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RESUMEN

Fundamento: la presencia de autoanticuerpos antiplaquetarios de los isotipos IgG, IgA e
IgM en pacientes con purpura tromobocitopénica autoinmune, asi como, la distribucién del
patron de inmunoglobulinas asociadas a las plaquetas en las fases aguda y crénica de la
enfermedad. Objetivo: determinar la presencia de autoanticuerpos antiplaquetarios en
pacientes con pUrpura trombocitopénica autoinmune. Método: se realizé un estudio a través
de un ELISA directo cualitativo en 100 pacientes. De ellos 66 con purpura trombocitopénica
idiopatica, 47 clasificados como purpura trombocitopénica idiopatica crénico y 19 como
pUrpura trombocitopénica idiopatica aguda. Se investigaron ademas 34 muestras de
pacientes con trombocitopenia asociada a hemopatias malignas y a enfermedades

autoinmunes. Resultados: se detectaron autoanticuerpos anti-plaquetarios en el 86.6 % de

647



los pacientes en fase aguda y en el 85.1 % de los pacientes en fase crénica de la
enfermedad. Se obtuvieron resultados negativos en todos los casos que se encontraban en
remision de la enfermedad. Los autoanticuerpos de la clase IgG fueron los mas encontrados.
Los IgM fueron mas frecuentes en los pacientes con enfermedad aguda y los IgA en los
casos de enfermedad cronica. Conclusiones: el ELISA empleado es un método novedoso
util para el diagnéstico inmunohematoldégico de esta enfermedad, que permite ademas
detectar todos los isotipos de los autoanticuerpos involucrados en la destrucciéon inmune de
las plaquetas.

DeCS: PRUEBA DE ELISA; TROMBOCITOPENIA; AUTOANTICUERPOS; PLAQUETAS;
EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA.

ABSTRACT

Background: the presence of antiplatelet autoantibodies of the IgG, IgA and IgM isotypes
in patients with autoimmune thrombocytopenic purpura, as well as the distribution of the
immunoglobulin pattern associated with platelets during acute and chronic disease.
Objective: to determine the presence of antiplatelet autoantibodies in patients with
autoimmune thrombocytopenic purpura. Method: the study was conducted through a direct
qualitative ELISA in 100 patients. From them 66 with idiopathic thrombocytopenic purpura,
47 classified as chronic idiopathic thrombocytopenic purpura and 19 as acute idiopathic
thrombocytopenic purpura. In addition 34 samples from patients with thrombocytopenia
associated with malignant hemopathies and autoimmune diseases. Results: antiplatelet
autoantibodies in the 86.6 % of patients in acute phase and in the 85.1 % of patients in
chronic phase of the disease were detected. Negative results in all cases that were in
remission of the disease were obtained. The autoantibodies of the IgG class were the most
discovered. The IgM were more frequent in patients with acute disease and IgA in cases of
chronic disease. Conclusions: this kind of ELISA is a useful novel method for the
immunohematologic diagnostic of this disease, which may also detect all isotypes of
autoantibodies involved in the immune destruction of platelets.

DeCS: ENZYME-LINKEK IMMUNOSORBENTASSAY; THROMBOCYTOPENIA;
AUTOANTIBODIES; BLOOD PLATELETS; EPIDEMIOLOGY DESCRIPTIVE.
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INTRODUCCION

Las trombocitopenias autoinmunes se producen debido a una destruccion periférica de las
plaquetas, ocasionada por la presencia de autoanticuerpos sobre la membrana plaquetaria.
La pUrpura trombocitopénica idiopatica (PTI) es la mas frecuente de estas formas de
trombocitopenias. Actualmente se prefiere el término de purpura trombocitopénica
autoinmune (PTA) por expresar mas claramente la patogénesis de este desorden
hematoldgico. Ademas existen trombocitopenias autoinmunes secundarias a infecciones
virales y parasitarias, al lupus eritematoso sistémico (LES), a enfermedades
linfoproliferativas y a tumores malignos. *

A pesar de que no se cuenta con datos precisos de la incidencia mundial de esta
enfermedad, los estudios previos encontraron una incidencia de 6,6 por cada 100 000
habitantes. En los nifios oscila entre cuatro a seis casos por cada 100 000 habitantes, es
mas frecuente en el sexo femenino que en el masculino con una proporcién de 3:1 y con
mayor frecuencia afecta a las mujeres en edad reproductiva. 2 La PTA de la infancia muchas
veces aparece después de una infeccidon viral; aunque también puede asociarse con la
isoinmunizacién Rh y las cardiopatias congénitas. > En los adultos es asociada cominmente
a conectivopatias, leucemias, canceres no linfoides y al tratamiento con medicamentos. * El
diagndstico de esta enfermedad se basa en la historia clinica, el examen fisico, la biometria
hematica y la observacion del extendido de sangre periférica, no existe ninguna prueba que
indiqgue de forma absoluta el diagndstico de la PTA. En muchas ocasiones se hace el

5 Existe diversas técnicas

diagndstico por exclusion de otras causas de trombocitopenia.
para la identificacion tanto de anticuerpos fijados a las plaguetas como para los anticuerpos
antiplaquetarios circulantes presentes en el suero. ®’ Los ensayos inmunoenzimaticos son
sensibles y rapidos, pueden aplicarse en la investigacién de las inmunoproteinas asociadas
a las plaquetas. Ademas, su bajo costo, la no utilizacion de material radioactivo lo sefialan
como un método de elegir para estos estudios. ® En el trabajo se comunica la presencia de
autoanticuerpos anti-plaquetarios de los isotipos Inmunoglobulina G (IgG), Inmunoglobulina
A (IgA) e Inmunoglobulina M (IgM) a través de una técnica inmunoenzimatica ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de tipo directo cualitativo en pacientes con PTA, asi

como la distribucidn del patrén de inmunoglobulinas asociadas a las plaquetas.
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METODO

Se realizé un estudio a través de un ELISA directo cualitativo en 100 pacientes. De ellos 66
con purpura trombocitopénica idiopatica, 47 clasificados como purpura trombocitopénica
idiopatica crénico y 19 como purpura trombocitopénica idiopatica aguda. Se investigaron
ademas 34 muestras de pacientes con trombocitopenia asociada a hemopatias malignas y a
enfermedades autoinmunes. Permitid investigar la presencia de autoanticuerpos
antiplaguetarios en muestras de sangre de pacientes con diagndstico de PTA atendidos en el
departamento de Inmunohematologia del Instituto de Hematologia e Inmunologia. Las
muestras analizadas se tomaron desde enero 2006 hasta enero 2008. El diagndstico de PTA
se realizd por la presencia en el hemograma de trombocitopenia inferior a 30 000/uL y por el
medulograma que mostrd hiperplasia del sistema megacariopoyético. ! Se considerd como
PTA aguda en los pacientes adultos y los nifios hasta los seis meses y el afo,
respectivamente, después del diagndstico de la enfermedad y PTA crénica a los pacientes sin
remisién después del tiempo considerado como PTA aguda. ° A todos los pacientes se les
solicitd, mediante firma de documento, el consentimiento informado para participar en la
investigacion.

El universo estuvo constituido por 150 pacientes con diagnodstico de purpura
trombocitopénica, atendidos en el periodo en que se llevd a cabo la investigacidn, la muestra
quedd conformada por 100 pacientes que acudieron con regularidad a las consultas de
seguimiento. De ellos 66 con PTI, 47 clasificados como PTI crénico (PTI-c) y 19 como PTI
aguda (PTI-a). En este grupo 58 pacientes fueron adultos (45 femeninos y 13 masculinos) y
ocho niflos (seis femeninos y dos masculinos). El rango de edad de los adultos fue de 20 a
69 afios y de dos a 16 afios para los nifos. En el momento del estudio 24 pacientes se
encontraban en remision de la enfermedad (cuatro con PTI-a y 20 con PTI-c) con un
recuento normal de plaquetas (> 150 x 10° /L) y ocho pacientes (seis con PTI-c y 2 con PTI-
a) recibian tratamiento inmunosupresor. Ademas muestras de 34 pacientes con
trombocitopenia asociadas a otras enfermedades se analizaron con el empleo de un método
inmunoenzimdtico para la deteccién de anticuerpos antiplaquetarios. ° Se considerd un
resultado como positivo cuando la lectura a 405nm de la densidad dptica (DO) fue mayor a

la media de los controles normales mas tres desviaciones estandar.
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Para la comparacion de la distribucion de los isotipos de inmunoglobulinas de los
autoanticuerpos anti-plaquetarios entre los pacientes con PTI aguda y crénica se utilizé la
prueba Chi-cuadrado y se considerd significativo un valor de p< 0.05. Los datos se
recolectaron en cuadernos elaborados al efecto en los que se vaciaron los resultados de la
tira impresa por el equipo de lectura de DO de la placa ELISA. Se utilizé estadistica

descriptiva y por ciento desarrollado en tablas y gréfica.

RESULTADOS

Con respecto a los pacientes con PTI aguda y crénica se detectaron autoanticuerpos anti-
plaquetarios en el 86.6 % y el 85.1 % respectivamente. Todos los pacientes con PTI aguda
y crénica en los que se obtuvieron resultados negativos en el ELISA recibian tratamiento con
prednisona en el momento del estudio. En ninguno de los casos en que se realizaron las
investigaciones en periodo de remisién de la enfermedad se detectaron autoanticuerpos

anti-plaquetarios. (Tabla 1)

Tabla 1. Deteccion de autcanticuerpos anti-plaguetarios

por ELISA en pacientes con pidrpura trombocitopénica

idiopatica

Forma clinica MNo. de casos Positivos {9%)
detectados

PTI aguda 12 de 15 86.6

FTI aguda en 0 de 4

remisidn

PTI cronica 23 de 27 85.1

PTI cronica en 0 de 20 ]

remision

Fuente: historias Clinicas

Los autoanticuerpos de la clase IgG fueron los mas frecuentes, detectandose como Unico
patrén seroldgico en el 38.4 % de los pacientes con PTI-a y en el 34.78 % de los casos con
PTI-c. En ambas formas clinicas de la PTI predominaron las combinaciones de
autoanticuerpos de diferentes isotipos. El patréon de IgM como Unica inmunoproteina

asociada a las plaquetas fue mas frecuente en los pacientes con PTI-a. Sin embargo, la
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IgA sola se detecté Unicamente en los pacientes con PTI-c asi como la combinacién de

autoanticuerpos IgG, IgA e IgM. (Tabla 2)

Tabla 2. Patron de inmunoglobulinas de los autocanticuerpos anti-plaguetarios
detectados por ELISA en pacientes con plirpura trombocitopénica idiopatica

Patron de PTI aguda PTI cronico
Inmunoglobulinas

No. de o No. de L

pacientes pacientes

IgG 5 28.46 a8 34.78
IgG, Igh i 7.70 b 21.73
IaGg, IgM 4 30.76
IgG, Igh, IgM 4 17.40
Iga, Ig 1 7.70 2 8.70
Iga 3 13.05
IgM 2 15.38 1 4.34
Total 13 100 23 100

Fuente: historias Clinicas

El analisis de la presencia de autoanticuerpos por isotipos reveld que la IgA se encontré con
mayor frecuencia (60.86 %) en los pacientes con PTI-c y la IgM (53.84 %) en los casos con
PTI-a (X%2=9.99, p= 0.006). (Grafico 1)
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Porcentaje de casos

g gl

PTI aguda PTI créonica

Grafico 1. Patron de inmunoglobulinas de los autoanticuerpos anti-plaguetarios

detectados por ELISA en pacientes con pirpura trombocitopénica idiopatica

Con respecto a los pacientes con PTA asociada con otras enfermedades se demostraron
autoanticuerpos anti-plaquetarios. Al igual que en los pacientes con PTI la IgG fue la clase
de inmunoglobulina mas frecuente que se demostré en 31 pacientes (91.1 %). Las
combinaciones de autoanticuerpos de diferentes isotipos se detectaron en 20 (58.8 %) de

los 34 casos estudiados. (Tabla 3)
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Tabla 3. Auteoanticuerpos anti-plaguetarios detectados por ELTSA &n 34 pacientes

con pdrpura trombocitopénica autoinmune asociada a otras enfermedades

Enfermedad

Leucemia mielaide cranica v tto con INF

e

Aplasia Medular

Leucemia linfoide cronica

Lupus eritematoso sistémico

Sindrome mielodisplasico

Sindrome de Evans-Fisher

Mielofibrosis

linfoma no Hodking

Leucermia mielomonociticacranica

Mo. de casos

L o T = S e T i N B e A e T T = = T TN = N N = S B '

Patron de

inmunoglobulinas

IgG, IgA
IgG
Igh, IgM
Ig, Igh
lgs, IgA, IgM
Igs
Igs, Igh
Iga
IgM
IgA
Igs
IgG, Igh
IgM
Igs, IgA, IgM
Iga
Igs, IgA
Ig
Iga
Igs, IgA, TgM
IgG
IaG
IgG

Fuente: historias Clinicas

DISCUSION

El porcentaje de positividad del 86.6 % y el 85.1 % encontrado en el estudio, en los

pacientes con PTI aguda y cronica es similar a los descritos anteriormente con la técnica de
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MAIPA (Monoclonal Antibody - specific Immobilisation of Platelet Antigens) informados por
otros autores utilizando la técnica de inmunofluorescencia. °

Los resultados negativos encontrados en algunos pacientes con PTI pudieran explicarse, por
encontrase todos estos casos con tratamiento inmunosupresor que suprime la produccion de
anticuerpos. '° Otros factores podrian influenciar como la realizacién de los estudios en
pacientes con diferentes tiempos de diagndstico de la enfermedad. ' En ninguno de los
casos de PTI en remisién se encontrd anticuerpos anti-plaquetarios, lo que es compatible
con la fisiopatologia de la enfermedad. En otros estudios hay autores que han encontrado
casos positivos en pacientes con PTI-c en remisién. Esta positividad se relaciona con el
riesgo de recaidas, o de desarrollar en el futuro alguna enfermedad autoinmune sistémica. '°
La IgG fue la clase de inmunoglobulina mas frecuentemente encontrada tanto en la PTI

11,12 Los

aguda como en la crénica, lo que concuerda con lo informado en otros estudios.
autoanticuerpos IgM se demostraron con mayor frecuencia en los pacientes con PTI-a y en
dos casos esta fue la Unica inmunoglobulina detectada en las plaquetas. Otros autores
encontraron resultados similares en los que no se demostré asociacién entre el tiempo
transcurrido entre el diagndstico y la realizacién de los estudios. '? La alta frecuencia de
autoanticuerpos IgM en esta forma clinica pudiera deberse a una estimulacién continua del
sistema inmunoldgico por diferentes epitopes de los autoantigenos o por autoantigenos
incapaces de generar respuestas de tipo IgG por sus caracteristicas quimicas. * En la serie
estudiada la frecuencia de autoanticuerpos IgA fue considerablemente mayor en los casos de
PTI crénica y en tres casos esta fue la Unica clase de inmunoglobulina presente en la
membrana plaquetaria. Este resultado concuerda con lo informado en otro estudio en los
que se demostré Unicamente IgA en las plaquetas del 17 % de los casos con PTI crénico. °
Estudios recientes explican la patogénesis de la PTI a través de la presentacién por los
macréfagos de antigenos cripticos localizados en la glicoproteina IIb/IIla plaquetaria a las
células cooperadoras linfocitarias del tipo T CD4+. '° De esta forma y similar a lo
demostrado en la anemia hemolitica autoinmune (AHAI), la presencia de autoanticuerpos
IgA podria explicarse por la presentacion de secuencias especificas de péptidos cripticos que
induzcan la secrecion de factor de crecimiento tumoral (TGF-B) por las células cooperadoras
linfocitarias del tipo CD4 con la subsiguiente producciéon de esta inmunoglobulina por la
célula B. '* Este resultado nos sugiere que la presencia de IgA podria estar relacionada con
una progresién a la cronicidad de la enfermedad. *°

En todos los casos en que se sospechdé trombocitopenia autoinmune secundaria se
detectaron autoanticuerpos anti-plaquetarios. En los pacientes con LMC y tratamiento con

interferén o. Cabe mencionar los efectos demostrados que tiene esta citocina en el sistema
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inmune. Asociado al tratamiento con este farmaco se ha detectado autoanticuerpos
involucrados en diferentes enfermedades autoinmunes dentro de las que se describe la
PTA.!® El mecanismo de induccién de autoinmunidad, mds invocado, es la diferenciacién de
las células CD4 en productoras de citocinas del tipo Th; por un aumento en la expresion de
los receptores para la Interleucina 12 (IL-12) mediados por el interferén alfa (IFNa). **'7 Por
otra parte se ha demostrado que el IFN o promueve la diferenciacién de los monocitos a
células dendriticas las cuales son capaces de procesar antigenos de células senescentes y
presentarlos a las células CD4 y de esta forma inducir la produccidn de autoanticuerpos. &2°
En la aplasia medular es conocido el componente autoinmune de esta enfermedad. Al
respecto se ha demostrado en estudios “/n vitro” la accién supresora de determinadas
especificidades de anticuerpos anti-plaquetarios en la megacariopoyesis y en la
fragmentacion de los megacariocitos. 2! No obstante, la contribucién de estos anticuerpos en
la patogénesis de esta enfermedad constituye un aspecto que merece ser mas
profundamente estudiado y avalado por trabajos que incluyan un nimero importante de

casos en los que se pueda estudiar la especificidad de los autoanticuerpos anti-plaquetarios.

CONCLUSIONES

El ELISA empleado permitié la deteccidon de los autoanticuerpos anti-plaguetarios en la
mayoria de los pacientes con PTI y en todos los pacientes con trombocitopenia autoinmune
secundaria, por lo que es un método util para el diagndstico inmunohematoldgico de la
purpura trombocitopénica autoinmune. Los autoanticuerpos anti-plaquetarios son
predominantemente de la clase IgG, aunque en la mayoria de los casos de PTA se observd
la coexistencia de autoanticuerpos de diferentes isotipos. Los autoanticuerpos anti-
plaquetarios de la clase IgM son mas frecuentes en pacientes con PTI aguda y los

autoanticuerpos IgA en los pacientes con PTI crénica.
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