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RESUMEN

Los métodos para la deteccion de anticuerpos antiplaquetarios (AAP) se han ido perfeccionando a
la par de los avances cientifico-técnicos. La introduccién por primera vez en Cuba de un
citometro de flujo ApogeeFlow ®, desarrollado para la deteccion de microparticulas con alta
resolucion, permitié la aplicacion de la citometria de flujo (CF) a los estudios de deteccion de
AAP. Se realiz6 un estudio experimental entre enero-diciembre del 2015 en el laboratorio
nacional de referencia de Inmunohematologia del Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI)
de La Habana, con el objetivo de normalizar un inmunoensayo para la deteccién de AAP por CF.
Para la clasificacion de las muestras que formaron parte de los controles y paneles de muestras se
utilizé como prueba de la verdad el diagndstico clinico de trombocitopenia inmune primaria. Se
obtuvieron controles positivos y negativos con la actividad bioldgica requerida y se determino
una dilucién éptima para los controles positivos de 1/5. La mejor dilucion para el conjugado fue
de 1/20 y su tiempo de incubacién de 30 min. Se prepararon y caracterizaron los reactivos
bioldgicos y se determinaron las condiciones éptimas de trabajo de un inmunoensayo basado en
CF para la deteccion de AAP, el cual presentd indicadores de normalizacién acordes con los

criterios internacionales para este tipo de método.
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INTRODUCCION

En nuestro pais la identificacion de los AAP se realiza mediante la técnica de IF que permite

evaluar la morfologia de las plaquetas con bajos niveles de sensibilidad.
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La introduccion por primera vez en Cuba de la tecnologia de CF ApogeeFlow ®, desarrollada
para la deteccion de microparticulas con alta resolucion, permitié aplicar la CF a los estudios de
deteccion de AAP en el laboratorio nacional de referencia de Inmunohematologia del Instituto de
Hematologia e Inmunologia (IHI) de La Habana. Se desconocen las condiciones optimas para el
ensayo con este nuevo tipo de lectura y el grado de correlacion con el diagndstico clinico de los
pacientes. Por lo cual se hizo necesario realizar la normalizacion del inmunoensayo por CF, para
la deteccion de AAP, que contribuiria a mayores facilidades para el diagnéstico y seguimiento de

los pacientes con PTI.
OBJETIVO

Normalizar un inmunoensayo para la deteccién de anticuerpos antiplaquetarios por citometria de

flujo con tecnologia ApogeeFlow ®.
MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo experimental en el laboratorio de Inmunohematologia del IHI en el

periodo comprendido entre enero-diciembre del 2015.

La recoleccion de la muestra se realizé en el centro de extracciones y en salas de hematologia del
IHI. Se obtuvo 10 mL de sangre periférica dividida en dos tubos con 1mL de EDTA al 5 %.

Toda la informacién recogida se incluy6 en una base de datos de Microsoft Access 2016.
Preparacion de controles y paneles de muestras.

Control negativo: Plasma de donantes voluntarios de sangre, masculinos, no transfundidos, de
grupo AB, negativos a la pesquisa de anticuerpos anti HLA por el método de ELISA, negativos a

la deteccidon de AAP por Inmunofluorescencia directa e indirecta y por MAIPA.
Control positivo

Suero control positivo producido en el laboratorio de referencia en Inmunohematologia de

Catalufia (Banc de Sang i Teixits, Barcelona, Espafia).

.
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Mezcla de plasma de 30 pacientes con AAP positivos por microscopia de Inmunofluorescencia h
directa e indirecta y por el método MAIPA.

Panel de muestras negativas:

e Muestras de plasma de 20 donantes de sangre masculinos no transfundidos.

e Muestras de plasma de 15 pacientes con trombocitopenia no inmunes.
Panel de muestras positivas:

e Plasma y plaquetas procedentes de 30 pacientes con criterios de diagnéstico clinico de PTI

primaria.
Dilucion de los controles.

Se realizaron diluciones en el plasma control negativo de los controles positivos
(1/2,1/5,1/10,1/20,1/40,1/80), y se selecciono la que permitiera la mayor discriminacion de las

IMF con respecto a los controles negativos.
Dilucién del conjugado y seleccion del nivel de corte

Se determin6 la IMF de los controles positivos utilizando varias diluciones del conjugado
(1/2,1/5,1/10,1/20,1/40,1/80) AcMo poliespecifico antinmunoglobulinas humana marcado con
FITC (DAKO), en PBS (“phosphate buffered saline solution’’), mas albimina bovina al 1%. Se
selecciond como mejor dilucion del conjugado la que mostré mayor diferencia entre las medianas

de IMF entre control positivo y negativo.

Para la seleccion del nivel de corte se consider6 como resultado positivo una IMF superior a la

media mas dos desviaciones estandar de la IMF los controles negativos.
Procesamiento Técnico

Se centrifugaron las muestras a 150 g durante 15 min y se separ6 el plasma rico en plaquetas, el

cual se centrifugd a 1100 g durante 5 min. El plasma pobre en plaquetas resultante se almacené
3
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en alicuotas a -20°C para su posterior utilizacion en la prueba; y el botdn plaquetario se sometio a
shock osmatico con cloruro de amonio al 0.4 % para eliminar los hematies. Las plaquetas se
sometieron a cuatro 4 lavados a 1 300 g, 5 min con PBS-azida sodica al 0,1 % y se fijaron con
PFAO0.75 % por 5 min. Finalmente se realizaron 3 lavados y se ajusté la concentracion celular a 2
x 108cel /L.

Prueba directa

Se utiliz6 una muestra de 20 pL de plaquetas del paciente y 10uldel AcMo poliespecifico anti-
Igs humana marcado con FITC (DAKO) segun la dilucion que se determind en la normalizacion.
Se incubd 30 minutos en microplacas de PVC de 96 pocillos fondo en U recubiertas con PBS-
BSA al 1 % a 20-25°C. Se realiz6 un lavado a 1 100 g durante 5 min para retirar el exceso de
conjugado.Para la lectura por microscopia, la muestra se resuspendié en glicerol PBS-azida
sodica 0,1 %, y dispensaron 20 uL en lamina; y para la lectura por CF se afiadieron 500 pL de
PBS-PFA al 1 % a 20 pL de la muestra.

Prueba indirecta

Se utilizé una mezcla de plaguetas de 5 donantes del grupo sanguineo O sin tratar y tratadas con
cloroquina al 20 % para eliminar los antigenos HLA clase | de las 4. plaquetas y diferenciar la
presencia de los anticuerpos anti-HLA. Las plaquetas se incubaron con 20uL del plasma del
paciente a 20-25°C por 30 min; y los anticuerpos no unidos se retiraron mediante cuatro lavados
a 1 100 g durante 5 min con PBS-azida sodica 0,1 %. Se aplicaron 10 pL del AcMo
poliespecifico anti- Igs humana marcado con FITC (DAKO), durante una segunda incubacion en
ausencia de luz en iguales condiciones de temperatura y tiempo. Los elementos no fijados fueron
eliminados por un lavado con PBS-azida sodica 0,1 %, a 1 100 g durante 5 min. Para la lectura
por microscopia, la muestra se resuspendio en glicerol PBS-azida sddica 0,1 %, y dispensaron 20
pL en lamina; y para la lectura por CF se anadieron 500 pL de PBS-PFA al 1 % a 20 pL de la

muestra.
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Interpretacion de la lectura por microscopia

Para la lectura se utilizé un microscopio de fluorescencia Olympus BX51.Los resultados se
expresaron como positivos ante la fluorescencia de color verde manzana, de clara a brillante
intensa. Se consideré un marcador de positividad adicional la formacion de clusters de
fluorescencia sobre la superficie de las plaquetas. Como resultados negativos se evaluaron todas
aquellas lecturas donde no se observo fluorescencia visible o en las que esta fue escasamente

opaca a la tincion verde manzana comparable con su control negativo correspondiente.
Interpretacion de la lectura en el citometro de flujo

En un citdbmetro de flujo ApogeeFlow A40-Universal (Apogee Flow Systems Ltd, Hemel
Hempstead, UK) se establecié una region de interés (ROI, del inglés “region of interest”) que
incluyera 4000 eventos de la zona de mayor densidad de plaquetas en un grafico de FSC vs SSC.
A partir de la ROI seleccionada se construyd un histograma que representara la cantidad de
eventos versus el logaritmo de la intensidad de fluorescencia verde. La prueba se consider
positiva cuando la IMF fue superior a la media mas dos desviaciones estandar de la IMF los

controles negativos.
RESULTADOS

El control positivo obtenido en la presente investigacion presentd una IMF detectable desde las
diluciones 1/2 hasta 1/20 lo que demostr6 su adecuada actividad bioldgica. Estos controles
presentaron menor IMF con respecto a los de referencia, pero suficiente para una buena

diferenciacion con respecto al control negativo (Gréafico 1).

La dilucién que se selecciond para los controles fue de 1/5, por ser aquella en la que se observo la
mejor discriminacion de las IMF con respecto a los controles negativos y porque en dicha
dilucién no existieron diferencias estadisticamente significativas de las IMF del control positivo

con respecto al comportamiento del control positivo de referencia (p>0,14).

Esta dilucion de los controles fue similar a las seleccionadas por investigadores quienes en sus

estudios de especificidad de AAP diluyeron sus controles en el rango 1/2 hasta 1/8.

e
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La actividad biologica del control positivo fue disminuyendo a medida que se les aplicaron ciclos
de congelacion y descongelacion lo cual esta relacionado con la desnaturalizacion de los APP
(Grafico 2).

Existieron diferencias estadisticamente significativas de las IMF entre ciclos (p <0,015) por lo
cual se determind que la forma optima de almacenamiento seria preparando alicuotas en viales de
1,5 mL que se guardarian en congelacién a -20°C y durante su utilizacion se pasarian a 4°C hasta

su agotamiento o desecho.

La mayor dilucion del conjugado que permitié una mejor discriminacion entre el control negativo
y los controles positivos fue 1/20. Esta dilucion mostré la mayor diferencia entre las medianas de

IMF entre el control negativo y el control positivo (Gréfico 3).

Con el aumento de la concentracion del conjugado no se observo un incremento de la sefial del
control negativo lo que evidencié que fueron minimas las interacciones inespecificas de la

molécula sefal en el inmunoensayo (Gréfico 3).

Los resultados en la seleccién de la dilucién del conjugado coincidieron con otros autores que
normalizaron ensayos para la inmunologia plaquetaria basados en CF como He y colaboradores,
quienes en el 2013 desarrollaron un método para la deteccion de autoanticuerpos contra las

plaquetas utilizando perlas recubiertas de antigenos.

Con la incubacion del conjugado de 20- 25°C durante 30 min, se logré la mayor discriminacion
entre los controles positivos y negativos (Grafico 4). Este tiempo coincidié con el utilizado por

algunos autores.

A pesar de que a los 45 min de incubacion del conjugado aun se logré una buena discriminacion
entre los controles, aumentd la IMF de las muestras negativas, probablemente como expresion del

incremento de las uniones inespecificas.
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CONCLUSIONES

Se determinaron las condiciones Optimas trabajo de un inmunoensayo basado en citometria de

flujo para la deteccion de AAP.
RECOMENDACIONES

Caracterizar el método de determinacion de AAP segun los indicadores de validacion de los
ensayos cualitativos por citometria de flujo.
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