UNIVERSIDAD PERUANA Facultad de

CAYETANO HEREDIA MEDICINA

T
L

»
>
Z"'
Hhinar

REFRACTARIEDAD PLAQUETARIA ALOINMUNE
ALLOIMMUNE PLATELET REFRACTORINESS

TRABAJO ACADEMICO PARA OPTAR POR EL TITULO DE SEGUNDA

ESPECIALIDAD PROFESIONAL EN HEMOTERAPIA Y BANCO DE SANGRE

AUTORA

MARIA ELENA ANCAJIMA BALLENA

ASESOR

JUAN JOSE MONTANEZ MEJIA
LIMA — PERU

2025






ASESOR DE TRABAJO ACADEMICO
ASESOR
Lic. JUAN JOSE MONTANEZ MEJIA
Departamento Académico de Tecnologia Médica

ORCID: 0000-0001-9893-8467

Fecha de aprobacion: 19 de abril de 2025

Calificacién: Aprobado.



DEDICATORIA

Este trabajo monografico, lo dedico a mis seres mas queridos, quienes me han apoyado
en cada momento en todos los aspectos para poder cumplir mis metas, especialmente
a mis padres, quienes sus bendiciones han sido mi mayor fortaleza y proteccion a lo

largo de mi vida. Por ellos y para ellos todo mi esfuerzo y dedicacion.



AGRADECIMIENTO

Mi agradecimiento para todos aquellos que aportaron en la elaboracion de esta
monografia. A todos ellos gracias por su apoyo para guiar mis ideas y por brindarme

los medios necesarios durante la realizacion de este trabajo.



FUENTES DE FINANCIAMIENTO

El presente trabajo monografico es autofinanciado.



DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERES

La autora declara no tener conflictos de interés.



RESULTADO DEL INFORME DE SIMILITUD

Z UNIVERSIDAD PERUANA Facultad de

& CAYETANO HEREDIA MEDICINA

LD

REFRACTARIEDAD PLAQUETARIA ALOINMUNE

ALLOIMMUNE PLATELET REFRACTORINESS

TRABAJO ACADEMICO PARA OPTAR POR EL TITULO DE SEGUNDA

ESPECIALIDAD PROFESIONAL EN HEMOTERAPIA Y BANCO DE SANGRE

AUTORA

MARIA ELENA ANCAJIMA BALLENA

ASESOR

JUAN JOSE MONTANEZ MEJIA

LIMA - PERU

2025

5

Informe estandar ()

Informe en inglés no disponible  Mas informacién

18% Similitud = Filtros

estandar

2 Exclusiones =

Fuentes

Mostrar las fuentes solapadas @ @

[@ 1 Internet %)
www.revhematologia.sid.cu 3%
— o bloques de palabra que
1= texto lJ 109 coinciden
[@ 2 Internet %)
repository.javeriana.edu.co 2%
— . bloques de palabra que
=6 texto !J 66 coinciden
[@ 3 Internet @
bvs.sld.cu 1%
— ¢ bloques de palabra que
I=s texto !J coinciden



TABLA DE CONTENIDOS

Pag.
RESUMEN
ABSTRACT
I INTRODUCCION .....ooomiimiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e 1
I, OBJETIVOS ..o 3
IIL. CUERPO......oooooeieeeoeeeeeeeeeeee e 4
IV. CONCLUSIONES ......cooimiimieeeeeeeeeeseeeeeeee s see e 14
V. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooviiiieeeeesieeeeeeeeseseseseessessennns 16

ANEXOS



RESUMEN
En la actualidad, la transfusion de plaquetas, es considerado el tratamiento estdndar en
pacientes con trombocitopenia, siendo el concentrado plaquetario, el hemocomponente
transfundido con mayor frecuencia.
Existe un problema clinico significativo que complica la transfusion de plaquetas, y es
la refractariedad plaquetaria. Se define como una respuesta inesperada en el recuento
plaquetario postransfusional luego de dos transfusiones consecutivas, obteniendo un
bajo indice de recuperacion. Las causas que determinan la refractariedad plaquetaria
pueden depender del paciente (inmune o no inmune) o depender del componente
plaquetario transfundido.
Objetivos: Describir la refractariedad plaquetaria, mencionar los métodos y técnicas
de laboratorio para la deteccion de antigenos y anticuerpos plaquetarios humanos.
Materiales y métodos: Estudio analitico descriptivo, revision de informacion
cientifica publicada en las bases GCIAMT, infoMED, Scielo, RevMed, ElSevier y
Google scholar. La busqueda empled los siguientes términos: refractariedad
plaquetaria aloinmune, plaquetas, transfusion de plaquetas; y su traduccion en inglés.
Conclusiones: Las pruebas estandar a elegir por la sensibilidad y especificidad fueron
MAIPA para la deteccion de anti HPA y DLX, para la deteccion de anti HLA.

Palabras claves: Refractariedad plaquetaria, plaquetas, terapia transfusional.



ABSTRACT
Currently, platelet transfusion is considered the standard treatment for patients with
thrombocytopenia, with platelet concentrate being the most frequently transfused blood
component.
Platelet refractoriness is a significant clinical problem that complicates platelet
transfusion. It is defined as an unexpected response in the post-transfusion platelet
count after two consecutive transfusions, resulting in a low recovery rate. The causes
of platelet refractoriness may depend on the patient (immune or non-immune) or the
transfused platelet component.
Objectives: To describe platelet refractoriness and to describe the laboratory methods
and techniques for the detection of human platelet antigens and antibodies.
Materials and methods: A descriptive analytical study, review of scientific
information published in the GCIAMT, infoMED, Scielo, RevMed, ElSevier, and
Google Scholar databases. The search used the following terms: alloimmune platelet
refractoriness, platelets, platelet transfusion, and their English translations.
Conclusions: The standard tests of choice based on sensitivity and specificity were
MAIPA for the detection of anti-HPA antibodies and DLX for the detection of anti-
HLA antibodies.

Keywords: Platelet refractoriness, platelets, transfusion therapy.



I. INTRODUCCION

En la actualidad, la transfusion de plaquetas, es considerado el tratamiento estandar en
pacientes con trombocitopenia, siendo el hemocomponente que se transfunde con
mayor frecuencia. (1)

Las plaquetas tienen una vida media corta, esto se debe a que, en su tiempo de
almacenamiento, pierden viabilidad y también pueden adquirir una potencial
contaminacion bacteriana. (2)

Un problema clinico significativo que complica la transfusion de plaquetas, es la
refractariedad plaquetaria. Se define como una respuesta inesperada en el recuento
plaquetario postransfusional, luego de dos transfusiones consecutivas, obteniendo
como respuesta un bajo indice de recuperacion. (3)

En Latinoamérica, la eficacia clinica de esta terapia se ve limitada por el hecho de que
alrededor del 50% de los pacientes poli transfundidos se vuelven refractarios a los
concentrados de plaquetas, y se estima que del 20% al 50% de los pacientes que reciben
multiples transfusiones de plaquetas, pueden encontrarse aloanticuerpos contra
antigenos HLA y/o antiplaquetarios especificos segun datos adicionales. (4)

Las causas que determinan la refractariedad plaquetaria pueden depender del paciente
(inmune o no inmune) o pueden depender del componente plaquetario transfundido.
Ante ello es importante realizar pruebas de laboratorio para la deteccion de antigenos

y anticuerpos plaquetarios humanos.



También es de importancia determinar acciones necesarias para el uso optimo de
plaquetas disponibles en el stock de los bancos de sangre, ante la presencia de casos

clinicos de refractariedad plaquetaria.



II. OBJETIVOS
- Describir la refractariedad plaquetaria.
- Mencionar los métodos y técnicas de laboratorio para la deteccion de antigenos

y anticuerpos plaquetarios humanos.



III. CUERPO
3.1. Morfologia y Fisiologia plaquetaria
Una de las células presentes en el torrente sanguineo en mayor cantidad son las
plaquetas. Su produccién se da como resultado de la descomposicion de los
megacariocitos en la médula oOsea, formandose a partir de ellos, fragmentos
citoplasmaticos en forma de plaquetas. Su membrana externa estd compuesta por una
bicapa lipoproteica con glicoproteinas, proteinas, ligandos fibrosos, enzimas y
fosfolipidos. Su vida media en la sangre es de 5 a 7 dias. (Ver Anexo 1)
El proceso inicial de la coagulacion, la hemostasia primaria, tiene el objetivo de generar
un tapon plaquetario en respuesta a una lesion del endotelio vascular, el cual se da en
varias fases: adhesion, activacion, secrecion, y agregacion plaquetaria. Las plaquetas
cumplen una funcion importante en la hemostasia, y estdn implicadas en alteraciones
como la trombosis, trastornos hemorragicos tromboticos hereditarios o adquiridos. (5)
3.2. Terapia transfusional
La terapia transfusional es el procedimiento clinico terapéutico que consiste en la
administracion de sangre y sus derivados a una persona. Este tratamiento ha reducido
la mortalidad y ha permitido la mejora del estado de salud de muchos pacientes con
diversos trastornos. Restablecer el volumen y la cantidad de las pérdidas del elemento
sanguineo de los pacientes es el objetivo principal. (6)
3.3. Transfusion profilactica de plaquetas
En la practica clinica, las transfusiones profilacticas de plaquetas se utilizan para

prevenir y tratar las hemorragias en pacientes con trombocitopenia. La correccion de



la trombocitopenia con transfusiones de plaquetas antes de una intervencion quirurgica
es una practica habitual en muchos paises. (7)

El éxito de la transfusion de concentrado plaquetario se evalua verificando el aumento
del recuento de plaquetas tras la transfusion, y asi determinar la efectividad clinica de
esta terapia. (3)

Estd contraindicado en pacientes que presentan destruccion rapida de plaquetas en
enfermedades tales como: purpura trombocitopénica idiopatica, purpura
trombocitopénica trombotica, coagulacion intravascular diseminada. En estos casos
clinicos solo debe ser indicado cuando exista hemorragia activa.

3.4. Concentrado plaquetario

Unidad de plaquetas simples

Es el concentrado plaquetario que proviene de varios donantes, procedente de la
segunda centrifugacion de la unidad de sangre total. EI recuento plaquetario debe
presentar un recuento minimo de 5,5 x 10°) en un volumen de 50 a 70 ml
aproximadamente, y mantener un PH de almacenamiento > 6,2. El almacenamiento es
de 5 dias entre 20 y 24 °C en constante agitacion para garantizar su viabilidad y
supervivencia postransfusional.

El estado clinico del paciente permite determinar la decision de transfundir plaquetas.
Entre sus indicaciones se encuentra el tratamiento profilactico del sangrado en
pacientes con enfermedades tales como leucemias, carcinomas; donde se ha establecido

transfusiones de plaquetas cuando el recuento es inferior a 30 000/ml. (8)



Aféresis plaquetaria

La aféresis de plaquetas es el proceso automatizado de extraccion de plaquetas, que
consiste en separar con precision la sangre total en sus componentes durante la
extraccion, del cual se extrae el 30% de las plaquetas y devuelve al donante los
componentes sanguineos restantes, sin comprometer su estado de salud. Las ventajas
de transfundir aféresis de plaquetas es que en cada procedimiento de aféresis se pueden
obtener aproximadamente entre 8 a 10 concentrados plaquetarios leucorreducidos en
un volumen aproximado de 200 a 300 ml y un recuento aproximado de plaquetas de 3
x 101, (9)

3.5. Refractariedad plaquetaria

La refractariedad plaquetaria (RP) es un término utilizado para describir un problema
clinico que complica la transfusion de plaquetas y estd relacionado con resultados
clinicos no esperados. Se clasifican en las categorias de inmunes y no inmunes. (Anexo
2).

El bajo incremento del recuento de plaquetas de un paciente tras dos o mas dosis
consecutivas de plaquetas adecuadamente producidas, almacenadas y transfundidas se
conoce como refractariedad plaquetaria. (4)

Refractariedad: cuando el I.C es < 7.500/ul a la primera hora, 6 <4.500/ul a las 24 hrs

Diagnéstico: 1.C: (recuento post — recuento pret) x sup. Corp. en m?

N° de plaquetas transfundidas (x10 ')
La causa mas importante se debe al desarrollo de anticuerpos contra HLA (antigenos
leucocitarios humanos) o HPA (antigenos plaquetarios humanos). Los anticuerpos

dirigidos contra antigenos HLA (antigenos leucocitarios humanos) son la causa
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inmunitaria mas frecuente de la refractariedad plaquetaria. Las transfusiones, el
trasplante de organos y tejidos, el embarazo o una sensibilizacion previa pueden
provocar la presencia de estos Ac. (3)

3.6. Antigenos y anticuerpos plaquetarios humanos

Los antigenos de las plaquetas estdn compuestos principalmente por los antigenos del
grupo sanguineo humano, los més conocidos son los del sistema ABO Y Rh, sin
embargo, existen la presencia de otros antigenos, son los mas importantes para la
medicina transfusional, del sistema HPA (antigenos plaquetarios humanos), sistema
HLA (antigenos leucocitarios humanos), y son de importancia clinica en la prueba de
compatibilidad donante-receptor. (10)

El sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA) (el complejo mayor de
histocompatibilidad [CMH] en humanos) es un componente importante del sistema
inmunitario y esta controlado por genes localizados en el cromosoma 6. Codifica
moléculas especializadas de la superficie celular para presentar péptidos antigénicos al
receptor linfocitario T (TCR) de los linfocitos T. (11)

Los antigenos plaquetarios humanos (HPA) estan involucrados en la aloinmunizacion,
de los cuales se expresan en 6 glicoproteinas plaquetarias (GP) diferentes, y son
nombrados en el orden de niimero el cual fueron descritos por primera vez, a su vez se
describen segin su frecuencia, como alta y baja frecuencia. Se ha descrito que estos
antigenos (Ag) pueden estimular la produccion de aloanticuerpos en individuos
expuestos a plaquetas humanas incompatibles (12, 13).

La incompatibilidad de antigenos HLA genera respuestas inmunitarias,

desencadenando la formacion de anticuerpos, y como consecuencia se produce la
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destruccion de las plaquetas transfundidas. Son mas frecuentes los de clase HLA 1, y
los anticuerpos se presentan a los 10 dias de la primera trasfusion, y a los 4 dias de la
segunda transfusion. (14)

3.7. Pruebas de laboratorio para la deteccion de antigenos y anticuerpos
plaquetarios humanos

La identificacion de anticuerpos y antigenos plaquetarios es importante para comprobar
la refractariedad plaquetaria en el paciente, para la adecuada eleccion de la unidad
plaquetaria compatible y de esta manera evitar una consecuente reaccion adversa. (10)
(Anexo 3)

La presencia de antigenos plaquetarios humanos (HPA) estd relacionado con la
prevalencia de las enfermedades asociadas con aloinmunizacion. (13)

Existen antigenos plaquetarios que pueden dar origen a la formacion de aloanticuerpos,
en aquellos pacientes transfundidos con plaquetas humanas incompatibles, provocando
refractariedad plaquetaria. Produciéndose una respuesta inmunoldgica tras estar
expuestos a estos antigenos, tales como ABO y antigenos HLA de clase 1, y han sido
reportados aproximadamente 29 antigenos HPA. (15)

A continuacion, se describen algunas de las pruebas mas empleadas en la deteccion
de antigenos y anticuerpos plaquetarios.

Adherencia de células rojas en fase solida (SPRCA):

Basada en la reaccion antigeno anticuerpo, en esta prueba de aglutinacion en fase
solida, las plaquetas se adhieren en los pocillos. Luego se afiade el plasma o suero y se
incuba la mezcla. Posteriormente se produce una reaccion utilizando IgG unida a

hematies. Luego, utiliza un tratamiento adicional, el difosfato de cloroquina para
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diferenciar entre anticuerpos anti-HPA y anti-HLA, los determinantes antigénicos
HLA plaquetarios son destruidos por el difosfato de cloroquina y como resultado solo
quedan Anti HPA. (Anexo 4). La utilidad de esta técnica es fundamental en la
realizacion de pruebas cruzadas; pero presenta como interferencia, el detectar los Ac
de grupo ABO y no diferencia entre Ac anti-HLA y anti-HPA. (14)

Genotipado de antigenos plaquetarios:

La inmunohematologia molecular se esta convirtiendo rapidamente en un instrumento
vital de apoyo a la serologia, contribuyendo a la seguridad del paciente, y a la eficiencia
y productividad en el laboratorio. (16)Para la realizacion del genotipado de plaquetas,
se realiza primero la extraccion de material genético, luego se procede a la técnica de
PCR con el uso de cebadores especificos disenados para el genotipo; y la amplificacion
del producto se realiza con el uso de gel de agarosa y electroforesis capilar. (15) (Anexo
5).

Por ejemplo, en el ensayo HPA BeadChip puede identificar 22 antigenos plaquetarios
en un solo ensayo de ADN multiplex. En la trombocitopenia aloinmune del recién
nacido, la pirpura trombocitopénica postransfusional y la refractariedad plaquetaria, la
tipificacion ampliada de antigenos plaquetarios puede ayudar al diagnostico y al
tratamiento. (17)Ver (Anexo 6).

Citometria de flujo:

Esta prueba emplea anticuerpos conjugados con fluorocromos que permiten detectar y
cuantificar antigenos plaquetarios. Especificamente evalua las glicoproteinas de
membrana (GP), utilizando anticuerpos especificos, que van a reconocer cada

glicoproteina de membrana, reconociendo al receptor GPIIB/IIIA. (18) Este método

9



emplea esferas con especificidades antigénicas diferentes o limitadas. Dado que los
antigenos fijados pueden tener una o varias especificidades y proceder de los sistemas
HLA y HPA. (18)

Prueba de inmunofluorescencia para plaquetas (PIFT)

Esta técnica identifica anticuerpos de reactividad plaquetaria, en el cual las plaquetas
pueden ser tratadas o sin tratar con cloroquina. Anticuerpos que responden a las
plaquetas, utilizando una antiglobulina humana fluorescente. Esta prueba demuestra la
presencia de aloanticuerpos unidos a la membrana de las plaquetas de control. Esta
prueba es rapida y facil de repetir, no requiere un gran volumen de muestra (50 puL de
suero por prueba) pero requiere la necesidad de microscopia de fluorescencia, puede
no detectar anti-HPA-5 y anti-HPA-15, no distingue las mezclas HLA+HPA, o mezclas
de varios HPAs. Esta prueba generalmente detecta las causas de union de IgG e IgM
en las plaquetas, incluidos los anticuerpos contra antigenos HLA de clase I, antigenos
especificos de plaquetas y autoanticuerpos. (19)

Inmovilizacion de antigeno plaquetario especifico de anticuerpos monoclonales
(MAIPA)

Esta técnica utiliza antigenos adheridos a la superficie de las plaquetas y anticuerpos
monoclonales (MoAbs) para detectar antigenos antiplaquetarios humanos. Requiere
un gran volumen de muestra y el tiempo que demora el proceso es de aproximadamente
entre 8 a 12 horas. (19)

Ensayo multiplex basado en microesferas (Pak-Lx y DLX)

Esta técnica se basa en el uso de microesferas de poliestireno impregnadas con una

mezcla de distintos colorantes fluorescentes, excitados simultaneamente por un laser
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rojo auna longitud de onda de 635 nm. Trabaja en conjunto con la plataforma Luminex.
Permite la deteccion e identificacion simultanea de anticuerpos dirigidos contra HPA
(HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5, GPIV) y HLA (antigenos de clase I) el cual
emplea el kit de ensayo Pak-Lx; y utilizando el kit de ensayo Lifecodes LifeScreen
Deluxe permite también la deteccion de anti HLA. Este método utiliza 10 pL de
muestra por prueba. (19)

3.8. Sensibilidad y especificidad en tres metodologias empleadas para la
identificacion de anticuerpos plaquetarios

Thiago HC, et al. Entre el 2019 y 2021, realiz6 un estudio en el departamento de
Hemoterapia y Terapia Celular del Hospital Israelita Albert Einstein, Sdo Paulo,
denominado “Ensayos de deteccion de anticuerpos plaquetarios: una comparacion de
un solo laboratorio de MAIPA, PIFT y ensayos multiplex basados en microesferas Pak-
Lx”; donde se recolectaron 100 muestras de pacientes con diagnostico sospechoso de
purpura aloinmune neonatal y fetal (FNATP), la purpura postransfusional (PTP) y la
refractariedad plaquetaria inmune (IPR), para evaluar la sensibilidad, especificidad y
concordancia de 3 pruebas de laboratorio para la identificacién de anticuerpos anti-
HPA y anti-HLA. El cual se empleo el test de Mc Nemar, para el analisis estadistico,
del cual se procesaron cien muestras, 71 (71 %) de mujeres y 29 (29 %) de hombres
con una edad media de 51 (rango: 1-92) afios. Clinicamente, 82 padecian IPR, 17
FNATP y uno PTP.

El estudio realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos de las metodologias de
prueba de inmunofluorescencia plaquetaria (PIFT) y (Pak-Lx) en relacion con la

inmovilizacidon especifica de antigeno plaquetario por anticuerpos monoclonales
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(MAIPA).Ver (Tabla 1), y la comparacion de los resultados obtenidos mediante las
metodologias Pak-Lx, prueba de inmunofluorescencia plaquetaria (PIFT) e
inmovilizacion especifica de antigeno plaquetario por anticuerpos monoclonales
(MAIPA) en relacion con DLX. (19) Ver (Tabla 2).

Entre los resultados obtenidos, la comparaciéon entre MAIPA con Pak-Lx fue la
siguiente: sensibilidad estimada del 91 %, una especificidad estimada del 96 %, valores
predictivos positivos y negativos del 95 % y 93 %, respectivamente. Y en la
comparacion MAIPA con PIFT, la sensibilidad estimada fue del 95 %, la especificidad
estimada fue del 82 %, el valor predictivo positivo fue del 81 %, el valor predictivo
negativo fue del 96 %. Ver (Tabla 3).

El resultado de la comparacion entre DLX con Pak-Lx, la sensibilidad estimada fue del
72 %, la especificidad estimada fue del 77 %, el valor predictivo positivo fue del 67 %,
el valor predictivo negativo fue del 81 %. Y en la comparacion de DLX con MAIPA,
la sensibilidad y especificidad fueron del 77 %, con un valor predictivo positivo del 68
% y un valor predictivo negativo del 84 %. Ver (Tabla 4).

3.9. Uso optimo de plaquetas

La transfusion de plaquetas es un gran desafio para el equipo de profesionales a cargo
del pacte, debido al tipo de productos disponibles, al vencimiento de plaquetas, a las
dosis requeridas, y a las posibles reacciones adversas.

La importancia del uso optimo y racional de las plaquetas disponibles en el stock de
los bancos de sangre es un tema a considerar debido al corto tiempo de vida de las

plaquetas.
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El médico tratante debe considerar ciertos factores ante la indicacidon de transfusion de

plaquetas. (20) Ver (Tabla 3).
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IV. CONCLUSIONES
En base a la informacion expuesta anteriormente, se concluye que tanto los factores
inmunitarios como los no inmunitarios contribuyen a la refractariedad plaquetaria, y
ante ello, es necesario hacer una correcta identificacion de un paciente refractario,
empleando pruebas de laboratorio para la deteccion de antigenos y anticuerpos
plaquetarios humanos.
En este punto juega un papel importante, otorgar al paciente, plaquetas ABO
compatibles, plaquetas HLA compatibles, y son las pruebas de laboratorio quienes
hacen posible identificar la refractariedad plaquetaria.
Entre las pruebas de laboratorio anteriormente expuestas, de acuerdo a lo descrito por
Thiago HC, et al; en su estudio “Ensayos de deteccion de anticuerpos plaquetarios: una
comparacion de un solo laboratorio de MAIPA, PIFT y ensayos multiplex basados en
microesferas Pak-Lx”; concluye que la técnica MAIPA es una técnica que permite
distinguir entre un anticuerpo HLA y un anticuerpo antiplaquetario, y que es la técnica
mas sensible y especifica para la deteccion de anticuerpos dirigidos contra los antigenos
presentes en las glicoproteinas.
En comparacion con los métodos PIFT y Pack LX demostrd que si detectan anti HLA.
La prueba de microesferas PAK-Lx tiene ventajas sobre la prueba MAIPA, porque
tiene una duracion de tres horas aproximadamente, lo que elimina la necesidad de
plaquetas de donantes tipificados; y en comparacion con la prueba DLX no detect6 anti
HLA. Ademas, solo requiere 10 pL de suero para el ensayo.

La prueba PIFT también es una prueba recomendable para la deteccion de anti HLA.

14



Por las razones antes mencionadas, se recomienda ensayos de especificidad individual

y utilizar uno o mas metodologias para la deteccion de anticuerpos plaquetarios.
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ANEXOS

Anexo 1: Principales receptores y ligandos de las plaquetas. Tomada de (4)

Fibrinégeno
GP I/llla

Ligandos:
FactorV
Factor VIII
B Tromboglobulina
FVYW
Factor IV plaquetario
Trombospondina
Fibronectina
Selectina P
PDGF
Epinefrina

Coldgena
GP la/lla

Laminina
GP Ic/lla

Trombospondina
coldgena
GP IV

ADP
Calcio
Serotonina



Anexo 2: clasificacion de la refractariedad plaquetaria. Tomada de (1).

= Autocanticuerpos plaguetarios
= Anticuerpos plaguetarios dependientes de medicamentos

Complejos inmunes

Inmunes Mo inmunes
Aloanticuerpos plaquetarios Infeccidn
= Antigenos leucocitarios humanos [HLA) Fiebre
= Antigenos plaquetarios humanos (HPA) Antibidticos, antifdngicos
= ABO Heparina
Otros anticuerpos Sangrada

Enfermedad injerto contra huésped
Coagulacién intravascular diseminada (C10)

Enfermedad veno-oclusiva
Esplenomegalia, hiperesplenismo
Aumento de peso

Cestaciones mdltiples




Anexo 3: Antigenos Plaquetarios Humanos (HPA). Tomada de (4).

SISTEMA ANTIGENOS GLICOPROTEINA CO
HPA-12
HPA-1 GPllla CD&1
HPA-1h
HPA-2°
HPA-2 GPIb alfa CD42b
HPA-2b
HPA-3a
HPA-3 GPIlb CD41
HPA-3b
HP A4
HPA-4 GPllla CD&1
HPA-4
HPA-5a
HPAS GPla CD49b
HPA-5b
HPA-6w HPA-Shw GPllla CD&1
HPA-Tw HPA-Thw GPllla CD&1
HPA-Bw HPA-Bbw GPllla CD&1
HPA-Gw HPA-Shw GPiIlb CD41
HPA-10w HPA-10bw GPllla CDE1
HPA-11w HPA-11bw GPllla CD&1
HPA-12w HPA-12bw GPIb Beta CD42c
HPA-13w HPA-13bw GPla CD49b
HPA-14w HPA-14bw GPllla CDA1
HPA-152
HPA-15 Co109 CD109
HPA-15h




Anexo 4: Adherencia de células rojas en fase sélida (SPRCA): Capture-P.

Tomada de (16)

S

Plags de los
s ENCERIELEE

Muestra
paciente

Incubacion

Hematies
indicadores

Lectura




Anexo 5: Amplificacion del genotipo HPA1,2,3 a/b en electroforesis en gel de agarosa al 2%. (A) y en electroforesis

capilar (B). Tomada de (15).
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Anexo 6: HPA Bead chip. Tomada de (16).
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Anexo 7. Factores a considerar en la indicacion de transfusion de plaquetas. Tomada de (20).

La transfusion de plaquetas esta indicada para la prevencion y el tratamiento de hemorragias en pacientes con
trombocitopenia grave o disfuncion plaquetaria grave.

» Cada prescripcion de una transfusion de plaquetas debe ser una decision clinica independiente, teniendo en
cuenta los riesgos y beneficios relativos para el paciente.

» Existen indicaciones y contraindicaciones para la transfusion de plaquetas y, por lo tanto, se debe establecer la
causa de la trombocitopenia y/o el sangrado.

» Ciertas condiciones especificas pueden requerir un ajuste del umbral de transfusion de plaquetas segun eventos
concomitantes, como infeccion y/o fiebre, etcétera.

* No todas las plaquetas transfundidas recirculan: entre un tercio y tres cuartos de estas quedan inmediatamente




TABLAS
Tabla 1. Comparacion de resultados obtenidos en las metodologias de prueba de
inmunofluorescencia plaquetaria (PIFT) y Pak-Lx en relacion con la prueba

(MAIPA). Tomada de (19).

MAIPA n (%)

Positivo Negativo Total
Paquete Lx
Positivo 40(40) 2(2) 42
Negativo 4(4) 54 (54) 58
Total 44 56 100
PIFT
Positivo 42(42) 10(10) 52
Negativo 2(2) 46 (46) 48

Total 44 56 100




Tabla 2. Comparacion de los resultados obtenidos mediante las metodologias Pak-
Lx, prueba de inmunofluorescencia plaquetaria (PIFT) y (MAIPA) en relacion

con DLX. Tomada de (19).

n (%) de DLX

Positivo Negativo Total
Pagquete [x
Positivo 28(28) 14(14) 42
Megativio 11 {11} AT (47) %)
Total 39 61 100
PIFT
Positivo 36(36) 16(16) 52
Negativo 3(3) 45 (45) 48
Total 39 61 100
MAIPA
Positivo 30300 14{14) 44
Megativio a[9 47 (47} LG

Total 39 61 100




Tabla 3. Medidas de diagnostico calculadas para la prueba (PIFT) y los ensayos

multiplex (Pak-Lx) en relacion a la prueba (MAIPA). Tomada de (19).

Variable Paquete Lx PIFT

Prevalencia (%) 44 (34-54) 44(34-54)
Sensibilidad (%) 41 (78-497) a5 (85-99)
Especificidad (%) 96 {88-1,00) 82(70-91)
Valor predictivo positivo (%) 05 (84-09) 81 (67-90)
Valor predictivo negativo (%) 93 (83-98) 96 (B6-99)



Tabla 4. Medidas diagndsticas calculadas para la prueba de (PIFT) y la prueba

(MAIPA) en relacion con DLX. Tomada de (19)

Variable Paguete Lx PIFT MAIPA

Prevalencia (%) 39(20-49) 39(20-49) 30{29-49)
Sensibilidad () 72(55-85) 92 (79-098) T7{61-89)
Especificidad (%) 77 (B5-87) 74(61-84) 77 (65-87)
Valor predictivo positivo (%) 67 (50-80) 69 (55-81) 68 (52-81)
Valor predictivo negativo (%) 81(69-90) 94 (§3-99) 84 (72-92)



Tabla 5. Técnicas de laboratorio: Tabla comparativa de ventajas y desventajas.

TECNICA DETECTA VENTAJAS DESVENTAJAS
MAIPA Anti Es especifico ante Los anticuerpos
leucocitarios anticuerpos monoclonales pueden
Anti-HLA detectados, y también  reconocer epitopes
determina si las parecidos o conocidos
inmunoglobulinas produciendo falsas
estan dirigidas contra  reacciones.
antigenos HLA u Tiempo de
otros especificos de procesamiento: 6- 8
plaquetas. horas.
Citometria de flujo  Anti Analiza un elevado Debido a la necesidad
leucocitarios numero de particulas  de utilizar una
Anti-HLA en corto tiempo (5000 suspension de particulas
Anti particulas/segundo). (células, nucleos,
plaquetarios Cuantifica las cromosomas, etc.), para
Anti HPA moléculas antigénicas ser leidos de una, hace

presentes en un grupo
celular.

Emplea anticuerpos
conjugados con

fluorocromos que

que se pierda
informacion sobre la
arquitectura de los

tejidos que componen



Prueba de
inmunofluorescencia

para plaquetas

(PIFT).

Genotipado de
antigenos

plaquetarios.

Adherencia de
células rojas en fase

solida (SPRCA).

Anti
leucocitarios
Anti-HLA
Anti
plaquetarios

Anti HPA

Antigenos

plaquetarios

Anti-HLA

Anti HPA

permiten detectar y
cuantificar antigenos
plaquetarios.

-Detecta anticuerpos

unidos a la membrana

plaquetaria.
-Requiere bajo
volumen de muestra
para el
procesamiento.
Tiempo de
procesamiento: 2

horas.

Identifica 22
antigenos
plaquetarios en un
solo ensayo.

Util en la realizacién
de pruebas de
compatibilidad

plaquetaria.

las células o de las

propias células.

-Detecta la mayoria de
las causas de union de
IgG e IgM a las
plaquetas.

- Necesita un conjunto
de plaquetas frescas o
congeladas con
antigenos HPA y HLA
conocidos disponibles

para las pruebas.

Demanda mucho
tiempo la realizacion de

la prueba.

Interferencias para la
deteccion de
anticuerpos de grupo

ABO y no diferencia



Ensayo multiplex
basado en
microesferas

(Pak-Lx/DLX)

Antigenos
plaquetarios

Anti HPA

Identifica en
simultaneo hasta 100
microesferas, cada
una lleva un antigeno
especifico. Demora
entre 2 a 3hrs.

Muestra: 10 pL

entre anticuerpos HPA
y HLA.

Carece de microesferas
de identificacion de

anticuerpos HPA-15.




