion evalud los parametros de validacion de un
ensayo por citometria de flujo (CF) para la pesquisa de anticuerpos antiplaguetarios en pacientes
con trombocitopenia inmune primaria. Estos anticuerpos fueron caracterizados segun clases y
especificidad y se determind se existia relacion con las variables clinicas en pacientes con PTI
durante un estudio preliminar descriptivo de corte transversalrealizado en el Instituto de
Hematologia e Inmunologia entre junio 2014 — diciembre 2015. EI 80 % de los pacientes
incluidos en el estudio fueron positivos por citometria de flujo y por MAIPA; el 91,7 % de ellos
con manifestaciones clinicas de leve a moderada. La especificidad mas frecuente fue la
glucoproteina GP IIb/lIlla presente en el 58,3 % de los pacientes y el 78,6 % de ellos tuvo conteo
de plaquetas superior a 30 x 10%L. El 75 % de los casos presentd IgG y su combinacion mas
frecuente fue con la IgM en un tercio de los casos. El total de pacientes que respondieron al
tratamiento, presentaron anticuerpos positivos frente a una o dos especificidades. Conclusiones:
No hubo relacion entre las especificidades de los anticuerpos y fases de la enfermedad propuestas
en el protocolo de consenso 2010 segun tiempo de evolucién y curso clinico. En los pacientes
con menor nimero de especificidades fue mejor la respuesta al tratamiento. El isotipo 1gG
predominé en los anticuerpos frente a GP IIb/lIlla, relacionada con un conteo de plaquetas
superior a 30 x10%L y una evolucion favorable.
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INTRODUCCION

El diagndstico de la PTI primaria es complejo y continda siendo de exclusion, ya que ningun

pardmetro clinico ni analitico aislado permite establecerlo con certeza.

En la patogenia de esta enfermedad estan involucrados multiples factores que generan un
desorden inmunoldgico complejo cuyo mecanismo fisiopatologico central es la pérdida de la auto
tolerancia a los antigenos propios localizados en la superficie de las plaquetas y los

megacariocitos.

Los anticuerpos contra los antigenos plaquetarios desempefian un papel importante y su deteccion

puede ser un elemento orientador en el estudio y seguimiento de estos pacientes.

OBJETIVO

— Validar un ensayo para la deteccion de anticuerpos antiplaquetarios en pacientes con
trombocitopenia inmune.

— Caracterizar los anticuerpos antiplaquetarios segun clases y especificidad en pacientes con
PTI de diferentes variantes clinicas y respuestas terapéuticas.

MATERIALES Y METODO

Se realiz6 un estudio de tipo experimental en el laboratorio de Inmunohematologia del IHI
durante el periodo comprendido entre enero-diciembre del 2015; para la evaluacion de los
parametros de validacion de un inmunoensayo para la determinacién de AAP por CF. Se emple6
como criterio de la verdad los casos con diagnostico clinico de trombocitopenias inmunes, no
inmunes y donantes de plasma y plaquetas. Ademas, se utilizé la IF con lectura por microscopia

como método adicional de referencia.

Una vez validado el ensayo se realizd un Estudio descriptivo preliminar de corte transversal en
pacientes portadores de PTI con anticuerpos antiplaquetarios (AAP) positivos atendidos en
consulta de hemostasia del Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI) durante el periodo

comprendido entre junio de 2014 y diciembre de 2015.
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Incluidos solo pacientes clasificados en cuanto a fases de la enfermedad y respuesta al
tratamiento en consulta de hemostasia, sin antecedentes de transfusiones o embarazos, con el
consentimiento informado por escrito a participar en el estudio. Se excluyeron pacientes que
hayan recibido tratamiento con inmunosupresores en los 30 dias anteriores al estudio o con

diagndstico de PTI durante el embarazo.

Procedimiento: Para la deteccion e identificacion de las clases y la especificidad de los AAP, se
utilizaron las muestras de sangre total con EDTA al 5 % de los 24 pacientes que fueron incluidos
en el estudio. Para ello se desarroll6 el ensayo MAIPA en muestras una vez fue identificada la

presencia de AAP por citometria de flujo.
Se utilizo6 en el andlisis estadistico el programa SPSS version 21 para Windows.

Las variables en estudio se expresaron segun sus respectivas medidas de resumen: media y

desviacidn estandar para las cuantitativas, frecuencias absolutas y relativas para las cualitativas.

Se empleo el test Ji Cuadrado de Independencia para establecer asociacion entre variables; el test
de comparacion de proporciones (Z) para estimar diferencias proporcionales entre dos grupos y el

Coeficiente de Correlacion lineal para estimar la correlacion de variables categdricas (Spearman).
En todos los casos se trabajo prefijandose una zona critica o de rechazo (alfa) de 0,05.
RESULTADOS

Evaluacién de pardmetros de validacion: En la presente investigacion las muestras positivas
correctamente identificadas por CF fueron de un 90,0 % vs 66,7 % por microscopia. Estos
resultados son similares a los publicados por otros investigadores que coincidieron en que la CF
presenta una sensibilidad entre el 70 y 95 %, y por lo tanto, en este sentido es superior a la

microscopia para apoyar el diagnostico de la PTI.

El porcentaje de muestras negativas correctamente identificadas a través del método por CF fue
del 82,9 % frente al 97,1 % que presento el método de referencia, la aparicion de falsos positivos

por CF entre los casos de trombocitopenias no inmunes y sujetos sanos, puede deberse a la
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deteccion de verdaderos AAP como evidencia de fendmenos autoinmunes o la autoinmunidad
fisioldgica, pero que son irrelevantes en la inmunopatogenia de una PTI, por tener subsistemas de

regulacién propios.

La CF mostré un mejor VPN que VPP. Mediante la CF, la probabilidad que tiene un individuo de
no presentar una PTI, cuando en la prueba no se detectan AAP es del 90,6 %, contra el 77,3 % de

la microscopia.

Ademaés de las pruebas directas a las 65 muestras del panel se les realiz6 prueba indirecta a los 30
pacientes con diagnostico clinico PTI primaria 19 resultaron positivos. Estos resultados coinciden
con lo reportado en la literatura de la presencia de autoanticuerpos circulantes hasta del 80 % de

los pacientes con PTI sin previa aloinmunizacion.

En la presente investigacion la CFpresentd una eficacia de 86,2 %, superior a la del ensayo de
referencia, que fue del 83,1 % y entre ambos métodos la concordancia fue Kappa=0,39, que se
califica como “regular”. Estos resultados se deben a que la CF de flujo es un método mucho mas
sensible y objetivo que la microscopia para identificar anticuerpos antiplaquetarios en

trombocitopenias inmunes.
Caracteristicas clinico-demogréficas de la poblacion estudiada

La poblacion estudiada mostro ligero predominio del sexo femenino para un 58,3 % del total, un
rango de edades entre 5 meses y 74 afos, con un promedio de 29,9 afios con * 23,6 afios; siendo
mayores de 18 afios més del 50 % del total. El 79,2 % de los pacientes incluidos fueron de color
de piel blanca. La mayoria de los pacientes se encontraban en fase crénica de la enfermedad con

sintomas de leve a moderados y manifestaciones clinicas cutdneo-mucosas.
Correlacion entre las caracteristicas de los anticuerpos y variables clinicas

No hubo relacion estadisticamente significativa entre nimero de las especificidades y las fases de

la enfermedad (figura).
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Del total de pacientes no tratados incluidos en el estudio, sus muestras fueron positivas frente a

una o dos especificidades, la mayoria son de reciente diagndstico y las manifestaciones clinicas

son leves a moderadas. Al evaluar a los pacientes que tuvieron respuesta al tratamiento, el 100 %

tuvo anticuerpos positivos frente a una o dos especificidades, lo que evidencia asociacion entre

una mejor respuesta al tratamiento y un namero menor de especificidades de anticuerpos (figura).
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Figura. Principales relaciones entre la especificidad de los anticuerpos y las variables clinicas.
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Por otra parte, entre los pacientes sin respuesta o tuvieron pérdida de respuesta, el 60 % de ellos
tuvieron anticuerpos positivos frente a tres especificidades, estos resultados sugieren que el
numero de especificidades de los anticuerpos antiplaquetarios podrian ser Utiles en el pronostico

de la enfermedad (figura).

En el presente estudio se observo que las glicoproteinas GP Ilb/Illa, GPla/lla, GP Ib/IX y CD109
fueron las dianas mas frecuentes de estos anticuerpos, representadas en 58,33 %; 33,3 %;
29,16 %; y 29,16 % de los casos, respectivamente. La presencia de IgM como Unica clase de
inmunoglobulina, se asocié con mayor frecuencia a las GPla/lla y CD109, que con regularidad
no son las especificidades que predominan en la respuesta de pacientes de reciente comienzo;

mientras que IgM junto a la IgG se presento frente a las GP 1Ib/Illa y Ib/IX (figura).

Asi mismo, en el predominio de 1gG sola para la GP IIb/lIlla, se pone de manifiesto el cambio de
clase y la maduracion de la produccion de anticuerpos en el tiempo. La presencia de IgA tuvo
mas asociada a las GPla/lla y CD109 que frente a GP Ilb/Illa y 1b/1X (figura).

La mayor frecuencia de deteccion de anticuerpos frente a la GP Ilb/l1la en la muestra estudiada
se asocid a una respuesta favorable al tratamiento o a la respuesta espontanea. La respuesta al
tratamiento incompleta o la pérdida de ella, se relacion6 a la combinacion de GP lib/lla+Ib/IX 'y
a CD109. La GP la/lla fue diana de anticuerpos con mayor frecuencia en los casos de reciente
diagndstico, en los mayores de 18 afios y en su presencia se encontré un predominio de respuesta

al tratamiento o espontanea.

La mayor frecuencia de deteccion de anticuerpos frente de la GP 1Ib/Illa en la muestra estudiada

se asocid a un conteo de plaquetas superior a 30 x 10%/L.

En pacientes donde se identifican anticuerpos frente a GP1b/1X hay un menor conteo de plaquetas

en relacion a otras especificidades (figura).
CONCLUSIONES

e La citometria de flujo muestra parametros superiores de sensibilidad, VPN y eficacia; resultd

menos especifica con disminucion de los VPP en relacion a la microscopia para la deteccion
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de anticuerpos antiplaquetarios; con indicadores de validacion acordes con los criterios
internacionales para este tipo de método.

e Los autoanticuerpos antiplaquetarios en su mayoria son de la clase IgG, concomitando con la
IgM en maés de la mitad de los casos. La presencia de IgA no es infrecuente.

e La glucoproteina GP Ilb/llla fue la diana mas frecuente de reconocimiento de los
autoanticuepos antiplaquetarios. EIl isotipo IgG predominé en los anticuerpos frente a GP
I1b/111a; y las muestras con esta especificidad se relacionaron en su mayoria con un conteo de
plagquetas superior a 30 x10%/L.

e No hubo relacion entre las fases de la enfermedad y las especificidades de los anticuerpos

e Hubo buena respuesta al tratamiento en la mayoria de los pacientes con anticuerpos de hasta
dos especificidades.

RECOMENDACIONES

1) Realizar un estudio longitudinal con una muestra mayor de casos para seguimiento de la
evolucion clinica e inmunoldgica de los pacientes.

2) Realizar un disefio de MAIPA utilizando plaquetas del paciente.
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