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RESUMEN

La refractariedad plaquetaria es la respuesta inadecuada de una transfusion de
plaquetas, que se presenta en dos recuentos despues de la transfusion a los 10 a 60
minutos y a las 18 a 24 horas, se consideran cantidades menores a 4,500 y 2,500
plaquetas por microlitro respectivamente. Las causas pueden ser de tipo inmune se
estima entre un 10 a 40% Yy de otras causas como sepsis, enfermedad oncoldgica,
coagulacién intravascular diseminada y esplenomegalia, son la mayoria.

Objetivo: Determinar la proporcion de refractariedad plaquetaria inmunoldgica del
total de pacientes con diagndstico de refractariedad plaquetaria en el Hospital
Nacional Arzobispo Loayza durante los afios 2020-2021.

Material y Meétodos: El estudio serd cuantitativo, descriptivo, transversal y
prospectivo. La poblacion de estudio seran todos los casos acumulados en dos afios
250, calculado con un 95% de confianza, 0.05 de precision, y una proporcion de
40%. El diagnostico inmunoldgico se realizara en laboratorio, mediante la plataforma
de LUMINEX para la busqueda de anticuerpo Anti-HLA para confirmar esta causa,
y se comparara con las otras posibles causas que se mencionen en la historia clinica,
asi como segun el tipo de donacién y segin edad y sexo. Se hara el andlisis de
frecuencias comparativas expresando si existen diferencias entre las frecuencias
mediante la prueba de chi-cuadrado. Se pedird el consentimiento informado y la

aprobacion de los Comités de Etica de la UPCH y del Hospital correspondiente.

Palabras claves: Refractariedad plaquetaria inmunoldgica



I. INTRODUCCION

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) afirma que las transfusiones de
hemo componentes: glébulos rojos, plaquetas y plasma constituyen una practica
médica para la atencion de pacientes que no pueden ser tratadas con otras
tecnologias, para ello es necesario contar con cantidades suficientes en los
servicios de salud. Sin embargo, eso depende de la tasa de donacidn de sangre que
un pais tenga, por ejemplo, en el Peru la tasa de donacion es baja (en el 2018 se
calcula en 122 por diez mil habitantes) a diferencia de otros paises como Cuba y
EEUU, que estan por encima de 300. Por otro lado, la transfusion de hemo
componentes incompatibles, pueden inducir reacciones adversas, que van desde
alérgicas leves, severas y mortales, asi mismo, pueden transmitir agentes
infecciosos como los virus del VIH, hepatitis B, C y dengue, que generan riesgos
de graves consecuencias (1). Una revision bibliografica realizada en el 2011
reconocia los beneficios del uso de hemo componentes, pero también sefialaba
riesgos, cuyos efectos perjudiciales podrian ser mayores a sus beneficios, entre
ellos: reacciones hemoliticas, contaminacion bacteriana, viral, trastornos
electroliticos, sobrecarga de volumen sanguineo y reacciones inmunolégicas
tardias (2).

Los concentrados plaquetarios son prescritos para controlar el sangrado debido a
trombocitopenia o a deficiencia funcional plaquetaria, no lograr el incremento del
numero de plaquetas se conoce como refractariedad plaquetaria (RP) (2) (3). Una
inadecuada respuesta a la transfusion de plaquetas para ser diagnosticada como
refractariedad plaquetaria, requiere disponer de dos a tres recuentos plaquetarios

después de la transfusion, y debe ser corregida segun tamafio de la persona



considerando el nimero de plaquetas administradas, a los 10 a 60 minutos y a las
18 a 24 horas después de realizada la transfusion, y se consideran cantidades
menores a 4.500-5.000 y 2.500 plagquetas por microlitro respectivamente. Se
estima que un 10 a 20% de pacientes que reciben concentrados plaquetarios
podrian presentar este problema (3) (4) (5).

Las causas de la refractariedad plaquetaria pueden ser de tipo inmune o0 no
inmune, la mayoria de casos son de tipo no inmune Yy estd asociada a
esplenomegalia, enfermedad veno-oclusiva hepética, infeccién, hemorragia y
efectos secundarios de algunos farmacos. La refractariedad plaquetaria de tipo
inmune ocurre en un 5 al 10% de casos y se debe a aloinmunizacion, secundaria a
transfusiones previas o embarazos y ocasionada por presencia de anticuerpos anti-
HLA y/o por anticuerpos antiplaquetarios especificos Human Platelet Antigen
(HPA) (3) (4).

En una alta proporcion de pacientes refractarios con procesos oncolégicos,
muchos de ellos con multiples transfusiones, se les encuentra altos niveles de
anticuerpos contra el Antigeno Leucocitario Humano (HLA) y en menor
proporcion, antigenos plaquetarios humanos (HPA) (6). Se disponen de tres
formas para identificar compatibilidad de unidades plaquetarias: tipificacion
HLA, la prueba cruzada y la prediccion de especificidad del anticuerpo (7)
Pacientes que reciben plaquetas de aféresis (procedimiento que separa la sangre de
un unico donante en sus componentes) podrian tener menor riesgo de reacciones
hemoliticas, debido a tener una considerable cantidad de plaquetas que proceden

de un donante unico (4). Actualmente se dispone de tecnologias de procesamiento



de hemo componentes para disminuir significativamente los leucocitos y poder
reducir la aloinmunizacién en la transfusion de plaquetas (8) .

Como se ha mencionado, la refractariedad plaquetaria (RP) es una causa de
complicaciones en pacientes que reciben transfusiones recurrentes de plaquetas,
por lo que se requerira mas tiempos y mayores costos de atencion medica y
hospitalizacidn, y conocer la frecuencia de refractariedad plaquetaria asociadas a
la presencia de anticuerpos se hace necesario para aumentar la seguridad de la
medicina transfusional.

Una revision de literatura realizada en Colombia en el afio 2009 analizo las
técnicas para el diagndstico de la refractariedad plaquetaria. Analizé la técnica de
MAIPA, inmunofluorescencia, ELISA, ademas de la citometria de flujo, concluyd
en que no se disponia de una técnica especifica porque para la deteccion de
anticuerpos es necesarios que se usen y se integren varias técnicas para un
diagndstico (9).

Un estudio realizado en China en el 2009 en 17 pacientes con refractariedad
plaquetaria, determinaron el nivel de anticuerpos antiplaquetarios HLA- 1) y
genotipo HPA, reportaron que en 6 pacientes encontraron presencia de HLA y en
cuatro, anticuerpos especificos de GP de plaquetas en suero, con las frecuencias
més altas para GP llb/llla. Las frecuencias genotipicas para los 17 pacientes
fueron: 0.676 para HPA-3a y 0.324 para HPA-3b, La frecuencia reportadas de los
alelos HLA-A y HLA-B fue alta y podrian estar correlacionados con la
refractariedad de la transfusion de plaquetas (10).

Una revision realizada en el 2012 en Espafia sostiene que los concentrados

plaquetarios por aféresis se emplean preventivamente en el tratamiento de la



trombocitopenia, y desde el punto de vista del receptor, su uso no la hace mas
eficiente ni disminuye las posibles reacciones adversas, y que, desde el punto de
vista del donante, la evidencia sostiene que es mejor usar sangre total (11).

Un estudio realizado para la obtencion del titulo de Licenciatura en Tecnologia
Médica, Marzano Romero J. realizado en el hospital Edgardo Rebagliati Pert en
el afio 2013, tuvo el objetivo de determinar la frecuencia de anticuerpos
antiplaquetarios en pacientes hematoldgicos con multiples transfusiones, el disefio
del estudio fue descriptivo, transversal y prospectivo, utilizando 40 muestras de
plasma que mediante el método de fase sélida se detectaron antiplaquetarios y
luego fueron tratadas con cloroquina disfosfato para poder identificar anticuerpos
anti HPA, dio como resultado una frecuencia de 37.5% positivos a anticuerpos
antiplaquetarios, siendo el 100% anticuerpos anti HLA. (12)

Fasanno RM, et al. en el 2014 realizaron un estudio retrospectivo con 16 pacientes
que recibieron trasplante de los cuales 8 pacientes tuvieron antecedentes de
refractariedad plaquetaria y recibieron preventivamente gamma globulina y 9
paciente no tuvieron ese antecedente. Los anticuerpos HLA clase I fueron
analizados antes del trasplante y en repetidas veces después de este. Reportaron
que en los ocho pacientes que recibieron aloinmunizacion HLA previa al
trasplante, los anticuerpos HLA permanecieron detectables durante mas de 100
dias después del trasplante, en tres pacientes encontraron una fuerte correlacion
positiva entre la inmunofluorescencia (IMF) del anticuerpo HLA previo al
trasplante y el anticuerpo HLA posterior al trasplante (correlacion de Spearman:
0.954 y 0.865). En tres pacientes con reactividad de anticuerpos después de 100

dias del trasplante tuvieron una inmunofluorescencia previa al trasplante >10 000,



mientras que los anticuerpos HLA habian desaparecido por completo después del
trasplante en pacientes aloinmunizados que habian tenido la inmunofluorescencia
mas baja antes del trasplante. Prueba Fisher (para asociacion Inmunofluorescencia
previa al trasplante >10 000 y persistencia de anticuerpos contra HLA >100 dias)
fue significativa p valor: 0.029. Concluyeron que la persistencia de anticuerpos
HLA que conlleva a la refractariedad plaquetaria puede ocurrir despuées del
trasplante 'y los pacientes no inmunizados con HLA  pueden
desarrollar aloinmunizacion HLA debido la transferencia de células productoras
de anticuerpos HLA desde el donante al paciente en el momento del trasplante, lo
que puede conducir a una refractariedad después del trasplante. La evaluacion de
los pacientes para detectar anticuerpos HLA antes del trasplante favoreceria la
transfusion después del trasplante, ya que identificaria el riesgo de desarrollar
refractariedad plaquetaria después del trasplante antes de llegar, refieren hay
necesidad de deteccion de anticuerpos HLA de donantes (13).

Pena JR realiz6 en el 2014 un estudio de caso para mostrar que los aloanticuerpos
HLA que ocasionan refractariedad plaquetaria no puede superarse mediante
transfusion masiva, dilucién o adsorcion, urge desarrollar métodos accesibles de
deteccion que permitan identificar pacientes con refractariedad plaquetaria
aloinmune (14)

Una revision sistematica realizada en el 2015 afirma que la aloinmunizacion del
antigeno leucocitario humano (HLA) es la causa inmune mas importante para
generar refractariedad plaquetaria, disponiéndose de diferentes técnicas para
evaluar la efectividad de las transfusiones de plaquetas. Las mas comunes son: el

incremento posterior a la transfusion (PI), el porcentaje de recuperacion de



plaquetas y el incremento de conteo corregido (CCI). También refieren que las
caracteristicas  del  producto  plaquetario, la  dosis, la  fuente
(aféresis versus agrupacion), la compatibilidad ABO donante-receptor y la
duracion del almacenamiento de plagquetas pueden afectar los incrementos de
plaquetas después de la transfusion (15).

En el presente afio se llevd a cabo un Congreso de Hematologia en Argentina,
respecto a la refractariedad plaquetaria inmune, refirieron que la membrana
plaquetaria contiene antigenos del sistema ABO, Lewis, P e A |, coexistiendo con
el antigeno HLA-clase | y antigenos plaquetarios especificos (HPA. A); sostienen
que tiene una frecuencia entre el 3.9% y el 42%, siendo la media en paises
desarrollados cercana al 25%, esa amplia disparidad podria explicarse por
diferencias en la seleccion de donantes y receptores, asi como en los
procedimientos y técnicas para disminuir este riesgo, entre ellas la deplecion
leucocitaria, técnica para reducir leucocitos, que en América Latina no se realizan
estos procedimientos, por lo que, es causa del 70 a 80% de todos los casos de
refractariedad plaquetaria; recomiendan que las politicas sanitarias en América
Latina debian incluir la leucorreduccion universal previo al almacenamiento;
También se menciond que la frecuencia de aloinmunizacion HPA se estima entre
el 2 y 10%, frecuentemente se combina con Ac. HLA, ubicandose el antigeno
HPA en las glicoproteinas de membrana plagquetaria (GP), siendo los mas
inmunogénicos, el HPA-1 en GP Illay el HPA-5 en GP lla (16).

Estudios relacionados a la refractariedad plaquetaria de causa inmune en el
Hospital Nacional Arzobispo Loayza son importantes, no solo porque este tipo de

estudios son escasos, sino por la magnitud de transfusiones plaquetarias que se



realizan en este centro hospitalario; ademas, conociendo la magnitud de la
refractariedad plaquetaria de causa inmune se podran tomar las medidas para su
manejo y contribuir en la disminucion de tiempos y costos en la atencion médica y
en hospitalizacion de esta complicacion. De manera mas especifica, el presente
estudio sera de utilidad para el banco de sangre y centro de hemoterapia, al poder
tomar decisiones segun la frecuencia de refractariedad plaquetaria inmune, y
poder elaborar y aplicar protocolos de atencidn y seguimiento de casos reportados.
Por lo mencionado, es que la pregunta de investigacion formulada es:

¢Cual es la proporcion de refractariedad plaquetaria inducida por anticuerpos
Anti-HLA de todos los casos de refractariedad plaquetaria en el Hospital Nacional
Arzobispo Loayza?

Il. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la proporcion de refractariedad plaquetaria inmunolégica del total de
donantes con diagndstico de refractariedad plaquetaria en el Hospital Nacional
Arzobispo Loayza durante los afios 2020 y 2021.

Obijetivos especificos

1. Determinar la frecuencia de refractariedad plaquetaria inducida por
anticuerpos Anti-HLA.

2. Determinar la frecuencia de refractariedad plaquetaria segun otras probables
causas como sepsis, enfermedad oncologica, coagulacion intravascular
diseminada y esplenomegalia.

3. Determinar la frecuencia de refractariedad plaquetaria segun el tipo de

donacion de plaquetas: mediante aféresis y por donacion convencional.



4. Determinar la frecuencia de Refractariedad Plaquetaria segun sexo y edad.

I1l. MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio
El tipo de estudio es cuantitativo, observacional, descriptivo, transversal y

prospectivo.

Poblacion

La poblacion de estudio son todas las muestras de pacientes que lleguen con
diagndstico de refractariedad plaquetaria para transfusion sanguinea durante los
afios 2020 y 2021, al servicio del Banco de Sangre de Hospital Nacional
Arzobispo Loayza. Por lo tanto, la unidad de estudio es el paciente con
diagnostico de Refractariedad Plaquetaria.

En el hospital se transfunden en promedio 500 pacientes al afio con concentrados
plaquetarios, (hemo-componentes) de los cuales el 25% presentan RP y de ellas el
40% son ocasionados por causas inmunoldgicas de las cuales la mayoria son
HLA. Por lo tanto, en dos afios la poblacion de estudio (pacientes con diagnéstico
de RP) serian 250 (25% de 1000) que seria en nuestro estudio la poblacion de
referencia o de estudio.

Tamarfo de muestra:

Para el célculo de tamafio de muestra se ha empleado el programa GRANMO,
siendo la proporcién de RP de causa inmunolodgica segun estudios de 40% de
todos los que tienen diagndéstico de RP, la precision considerada fue de 0.05, el
nivel de confianza de 95% y la poblacion de referencia de 250 en los dos afios que
tiene diagndstico de RP de todas las causas. Dando como resultado un tamafio de

100 pacientes con RP (ver anexo 1).

Los casos que se incluyen deben cumplir con los siguientes criterios:
Criterios de inclusion

e Pacientes mayores de 18 afios.

e Pacientes clinicamente catalogados con refractariedad plaquetaria

Criterios de exclusién
e (Gestante



e Pacientes posoperados de trasplante de 6rganos.

Operacionalizacién de variables

Variable Definicion Segun su Indicador Definicion
naturaleza 'y Operacional Escala categorias
relacion
Refractariedad Inadecuada respuesta | Cualitativa Si después de una Nominal Tiene
plaquetaria de transfusion de Dependiente transfusion a los 60 refractariedad o
plaquetas entre los 10 minutos sigue con no tiene
a 60 minutos y luego menos de 5 mil
entre las 18 y 24 horas, plaquetas por
después de una microlitro y a las 24
transfusion de horas menos de 2.5
plaquetas mil.
Causa Presencia de | Cualitativa e Presencia de
inmunoldgica anticuerpos contra el | Independiente | Elisa positivo para Anti-HLA.
delaRP antigeno  leucocitario Anticuerpo HLA Nominal | e Ausencia de
humano (Anti-HLA) anti-HPA.
Otras Enfermedades o | Categorica Diagnéstico  clinico o Sepsis,
probables alteraciones asociadas | independiente | asociadaala RP enfermedad
causas a la refractariedad oncoldgica,
plaquetaria Nominal coagulacion
politémic intravascular
a diseminada y
esplenomegali
a
Tipo de | Estd en funciéon de | Categérica Segin la transfusion o Aféresis  de
donacion  de | concentrado de | Independiente | de concentrado plaguetas.
plaquetas plaquetas o de sangre plaquetario o no * Donacion
completa Nominal convencional
de sangre
completa
Edad Afios desde su Numérica e | Se verificara con el En afios
nacimiento. independiente | DNI Razén
Sexo Caracteres sexuales Categorica Lo que exprese la Hombre
Independiente | persona verificado por | Nominal mujer

DNI

Procedimientos y técnicas

Se considerara en el estudio todos los pacientes que tengan el diagnostico clinico

de Refractariedad Plaquetaria durante los afios 2020 y 2021, se verificara el

cumplimiento de los criterios de inclusion y exclusion sefialados y los datos que

se presentan en la historia clinica.

Los datos seran llenados en la ficha de recoleccion de datos (anexo 1) de acuerdo

a la operacionalizacion de variables como la edad, el sexo, el tipo de transfusion y

la enfermedad de fondo de la Refractariedad Plaquetaria.




Toma de Muestra

Si cumplen con los criterios de inclusion y exclusion, los casos de refractariedad
plaquetaria, se recolectard muestra de sangre de los 100 pacientes de la poblacion
de estudio, mediante ven puncion, para obtener 02 tubos de sangre total de 3 ml
cada uno.

Se procedera al centrifugado de las muestras a 3500 RPM x 5 minutos vy
posteriormente almacenar a menos 70°c hasta completar las 100 muestras
programadas.

Proceso Analitico

El analisis se realizard con el kit LIFECODES Pak Lx de IMMUCOR,
asimismo tiene la particularidad de detectar Anticuerpos HLA clase | y
Anticuerpos plaquetarios humanos, la tecnologia del LUMINEX emplea perlas
Beads magnéticas adheridas con antigeno y/o anticuerpos segun sea el caso la cual
se quiere determinar, estas fluorescencias emitidas son captadas por el equipo.
Luego de ser analizado por el equipo se procedera a interpretar los resultados
obtenidos utilizando la misma plataforma y software de Luminex

Plan de andlisis

Se elaborar4 una base de datos en Excel de acuerdo a una codificacion de
variables.

El procesamiento de datos se hard con un software estadistico STATA donde se
elaboraran las tablas y graficos para la presentacion de los resultados.

Para el analisis de los datos se haran tablas de frecuencia de la refractariedad
plaquetaria inmunologica segun edad, sexo, tipo de donacion y otras probables

causas, y se evaluara si existe diferencias significativas entre cada uno de los
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grupos mediante la prueba de chi cuadrado. Por ejemplo, en el caso segun sexo de
los 250 casos de refractariedad plaquetaria existe diferencias significativas en el
tipo inmunoldgico entre el sexo masculino y femenino.

Aspectos éticos

Se invita al paciente a participar al proyecto, previa firma del consentimiento
informado (anexo 3) de acuerdo con los criterios emanados de convenciones
internacionales como la de Helsinki. A todos los pacientes que ingresaran en este
estudio, se les explicara las caracteristicas de esta investigacion. Los participantes
conoceran los objetivos de este estudio, utilizacion cientifica a partir de la
informacién obtenida, la que, ademas, no seria divulgada para otros fines por el
derecho que tienen de garantizar su confidencialidad, y se les informara de la no
presencia de riesgos, puesto que no se realizara ningun ensayo clinico.
Contaremos con el consentimiento de cada uno de los pacientes incorporados a
este estudio para su ejecucion respectiva y posteriormente por el comité de ética

del Hospital Nacional arzobispo Loayza y de la UPCH.
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V.

PRESUPUESTO

PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA

REACTIVO/INSUMOS | MARCA | CANTIDAD | COSTO COSTO
UNITARIO | TOTAL
(soles) (soles)

Single Antigeno x 96 test | Innmucor | 01 kit 8.000 8.000

Anticuerpos Anti-HLA x | immucor | 01 kit 14.000 14.000

96 test

Tubos al wvacio con | vacutest | 2x 100 50.00 100.00

EDTA x 100

Tubos al vacio tapa roja | vacutest | 2 x 100 50.00 100.00

x 100

Tips amarillo de 5- 100 | glass 2 x100 50.00 100.00

ulx 100

Tips azul 100-1000 ul | glass 2 x 100 unid | 50.00 100.00

x100

Alcohol 76° universal | 2 X litros 30.00 60.00

Papel bond atlas 01 millar 50.00 50.00

TOTAL 22.510
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Cronograma

CTIVIDA MESES 2020-2021
DES
ROYECT
O

N° E Al S| O N|D|EfFIM A MJ|J|A S| O N D| E|l FIM

Elabora | X
cion del
proyect
0

Aproba X
cion del
proyect
0

Recolec X X| X| X| X[ X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X] X| X
cién de
datos

Analisi X X| X| X| X[ X| X| X| X| X| X[ X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X| X] X| X
S

laborat
orial

Anélisi X| X| X| X| X| X| X| X| X
s datos

Elabora
cion del
informe

Sustent
acion

Publica
cién
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VI.  ANEXOS

Calculadora de Tamarno muestral GRANMO

= Castellano

Proporciones : Estimacion poblacional Proporciones

Dos proporciones independientes

Nivel de confianza: '®/ 095 ' 090 ' Otro
Observada respecto a una de referencia
Medidas apareadas (repetidas en un grupa)
Poblacién de referencia (Infre == Se asume una poblacion infinita): 250 Eiosquivalencia
ion de la proporcion en la i 04 Eslimacion poblacional

Ddds ratio {Estudios de Casos-Controles)
Precision de la estimacion para el nivel de confianza seleccionado: 0.05 Riesga relafivo (Esiudios de Gohorle)

de == : I 0 Potencia de un coniraste

- L = ) - Medias ¥
49IJmp|a resultados J?Llrrua todo | | Selecciona tode = Imprimir
Otras v
28/01/2020 9:57:01 Estimacion poblacional (Proporciones)
Una i leat de 150 indivit es i para estimar, con una confianza del
953 ¥ una precision de +/- 5 unidades porcentuales, un porcentaje poblacional que

previsiblemente sera de alrededor del 40%. En de 1ES =2 ha
previsto que sera del 0%.

Anexo 2- Ficha de Recoleccion de datos:

N° (1 - 150) (pacientes con diagnostico de Refractariedad Plaquetaria)

N° de HC:

Edad: Sexo: (F femenino y M masculino)

Anti-HLA: Presente: Ausente:

Anti-PLA: Presente: Ausente:

Diagndstico de enfermedad de fondo:

Tipo de Transfusion:
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