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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determiné el efecto del sonicado de plaquetas
sobre el sistema inmune de Cavia porcellus. Se utilizaron dieciseis especimenes entre
machos y hembras, de tres a cuatro meses de edad con peso entre 700 a 800 g y fueron
distribuidos al azar en grupos testigo y problema. Al grupo testigo se le administré via
endovenosa 0,5 mL NaCl 0,9% por 20 dias y al grupo problema 0,5'mL de sonicado de
plaquetas en las mismas condiciones. La respuesta del sistema inmune fue evaluada por
prueba de inmunoprecipitacion y prueba de hemoaglutinacién directa, también se
realizo el recuento plaquetario antes y después de la exposicion al sonicado de plaquetas
para evaluar su efecto sobre el nimero de plaguetas. Se concluye que el sonicado de
plaquetas generd sintesis de anticuerpos antiplaquetas en el sistema inmune de Cavia
porcellus, presentando titulo de anticuerpo de 1/8 y disminucion del nimero de

plaquetas con significancia estadistica (p < 0,05).

Palabras claves: " sonicado, plaquetas, sistema inmune, inmunoprecipitacion,

hemoaglutinacion directa, recuento plaquetario.



ABSTRACT

In the present investigation was determined the effect of platelet sonicate on the
immune system of Cavia porcellus. Sixteen specimens were used, males and females,
from three to four months of age, with weights from 700 to 800 g, and were randomized
into control and problem groups. The control group was administered intravenously 0,5
mL NaCl 0,9 % for twenty days and the problem group 0,5 mL of ‘platelet sonicate
under the same conditions. The immune system was evaluated by immunoprecipitation
test and direct hemagglutination test; also, it was performed the platelet count before
and after exposure to platelet sonicate to evaluate the effect on the number of platelets.

It is concluded that platelet sonicate generated -antiplatelet antibodies synthesis in the
immune system of Cavia porcellus, presenting 1/8 antibody titer and decreased platelet

count with statistical significance (p < 0,05).

Keywords: sonicate, < platelet, immune system, immunoprecipitation, direct

hemagglutination, platelet count.
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I. INTRODUCCION
El sistema de hemostasis es una maravilla de la naturaleza con mecanismos
complejos, implican combinar las plaguetas con los factores de la coagulacion
que son sintetizados en el higado y transportados repetidamente por los vasos
sanguineos a todas partes del cuerpo. El sistema hemostatico consta de cuatro
fases: vasoconstriccion localizada en el area afectada; formacion de un agregado
o trombo de plaquetas sobre la superficie vascular lesionada;-formacién de
fibrina que refuerza el trombo plaquetario, y la eliminacién de los depositos de

fibrina o fibrindlisis® 2.

Primero, la vasoconstriccion reduce el flujo sanguineo a la zona dafiada y facilita
las fases hemostéaticas siguientes como la- acumulacién plaquetaria. Luego,
debido a la adhesién de las plagquetas al coldgeno que solo se produce con la
ayuda del factor von Willebrand (vWf) y de la glucoproteina 1b (GPIb) receptor
especifico de membrana de. plaquetaria, se desencadena una serie de cambios
morfoldgicos y funcionales conocidos como activacion (como en la bioquimica
metabdlica, la forma, los receptores de superficie y la orientacion de los
fosfolipidos de. membrana). Las plaquetas activadas se convierten en esferas con
pseudopodos y secretan por el sistema canalicular sustancias activas
almacenadas en sus granulos. Algunas de estas sustancias aceleran la formacion
del coagulo plaquetario (agonistas) y la reparacion tisular; cada agonista
plaquetario (epinefrina, trombina, ADP, TxA,, colageno y FAP) tiene un

receptor especifico en otras plaquetas® *°.

Las plaquetas en reposo tienen concentraciones muy escasas de calcio idnico en

el citoplasma, pero cuando hay presencia de productos de las enzimas de
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membrana (la fosfolipasa C, la fosfolipasa A, y la adenilciclasa) causan un
movimiento rapido de los iones de calcio intracelular a partir de los sitios de
almacenamiento en el sistema tubular denso, asi como el trasporte del exterior a
través de la membrana y en el interior del citoplasma. Expresando una
correlacion directa entre la cantidad de calcio citoplasmico y el grado de

estimulacion > °.

Se considera que cuando la fosfolipasa C escinde al fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP,) en inositol-1,4,5-trifosfato (1P3)y diacilglicerol (DG), este Gltimo
activa la proteina cinasa C que desencadena la fosforilacion, conduciendo a la
secrecion a partir de los granulos y a la aparicion.del receptor del fibrinégeno, la
glicoproteina 1Ib/1llb. En el caso de la fosfolipasa A,, es estimulada por el
incremento del calcio citoplasmico e hidroliza los a partir del segundo carbono
del esqueleto glicerol del fosfatidilinositol y de la fosfatidilcolina para liberar
acido araquidénico (AA).. La enzima ciclooxigenasa convierte al acido
araquidonico en prostaglandinas inestables que se convierten en TxA,, agonista
plaquetario y el vasoconstrictor mas potente que se conoce. La tercera enzima de
membrana, la adenilciclasa, se estimula por los agentes inhibidores de la
agregacion de plaquetas y se bloguea por muchos agonistas promotores de dicha
agregacion. Las concentraciones internas del calcio aumentan por esta

accion®*®,

La membrana de las plaquetas activadas ofrece el medio ideal para acelerar la
generacion de fibrina, al proveer los fosfolipidos necesarios para las reacciones
de la fase fluida, principalmente una lipoproteina denominada factor plaquetario;

ademaés contiene otros fosfolipidos, ligandos para los factores Va y Vllla. Asi se
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genera la superficie ideal para las reacciones hemostaticas, se acelera y localiza
la activacion del FIl y FX en el sitio de lesion vascular y se protege al FXa de la
inhibicidn por AT-11l. También, varios factores hemostaticos como FXIy FV se
encuentren dentro de las plaquetas y la secrecion de estos factores aumenta el

coagulo™®,

Para la agregacion plaquetaria y la formacion del codgulo se requiere la proteina
insoluble fibrina, ésta se obtiene a partir del fibringeno por catalizacion de la
trombina, que deriva del zimdgeno denominado protrombina o FIl. La
formacion de trombina se realiza mediante la via extrinseca y la via intrinseca.
La via extrinseca se activa cuando la sangre se pone en contacto con los tejidos,
(tromboplastina tisular o factor tisular) y se examina con la prueba del tiempo de
protrombina (TP). La via intrinseca se inicia al contacto del FXII con superficies
extrafias a la pared vascular_y. se explora con la prueba del tiempo de
tromboplastina parcial activada (TPPa). La diferencia entre ambas vias es la
manera de activar el FX, ya que luego de activar a este factor ambas comparten

una via comin paraactivar a la protrombina .

La disolucion de coagulo o fibrin6lisis impide la obstruccion del flujo
sanguineo; sin embargo, la lisis prematura del coagulo se traduce clinicamente
en hemorragia. Este proceso depende la plasmina, una enzima que su sitio de
union esta mediado por lisina, el cual se une a la fibrina y a la a2-antiplasmina.
Aunque otras enzimas también tienen efectos fibrinolitico, ninguna lo tiene
como la plasmina. La plasmina es una proteasa de serina que hidroliza la fibrina
y el fibrindgeno, existen dos tipos de activadores del plasmindgeno, intrinsecos y

extrinsecos, los primeros son proteinas sanguineas que convierten el
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plasminodgeno en plasmina cuando la sangre tiene contacto con superficies
extrafias, mientras que los activadores extrinsecos estan fuera de la sangre y se

distribuyen en casi todos los tejidos, incluyendo el endotelio®.

Un componente importante del sistema hemostatico son las plaquetas, estas son
fragmentos del citoplasma, se producen en la médula Gsea a partir de la misma
célula progenitora (UPC-GEMM) donde se originan las series linfoide vy
mieloide. Bajo influencia hormonal (trombopoyetina), esta célula progenitora se
diferencia en células progenitoras megacariotas, la célula progenitora inmadura
megacariocito (UFB-Meg) vy la célula progenitora megacariocito asignada (UFB-
Meg). El megacariocito experimenta en. su- maduracion una serie de
endorreducciones, en virtud de las cuales sunucleo se va dividiendo sin hacerlo
el citoplasma, lo que da lugar a una célula que puede estar dotada de hasta 64

nlcleos, aunque es mas habitual verla con menos, ocho o dieciséis® °.

Las plaquetas se distinguen en la circulacién sanguinea por su forma discoide y
tamafo aproximado de 1 a 3um de diametro; normalmente sobreviven de 9 a 10
dias y, cuando“aumenta su utilizacion o destruccion también lo hace su
produccién. Se estima que de 1 000 a 5 000 plaquetas pueden ser producidas por
cada megacariocito y se ha calculado que se producen 35 000 plaguetas/mm?>por
dia, lo que puede incrementarse hasta ocho veces durante el tiempo de mayor
demanda. El recuento de plaquetas en el ser humano normal muestra una amplia
variacién, abarcando desde 150 000 hasta 450 000/uL, o también 150 000 a 450

000/mm?, 0 150-450 x 10%/L, que de las tres formas se puede expresar® °.
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Hay una gran cantidad de factores que pueden alterar la funcién plaquetaria,
tales como farmacos, enfermedades renales o hepaticas, sepsis, aumento de la
degradacion del fibrindgeno, circulacion extracorpdrea y trastornos primarios de
la médula 6sea. Mientras que la alteracion en el nimero de plaquetas puede ser
por la falta de produccion se suele presentar en aplasias medulares, como la
anemia, 0 en invasiones medulares por procesos cancerosos como leucemias,
linfomas u otros canceres; 0 su excesiva destruccion como puede-ocurrir cuando
se fabrican anticuerpos contra las plaquetas equivocadamente. Ello es conocido

como pUrpura trombocitopenia inmune (PTI) 1% 12,

La PTI es definida como enfermedad autoinmune con trombocitopenia aislada
(recuento de plaquetas < 100 x 10%L) sin causas y trastornos asociados,
adquirida de curso clinico muy variable,en la que hay una destruccién acelerada
y una produccién inadecuada de plaquetas. La PTI afecta a personas de ambos
sexos y todas las edades, no existen pacientes tipicos de PTI, se estima que la
PTI afecta a 3.3/100 000 adultos por afio y entre 1.9 y 6.4/100 000 nifios por
afio. El diagnostico sigue siendo de exclusion, cursa con un aumento del riesgo
de hemorragia, aunque no siempre hay manifestaciones hemorragicas. Segun el
tiempo de evolucion (<3 meses, 3-12 meses y >12 meses) se proponen los
términos de PTI de reciente diagnéstico, PTI persistente y PTI cronica,

respectivamente® 4 1%,

La transfusion de plaquetas es una herramienta esencial en la medicina moderna,
por lo que existe una demanda creciente de concentrados de plaquetas (CPs).

Permiten la restauracion del volumen, la restauracion de la capacidad de
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transporte de oxigeno y la restauracion de la funcién hemostatica, en caso que se

transfunda sangre extraida en menos de 24 horas'® " %%,

El concentrado de plaqueta es un tratamiento transitorio de vida corta y
autolimitada en enfermos oncohematoldgicos no trasplantados y en casos donde
existan trastornos de la coagulacion, siendo una de las reacciones adversas la
purpura trombocitopenia inmune; ésto constituye un motivo de gran importancia
contribuir a la investigacion del estudio de fisiopatologia plaquetaria para poder
trazar posibles soluciones a la mencionada patologia €s. necesario disefiar un
método de induccion de parpura trombocitopenia-inmune en Cavia porcellus,

por lo que se plantea la siguiente pregunta:

1. PROBLEMA:
¢Cual es el efecto del sonicado de plaquetas sobre el sistema inmune
de Cavia porcellus?

2. HIPOTESIS:
El sonicado de plaquetas por tener epitopos de la membrana de
plaquetas” inducen la sintesis de anticuerpos antiplaquetarios,
produciendo disminucién de la concentracion sérica de plaquetas en

Cavia porcellus.
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MATERIAL Y METODO

1.- MATERIALES

1.1.Material Biologico

Se emplearon 16 especimenes de Cavia porcellus, hembras y machos de 3 - 4 meses

de edad, aparentemente sanos procedentes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, con un peso_corporal promedio

entre 700 —800 g con alimentacion integral y agua ad libitum.

1.2.Material de laboratorio

>

vV Vv Vv Vv VvV V Y.¥% V V V V

Tubos de ensayo con:anticoagulante EDTA.
Eppendorf de 1,5 mL.

Placas de microhemaglutinacion.
Laminas portaobjetos.

Matraz aforado 100 mL y 250 mL.
Tubos de centrifuga.

Embudo.

Gradillas.

Micropipetas BRAND 20- 200 pL
Puntas de micropipetas desechables
Pipeta Pasteur

Camara de Neubauer

Jeringasde 1 mL,3mLy5mL
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1.3.Equipos

>

Sonicador TRANSSONIC 460/H, Marca Elma, Model
n°9303-1, Serial n°0303-0002.

Centrifugadora Power spin ™ LX _ CENTRIFUGUE
UNICO® M.W. Kessel S.A.

Microscopio binocular Marca ZEISS, Modelo Primo
Star Serie 3127001493

Equipo de bafio maria

1.4.Reactivos

>

Solucidn Alsever constituido por glucosa 15,0 g, citrato
de sodio 4,8 g, acido citrico 2,33 g, cloruro de sodio
2,52 g, y-aguas destilada c.s.p. 600 mL. Esta solucion
se esterilizaa 121 ° C y 15 Ib de presion

Solucion buffer de fosfatoapH 6,4y 7,2

Cloruro de Sodio 0,9 % del laboratorio BRAUN.

Acido tanico al 1/20 000 en NaCl 0,9 %.

1.5.Ambiente

Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Farmacia y Bioguimica

de la Universidad Nacional de Trujillo.
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2. METODO:

2.1.0btencién del material biolégico™

Se emplearon 16 especimenes Cavia porcellus, hembras y machos de 3-4
meses de edad, aparentemente sanos con peso corporal promedio entre
800 — 900 g, procedentes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo. Ver ANEXO N° 01

2.2. Extraccion de la muestra sanguinea
Con jeringa estéril y 1,5mL de EDTA(Na); estéril se extrajo 3 mL de
sangre por puncion cardiaca de Cavia porcellus, previa asepsia con
alcohol yodado. Luego se transvaso a-tubos estériles de 100 x 13. La
extraccion de las muestras sanguineas fue realizada con el mismo método
para preparar el indculo, recuento plaquetario basal y después de
exposicion, prueba de inmunoprecipitacion y prueba hemoaglutinacion.

Ver ANEXO N° 02

2.3.Preparacion del indculo
2.3.1. Suspension de las plaquetas
Las plaquetas se separaron de los deméas cuerpo formes del tejido
sanguineo a través de la centrifugacion a 3 000 rpm por 15 min; con
posterior extraccion del sobrenadante con jeringa esteril y transvaso al

eppendorf de 1,5mL. Ver ANEXO N° 02

2.3.2. Sonicacion de las plaquetas
La sonicacion del sobrenadante aislado se realizd por un tiempo de 5

minutos en el equipo sonicador TRANSSONIC460/H modelo 9303-1,
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serial 0303-0002. La conservacion del preparado fue a -40°C hasta su

uso. Ver ANEXO N° 03
2.4.Recuento plaquetario basal®

Se mezclé bien la muestra de sangre obtenida con EDTA (Na)s,
agregandose a 100pL de esta muestra 1,9 mL de reactivo oxalato de
amonio al 1%. Se dejo reposar a temperatura ambiente de 10 a 15
minutos para hemolizar, montdndose a continuacion en cdmara de
Neubauer con el fin de sedimentar las plaquetas. Luego, fue llevado a
camara himeda (caja de Petri con algodon humedecido con agua
destilada), seguido de un reposo a temperatura ambiente de 10 a 15
minutos. Finalmente, el recuento de plaquetas fue realizado en el
cuadrante central y en los-cuatro cuadrantes de los extremos. Ver

ANEXO N° 04

2.5. Tratamiento de los grupos de experimentacion

» GRUPO TESTIGO:
A los especimenes se les administré 0,5mL de NaCl 0,9 %
por via endovenosa y su alimentacion integral diaria, durante
todo el desarrollo de la investigacion.

» GRUPO PROBLEMA:
Se les administro a los especimenes el sobrenadante producto

del sonicado de plaquetas a volumen de 0,5mL por via

10
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endovenosa donde la sangre y suero seran evaluadas después

de 15 a 20 dias de incubacion.

2.6.Evaluacion después de la exposicion
A los 15 a 20 dias posteriores a la administracion del sobrenadante,
producto del sonicado de plaquetas de Cavia porcellus, se evalud
los siguientes puntos:
2.6.1. Recuento plaquetario®
El recuento plaquetario se realiz6 con el-procedimiento segln lo
detallado en el punto 2.4 de la Metodologia de Trabajo. Ver

ANEXO N° 04

2.6.2. Reaccion Antigeno- Anticuerpo

2.6.2.1.Separacion del suero®
Las muestras fueron colocadas en reposo por un lapso de 24 horas,
el suero obtenido se recogi6 en viales esterilizados, los mismos que

fueron Hevados a congelacién para su posterior tratamiento.

2.6.2.2.Prueba de Inmunoprecipitacion
En una lamina portaobjetos fue afiadida | gota del sonicado de
plaquetas (Ag), (obtenido segun lo detallado en el punto 2.3.2),y |
gota del suero de un espécimen (Ac), (obtenido segun lo detallado
en el punto 2.6.2.1), mezclandose con sutileza. Después de 20
minutos se observé la reaccion, donde la precipitacion -

aglutinacion se denota como respuesta positiva. El procedimiento

11
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fue realizado para cada espécimen del grupo problema y testigo.

Ver ANEXO N° 05

12
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2.6.2.3.Prueba de Hemaglutinacién®: Ver ANEXO N° 06

a) Suspension de Hematies

La sangre de carnero fue recolectada asépticamente en volumenes
iguales en solucion Alsever estéril y sometida a refrigeracion por
tres dias. Luego, los globulos rojos de carnero (GRC) fueron
lavados 3 veces con NaCl 0,9 %, centrifugdndose a 3 000 rpm
durante 10 minutos; a continuacion los GRC fueron suspendidos al
2,8% en buffer fosfato pH 7,2 mezclandose con una pipeta para
resuspender las células eritrociticas, finalmente centrifugando a 2

000 rpm.

b) Tanizacion de los Glébulos Rojos
Se mezclé 5ml de GRC con 5ml de una solucion de acido tanico
diluido a 1/20 000 e incub6 en bafio maria a 37°C durante 10
minutos. Después de centrifugar a 2 000 rpm durante 7 minutos se
decanto- el sobrenadante y resuspendié el sedimento en 10 mL
buffer fosfato pH 7,2 para luego volver a centrifugar a 2 000 rpm
durante 7 minutos. Finalmente se decantd el sobrenadante y
resuspendio en 5ml de NaCl 0,9 %.

c) Sensibilizacién de los Globulos Rojos Tanizados
Para la sensibilizacion de los GRC tanizados, se mezclo 2 mL del
sonicado de plaquetas (Ag) con 2 mL de GRC tanizados. Al mismo
tiempo se prepararon GRC control mezclando 2 mL de buffer
fosfato pH 6,4 con 2 mL de GRC tanizados. Ambos tubos fueron

incubados a 37 °C durante 20 minutos.

13



GRAOS AVILA ADELA MARILIA HUARI MARIN GLORIA AMANDA

La centrifugacion de los tubos a 2 000 rpm durante 7 minutos fue
seguida por la resuspension en solucion diluyente, para después
centrifugar en las mismas condiciones y resuspender el sedimento
en 5 ml de solucion diluyente.

d) Prueba de Hemaglutinacion.
En las placas de hemaglutinacion que tienen 12 excavaciones en

cada fila, la forma de trabajo fue la siguiente:

Se midié con micropipeta 25uL NaCl 0,9 %.y colocé en cada uno
de los 12 pocillos de la placa de -hemaglutinacién. Luego fue
agregado 25pL de glébulos rojos sensibilizados de carnero, en cada
uno de los 12 pocillos de la placa de hemaglutinacién, para después
afiadir en la primera columna de pocillos 25uL del suero problema
(obtenido segun_‘lo  detallado en el punto 2.6.2.1), con
microdilutores o puntas de pipetas diferentes; una por cada suero a

estudiar.

Se~hizo una dilucion a partir de la columna 1 pasando los
microdilutores de: 1:2, 1:4, 1.8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256,

1:512, 1:1 024.

Finalmente, se homogeneiz6 los pocillos de la placa de
hemaglutinacion golpeando suavemente en los bordes laterales,
para dejar en reposo durante 120 minutos a temperatura ambiente.

A partir de este momento se realizo las lecturas evaluando a las
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aglutinaciones como respuestas positivas y a las precipitaciones

como respuestas negativas.

2.7.Andlisis Estadistico.
Para el andlisis estadistico se usé el paquete SPSS ver. 21, donde
los resultados se analizan con la prueba t-student el cual determina
si hay diferencia entre el grupo TESTIGO y el grupo
PROBLEMA., utilizando un nivel de confianza de 95% vy

diferencia minima significativa de p<0,05.

2.8.Etica en Investigacion.
Toda la informacion utilizada en-este estudio se conservara bajo los
principios de maxima confidencialidad, el uso de la misma sera

Unicamente con fines cientificos.
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I11.  RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, se exponen en las tablas 01, 02
y se ilustran con las figuras 01, 02, 03, 04, 05, 06.

En la tabla 01 se muestran las medias del numero de plaquetas de Cavia
porcellus del grupo testigo y problema, antes y después de la exposicion al
sonicado de plaquetas; observando en los especimenes del grupo problema antes
de la exposicién un promedio de 5,174 x10° plaquetas x mm?> el cual disminuye a
2,96 x 10° plaquetas x mm? después de la exposicién; comparado con el promedio
en el grupo testigo donde se observa un ligero aumento de 4,89x10° plaquetas x
mm? antes de la exposicién a 4,98x10° plaquetas x mm?® después de la exposicion.
(Ver datos completos en ANEXO N°07)

En la tabla 02 se observa-el andlisis cualitativo de la prueba de
Inmunoprecipitacion. Asi mismo, en la figura 01 se observaron microscopicamente
a los grumos de aglutinacién Ag-Ac formado del enfrentamiento entre el suero de
un espécimen Cavia porcellus del grupo problema (Ac) y el sonicado de plaquetas
(AQ), obtenido mediante la prueba de Inmunoprecipitacion mientras que en la
figura 02 se realiza la visualizacion microscépica para el grupo testigo,
observandose la no aglutinacion.

Para el desarrollo de la titulacion de anticuerpos contra el antigeno antiplagqueta
por la técnica de hemaglutinacion directa se realizo siguiendo el método de Jacobs
y Lunde, evidenciando la presencia de anticuerpos mediante la lectura de los titulos

correspondientes.
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En la figuras 03 y 05 se muestra el reporte porcentual de los titulos de
anticuerpos contra el antigeno antiplaqueta inducido por el sonicado de plaguetas
encontradas mediante la prueba de hemoaglutinacion directa tanto del grupo testigo
como del grupo problema. En el grupo problema el titulo de anticuerpos contra el
anticuerpo antiplaquetario estd comprendido entre 1/4 y 1/8, siendo el mayor
porcentaje encontrado en 1/4 con 70%.

En las figuras 04 y 06 se observan los resultados de la sensibilizacion de los
gloébulos rojos de carnero con el antigeno antiplaqueta enfrentados con los sueros
de los especimenes Cavia porcellus del grupo testigo y del grupo problema
respectivamente, encontrando un titulo de anticuerpo-1/4 para el grupo problema y

sin presencia de anticuerpos para el grupo testigo.
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TABLA 01: Medias del Ntimero de plaquetas/mm?® de Cavia porcellus del Grupo

Testigo y Problema antes y despueés de la exposicion.

ANTES DE LA DESPUES DE LA
EXPOSICION EXPOSICION

(plaquetas/mm®) (plaquetas/mm®)

GRUPO TESTIGO 4,89x10

GRUPO PROBLEMA 5,174 x10° 2.96 x10°

FUENTE: Datos de experimentacion, ver ANEXO N°07

TABLA 02: Reaccion Antigeno-Anticuerpo, obtenidos mediante la Prueba de
Inmunoprecipitacion en suero de Cavia porcellus Grupo Problemay Grupo

Testigo.

GRUPO DE REACCION PORCENTAJE DE

EXPERIMENTACION ISR Ag-Ac REACCION POSITIVA

C1l -
C2 -
C3 =
GRUPO TESTIGO c4 g 0%
C5 =
C6

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10 T

GRUPO PROBLEMA 100%

o A S S

FUENTE: Datos de experimentacién

18
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FUENTE: Investigadores

FIGURA 02: Vista microscépica de la prueba de Inmunoprecipitacion en
muestra del grupo testigo. Aumento 100x

FUENTE: Investigadores

FIGURA 01: Vista microscépica de la prueba de Inmunoprecipitacion en
muestra del grupo problema. Aumento 100x
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0%

=0 = 1/2 =1/4 =1/8 = 1/16 = 1/32 = 1/64 = 1/128 = 1/256 = 1/512 = 0,5/512
FUENTE: Datos de experimentacién, ver ANEXO N°08
FIGURA 03: Titulo de Anticuerpos contra el Antigeno Antiplaqueta expresados

en porcentajes como respuesta a la prueba de hemaglutinacion directa en suero
de Cavia porcellus del Grupo Testigo.

N~
L
| =

FUENTE: Investigadores

FIGURA 04: Resultado de la reaccion de hemoaglutinacion directa en muestra
del grupo testigo.
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0% __0%— 0%

 30%

o N\Jo%

=

EO B 1/2 I 1/16 @ 1/32 @ 1/64 m 1/128 @ 1/256 @ 1/512 [0.5/512

FUENTE: Datos de experimentacion, ver ANEXO N°08

FIGURA 05: Titulo de Anticuerpos contra el Antigeno Antiplaqueta expresados
en porcentajes como respuesta a la prueba de hemaglutinacién directa en
suero de Cavia porcellus del grupo problema.

N|
| —
| —

FUENTE: Investigadores

FIGURA 06: Hemoaglutinacion directa en muestra del grupo problema con
efecto positivo: titulo 1/16
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IV. DISCUSION

En el presente trabajo se utilizd el método de recuento en cdmara de Neubauer;
mediante el cual, el recuento plaquetario del grupo testigo fue medido antes y
después de la exposicion a NaCl 0,9% (pareado), donde la media del nimero de
plaguetas es 4,89x10° plaquetas/mm?® y 4,98x10° plaquetas/mm?, respectivamente; en
este caso se observa que la diferencia no es estadisticamente significativa p>0,05
(Ver andlisis estadistico ANEXO N°09), por lo que se puede decir que el nimero de
plaquetas se mantuvo constante. De igual manera se evalug al grupo problema,
siendo la media del nimero de plaguetas de 5,174x10° plaquetas/mm? y 2,96x10°
plaquetas/mm®, que segin el analisis t-student la-diferencia es estadisticamente
significativa p<0,05 (Ver analisis estadistico ANEXO N° 10). Al comparar las
medias del recuento plaquetario del grupo problema con el grupo testigo después de
la exposicion al antigeno (grupo no.-pareado), el resultado obtenido es que en el
grupo problema existe disminucién significativa expresado en p=0,000 (ver analisis
estadistico ANEXO N°11);<sin embargo, si se analiza el resultado con el rango
normal de nimero de plaquetas (3,4 — 10 x 10° plaquetas/mm?®) se observa que el
sonicado de plaquetas si genera trombocitopenia pero en forma leve.

Un antigeno es:una sustancia de alto peso molecular, con cierta rigidez estructural y
que tiene la particularidad de ser parcialmente metabolizado por células
especializadas llamadas macrofagos, por lo tanto es capaz de generar una respuesta
inmune en un organismo que la detecte como un agente extrafio. Mientras que un
anticuerpo es una glicoproteina, producida por linfocitos B activados, Ilamados
células plasmaticas, como respuesta a la presencia de un antigeno en el organismo, a

su vez los anticuerpos pueden ser producidos por lineas celulares in vitro, se



GRAOS AVILA ADELA MARILIA HUARI MARIN GLORIA AMANDA

presentan en cinco clases principales, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, que se diferencian
entre si por sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Considerando esta
respuesta, se utiliza como antigeno el sonicado de plaquetas para generar la sintesis
de anticuerpos antiplaquetarios. Cuando la accion del anticuerpo esta dirigida a
antigeno que estan en la superficie o forma parte de la membrana de un
microorganismo o de una célula, el anticuerpo produce su agregacion, dando lugar al
fendomeno visible llamado aglutinacion. Los anticuerpos aglutinantes actian en
solucion, dependiendo de la estructura molecular de anticuerpo (1gG o IgM) y por
tanto, de su valencia, de la densidad antigénica en la superficie de las células y del

propio medio (fuerza iénica) 22> %,

Por tal motivo, para detectar la presencia de los anticuerpos antiplaquetarios, se
realiza la prueba de inmunoprecipitacion, donde se observé en microscopio la
respuesta positiva (ver figura 01) en el. 100% de los casos de las muestras del grupo
problema, descrita en las precipitaciones en forma de mallas, y en el 0% del grupo
testigo (ver tabla 02),donde no se aprecia precipitaciones considerado como
respuesta negativa (ver. figura 02); lo que indica la presencia del anticuerpo

antiplaquetario, los-que produjeron la trombocitopenia leve descrita anteriormente.

Para ver la‘concentracion de anticuerpo expresado en el titulo de anticuerpo se
realizé la prueba de hemaglutinacion. En la placa de hemaglutinacién se enfrentaron
antigenos y anticuerpos teniendo como soporte eritrocitos provenientes de sangre de
carnero que sirvieron para la adsorcion del antigeno y posterior reaccion Ag-Ac. Los
resultados obtenidos en la prueba de hemoaglutinacion directa del grupo problema

fueron 100% positivos a la presencia de anticuerpos antiplaquetarios, encontrandose
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un porcentaje de 70% y 30% en los titulos de anticuerpos 1:4 y 1:8 respectivamente,
como producto de la exposicion al antigeno sonicado de plaquetas, es decir el
método usado es sensible y encuentra un porcentaje considerable de anticuerpos en
las muestras del grupo problema como se puede observar en las figura 05, mientras
que en grupo testigo los resultados fueron negativos en 100% mostrados en la figura

03.

Los anticuerpos son detectados facilmente mediante la técnica de hemoaglutinacion
directa, en este proceso los antigenos fijados en la membrana de los hematies
reaccionan con los anticuerpos y el resultado de la reaccion es la formacion de
grumos de hematies o aglutinados. Las diluciones ‘que no aglutinan, por falta de
antigeno, permite que los eritrocitos sedimenten.-La existencia de una precipitacion
Optima para una relacion antigeno - anticuerpo muy precisa puede explicar por un
modelos sencillo, segtn el cual el numero de un nivel maximo en el que se forma una
red; la adicién suplementaria de antigenos provoca la disociacion de la red, por
saturacion de los sitios de anticuerpos con antigeno. Para que sea posible la

formacion de precipitados el antigeno ha de ser polivalente % 228,

En la figura 05 se observa aglutinacion de los globulos rojos de carnero hasta el
cuarto posillo (titulo 1/8) en muestras del grupo problema, visualizandose por la
formacion de malla o red; esto es producido cuando reacciona el antigeno-anticuerpo
dando lugar a una “reaccion de hemoaglutinacion”, demostrandose la presencia de
anticuerpos, a diferencia de lo que se observa en la figura 04 que muestra del grupo
testigo, en donde no es posible observar la reaccion de hemoaglutinacion por

ausencia de anticuerpos.
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Las plaquetas expresan una variedad de receptores incluyendo GP Ib-1X-V, VI GP,
GP la-lla'y GP Ilb-1lla. Un aspecto de esta complejidad de la funcion es la variedad
de defectos hereditarios de la funcion plaquetaria. Los primeros estudios y muchos
ya han sugerido que en la mayoria de los pacientes, ITP es causada por un
anticuerpo antiplaquetario. Una de las preguntas que se han formulado ultimamente
es por qué solo estos pacientes producen anticuerpos que resultan en trombocitopenia

clinicamente significativa permanece sin explicacién 233!,

Hay evidencia de un trastorno de células B en algunos pacientes, sin embargo, por
otra parte, una variedad de anormalidades de células T y-citoquinas se han reportado,
lo que sugiere que las células T es probable que sean.involucrados en la mayoria de
los casos de PTI. Esto podria ocurrir ya sea por.un efecto citotdxico directo sugerido
como recientemente o tal vez con mas frecuencia por la estimulacion inapropiada de
células B autoinmunes por sobre las células T activadas. Ademas, las células T
podria mediar el dafio de la plaqueta que posteriormente da lugar a anticuerpos
antiplaquetarios estan formando. La susceptibilidad genética esta bien documentada
solo hasta el momenta en lo que se refiere a polimorfismos FcR, que puede resultar
una manipulacién._anormal de patégenos especificamente relacionada con su
procesamiento por las células presentadoras de antigeno. En el contexto del ajuste
genético apropiado modulada por influencias ambientales, como la dieta, las drogas o
el efecto de la toxina, el incidente final que resulta en trombocitopenia inmune puede

ser desencadenada por un evento externo *.

Como se menciond anteriormente, las células T y B autorreactivos escapan de la
delecion central (tolerancia central) y por lo general se mantienen inactiva por falta

de estimulacion: el antigeno deberd presentarse y se requiere la co-estimulacion
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simultanea. Alternativamente, las células T regulatorias (CD4 + CD25 +) Pueden
mediar control de periféricos de células T citotdxicas. La presentacion de antigenos
de plaguetas pueden estimular la proliferacion de estas células. A su vez, este
proceso puede reclutar células T y Células B autorreactivas, mientras que la difusion
de epitopo puede ocurrir de forma concomitante. Finalmente, la activacion de
macrofagos y el aumento de la fagocitosis podra tomar una trombocitopenia inmune

leve, subclinica y convertirlo en serio PTI crénica® *.

La PTI es mediada por anticuerpos, son principalmente 1gG-y-ocasionalmente IgM e
IgA. Los anticuerpos que reaccionan a las plaquetas se-unen a las glucoproteinas
GPlIb-1lla, pero también pueden unirse a otros antigenos como Ib-IX, la-lla, IV y V,
asi como a otros determinanates antigénicos. Asi las plaguetas opsonizadas con el
autoanticuerpo IgG tiene una depuracion- acelerada por el sistema fagocitico
mononuclear a través de los receptores Fc expresados sobre la superficie de
macrofagos tisulares principalmente del bazo y del higado los anticuerpos son
generados por un solo clon de células B, mediado por un antigeno especifico, bajo el
control de las células T cooperadoras y las citosinas que ellos producen como IL-2,

interferén gamma (IFN y) y reduccién de IL-4 e IL-5 3%,
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V. CONCLUSION

El sonicado de plaquetas por tener epitopos de la membrana de plaquetas inducen la
sintesis de anticuerpos antiplaquetarios, produciendo disminucion de la

concentracion sérica de plaquetas en Cavia porcellus.
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ANEXO N°01: MATERIAL BIOLOGICO

o -
3 L

GRUPO TESTIGO

6 Cavia porcellus
GRUPO PROBLEMA

10 Cavia porcellus
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ANEXO N°02: PUNCION INTRACARDIACA - EXTRACION DE LA
MUESTRA SANGUINEA

jeringa estéril

[ Jeringas estériles y } [ Gayiaipareallis ]

Agitacion para
aumentar el latido Asepsia con alcohol Busqueda del corazén
yodado
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[ Extraccion de la sangre ] [ 10 mL de sangre J

Extraccion del sobrenadante

J con jeringa estéril

{ MUESTRAS J [ Centrifugacion a 3 000 rpm por

15 min
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ANEXO N°03: SONICACION DE LA SUSPENSION DE LAS PLAQUETAS

[ MUESTRA ] [ Centrifugacion a 3 000 rpm por 15 min J
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ANEXO N° 04: RECUENTO PLAQUETARIO

PROCEDIMIENTO
cobayo con 1.9mL de ambiente (dejar en reposo) de 10 Suspension en camara de
oxalato de amonio al 1% a 15 minutos para hemolizar Neubauer

Camara humeda (caja de Petri Inc_ubacmn a tempera_ltura Recuento de
L . ambiente de 10 a 15 minutos
con algodén humedecido con | fera hiumed plaauetas
EeRE R en la atmosfera himeda
£

Observacion :
Aumento 100x
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RECUENTO PLAQUETARIO EN CAMARA DE NEUBAUER

B
Cdmara Neubauer o rmm e
A Canal transversal L LM
N - HHRE g |
]

NG [ s e

I

o ‘L"“'-.__ - Lo
YW ¥ T am i | I'
M i Easm it adn s las "\-\._HH I -| I I
Canales longitudinales et TN
| 1
i 4
-I ll
c |
1 i
“ !
? 1 m ﬁl
Colocar
. o 2 3
cubreobjetos o = s e
;-' .‘Ir.- =~ y el B e
‘- e !
, .'.-I. .-"-.
=l = 1
o A
‘f B B B ‘Homg ana B B B B
5] HHEEH
L
0,2 mm
G Conteo por
b cuadrante

Ardicionar 0.1 mL
Agregar sangre total
diluida en oxalato al

1% u
[]
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Célculo del numero total de plaquetas

plaquetas contadas en los 5 cuadrantes

N° de plaquetas x mm3 = —
(Altura)(Dilucion)(Area)

; _ blaquetas contadas en los 5 cuadrantes

N° de plaquetas x mm

&6

plaquetas contadas en los'5 cuadrantes

N° de plaquetas x mm3 = -

(Tood?

N° de plaquetas x mm3 = plaquetas contadas x 1 000

Valores de referencia®3,4 — 10 x 10° plaquetas/mm?®
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ANEXO N°05: PRUEBA DE INMUNOPRECIPITACION

I gota del suero de un | gota del sonicado de
espécimen (Ac) plaquetas (Ag)

Mezcla con sutileza

Después de 20 minutos se
realiza la lectura
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ANEXO N°06: PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

A.- SUSPENSION DE HEMATIES

Sangre de carnero ‘*

Solucion de alselver

3000 rpm x 10 min

Lavar 3 veces con

NaCl 0.9%
Centrifugacion
Resuspencion de las nuevamente a 2 000
Suspension G.R. al 2.8% en células eritrociticas rpm
buffer fosfato pH 7.2 :
e v
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B.- TANIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS

5mL de GRC SmL écido Incubacion a bafio maria a 37°C
durante 10 minutos

tanico

Resuspencion el sedimento
Decantacion el en 10mL buffer fosfato pH
7.2

Centrifugacion a 2 000
rpm. Durante 7 min

sobrenadante
'

Decantacidn del sobrenadante y
Resuspencion en 5mL se NaCl 0.9%.

Centrifugacion a 2 000
durante 7 min
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C. SENSIBILIZACION DE LOS GLOBULOS ROJOS TANIZADOS

2 mL de

2 mL del
sonicado de

GRC
)
3

TUBO
PROBLEMA

Incubacidn de tubos a 37 °C
durante 20 minutos

2 mL de
GRC 2 mL buffer
fosfato pH 6.4
)
-
TUBO
TESTIGO

Centrifugacion a 2 000
durante 7 min

Resuspencion en solucion
diluyente

Centrifugacion en las
mismas condiciones y
finalmente Resuspencion
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D. PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

L 25uL de NaCl 0.9% en cada ZSTL dgl Suero F;roblen;a
Placa de h_emaglutmzzzlofr)I. 12 uno de los 12 pocillos de la en la pnmerz_i”co umna de
excavaciones en cada fila placa de hemaglutinacion pocillos

5 3 ;.. 'v-"‘“;':"
i
Laasebsn

T A L

LR RE |
I ey

-
-

Dilucion a partir de la columna 1 pasando los microdilutores de: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024

25uL de glébulos rojos sensibilizados
de Ovis aries, en cada uno de los 12
pocillos de la placa de hemaglutinacion

Homaogenizacién de los pacillos de la placa
de hemaglutinacion

Reposo durante 120 minutos a temperatura
ambiente.
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ANEXOS N°07: NUMERO DE PLAQUETAS/mm?® DE Cavia porcellus DEL
GRUPO PROBLEMA Y GRUPO TESTIGO ANTES Y DESPUES DE LA
EXPOSICION

TABLA 05: Recuento plaquetario de Cavia porcellus del grupo testigo antes de

la exposicion.
N°plaquetas
NOMBRE | o WY, V | TOTAL  xmm®

c1 102 99 90 89 101 481 4,87 x 10°
c2 80 | 100 = 98 102 95 g 48AXIO
c3 94 104 95 100 9% sg9  489X10°
c4 05 | 100 84 o7 | 101 477 | ATTX0
& 106 99 98 105 100 508 5,08 x 10°
co 93 | 104 98 95 99 sgg | 489x10°

MEDIA 4,89 x 10°

FUENTE: Datos de experimentacion.

TABLA 06: Recuento plaquetario de Cavia porcellus del grupo testigo después
de la exposicion.

N°plaquetas

NOMBRE | 1 m v Vv | TOTAL | xmm®

il 101 100 = 107 107 112 527 5,27 x 10°
w 99 99 88 | 101 | 100 | 487 487 x10°
C3 89 99 100 92 95 475 475X 10°
= 99 103 | 100 | 100 | 96 498 4,98 x 10°
C5 103 99 103 99 106 510 5,10 x 10°
C6 101 95 | 103 = 99 | 103 & 491 491x10°

MEDIA 4,98 x 10°

FUENTE: Datos de experimentacion.
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TABLA 07: Recuento plaquetario de Cavia porcellus del grupo problema antes
de la exposicién.

N°plaguetas
x mm?

NOMBRE | | Il v \% TOTAL

P4 105 101 100 97 101 504 5,04 x 10°
P6 103 113 105 105 99 525 5,25 x 10°

P8 112 92 109 100 103 516 5,16 x 10°

o | o |
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TABLA 08: Recuento plaquetario de Cavia porcellus del grupo problema
después de la exposicion.

NOMBRE | I | Il | nl | Iv | v | ToTAL N’ Pplaguetas
P2 60 = 72 71 | 63 | 73 339 3,39 x 10°

P8 61 57 56 58 56 288 2,88 x 10°

FUENTE: Datos de experimentacion.

N\
Q)\Q)\/
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ANEXOS N°08: TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA EL ANTIGENO
ANTIPLAQUETA INDUCIDO POR EL SONICADO DE PLAQUETAS,
OBTENIDOS MEDIANTE LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION
DIRECTA EN SUERO DE Cavia porcellus DEL GRUPO PROBLEMA'Y
GRUPO TESTIGO.

TABLA 09: Titulo de Anticuerpos contra el Antigeno Antiplaqueta inducido
por el sonicado de plaguetas, obtenidos mediante la prueba de hemaglutinacion
directa en suero de Cavia porcellus Grupo Problema.

TITULO DE CANTIDAD DE PORCENTAJE
ANTICUERPOS MUESTRAS

0 0 0%
1:2 0 0%
1:4 0 70%
1:8 7 30%

1:16 3 0%
1:32 0 0%
1:64 0 0%
1:128 0 0%
1:256 0 0%
1:512 0 0%
1:1024 0 0%
TOTAL 10 100%

FUENTE: Datos de experimentacion.
Se observa respuesta positiva a la presencia de anticuerpos con un alto porcentaje en el titulo 1:8
como producto de la exposicion al antigeno antiplaqueta inducido por el sonicado de plaquetas.

TABLA 10: Titulo de Anticuerpos contra el Antigeno antiplaqueta inducido por
el sonicado de plaquetas;-obtenidos mediante la prueba de hemaglutinacion
directa en suero de Cavia porcellus Grupo Testigo.

TITULO DE CANTIDAD DE PORCENTAJE
ANTICUERPOS MUESTRAS
0 6 100%
1:2 0 0%
1:4 0 0%
1:8 0 0%
1:16 0 0%
1:32 0 0%
1:64 0 0%
1:128 0 0%
1:256 0 0%
1:512 0 0%
1:1024 0 0%
TOTAL 6 100%

FUENTE: Datos de experimentacion.
No se encuentra evidencia de anticuerpos contra el antigeno antiplaqueta inducido por el sonicado de
plaguetas en muestras de suero de Cavia porcellus.
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ANEXOS N°09: ANALISIS ESTADITICO T-STUDENT DEL GRUPO

TESTIGO - PAREADO

HIPOTESIS NULA (Ho): X1 =X,
a=0,05

Ho= EI NUmero de plaquetas del grupo testigo antes y después de la exposicion son

iguales.
HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hy): X1 # X,

H,= El Numero de plaquetas del grupo testigo antes y-después de la exposicion no

son iguales.

ANALISIS T-STUDENT

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias
emparejadas

95% de

intervalo de t gl

confianza de la
diferencia

Sig. Sig.
(bilateral) | (Valor p)

Superior

PlaguetasAntes -

,10734 -1,172 5 ,294 ,651
PlaquetasDespues

Segun el analisis t-student con un nivel de confianza de 95%, «=0,05 y la diferencia
minima significativa de p>0,05; la Ho se acepta lo que indica que el nimero de

plaquetas del grupo testigo antes y después de la exposicion son iguales.
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ANEXO N°10: ANALISIS ESTADISTICO T-STUDENT DEL GRUPO

PROBLEMA -PAREADO

HIPOTESIS NULA (Ho): X1 =X,
a=0,05

Ho= EI NUmero de plaquetas del grupo problema antes y después de la exposicion

son iguales.
HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hy): X1 # X,

H,= ElI Numero de plaquetas del grupo problema antes y después de la exposicion no

son iguales.

ANALISIS T-STUDENT

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias
emparejadas

95% de intervalo de Sig. Sig.
confianza de la (bilateral) | (\Valor p)
diferencia

Superior

PlaguetasAntes -

2,38245 29,732 | 9 ,000 ,000
PlaquetasDespues

Segun el andlisis t-student con un nivel de confianza de 95%, o=0,05 y la diferencia
minima significativa de p<0,05; la Ho se rechaza lo que indica que el nimero de
plaquetas del grupo problema antes y despues de la exposicion no son iguales y

tampoco se deben al azar.
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ANEXOS N°11: ANALISIS ESTADISTICO DE GRUPOS NO
RELACIONADOS

PRUEBA F PARA VARIANZAS DE DOS MUESTRAS

HIPOTESIS NULA (Ho): X1 =X,
a=0,05

Ho= La varianza del nimero de plaquetas del grupo problema testigo y problema

después de la exposicion son iguales.
HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hy): X1 # X,

H,= La varianza del niamero de plaquetas del grupo problema testigo y problema
después de la exposicion no son-iguales.

N° plagquetas después de N° plaquetas después de

la exposicion testigo la exposicion problema
Media 4.98 2.96
Varianza 0.03368 0.07213333
Observaciones 6 10
Grados de libertad 5 9
= 0.46691312
P(F<=f) uha cola 0.20788077
Valor critico para F 0.2095353

(una cola)

Segun el analisis F para varianza de dos muestras con a=0,05 la Hy se rechaza, por lo

gue se asume varianzas no iguales.
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HIPOTESIS NULA (Ho): X1 = X

a=0,05

ANALISIS T-STUDENT

Ho= El Numero de plaquetas del grupo testigo y problema después de la exposicién

son iguales.

HIPOTESIS ALTERNATIVA (Hj): X1 # X2

H;= EI NUmero de plaquetas del grupo testigo y problema después de la exposicion

no son iguales.

pruebat para la

igualdad de prueba t para la igualdad de medias
medias
95% de intervalo
t y . Diferencia E(ljf:zf:glr de cor]flanza_ de la
g. de medias : diferencia
estandar
Inferior | Superior
No se asumen
varianzas 17,836 | 13,616 | ,000 2,02000 ,11325 | 1,77645 | 2,26355
iguales

Segun el analisis t-student cuando las varianzas no son iguales, considerando un

nivel de confianza de 95%, a=0,05 y diferencia minima significativa de p<0,05; la

Ho se rechaza lo que indica que el numero de plaquetas del grupo testigo y problema

después de la exposicion son diferentes y no se deben al azar.
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