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RESUMEN

La refractariedad plaquetaria de origen inmunoldgico se produce cuando pacientes
previamente expuestos a multiples transfusiones generan aloanticuerpos dirigidos
contra antigenos HLA de clase | presentes en las plaquetas del donante, contra
antigenos plaquetarios humanos (HPA), o contra ambos tipos de antigenos, lo que
interfiere con la eficacia transfusional. Las pruebas para deteccion de anti - HPA'y
anti - HLA son: La prueba de inmunofluorescencia plaquetaria (PIFT), el ensayo
de inmovilizacion de antigenos plagquetarios con anticuerpos monoclonales
(MAIPA), el ensayo en fase solida y una variedad del ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzimas (ELISA). Para la deteccion de anti-HLA, se emplea la técnica
LUMINEX®, mientras que para la identificacion de anti-HPA se utiliza el método
MAIMA (Inmovilizacion de Anticuerpos Monoclonales sobre Antigenos de
Megacariocitos).

Objetivo: Describir el aporte de las pruebas de laboratorio para el diagnéstico de
la refractariedad plaquetaria inmune. Materiales y métodos: EIl presente trabajo
corresponde a un estudio analitico de tipo descriptivo. Se realizd una revision
exhaustiva de la literatura cientifica disponible en bases de datos especializadas
como GCIAMT, InfoMED, Pub Med, Revista Médica, Elsevier, SCIELO. La
estrategia de bdsqueda incluyd términos relacionados con el tema, tales como:
refractariedad plaquetaria inmune, distribucion de anticuerpos plaquetarios en
pacientes con refractariedad, asi como sus equivalentes en idioma inglés para
asegurar una cobertura amplia y completa de la informacidn relevante. Conclusién:
MAIPA continuda siendo el estandar de referencia para la deteccion de anticuerpos
anti-HPA y anticuerpos anti-HLA plaguetarios debido a su elevada sensibilidad y
especificidad.

Palabras claves: Aloinmunizacion, antigeno plaguetario humano, glicoproteinas,

refractariedad.



ABSTRACT

Immunologically mediated platelet refractoriness occurs when patients previously
exposed to multiple transfusions generate alloantibodies directed against HLA class
| antigens present on donor platelets, against human platelet antigens (HPA), or
against both types of antigens, thereby interfering with transfusion efficacy. Tests
for detecting anti-HPA and anti-HLA include: Platelet immunofluorescence test
(PIFT), monoclonal antibody platelet antigen immobilization assay (MAIPA),
solid-phase assay, and a variety of enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA).
For the detection of anti-HLA, the LUMINEX® technique is used, while for the
identification of anti-HPA, the MAIMA method (Monoclonal Antibody
Immobilization on Megakaryocyte Antigens).

Objective: To describe the contribution of laboratory tests for the diagnosis of
immune platelet refractoriness. Materials and methods: This work corresponds to
a descriptive analytical study. A comprehensive review of the scientific literature
available in specialized databases such as GCIAMT, InfoMED, PubMed, Revista
Médica, Elsevier, SCIELO was performed. The search strategy included terms
related to the topic, such as: immune platelet refractoriness, distribution of platelet
antibodies in patients with refractoriness, as well as their English-language
equivalents to ensure broad and complete coverage of relevant information.
Conclusion: MAIPA continues to be the reference standard for the detection of
anti-HPA antibodies and anti-HLA platelet antibodies due to its high sensitivity and
specificity.

Keywords: alloimmunization, human platelet antigen, glycoproteins,

refractoriness.



I. INTRODUCCION

La refractariedad plaquetaria se refiere a la falta de respuesta sostenida en el
recuento de plaquetas luego de la administracion de transfusiones de plaquetas, a
pesar de haber recibido al menos dos unidades compatibles y adecuadamente
dosificadas (1).

A nivel global, la incidencia de refractariedad plaguetaria muestra una variabilidad
significativa, condicionada por las caracteristicas de la poblacion y el contexto
clinico en el que se produce la transfusion. Un analisis bibliométrico internacional
estimé que aproximadamente el 19,3% de los pacientes politransfundidos
desarrollan algin grado de refractariedad transfusional a plaquetas. En poblaciones
con patologias hematoldgicas o neoplésicas, la prevalencia puede oscilar entre el
17 % y el 45 %, incluso cuando se emplean concentrados plaquetarios sometidos a
procesos de leucorreduccion, lo que evidencia la persistencia del riesgo
inmunoldgico pese a medidas profilacticas avanzadas (2).

No obstante, se estima que entre el 30 % y 40 % de los casos de refractariedad
plaquetaria tienen una etiologia inmunoldgica, atribuida a la presencia de
aloanticuerpos dirigidos contra antigenos plaquetarios. Dentro de este grupo, los
anticuerpos anti-HLA clase I son responsables del 80 % al 90 % de los casos; los
anticuerpos anti-HPA, del 5% al 20 %; mientras que una proporcion menor
involucra respuesta inmune mixta contra HLA y HPA (~ 5 %). Asimismo, pueden
estar implicados anticuerpos ABO no compatibles y, en menor medida,
autoanticuerpos contra plaquetas (3) .

En América Latina, se ha estimado que entre el 20 % y el 50 % de los pacientes

politransfundidos con concentrados plaquetarios desarrollan aloanticuerpos



dirigidos contra antigenos HLA clase | y/o antigenos plaquetarios especificos
(HPA), lo cual representa una causa importante de refractariedad transfusional de
origen inmunoldgico. Sin embargo, en la mayoria de los paises de la region, la
inmunohematologia plaquetaria no ha sido integrada de manera sistematica en los
servicios de medicina transfusional (4).

Las formulas més empleadas, para controlar el incremento plaquetario después de
la transfusion en el receptor, son: El incremento plaquetario corregido (ICC) y el
porcentaje de respuesta plaquetaria (PPR), para ello, son ajustadas al tamafio del
paciente y a la dosis administrada (5).

Actualmente existen pruebas de laboratorio para la deteccion de refractariedad por
alosensibilizacion inmune; a continuacion, se detalla: Formula para detectar
refractariedad plaquetaria, prueba cruzada de plaquetas, método de linfocitotoxidad
(LCT), luminex, ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA),
inmovilizacion especifica de atigenos plaguetarios por anticuerpos monoclonales
(MAIPA), prueba e inmunoflorescencia plaquetaria (PIFT), resonancia plasmonica
de superficie (SPR), prueba de aglutinacion de globulos rojos en fase solida
(SPRCA), test de inmunofluorescencia por citometria de flujo 1IgG/IgM (5,6).

El propdsito de este trabajo es analizar y detallar el valor diagnostico que aportan
las pruebas de laboratorio inmunohematoldgicas en la identificacién de la
refractariedad plaquetaria de origen inmune, especificamente a través de la
evaluacion de parametros como el Incremento Corregido del Recuento Plaquetario
(CCI) y la deteccion de aloanticuerpos anti-HLA clase | y anti-HPA, mediante

técnicas seroldgicas avanzadas. Este enfoque permite establecer un diagndstico



diferencial entre causas inmunoldgicas y no inmunoldgicas, optimizando asi las

decisiones clinicas transfusionales en pacientes politransfundidos.



Il. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Describir el aporte de las pruebas de laboratorio para el diagndstico de la

refractariedad plaquetaria inmune.



I11. CUERPO

Refractariedad Plaquetaria

Refractariedad plaquetaria se define como la ausencia de una respuesta adecuada
en el recuento plaquetario posterior a una transfusion de plaquetas, evidenciada por
un incremento sub6ptimo o nulo en el conteo de plaquetas dentro de las 24 horas
posteriores a la transfusion. Esta condicion puede deberse a mecanismos
inmunoldgicos (como la presencia de aloanticuerpos contra antigenos HLA o HPA)
0 no inmunoldgicos (6).

Causas

Las causas de refractariedad plaquetaria; son de dos tipos: las inmunes y no inmunes
(7).

Refractariedad no inmune

Los casos la refractariedad plaquetaria no inmune se presentan con mayor
frecuencia del 60% a 80% (5).

Existen ciertos factores no inmunes que influyen en el incremento del recuento de
plaquetas post transfusion, que se tiene que tomar atencion en pacientes a
transfundir, se detalla a continuacion: Mayor area de superficie corporal, género
masculino, presencia de esplenomegalia, e hipertension portal (7). Siempre
considerar en primer lugar la calidad del hemocomponente como las plaguetas (4).
Refractariedad Inmune

La refractariedad plaquetaria inmune es ocasionada por la aloinmunizacion al
antigeno leucocitario humano (HLA) y/o al antigeno plaquetario humano (HPA);
como resultado de una exposicion previa a la transfusién. Otra de las causas de

refractariedad inmune es la incompatibilidad ABO (receptor y/o donante). La



disminucion del nimero de plaquetas, estaria relacionada con autoanticuerpos
contra glicoproteinas presentes en las plaquetas y los anticuerpos plaquetarios
relacionados con farmacos son otros factores inmunologicos (8, 9).

La incompatibilidad de antigenos HLA, es la causa inmunitaria cominmente
descrita (8). Las transfusiones plaquetarias repetidas, especialmente en pacientes
politransfundidos, pueden inducir una respuesta inmunoldgica alogénica debido a
la presencia de polimorfismos genéticos en las moléculas de superficie plaquetaria,
particularmente en los antigenos HLA clase 1y los antigenos plaquetarios humanos
(HPA). Esta exposicion antigénica puede llevar al desarrollo de aloanticuerpos por
parte del receptor, los cuales se unen a dichos antigenos en la superficie de las
plaquetas transfundidas. Como consecuencia, las plaquetas administradas son
rapidamente eliminadas de la circulacién, lo que compromete la eficacia de la
transfusion y contribuye al desarrollo de refractariedad plaquetaria de origen
inmunoldgico (5,10).

Aloinmunizacion con antigeno leucocitario humano (HLA)

En la mayoria de los casos, la aloinmunizacion contra antigenos del sistema HLA
constituye la causa principal de refractariedad plaquetaria, con una incidencia
estimada en aproximadamente el 67% de los pacientes afectados. Las plaquetas
expresan en su membrana antigenos HLA de clase I, particularmente de los loci
HLA-A y HLA-B, los cuales presentan un alto grado de polimorfismo genético.
Esta variabilidad incrementa la probabilidad de incompatibilidad entre donante y
receptor, favoreciendo la produccion de aloanticuerpos anti-HLA y, en

consecuencia, la rapida eliminacién de las plaquetas transfundidas (9).



La presencia de moléculas HLA altamente polimorficas desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de aloinmunizacién, constituyendo una de las
principales causas de refractariedad a la transfusion de plaquetas. Tras la
administracion de transfusiones plaquetarias, el receptor puede exponerse a
antigenos HLA clase | expresados en la membrana de las plaquetas del donante, asi
como a moléculas HLA presentes en leucocitos residuales que contaminan el
concentrado plaquetario, especialmente si no ha sido adecuadamente
leucorreducido. Esta exposicion puede inducir la formacion de aloanticuerpos anti-
HLA, los cuales reconocen y neutralizan rapidamente las plaquetas transfundidas
en eventos posteriores, impidiendo su eficacia hemostatica y reduciendo su vida
media en circulacion (10).

Se hareportado que la prevalencia de anticuerpos HLA en pacientes
hematooncolégicos que han recibido multiples transfusiones puede llegar a ser tan
alta como el 25% hasta el 93%. En el caso de las mujeres con antecedentes de un
embarazo, esta prevalencia se sitUa alrededor del 11%, incrementandose en un
23% en aquellas que han tenido mas de cuatro embarazos (11).

El principal mecanismo que da lugar a la aloinmunizacion consiste en la
presentacion de péptidos antigénicos del donante a los receptores de células T,
especificamente a las células T CD4+ del receptor. Este proceso puede ocurrir a
través de dos rutas diferentes: el alorreconocimiento directo y el indirecto. En el
alorreconocimiento directo, las células T CD4+ del receptor identifican
directamente los antigenos HLA de clase Il presentes en las células presentadoras
de antigenos (CPA) del donante, mayoritariamente a partir de antigenos HLA

ajenos. Esta interaccion entre las CPA del donante y las células T del receptor puede



inducir a que las células B del receptor generen anticuerpos contra estos antigenos.
En contraste, el alorreconocimiento indirecto implica que las CPA del receptor
deben captar y procesar fragmentos de las células del donante antes de activar las
células T que reconoceran estos aloantigenos, lo que eventualmente lleva a la
produccion de aloanticuerpos (9).

Aloinmunizacién HPA (aloantigenos plaquetarios especificos)

Las glicoproteinas plaquetarias especificas, pueden desarrollar refractariedad
plaquetaria. La HPA es un mecanismo menos habitual de aloinmunizacion
plaquetaria y debe ser contemplado unicamente en aquellos casos en los que no se
identifiquen anticuerpos HLA. EI sistema HPA estd compuesto por 35 antigenos
conocidos, los cuales presentan una variabilidad antigénica menor en comparacion
con el sistema HLA. Esto explica por qué un nimero significativamente inferior de
anticuerpos contra HPA se involucra en los casos de plaquetas refractarias de origen
inmunoldgico. Sin embargo, en caso de que se presenten, los anticuerpos HPA
pueden provocar una rapida eliminacién de las plaguetas del donante mediante un
mecanismo que depende de FcyR o a través de la activacion de la via del
complemento (12).

El 75-85 % de los casos diagnosticados clinicamente son anticuerpos con
especificidad HPA-1a, mientras que el 14 % son anticuerpos con especificidad
HPA-1b. Siendo el 4,3 % de los casos afectados por anticuerpos con especificidad
HPA-5b. Son poco comunes (menos de 1 %) a la especificidad HPA-3a. En Japon
hay menos casos reportados de especificidad HPA-4b, y la mayor parte de su
poblacién es HPA-1a; registrandose casos de NAIT (trombocitopenia neonatal

aloinmune) por la presencia de este anticuerpo (13).



En la poblacion caucésica, el anticuerpo que se relaciona comiunmente, es el anti-
HPA 1a, presente en el 80% de los casos, ya que dos tercios de las mujeres reflejan
los antigenos plaquetarios HPA-1b. El segundo anticuerpo méas comuan en la raza
caucasica es el anti-HPA-5b, que normalmente producen una trombocitopenia que
es menos grave (14).

Los aloanticuerpos maternos dirigidos contra los antigenos plaquetas humanos
(HPA-1a o HPA-5b) del feto, causan trombocitopenia aloimmune neonatal fetal
(FNAIT), que puede ocasionar sangrado severo (15).

Aloinmunizaciéon ABO

Se cree que la expresion de antigenos ABH en las plaquetas es demasiado débil
para que las isoaglutininas anti-A y anti-B puedan desarrollar un efecto negativo en
la supervivencia de las plaquetas ABO incompatibles; no obstante, se han sefialado
aumentos positivos tras la transfusion, al llevarse a cabo con plaquetas ABO
compatibles (8).

Esto significa que los anticuerpos anti-A o anti-B del receptor natural, pueden atacar
a las plaquetas que contienen antigenos A o B, a lo que conlleva a la eliminacion
de estas plaquetas de la sangre (16).

Anticuerpos inducidos por farmacos

Se han reportado diferentes mecanismos para el desarrollo de anticuerpos inducidos
por farmacos, la mayor cantidad de anticuerpos plaquetarios dependientes de
farmacos clinicamente importantes son el resultado de interacciones de farmacos
con las glicoproteinas localizadas en la membrana plaquetaria (5).

Se desconoce el mecanismo de la trombocitopenia inducida por farmacos. Pero se

han propuesto al menos 6 mecanismos posibles: Anticuerpos inducidos por



hapteno, anticuerpos dependientes de farmacos, inhibidores del complejo GP Ilb-
Ila, autoanticuerpos inducidos por farmacos, trombocitopenia inducida por
complejos inmunes y heparina. Siendo el objetivo de los anticuerpos dependientes
de farmacos las glicoproteinas localizadas en la membrana de las plaquetas,
especialmente la glicoproteina Ib/IX y GPIIb/Illa (13).

Pruebas de laboratorio para el estudio de refractariedad plaquetaria tipo
inmune

Férmula para determinar Refractariedad plaquetaria

Las formulas més utilizadas para controlar el aumento del recuento de plaquetas
después de la transfusion de las mismas son: el recuento de plaquetas corregido
(CCl) y el porcentaje de respuesta plaquetaria (PPR) (5). Generalmente estudios,
conocen a la refractariedad plaquetaria con un CCl < 5000 posterior a 2
transfusiones consecutivas. Pero también la pueden presentarse valores con un CCI
< 7500 y PPR < 30% (5).

Formulas para el diagndstico de refractariedad plaquetaria:

Incremento del Recuento Corregido (CClI)

CCI = (Recuento de plaguetas post-transfusion — Recuento de plaguetas pre-

transfusion) / (L) x BSA (m?)

Plaquetas transfundidas (10 11)*

Recuperacion de Plaguetas en Porcentaje (PPR)

PPR = (Recuento de plaguetas post-transfusién — Recuento de plaguetas pre-

transfusion) / (L) x TBV x 100%

Plaquetas transfundidas (10 11)*

10



Nota:

*Si el recuento exacto de plaquetas no esta disponible, usar 3 x 10 1

BSA: Area de superficie corporal; TBV: Volumen sanguineo total

Se deben evaluar tanto el CCI-1h (10 min a 1 h) como el CCI-24h (16 0 24 h) para
ayudar a diferenciar la refractariedad plaquetaria (PTR) inmune del no inmune. En
la PTR no inmune, los niveles de CCI-1h suelen ser superiores a 7500/L y los
niveles de CCI-24h son inferiores a 4500/L, lo que indica una regeneracion
plaquetaria normal pero una supervivencia plaquetaria reducida. Se observaron
casos tipicos de PTR inmune, con valores de CCI-1h inferiores a 7500/1 y valores
de CCI-24h inferiores a 4500/1, lo que sugiere que la recuperacion plaquetaria es
reducida, que se manifiesta casi exclusivamente después de la transfusion (11).
Prueba Cruzada de plaquetas

Es la metodologia mas rapida y facil de obtener una unidad de plaquetas compatible.
La técnica de adherencia de hematies en fase sélida, mezcla el panel de plaquetas
del donante con el suero del receptor, y los anticuerpos contra HLA o HPA que se
adhieren a las plaquetas, llegandose a observar con hematies recubiertos con anti
inmunoglobulina G. Los pacientes altamente aloinmunizados, suele ser un
problema (5).

Técnicas de Laboratorio para la identificacion de aloanticuerpos anti-HLA y
anti-HPA

Meétodo de Linfocitotoxidad (LCT)

La prueba de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), también llamada

prueba de citotoxicidad linfocitaria (LCT), es el método tradicional y ampliamente
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aceptado para detectar anticuerpos HLA, se incuba el suero del paciente con los
linfocitos de posibles donantes. La union de anticuerpos, desarrolla lisis mediada
por complemento, marcando una incompatibilidad (5). En este método, se utilizan
linfocitos del donante para detectar anticuerpos dependientes del complemento
presentes en el plasma del paciente. Este método es uno de los més rentables en
comparacion con las pruebas de deteccion de HLA actualmente disponibles en el
mercado. Sin embargo, este método depende en gran medida de la viabilidad de las
células del donante, requiere un largo periodo de incubacién y no detecta
anticuerpos no citotoxicos, lo que da como resultado una baja sensibilidad (18).
Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Tiene como fundamento, presentar el antigenos HLA purificados, que sirven como
objetivo para la union del anticuerpo del paciente. El resultado de la union del
anticuerpo de la muestra del paciente, con los diferentes antigenos localizados en la
placa de ELISA, se detecta tras una incubacion adicional con un anticuerpo
conjugado con fosfatasa alcalina; el cual es capaz de reconocer exclusivamente la
IgG humana (1).

LUMINEX®

La tecnologia Luminex ofrece una alternativa eficaz para la deteccién de
anticuerpos anti-HPA y anti-HLA en el contexto diagnoéstico. El ensayo Luminex
demostro una mayor sensibilidad y rapidez en la deteccién de anticuerpos anti-HPA
en comparacion con el método MAIPA, con resultados disponibles en
aproximadamente tres horas. Su capacidad para identificar simultdneamente
maultiples anticuerpos, sin evidencia de reactividad cruzada entre HLA vy diferentes

tipos de anticuerpos plaquetarios, lo hace mas eficiente y menos demandante en
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volumen de muestra. Sin embargo, su eficacia puede verse limitada por la falta de
cobertura antigénica, como se evidencio en un caso donde no fue posible confirmar
un anticuerpo anti-HPA-1b debido a la ausencia de dicho antigeno en el panel (17).
Prueba de laboratorio de inmunofluorescencia plaquetaria (PI1FT)

Esta prueba tiende a detectar la adhesion de 1gG e IgM a las plaquetas, como
también los anticuerpos contra antigenos HLA de clase |, HPA y autoanticuerpos.
El PIFT presenta mayor sensibilidad y una especificidad reducida; e identificara
todos los anticuerpos que se encuentren en el suero al mismo tiempo, abarcando
anticuerpos HAP y clase | HLA (19).

Deteccién de anticuerpos mediante ensayo multiplex basado en microesferas
utilizando luminex

Para el andlisis en la identificacion de anticuerpos HPA, se realiza utilizando esferas
Luminex; de varios colores, que contienen distintas estructuras de GP
(glicoproteinas) de tipo HPA, comparables con un panel de deteccién de
anticuerpos plaquetarios (2).

Para localizar y reconocer los anticuerpos anti-HPA (HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-
4, HPA-5, GPIV y HLA clase 1); también se puede desarrollar utilizando el kit de
ensayo Pak-Lx (Immucor, Norcross, GA, Estados Unidos). Posterior a la reaccion,
*la intensidad media Fluorescente (MFI) de cada microesfera, se calcula con el
instrumento Luminex 200. Para la interpretacion se utiliza, el programa de software
de anticuerpos MATCH IT (Immucor, Norcross, GA, Estados Unidos) (3).
Inmovilizacion especifica de antigenos plaquetarios con anticuerpos

monoclonales (MAIPA)
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Es un método que emplea los antigenos ubicados en la superficie de las plaquetas y
anticuerpos monoclonales (MoADbs) para identificar anticuerpos plaquetarios en
humanos. La técnica demanda grandes cantidades de suero y toma alrededor de 8 a
12 horas. Se considera que la MAIPA es el método mas preciso y sensible para
identificar anticuerpos dirigidos contra los antigenos que se encuentran en las
glicoproteinas (18).

Citometria de Flujo

Esta metodologia sirve, para la deteccion de diversas condiciones, como
deficiencias hereditarias de glicoproteinas, defectos en la liberacion de granulos,
trombocitopenias inducidas por farmacos, la presencia de anticuerpos
antiplaquetarios y la evaluacion de la inhibicion farmacodindmica causada por
agentes antiplaquetarios (19).

También ayuda a identificar, la presencia de anticuerpos anti-HLA utilizando
anticuerpos dirigidos contra inmunoglobulinas humanas conjugados a
fluorocromos, sin requerir la fijacién del complemento. Los anticuerpos anti-HLA
se unen a las moléculas HLA especificas y se detectan a través de una
inmunoglobulina anti-1gG, que esta marcada con un fluorocromo (20).

Prueba de adherencia de células rojas de fase sélida (SPRCA)

Es una prueba de analisis de adherencia de hematies en fase sélida, ampliamente
utilizado para detectar anticuerpos plaquetarios (21). La sensibilidad de la
adherencia de células rojas en fase solida (SPRCA) es escasa y se necesita llevar a
cabo una segunda prueba con plaquetas intactas previamente tratadas con

cloroguina para especificar la reaccion provocada por anti-HLA (22).
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Las plaquetas con un fenotipo de antigeno especifico se adhieren a la superficie de
las placas de poliestireno. Posteriormente, se afiade el plasma del paciente y se
incuba la mezcla, permitiendo que los anticuerpos presentes en el plasma se unan a
las plaquetas. Se lavan los pocillos con el fin de eliminar los anticuerpos no unidos.
Posteriormente, se afiaden glébulos rojos indicadores recubiertos con anti-1gG a los
pocillos para verificar si hay una union a los anticuerpos presentes (23).

En el contexto del estudio de aloanticuerpos plaquetarios, se ha observado que la
sensibilidad del método Solid Phase Red Cell Adherence (SPRCA) puede ser
limitada para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra antigenos plaquetarios
humanos (HPA). Esta baja sensibilidad podria atribuirse, en parte, al escaso nimero
de muestras evaluadas en algunos estudios, lo que condiciona la capacidad de
generalizacion de los resultados. Por tanto, se concluye que el uso del SPRCA no
es recomendable como herramienta diagnostica en la investigacion de
trombocitopenia aloinmune neonatal. En su lugar, se sugiere el empleo de técnicas
mas sensibles, como la citometria de flujo (24).

Resonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

Es un método que ayuda a la deteccién de anticuerpos HPA. Bakchoul y
colaboradores ensayaron con éxito fracciones de 1gG obtenidas de sueros maternos
en celdas de flujo con GPlIb/llla tipificado HPA-1 purificado de donantes de
plaquetas. Peterson y colaboradores obtuvieron en su investigacion mayor
sensibilidad usando la metodologia SPR en 61 casos de sospecha de
trombocitopenia aloinmune fetal y neonatal (FNAIT), con madres negativas a HPA-
la (18).

Elisa de captura de antigeno (ACE)
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En este ensayo las glicoproteinas de las plaquetas aisladas de donantes tipificadas
por HPA son retenidas en un soporte sélido, previamente recubierto con anticuerpos
monoclonales especificos de GP (moab) antihumanos de ratén y se incuba con el
suero del receptor (25).

Elisa de captura de antigeno modificado (MACE)

El ensayo ELISA de fase sélida tipo captura de antigeno modificado (MACE) es
una técnica cualitativa inmunoenziméatica disefiada para la deteccion de
inmunoglobulinas G (IgG) dirigidas contra antigenos plaquetarios especificos,
principalmente glicoproteinas de membrana (26).

La comparacion entre los métodos MACE (Captura de Antigeno Modificado) y
MAIPA (Inmovilizacion de Antigeno Plaquetario mediante Anticuerpo
Monoclonal) para la deteccién de anticuerpos 1gG especificos contra la
glicoproteina Ilb/Illa en un conjunto de 81 muestras procedentes de pacientes con
trombocitopenia. Los resultados evidenciaron que ambos ensayos presentaron una
sensibilidad del 39 % y una especificidad del 91 %, lo que indica una equivalencia
diagnostica entre los métodos. A pesar de esta similitud en sensibilidad y
especificidad, se reconocen diferencias metodologicas relevantes entre ambas
técnicas (26).

Inmovilizacion monoclonal de anticuerpo monoclonal de antigenos
megactilianos (MAIMA)

MAIMA es una técnica serolégica emergente que emplea megacariocitos
diferenciados in vitro a partir de células progenitoras hematopoyéticas CD34+
extraidas de buffy coats, como alternativa a las plaquetas genotipificadas

convencionales para la deteccion de aloanticuerpos anti-HPA.(27)
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Este método ha demostrado alta sensibilidad y excelente correlacion con MAIPA
(r = 0,96) en la deteccidn de anticuerpos anti-HPA-1a, lo que lo posiciona como
una posible herramienta diagndstica en contextos con acceso limitado a plaquetas
tipificadas. Sin embargo, su desempefio frente a otros alelos, como HPA-3ay HPA-
3b, ha sido inferior en términos de densidad dptica, y ha mostrado completa falta
de reactividad ante anti-HPA-5Db, lo que evidencia limitaciones importantes en su
aplicabilidad universal (27).

Anélisis Comparativo de Métodos para la Identificacién de Anticuerpos Anti-
HPA 'y Anti-HLA

Diversos estudios efectuaron un analisis comparativo entre la técnica MAIPA
considerada el estandar de referencia para la identificacion de anticuerpos dirigidos
contra antigenos plaquetarios y diversas metodologias inmunodiagnosticas
automatizadas, entre ellas Pak-Lx, PIFT y DLX (25).

El sistema Pak-Lx (Immucor®), en comparacién con MAIPA, demostr6 una
sensibilidad del 91 % y una especificidad del 96 %, con valores predictivos positivo
y negativo de 95 % y 93 %, respectivamente, y una concordancia global del 94 %.
No obstante, en ciertos casos clinicos incluyendo pacientes con refractariedad
plaquetaria inmune (IPR), MAIPA no logré evidenciar panreactividad frente al
complejo GPla/lla ni identificar anticuerpos dirigidos contra el antigeno HPA-5b.
Adicionalmente, en cuatro muestras, Pak-Lx arrojo resultados negativos a pesar de
gue MAIPA detect6 anticuerpos anti-HLA (25).

La técnica de inmunofluorescencia plaquetaria (PIFT) , comparada con MAIPA,
alcanzo una sensibilidad del 95% y una especificidad del 82 %, con valores

predictivos positivo y negativo de 81% y 96 %, respectivamente, y una
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concordancia general del 88 %. Sin embargo, se observaron limitaciones de MAIPA
en la deteccion de anticuerpos dirigidos contra maltiples antigenos plaquetarios
(GPlIb/1la, GPla/lla, GPIbIX y beta-2-microglobulina), asi como anti-HPA-5b y
anti-HLA en varios casos. A su vez, PIFT mostré resultados falsamente negativos
en dos muestras en las que MAIPA detectd anticuerpos anti-HLA, incluida una con
panreactividad (25).

En la comparacion entre MAIPA y el ensayo DLX (técnica multiplexada para
deteccion de anticuerpos anti-HLA), se report6 una sensibilidad y especificidad del
77 %, con un valor predictivo positivo de 68 % y negativo de 84 %, lo que refleja
una concordancia total del 77 %. En nueve casos de IPR, MAIPA no identificd
anticuerpos anti-HLA presentes, mientras que, en otros nueve casos, la deteccion

por MAIPA no fue confirmada por DLX (25).
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IV. CONCLUSIONES

La deteccion de anticuerpos anti-HPA y anti-HLA es clave en el manejo de
patologias como la trombocitopenia neonatal aloinmune (FNAIT), pdrpura
trombocitopénica postransfusional (PTP) y refractariedad transfusional. Si bien
el método MAIPA se considera el estandar por su alta sensibilidad y
especificidad, su aplicacion es limitada por requerimientos técnicos complejos.
Las pruebas de inmunofluorescencia (PIFT) y los ensayos en microesferas
(como Luminex) ofrecen alternativas sensibles para el tamizaje, aunque
requieren confirmacion debido a limitaciones en especificidad e interpretacion.
Los inmunoensayos enzimaticos permiten automatizacion en el cribado, pero
su menor precision los hace poco adecuados para diagnéstico confirmatorio.

Las tecnologias emergentes basadas en megacariocitos in vitro representan una
solucion prometedora para la estandarizacion futura, especialmente en

contextos con acceso restringido a plaquetas tipificadas.
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ANEXOS

Anexo N°1. Prueba de Imnucor Capture-P Ready Screen. Tomada de (5).

Thrembocytopenic patient with poor response to platelet transfusions
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Anexo N°2. Ensayo de deteccion de anticuerpos HPA basado en perlas

Luminex. Tomada de (18).

Anti-HPA-1a containing Serum + fluorescence labelled anti-Human IgG
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Anexo N°3. Prueba de Imnucor Capture-P Ready Screen. Tomada de (23).
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