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PROLOGO

Paradégicamente, a causa de tanto derramamiento de sangre, el hombre ha ido intere-
sdndose mis en encontrar armas de qué valerse para llegar a evitar o controlar esta
dos patoldgicos involucrados al proceso de coagulacién sangufnea. En los dltimos -
25 afios han aumentado enormemeﬁte los esfuerzos encaminados a la investigacidn de _
los complejos problemas de la coagulacidn y de la hemostasia, lo que ha conducido _
a descifrar interesantes hechos sobre el mecanlsmo de este proceso. De esta manera
ha sido posible proporcionar resultados exactos y que siendo éstos bien interpreta-
dos, permiten al médico contar con armas suficientes para disminuir con gran efica-
cia los riesgos de trombosis y prevenir o controlar adecuadamente las hemorragias.

El obtener informacién exacta y de gran utilidad, son dos cualidades de demandﬁ pri
maria en el laQOratorlo de andlisis, ademds de considerar las limitaciones por las_
que se rige cada resultado. Por ello, la fusidn entre quienes han propiciado el de
sarrolle de una metodologf{a lo suficientemente simplificada, ha permitido la aplica
cidén prdctica de cada nuevo conocimiento, y as{ disponer de facilidades apropiadas_
para estudiar las funciones plaquetarias bdsicas, incrementando al mdximo la habili

dad diagnéstica y terapéutica de las afecciones hemorrdgicas y trombdticas.

Una de las finalidadesbdel presente trabajo es la de facilitar la utilizacién de
uno de los exdmenes que evaltan el funcionamiento plaquetario, contemplando los re-
sultados obtenidos mediante la técnica de la agregacidn plaquetaria. Dichos resul-
tados provienen de donadores de sangre profesionales y de pacientes con distintos _
desdrdenes hemostdticos. A partir de datos recopilados en los ultimos 5 afoe de
exdmenes efectuados en el Laboratorio de Coagulacién del Hospital General del Cen -

tro Médico Nacional, I.M.S.S., se esperan encontrar valores normales de agregacién_



plaquetaria caracter{sticos de una funcién normal de las plaquetas o bien un trans-

torno especffico.

De ser ésto efectivo, significard la respuesta a la inquietud de encontrar valores_
que estimen la relacidn que exista entre los distintos desdrdenes hemostdticos y la
conducta tfpica de su funcién plaquetaria que pueda entrafar tal estado de anormali

dad.



INTRODUCCTION

La hemostasia es el conjunto de mecanismos y procesos que dentro de un estado de

funcionaliaad armonioso tiene como finalidad el mantener la sangre en circulacién _
1fquida dentro del sistema vascular, evitando extravasaciones ya sea de origen es -
pontdneo o traumdtico (13). Como ley de la naturaleza, el equilibrio dentro de ca-
da sistema es consecuencia de procesos éptimos; de esta forma, en términos de hemos
tasis, la salud viene a presentar un armonioso equilibric dependiente de 2 fenéme -

nos: hemorraglas y trombosis.

La hemostasia es un proceso que posee un delicado balance en el que participan por_
un lado factores procoagulantes (elementos celulares del endotelio vascular, plaque
tas y los faotores plasmiticos), y por el otro, inhibidores naturalea. Este fendme
no mantendrd la integridad vascular, evitard las extravasaciones sangufneas esponté
neas, no permitird la potenciacidn de hemorragias, mantendrd la sangre en circula -
cién 1fquida y ademds precisard y limitard el procesc de coagulacién estrictamente_
en el drea donde se produjo la lesidn del endotelio vascular (13, 16). En el estu-
dio de la hemostasia, el interés se concentra entonces en disminuir los riesgos de_
trombosis (funcidn aumentada de los factores vasculares, plasmiticos y/o de.las pla
quetas) y prevenir, disminuir o curar las hemorragias (funclones aumentadas de inhi
bidores naturales, o disminucidn considerable de los factores plaquetarios, vascula

res o plasmiticos).

La importancia de la coagulacidn sangufnea ha sido reconocida desde varios sigles _
‘atrés y cada nueva contribucidn ha servido para aclarar cada vez mejor las leyes

por las que se rige su funclonamiento. Con base a estos recursos, se ha aventajado
un poco mds en el aspecto fisioldgico que Juegén las plaquetas, gracias al descubri
miento de una importante clase de sustancias con actividad bloldgica: las prosta -
glandinas, que vinieron a trazar un puente decisivo en 1la investigacién. Identifi-
cadas inicialmente por su accién vasopresora y su efecto sobre la musculatura lisa,
han demostrado también tener participacldn sobre muchos procesos bioldgicos impor -
tantes, ya que parecen actuar como meduladores del metabolismo intracelulér y muy __
posiblemente como reguladores sistemfticos. Su descubrimiento va deade 1933, pero_
solamente hasta la década de los afios 70 su valer en la hemostasis ha tomado un pa-

pel y participacidn indicutibles (7, 16).

La existencia de las plaquetas no se establecid definitivamente hasta fines del si-
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810 XIX, cuando se encuentra que su funcién estd asociada a la hemostasis y coagula

cidn; pero el papel exacto que éstas juegan se logra descifrar al fin, hasta la dé=
cada de los afios S0 (35).

En los Ultimos 40 aflos se ha desencadenado una etapa acelerada de experiencias e in
vestigaciones que van encaminadas a dilucidar muchas de las incdgnitas por la fisio
logfa y patologfa plaquetaria; de esta manera, ha sido demostrado que las plaquetas
~células complejas de enorme capacidad metabdlica y poseedoras de miltiples consti-
tuyentes intracelulares espec{ficos- lejos de ser corpisculoes circulantes de funcio
nes imprecisas, desempeiian un papel fundamental en la preservacién de la hemostasia,
y contribuyen notablemente al soporte nutricional del endotello vascular {14, 15).

El interéa por los trastornos de la hemostasia dependientes de las funcliones cuali-
tativas de las plaquetas ha venido en aumento gracias a las descripciones de los mé
todos utilizados por Born para estudiar la agregacidn plaquetarta en el afo de 1962
(5, 8, 23). Tales acontecimientos han permitido la utilizacidn de una técnica in _
vitro para estimar cuantitativamente la accidén de las plaquetas en el proceso de
agregacién. El campo de la indicacidn de la agregacidn plaquetaria se amplfa cada_
vez mds en el drea de investigacidn pero no ha sido abordada completamente por el _
laboratorio de andlisis de rutina; sin embargo el significado fislopatoldgico de
tal determinacidn plaquetaria se ha podido asociar a disfunciones plaquetariag cua-
1{tativas tanto congénitas como adquiridas, mismas que estdn entrelazadas a fenéme-
nos trombdticos por un lado ¥y a algunos sindromes hemorrdgicos por el otro (4, 15).
Sin embargo, los trastornos heredados del funcionamiento plaquetario son relativa -
mente raros. '

La utilizacién y perfeccionamiento de la técnica de agregacidn Jjunto con el surgi -
. miento y desarrollo de conocimientos de las prostaglandinas dentro del proceso de _
coagulacién, permiten investigar de una manera profunda y definitiva el cardcter
funcional plaquetario del paciente que se sospecha el origen de su enfermedad a una
fnsuficiencia plaquetaria.

Como recurso para el disgnéstico fino de padecimientos hemorrdgicos, la agregacidn_
plaquetaria responde a la importancia que tiene el contar y .tener a disposicidn laa
armas que sugiere decisiones rdpidas, que a su vez sean apoyadas por diagndsticos _
acertados. Por ello ha de selecclonarse para un paciente con problemas hemostdtji-
ticos las pruebas de coagulacidn que le sean de utilidad diagndstica y que siendo _
éstas de un cardcter lo suflcientemente reproducible y sensibles, proporcionardn

las .deducciones acertadas enla identificacidn del trastorno hemorrdgico deque setrate.



CAPITULO 1

GENERALIDADES, FISIOLOGIA DE LA HEMOSTASIA

El proceso hemostdtico en su conjunto se encarga de establecer el mecanismo que asegu
ra mantener la sangre en condiciones dptimas y constantes, proporcionando que su par-
ticipacidn fisiolégica no se vea interferida a lo largo de todo el drbol vascular.

En la sangre circulante parece existir un equilibrio entre las fuerzas que actian pa-
ra estimular todo el proceso de coagulacidn y las fuerzas que tienden a retrasar tal_
proceso o a inhibir su accidn (13, 16, 2B). Este equilibrio mantiene a la sangre en_

su estado fluido.

Cuando hay dafio vascular o cuando se extravasa sangre del lecho vascular, se rompe es
te equilibrio en favor de la activacidn del mecanismo que conducird a la coagulacién_
Justamente a la zona de dafio, siendo responsable la interaccidn ordenada de tres ele-

mentos: vaso dafiado, plaquetas sangufneas y protefnas plasmdticas (1).

A1 lesionarse un vaso, las plaquetas se adhieren a la pared de éste, sobre la superfd
cie endotelial que queda expuesta; se forma un pequefic tapdn que no se extiende mis _
alld del sitio de la lesidn y que, al cabo de poco tiempo, evitard que siga sangrando.
Con una consiguiente activacidn del proceso de coagulacidn, este mecanismo motivard _
la formacidn de fibrina sobre el tapdn formado por las plaquetas asegurando as{ la es

tabilizacidn del codgulo.

Desde que empieza el primer est{mulo del sangrado, hasta que éste se logra detener
completamente, van sucediendo una serie de eventos en losvcualea las plaquetas inter-
vienen en un mecanismo que estd sujeto a interacciones ordenadas y espec{ficas. Es _
probable, como as{ lo ha demostrado la marcha de muchas investigaclones (1, 19, 22, _
30), que las plaquetas intervengan en todas las fases de la coagulacidn. Estas no
son eficlentes solamente a nivel de la lesidn durante la formacidn de un tapén plague

tario, sino que también liberan factores que favorecen la vasoconstriccidn para esti-



mular la coagulacién de la sangre y asf asegurar la solidez del codgulo neoformado. _
La adecuada interaccidn que pueda ocurrir entre los factores plaquetarios, los vascu-

lares y los plasmdticos, serd responsable de una hemostasia efectiva.

El proceso global es diffcil separarlo para estudiar cada una de sus etapas, sin em -

bargo, de una manera diddctica, se puede separar el mecanismo en dos partes:

- Hemostasia primaria, en la que hay participacidn del capilar lesionado y las pla

quetas.

- Hemostasia secundaria, conocida también como la fase de coagulacidn plasmdtica o

bioquimica, se proyecta bajo una serie de compuestos protefnicos con actividad _
enzimdtica, llamados factores plasmdticos y que logran completar el proceso coa-

gulativo,
Los eventos que tienen lugar en la hemostasia primaria son:

a) Contraccidén del vaso lesionado y exposicidn del subendotelio.
b) Adhesividad plaquetaria.
¢) Etapa de agregacidn plaquetaria.

d) Etapa de liberacidn plaquetaria.

De aquf en adelante contimja el conjunto de elementos que intervienen en la hemosta -
sia secundarfa, durante la cual la formacidn de fibrina reforzard y consolidard el ta
pén hemostdtico primario que se formé en la primera etapa. Entonces, dentro de la he

mostasia secundaria ocurrird:

e) Coagulacidn del plasma (generacidn de tromboplastina, despuds la formacidn de

trombina y por udltimo la generacidn de fibrina).

f)} Activacidn del sistema fibrinolftico o mecanismo de fibrinolisis.



A) HEMOSTASIA PRIMARIA

Esta etapa tntroductiva representa el primer paso que se pone en juego para detener
una hemorragia y en ella.participan como y se ha dicho el capilar y las plaquetas._
El orden dentro de un tiempo espec{fico de cada una de las fases que intervienen, _
tienen una importancia determinante para que todos los demds eventos posteriores, -
que vienen a ser estimulados por los primeros, no retarden ni acorten el perfodo de
actividad de cada pasc. Actualmente, se conocen bastante bien las funciones de los
tres elementos principales de la hemostasia: factores vasculares, factores plaque-~

tarios y factores plasmiticos (10).

1. Factores vasculares:

En condiciones normales el 1fquido sanguinec y las células que lo conducen son con-
tfnuos y no reaccionan ni interactian con las células endoteliales del vaso. Cuan=-
do el vaso permanece intacto, tanto elementos celulares que son transportados en la
sangre, como las paredes del endotelio vascular, poseen una carga negativa en sus -
membranas (potencial "Z" o zona de interfase) que impide la aglutinacién espontdnea
entre ellos. Se ha visto que la carga negativa que poseen la membrana plaquetaria_

obedece a la presencia del dcido sidlico, N-acetilneuramfnico. (13, 33).

Por otra parte, cuando los vasos lesignados son de muy pequeiio calibre, no siempre_
se necesita la coagulacidn plasmftica para contener el flujo de sangre al exterior.
Bajo éstas circunstancia el mecanismo de la hemostasia puede limitarse a fendmenos_
que caracterizan el tiempo parietal, como es corriente observar en los animales in-
feriores desprovistos de protefnas coagulables. En otros casos, sélo cuande coined
den los elementos favorables, el mecanismo tendrd su marcha comin hasta el codgulo_

de fibrina en el contorno vascular.

Las arteriolas y vénulas estdn constituidas en el interlor -en el endotelio y suben

dotelio- por membrana base, tejido eldstico y fibras de coldgeno; la parte media es
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td compuesta de misculo liso, fibras de coldgeno y fibrablastos; y, finalmente, la
parte exterior la componen los fibroblasteos y fibras de coldgeno.

Como respuesta inmediata a la seccidn de un vaso, acontece una respuesta vasopreso-
ra local cﬁya proparcién varfa en magnitud y en tiempo. Esto ocurre para reducir _
el calibre de la abertura y como promedio la hace adquirir un didmetro de aproxima-
damente 30%. La reduccién de la abertura es mucho mds acentuada a nivel de las ar-
teriolas periféricas, ya que por sf solas estdn capacitadas para producir una con -
traccién completa en deﬁerminado momento y asf evitar el flujo de sangre (10). Por
otro lado, la sangre que escapé del vaso también contribuye a evitar mds pérdida de
ésta de una manera mas bien accidental: la sangre que escapa y que después se en -
cuentra ya en el espacio intersticial, es decir, entre las células adjuntas y vasos
daflados, apoyard a la estasis circulatoria, ya que facilita de esta forma, que la _
plaqueta (que normalmente se encuentra en circulacién en este lugar) se adhiera a _

1a superficie lesionada y continue as{ su aceidn.

En esta fase vascular el flujo de sangre estd reducido en el lugar del trauma por _
dos mecanismos: vasoconstriceidn local, que es una respuesta inmediata a la lesidn,



y, una presidn mecdnica sobre los vasos leslionados por la extravasacidn de sangre a

los tejidos de alrededor (21).

La vasoconstriccidn es producida por 2 vias diferentes. Una es refleja, primaria,

que es de tipo nervioso y la otra es secundaria, hormonal, inducida por mediadores

quimicos vasoconstrictores, especialmente las que tilenen las propias plaquetas. Lla .
intensidad y duracidn de la primaria varfan de acuerdo a la naturaleza y calibre del
vaso lesfonado perc siempre es breve; en cambio la secundaria es de cardcter completa
mente hormonal y releva a la primera, producida por la liberacidn de la adrenalina, _
noradrenalina y serotonina, mismas que son transportadas por las plaquetas y que ha -
cen su accidn cuando ge han adherido éstas tiltimas al endotelio vascular lesionado. _
No es imprescindible que ocurra la vasocontriceidn en la hemostasia, pero en determi-

nados lugares como las arterias su significado funcional es critico.

Por cierto, cuando existe una disfuncidn capilar o una hiperfragilidad de los vasos _
sangufneos, pueden propiciarse hemorragias espontdneas graves dando lugar a pﬁrpuras~
de tipo petequial. Esta fragilidad puede ser valorada por la prueba del lazo (humpel
~Leede) consistente en una presidn positiva conoeida, aplicada a los capilares, obaer
vando clinicamente la -aparicién de petequias en una zona distal sobre un didmetro co-
. nocido en el antrebrazo. La sensibilidad de esta prueba sdlo alcanza trombocitopenias
ﬁoderadas, en defectos graves de calldad plaquetaria, en problemas de fragilidad o

permeabilidad capilar (10, 13, 17, 28).
2. Factores plaquetarios:

£1 hablar de la importante {ntervencidn que tienen las plaquetas en la detencidn del_
escape de sangre, sin tener bien entendido el papel de su origen y de su estructura,
el correcto estudio del mecanismo de la hemostasia quedaria incompleto. Por ello con
viene facilitar su comprensidn mencionando algunos aspectos de indiscutible lmportan-

cia®
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Las plaguetas :

a) Descripeidn y aspecto:

Cuando al 1fquido sangufneo se le afade un anticoagulante adecuadv, puede apreciarse_
que las plaquetas representan svlamente del 1 al 2% del volimen total de la sangre. _
Las plaquetas son redondas u ovales, de 2 a 4 micras de didmetro: en realidad su mor

fologfa es variable segin su estado funcional.
b) Produccidn :

Las plaquetas se originan a partir de la serie megacarioc{tica, (que son las mayores__
de todas las células hematopoyéticas y surgen del mismo hemocitoblasto,como los granu
locitos y las células eritroides), pero también en otros tejides incluyendo al pulmo-
nar (24, 28,35). El tiempo de transicidn de megacariocito a plaquetas en el hombre,_

lo introdujo Aster en 1972, y éste corresponde ser de 4 a 5 dfas.

En estado normal su nimero en la sangre periférica varfa segin el métodu empleado pa-
ra valorarlas, pero en términos generales se considera que va de 15 = 45 X 109. Una_
vez liberadas por la médula dsea envejecen lentamente en la circulacidn y mueren en -
tre 8 y 11 dfas si éstas no han sido consumidas en acto de servicio; aléunas de

ellas se emplean probablemente para mantener la integridad vascular y taponear las le
siones vasculares y otras parecen eliminarse por el sistema retfculo endotelial cuan-
do envejecen. Es importante mencionar que su nimero en la sangre periférica se man_-
tiene constante por un equilibrio dado por las actividades trombopoyéticas (ACTH u
hormona adrenccorticotrdpica, corticoldes, factores viscerales, nervivsos y humorales)
y la accidn frenadora del bazo. Las cifras bajas ~trombocitopenia- las hallamos en

el curso de muchas enfermedades agudas constituyendo muchas veces un hallazgo detecta

do sin traducecidn clinica hemorragf{para.

c¢) Constitucidn plaquetaria :

Las plaquetas estdn constituidas por la mayor parte de los componentes celulares excep
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"to DNA. Su poblacidn de fragmentos citoplasmfticos es bastante heterogénea. Se dice
que tal heterogeneidad de volumen y composicidn es probablemente un reflejo de la —
edad de 1a plaqueta. El tamaiio de las plaquetas va en relacidn inversa a su edad, re
presentando a los elementos mds jévenes los madrotrombocitos; su vida media (de 8 a _

11 dfas) fué un importante dato que se encontré al marcarlas con cromo-51 (32, 35). _

Las Plaquetas mds chicas son mds ligeras y seguramente las mis viejas.

La composicidn qufmica de las plaquetas es especlalmente de protefnas, l{pidos y capr-
bohidratos: Llos carbohidratos presentes basicamente son integradeos por polisacdridos
y heterosacdridos. Las protefnas son el constituyente mfs importante; el 13.5% lo -
forma el fibrindgeno, el 25% dél cual se encuentra en las fracclones granulares, mien
tras que el resto es extracelular. Se encuentran también protefnas plasmdticas que -
permaneciendo en la membrana plaguetaria no son intracelulares, y que ademds es dif{:
cil separarlas o desprenderlas mediante lavado, éstas son: Inmunoglobulinas IgG e —
IgM, plasmindgeno y factores V, VIII y XI; el factor plaquetario 2, conocido también_
como factor activador del fibrindgeno, y el factor plaquetaric 4 ( ¢ antiheparinico)_
son verdaderas protefnas plaquetarias y no substancias adsorbidas del plasma. Por -
otra parte, a los 1fpidos se les encuentra de tres formas en general: los fosfolf{pi~
dos forman el 76% de los lfpidos totales, las grasas neutras el 20%y las lipoprotef-
nas el 4%; el factor plaquetario 3 es probablemente una lipoprotefna que forma parte=-
de la membrana plaquetaria y que se hace disponible para las enzimas de la coagula -~
ecidn ¥y cofactores del plasma como consecuencia de la agregacidn plaquetaria de un _
trauma de las mismas. El componente activo es el fosfol{pido, que acelera la coagula

c¢ién del plasma actuando tal vez como una superficle de catdlisis.

Lag plaquetas contienen ademds nucledtidos de las bases pliricas y pirim{dicas, y son-
capaces de mantener un gradiente catidnico entre ellas para mantener su punto 1suelé3
trico normal. El poderoso constrictor de la musculatura lisa, la serotonina (5-hidro

xitriptamina) se halla presente en las plaquetas y no en el plasma. Después de la -~

coagulacién o de la sgregacidn plaquetaria, del 20 al 25% de la serotonina total de -
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la plaqueta es liberada hacia el plasma. Las plaquetas adquieren la serotonina gra -

cias a un proceso de transporte activo que requiere energfa (32).

Vistas al microscdplo se les pueden identificar tres zonas:
- Membrana. Doble, permeable a las concentraciones dei citoplasma.

- Hialdmero. Opticamente vacio en apariencia, contiene vacuolas y protefnas con

actividad espec{fica.

- Granulémero. Situado en la parte central, constitufdo por microestructuras co-
munes con obtros citoplasmas, cuenta con dos tipos de elementos redondeados: Los gréy
nulos alfa y loa grdnulos beta. Los primeros son densos y representan el substrato _
de la actividad trombopldstica (factor 3 fosfolipfdico), los segundos son claros. El
contenido de los grdnulos se secreta cuando las plaquetas han sido estimuladas. A es
tas tres zonas visibles se les ha afadido otra zona de "actividades risioldgicas”,

ubicada en la periferia y que corresponde al sitio donde se encuentranles factores

plasmdticos de la coagulacidn y otras substancias adsorblidas en la cara externa de la

membrana, lo que constituye lo que Roskam llamé "atmésfera periplaquetaria".

Por otro lado, también se intentd dividir las zonas estructurales estableciendo en ca

da una de ellas alglin aspecto especifico de la funcidn plaquetaria:

- La zona periférica, que estd implicada sobre todo en la adhesién.
- La zona de sol-gel, a la que se asocia principalmente la contraccién plaquetaria.
- La zona de organelos, involucrada a funciones de secrecidn.

A continuacifn se presenta cuadro explicativo:



COMPbNENTES ESTRUCTURALES DE LA PLAQUETA

2ONA _PLAQUETARIA

COMPONENTES DE CADA ZOHA

PERIPERICA

Ravestimiento externo (RE)
Membrana trilaminar (MT)

Area submembranoasa (ASM)

Si{atema canicular ablerto (SCA)

PE SOL-GCEL

Microtdbulos (MI)
Mierofilamentos

DE ORGAHNELOS

Sistema tabular denué (STD)
Grdénulos de glucdgeno (GLU)
Hitocondrfas (M)

Crdnulos alfa (Coc)

Cuerpos densos (CD)

Ilustracién N@ 2
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Analizando a la plaqueta de afuera hacia adentro vamos encontrandv: un pequefio halo_
birrefringente que la rodea, conocido como atmdsfera periplaquetaria, destacando la _
presencia de los factores de la coagulacidn. Le sigue una membrana lipoprotéica for-
mada en el interior por un sistema de poros y microtibulos. Mas internamente se en -
cuentran aclmulos de protefnas entre las cuales estd la trombostenina. Posteriormen-
te se identifica el hialdmero por una zona clara, el cual posee adrenalina, depdsitor
de glucdgeno y factores plasmiticos procoagulantes. Finalmente, en la parte central
se encuentra el granuldmero conteniendo a los dos tipos de grdnulos, los electroden -
sos llamados beta y los no electrodensos llamados alfa; es precisamente en vstos gré-
nulos en donde se encuentran los fosfolfpidos plaquetarios, de los cuales los mas im-
portantes son el 3 y el 4, que participan en el mecanismo plasmitico de la coagula --

cidn.

Los grdnulos densos contienen una mezcla concentrada de seretonina, calclo y los nu -
cledtidos de ADP y ATP. Los grdnulos alfa, mds ligeros y mds numerosos que los den -
sos, contienen distintas protefnas probablemente sintetizadas en los megacariocitos;_

as{ mismo, las plaquetas carecen de ribosomas (13, 24, 35).

Cuando las plaquetas plerden su propiedad circulante y se transforman en organismos _
acbiﬁos teniendo a la metamorfosis viscosa, sufren una serie de cambios. La plaqueta
pierde su regularidad, emiten pseuddpodos de su citoplasma y sus grdnulos tienden a _
agruparse en el centro del hialoplasma; el haz de tibulos sufre un proceso de distor

cidn o desaparece (35).

Las plaquetas poseen una serie de componentes que pueden ser propios o adquiridos:

Los factores propios son exclusivamente de origen plaquetaric y se liberan a su mediou
ambiente durante la metamorfosis viscosa o artificialmente tras la lisis de las célu-
las durante la congelacidn. Los mds importantes son: los factores trombocfticos 2,
3y 4 ylatrombostenina. El factor 4 plaquetarioc contrarresta la accidn de la hepa=-

rina, mientras que la trombostenina efectda la contraccidn inducida por la ATP-asa pa

ra la metamorfosis viscesa y la retraccidn del codgulo, a partir del estfmulo prove -
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nlente de indicios de trombina. Los factores adquiridos, por su parte, representan a
las protefnas biolégicamente activas o sustancias qufmicas no elaboradas por las pro-
pias plaquetas, pero que presentes en el plasma, se adhieren mas o menos fuerte a su
superficie (factores adsorbidos); o incluso pueden penetrar algo mds adentro del eito
plasma (factores absorbidos). Entre los factores absorbidos se encuentra con la sere
tonina, adrenalina, noradrenalina, una protefna semejante al fibrindgeno y el factor-
XIIT; mientras que en los factores adquiridos se encuentran: los factores II, V, -~

VIII, IX y X y las antiplasminas (1, 12, 35).
d) Metabolismo y obtencidén de energfa :

Por carecer de nicleo, las plaquetas no contienen ADN y muestran una escasa propiedad
de sintesis de protefnas; no son capaces de reproducirse pero poseen una importante -

4actividad metabdlica (1); por ello no son particulas inertes.

Para su metabolismo poseen enzimas de glucélisis aerobis, anaerobia y del ciclo de_
Krebs en su tarea de almacenar energfa, ya que ésta se requiere para su actividad de_
iones, procesos endergdnicos, y ademds para cumplir necesidades de almacenamiento de_
cantidades suficientes de ATP plaquetaﬁio utilizable en las reacciones de liberacidn_
y fagocitosis de la plaqueta, as{ como en la agregacidn plaquetaria (25, 33). La pro
ducecidn de ATP por un mecanismo oxidativo depende de la existencia de mitocondrias

normales. Su ciclo de dcidos tricarboxflicos también contribuye a la formacién de

ATP conjugando la oxidacidn de la glucosa en la fosforilacidn del ADP.

Las plaquetas son capaces de convertir el 55%.de la glucosa y el glucdgeno en lactato
a través de la via de Embden-Meyerhof. Son as{ mismo capaces de transportar y oxidar
manosa, fructosa, galactosa, piruvato, xilosa, ribosa y sacarosa. El ritmo de las

plaquetas en el proceso de la glucdlisis con glucosa ahadida es aproximadamente 13 ve
ces superior a la que corresponde a los eritrocitos, y 4.7 veces superior al mﬁsculo_

estriado de los primates. La glucogendlisis es otra potente via que representa apro-
ximadamente el 56% del flujo glucolftico tanto en presencia como en ausencia de gluco

sa. Las plaquetas grandes y pesadas (jdvenes) liberan menos ADP que las pequefias y _
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ligeras (viejas) despuds del choque osmdtico; mientras que las jévenes liberan mds
ADP despuds de la exposicidn a algunus agregantes tales como trombina, adrenalina o _

ADP (32).

Se ha sugerido que la importante cantidad de AMP-cfelico plaquetario controla el eg-
tado de agregacidn de las plaquetas (16, 32). Por otra parte, los inhibidores de la_
fosforilacidn oxidativa, tales como la oligomicina, antimicina, 2.4~ dinitrofenol y
malonato, han inhibido parcial o completamente la funcidn metabdlica de las plaquetas.
En general, las investigaciones han sugerido la necesidad de las plaquetas de produ -
cir ATP para las siguientes funciones: retraccidn del codgulo, agregacidn plagueta -
ria inducida por ADP y otros agentes agregantes, transporte activo de potasio, capta-
eidn activ; de serotonina y adrenalina, transporte activo de gliecina, dcido glutdmico
y dcido alfa-aminoisobut{rico, ademds las de mantener y proteger la fisonomfa plaque-

taria caracterfstica.
a) Funciones de las plaquetas :

Las plaquetas cumplen con tres funciones principales para detener el escape de sangre
de los mismos lugares que la contienen : laagregaciony la formacidn de un tapdn
hemostdtico, la actividad tromboplastinica y la retraccidn del codgulo (28). Estas _

funciones se desglosan en un marco de varias etapas en las que predominan:

- Aposicidn y adhesividad de las plaquetas respecto a las paredes capllares agrie-
tadas.
- Conglutinacién entre ellas para formar un trombo oclusivo (agregacidn),
- Liberacién de substancias vagsoactivas.
- Inicio de una pequefia coagulacidén hasta formar algunas moléculas de fibrina.

- Liberacidn de fermentos coagulantes y la retraccidn de éste.

El papel de las plaguetas como defensor primario ¢ inmediato de la integridad vascu -

lar se manifiesta en tres accfones principales: adhesidn, liberacidn y agregacidn.



- ADHESIVIDAD

Al lesionarse ¢l capilar, éste se contrae inmediatamente (factor tisular). Esta re -
duccidn de calibre frena inicialmente la rdpida salida de sangre y lentifica la cirey
lacidn en esa zona favoreciendo que los elementos formes de ella, principalmente las_
plaquetas, puedan ponerse en contacto con el subendotelio dafiado. La adhesividad pla
quetaria se define como la capacidad que tienen las plaquetas de adherirse a superfi-
cies extrafias, en este caso a la propia coldgena. In vitro las plaquetas tienen la _
propiedad de adherirse a las paredes, independientemente que sean hidrdéfobas, y de

desplegarse, aumentando as{ su superficle inicial. In vive, inmediatamente de la le-
8idn del vaso, en pocos segundos las plaquetas se adhieren a las fibras subendotelia-
les del tejido conjuntivo expuesto por el dafio de su estructura, es decir, la colégg;
naby la elastina del subendotellio vascular entran en contacto con los elementos que _
en un principio se repelfan entre sf y que circulaban gracias a ello en el torrente _
sanguineo, y se produce entonces una interaccidn que es producto de una diferencia

electrostdtica: En la molécula del coldgeno existe un radical amino con carga franca
mente positiva en la posicién épsilon de la molécula; ésto pondrd una diferencia de _
cargas entre las plaquetas (que poseen una carga negativa habitualmente) y el borde _
del capilar lesionado, ocasionando una unidn eléetrica entre el borde roto del capi -

lar y la membrana plaquetaria (9, 13, 35).

Este fendmeno de adhesidn no es exclusivo de las plaquetas, ya que ha podido observar
gse también en partfculas inertes (tinta china, grdnulos de sulfato de bario); por_
ello se ha postulado que Se trata de un proceso primeramente f{sico relacionado con _

la diferencia de carga electrostdtica.

En este momento, se pone en marcha ademds un segundo proceso: la pared del vaso le -
sionado contiene un factor tisular (tromboplastina tisular), que liberado por ocurrir

se la lesidn del propio vaso, inicia la coaguiaeién sangufnea por la via extrinseca.



- AGREGACION

Las plaquetas reaccionan con las paredes del vaso en el sitio que queda expuesta la_
coldgena y las microfibrillas. Sélo transcurren unos dos o tres segundos desde que_

se secciona el vaso hasta que se inicia la adhesidn.

8610 las primeras plaquetas presumiblemente se adhieren al coldgeno puesto al descus-
bierte (32), es decir, sdlo las plaquetas de la primera sangre derramada hacen con -
tacto con los labios del corte; las siguientes contactan unicamente con esa primera_
capa que quedd adherida antes. Asf, la unién de las plaquetas en distintas capas su
cesivas e3 1o que se conoce como "agregaclén plaquetaria®, que se define como capaej

dad que tienen las plaquetas para unirse entre si.

En las plaquetas estimuladas, ya sea por la liberacién de trombina a partir de la le
8ién o por la adhesidén al coldgeno, ocurre una transformacién morfoldgica en su ana-
tomfa, que termina por darle a la plaqueta una forma redondeada con emisién de pseu-
dépodos, lo que determinard su adherencia entre s{. Durante este proceso la s(ntg -
sis de prostaglandinas originadas por un componente de la membrana plaquetaria (el _
dcido araquidénico), hard posible que se libere el ADP intraplaquetaric. Tal acaonte
cimiento induce a pensar que es precisamente la propledad que tienenklas plaquetas _
para que el mecanismo sea 1o suficlentemente efectivo para que logre detenerse el es

cape de sangre.

Se propuso estandarizar la interpretacién de los pardmetros de agregabilidad plaque~
taria; con esta base, se establecid una teor{a que enuncia la secuencia evolutiva de
este proceso que consta de dos fases distintas tanto en magnitud como en la manera _
de desencadenarse por diferentes estfmulos: En un primer estad{e, una gran varledad
de estfmulos agregantes tanto in vivo como in vitro son todos capaces de condicionar
bajo mecanismos miltiples una unién reversible de las plaquetas; como consecuencia _

de esta reaccidn inicial que afecta a la membrana, se producen estimules capaces
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3 eventos principales se llevan a cabn cuando sobreviene una lesidn:

a) Contraccidn vascular; que puede disminuir 1a abertura de la lesidn por lo me -

‘nos por un tiempo corto.

b} Migracidn plaquetaria; las plagquetas se adhieren al coldgeno y demds componen-

tes subendoteliales y se agregan formando un tapdn pladuetario (trombo reversi

ble atn}
A éstos dos primeros pascs se les conoce comd hemostasia primaria.

c) Coagulacidn; mecanismo complejo que terminard en la formacidn de fibrina, la _
misma que dard al tapén primario caracterfsticas de firmeza y condiciones irrg

versibles.

Ilustracién Ne 3



20

VASO NORMAL ’ DARQ HEMOSTASIA
ENDOTELIO ADHESION SEGUNDA
NORMAL PLAQUETARIA AGREGACTION
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Se presenta la evolucidn de las alteraciones plaquetarias partiendo de las plaquetas
circulantes en un vaso normal, a saber: adhesidn, agregacidn primaria, reaccidn de -

liberacidn, agregacidn secundaria y participacidn en la formacidn de librina.

Ilustracidén Ne 4
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de propiciar la liberacién plaquetaria de ADP, el cual, mediante su efecto caracte -
ristico, es el responsable de la correspendiente segunda onda de agregacién, eata
vez de caracterfsticas irreversibles y de magnitud siempre mis alta. Los trazos de_

la primera y la segunda onda obtenidas son relativamente fdciles de distinguir.

Queda claro que una vez que el ADP intraplaquetario es liberado desde las plaquetas_
a consecuencia de la degradacidn del ATP, acompafiado de la expulsidn de catecolami =~
nas vasoactivas y los fosfolfpidos plaquetarios, serd posible entonces una aglutina-
cién de elementos plaquetarios vecinos. As{, por un mecanismo de reaccidn autolimi~
tado y automantenido que ocurre entre la periferia de la membrana plaquetaria y el -
subendotelio vascular lesionado, se Formardn pequeiios conglomerados, cuya ;;;cién

constituird 1o que Hallem 1lamé clavo hemostdtico (24). Existen teorfas que han supr
gido a causa de encontrar un mecanismo acertado de este proceso. Una de ellas propo
ne la existencla de receptores espec{ficos para la mayorfa de 1os agentes agregantes
en las membranas plaquetarias, con los cuales interactudn, poniendo de manifiesto, -
por un lado, la liberacidn del dcido araquidénico que conduce a la sfintesis de com -
puestos prostaglandinicos cuya participacién incrementa la agregacién plaquetaria y,
por el otro lado, la teoria de que por efecto de la bomba de calcio se provoca un

flujo de los iones de caicio hacia el interior de la plaqueta; asf, los dos hechos _
conducen a que tenga lugar la activacidn de la enzima ATP-asa (presente también en -
la membrana plaquetaria) que teniendo como substrato el ATP, lo degradar4, obtenien-
do asf la energfa necesaria para que la protefna contridctil (trombostenina) se con -

traiga y logre as{ expulsar su contenido granular.

Como productos de tal expulsidn nos interesan: a)- La liberacién del ADP intrfnseco
que producird la segunda onda de agregacidn; b)- la liberacidn de aminas vasoacti -
vas, que aumentardn y relevardn la contraccién vascular iniclada anteriormente; y

@)~ la liberacidn de los factores 3 y ¥ plaquetarios para su participacién en la he-

mostasia plasmdtica.
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- LIBERACION DE SUSTANCIAS VASOCONSTRICTORAS

La expulsién de constituyentes plaquetarios ha sido llamada "reaccién de liberacién",
proceso que requiere energfa y que es similar a los proceses secretores de otras cé-
lulas. Conservando no obstante su individualidad, las plaquetas son presas de pro -
fundas transformaciones sucedidas cuando el trombo, solidamente fijade a los lakios_
de la herida vascular, continda asegurando un relleno de gran eficacla ain provisio-
nal y dependiente de la accién mecdnica. Los cambios ffsicos y anatémicos plaqueta-
rios que se dan lugar en la hemostasia han sido designados cemo "metamorfosis visco-
sa", que bdsicamente es un fendmeno activo que pondrd en juego las potentes reservas
energéticas que poseen las plaquetas en forma ATP. La metamorfosis viscosa queda de
finida entonces como los cambios morfolégicos bloquimicos y funcionales que sufren _
las plaquetas durante la formacidn del trombe hemostdtico (24, 32). Las medificacio

nes morfoldgicas que ocurren son:

~ Cambio de forma, de discoldea a esférica.

~ Degranulacidn, agregacidn y emisién de pseudépodos.

- Liberacién de serotonina, histamina, adrenalina, noradrenalina, factores_
3 y 4 plaquetarios, ADP y proactivador del plasmindgenc.

Por otra parte, los fenémenos bioquimicos mds sobresalientes son:

- Estimulacién del mecanisme glucolftice.
- Degradacidn y sintesis de ATP (24, 25, 32).

-~ Formacidén de AMP-cfclice (lo que conducirfa al ajuste o modulacién del
proceso global, (16, 24), o de activacidn automdtica.

- Activacidn de la trombastenina para la vasoconstriccidn.

La a‘ecrec16n de sustancias qufmicas como ciertos factores que fueron adsorbidos (sus
tancias qufmicas biloldgicamente activas que no son elaboradas por las plaquetas) se_

liberan en el medio ambiente durante la metamorfosis viscosa.



SUITANCIAS VASOACTIVAS LIDERADAS POR LAS PLAQUETAS
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HECANLCA DE LA INTERACCION PLAQUETARIA EN Ut VASO DARADO:
CCHTACTO: Con la pared del vaso dajfiado; APIETION: Al tejido conectivo subendolellal; CANDBIO DE =
FONMA: Para cubrir la superficle del vaso dadado; LINENACION: de multiples componentes plaquetarios;

AGNEGACTON: de muchas plaquetss para formar un tapdn efactivo. impldiendo wayor pérdida de sangre.

Ilustracidn N2 5

23




24

B) HEMOSTASIA SECUNDARIA

3. Factores plasmdticos :

El proceso de la coagulacidn resulta ser un mecanismo de activacidn enzimdtica en ca
deng, que de superar los mecanisﬁos de contrabalance o inhibidores naturales, llega-
rd a la formacidn de un codgulo de fibrina. Tal activacidn no se produce como un fe
ndmeno aislado e independiente, sino que se relaciona a influencias que se dan por _
diversos cambios entre plaquetas, vasos sangufneos y hemodinamia misma, constituyen
do en su conjunto el mecanismos hemostitico. En el plasma humano, otros sistemas en
zimiticos tienen un pareclido mecanismo de secuencla de activacidn de sus componentes,
écmo son el sistema de complemento, el sistema de quininas, el sistema fibrinolitico,

ete. (16, 26).

La nomenclatura utilizada para los factores plasmiticos se ha simplificado gracias a
un acuerdo general para la utilizacidn del sistema, empleando numerales romanos junto
con el sindnimo de los factores. Los nimeros estdn puestos en orden de descubrimien
to y no indican la secuencia de las reacciones. Las formas activas se denotan gene-
ralmente por una "a" mindscula después del nimero romano (32). En base al acuerdo _
dado por el Comité Internacional de la Hemostasis y Trombosis, los factores de la

coagulacién plasmdtica son trece (16). 4 continuacidn se enumeran con su nombre ge=

nérico acompafiados de sus caracterfsticas principales.

I. (FLbrindgeno). Protefna.plasmitica sintetizada principalmente en el higado y_
en todo el sistema retfculo endotelial; de todos lon factores plasmdticos es el mds_
abundante, por lo que se cuantifica en el laboratorloc en mg/dl., mientras que el res
to de los factores, debido a su existencia muy baja en la sangre, sdlo se cuantif{ -
can en % de actividad. El fibrindgeno es esencial para la formacidn del codgulo, _

puesto que es la sustancia a partir de la cual se forma el codgulo mismo.
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1I. {Protrombina). Resulta ser uma glucoprotefna gque se sintetiza en el higado, y

Junto con los factores VII, IX y X, requieren de la vitamina K para su correcta sin=-

tesis {la presencia de la vitamina K actia como coenzima a favor de la carboxilacidén

de los residuos de los dcidos glutdmicos presentes en los factores)., Estd presente
en el plasma pero no en el suero; se forma en las mitocondrias de las células hepdtf
cas y su funcidn es la de reaccionar con la tromboplastina activada {o protrombinasa)
en presencia de icnes calcio para dar lugar a.la trombina; este proceso es acelerado

por la intervencidn de los factores V y VII.

III. (Tromboplastina tisular). De todos los factores éste es el dnico gue en condi
. L—

cionea normales no se encuentra en la circulacidn, y como su nombre lo indica, se
encuentra universalmente distribuido en los tejidos en forma 1napt1va, liberdndose _
cugndo éstos son lesionados. El calcio y la tromboplastina hifstica son necesarios _
pera la conversidn de la protrombina a trombina. También las plaquetas son fuente
de tromboplastina durante la coagulacidn de la sangre total. ‘
I¥. (Calcio). Es el unicomineral y actﬁa_ catalizando el 90% de las reacciones que
se llevan a cabo entre el rgsto de los demds factores. Normalmente en la sangre son
condugidos como lones divalentes de caleio {Ca++). La hipocalcemia no ea.causa de _

hemorragia porque el nivel que se requerirfa para que se alterara su funcidn serfa _

incompatible con la vida.

V. {(Proacelerima o factor 1ibil). Su deficlencia hereditaria es bastante rara y_
se conoce con el nombre de parahemofilia. El factor 14bil es necesario para la con-
versidn de la protrombina en trombina acelerando la funcidn del factor X sobre la mo

lécula de la protrombina. Se sintetiza principalmente en el higado.

VI, (= = o o= == == )« No se le considera como otro factor, ya que sélo repre

senta una forma modificada de la molécula del factor 14bil (V).



26

VII. (Estable). Es una molécula producida en el higado; su deficiencla hereditaria
e3 muy rara, mientras que su deficiencia adquirida es encontrada a partir de enferme
dades hepdticas. La coagulacldn de la sangre a partir de extractos de tejidos (via_
extringseca) la cual se inicia con la liberacidn del factor III, necesita de este fag

tar, as{ como del factor X y del V.

VIII, {Globulina antihemofilica). A la deficiencia de este factor se le conoce como
hemofilia "A® o cldsfca. Aproximddamente el fndice de personas afectadas es de dos_
por cada 10 000 habitantes (2)., Este factor es requerido para la activacidn de la

protrambina por 1z via intrinseca. Es consumido totalmente en la coagulacién Yy por_
1o tanto no estd en suero. La macromolécula del factor VIII se compone de tres frac
ciones: la antigénica, la procoagulante y la fraccidn tiempo de sangrada (13},
Cuanda la deficiencia hefedada corresponda a la fraccidn procoagulante la anormali -
dad se conoce como hemofilia cldsica. Cuando la deficiencia es a nivel de la frac ~

cidn antigénica la enfermedad se le conoce como Von Willebrand.

I1X. (Christmas). Su carencia produce otre tipo de hemofilia, adn menes frecuente
que la cXdsica., Al igual que los factores IX, VII y X, requiere de la vitamina K pa
ra ser funcionante. La enfermedad de Christmas o hemolilia tipo YB" es consecuencia

de su deficiencia heredada.

¥.  (Stuart-Prower). La deficlencia de este factor es rara y pocos cascs han sido
deseritos. Se ha informado de cérca de 50 familias en el mundo y en México pocos €2
_sos {1 en 500 000 habitantes) (6). BSu modo de herencia es recesiva cuando se trag-
mite como Unica anomalfa heredada. Como este factor es bastante estable, los pacien
tes afectados gon fdcilmente tratados con plasma, ya que sélo es utilizado‘en mfnk -
maa cantidades durante la coagulacidén y por conaiguiente se le encuentra tambidn en_

el suero, al igual que los factores IV, VII, IX, y XII. La deficiencia puede ser



tambien adquirida junto con otros fastores.

XI, (Antecedente tromboplast{nico del plasma). Su deficiencia da lugar a la hemo-

filia tipo "C" escasamente frecuente. Se sintetiza en el higado y participa en la -

primera fase de la via intrinseca.

XII. (Factor de contacto). Factor que fdcilmente se activa al contacto de superfi-
cies extrafas (vidrio, similares o cualquier otra diferente del subendotelio vascy -
lar). Su participacidn es por la via intrinseca y es precisamente el factor que la_
inicia. Su deficiencia es asintomdtica desde'el punto de vista hemorrdgico pero c1£
nicamente se expresa en mids tendencias de trombosis y tromboembolismo, ;;‘Ehe uno de
los fragmentos que se produce en la activacidn del factor XII funciona como proacti-

vador de la fibrinolfsis. Se encuentra presente tanto en el plasma como en el suero.

XIII. (Factor estabilizante de la fibrina). Protefna plasmitica originadas posible-
. mente en el hfgado y cuya participacidn es la de formar enlaces covalentes entre los

mondmeros de fibrina, transformando a ésta en su forma insoluble y estable.

La mayorfa de los factores tienen su participacidn precisamente en la hemostasia se~
cundaria, pero el calcio, el factor Hzgeman (o de contacto) y el fibrindgeno partici

pan ademds dentro de la funcidn plaquetaria.

El presente trabajo engloba principalmente la hemostasia primaria, y sdlo se hablard
brevemente de la hemostasia secundaria con el fin de completar el proceso completo

de coagulacidn.

La finalidad de esta fase es la de generar y depositar fibrina a nivel de tapén pla-
quetario primario formado por las plaquetas en el hemostasia primaria, en donde la _

"cagscada" plasmdtica de factores procoagulantes dard fin a esta tarea indispensable,
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El proceso se manifiesta ocurriendo bajo 2 v{as que no avanzan independientemente, -
sino que se interrelacionan de varias maneras. Una de estas vias es 1lamada la gx -
trinseca, que requicre la presencia de un fosfolfpido tisular ({tromboplastina tisy -
lar) que activa al sistema de coagulacidn de una manera casi{ instantdnea. La otra -~
vfa conocida como intrfnseca, no requiere ninguna sustancia exdgena para activar el_
factor XII, el cual es activado simplemente al ser expuesto a la superficie externa_
no endotelializada del vaso (13, 16, 2B, 32). Este sistema intrfnseco se activard _
como resultado de la interaccidén de las sustancias presentes en la sangre con la pa-

red interna del vaso dailado.

c) PROCESO GENERAL DE LA COAGULACION

El proceso de la coagulacidn plasmitica se ha dividido en Y etapas obedeciendo a mo~-

tivos de comprensién didicticos:

- iﬂ fase o generacidn de protrombinasa
- 24 fase o generacidn de trombina
- 38 fase o generacidn de fibrina

- 4a fase o generacidn de plasmina (fibrinolisis).

A la primera fase la pueden activar, como. se habfa dicho, 2 diferentes vias:

Pentro del mecanismo intrinseco intervienen solamente factores plasmiticos y el fag-
tor plaquetario 3, Al contacto con el eristal (in vitro) o con una superficie lesio
nada (in vivo), sobreviene la activacidn del factor del ccntacto, el factor XII, con
virtiéndose en una estearasa que constituye con el factor XI un complejo que actda _
como soporte de la activacidn del factor IX en presencia de calecio. La activacidn _
del factor IX por este "producto contacto" es de naturaleza proteolftica. La asocia

cidén del factor IX activado con los fosfolipides plaquetarios, ¢aleio y el factor
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VIII (el factor VIII sdlo modifica su estructura molecular sin tener actividad enzi-
mitica), formardn as{ un complejo tal que activard al Factor X, Despuds, un segundo
cido como protrombin&sa o tromboplastina plasmdtica, seré'capaz de transformar a la_

protrombina en trombina, dande fin a la primera fase por esa via de activacidn.

Por su parte, el sistema extrinseco puede convgrtir también a la protrombina en trom
bina de una manera mids simple y rdpida: La accidn conjunta de la tromboplastina 1i-
berada por la lesidn de un vaso roto (de ah{ que se le llame extracto tisular), el -
factor VIT'y el calcio, podrd activar al fact;r X también. Finalmente, el factor X
y el V, fosfolipidos plaguetarios y el calclo, formando nuevamente el cémptrejo (aho-
ra llamado tromboplastima tlsular), podrd activar la transformacién de protrombina _

en trombina.

La activaeidn del factor X representa la articulacidn entre las 2 vias. La activa -
cién directa del factor X por el veneno du la vibora de Russel, constituye una terce

ra via de activacidn plasmitica.

En la segunda fase ocurre la transformacids de la protrombina en una enzima altameg-
te espec{fica para el fibrindgeno: La trombina. Esta resulta de la accidn enzimdti

ca de la protrombinasa obtenida en la primera fase en presencia del calcio.

En la tercera fase o generacidn de fibrina, la aceidn de la trombina sobre el fibri~
ndgeno lo transforma en su producto final: La fibrina. Esta reaccidn no requiere -
la participacidn de calcio y se efectla en tres tiempos: 19) La trombina actda pro-
teolftica y espec{licamente sobre los enlaces arginil-lisina del fibrindgeno, produ-
ciendo 2 pequefios {ragmentos: los fribrinopéptidos A y B, que uha vez liberados la_
mélecula deja de llamarse fibrindgenoc, y los productos que han surgido se les conoce

como mondmeros de fibrina. 2°) Los mondmeros se polimerizan, formdndose fibrina to
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davfa soluble en urea. 39) El factor estabilizante de la fibrina, el factor XIII,
convertird los enlaces idnicos en covalentes, transformando al polfmero scluble en _

unas finas redes ahora insolubles para la urea. Estas redes de [ibrina que precipi-

tan y se depositan sobre el tapdn hemostitico ae las plaquetas sellard el codgulo de

finitivamente.

Cuarta fase. La fibrinolisis o conjunto de ﬁrocesos que originan la disolucidn o la
1isis del codgulo de fibrina, es debida a la aparicidn de una enzima con propiedades
proteolfticas: Lla plasmina: la misma que se forma a partir de un precursor inacti-
vo (el plasmindgeno). Tal activacidn es reau}tado.de diferentes agentes activadores
‘ que pueden ser de orfgen bacteriano, tisular, qufmico y ademds otros como la uroqui-
nasa y el factor XII. La plasmina diglere a las moléculas de fibrina depositada,
produciendo fragmentos que pueden ser fagocitados por el sistema retfculo endotelial
(SRE). Como resultado de tal degradacidn se producen los llawados productos de de -
gradacidn de fibrindgeno: "X", "y®, up# y wgn, Lq; primeroa dos bloquean a la trom
bina y los segundos impiden la polimeracidn de la fibrina y bioquean a la agregacidn
plaquetaria. Estos productos de degradacidn resultan ser verdaderos anticoagulantes
y ademds disminuyen los niveles de fibrindgeno, el factor V y el VIII localmente (13).
El mecanismo de la cuarta fase, por consiguiente, al igual que las prostaciclinas en
1a agregacién plaquetaria, participan en la limitacidn del proceso de depdsito de i

brina sélo donde es requerida (7, 16; 35).

La fluidez de la sangre serd simplemente reflejo del equilibrio entre factores acele
rantes e inhibidores, equilibrio que requiere ser reversible cuando las circunstan -
cias lo requieran. Todo ello implica que los substratos y los activadores de las

reacciones enzimiticas que producen el codgulo deben ser normales y que los inhibido

res no deben sobrepasar los valores fisioldgicos (9, 21, 24).
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D) IMPORTANCIA DE LAS PROSTAGLANDINAS EN EL PROCESO HEMOSTATICO

Las prostaglandinas constituyen una importante clase de sustancias con actividad bio
1égica (7, 16). Es una familia de compuestos que se encuentran en casi todos los te
jidos y que estd integrada por grupos de sustancias llamadas prostaglandinas A, B, D,
Ey F. La estructura bdsica de cada una de ellas consta de dcidos poliinsaturados _
de 20 carbonos (el deido prostanoico) que contienen 3, 4 & 5 dobles enlaces. Estos.
4cldos grasos forman parte de los fosfolf{pidos de la membrana celular de la mayorfa_
de las células del organismo. Las prostaglandinas se derivan precisamente de estos_

dcidos grasos.

Fueron identificados en un principio por su accidn vasopresora y su efecto sobre la_
musculatura 1isa; mis tarde se demostrd su inherente relacidn a procesos bilolégicos_
importantes y fue posible otorgarles la responsabilidad de ser moduladores del meta-

bolismo celular, ya que juegan un papel de moduladores sistemdticos.

En los afios 30 Goldblatt y Von Euler descubrieron un compuesto vasopresor y estimu -
lante del misculo liso, inclindndose a pensar que tal actividad biolégica era produg
to de una sustancia liposoluble con actividades dcidas que llamaron factor prosta -
glandina (7). Se encontrd después que tales compuestos estaban presentes en la mayo
rfa de los tejidos., En 1957 Bergstrom y Sjoval comunicaron el aislamiento en forma_
de cristales de 2 sustanclas bloldgicamente activas: la PGE, y la PGE 1 alfa, que _
siendo obtenidas a partir de gldndulas vesiculares de carnerc resultaban ser poten -
tes estimulantes del misculo liso y ademds contar con una accidn vasopresora. Bergs
trom y Cols, aislaron después 4 prostaglandipas mds, que son homélogos de las series
3 PGFe-alfa y PGF3

fa. Todo lo cual impulsd el Interés en la determinacidn de las estructuras bdsicas_

PGE y PGF; estos compuestos son respectivamente: PGE2 y PGE -al-

exactas de dichos compuestos.

La fuente principal de las prostaglandinas es el dcido araquiddnico; mismo que es
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producido por los fosfolfpidos de la membrana plaquetaria. La etapa de conversidn _
empieza con la activacidn de la fosfolipasa plaquetaria con hidrdlisis consecutiva _

de fosfolfpidos en la superficie de la membrana plaquetaria y la liberacidn consi

gulente del dcido araquidénico. De este Ultimo se derivan los endoperdxidos cfeli -
cos intermediarios, entre los cuales se encuentran: La prostaglandina Dz, la prosta
glandina E2 (PGEz), la prostaglandina F2 (PGF2), la prostaciclina, el tromboxano A2_
y la leukotrinas (sustancias de secrecién lenta anafildtica). Estas sustancias di -
fieren muy poco en su accidn qufmica pero su activacidén bioldgica es totalmente dis-
tinta y en algunos casos antagdnica. La D2 es un potente vasodilatador; la PGE es _

vasodilatadora y broncoconstrictora, mientras que la PGF es vasocontrictor y promue-

ve la agregacidn plaquetaria (26).

Diferentes estimulos qufmicos o traumiticos pueden estimular la actividad de la fos=
folipasa A2 motivando asf la formacidn del deido araquidénico; este ltimo, bajo la__
accidn de la ciclooxigenasa (también llamada sintetasa de las plaquetas) dard origen

a las distintas prostaglandinas.

El efecto tfpico de los compuestos PGE es la vasodilatacidn periférica. La prosta -
glandina PGE2 a concentracioneé altas tiene efecto inhibidor de la agregacidn plaque
taria, pero a concentraclones bajas potencia la reaccidn de liberacidn plaquetaria._
El tromboxano A2 (prostaglandina formada por isomerizacidn del endoperdxiso interme~
diario) se considera el principal efecter en la induccidn de la reaceidn de libera -
cién, produciendo la agregacidn plaquetaria consecuente a los productos liberados. _
También como producto de los intermediarios se encontrd que hay una si{ntesis de la __
prostaglandina D2, que es un potente inhibidor de la reaccidn agregante plaquetaria_

inducida por ADP, coldgeno y prostaglandina G2.

Por su parte, la pared vascular a partir de las células endoteliales, tiene propieda
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‘des antitrombdticas por medic de 2 funciones: a) una accidn pasiva, de superficie -
eon caracter{sticas no trombogénicas, lmpidiendo la activacidn y la adhesidn de ele~
mentos circulantes; y b) una funcldn activa, que se pone de manifiesto para la libe-
racidn de proactivadores fibrinaliticos y de inhibidores plaquetarios, es decir, li-

beran prostaciclinas.

De este modo, mientras las prostaglandinas sintetizadas en la membrana plaquetaria _
intervienen para provocar el trombo en el lugar de la lesidn vascular, las prostaci-
clinas en las células endoteliales participan simultineamente para que tal procesa _

trombooclusivo no vaya mds alld del sitio mismo de la lesidn.

Queda claro que las prostaglandinas tienen una participacidn activa en el mecanismo_
Ay
regulador de la funcidn plaquetaria y de la pared vascular: de esta manera, la pato

logfa en cuestidn (hemorraglas y trombosis) estd ampliamente winculada a su activi -

dad.
FOSFOLIPIDOS
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Trayectorias metabSlicas del dcido araquiddnico en el endotelio vascular y en las
plaquetas. Se enumeran las reacciones enzimdticas e incluyen: 1) la fosfolipasa,
que separa el dcido araquiddnico del fosfolfpido membranoso; 2) cicloxigenasa,
que oxida el araquidonato; 3)sintetasa de prostaciclina, que convierte los endope

réxidos cfclicos en tromboxano A,. Las l{neas punteadas indican los inhibidores_

de los pasos especfficos.
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CAPITULO IT

AGREGOMETRIA PLAQUETARIA, CONCEPTOS GENERALES Y METODOS DE ESTUDIO

La activacidn plaquetaria constituye la primera defensa hemastitica durante una le -
sidn vascular, lo que hace firme la idea de que la correcta funcidn hemostdtica pri-
maria es necesaria para el control normal del sangrado. La dindmica de las plaque -
tas que se establece con la superficievascular, preserva la integridad epitelial sin
impedir el flujo del torrente sanguineo; sin embargo, la reactividad excesiva de las
plaquetas en la superficie endotelial puede contribuir a la trombosié, es decir, a _

la coagulacidn patoldgica.

En el revestimiento vascular roto, las plaquetas se adhieren a la superficie expues-
ta, cambilan de forma, desarrollan pseuddpodos y se desintegran. Otras plaquetas son
rdpidamente atrafdas a la capa adherente de plaquetas y se agregan ahf para formar _
un tapén (hemostasia primaria). La superficie de las plaquetas reactivas catalizan_
las reacclones de la coagulacidn, lo que conduce a la formacidn de fibrina. La coa-
gulacidn sangufnea (hemostasia secundaria) estabiliza el tapén plaquetario, y al fi-
nal las plaquetas hacen una contribucidn mecdnica adicional: la contraccidén plaque-
taria provocada por la trombostenina contrae el codgulo, consolidando as{ la firmeza

suficiente del codgulo.

A) AGREGACION

Como cualidad Unica e insustituible propia de las plaquetas, la propiedad de agregar
se es una de las principales funciones que operan en el control del sangrado condl -
cionada a lesiones del revestimiento vascular. "La agregacidn plaquetaria es la ca-
pacidad que tienen las plaquetas de adherirse entre sf{" (9, 12, 13, 16). Easte proce

so constituye un proceso activo que cuenta con movimientos energéticos, mecdnicos y
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quimicos, dentro de los cuales se liberan diversas sustancias (ya sea adsorbidas por
las plaquetas o bilen sintetizadas en ella) que aumentardn el poder coagulativo cuan-

do se requiera.

La agregacién plaquetaria en respuesta a estimulos quimicos estudiada in vitra, se _
ha utilizado para evaluar la sensibilidad o reactividad plaquetaria. Durante la a -
gregacidn in vitro pueden evaluarse los niveles plasmdticos de los mediadores como _
una medida de liberacidn in vivo de las substancias que intervienen. Tal procedi --
miento ha probado ser de gran utilidad en la estimacidn de anormalidades plagueta --
rias congénitas, adquiridas y las que son inducidas por drogas o medladores de la

funcidn plaquetaria (12). No obstante que las condiclones que se establecen in vi -
tro en eata prueba tengan un uso limitado en la deteccidn o prediceidn de las tenden

clas de trombosis y enfermedades vasculares, su evaluacldn es de gran ayuda.

Para medir esta facultad plaquetaria se ha generalizado el procedimients fotométrico
de agregacidn plaquetaria, basado en las variaciones de la densidad Sptica que tie -
nen lugar en un plasma rico en plaquetas (PRP) sometido a un flujo continuo, en pre-
sencia de algin inductor de la agregacidn; ya que se encontrd que existe una rela -~
cidn directa entre la disminucidn de la densidad dptica y la agregacidn plaquetaria,
pudiéndose registrar una curva indicativa del proceso. Los distintos agentes agre ~
gantea hacen esta tarea menos diffcil. Las anormalidades plaquetarias involucradas_
a esta técnica de andlisis incluyen: Tromboastenia de Glanzmann, sindrome de Ber -~
nard Soulier, Afibrinogenemia, enfermedad de Von Willebrand, defectos de la reaccidn
de liberacidn plaquetaria y de grdnulos de almacenamlento, y algunas otras que inclu
yen deadrdenes adquirldes, entre los que figuran los que son inducidos por fdrmaces,
de particular interds son: los antiinflamatorios no esteroidales. Se ha reconocido
igualmente las tendencias a un aumento de la respuesta de agregacldn en una variedad
de condiciones, por ejemplo el stress, el fumar, desdrdenea cardipvasculares y trom-

boembdlicos, diabetes, hipertensidn, ete. .
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B) MECANISMO DE ACCION

El proceso de agregacidn puede investigarse con un instrumento llamado agregémetro._
Cuando las plaquetas se exponen a un agente agregante, les provoca una cantidad de _
cambios que las induce a adherirse unas con otras, lo que constituye la agregacidn _
misma, lo que propicia que tenga lugar la liberacidn de su contenide granular. Ta -
les acontecimientos han sido estudiados sobre plasma rico en plaquetas o en suspen -

siones de plaquetas lavadas en un medlo artificial.

El plasma rico en plaquetas puede prepararse centrifugéndo a pocas revoluciones la _
sangre total en presencia de anticoagulante. El fendmeno inicial conéiste en la in-
teraccidn de ciertos puntos espec{ficos de) agente agregante con las glucoprotefnas_
especificas presentes en la membrana plaquetaria, ya que se ha descubierto que exigr
ten receptores especificos para cada uno de los agentes agregantes, estableciéndose_
un fendmeno de apertura diferente para cada uno de ellos, pero todos convergen en la

estimulacidn para la secrecidn del ADP enddgeno (4, 5, 11).

En la Ilustracidn N2 9 se esquematiza una serie de acontecimlentos dados por la pre-
gsencia inducida de agentes asf como los sitios de inhibicién producida por otras

substancias quimicas. Se podrd observar que la interaccidn de algin agente agregan-
te con los receptores espec{ficos de la memyrana plaquetaria hard que se active la -
Fosfolipasa A2, que producird la separacién del dcido araquiddnico del fosfolipido _
plaquetario membranoso por medio de hidrélisis. Luego, el deido araquidénico es rd-
pidamente oxidado por la ciclooxigenasa, produciendo as{ los endoperdxidos cfclicos_
PGG2 y PGH2. La accidn de 1a enzima tromboxan-sintetasa, transforma una parte de

los intermediarios endoperdxidos en una prostaglandina capaz de provocar una disminu
cidn del AMP-cfclico, el Tromboxano A2. Una vez que la concentracidn de AMP-cfclico
disminuya, baja también la actividad de la "bomba de calcio" (propuesta por Salzman),

originando que la membrana plaquetaria se torne ahora permeable a los lones de cal -
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cio. Después, cuando el calcio haya penetrado a la plaqueta a razdén del influjo pro
ducido por la inhibicidn de la bomba, se estimulard la enzima ATP-asa, misma que de-
gradard la nucledtido trifosfatado (ATP) para que se obtenga la energfa para que el_
factor contrdctil plaquetario, trombostenina, provoque la expulsidn de las substan -
cias solubles. Tal contraccidn plaquetaria proporcionard las substancias que se se-
guirdn utilizando en el transcurso de la agregacidén plaquetaria, y que después de

lproducir las redes de fibrina (en el transcurso de la coagulacidn producida por los_
factores plasmiticos) sobre las plaquetas "adheridas" consolidard caracterf{sticas de

solidez necesaria para el codgulo.

c) AGENTES AGREGANTES

Una buena técnica de andlisis tiene que descansar en un procedimiento adecuado, reu-
niendo condiciones Sptimas lo mds semejantes a la realidad fisioldgica, ademds de

ser lo suficientemente reproducibles.

Teniendo un papel similar de condiciones in vivo, la agregacidn plaquetaria traduce _
un efecto por el cual puede medirse y registrarse la efectividad de las plaquetas

por agregarse., Esta téenica cuenta con varios agentes que estimulan a las plaquetas
produciendo agregaciones exclusivas con determinadas caracterfsticas. Se enumeran _

las mds comunes.

- Agregacidn inducida por coldgeno.
- Agregacidn inducida por adrenalina.

- Agregacién inducida por difosfato de adenosina (ADP).

=1

- Agregacidn inducida por ristocetina.
- Agregacidn inducida por trombina,

- Agregacidn inducida po

=

fibrindgeno bovino.

- Agregacidn inducida por serotonina




LR

- Agregacidén inducida por noradrenalina.

- Agregacidn inducida por fosfolfpidos catidnico:.
- Agregacidn inducida par tromﬁorax.

- Agregacidn inducida por idn A23-187.

- Agregacidn inducida por tromboxano.

- Agregacidn inducida por antfgeno-anticuerpo.

- Agregacidn inducida por virus y bacterias.

La evolucién de la agregacidn plaquetaria puede provocarse por todos esos agentes. _
La utilizacidn canveniente de cada uno de ellos estd en funcidn de la sospecha clfni
ca que sugerird cual es el resultado que proporcione mayor utilidad, de acuerdo al _
diagndstico previamente establecido, ya que ésta como otras técnicas sélo pretende _
confirmar la orientacidn del diagnéstico que surge del estudio clfnico previo hecho_
por el médico. En seguida se limitard a simplificar brevemente la accidn de los mids

usuales:

- Coldgeno. La coldgena es uno de los compuestos subendoteliales que reacciona_
con las plaquetas causando adhesidn de éstas y finalmente su agregacién. Una dilu -
cidn de una concentracidn adecuada de coldgeno es afiadida a una porcidn alfcuota del
plasma rico en plaguetas del paciente. Los cambios que ocurren son observados des -
pués de un perfodo de espera. Cuando hay presencia en el medio plaquetario de part{
culas de coldgeno finamente divididas o estractos salinos de tejido conectivo, las _
plaquetas interactdan con los receptores especfficos y provoca que €stas se adhieran
a las fibras liberando ADP y otros componentes endégenos y se agregan por la presen-
cia de nucledtido en el medio. Por consiguiente, es por la liberacién de ADP desde
las plaquetas por lo que la coldgena induce su agregacidén (11, 35). Por ello se sa-
be que la agregacidn causada por la coldgena es uﬁa medida indirecta de la facultad_
de liberar ADP por las plaquetas, ademds de evaluar su capacidad para agregarse en _

funcién del ADP. Los trazos constan de una dnica onda irreversible de agregacién, _
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la cual es precedida de un perfodo de latencia, de duracién no uniforme, siendo €s-

to una caracterf{stica dnica para este agente.

- Adrenalina. La adrenalina ejerce una reaccidn directa sobre las plaquetas y_
provoca una respuesta de agregacidn primaria de caracterfsticas reversibles y ade -
més una segunda onda verificada por la respuesta de liberacidn del nucledtido pla -
quetario. Es por ello que se produce una respuesta de agregacidn bifdsica. Por _
tanto, la adrenalina evaluard una anormalidad en la respuesta primaria a partir de_
la primera onda de agregacidn, medird también la facultad de liberacidn y ademds la
capacidad de las plaquetas para responder al ADP a partir de la segunda onda de a -
gregacidn (5). La concentracidn que se requiere es importante para poder apreciar_
las 2 ondas caracter{sticas en el trazado tfpico; la que optimiza este procedimien-
to para este agente agregante va de 1 a S0miocroMml en concentracién final. Se a-
preclan defectos de agregacidn inducida con adrenalina en pacientes con sfndrome sg

mejante a la aspirina encontrdndose un defecto en la segunda onda de agregacidn (30)

- ADP. La agregacidn que se efectda en las plaquetas que se les ha afadido di-
fosfato de adenosina es directa sin ocurrir perfodo de espera. Dependiendo de la _
concentracidn que se utilice podrd obtenerse una segunda onda de agregacidn causada
por la liberacidn del ADP intraplaquetario. Aunque el ADP es uno de los constitu -
yentes de los grinulos plaquetarios que se libera cuando las plaquetas son expues =~
tas a los agentes agregantes, induce la liberacién del nucledtido al igual que el -
coldgeno. La segunda onda hace constar que sucede la liberacidn del contenido pla-
quetario entre el cual se encuentra el mismo ADP (8, 9, 12, 15}, Tal acontecimien-
to estd asoeiado con la formacidn de los compuestos intermediarios prostaglandini -
cos que son interferidos por la presencla de los antiinflamatorios no esteroidales,
ya que éstos actdan inhibilendo la accidn de la ciclooxigenasa, y de aqui que tal __

obstdculo inhiba la formacidn de la segunda fase de agregacidn. Entonces, el ADP _

estima la capacidad que tienen las plaguetas por responder a la presencia de nucled
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tido en el medio, evalda también la respuesta de liberar el contenido granular y la
magnitud de la segunda onda estimulada por el ADP endégeno. Los trazos de agrega -
cién caracter{sticos, nuevamente dependen de la concentracidn que se utilice de in-
ductor. & determinadas concentraciones de agente agregante muchas veces no son ca=-
paces de provocar la reaccidn de liberacidn, por lo que sdlo se observard la prime~
ra onda con caracteristicas reversibles, lo que sucede al utilizar concentraciones_
de 1 microM/ml, Cuando la concentracidn final de ADP es de 2.5 micro M/ml, el pe -
rfodo inicial va seguido de una reduccidn de la trasmisidn de 1a luz, atribuida a -
cambios de forma de las plaguetas, y luego sobreviene un nuevo aumento de mds altgr
ra que eata vez slendo irreversible corresponda a la segunda onda de agregacidn.
Este trazo exhibe separadamente la primera y la segunda ondas, la primera provocada
por el ADP adicionado y la segunda por la liberacidn del ADP intreplaquetario. Em-
pleando concentraciones mayores, la meseta que separa z las 2 ondas no se aprecia y
desaparece; el trazo es ahora una sola curva en donde las 2 ondas estdn "fusionadas"

porque no se produjo la meseta con la cual terminarfa la primera fase.

- Ristocetina. La mayorfa de los agentes citados, con excepcidn del coldgeno y
de la ristocetina, son capaces de ocasionar la agregacidn bifdsica dependientes a _
la concentracidn utilizada (9). La ristocetina es un antibidtico que al descubrir-
se que ocasionaba trombocitopenia, deid de utilizarse en la terapéutica (5). Luego
cobrd mds importancia el hecho de que los pacientes con enfermedad de Von Willebrand
carecfan de un factor necesario para que Se agregaran las plaquetas estimuladas con
ristocetina. Durante los dltimos afios se encontraron ademds otros trastornos asg -
ciados a una agregacidn anormal a este antibidtico, por lo que la prueba no es espe
cffica ni exclusiva para el diagndstico de Von Willebrand. En el sf{drome de Per -~
nard-Soulier se encuentra también disminuida la respuesta de agregacidn por dicho a
gente. En la tromboastenia la agregacidn al ristocet{n es normal, lo mismo que con

el fibrindgeno: pero anormal con el ADP, coldgeno, adrenalina y trombina, lo que _

no sucede con el estfmulo de la ristocetina. El trazo tfpico de la ristocetina en_
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personas anormales muestra una escasa agregacidn en los primeros segundos, demos --
trando que sélo pequefias cantidades de ADP han sido expulsadas en ese instante des-
de la plaqueta; después, conforme va transcurriendo el tiempo, la curva de agrega -
cién va pronuncidndose tanto que al rededor del tercer minuto el porcentaje de agre
gacién casi siempre estd por encima del 90%, demostrando que, paralelamente, la ex-
pulsién del ADP intraplaquetario, estd en proporcidn directa al porcentaje de agre-
gacidn, &sto evidenciado por el aparato. Para la agregacidn éptima de este agente_
inductor se utiliza una sola concentracién, que va de 1500 a 1800 microM/ml en con-

centracidn final.

- Trombina. La trombina es capaz de desencadenar por s{ misma el proceso de a-
gregacidn actuando tanto in vive como in vitro. Con concentraciones que van de 0.3
a 0.5 U/ml en concentracidn final, se aprecia un trazo bifdsico. La fase inicial _
dentro de estas concentraciones es completamente reversible; los agregados se rom -
pen y las plaquetas gradualmente vuelven a su apariencia normal inalterada. Esta _
onda primariademuestra que las plaquetas se rompen de una manera gradual, es deéir

no todas ellas tienen el efecto al mismo tiempo (33). Es importante aclarar que no
todas las plaquetas sufren los cambios morfoldégicos o la agregacidn cuando se expo-
nen a una baja cantidad de trombina; la respuesta plagquetar es netamente individual
y 2 células pueden estar en distinto estado de transformacidn al mismo tiempo. Con
respecto al mecanismo de accifn, Machman pudo demostrar que la trombina actda sobre
una glicoprotefna de la membrana plaquetaria a la que hidroliza. Al ocurrir la se-~
gunda onda, la expulsién del ADP intraplaquetaric se manifiesta violentamente, lo _
que queda demostrado por la inclinacién casi vertical del trazo de esta segunda on-
da hecha éor el agregdmetro, dando por resultado una respuesta secundaria casi siem

pre mayor del 90% en los primeros minutos.

- Fibrindgeno bovino. En los ensayos que provienen de las muestras de sangre _

de personas normales, la agregacidén inducida por fibrindgeno bobino produce invaria
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blemente una agregacién completa. Los trazos muestran una gran amplitud en la que -
nuevamente no se aprecia la meseta que separa la primera onda de la segunda. Se ob-
serva por consiguiente el trazo bifdico en el cual la primera y la segunda onda es -
tdn fusionadas por una gran pendiente. La concentracidn con la que se han obtenido_
mejores resultados es la de 0.3 mg/ml en concentracidn final. Un efecto importante
en este inductor es que activa la agregacidn plaquetaria en las plaquutas tromhoastg
nicas, propiedad que comparte solamente con los cnmpueStos que inducen agregacidn

por cambios a carga eléctrica de la membrana plaquetaria.

D) FUNDAMENTO DE LA TECNICA Y APARATO DE MEDICION

Los cambios de voltaje que se dan a partir de las variaciones de la densidad 6pb1ca_
o transmitancia de un plasma rico en plaquetas, estdn en funcién directamente propor,
cional a la agregacidn plaquetaria; es decir, mientras mds plaquetas se agreguen ma-

yor serd la magnitud de transmitancia.

51 el plasma rico en plaquetas se coloca en un tubo transparente de vidrio y se some
te a remocidn y temperatura constantes, cuando un haz de luz atraviesa el tubo, una_
nube difusa de plaquetas de la propia suspensidn dispersa la luz, evitando que la ma
yorfa del haz alcance la fotocelda situada en la cara opuesta. Al afladir un agente
agregante al PRP, provoca que éstas se agrupen permitiendo que pase mds luz a través
de la suspensidn. De esta manera, cuanto mayor sea la facultad de las plaquetas por
adherirse unas a otras, dejardn pasar mayor cantidad de luz sin que ésta sea desvia-

da en otra direceidn, lo que serd registrado en el agregdmetro.

Como puede verse, el método se basa en los cambios de voltaje, y un trazo de la can-
tidad de luz que alcanza la fotocelda permite registrar en forma contfnua el curso_

de la agregacidn plaquetaria. As{, si el procedimiento se ha llevado a cabo normal -

mente en el plasma de personassanas, éste revelard que estd menos turbio que antes _

de la agregacidn.
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Los instrumentos dpticos que miden la agregacidn plaquetaria como el Agregdmetro =«
Briston, cuenta con facilidades de ajuste de temperatura y de remocidn. Registran -
nefelométricamente cambios de turbidez automiticamente, lo cual es inserito en forma
de trazos en un papel especial que estf dividido de manera distinta a lo largo y a _
lo ancho: En sentido transversal, tiene marcadas 10 divisiones que representan el -
porcentaje de transmitancia. Al inicio de la técnica, la plumilla del inscriptor

del registrador se lleva a 0% de transmitancia con el PRP en concentracidn de 250,000
plaq/ml, y a un 100% de transmitancia con PPP autélogo. Por otra parte, en sentido_
longitudinal, el papel estd dividido de una manera que asegura que cada minuto que -
transcurre en la prueba, la plumilla se desplace una pulgada 6 2.5 mm en un minuto _
automiticamente cronometrado. De este modo, la prueba termina cuando el papel se ha
desplazado ya cinco minutos y treinta segundos, mismo que requiere la prueba en su -

totalidad. La técnica fué descrita casi simultfneamente por Born y O'Brien (8, 23).

Cada uno de los agregdmetros que existen en el mercado presentan ventajas e inconve-
" nientes. En los que se utilizan mds comunmente, la fuente luminosa estd formada por
una ldmpara de filamento de tungstenode 12 a 13 volts; la longitud de onda utilizada
estd comprendida entre 600 y 610 milimicrones. Un sistema magnético doble forma el_
mecanismo de agitacidn del agregdmetro; un imdn de hierro conectado a un motor de ve
locidad regulable, permite una agitacidn Sptima de 1100 revoluciones por minuto, que
es transmitida al interior de la celdilla por medio de una varilla imantada cubierta

de polietileno

E) INTERPRETACION DE LAS CURVAS DE AGREGACION

Los resultados pueden ser expresados segin diferentes pardmetros (10}: El cambio mé
ximo de la transmisidn de la luz, el tiempo requerido para que alcance un mdximo de_

agregacidn y la velocidad inicial de cambio, son medidas que proporcionan datos que_

ge utilizan comparativamente. Todos ellos estardn en funcién de un criterio que se¢_

sostiene en la estimacidn de las pruebas comparadas con las de una mezcla de plasma_
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testigo. Tales estimaclones surgen de: a) medida de la velocidad (la rapidez de la
agregacidn es traducida por la velocidad a la que se desarrolla la reaccidn); b)

tiempo de demora o de latencia previo a la agregacidn (algunos inductores producen _
una agregacidn casi inmediata, en la que la fase de latencia no va mis alld de 10 se
gundos como es el casp del ADP, la trombina y la adrenalina; no sucediendo lo mismo_
con el coldgeno, en el que tal fase de latencia llega a prolongarse a veces hasta mi
nuto y medio; y c) cdleulo de la transmisidn mdixima de la agregacidn (la transmi-
sidn mixima alcanzada en los trazos, comparados con distintos inductores contribuye_
con la informacidn que ayudard a dilucidar el cardcter de la anormalidad que pueden_

tener las plaguetas.

Los resultados de las agregaciones en base a la transmisidn mixima se dan en porcen-
taje de agregacidn y el tiempo en que cada onda se efectda dicho miximo de agrega --
cién. As{ vemos que, normalmente, el ristocetfn produce en las plaquetas una agrega
cién mixima en un lapso relativamente corto de tiempo, mientras que el ADP lo hacc _

menos pronunciado y tarddndose mds.

F) CONDICIONES QUE INFLUYEN EN LA PRUEBA DE AGREGACION

La presidén fisiolégica, la temperatura natural y condiciones de flujo que la sangre_
contiene en los vasos sangufneos normalmente, podrfa todo ello contribuir a un siste
ma ideal para medir la agregacién. Los anticoagulantes no serfan necesarios si la _
generacidn de trombina ocurrida durante el trauma no contribuyera a la extensidn de_
la agregacidn. Pero tal técnica nu puede ser estudiada por ese camino, y todas las_
estimacionea no pueden ser hechas en sistemas en los cuales se introducen artefactos

que afecten la respuesta plaquetaria.

La presencia de hematies en el PRP, hecho apreclable a simple vista, si son muy abun

dantes es preferible no utilizarlo; Lo mismo en el caso de plasmas hiperlipémicas,_

ictéricos o hiperglubulémicos.
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El anticoagulante utilizado influye. La primera onda de agregacidn es mds extensa _
cuando se ha utilizado heparina o hirudina en lugar de cifrabo. ya que el citrato re
duce la cantidad de iones calcio. Si la heparina se administrd al sujeto antes de _
que la muestra haya sido tomada también interfiere en el curso de la agregacidn; ya_
que la sangre conteniendo heparina contiene frecuentemente plaquetas agregadas. El_
EDTA utilizado como anticoagulante provoca que la mayor parte de los inductores no a

gregen normalmente.

El pH influye en el trazo de agregacidn. La mdxima ocurre en valores de pH compren-
didos entre 7.4 y 8.0 (12). Se tiene reportado que no sucede secgunda onda con el

ADP como agente inductor en un pH por encima de 8.

Son importantes también el tiempo y la temperatura de almacenamiento del plasma an -
tes de la agregacidn, aunque igualmente los agentes agregantes difieren en su sensi-
bilidad a esas variables. La temperatura a la que la agregacidn es estudiada afecta
también los resultados. La segunda onda de agregacidn por ADP o por adrenalina no a
curre abajo de los 30%¢. En.términos generales, las investigaciones estudian el com
portamiento plaquetario de agregacidna 37°C. Se ha encontrado ademds que las varia -
ciones de respuesta plaquetaria a varlos agentes ocurren como resultado del lapso de
tiempo comprendido entre la venipuntura y la preparacién del plasma y el tiempo re -
querido para la prueba (12). Después de 3 horas las respuestas plaquetafias disminy
yen considerablemente. La reaccién de liberacidn no se verifica a temperaturas me-

nores de 33°C. .

La velocidad de agitacidn influye porque afecta el nimero de colisiones entre las

plaquetas. Se agita alrededor de 1100 revoluciones per minuto (11, 12).

La concentracién de plaquetas y la de las agentes inductores a la que se Investiga _

es obvio que sea importante. Las cuentas de plaquetas de un rango comprendide entre



‘82

200 000 y 400 000 por mililitro es satisfactoria para fines prdcticos, pero se estan
darizd el procedimiento en el laboratorio utilizando concentraciones de 250 000

plag./ml para la mayorfa de los mstudios.

Un control normal de la agregacidn cumplird con todo lo anterior. Indudablemente, _
todos los reactivos deben de estar en condiciones dptimas para su uso, as{ como todo
el material que se utilice. Por otro lado, las personas que estdn tomando medicamen
tos (y mds si éstos son salicilatos o catecolaminas) deberdn suspender su medicacidn
por lo menos durante 7 a 10 dfas antes del andlisis (6, 11, 12), por lo que los pa ~
cientes deberdn ser interrogados previamente para no dar resultados incongruentes

con la realidad.

ALGUNAS RECOMENDACIONES IMPORTANTES:

Existen algunas condiciones que tienen que cuidarse durante la ejecucidén de la téeni
cat loa tubos deben ser lavados y enjuagados culdadosamente con agua destilada y

por (ltimo deberd aplicdrseles un enjuague de silicdn. Si los tubos o celdas son

cambiados para cada agregacidn el aparato deberd ser calibrado antes de cada determi
nacién. Es preferible utilizar la misma varilla imantada. La dosis de agente agre-
gante deberd ser contenida en un volumen mfnimo, (ya que las curvas de agregacién U-
nicamente pueden compararse a bajas concentraciones de los agentes utilizados, al mo
mento de inducirlos deberd ser de un solo movimiento rdpido). As{ mismo, esta dosis
de inductor deberd afiadirse veticalmente sobre la superficie del plasma rico en pla-

quetas (PRP), situado en el portaceldas de la manera mds reproducible.

En el caso de la trombopenia es aconsejable recurrir a otros métodos exploratorios
{(como plaquetas concentradas sobre gradiente de albdmina y otros raramente utiliza -

dos).

Los errores de transmisidn Sptica estdn relacionados con la inestabilidad de co -
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Siempre que se encuentre algin defeclo de agregacidn o alguna diferencia con los _
trazos normales, deberd de correrse indiscutiblemente un testigo normal, cote jindo
8e ademis la dosis de preparacidn de reactivos e identidad de éstos, corrobordndo-

se el hallazgo en todos los casos que sea necesario.

Por Wltimo, se aconseja anotar sobre el papel grdfico del trazo la fecha, la iden-
tificacidn o iniciales del paciente, el tipo de agente agregante y la concentracidr
empleada; asf mismo, después de incubacidn y la magnitud a la que se efectuaron

las respuestas de agregacidn.
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CAPITULO III

TRASTORNOS QUE ESTAN ASOCIADOS A DEFICIENCIAS DE AGREGACION

PLAQUETARIA

Un tiempo de sangrado prolongado en un paciente cuyo recuento plaquetario es nor -
mal, sugiere alguna anormalidad de la funcidn plaquetaria (31)., Lo que puede ser_
debldo a un trastorno plaquetario cualitativo o bien a un déficit de un factor

plasmitico necesario para la hemostasia. La hemorragia anormal debida a deficlen-
cias o anormalidades plaquetarias, presenta un cuadro clinico distinto del causado
por ﬁeficiencias o anormalidades de los factores Plasmiticos (33). Las plaquetas_
son responsables de la inhibicidn de la hemorragia en los pequefios vasos; por con
siguiente, un tiempo de sangradoe prolongado y hemorragias petequiales son los sig-
nos distintivos de deficienclas de este componente plasmitico. Las hemorragia; de
bidas a los factores plasmiticos deficientes son mds profundas en el cuerpo, pre -
sentando hematomas subcutdneos o intramusculares, o hemorragias en las articulacio
nes. Actualmente, los exdmenes de agregacidn plaquetaria se utilizan para investl

gar anormalidades congénitas o adquiridas de la funcidén cualitativa plaquetaria.

Las alteracicnes de la hemostasia pueden ser divididas segin las causas de su ori-
gen en: anomalias de las plaquetas, anomalias de los vasos sanguineos y anomalias
de los factores de la coagulacidn nlasmitica; o bien combinaciones de éstas. Mu -
chas veces los trastornos quedan mejor clasificados con relacidn a la anarmalidad
funcional y el mecanismo por medio del cual se origina dicha anomalia; lo que es_

posible generalmente para las disfunciones cuanti y cualitativas de las plaquetas.

Dado que este trabajo sdlo trata lo concerniente a alteraciones cualitativas pla -

quetarias, se limitard solamente a mencionar una breve clasificacidn con este fin,
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donde la agregacidn plaquetaria no se desarrolla normalmente:

A) TRASTORNOS HEREDADOS DE LA COAGULACION:

La mayor parte de las anormalidades congénitas de la funcidn plaquetaria envuelven
disminuciones de respuesta a agentes agregantes. Solamente unos cuantos estdn aso
ciados a disminuciones de sensibilidad plaquetaria. En la mayorfa de las condicio
nea en las que las plaquetas no agregan normalmente, es evidente alglin grado de al

teracidn de la hemostasia.

Este trastorno fué descrito por Glanzmann en 1918, Es una anormalidad plaquetaria
encontrada en un reducido grupo de enfermos con un trastorno hemorrdgico congénito
transmitido en forma autosdmica recesiva, asoclada con la ausencla o alteracidn de
la retraceidn del codgulo y la incapacidad de las plaquetas para agregarse a la ma
yoria de los inductores. En la tromboastenia de Glanzmann la agregacldn primaria_

no ocurre.

Las plaquetas tromboasténicas no se agregan a ninguna concentracidn de ADP, suce -
diendo lo mismo con la estimulacidn de la adrenalina, trombina o coldgeno (5, 6, -
32). A pesar de su incapacidad de agregacidn para tales agentes, las plaquetas su
fren muchas de las alteraciones que se observan en las plaquetas normales tras la_
adicién de los inductores (como cambic de forma y liberacion del contenido granu -
lar). las plaquetas tromboasténicas sf se aglutinan en respuesta al ristocetfin y_
se adhieren normalmente al coldgeno o al subendotelio (32). En ocasiones se ha en
contrado una disminucidn del factor plaguebario 3. Son caracter{sticas del tras -

torno el tiempo de sangrado prolongado, lacuantificacidn plaquetaria y porcentajes

de factores plasmiticos son normales; las plaquetas no se retlenen normalmente a

la columna de perlas de cristal, debiéndose tal vez a la ausente agregacidn dentro
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de la propla columna.

Estas plaquetas se agregan al est{mulo de la ristocetina y del factor VIIT bovino_
«n ccntraste con la agregacidn alterada de los enfermos con el sindrome de Bernard
Soulfer. La alteracidén de la agregacidn por el ADP (o sustancias que agregan las_
plaquetas por liberacién del ADP) constituye el defecto funcional principal, que _
explica quizd el tiempo de hemorragia prolongado. La naturaleza de este mal ain _
estd muy obscura; se piensa que se deba 2 una anomalfa en una o mds de las protef~
nas asociadas a la membrana plaquetaria. Dado que una cierta cantidad de fibring-
geno asociado a las plaquetas es necesaria para la agregacidn inducida por el ADP__
normal, la cantidad del fibrindgeno disminuida en las plaquetas tromboasténicas

que se ha encontrado en-varias investigaciones, podrfa ser el origen de tal efecto.
La tromboastenia es uno de los trastornos mds raros, solamente se publicaron 100 _
casos hasta 1961 y en el transcurso de 8 afios posteriores se publicaron 30 casos -
mds. Actualmente, las transfuciones plaquetarias son la unica terapeitica disponi

ble.

- Anomalfas de liberacidn o _de_segunda onda (trombopatfa y_trombocitopatfa) 3

La caracterfstica identificante de esta anomalfa es la incapacidad de las plaque -
tas de liberar nucledtidos enddgenos en respuesta a los diferentes agentes agregan
tes, por lo que se observa una respuesta primaria al ADP y a la Adrenalina, pero _
ne va a existir la segunda onda de agregacién (5, 24). Esta clase de trastorno se
descubri§ en enfermos cuyas plaquetas eran normalmente agregadas por el ADP en la_
primera onda Unicamente y ademds no agregaban al coldgeno. La alteracidn de la a-
gregacidn inducida por el coldgeno se atribuye a un defecto de la liberacidn de

ADP. Como consecuencia de tal incapacidad, la segunda onda de agregacién inducida

por el ADP y adrenalina también estaba alterada. De este modo, como el coldgeno _
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sflo praduce una segunda onda de agregacidn y dsta viete a consecuencia de la libera
cidn del ADP intraplaquetario, ldglcamente se obtendrd una ausencia de esa segunda -

onda.

En esta anormalidad no va a existir, respuesta de agregacisn al coldgeno (defecto de
tipo aspirina). Se ha encontrado también que se acompafia de una disminucién de! fag
tor plaquetario 3, tiempo de sangrada prolongado y adhesividad anormal a la columna_

de perlas de vidrio.

-  Enfermedad de almacenamiento en el fands comdn:

Una liberacidn disminuida de ADP intraplaquebario es caracteristica de esta clage de
anormalidad. Dos tipes generales de defectos podrfan explicar esa conducta plaqueta
ria: En un tipo, las plaquetas son deficientes en el depdsito especial da ADP que _
se almacena ordinariamente en los grdnhulos densos, y que tras la liberacidn de su
contenido se ocasionarfa la segunda onda agregante; (eate defecto también se le cong
ce como enfermedad del comportamiento de depdsito). En el segundoe tipo, el contenf~
do de ADP de las plaquetas es normal, pero el mecanisme de su liberacidn parece ser-

anormal.

Como se ha visto, el comportamiento de depdsito es liberado en la reaccidn de libera
ecién y es responsable de la segunda onda de agregacidn plaquetaria. La ancrmalidad
puede deberse a defectas en el almacenamiento de los nucledtides o en la aintesais de

éstos, y no existe por tantc la segunda onda agregante (5, 9, 11, 33).

La anormalidad denominada Sfndrome Aspirina, se caracteriza tamblén por un defecto _
de liberacidn de los grdnules de ADP, no obstante que las plaguetas tienen presentes
cantidades normales de este nucledtido. Tales pacientes tienen en mal estado el fac

tor plaquetaric 3 y disminuida la retencidn plaquetaria, caracterfsticas que marcan_

1a diferencia entre los pacientes que ingleren aspirina. La caracterfstica princi -
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pal que presentan las dos anormalidades se debe a la falta de respuesta de libera --

cidn de ADP para la segunda onda en respuesta a la adrenalina.

La enfermedad de almacenamiento, se caracteriza por la escasa cantidad de grdnulos _
densos, lo que explica también el pobre estimulo que tendrfan las plaguetas para su_
agregacidh irreversible manifestada en la segunda onda, ya que en tales grédnulos se__

deposita el ADP plaquetario.

Existen otras anormalidades con el mismo defecto de liberacidn, como son: el sindro
me de Wiscott-Aldrich (anomalfa inmunoldégica), el sindrome de Hemansky-Pudlach (Albl
nismo Gculo-cutdneo), el sfndrome de Chediak-Higashi. Tales disfunciones fueron men

cionadaa por Welss en 1980 (3).

n todos estos defectos se encuentra un iipo de sangrado moderadamente prolongado, _
disminucién de la retencidn plaquetaria en perlas de vidrio, recuento plaquetario

normal o ligeramente reducido sin anormalidades morfolégicas plaquetarias en el fro-
tis. La agregacidn con el coldgeno estd alterada y la respuesta primaria al ADP es_
normal pero no se puede producir una segunda onda con concentraciones de ADP que or-
dinariamente producen las 2 ondas de agregacidn en sujetos normales. Fuera de las _
trasfusiones piaquetarias, cuando &stas son clinicamente indiéadas no existe ninguna

otra terapéutica (33).

En esta clasificacién destaca la enfermedad de Von Willebrand. Esta se debe a un de
fecto en un factor plasmitico que consecuenta un tiempo prolongado de sangrado. Tal
carencia estd asociada a una fraccidn del factor VIII (5, 16, 34, 35). Es el segun-
do desorden de coagulacidn hereditario después de la hemofilia A. Afecta a los dos_

sexos, predominando en mujeres (34) y es transmitido como razgo autosémico dominante.
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La anormalidad de este factor es mucho mds compleja que la hemofilia, ya que se han_
encontrado subdivisiones de esle desorden. El factor de Von Willebrand se encuentra
localizado en la fraccién antigénica de la globulina antihemofflica (factor VIII) y_
es ngcesario para la unidn de las plaguetas a la pared intravascular (13). la mayo-
rfa de las veces la actividad procoagulanie de esta fraccidn es baja al igual que la
antigénica. Las plaquetas de estos pacientes no se agregan al estimular con ristoce
tina, no obstante, puede ser corregido con plasma normal al igual que la retencidn a
las perlas de vidrio, porque el plasma normal contiene la fraccidn de Von Willebrand.
En los episodios de sangrado, los pacientes pueden ser tratados mediante transfusio-
nes de plasma, tanto de personas normales como de los hemof{licos, lo que demuestra_
que el factor necesario para la adhesién de las plaquetas no estd relacionado con la

actividad procoagulante del factor VIII y sf con la fraceién antigénica (17, 18, 33).

En el agregdmetro, t{picamente se muestra una falta de respuesta a la ristocelina. _
Algunos investigadores han establecido que tal carencla de aglutinacidn mientras no_
sea diagndsticada, puede ger utilizada como prueba clinica para facilitar el diagnds

tico.

Trastorno hemorrdgico famillar caracterizado por la presencia de plaquetas mayores -
que su tamafio normal y con una apretada condensacidn de los grdnulos. El sfndrome -
de las plaquetas gigantes de Bernard-Soulier es escasamente comin, cuyos efectos he-
mostdticos no han sido explicados satisfacloriamente. La caracterfstica fundamental
de las plaquetas con tal anormalidad es la carencia de las glicoprotefnas uno b y _

uno s {y no por un mal funcionamiento de estas) en su membrana. Se les encuenira a-

demds un tiempo de sangrado notablemente prolongado, recuento plaquetario variable _
(normal o trombocitopénico), mds del 80% de las plaquetas tienen mds de 2.5 micras _

de didmetro, encontrindose a veces algunas hasta de 15 micras; la agrupacidn de los_
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grdanulos en el centro de la célula confiere a menudo el aspecto de un pseudonﬁcleo._
En esta anomalfa que se transmite de manera autosdmica recesiva, existe una altera -
cidn del consumo de protrombina ¥ la ausencia de la agregacidn cuando esta es induet
da por ristocetina (no obstante, contrariamente al sfndrome de Von Willebrand, este_
defecto no puede ser corregido con la adicidn de plasma o de factor VIII (33). Se _
suglere que el defecto viene a explicarse por una falta en el meéanismo de las pla -
quetas, mientras que la disminucidn del consumo de protrombina tal vez se deba a la_
defectuosa fijacidn del factor VIII. Los niveles en todos los factores de coagula =
cidn y los componentes del factor VIII son normales. Las plaguetas se agregan in vi
tro con coldgeno, adrenalina y el ADP, pero incapaces al estfmulo de la ristocetina.
Es importante sefialar que no todos los trastornos hemorrdgicos congénitos con plaque
tas gigantes tienen un tiempo de vida corto ya que son muy facilmente activables y _

por consigulente son destruidas facilmente en este sindrome.

- Desdrdenes asociados con trombocitopenia ;

Se han revisado varios cagos de estos pacientes en los que la respuesta de agrega --
cidn estd disminuida; entre elias estd la anormalidad de May Hegglin, en la que la a
gregacidn inducida por el ADP es normal pero el estimulo del coldgeno produce una a-

gregacidn deficlente.

B) TRASTORNOS ADQUIRIDOS DE AGREGACION

Los problemas relativamente menores de la hemostasia ordinariamente se asoclan con _
deficiencias adquiridas de la funcidn plaquetaria. No obstanie, muchas veces el

trastorno involucrado a una disminucién de la agregacidn no se asocia claramente a _
una enfermedad dada: otras, que estdn asociadas a medicamentos o a agentes ambienta
les pueden ser de corta duracidn. La lista de drogas que afectan la agregaclidn rl..-

quetaria est4n aumentando cada vez mds, a la par del mismo Interds que esto entrafia,
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ya que de ello depende en gran parte encontrar la m&s adecuada medicacidén para el -

control de las enfermedades vasculares.

Se ha intentado dividir los trastornos adquiridos en los que son inducidos por dro=-
gas y los que no lo son. @p general, la disminucién de la respuesta agregante que -
no es causada por medicamentos proviene de pacientes con anomalfas de liberacidn a-
vanzados (trastorno de Wilson, uremia, deficienclas de vitamina 812, septicemia bac
terial y anticuerpos circulantes. Las actividades fisioldgicas tilenen también su -
importancia ya que hay estadios, como la ovulacidn en el ciclo menstrual, en los

que la sensibilidad agregante plaquetaria se ve disminuida; lo mismo se ha visto

después de una cirugfa, porque las plaquetas entraﬁ a un perfodo refractario corto.
En seguida viene una lista de anormalidades plaquetarias de cardcter adquirido, en_
donde el agregdmetro puede deacubrir directamente si la funcidén plaquetaria cualita
tiva es normal o ésta contrae una anormalidgd. De todos modos, la téenica demues -
tra cierta ayuda para el diagndstico diferencial y prondstico de la enfermedad de _

estudio.

Algunos pacientes que muestran funcidn plaquetaria anormal, ademds de trombosis y _
trombocitopenia, se observd que en las enfermedades mieloproliferativas éstos tie -
nen mucho peligro de complicaciones tromboembdlicas. El grupo en estudio puede mos
trar anormalidades de agregacidn en respuesta a la adrenalina, ausencia de agrega -
cidn en la primera onda en casos de policitemia primaria. La respuesta de agrega -
c¢ién con ADP y coldgeno tiende a ser qprmal pero algunos casos demostraban que el _
tiempo de latencia en el coldgeno era mds prolongado que el normal, sugiriendo una_
adhesidn insuficiente de las plaquetas mieloproliferativas en las fibras de coldge-

no.
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Se ha encontrado una agregacidn anormal en pacientes en los cuales hubo ausencia de
la segunda onda ocaslonada por la expulsidn del ADP utilizando adrenalina y ADP.

Se observd también un retraso prolongado en la agregacidn inducida por el coldgeno.

Los hallazgos de la funcidn cualitativa de las plaquetas en la pirpura tromhocibopé
nica inmune crdnica e intermitente han mostrade anormalidades de agregacidn a algu~
nos inductores. Los paclentes con plrpura trombocitopénica inmune crdnica tienen -
una respuesta anormal ante la inducciSn de adrenalina y ADP pero se manifiestan nor
malmente ante el estfmulo del coldgeno. Por otro lado, los pacientes con pdrpura _

trombocitopénica inmune intermitente presentan respuesta de agregacidn normal.

0'Brien ha comprobado que loas pacientes con postquirirgicos tienen disminuida la
respuesta de agregacidn al ADP y al coldgeno; relacionando estos efectos inhibido -

res con los anestésicos empleados.

Los estudios con un gran nimero de sujetos en situaciones de alarma mostraron que -
existfa una marcada disminucidén en la segunda onda de agregacidn en respuesiu a la_
adrenalina y que generalmente ésta se normalizaba a los 7 dfas. Se insiste en lo _
anterior, con la necesidad de considerar el estado emocional de los pacienies duran

te la venipuntura cuando se va a valorar la agregacidn plaquetaria.
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CAPITULO IV

UTILIDAD CLINICA DE LA AGREGACION PLAQUETARIA

- OBJETIVOS:

- Reunir un nimero significativo de sujetos normales que permitan, con el estu-
dio de la agregacién plaquetaria y los agentes mis comunmente utilizados, el esta -

blecimiento de fndices o rangos normales de agregacidn.

- Estudiar el mayor nimero de enfermedades posibles que sean producto de dife -
rentes anormalidades de la funcidn plaguetaria, para poder caracterizar mediante el

estudio de agregacidn a tales enfermedades.

- Caracterizar las alteraciones plaquetarias a partir de un trazo identificador

de comportamiento tipico en las diferencias que existen en los trazos normales y
anormales.

- Encontrar los lfmites de las concentraciones Sptimas de agentes agregantes
que coincidan con una mayor eficacia, y que permitan as{ evaluar con el menor nime-
ro de determinaciones los defectos caracter{sticos de una enfermedad dada, evitando

el innecesario gasto de reactivos.

Con todo lo anterior, incrementar la eficacia del estudio y con ello abatir los cos

tos.



METODO

La base de este método es una téenica fotométrica con agitacidn contfnua (10).
OBTENCION DE LA MUESTRA :

Todas las muestras de sangre serdn extraidas de venas cubitales en las primeras ho-
ras de la mafana despuds de por lo menos 8 horas de ayuno y 30 minutos de reposo, _
utilizdndose para tal efecto agujas del nimero 20 y jeringas siliconizadas. Para pre
venir posibles contaminaciones con tromboplastina tisular, se evitan al mdximo las_
presiones extremas de torniquete y las punclones traumiticas, descartdndose severa-

mente las sangres provenientes de venipunturas imperfecias.

La sangre que se obtiene de esta manera es luego transferida a tubos siliconizados_
con anticoagulante de citrato trisddico al 3.8% en proporcidn de 9:1. (Para evitor_
la activacién de la coagulacidn por contacto, la sangre serd manipulada exclusiva -
mente en material de vidrio previamente sometido a la accidn de silicones bajo ¢! _
siguiente procedimiento: El material de vidrio se lava primero, se sumerge en la _
solucién de silicones rdpidamente, dejindole escurrir y finalmente secar). Se ta -
pan los tubos con papel parafilm y se mezclan suavemente por inversidn. Se centri-
fuga luego la sangre no coagulada a temperatura ambiente durante 10 minutos a una _
velocidad de 1800 r.p.m.. Ya que el proceso de agregacidn se basa en los camblos _
que experimenta la transmisidn de la luz, es importante saber que ésta se relaciona
con el nimero de plaquetas presentes en el sistema, por lo que la magnitud de cen -
trifugacién se ha de considerar para que los plasmas ricos en plaquetas (PRP) pue -

dan ser ajustados a un nimero uniforme de 250 000 plaqg./ml.

Posteriormente, el PRP se transfiere a tubos limpios siliconizados por medios de !
petas Pasteur. Se centrifuga una porcidn de este plasma a 3 000 r.p.m. a ¥°c para_
obtener as{ el plasma pobre en plaquetas (PPP), el que se transfiere luego de cen -

trifugado a otro tubo limplo siliconizado.



66

Por otro lado, para hacer el ajuste del plasma a una concentracidn de 250 000_
plaq./ml ea necesario hacer la cuenta de éstas en la cdmara de Neubawer de la_
manera ordinaria a partir del plasma rico en plaquetas inicial, tomando como -
diluyente oxalato de amonio al 1%,de ésta manera ajustar el plasma a la con -~

centracién deseada con diluciones apropiadas utilizando PPP autédlogo.

Se debe tomar en conslderacién ademds, que las plaguetas requleren conservar su me-
tabolismo activo para responder a los est{mulos de los agentes agregantes, por lo -
que es necesario haber terminado la prueba dentro de las 3 horas subsecuentes a la_

toma de sangre.

PROCEDIMNIENTO

Se enciende el aparato por lo menos 30 minutos antes de iniciar la prueba ajustando
a una temperatura de 37°C Yy a una velocidad de agitacidn de 1,100 r.p.m. con sus

controles respectivos. Se coloca la plumilla del registrador en posicldn cero.

En una celdilla de vidrio se colocan 0.9 ml de PRP y se le adiciona una barrita mag
ndtica, se toma la celdilla y se coloca en el lugar correspondiente dentro del agre
g8metre para que adquiera la temperatura de 37°¢ (se incuba 5 min. 30 seg.); inme -
diatamente después, se transporta nuevamente tomindola del extremo superior hasta _
el otro orificlo donde precisamente se ejecutard la agregometrfa, para ajustar a un
0% de transmita;cia designdndole la divisidn # 1 del papel grdfico sin correr el re

glstrador.

En otra celdilla se coloca 1 ml de PPP auldlogo con otra barrita magnética y se le_
permite adquirir la temperatura de 3700 nuevamente y se transporta luego al porta -

celdas para ajustar al 100% de transmitancia con su control respectivo, y designdn-
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dole la divisidn # 9 del papel grafico.

El aparato estard listo para la prueba una vez que haya sido calibrado, ea decir, -
que con el PRP la plumilla se desplace a la divisidn # 9 por s{ sola. De esta mane
ra, cada unidad que se desplace la plumilla en la prueba, representard 1,25% de

transmitancia.

A continuacidén, en una nueva celdilla, se vierten 0.9 ml. de PRP agregindole nueva-
mente un agitador magnético y haciendo que adquiera la temperatura mencionada. Se_
coloca en la portaceldilla. Se pone en marcha el papel grdfico, bajando ademds la_
plumilla del registrador y en la marca‘que el papel indique tiempo cero se le adi -
ciona con una plpeta de 0.2 ml. terminal, la cantidad de 0.1 ml de agente agregante
a la concentraclén que se requiera, procurando pipetear fuertemente sobre el nivel
del plasma para que el contenido de la substancia llegue al centro o hasta el fondo
de la celdilla y as{ provocar una rdpida homogenizacién de todo el contenido, pero_

teniendo cuidado de no formar burbujas.

Se deja correr el papel del registrador 5 min. 30 seg. para que se obtenga un tra-

20 completo y caracter{stico de cada agente agregante.

Se recomienda efectuar las pruebas en orden de un mismo agente agregatnte para el

plasma problema, empezando con la dilucidn de la mfnima a la mdxima y luego traba -
Jar con otro agente agregante diferente. As{ mismo, es importante no confundir la_
concentracidén a la que el agregdmetro ha de registrar el curso de la reaccidn, ya _
que ésta se establece una vez que ha sido afiadido el agente de induccidn de la agre
gacién, y por lo tanto, el cdlculo final debe corresponder a la concentracién que _

exista después de la adicidn del inductor.

EL trazo de la agregacidn sobre el papel se manifiesta en una uUnica onda de caracte
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risticas reversibles o irreversibles, o en dos ondas sucesivas, trazadoa sobre el -
papel a una velocidad de una pulg. por minuto. A medida que la agregacidn vaya
avanzande, la turbidez del plasma 1dgicamente ird disminuyendo, lo cual se comprue~

ba a simple vista después de terminada la prueba.

la interpretacidn serd siempre cualitativa y cuantitativa y estard en funcién de

los trazos de agregacidn proporcionados por los controles normales. Las curvas ob-
tenidas en los trazos podrdn ser cuantificadas midiendo la pendiente de la curva en
relacidn con el tiempo en que ocurrid la mdxima agregacidn, o por el porcentaje de_

variacidén de transmitancia del PRP que se marca en el papel registrador.
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RESULTADOS

Los estudios de agregacidn plaguetaria se reallizaron en:

- 97 Donadores profesionales de sangre (clfinicamente sanos).
- 31 Donadores voluntarios (clfnicamente sanos).
- 44 Pacientes con algin padecimianto hemorrdgico.

A la mayor{a se les practicé pruebas completas con los diferentes agentes agragantes,
mientras que en loa otros casos unicamente con algunos de estos inductores. Los re -
sulfados se obtuvieron en porcentaje de mixima agregacidn (en cada una de las fases)_
¥ el tiempo en que ocurr{a dicho miximo, lo cual era demostrado en la curva grdfica._
Con tales valores se calculd la desviacidn estandar (D.S.) para estas dos variables, _
¥ que son las cifras que se expresan adjuntas a cada grdfica en la misma figura, lo _
cual facilita la comparacidn de los distintos ensayos experimentales que representa ~
raﬁ finalmente lda pauta para la estimacidn de normalidad o anormalidad de dichos ran-
gos de valorea. 3in embargo tal y como se ha encontrade en la revisidn de la litera-
tura, el grado de agregacidén explicade mediante nimeros no es convincente en todos

los casos, ya que 1o0s resultados muestran variedad de los mismos que debe considerar-

Be.

La Figura N2 | (véase adelante) muestra el curao de la agregacién plaguetaria con los
diferentes agentes de induccldn, realizados en log 97 donadores profesionales, ésta _

puede considararse como el comportamiento tipleco de plaguetas en peraonas sanas.

En las Figuras 2, 3, U y 5 se cbserva el comportamiento de agregacidén plaguetaria an

tes y después de la administracién de 1 gramo de ac. acebil malicflice. Cabe sefialar
que se realizd el estudio considerando el sexo.
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En las Figuras 6, 7, 8, 9 y 10 se describe el comportamiento plaquetario para los dis
tintos padecimientos considerados en este estudio; ésto fué evaluado comparativamente

con la descripcidn de un testigo normal en cada caso (véase ademds Tabla N2 1).

Quierc hacer notar que en algunas enfermedades, respondiendo quizd a la poca inciden-
cla de hallazgo, sélo se efectuaron escasos ensayos y que la falta de una mayor ca -~
gufstica, es decir, un mayor mimero de pacientes, hace mds diffcil la tarea de caracte
rizarles dentro de una estimacidn confiable. En los 5 afios considerados en el estu -
dio, s6lo referf atencidn a los desdrdenes trombocitopdticos que hacian posible la ta
rea de manejarlos estadfsticamente, con tendencias a encontrar valores representati -

vos.

Los resultados de agregacién en los desdrdenes considerados en el presente trabajo re
sultaron ser similares a investigacicnes anteriores, apoyando con ésto la veracidad _
hallazgos de ausencla de respuesta o una disminucidn de la agregacidn en personas nor
males de control, también se ha manejado cemo un dato inexplicable en varias situacio
nes experimentales anteriores, por 1o que conviene ser cautos en la interpretacidn de

los datos, sobre todo en la agregacidén producida por la adrenalina.

Para una mejor comprensidn de todo lo anteriormente descrito, en las Talbas 2, 3, U,_

5, 6 y 7 se describe la agregacién por agente inductor, tanto para testigos como para

pacientes estudjados.

Dentro de los objetivos se especifica la necesidad de estandarizar el método de agre~
gacldn con respecto a las concentraclones de agentes inductores mds eficaces, para
que al mismo tiempo se evite el gasto innecesaric de reactivos y se abatan costoes.
Del mismo modo, en el presente trabajo se ensayaron diferentes concentraciones de
agentes de induccidn agregante, encontrandose como dptimas las que se sefalan en la _

pdgina 71 (véase ademds Figuras 11, 12 y 13).



7
CARACTERISTICAS DE LOS TRAZ0S DE AGREGACION PARA CADA

CONCENTRACION REFERIDA COMO OPTIMA EN PERSONAS NORMALES

( VEASE TABLA Ne 1 Y GRAFICA No 1)

TROMBINA (0.4 Unidades/ml):

Ondas bifdsicas. Presentando siempre la primera onda completamente reversible, y_
una segunda onda manifestada violentamente por su trazo inclinado casl vertical en

poco tiempo.

ADRENALINA (25.0 micromolas/ml):

Curva inmediata a la adicidn del agente agregante de tipo bifdsica. Algunas veces

también fusionada.

ADP (2.5 micromolas/ml):

Curva inmediata a la adicidn del agente agregante presentando pendiente mas alta _
que la que corresponde a la de la adrenalina en su primera onda. Segin la concen-
tracidn que se utilice puede obtenerse una segunda onda de agregacidn. Para esta_

concentracidn utilizada pocas veces se desarrcllé segunda onda.

COLAGENO (10 micromolas/ml):

Trazo de una Gnica onda de agregacidn irreversible (correspondiente a la segunda _

fase). Presentando ademfs un perfodo de latencia de duraecién variable.

RISTOCETINA (1800 micromolas/ml):

Trazo en donde se superponen ambas ondas (fusionadas), mostrando un soln trazn
frreversible. Presenta escasa agregacidén en un principlo y después se pronuncia ri

pidamente.
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FIERINOGENO BOVING (0.6 miligramos/ml):

En personas normales produce invariablemente una agregacién completa en un trazo de on
das fusionadas, siendo un consigulente posible unicamente medir la magnitud de la se -

gunda fase de respuesta de agregacidn.

A continuacidn se presentan tablas de las agregaciones encontradas con los distintos -
agentea de estimulacidn, tanto para el personal normal sano as{ como para pacientes

con algin padecimiento establecido; pudiéndose establecer comparaciones. Posteriormen
te se ilustra de manera grdfica los distintos procesos de agregacidn encontrades. AL_
final se muestran ensayos para 3 agentes agregantes (Trombina, Adrenalina y ADP), en _
donde se pueden observag las concentraciones utilizadas y de donde nacid el eriterio -

para preferir la que optimiza la técnica de la agregometrfa plaquetaria.



DIFERENCIAS COMPARATIVAS DE AGREGACION PLAQUETARIA EN INDIVIDUOS
CLINICAMENTE SANOS Y PACIENTES CON DESORDENES HEMOSTATICOS

TABLA N2 1
TROMBINA ' ACRENALINA ADP COLAGENO RISTOCETINA FIBRINOGENO
CDONADORES PROFESJONALES NORMALES Y TESTIGOS NORMALES VOLUNTARIOS)
(N) * () » TN % (N) » (N)-# TN %
13 (nda Normal 13 Onda Normal 13 Onda Nor 18 mecranamen= 13 Onda Fusfonada 14 Onda Fusionada
2% Onda Normal 23 Ctnda Normal mal 2a Normal (pre| 23 Onda Normal 23 Cnda Normal
28 Onda Au= senta cldsi
sente. c¢3 pericdo-
. de latencia
o RPESp e e e
. (DONADORES VOLUNTARIOS POST-ASPIRINA)-
12 Normal 18 Normal | 16 commcmeces
(¥ 28 jusente 24 Ausente 23 Normel o - Hint i
. dizminuida
{TROMBOASTENIA DE GLANZMANN)
12 Fusionada
Ausente J Ausente Ausente Ausenta 28 Disminuida Ausente
" (BERNARD SOULIER)
(N) 6 () 8 18 dtsmtnui={ 18 ceemmmee
disminuida disninuida da 2% Normal o = Ausentae - Ausente
28 Ausente disminuida §
(VON-WILLEBRAND)
18 Normal Disminuida &
(M) ¥ - , (H) % ’ 24 Variable (V) Ausente l (H) #
{TROMB0S1S) .
. ’ 12 Normal
(N) n l (K) » , 22 Ausente {(N) » , 11t , 11111111
— -
(TROMBOCITOSIS)
(N) u 18 Disminuida 13 Disminuf
28 Ausente da (N) = 11t11ret 111111111
23 Ausente

] H
Hir =

Om!sidn de cnsayos

Comportamiento plaquetario'normal (N

€L



FIGURA Ne 1 DOHADORES PROFESIONALES NORMM T2
(AGREGACION TIPICA DE PLAQUETAS SANAS)
‘P =97 ENSATOS EFECTUADOS

%
100 |-
A B TROMBINA
P - = WISTOCETINA
R . ESGYCOLAGEND
£ 80 |- y - & FIBRINOGENO
E ) 7
é [~ s ADRENALINA
I 60 -
0
N
4o . L.
B ADP
20
o |
£ TIEMPO DE INCUBACION (MIN.)
(se.) 12 0N DA (s08.) 21 ON DA
AGENTES AGREGANTES TIEMPO  (D.S.) % (D.S.) TIEMPO _ (D,S.) % (D.S,}
TROMBINA 39.5 Yag.0 3.6 2.1 179.4 ¥ 0.6 97.5 6.3
ADRENALINA 93.9  15.2 5.7 5.6 307.2  f2u4,0 66.6 219.2
ADP 100.7 Ya2.1 59,2 18,6 NO HUBO
COLAGEND FUSIONADA mcemmcmmmcnmoacne- 308.8 i 85.6 10,2
RICTOCETINA FUSTONAD A =memmmmmmm e — 219.0  133.6 90.8 2.2

FIPRINOGENO 108.0 254 313.0 *y.2 108.4 6.2 £5.0 2.8



FIGURA Na@ 2 TESTIGOS NCRMALES VOLU":*iITOS
: ("HOMBRES" PRE-ASPIRINIFICADOS)
) ~-29 ENSAYOS-

Ay
%
100 |
A TROMBINA
G -
COLAGENO .
R 80
ADRENALINA
E
G
A 60
c
I
o 4o
ADP
N .
20
[ vy
[ SO (NN SRR TN R sl P TIEMPO DE INCUBACION (MIN.)
0 1 2 3 4 5
(seg.) (seg.)
AGENTE AGREGANTE TIEMPO (D.S.) % (D.S.}) TIEMPO (D.S.) % {D.S5.)
TROMBINA 38,5 M N 38,1 X 8,4 217.2  * 1.0 95.4 Ty
ADRENALINA 8.5 6.0 5.2 $3.6 310.2  *12.6 77.2 *u.s
ADP. 105.0  a24.3 56.7 = 7.6 NO HUBO -
COLAGENO FUSIONADA memmeeeemcoscoce———. 302.4  Iz2.m 86.2 ty

]
w
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FIGURA N2 3 TESTICOS NORMALES VOLUNTARIOS |
("HOMBRES" POST-ASPIRINIFICADOS) -

a -19 ENSAYOS-
%
) w00 |
N TROMBINA
¢ 80
R
E
G .
60
A COLAGENO
c .
I
0 v ADP
N
ADRENALINA
20
0
{> TIEMPO DE INCUBACION (MIN.)
(seg.) 189 ONDaA (308.) 28 ONDA
AGENTE_AGREGANTE TIEMPO  (D.S.) % _ {D.8,) TIEMPO _ (D.S.) % (D.S.)
TROMEINA 37,0 I 3.7 7.6 178.4 X 0.8 95.0 tra
ADRENALINA 10,7 395 38.0 7.4 NO HU3O
ADP 84.0 19,4 s6.4 6.3 NO HU230
COLAGENO FUSTONADA wmmcmwmmmmn 303.0 220.4 60.3 hTI
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FIGURA N0 4 TESTIGOS NORMALES VOLUNTARIOS

("MUJERES"

-12 ENSAYOS-

PRE-ASPIRINIFICADAS)

@& ADRENALINA

A

TOMBINA

COLAGENO

DP

R
1

0 3 y 5

(seg.) '% O MDA (seg.) 28 OH LA
AGENTE AGREGANTE TIEMPI (D.S.) % (D.§.) TIEMPO _ (D.S.) % (D.5.)
TROMBINA we g 7.8 .y 195.0 52,2 95.3 Is.8
ADRENALINA 8.3 13.7 m tsuy 285.0  Is4.6 78.3 z8.7
ADP 99.0 % 8.4 60.7 %3 266.4 216 . 67.5 Z 8.9
COLAGENO FUSTONADRA ammmmmmmoeecmea—ce. 304,8  118,6 85,3 .3

{> TIEMPO DE INCUBACION (MIN.)
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FIGURA N2 5 TESTICOS NORMALES VOLUNTARIOS
("MUJERES" POST-ASPIRINIFICADAS)

-8 ENSAYOS-
% lt
100
; TROMBINA
A
[ 8.0
R
E
G 60
A
c COLAGENO
I 40 ADP
0
N ADRENALINA
20
0
{ TIEMPO DE INCUBACION (MIN,)
12 0oHNDA 22 O NDA
(seg.) (ueg.)
AGENTE AGREGANTE TIEMPO  (D.S.) % (D.S.) TIEMPO _(D.S.) % {D.S,)
TROMBINA 375 t8.2 k2,7 18,6 2000  70.2 96.6 Iss
ADRENALINA 78.7 % 6.4 38,4 n NO HUBO
ADP 93,4 229.8 63.7 1.9 NO HUBO
COLAGENO FUSIONADA mevemmoamcnmeanas 282, 2310 53,7 2101 2
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FIGURA NO 6 TROMBOASTENIA DE GLANZMANN

-2 ENSAYOS-
: 2
100 |-
A L
6
R 80 F
E L
G
60 0 RISTOCETINA
A
¢ L
I .
a 4o b=
N =
20
B TROMBINA
ADRENALINA
i ADP
OLAGENO
0 I T5RINOGEND
. TIEMPO DE INCUBACION (MIN.)
0 1 2 3 4
ia N (]
(se2.) ONDA (seg. ) 26 ONDA
AGENTE_AGREGANTE TIEMPO _(D.S.) % (D.S.) TIEMPO  (D,S.) % D.%,}
TROMBINA NO AGREGA NO AGREGA
ADRENALINA NO AGREGA NO AGREGA
ADP HO AGREGA NO AGREGA
COLAGENO NO AGREGA —--memmmmmmenn e HO AGREGA
RISTOCETINA FUSIONADA 292,2  %36.2 61.8 N
FIBRINOGENO NO AGREGA =—=---vmmmwmeccnacnnas NG AGREGA memmmmune R
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FIGURA N2 7 VON-WILLEBRAND

Fay 21 ENSAYOS=
%
100 b

A TROMBINA
G COLAGENO
R FIBRINOGENO
E
G
A
c ADP
1
o

ADRENALINA
N RISTOCETINA

{ TIEMPO DE INCUBACION (MIN.)

28 OND A
(seg.) (zeg.)

AGENTE AGREGANTE TIEMPO (D.S.) % (D.S) TIEMPQ (D.S.) % (D.S.)
TROMBINA 5.0 *o0.0 38,2 6.0 250,0 L 70.8 92.5 1.7
ADRENALINA 82.5 3.0 26.2 *3.0 159.0 2183.0 35.9 s
ADP FUSIONAD A mammmcumemmcmemnm 165.0  2190.5 49.6 330
COLAGENO FUSTONADA wnm —-- 292.2  t29. 84.0 t10.6
RISTOCETINA FUSTONADA mocmamcmmemcneen - 206.4  *140.6 30.9 tuo.6

FIBRINOGENO FUSTONAD A mmacnmsmammucaameas 316.2 % 3.0 75.1 %05
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FIGURA N2 8 BERNARD-SOULIER

A -5 ENSAYOS-
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100
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c
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G ADRENALINA
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c
1

40
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20

RISTOCETINA
0 * FIBRINOGENO
«——> TIEMPD DE INCUBACION (MIN.)
(seg.) 1@ omba (zeg.) 28 ONDA

AGENTE AGREGANTE TIEKFO (D.S.) % (D.S.) TIEMPO (D.S.) % D.S.)
TROMBINA 50.0 = 8.6 43,3 2.5 280.0 Iug.2 75.6 3.7
ADRENALINA 75.0  f21.7 43.0 25 288.6  Z27.0 65.8 n.2
ADP 168.0  *37.3 43.5 5.6 NO HUBD  comammmmmemeeeneae
COLAGENO FUSIONADA wecmmecmmcacccnna. 273.0  I30.6 66.5 7.0
RISTOCETINA NO AGREGA NO AGREGA cmemmmccccccacmcacmnas
FIERINOGENO HO AGREGA NO AGREGA
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FIGURA Ne 9

TROMEOSIS
-9 ENSAYOS-

TROMBINA
COLAGENO
ADRENALINA

ADP

{> TIEMPO DE INCUBACION

18 O NDA 28 ONDA
(seg.) . (seg.)
AGENTE AGREGANTE TIEMPO (D.S.) % (D.S.) TIEMPO  (D.S.) % (D.S.)
TROMBINA 39.0 s 222 ts55 45,0 fury 82.9 2.3
ADRENALINA 92.5 4.7 31.8 . 1.7 34 7.8 68.5 218.6
ADP 95.0 2.5 60.6 - £18.5 NO HUBO
COLAGENO FUSIONADA —mommc- amelala 285.0 28.4 75.5 Iq.2
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FIGURA N@ 10 TROMROCITOSIS
-7 ENSAYOS-
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100 |-
A iy COLAGENO
G go k- TROMBINA
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E L
G 60 |-
A
c L
1 40 |-
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N
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E vt 1 ' { L - L . INCUBACION (MIN.)
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18 0N DA 2a O N DA
(seg.) ’ (seg.)
AGENTE AGREGANTE TIEMPO  (D.S.) % __ (P.S.) TIE4PO  (D,S.) % (D.5.)
TROMBINA 4.0 8.6 4.5 1.9 299.0  *28.8 83.5 145
ATRENALINA 105.0 0.0 6.2 0 318,06 fo.0 37.5 The
ADP 56.2 *17.5 1.3 Igyg NO HUBO
COLAGEND FUSIONADA —mcemmccocmmaemam— " 310.8 %72 84,5 I 3.9
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TABLA N2 2

Estudios realizados con plasmas de distintas caracterfaticas.

AGREGACION INDUCIDA CON ADRENALINA (25 microM/ml.)

Representindose en 2 ondas, en_

las que cada una tiene un tiempo de incubacidn (en segundoa) y el porcentaje de agregacidn al~

canzado.

~Donadores profesionales
normales

Testigos norm. voluntarios:
~ hombres (pre-aspirina)

(post-aspirina)

- mujeres (pre-aspirina)
(post-aspirina)

GLAZMANN
BERNARD-SOULIER
VON-WILLEBRAND
TROMBOSIS

TROMBOCITOSIS

1 a ONDA

TIEMPO - (DS)
(seg)

93.9  (¥15.2)

(*16.0)
($38.5)

84.5
110.7

89.3  (¥13.7)
8.7 (X 6.4)

%

35.7

35.2
38.0

.4
38.4

Ademds del promedio, se muestra la desviacidn estandar:

(DS)

(%5.6)

(43.6)
(f1.5)

(25.4)
(2y.14)

NO AGREGA = = =« n v n w = w

75.0  (Z21.2)

82.5  (X6.1)

92.5  (f1.m)

105 (.0.0)

3.0

26.2

731.8

36.2

(t2.5)
33.0)
(t7.1)

(28.1)

28 _oND&

TIEMPO (DS) % (DS)
(seg)

307.2 (% 21.0) 68.6 ( 19.2)
310.2 (¥ 12.6) 77.2 (f14.5)
NO HUBOD - - c et 0 e e = = - - -
285 (X 54.6) 78.3 (¥8.7)
NO HUBOD = - m st = st = = = e &
NO AGREGA = = m = « = = w =@ =
288.6  (%27.0) 65.8 (% 7.2)
159.0  (%183.0) 35.9 (I41.5)
130,00 (2r.e) 68.5 (218.6)
138.0 (% 0.0) 37,5 (¥1.24)




TABLA Ne 3

~Donadores profesionales

normales

Testiéos norm. voluntarios:
- homﬂres (pre~aspirina)

(post-aspirina)

- mujeres (pre-aspirina)

(post-aspirina)

GLANZMANN
BERNARD~SOULIER
VON-WILLEBRAND

TROMBOSIS

TROMBOCITOSIS

AGREGACION INDUCIDA CON ADP (2.5 microM/ml.)

TIEMPO
(seg)

100.7

105.0
84.0
99.0

93.4

1

a 0

(DS)

(*22.7)

(t24.3)
(t10.4)

(* 8.4)
(*29.8)

NO - AGREGA

168.0  (¥37.3)
FUSIONADA

95.0 (222.5)
56.2 (z 7;5)

N DA

%

56.7
56 .4

60.7
63.7

60.6

(bS)

(X8.6)

+

7.6)
(6.3

(X 3.1
(X 17.9)

(*18.5)

(£ 9.9)

2 a ONDA

TIEMPO (DS)
(seg)

NO HUBO -~ = =« = «

NO HUBO « -~ «
NO HUBO « « - -

2660  (%27.6)

NO HUBO - - - -

NO AGREGA ~ - -

NO HUBO - ~ -

165 (%190.5)

NO HUBO - ~ « -

NO HUBO =~ -« - -

% (DS)

67.5 (2 8,9)




TABLA N 4 AGREGACION INDUCIDA CON COLAGENQ (10 microM/ml.)

18 ONDA 28 ONDA
TIEMPO  (DS) % (DS} TIEMPO  (DS) % (DS}
(seg) (seg)
'D""‘“d"'”:gr:;‘l’::s“’"ale“ FUSIONADA = cm mwooanmon 3084 (*14.4) 85.6  (£10.2)
Testigos norm. voluntarios:
- hombres (pre-aspirina) FUSTONADA = oo mo=cme-x 302.4  (taa.m) 86.2 (% o.m)
(post-aspirina) FUSIONADA = = = = = = = = -- - 303.0  (f20.4) 60.3 (f1u.n)
- mujeres (pre-aspirina} FUSIONADA v w = =~ = ERCE 304.8 (218.6) 85.8 (t1l.3)
(post-aspirina) FUSIONADA m = mamomena 283.2  (%30.0) 53.7  (%10.1)
GLANZMANN NO AGREGA wawocena PR NO AGREGA == c c =« o ww=-
BERNARD-SOULIER . FUSIONADA = mwm=imiaomaiain 273 {130.6) 66.5 (X 7.0
VON-WILLEBRAND FUSIONADA = w=-amcanann 292.2  (Z29.4) 4.0 (%10.6)
TROMBOSIS FUSTONADA w o= === =oo==-= 285.0  (28.14) 5.5 (X7.2)°
TROMBOCITOSIS FUSIONADA === cw=ew=== 310.8 (% 7.2) 84.5  (£3.9)



TABLA N2 5

~Donadores profesionales
normales

Testigos norm. voluntarios:

- hombres (pre-aspirina)

(post-aspirina)

- mujeres {pre-aspirina)

(pnst-aspirina)

GLANZMANN

BERNARD-SOULIER

VON-WILLEBRAND

TROMBOSIS

TROMBOCITOSIS

AGREGACION INDUCIDA CON RISTOCETINA

18 ONDA

TIEMPO (DS) % (DS)
(seg)
FUSIONADA = = - w = = n == = -

AAXXXXXXAXAXXXXXXXXAKAXAXKXXKXKKXKKX
XEXXXXXXAXXKXXKXXKXX XXX KX XXX XXX KX XXX

XXXXXXXXXXXXAXXXXXKXXK XXX AR XKXXKX XXX
XAXXXXXXXXXXKXXXXXXXX XXX AKX XXX XXX

FUSIONADA = = o o = owaoa

NO AGREGA = - = = = @ = = = @ = =

FUSIONADA = - =« = o o e e m =

XEXAXAXXXXAXXXXKXXXXAAXKAA ALK KKK AXXX

XXXXXAXXXXXX XXX AXKXXXXXXKXARXXXXAXKXX

(1800 microM/ml.)

2 8 ONDA

TIEMPO (DS) % (DS)
(seg)
279.0  (%33.6) 90.8  (*12.2)

XXXXXXXXXXXXXXXKXXXAXXXXXXXXXXXXXXXX
KXXXXXXXXXXXXXXXKXX XX XXKA XXX XXX XKXKX

XAAXXXXAAAXXXXXXXXXXXAXXKXKXXXKKXKAX
XXXXXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXKXXXXXXXXX

292.2  (¥36.0) 61,8 (I11.4)
NO AGREGA mumo o o = o = mm =
206.4  (3140.6) 30.9 . (l40.6)

XXXXXXXXXAXXXXAXXXXXXKXXXXXXXXKXX XXX

XXEXKXXXXAXKXXXXKXXXKKXAXZXKXXKKKKXX

(=]
et




TABLA No 6 AGRAGACION

~Donadores profesionales
normales

Testigos norm. voluntarios:

- hombres (pre-aspirina)

(post-aspirina)

-~ mujeres (pre-aapirina)

(post-aspirina)

GLANZMANN

BERNARD~SOULIER

VON-WILLEBRAND

TROMBOSIS

TROMBOCITOSIS

INDUCIDA CON FIBRINOZENQ

184 -0ONDA
TIEMPO (pS) % (DS)
(seg)

108,0 (25.4) 33.0  (%4.2)

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXAXXXXAKRXXXAXXAXXXAXX XXX XXX XXX XXX

NO AGREGA

NO AGREGA

FUSIONADA

XXXXXXXXKAXXXXXXXXX XXX XXX XXXXXXXXXXXXX

XXXXXXAXAAXAXXXXXXXXKAAXX XXX XXX XXXKXXX

ROBINO (0.6 mg/ml.)

22 ONDA

TIEMPO  (DS) % (DS}
(zeg)

308.4  (216.2) 85 (312.8)

XXXXXXXXXXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXAXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXX

XXXXXXAXXXXXXXAXAXXXXKXXXXKXXXXXXXXX
XXXXXXXXXKAXXXXXAXXAX XXX AXX KX K XX XXX

NO AGREGA - - ;e - m 6t e m =
NO AGREGA = - ¢ ¢ ot % 2 e = = =
6.2 (33.0) 751 (I10.5)

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX*XXXXXXXXXXXXXX

XXXXXXXXXXKXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXXXXX

oo
[=+]
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FIGURA Ne 1

100 ﬁi
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0
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(min.)

_AGREGACION INDUCIDA CON TROMBINA UTILIZANDO U‘CONCENTRACIDNES DISTINTAS

SOBRE UN POOL DE PLASMAS DE DONADORES PROFESIONALES NORMALES

La concentracidn de 0.5 U/ml ey la que
optimiza la trayectoria de la curva dm
agregacidn en donde se distingue clara
mente la 12 y 23 fage,
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FIGURA N° 12

»50 micromolas/ml

25 micromolas/ml

» 1 micromolas/ml

e s b el e 1. p TIEMPO DE INCUBACION

0 1 2 3 L 5 (min.)

AGREGACION INDUCIDA CON ADRENALINA UTILIZANDO 3 CONCENTRACIONES DISTINTAS

SOBRE UN POOL DE PLASMAS DE DONADORES PROFESIONALES NORMALES

La concentracién de 25 micromolas/ml es la que
optimiza 1a trayectoria de la curva de agrega-
cidn en donde se distingue claramente la 18 y-

segunda fasas.
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FIGURA N2 13
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AGREGACION INDUCIDA CON ADP UTILIZANDO 3 CONCENTRACIONES DISTINTAS

SOBRE UN POOL DE PLASMAS DE DONADORES PROFESIONALES NORMALES

La concentracidn de 2.5 micromolas/ml es la
que optimiza la trayectoria de la curva de-
agregacian on dande se distingue claramente
In 18 v I3 lase.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La manera de abordar el problema en un principio fué producto de aceptar primero

los resultados que provenfan de donadores profesionales y voluntarios y establecer
a partir de ellos un rango de agregacidn normal, adjunto a un krazo caracter{stico_
correspondiente a la poblacién mexicana sana. Esto, al mismo tiempo que se investi
gaba la dosis de agente agregante necesaria para provocar agregacidn normal prototi
po. De esta manera, ‘a partir de las concentraciones de inductores elegidas, se in-
tentaba por ensayo y error el obtener una onda de agregacidn normal para cada una -

de ellas..

Una vez obtenidos los valores normales de poblacidn mexicana sana, la tarea siguien
te fué la de utilizar los mismos para relacionﬁrlos con pacientes que tenfan algun_
padecimiento trombocitopénico que pudiera caracterizarse también mediante un rangn_
de anormalidad. Se tuvo a disposicidn una amplia variedad de padecimientos, pero _
en la mayorfa de dstos, se manifestd mucha varfabilidad de resultados; en otros, la
poca casufsticavtambién determind el descartarlos d;l estudio global, ya que tales_
hallazgos se alejaban de los objetivos principales. Con todo ésto, se pretendia es
tablecer un trazo identificador, y sélo fué posible encontrarle para algunos trans-

tornos; finalmente lograron evaluarse: a la Tromboastenia de Glanzmann, Bernard _

Soulier, Von-Willebrand, Trombosis, Trombocitosls y se contd también con un grupo _

de voluntarios con el que se estudid el efecto de "tipo aspirina" tras la adminis

tracidn de 1 g. de dc. acetll salicflico.

Finalmente, a partir del personal que llenaba los requisitos de normalidad, se pu
dieron encontrar las concentracinnes de los agentes agregantes que propician una
respuesta normal y lo suflcientemente reproducible en nuestra poblacidn Mexicana sa

na. Para nuestros propdsitos, las personas normales debfan de llenar los siguien -
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tes requisitos previamente elaboradons por el protocnlo: Edades tanto en hombres cn
mo en mujeres comprendidas entre los 15 y los 50 afins, asinlomdtices, con explora -
¢idn f{sica normal, sin manifestaciones patnldgicas asociadas a la coagulacidn, con
antecedentes de ausencia de ingestidn de tnda clase de firmacns 10 dfas previos a _
la prueba; ademds eran revisadns los signos vitales sin pasar por alto una breve

historia clinica para todos los donadores profesionales, cubriendo antecedentes de_
diabetes, s{filis, hepatitis, brucelosis, paludismo, convulsfones, drogadiccidn y _
algin tipo de alergia. Lo anterior era checadn en el Banco Central de Sangre del -
C.M., I,M.5.5.; mientras que los pacientes con padecimientos trombocitopiticos ex -
puestoslen este trabajo fueron detectados y corrnborados durante las evaluaciones _
diagndsticas de enfermos que acuden al Servicio de Hematologfa de la misma Institu~

eidn.

Todas las personas se encontraron en ayuno; se les hizo venopuncidn de la antecubi-
tal utilizando jeringas con aguja de identidad 20 X 32 y trasladdndose a Luvos sili
conizados conteniendo citrato. Tuvieron reposo previo por 1o menos 15 a 20 minutns
y las.mueatraa se obtuvieron de la mejor manera posible. La sangre se conservd a _
temperatura ambiente desde su obtencidn hasta completar las pruebas y se evit} meba
sar el término de 3 horas. Fundamentalmente y de una manera general, todo el perso
nal estudiado procedid del personal médico y ¢lfnico del hospital y del laboratorio
del Servicio de Hematolog{a del Hospital General del Centro Médico Nacional del

I.M.8.S. sumado a donadores profesionales del Bancn Central de Sangre, asf como los

pacientes con padecimientos tromboeitopdticos.

Quiero agregar que para todas las mediciones, un control paralelo normal era sometl
do a las mismas condiciones del prnblema, que decididamente hacfa confiar Lanto en_

1os reactivos, la téenica y el funcionamiento del aparato.

En nuestras exigencias, hasta 5 min. 30 seg. de incubacidn se esperaba la posible
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agregacidn antes de reportarse comn "sin respuesta" o "ausencia de agregacidn”.

Con respecto al comportamiento que pudliera considerarse "t{pico" de los distintos _
transtornos plaquetarios inecluidos en el protocolo, 8e pudo lograr el diferenciar -
cada uno mediante un anilisis discriminativo de resultados, lo cual permite una eva

luacidn confiable y perfecta.

A los donadores voluntarios, a quienes también se les hizo un estudio con la doaifi
caélﬁn de aspirina, demostraron una inhibicidn de la segunda onda de agregacidn par
cial o completamente, referida al empleo de ADP y adrenalina como inductores, tanto
en hombres como en mujeres, lo que hace resaltar la importancia de consultar o inte
rrogar al paciente sobre una pésible ingeatidn de compuestos salicilados antes de -

conaiderar los resultados de agregacidn. .

Los trazos en los distintos desdrdenes plaquetarios encontrados fueron completameg—
te similares a los encontrados en la revisidn bibliogrdfica, logrindose ademis esta
blecer un rango caracter{atico y una manera especial de desarrollo de la agregacidn
para cada trastorno considerado. Sin embargo un hallazgo que sobresale, lo consti-
tuye el grupo de pacientes con Von Willebrand, en quienes se encontrd una desvia -
cién altistima correspondiente a una variabf{lidad muy grande de valores; de todos mo
dos, ésto no ha de tomarge como Un error porque lo que se encuentra en la literaty-
ra concuerda con lo encontrado aqui, lo que condujo a olvidar la bisqueda de un pro
medio que pudiera caracterizarlos con utilizacién de ristocetin. Sdlo se Limits a_

concluirlo dentro de una respuesta "disminuida" a "ausente" de agregacidn.

Las concentraciones encontradas y referidas como dptimas, obedecieron a 2 criterios:
El primern nacié de la espera de encontrar una concentracidn que para cada agente_

agregante desarrollara su mejor reproducibilidad; el segundo correspondid al deseo_
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de encontrar, segin convin{era, un estfmula suficiente para que se desarrallaran en
el trazo ya sea una o lay dos ondas de agregacidn, evitandn para algnnn# la fusidn_
de las ondas y poder determinar la efectividad tanto en tiempo como en magnitud pa-
ra cada una de ellas. Con esta base los distinlos hallazgos serfan factiblemente _
comparables, 1n que llevarfa a las deduccimnes precisas para aclarar la posible cay
sa de anormalida que podrfan tener las plaquetas. No obstante conviene mancionar —
que algunas veces serd necesario utilizar concenlracinnes ligeramente altas que von
ducen a asegurar sl las plaquetas sdlo necesitan un mayor esi[mule para poder desa-
rrollar una conducta "normal, antes de reportar que simplemente no agregan; lo que

aporta una ayuda opcional que muchas veces puede ser necesaria.
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CONCLUSIONES

La téenica de la agregacidn plaquetaria revela una gran utilidad en la bisqueda del
diagnéstico de desérdenes trombocitopfticos cualitativos, bien sean congénitos o ad
quiridos. Revela una utilizacién mucho mds exigente por la importancia que aporta_
‘como auxiliar en el diagndstico de patolog{a predisponente plaquetaria, por lo que_

su uso en investigacidn tendrd decididamente que ampliarse.

Los trazos provenientes de tal técnica son dSptimamente comparables a 1os que son ob
tenidos de las personas sanas aunque su uso continide limitado a servicios especiali

zados, determinados a una casufstica baja de padecimientos.

Se pudieron encentrar rangos normales y trazos caracter{sticos prototipos del perso
nal sano, que sin duda aporta gran ayuda para facilitar la interpretacién en los

postericres estudios. Fué posible determinar una concentraciéﬁ ideal para cada

agente de induccidn que se utilizé hacia fines de evitar gastaos de reactivos inne-
cesariamente. As{ mismo, se determinaron una serie de trazos caracteristicos que _
obtenidos a partir de distintos agregantes, facilitardn el diagnéstico, que en este
caso es por discriminacidn. Fué posible ademis, demostrar una vez mds que la agre-
gacidén plaquetaria es parclal o totalmente inhibida en cuanto a su efectividad por

compuestos salicilados.

A partir de los acontecimientos de agregacidn que se obtuvieron de donadores profe

sionales de sangre y donadores voluntarios sanos, puede derivarse que una posible _

activacidén aumentada (quizd por la incidencia de venopunciones) de plaquetas queda_
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completamente descartada ya que el_ comportamiento de agregacién es completamente si
milar en los dos grupos, apoyando as{ el rango establecide para personas normales -

danas.

Los desérdenes plaquetarios mostrarcn gran similaridad con lo encontrado en la revi
8idn bibliegrdfica; solamente en los pacientes con Von-Willebrand los resultados

fueron inconstantes, pero para nuestra fortuna, ain asf, el ampi!o rango de r.esul ta
dos estd bastante separadc del normal en lo referente a la induccidn con ristoceti-

na.

Con respectc a los desdrdenes que finalmente carecieron de significado dentro de _
los obJjetivos planteados, tedavfa se tendrd que recorrer mias en el conccimiento de
la funcidn plaquetaria anormal (y mds para los trastornos adquiridos) para estable-

cer su correlacidn exacta con los cuadres clfnicos asoclades......
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