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RESUMEN

En este trabajo se realizo¢ la estandarizacison de la prueba de
agregometria para ser utilizada en el Barco Central de Sangre del
Centro Médico "La Raza", para la cual se utilizarén cien muestras
ae sangre de los donadores '‘sanos” que acuden a este lugar .

Egtas muestras se evaluardn a las cinco horas de su obtencidn
utilizando como agentes agregantes A.D.P. 5 x 107* y Adrenalina
0.005 mg/l; cuyas concentraciones maximas se obtuviersn
previamente, midiendose también los parametross numero de
plaguetas, porcentaje de agregacién y tiempos de agregacisn.

Comn una segunda parte de este trabajo se realizé una
evaluazion de concentrados plaguetarios almacenados bajo dos
condiciores de temperatura: refrigeracién y temperatura ambiente
con rotacion continua, utilizande como agentes agregantes los dos

anteriormente mencionados.

De esta evaluacion se observée que existe una marcada
disminucién de la funcién agregacién conforme transcurre el tiempo
de almacenamiento cuando se utilizarsén A.D.FP. y Adrenalina como
agentes agregantes .

Los porcentajes de agregacioén de los concentrados almacenados
en refrigeracién, son mayores que los de los concentrados
almacenados a temperatura ambiente con rotacién continua cuando se
utilizaron los dos agentes ya mencionados (p < 0.05 ); de igual
forma sucede con los tiempos de agregacion .

En los tiempos de agregacién de los concentradnos alamacenados a
temperatura ambiente, se observé una disminucién conforme
transcurre el tiempo de almacenamiento .En cambio los concentrados
almacernados en refrigeracisn no se ebservsé esta disminucien .



INTRODUCCION

En los centros de salud constantemente se necesitan fmportantes
cantidades de sangre y sus derivados como lo son los paquetes
globulares, plasma, crioprecipitados y copcentrados plaquetarios,
a fin de satisfacer la demanda qde es generada por diferentes
causas., Los concentradeos plagquetarios son utilizados en la
terapia de enfermedades hemorrigicas (TS

Durante su almacenamientoy lus. concentrados plagquetarios
humanos pierden progresivamente su capacidad para sobrevivir y su
funcidén in vivo después de la transfusion . Por lo que
actualmente existe una gran controversia acterca de la técnica
éptima para el almacenamiento de concentrados _plaquetarios

@,m.

En el Banco Central de Sangre del Centro Médico “La Raza" se
han realizado estudios sobre los factores gue afectan a los
concentrados plaquetarios durante el almacenamiento como son el
cambio de pH y ndmero de plaguetas, por 1lo gQque para complaetar
dichos estudios se evaluarén dos diferentes temsperaturas de
almacenamiento por medio de la prueba de agregacién plaquetaria
utilizando esta prueba como un indicador de la viabilidad de estos
concentrados.



PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Por estudios realizados anteriormente en cuanto al efecto del
pH ¥y el contenido de plaguetas se sabe que 1los concentrados
plaquetarios se conservan viables por un tiempo de 120 hrs cuando
son almacenados a temperatura ambiente con rotacidn vertical
continua, y un tiempo de 72 hrs cuando son almacenados bajo
refrigeracién.Es necesaripo mencionar que despuds de estos
tiempos mencionados el pH de los concentrados plaquetarios aumenta
notablemente , lo que causa que la mayorfa de las plaguetas
pierdan sU forma discoidal afectando drasticamentn la
funcionalidad de las plaquetas; la entrada de calcio al interior
de la plaqueta produce también un cambio irreparable sobre esta
dando el mismo resultado sobre la funcionalidad.

Como complemento a 1los estudios ya realizados se plantea
utilizar "la funcién agregacién plagquetaria como evaluacién de
los concentrados plaguetarios vy compararla bajo dos

condiciones de almacenamiento (temperatura ambiente con rotacién
vertical y refrigeracisén}.



FUNDAMENTACION DEl> PROBLEMA

Las enfermedades hemorragicas que requieren de un tratamiento
continua de transfusisén plaquetaria presentan como uno de sus
principales problemas determinar la viabilidad de las plaguetas a
ser usadas en la hemoterapia, pueste que se reouiere para la
efectividad del tratamiento que las plaquetas recobren en
la circulacidén un numero adecuado y la funcisdn hemostatica de
manera casi inmediato, o al menos parte de ella, después de lia

transfusién.

Por lo anterior, es necesario asegurarse qu}"las condiciones d=
almacenamiento no afecten, o qgue el efecto a 1las funciones
plaguetarias sea el minimo posible; por lo que esto podria
lograrse realizando un control sobre los concentrados plaquetarios
ya que no splo conduce a mantener condiciones adecuadas de
almacenamiento si no que ademas las pruehbhas de viabilidad
establecen si dichas plaquetas conservan sus cualidades

hemostaticas, 0 sea su funcionalidad .



MARCO TEORICO

Uno de los principales constituyentes de 1la sanare son las
plaguetas, debido a que son nuestra primera Y mas
importante linea de defensa contra la perdida accidental de
sangre, siendo tambien los mas pequeffos elementos celulares
sanguineos que se encuentran circulando (diametro medio de 2 um}.
Se producen en la médula ésea por invaginacion y fragmentacisn del

citoplasma de 1os megacariocitos 5.

Los megacariocitos proceden de una célula multipotencial capaz
de diferenciarse en las lineas eritrocitica, mielocictica vy
megacariocitica. Las clasificaciones morfolégicas arbitrarias ,
generalmente aplicadas a la serie megacariocitica,son H
MEOACARIOBLASTOS pava la forma mas precoz; que es inicialmente de
20 a 30 uym de didmetro , posee un citoplasma baséfilo y un nucleo

ligeramente irregular con cromatina suelta, ligeramente

reticular, y varios nucléolos -7,

PFROMEGACARIOCETO o MEGACARIOCITO BASOFILO para 1a forma
sintermedia.

MEGACARIOCITO MADURO acidéfilo granular o productor de plaguetas

(Figs ).

Célula Madre YHematopoyetica
factores microambientales
hematopoyeticos.,
Célula Formadora de Megacariocitos.

wélula progonitera difsrenciada)
Megacarioblasto
Premegacariocito
Megacariocito Maduro

Plaguetas

Figit Serie megacariocitica. Fuente: Henry; 1984,
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Las plaguetas contienen casi todos -los rasgos estructurales de
un glébulo blanco (excepto 1 nucleo) y una compleja maguinaria
enzimatica para el metabolismo de la energia y de las 1lipidoss
su vida media en el torrente circulatorio es de diez dias ce.

Las plaquetas desempeffan un papel decisivo en la tohibicion de
las hemorragias, debido a que conforman el trombo plaquetario
responsable de la hemostasia primaria o provisional, ademss
suninistran sustancias vascactivas , como son la serotonina que
también interviene en el proceso plamatico de la hemostasia
proporcionando factor plaquetario 3 , un fosfolipido que actua en
la activacidén de la protrombina, y el factor plaquetario 4 gue

tiene efecto de antiheparina .
Estructura de la Plagueta.

Para relacionar la estructura plaquetaria con la fisiolopgfia es
conveniente considerar la morfologia en subdivisiones funcionales
z-¢7. Hay 3 grandes zonas estructurales en la plaqueta, cada una
de ellas ligada con algan aspecto especifico de 1la funcidén

plaquetaria ciga.

__Invaginaciones
Capa exterior - 2 )/ especificas de la
Membrana ) g membrana

Unitaria
Mitocondrias

Microtabulos
istema Tubular

Submembrana

Grénulos
Densos

Figi2 Estructura de la plaquetla . Fuente: Ratnoff;19pa



a) Zona Periférica

Incluye la capa exterior, la membrana y el area submembranosa.
Regula 1las interacciones quimicas cue generan la respuesta
plaquetaria, ®»1 sitio donde se ha de verificar la adhesion entre
las plaquetas y, pon® en marcha el mecanismo que transfiere el
astimulo desde la periferia hasta @l interior de la ceélula.

a.1) Capa exterior.- Contiene un namero importante de
glucoproteina , antigenos y receptores, como por ejemplo antfigenos
A B 0O, antigeno HLA clase [ y, receptores para la porcién Fc del
inmunoglobulina 6, receptores para el colageno, epinefrina,
trombina y, ADP.

Investigaciones recientes han descubierto las siguientes

proteinas «aos.

—~ Complejo Blicoproteina ib compuesta por BPiba (145,000 mol wt.)
y GFibb (22,000 mol.wt.)

~ Complejo . IIb/IIla GPIIb (140,000 mol.wt.)
GPIla ( 95,000 mol.wt.)

= Dtros compleijos asociados a la membrana son: GPV y GPIX

a.2) Membrana Unitaria.- Se trata de una membrana trilaminar.

DesempeNa el importante papel de proteger la integridad de la
plagueta en el medin interno, también tiene funciones en la
adhesion plaquetaria, la contraccién, y el suministro de I{pidos
activadores de la coagulacién .



a.3) Submembrana.- En ella se observan tinos filamentos
distribuidos periféricamente a la banda de microtdbulos
circunferenciales, se ha sugerido que éstos pueden contribuir a
mantener la forma discoidal de la plaqueta y a participar en la
formacién y estabilizacidn de pseudépodos.

b) Zona de Sal-Gel

Esta zona se considera comp una divisién morfolégica de las
plaquetas liquidas a la funcién contractil, debido a su relativa
plasticidad de las plaquetas.

c} Zona de Organelos

En la matriz de la zona de sol—gel se encuentra Tflotando wuna
gran variedad de elementos, formas y particulas, entre ellos
granulos, cuerpos densos y mitocondrias.

c.1) Branulogs.— Son de forma redonda y oval, tienen frecuentes

variaciones de forma. Cada granule esta encerrado en una membrana.
En la tabla a2 Se presentan los tipos de granulos y el contenido de
cada uno de ellos.
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: —aRANULGS | & GAANULOS DENSOS h
' 3 L

;-Protelnls del plasma = Nucledtidos '
i —antitripsina ATP {
. -macroglobulina ADP

:C 1~inhibidor GTP

« Proteinas de la Coagulacién — Dtras moléculas

 factor X1 Serotonina

, factar v Calcio

» fibrinégeno

+

'
1
t
|
factor von Willebrand's 1
LProteinas ligadas a la Heparina !
, tromboglobulina (LAPF-4,PBP) :
. factor plaquetario 4
rOtras protetnas :
| tromboposdin :
1 fibronectina ¢
i granulo dependiente de la I
v activacisn de la membrana exterior [
i
!
'
]
!
1
'

GRANULOE LISOEOMALESR

— Enzimas hidroliticas

~ Hidrolazas acidas
— 3 Galactosidasa
~ 3 Glucoronidasa
— Heparitinasa

- Elastasa .
- Colagenasa . o '

Tabla 4 ; Diferenles tipos de granulos y sus contenidos, .

Fuente: william: 1Pps .
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c.2) Mitocondrias.-— Las mitocondrias de las plaquetas son
simples de estructura v pocas en namero. Eontribuyen
significativamente al depdsito metabsdlice de ATP, a fin de que el
blogueo de la glucslisis enzimstica no afecte el nivel plaquetario
de ATP o las funciones que requieran energia.

Ademas de los mas importantes componentes ligados a las tres
zonas funcionales, hay tres sistemas importantes en las plaquetas:

a) El primero es un extensa sistema de canales tortuosos que
comunican el plasma, fisica, morfoléagica y funcionalmente; el
cual forma parte de la superficie celular.

b) El segundo sistema es un aparato de Golgi, su papel es reducido
parece tener alguna relacién con la sintesis de proteinas.

c) El tercer sistema esta estrictamente ligado a la banda
circunferencial de microtdbulos que se encuentran dispersos al
azar en la plagueta.Se ha sugerido que el sistema tubular denso
puede estar implicado en la elaboracidén de diversns componentes
fibrosos de las plagquetas y pueden servir como modela para la
organizacion de la banda circunferencial de microtabulos .

La funcién de las plaguetas se cumple por medio de una serie de

relaciones interrelaciaonadas .



|
i

11

1) Adhesidén de plaguetas. Esta es la etapa inicial de la formacidn
del tapén plaguetario y tiene lugar por contacto de la plaqueta
con la pared del vaso, cuando ocurre alguna lesién en el vaso
queda al descubierto el tejido conjuntivo subendotelial gque esta
constituide por colageno (Tipe 1) . El mecanismo por e£1 cual se

lleva a cabo la adhesién es la unién de la glucoproteina I

o glucocalicina con el colageno por medio de una molécula de
fibronectina © globulina insoluble, sugiriendo el papel de

receptor para el ceolageno.

2) Cambio de forma y contraccion de la plaqueta. La adhesién de
las plaguetas al coligeno provoca una serie de cambios en 1la
misma, pierde su forma discoidea y adquiere una forma con

emisién de pseudépodos. Simultaneamente tiene lugar una cerie de
fenémenons, todos ellos determinantes de la agregacién plaquetaria:z
a) Contraccidén y relajacién, b) sintesis de prostanglandinas,

c) secrecidn del contenido de los granulos.

a) Contraccidn y relajacién: estos fendmenos desencadenados por el
contacto con el colageno se producen también por otras sustancias.
capaces de estimular la membrana de la plaqueta, entre laos cuales
se encuentran compuestos de bajo peso molecular como el ADP vy
serptonina, enzimas proteoliticas como trombina vy tripsina,
complejos antigeno-anticuerpo, virus, bacterias, endotoxinas,
Acidos grasos y otras sustancias como @1 liatex y zimosan. Los
agentes inductores provocan una respuesta contractil de los
microfilamentos que arrastran a la banda de microtdbulos en
movimiento centripeto quedantdo la zona de organulos en el centro
rodeado por los microtubulos. Si la intensidad del ‘estimulo es

alta con lleva a la salida del contenido de los granulos,.
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Posteriormente se produce la relajacién, volviendo el anillo de
microtabulos a su posicién original y recobrando 31a plagueta su
forma discoidea. El mecanismo de contraccién es similar a las
fibras del masculo lise con  requerimientos de caleim vy
participacisn de dos sistemas de canales de 1a gsubmembrana que
asemejan al misculo.

b) Sfntesis de prostaglandinas: ésta se produce en la plaqueta , al
estimular la membrana por inductores, activandose una enzima que
es la fosfolipasa Azyque libera el 4Acido araquidénico de los
fosfolf{pidos de membrana. Se ha sugerido la hipétesis de que las
prostaglandinas y en particular el tromboxano Az sirven de
mensajeros quimicos en la secrecisdn del contenido de los granulos,
las evidencias sugieren Que este tromboxano e5 el encargado de
transportar calcio al citoplasma, dando lugar a la contraccion vy
secrecién del contenido granular. Algunos autores rechazan esta
teor{a y sostienen que la activacién de las plagquetas por este

tr ano es daria a la secrecién, ya que es necesaria la
presencia de calcio para que se active la fosfolipasa Az que es el
primer eslabén en la s{ntesis de tromboxano Aa.

c) Reacciédn de liberacién o secrecisdn: al producirse 1a
contraccién de la plagueta, los organelos se mantienen en el
centro y al producirse la relajacién tiene lugar la expulsién del
contenido de los organulos al exterior. En esta reaccién sale el
contenide de los granulos a, granulos densos, lisosomas.
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3) Agregacién o formacisn del trombo plagquetario

Todos los cambips producidos en la plaqueta por estimuleo de su
membrana, tales como contracciém y emisién de pseudspodos
favorecen la unién de wunas plaquetas con otras para formar
agregadons; pero para que tenga lugar la agregacién de las

plaguetas son necesarios los siguientes factores:

1. Presencia de’'calcio extracelular,

2. Fibrindgeno extracelular, y

3. Presencia en la zona externa de la membrana de la plagueta de
las glucoproteinas IIb y IIlIa que forman un complejo .

En la fig:a se observa un resumen de los procesos anterioraente

descritos .
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ADHESION

Exposicién al
colageno
ACUMULACION _ Contraccién y
v relajaci6én de la
COHESION plaqueta.

~ Sintesis de prostaglandinas
. Secresi6tn de grénulos

AGREGACION

Agregacién y formacién

DE PLAQUETAS del trombo

CONSOLIDACION
Los agregados plaquetarios

-ge unen a fibrina

Fig:d Resumen de las reacciones de la coagulaci®n primaria
Fuente: Ratnoff; o1
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€1 mecanismo {ntimo por el cual tiene lugar 1a unién de unas
plaquetas es el siqguiente @
En circulacién las plaquetas son expuestas a la estructura
fibrilar cuaternaria del colageno , esta reaccién es criticamente
depéndiente del factor Von Willebrand.

Todos los agonistas actdan sobre la membrana plaquetaria
produciendo alteraciones en el potencial de membrana. flujo de
iones y accidn de los segundos memsajerosy incluyendo al calcio,
1,2 dicacilglicerol (DAG); inositol, 1,4,5 trifosfato (IP') ’
endoperéxidos y tromboxano Az .Estos segundos mensajaros actdGan
sobre el receptor pasando una seffal de transduccién a la membrana
resultando la activacién de la fosfolipasa C , la cual da paso al
fosfatidinisol y a otra serie de pasos que terminan con la
activacién de la miosina de cadena larga igie. ’

>l Fostalpasa
Acido wraquidonica .
l Cicocaigtase ememmemmm—— ASA
clciocy

Ca** 4—‘— Sido da unidn de Ca**

Proteing comracid

Fig:« Mecanismos Qque intervienen en la r t ds las pl

a estimulos especificos.Fuente: Sonnenvirth 198o.
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Los agregados . plaquetarios forman un trombo plaquetario
inestable, si el estfmulo cesa se produce la desagregacisén y las
plagquetas recuperan su forma normal .Si el inductor es potente vy
mantenida, tiene lugar 1la ' formacién de fibrina entre los
agregados plaquetarios quedando estas atrapadas entre las redes de
fibrina, con formacién de un trombo estable y la agregacién es
irreversible .

Forma de medir la agregaciébn plaguetaria.

Se han descrito varios aétodos para medir la agregacién
plaquetaria in vitro, de ellos la técnica turbidimétrica de Born y
O°'brien ha resultado particularmente atil en la investigacién de
la fisiologia de la plaqueta y en la evaluacién de factores vy

fArmacos ..

Michal am describe el principio turbidimétrico de 1la
agregacién plaguetaria para el cual es necesario utilizar plasma
citratado rico en plaquetas (PRP), ya que para la agregacién es
necesaria la presencia de calcio y en el plasma citratado existe
en cantidad suficiente. Se requiere tamhién que exista contacto
entre las plaquetas, por 1o que s hace necesario un mecanismo de
agitacisén.

El principio basico de la agregomstria es la proyeccién optica
de la luz de una lampara de tungsteno a través de wuna muestra o
suspensién de plaquetas lavadas hacia una celda de
cadmio-selenito. La fotocelda detecta los cambios de densidad
4ptica del PRP y convierte el voltaje eléctrico, el cual después
de una amplificacién adecuada alimenta dn trazador para su
observacién.
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La agregacién de las plaquetas produce cambios en el nivel de
la transmisisn de la luz produciendo una deflexidn positiva de la
forma registrada. Debido a que la plaqueta agregada aumenta de
tama®o produciendo un trazo oscilatorio por 1la interrupcién del

rayo se luz am.

En  la Tabla 2 se muestran los valores de referencia de los

porcentajes de agregacién en la poblaciéon mexicana té.

T v
: AGENTE CONCENTRACION FINAL % DE AGREGACION :
L. . s
] - N
: ADP 1 X 10 100 .
s-epinefrina 5% 107 m 80.76 :
i colageno 84 ug dosis total 96,15 N
:ristn:etina 1.4 mg/ml dosis total 100 H

. N
L o4
Tabla 2 valores de referencia de low porceniajes de

agregacidn en la poblacidn mexicana Fuente: Anaya; 1977,
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Factores de las plaguetas qQue se& vuven afectados durante el

almacenaniento

Dentro de la serie de cambios que le ocurren a las plaquetas
cuando san almacenadas se han sefalado como los mas importantes a
los siguientes cambios bioguimicos y morfologicos as-o.

- Alteraciones en el pH, pDz,pCDz.

~ Acumulacisn de Lactato.

~ Oxidacién de dcidos grasos.

— Concentracién de glucosa y ampnie.

- Disminucién de nucledtidos de adenina.
— Regeneracién de A.T.P.

El pH se ve disminuido cuando los concentrados son aleacenados
a temperaturas relativamente altas (22-24°C) y lox requerimentos
por 0: s® ven aumentados, el suministro inadecuado de Cl2 a traves
de los contenedores propician la aceleraciéan de la produccién de
a4cido lacticoj que proveca una diminucién en el pH, que a su vez
produce una hinchazén de la plagqueta y una transformacién de la
forma discgoidea esfera, dande como resultado una marcada
disminucisn de la funcidn in vitro de las plaquetas o.20,21,220.

Dentro de los factores mas destacados que afectan la funcién in
vitre de las plaquetas, durante el almacenamiento se encuentran
los siguientes aszex

- pH

-Namero de ‘plaqunttn.

- Tipo de bolsa

- Volumen minimo de los concentrados. .
~ Tipo de agitacisn .
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OBJETIVOS

Estandarizar la prusba de agregacién plaguetaria para ser
utilizada en el Banco Central de Sangre del CQCentro Médico
“ La Raza ".

Valorar 1la funcién plaquetaria Agregacién en dos tipos
diferentes de almacenamienta: temperﬁtura ambiente con
rotacién continua y refrigeracién de los concentrados
plaguetarios.
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HIPOTESIS DEL TRABAJO

Si los concentrados plaguetarios son almacenados bajo dos
diferentes condiciones de temperatura, y muestras de éstos son
sometidos a agregometria a partir de S heras después de su
obtencidén hasta un tiempo de 120 horas; entonces se puede evaluar
la funcion de agregaciéen de los concentrados plaguetarios
comparando las dos condiciones de almacenamiento. Esperando
encont}ar diferencias significativas en la funcion de agregacién
entre los dos tipos de almacenamiento, para asi establecer nuevas
condiciones para almacenar los concentrados plaguetarios con el
fin de mejorar la calidad de estos en benefico de los pacientes.
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DISENO DE INVESTIGACION
Tipo de Estudio:

- Observacional. -~ Transversal.
- Prospectivo. - Descriptivo.

Poblacién de Estudio:

ta poblacién de estudic estuvo constituida por cien donadores
“sanos” que acuden al Banco Central de Sangre del Centro Médico
“La Raza"; para realizar la estandarizacién de la prueba.

Para la realizacién de la prueba de agregacién plaguetaria, para
evaluar las dos diferentes temperaturas de almacenamiento se
requirié de cien concentrados plaguetarios que son producidos en

el mismo Banco de Sangre.
Criterios de Inclusidn y Exclusién !

Para que tanto las muestras de sangre como los concentrados
plaquetarios pudieran ser inclufdos en este estudio fué netesario
que acreditaran satisfactoriamente los siguientes puntos:

~ Tener una edad entre 1B-45 aNos.

- Tener un peso superior a los 50 Kg.

- No estar tomando medicamentos.

- Haber aprobado interrogatorio y examen medicos.

~ Tener un hematocrito entre 43-36 %X . .

- Haber resultado negativo a las siguientes prﬂubal de

laboratorio:

£ V.D.R.L.

% Brucela.

% Virus de la Insunodeficiencia Humana (V.I.H).

% Antigeno de superficie para la Hepatitis “B™,.(HHBs)..
X Anticuerpo de la Hepatitis "C" (AcHVc).
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TECNICAS
MATERIAL DE LABORATORIO ’ ESPECIFICACION
- Vaso de preci;':itadcx de 100 ml. Pyrex
- Matraz Erlenmeyer de 250 ml. Pyrex
~ Matraz volumeétrico de 100 ml. Pyrex
- Camara de Neubawer con cubrehematimetro. Bright-1ine A.C.0.
— Pipetas para cuenta de glsbulos rojos. Propper Trophy
- Camara humeda. Kimay
~ Celdas siliconadas para agregémetro. H.U.

- Agitadores magnéticos recubiertos de teflén., H.U.
— Gradilia. -

- Tubos de ensaye de plastico de 8 X 4. Sorin Biomedica
— Micropipeta de 250 ul. Naigene

- Micropipeta de S0 ul. Nalgene

— Micropipeta de 5 pl. Nalgene

EQUIPO

- Agregometro H. U,

- Balanza analftica METLER.

- Centr{ fugas. CLAY. ADAMS. INC.
- Potenciémetro. . CORNING.

~ Microscépio. CARLS. ZKISS



REACTIVOS

-~ Agua bidestilada.
~ A.D.P. sadico (Sigma).
- Adrenalina (Sigma).

- Oxalato de Amonio (Becker).

- Fosfato de sudio dibasico (Becker).

- Fosfato de potasio monobasico( Becker).

SOLUCIONES !

- Solucién
— Solucidn
— Solucidén
-~ Solucidn

—~ Solucidén

de ADP Sx10”*M.

de Adrenalina 0.001 mo/ml.

salina al 0.8 %.

de oxalato de amonioc al 1%.
amortiguadoras de fosfatos 0-15 M.

pH b.4.

23



24

METODOLOGI A

Este estudio fué dividido en dos etapas:

@ estandarizacidn de la Prueba de Agregometria.

b} Pruebas de agregomeiria para los trados ol

bajo las dos temperaturas de prusba.

a) Estandarizacidn de la prusba

Para estandarizar la prueba de agregometria para ser utilizada
en 21 Banco Central de Sangre del Centro Médico " La Raza " se
tomaron muestras de sangre de 100 donadores gque acuden normalmente

al Banco de Sangre.

Las muestras fueron tomadas en tubos de plastico de S5 ml de
capacidad que contenian 0.75 ml de ACD {acido citrato dextrosa)
como anticoagulante, las cuales fueron centrifugadas a 1500 rpm
durante 5 min para obtener plasma rico en plagquetas (P.R.P), el
cual fué¢ separado en otro tubo vy se procedisé a hacey
inmediatamente el conteo pladdetario con oxalato de amonio. EI
remanente de sangre se centrifugo nuevamente a 3000 rpm durante

1S min para obtener plasma pobre en blaquetas (PFP) .

Teniendo estos dos tipos de plasma se procedid a realizar 1la
pueba de agregometria, ajustandec en el aparato las siguientes
caracteristicas: temperatura de 37 °C y una agitacién de 1300
rpm. En una de las celdas se colocd un agitador magnético y S00 pl
de PPP, la cual se introdujo en el agregémetro para ajustar el
graficador al 100 %X de agregacién. v
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En otra celda se colocaron 500 pi de PRP y se ajuste el
graficador al O % de agregacién, dejando correr el papel
gratica durante 1 min y se procedié después a realizar la prueba
de agregometrfia utilizando como inductores de la agregacidén
plaqueta ADP ( Adennsin Difosfato) vy adrenalina en diferentes
concentraciones que pueden observarse en la Tabla 3 de tal manera
gue se obtuviera el maximo porcentaje de agregacién.

AGENTE AGREGANTE CONCENTRACION VOLUMEN
ADP 2.5 x 107 n 50 ul
AbDP 5.0 X 107% 50 w1l
ADP 1.0 x 10°% 100 w1

ADRENAL INA 0.001 mg/ml 50 ul
ADRENAL INA 0.005 mg/ml 100 p1

Tabla No.3 Concentraciones y volumenes de los agentes

utitizados para la darizacion de la prueba.
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)  Pruebas de Agregometria para les  concentrados  almacenados bajo

las temperaturas de prueba .

Para realizar estas pruebas fuerson utilizaocos 100
concentrados plaquetarios que son preparados en el Banco de
sangre, S50 fuersén almacenados a & °c y 1los restantes Tueron

almacenados a temperatura ambiente con reotacion continua.

Fueron tomadas muestras de S ml de estos concentrados en tubos
de plastico, a las cuales se les realizo conteo plaguetarie con
oxalato de amonio; para posteriormente poder realizar el ajuste de
namero de plaquetas con su mismo P.P.P. a 300,000 pqg/ mm>.

La prueba de agregometria para la evaluacién de estos
concentrados fué realizada como se describe en el apartado de 1la
estandarizacién de la prueba, utlizando los volumenes Y
concentraciones de los agentes agregantes que se describen en la
Tabla 4 .Esta prueba se realizé a las 24,48,72,96 y 120 hrs de
almacenamiento, en las dos temperaturas de prueba.
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DISENO ESTADISTICO

A los resultades obtenidos -1} les aplico estadistica

descriptiva, para poder an&lizarlos.

& fin de establecer si existen diferencias significativas entre
las temperaturas de almacenamientao Y entre los agentes
agregantes utilizados se realizé un  analisis de varianza

25,

Con 1la finalidad de saber entre que temperaturas de
almacenamiento existian diferencias significativas, se llevo
acabo un anilisis de varianza utilizando el disefio de blogques
completos aleatorizados @ y la prueba de rango mGltiple de

Duncan «za.
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RESULTADOS

En la Tabla 4 se muestran las concentraciones vy volumenes de
los agentes utilizados A.D.P, y Adrenalina,con 1los cuales se
obtuvieron los porcentajes maximos de agregacién; Mismoas que
fuerdn utilizados para obtener los valores de referencia de namero
de plaquetas , porcentaje y tiempo de agregacidn de los donadores
"sanos” que acuden al Banco de Sangre. Cuyos resultados se

muestran en la roble =.

En la rig 8 se muestra un comparacién de los registros de
porcentajes de agregacién obtenidos a las 5,24,48,72,96 y 120 hrs
de almacenamiento a temperatura ambiente, de los concentrados que
fuerdn evaluados con ADP.

En la tabla o se aprecian los valores promedio obtenidos de los
porecentajes de agregacién de los concentrados evaluados con  ADP;
al comparar las temperaturas de almacenamiento probadas se
encontrarén diferencias significativas .(p< 0.03) entre dichas
temperaturas, lo que observa claramente en la grafica 1, en donde
también se observa que los concentrados almacenados en
refrigeracién presentan un porcentaje de agregacién mayor al de
los concentrados almacenados a temperatura ambiente con rotacidn
continua. Al mismo tiempo se aprecia que el porcentaje de
agregacisén disminuye mas lentamente en el caso de los
concentrados almacenados en rvefrigeracién que los alnacenadné
a temperatura ambiente,

Entre los tiempos de almacenamiento de leos concentrados
almacenados a temperatura ambiente con rotacién continua se
encontrarén diferencias significativas (p<0.05) desde el inicio de
la prueba hasta las 72 bhrs.
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Para los concentrados almacenadps en refrigeracison evaluados
con ADP se encontrardén diferencias significativas (p<0.05) durante
todos los tiempos de almacenamiento probados.

Entre 1los tiempos de almacenamiento de los cocentrados
almacenados a temperatura ambiente que también fuerdn evaluados
con ADP, se encontraron diferencias significativas (p«<0.05) desde

el inicio de la prueba hasta las 946 hr de prueba

En 1o que respecta los resultados abtenidos de los
concentrados evaluados con Adrenalina que fuerdn almacenados a
temperatura ambiente, estos se pueden observar en la ftabla 7.

La comparacién de los registros obtenidos de dicha evaluacién
se muastra en la rig: 2 donde se observa 1la disminucidén de los
porcentajes de agregacién conforme trascurre el tiempo de

almacenamienta.

Los resultados obtenidos de los concentrados almacenados en
refrigeracisen, evaluados con Adrenalina se pueden observar en la
Tabla 7. En la Ffig: @ se muestra 1la comparaciédn de los
registros obtenidos de esta evaluacién donde se observa el mismo

fensdmeno descrito en punto anterior.

En 1o que corresponde a los resultados de la comparacién de
las dos temperaturas de almacenamiento probadas se obtuvo 1o
siguiente:
- Al comparar las dos temperaturas de almacenamiento para los
concentrados que fuerén evaluados con ADP, se encontrarén
diferencias significativas ( p < 0.05 ) entre las dos temperaturas
de almacenamiento probadas torafica Mo 1.



— Entre los tiempos de alamacenamienta de los ceoncentrados
almacenados a temperatura ambiente con rotacién continua se
encontraren diferencias significativas ( p < 0.05 ) desde el

inicip de la prueba hasta las 72 horas.

— Para los concentrados almacenados en refrigeracién que fuerdhn
evaluados con ADP, se hallaron diferencias significativas ( p <
0.05 ) entre todos los tiempos de almacenamiento que fuerdn
prabados.,

— Al comparar las temperaturas de almacenamjiento de los
concentrados evaluados con Adrenalina, se encontraron diferencias
gignificativas ( p < 0.05 ).oréfico No. 2

- Entre los tiempos de alamacenamiento de 1los copgentrados
almacenados a temperatura ambiente con rotaciédm continua se
encontrarén diferencias significativas ( p < 0.05 ) desde el
inicio de la prueba hasta las 94 horas.

~ En cuanto a los concentrados almacenados en refrigeracién, se
encontrarén diferencias significativas ( p < 0.05 ) entre todos
los tiempos de prueba, excepto entre las 48 y las 72 horas.

-~ Al realizar la comparacién estadistica entre los dos agentec
agregantes utilizados,para la evaluacién de 1los concentrados
almacenados a temperatura ambiente, se encontrarén diferencias
significativas ( p < 0.05 ). arifica No.s ’ )
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- Se hallaron diferencias significativas al comparar los des
agentes agregantes utilizados para la evaluacion de los
concentrados almacenados en refrigeracidn.orafica 8. y <, en  las
dos temperaturas de almacepamiento probadas .En donde también se
observo que los porcentajes de agregacién fuerdn mayores cuando se
utilizé A.D.P como agente agregante .Ademas de que los porcentajes
de agregacién disminuyerdn mas rapidamente a traves del tiempo de
almacenamiento cuando se utiliza, comp agente agregante Adrenalina

en las dos temperaturas de almacenamiento.

€n cuanto a los resultados obtenidos alrededor de tiempos de
agregacién, estos se pueden observar en las tablas 8 y o.

~ Al realizar la comparacién de las temperaturas de almacenamiento
para los concentrados que fuerén evaluados con Adrenalina, se

encontrarén diferencias significativas ( p < 0.05 ) orafica No.D.

- Entre los tiempos de almacenamientn de los concentrados
almacenados a temperatura ambiente, se hallaron diferencias
significativas ( p < 0.05 ) desde las S hasta las 72 horas,
donde se observa una clara disminucién de los tiempos de
agregacidn conforme transcurre el tiempo de almacenamiento.

- Para los concentrados evaluados con Adrenalina, almacenados en
refrigeracién, se encontraron diferencias significativas ( p <
0.05) entre los tiempos § y 24 horas, asi comp 96 y 180 horas de

almacenamiento oréfica. 51,

- Cuando se realizé la comparacién estadistica de las temperaturas
de almacenamiento para les concentrados que fuerén evaluados con
ADP, se hallaron diferencias significativas ( p < 0.05 ) entre las
dos temperaturas de almacenaniento aréfica @,




32

- No se encontraron diferencias significativas ( p < 0.05 )} entre
los tiempos de almacenamiento probados, para los concentrados
almacenados a temperatura ambiente y en refrigeracién.

- Al realizar la comparacion de los agentes utilizados para

evaluar los concentrados almacenados a temperatura ambiente

con rotacién continua, no se hallardn diferencias significativas
( p > 0.05 ) entre los agentes utilizados . agrafica 7.

- Al realizar el mismo tipo de an4lisis para los agentes
utilizados para evaluar los concentrados almacenados en
refrigeracién, tampoco se encontrarédn diferencias significativas
(p > 0.05 ). arafica ®.
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AGENTE - CONGENTRACION VOLUMEN
AGREGANTE UTILIZADA UTILIZADO
ADP 0.0005 M S0 ul

ADRENALINA 0.005 mg/l 100ul

TABLA 4. CONCENTRACION Y VOLUMEN UTILIZADOS PARA EVALUAR LOS CONCENTRADOS
PLAQUETARIOS ALMACENADQS A LAS DOS TEMPERATURAS DE PRUEBA.

AGENTE NUMERO DE PORCIENTODE TIEMPO DE
AGREGANTE | ___PLAQUETAS AGREGACION _ | AGREGACION (seg)
ADP 274,210 86.99 198.50
ADRENALINA 281,530 83.94

328.48

TABLA 5,

VALORES PROMEDIO DE NUMERO DE PLAQUETAS, PORCENTAJES DE
AGREGACION Y TIEMPOS DE AGREGACION DE LOS ESPECIMENES DE
SANGRE UTILIZADOS PARA LA ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA,
UTILIZANDO ADP Y ADRENALINA COMO AGENTE AGREGANTE.



[ TEMPERATURA |
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[~ TIEMPO DE ALMACENAMENTO |

DE
ALMACENAMIENTO

5hr 24 hr 48 hr 72 br 98 hr 120 he
REFRIGERACION 88.70 7251 6190 4065 34.70 26.29
AMBIENTE 79.710 5544 39.05 26.73 2.48 15.98

TABLAG6. VALORES PROMEDIO DE LOS PORCENTAJES DE AGREGACION DE
CONCENTRADOS PLAQUETARIOS EVALUADOS GCON ADP A DOS

DIFERENTES

TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO.

r— TEMPERATURA™ | TIEWPO_DE_ALMACENAMIENTO
DE )
ALMACENAMIENTO Shr 24 hr 48 hr 72 e 86 hr 120 hr
REFRIGERACION 8278 5856 3953 36.85 26.30 18.80
AMBIENTE 7134 4328 26.05 19.16 13.66 11.60

TABLA7. VALORES PROMEDIO DE LOS PORCENTAJES DE AGREGACION DE
CONCENTRADOS PLAQUETARIOS EVALUADOS CON ADRENALINAA DOS

.DIFERENTES

TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO.
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[T~ TEMPERATORA | TIEMPO_DE _ALMAGENAMIENTO
- DE
ALMACENAMIENTO Shr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 120 hr
REFRIGERACION L0 17212 14384 15464 12285 73.42
AMBIENTE 230680 11555 90.00 56.61 34.61 2637
TABLA 8.

DIFEHENTES

VALOHES PROMEDIO DE LOS TIEMPOS DE AGREGACION (seg) DE LOS
ONCENTRADOS Pl

LAQUETARIOS EVALUADOS CON ADRENALINA A
TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO.

DOs

TEMPERATURA™ TIEMPFO_DE_ ALMACENAMIENTO
DE N
ALMACENAMIENTO Sht__24hr _48hr _ 72hr __ 98 hr 120 hr
L e A ]
REFRIGERACION 15100 163.10 12227 139.89 11285 12037
AMBIENTE 17460 11489  104.60 62,50 64.13 8237
TABLAS. VALORES PROMEDIO DE LOS TIEMPOS DE AGREGACION (seg) DE LOS

CONCENTRA!
DIFERENTES

DOS PLAQUETARIOS 'EVALUADOS CON ADP - A DOS
TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO.
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DE LOS CONCENTRADOS EVALUADOS CON A.D.P. EN RELACION A
PORCENTAJES DE AGREGACION.

Graf. 1. COMPARACION DE TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO |

PORCENTAIE DE AGREGACION
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.Graf. 2. COMPARACION DE TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO
DE LOS CONCENTRADOS EVALUADOS CON ADRENALINA EN RELACION
A PORCENTAJES DE AGREGACION.
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Graf. 3. COMPARACION DE LOS AGENTES UTILIZADOS PARA
|EVALUAR LOS CONCENTRADOS ALMACENADOS A TEMPERATURA
AMBIENTE EN RELACION A PORCENTAJES DE AGREGACION. -
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Graf. 4. COMPARACION DE LOS AGENTES UTILIZADOS PARA
EVALUAR LOS CONCENTRADOS ALMACENADOS EN REFRIGERACION
EN RELACION A PORCENTAJES DE AGREGACION.

100
b4 AP : §F 2 R AR
o .
g 80 5
8 , i = £ < D
§ 60" & 5
< =] A
w ::’v ) i
= . & ;
4 404 &5
2 ,
g 20+
5
0 = . = - = -
5 24 -48 72 96 120
ADPr W 887 72,51 61,9 49,65 34,7 26,29
Adrenalina B8 827 58,56 39,53 36,85 26,3 188

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (HRS)

9y



Graf. 5. COMPARACION DE LAS TEMPERATURAS DE
ALMACENAMIENTO DE LOS CONCENTRADOS EVALUADOS CON

ADRENALINA EN RELACION A TIEMPOS DE AGREGACION.
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DE LOS CONCENTRADOS EVALUADOS CON A. D. P. EN RELACION
A TIEMPOS DE AGREGACION.

Graf. 6. COMPARACION DE TEMPERATURAS DE ALMACENAMIENTO R
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- Graf. 7 COMPARACION DE LOS AGENTES UTILIZADOS PARA = .
EVALUAR LOS CONCENTRADOS ALMACENADOS EN REFRIGERACION

EN RELACION A TIEMPOS DE AGREGACION.
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Graf. 8. COMPARACION DE LOS AGENTES UTILIZADOS PARA

EVALUAR CONCENTRADOS ALMACENADOS A TEMPERATURA AMBIENTE

EN RELACION A TIEMPOS DE AGREGACION.
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DISCUSION DE RESULTADOS

{.os resultados nos permiten cbservar que los concentrados
plaquetarios almacenados a temperatura ambiente que fuerén evaluadas
con A.D.P., y ADRENALINA, muestran una marcada disminucidn de la
funcién plaquetaria agregacién, lo que coincide con lo reportado
por Murphy en 1971. Esto esta estrechamente relacianado con la
serie de cambios que ocurren durante @l almacenamiento; que
alteran tanto morfolégica como bioquimicamente la funcion {n vitro
de las plaguetas, dichos cambies han sido observados por varios

aukLores21,23,24,27,20,20,30).

Cunéiderando que estos cambios influyen sobre las plaquetas
almacenadas; estos son la justificacien de las diferencias
significaivas encontradas en los porcentajes de agregacién entre
los tiempos de almacenamiento de los concentrados almacenados a
temperatura ambiente que fuerdn evaluados con A.D.P y Adrenalina.

Se confidera que las diferencias signiticativas encontradas
entre los tiempos de almacenamiento hasta las 72 hrs en el caso de
los concentrados almacenados a temperatura ambiente, que fuerdn
avaluados con A.D.P. se deben ha que en el lapso de estas 72 de
almacenamiento ocurren los cambios bioquimicos que alteran la
funcion in vitro de las plaguetas @raf. 2y en los demas casos
donde se encontraréomn diferencias significativas (p < ©0.05) entre
los tiempos de almacenamiento. )



Ademas de la influencia se los cambios bioquimicos que ocurren
durante el almacenamiento de 1os concentrados plaquetarios a
tesperatura ambiente, sobre la funcién de las plagquatas; existe un
concenso general que sefiala que el mantenimiento de la forma
discoidea de la p&gqulta esta relacionada con la viabilidad de las

plaquetas @3,

También se ha seffalado que las glicoproteinas de la membrana
parecen estar relacionadas con las lesiones de almacenamiento, al
igual que la eficali.'ia hemostatica de las plaquetas almacenadas
depende del mantenimiento adecuado de 1los niveles de estas

glicoproteinas as-se.

En lo que respecta a los resultados de los porcentajes de
agregacién de los concentrados almacenados en refrigeracidn, tanto
cuande fuerén evaluados con A.D.P. como con Adrenalina se observé
que « grafis y a, Que los porcentajes de los almacenados en
refrigeracion son mucho mayores que los de los concentrados
almacenados a temperatura ambiente; lo que se ajusta a la
descripcion hecha por algunos autores agas,

£l mecanismo propuesto para lesién que ocurre en  la plaquetas
almacenadas en refrigeracién difiere totalmente del propuesto para
las lesiones que se producen en las plaguetas almacenadas &
temperatura ambiente a7,
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Al observar las graficoas ®» y « y al realizar el anAklisis
estadistico se encontrarén diferencias significativas entre los
agentes agregantes utilizados; tanto para los concentrados
almacenados a temperatura ambiente con rotacién continua como para
los almarenados en refrigeracién Donde también se observé que los
porcentajes de agregacion sSon mayores cuando se utiliza como
agante agreganta A.D.P.que cuando se utiliza Adrenalinag estas
diferencias observadas se pueden atribuir al mecanismo por el cual
actuan estos agentes agregantes sobre las plaquetas (ess,que
es diferente para cada uno de ellos .

En el caso del mecanismo del A.D.P. sobre las plaquetas se
trata de una interaccidn de plaqueta-plaqueta, mas que un efecto
directo sobre las plaguetas por parte de este agente .

El mecanismo propussto para la Adrenalina es 1llamado estimuilo
natural, el cual tiene un efetto scbre la plaqueta, produciendo la
liberacién de acido araquidénico y oxigenandolo, transformando a
a este an un derivado .

Ademas también se gbservo que conforme trascurre el el tiempo
de almacenamiento el porcentaje de agregacién disminuye mas
rapidamente cuando se utiliza Adrenalina como agente agrogante
que cuando se utiliza A.D.P en todos los tiempos de almacenamiento
probados3 lo que también se puede atribuir a a los mecanisnos por
los cuales actuan estos agentes sobre las plaquetas.
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En 1o gue respecta a los resultados de los tiempos de
agregacion en los concentrados almacenados a temperatura ambiente.
tanto cuando estos fuerédn evaluados con Adrenalina (gralfica.s coino
cuando se utilizé A.D.P «grafica ®, Se observé que este parametro
disminuye conforme transcurre el tiempo de almacenamiento.Lo cual

se puede atribuir a los siguientes factores o,

- Concentracién del agente agregante.
- Cantidad de plaguetas.
-~ Velpcidad de agitacién.

~ Cantidad de calcio.

Considerando que los primeros tres parasetros se eantuvieron
controlados durante la evaluacién de los concantrados
plaquetarios, podemos atribuir esta diminucisn en los tiempos de
agregacién al aumento de Calcio. Se atribuyen las alteraciones
en la velocidad de agregacién a la inhibicién a®jercida por
este ién scbre los procesos de enlace fibrindgeno ces.

Se ha reportado que existe aumento de calcio total durante
el almacenamiento de los cancentrados plaquetarios, el cual es
almacenado en la superficie de la plagueta we; el aumento del
calcio intracelular produce cambios en la superficie de las
plaquetas alterando conformacionalemente las glicoproteinas de la
membrana, ilegando a ser estas un receptor &vido para el
fibrindgeno .

En 10 que respecta al anilisis realizado para comparar los
agentel utilizados no se encontrardn diferencias significativas
entre la utilizacién de estos agentes; aunque en la practica
sienpre se observo que los tiempos de agregacién eran mucho
pronunciados cuando se utilizaba Adrenalina que cuando se
utilizaba A.D.P graficasl,? y ®.
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CONCLUSIONES

Los porcentajes de agregacisn de los concentrados almacenados
en Refrigeracisn son Mmayores que los de los concentrados
almacenados a temperatura ambiente con. rotacién :pntl.nu..]'
durante todos 1los tiempos de prueba .Tanto cuando fuerén
evaluados utilizando A.D.P. como ADRENALINA como agentes
agregantes .

4 Existe una marcada disminucién de la funcién plaguetaria
agregacidn conforme transcurre el tiempo de almacenamiento,en
las dos temperaturas de alsacenamiento.Cuando se utilizardn los
agentes agregantes A.D.P. y ADRENALINA.

3 Los porcentajes de agregacién cuando se utiliza A.D.P. como
agente agregante son mayores que los obtenidos con la utlizacisn
de ADRENALINA durante todos los tiempos de prueba y en las
teaperaturas de alsacenamiento .

4 Los tiespos de agregacién son mayores para los
trados al d. en rvefrigeracién que los de los
ados al o a temperatura ambiente j;tanto cuando

se utilizh como agente agregante A.D.P. como en 1la utilizacibn
de la ADRENALINA .

L ] Los tiempos de agrsgacidén de laos cnnclntradus. almacenados a
teasperatura ambiente presentan . una disminucién conforae
trangcurre el tismpo de al iento do se wulizan como

agentes agregantes A.D.P. y ADRENALINA.
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En los tiempos de agregacién de los trados al
en Refrigeracién , evaluados con A.D.P. y ADRENALINA no existe
una influencia clara del tiempo de almacenamiento sobre los
tx-ni:ou de agregacion .

No existe una diferencia significativa entre 1la utilizacidén

de uno u otro agente cuando se evaluan tiempos de agregacidén.



57

SUGERENCIAS

Es necesario la evaluacién de mas parsmetros que afectan a los
concantrados plaguetarics, durante el almacenamiento para poder
definir las condiciones optimas de alamacenamiento, para que
estos puedan ser utilizados con un alto grado de
confiabilidad en los pacientes que 1o necesitan .

Es importante dar un segui-i-nt{n de la funcién de los
concentrados, despGés de que han sido transfundidos para hacer
una evaluacién de los resultados cbtenidos in vitro y poderse
aplicar en beneficio de lus pacientes que requieren de
preparados.
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