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|- INTRODUCCION

El objetivo de este trabajo es dar a conocer los aspectos més actuales que involucran alas
plaquetas como lo son: su morfologia, bioquimica, su funcionamiento, las técnicas de
laboratorio que existen para su evaluacion, asi como algunas de las patologias en donde
intervienen.

Las plaguetas son pequefios fragmentos de célula, adaptadas para adherirse a vasos
sanguineos dafiados. Se producen en la médula Gsea por invaginacion y fragmentacion del
citoplasma de |os megacariocitos.

Las plaguetas contienen casi todos los rasgos ultraestructurales de un glébulo blanco
(excepto € nulcleo) y una compleja magquinaria enzimética para e metabolismo de la
energia y de los lipidos. Al entrar a torrente circulatorio las plaguetas tienen una vida
media de unos 10 dias.

Su principal funcién biolégica es mantener la integridad y restablecer la continuidad
cuando se produce una lesion de la pared vascular. Esta funciéon se cumple por medio de
una serie de reacciones interrelacionadas: 1) las plaguetas se adhieren a estructuras
subendoteliales expuestas de |a pared vascular, 2) las plaquetas experimentan la reaccion de
liberacidon selectiva de diferentes sustancias almacenadas en organelos intracelulares
especializados para tal fin; se han identificado dos tipos principales de granulos de
amacenamiento: granulos densos y granulos a, 3) Las plaguetas se adhieren entre si, 1o
cual se conoce como agregacion, reaccion desencadenada por la liberacion de ADP 'y
tromboxano A2. Esta secuencia de reacciones lleva a la detencién primaria de la
hemorragia por formacién del tapon hemostatico inicial. Junto con lareaccion de liberacién
de las plaquetas, € fosfolipido activo coagulante se expone sobre la superficie de la
plaqueta (disponibilidad de factor 3 plaguetario), lo cua facilita la interaccion de factores
coagulantes con formacion de una red de fibrina, que estabiliza €l tapon primario de
plaguetas. Finamente, las plaquetas interactdan con fibrina polimerizante, que puede ser
esencial para la retraccion del coagulo, pero queda por demostrar la importancia de este
fendémeno in vitro parala hemdstasisin vivo.

Estas acciones contribuyen a la hemostasis para formar un tapon plaquetario y después
reforzar el tapon por accion del polimero de fibrina (coagulo) que convierte a fibrinbgeno

en fibrina de latrombina. Para alcanzar esta tarea, |a plaqueta tiene receptores de superficie



que pueden unirse a glicoproteinas (GP); estas incluyen al complgjo GP Ib / I1X / V, que
ayuda a la adhesion plaguetaria por union del factor Von Willebrand bajo condiciones
constantes de herida grave, y € receptor GP Ilb / Illa @ cual es plagueta especifico y
mediador de la agregacion plaguetaria por unién de fibrindgeno y / o Von Willebrand.
Otros receptores como glicoproteinas adhesivas (GP la/ Ila (a2 Bl), GPVI y GP65 para
colédgeno; GP Ic / lla (a5 B1) para fibronecting; y GP Ic / lla (a6 B1) paralaminina) los
cuales contribuyen para la adhesion plaguetaria, pero su precisa contribucion es menos
definida.

La actividad coagulante de |la plagueta empieza desde |a exposicion de la carga negativa de
los fosfolipidos en la superficie de la plagueta y microparticulas plaguetarias, junto con la
liberacion y activacion del factor 5 plaguetario y quizés la exposicion de receptores
especificos por factores de la coagulacion activos. Las plaquetas cambian de forma con la
activacion, es € resultado de complejos cambios en la membrana de la plagueta y €

citoesguel eto.

[1.- DEFINICION

Son fragmentos citoplasméticos, discoides, planas, ligeramente convexas, que circulan en la
sangre libremente y se originan en la medula 0sea a partir de los megacariocitos, |lamadas
asi por que se asemejan a placas pequefias sin un nucleo definido. Tienen un diametro de 2-
4 um y su vida es de 8-10 dias. La cantidad normal en la sangre periférica oscila entre
150,000-400,000/ mm3. En la médula 6sea se encuentran |os megacariocitos, los cuales
introducen su citoplasma en los sinusoides y se fragmenta progresivamente hasta la
liberacion de las plaquetas que entran en circulacion a través de estos mismos sinusoides.
La plaqueta no conserva la capacidad de sintesis de DNA. Las plaguetas colaboran en la
formacion del tapon hemostatico adhiriéndose a tejido conectivo subendotelial y
agregandose con otras plaqguetas. Cuando se les estimula, mediante cantidades muy
peguefias de trombina formada muy temprano en € proceso de coagulacién, o por €l tegjido
conectivo, se activan y libera de sus granulos intracelulares sustancias potentes como
adenosin difosfato (ADP), tromboxano A2, endoperdxido de prostaglandina PGG2 vy
enzimas lisosomicas. Adicionamente, las plaguetas proveen la superficie para la

activacion de los factores solubles de coagulacion y el factor 3 plaguetario y son



importantes en la reaccion de coagulacion. La plagueta pasa por un enveecimiento
progresivo en el cual pierde lentamente muchos de sus elementos esenciales para su propia
vida y funcion y finalmente es retirada por €l sistema reticuloendotelial en el bazo y en el
higado.

[11.-MICROSCOPIA LUMINOSA

En frotis sanguineo tefiido con Wright-Giemsa, las plaquetas aparecen como células
ovoides o redondas, anucleadas, pequefias, con un citoplasma azul-grisaceo paido que
contiene granulos rojo-purpura distribuidos homogéneamente. Después de la agregacion o
extension plaquetaria, los granulos se concentran en el centro de lacélula.

Los volumenes de plaquetas circulantes de un individuo simple son heterogéneos y
exhiben una distribucion de tamafio log normal. Las plaquetas circulantes tienen un
volumen de 7.06 = 4.85 um 3y (femtolitros), un didmetro de 3.6+ 0.7 um (media = SD),
y espesor de 0.9 = 0.3 um. De un individuo a otro, varia € tamafio plaquetario, aunque

plaguetas anormalmente largas o peguefias se presentan en ciertos estados de enfermedad.

V.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

Por busgueda con microscopia electronica, las plaquetas sanguineas circulantes aparecen
como discos planos, con contornos lisos y rara espinifilopodia. El sistema canalicular
abierto, se ve como un sistema de canales compuesto de invaginaciones multiples de la
membrana plasmatica que se extiende alo largo de la plaqueta.

El contenido de los granulos plaguetarios puede ganar acceso al exterior cuando €l granulo
se funde con la membrana plasmética o cualquier region del sistema canalicular abierto.
Aungue la plagueta es anucleada, la microscopia electronica revela un citoplasma
empaquetado con un numero diferente de organelos esenciales para € mantenimiento de

una hemdéstasis normal. FIG.1.



FI1G.1 Plagueta por microscopia electronica

V.- MORFOLOGIA

V.1 GLICOCALIX:

El glicocalix es una capa, de 15 a 20 nm de espesor, contiene glicoproteinas, glicolipidos,
mucopolisacéridos y proteinas plasmaticas absorbidas (51).

El glicocalix es unared con carga negativa en la superficie debido a los residuos de &acido
sialico en las proteinas y lipidos; la carga es para minimizar el enlace de plaguetas
circulantes unas con otras (52). Esta estructura es rica en carbohidratos por las
glicoproteinas asociadas a membrana, la cua sirve como receptor para mediar la
transferencia de sefiales por agentes estimuladores. El glicocalix interactlia con activadores

plaguetarios parafacilitar la adhesién y agregacion plaquetaria.

V.2 MEMBRANA PLASMATICA:

La membrana plasmética es una unidad trilaminar compuesta de una bicapa de fosfolipidos

en que colesterol, glicolipidos y glicoproteinas estdn incrustados. La preparacion de



plaguetas por la técnica de criofractura, demostré6 mas particulas intramembranosas
incrustadas en la cara exterior de la membrana que en la cara interior; estas observaciones
suponen los muchos receptores externos que median las interacciones plaguetarias. Se
piensa que la membrana plasmética contiene la bomba de sodio y calcio — ATPasa que
controla el contorno iénico intracelular de la plagueta. Aproximadamente el 57 % de los
fosfolipidos de la plagueta estan contenidos en la membrana plasmatica.

Los fosfolipidos son asimétricamente organizados en la membrana plasmatica; los
fosfolipidos cargados negativamente estédn casi siempre presentes en la cara interior,
mientras que |os otros son mas uniformemente distribuidos.

Los fosfolipidos cargados negativamente, especialmente la fosfatidil serina es capaz de
acelerar varios pasos en la secuencia en la coagulacion y esta presente en la capa interna
de las plaguetas en reposo, es un mecanismo de control para impedir una coagulacién
inadecuada. Durante la activacion plaguetaria inducida por agonistas selectos, €l
aminofosfolipido puede exponerse en la superficie de la plagueta o en la superficie de las
microparticulas de la plaqueta. Los fosfolipidos asimétricos en plagquetas latentes pueden
mantener por un ATP-dependiente del aminofosfolipido que provee de energia a las
bombas fosfatidil serina y fosfatidiletanolamina desde el exterior para el interior de la
placa. Las interacciones de fosfolipidos cargados negativamente con el citoesqueleto u
otros el ementos citoplasméticos pueden también contribuir ala asimetria.

El enriquecimiento de fosfolipidos con écido araquidénico es totalmente sorprendente,
Este facilita el amacenamiento de acido araquidonico para liberar y convertir en
tromboxano A2 (Txa2).

V.3 SISTEMA CANALICULAR ABIERTO CONECTADO A LA SUPERFICIE:

El sistema canadlicular abierto conectado a la superficie, esta entrelazado a lo largo del

citoplasma celular en una manera compleja. EI examen microscopico de una serie de
secciones de la misma célula, con experimentos de criofractura, y estudios con trazadores
densos de e (55) mostraron que este sistema membrana fenestrado (57) esta en
continuidad directa con la membrana plasmética y el medio externo. Como resultado, €

area superficial plaguetaria expuesta al plasma es significativamente alta.



Las funciones del sistema canalicular abierto conectado a la superficie son: proporcionar
una ruta de entrada y salida para moléculas, un reservorio interno de membrana para
facilitar la difusién plaguetaria 'y la formacion de filopodia después de la adhesion, ademas
de un reservorio de glicoproteinas de membrana que incrementan en la superficie

plaguetaria después de la activacion (58).

V.4 SISTEMA TUBULAR DENSO:
A diferencia del sistema canalicular, el sistema tubular denso es un sistema de canaes

cerrados que consiste de tubulos angostos limitados a la membrana, aproximadamente de
400 a 600 A en didmetro. También es una red de canales cerrado de residuos del reticulo
endopldsmico caracterizado histoquimicamente por la presencia de actividad peroxidasa
(1). Los canales del sistema tubular denso son menos extensivos que el sistema canalicular
abierto y tienden a agruparse en regiones cerradas en aproximacion al sistema canalicular
abierto . El sistema tubular denso es comparado con € reticulo sarcopldsmico de musculo
por que puede secuestrar iones calcio y liberarlo cuando las plaguetas son activadas. La
careticulina, es una proteina unida a calcio que se encuentra en € sistema tubular denso,
probablemente ayuda a secuestrar calcio. La liberacion de calcio desde el sistema tubular
denso involucra la union de inositol 1,4,5 trifosfato (1P3), formando una molécula
mensagjera durante la sefial de transduccion a receptores en la membrana del sistema tubular
denso. EI AMP ciclico (cCAMP) inhibe la liberacién de calcio desde el sistema tubular
denso, por mecanismos de bombeo que aumenta €l calcio o por inhibicién de liberacion
inducida por 1P3.

La membrana del sistema tubular denso es probablemente también un mayor sitio de
sintesis de prostaglandinay tromboxano, en realidad, la actividad peroxidasa es usada para
identificar al sistema tubular denso como un componente donde se encuentran las enzimas

necesarias paralasintesis de prostaglandinas.

V.5 CITOESQUELETO:
El citoesquel eto plaquetario contiene de 30 a 50 % del total de proteinas plaquetarias y esta

formado de 3 componentes estructurales mayores, identificados por alta resolucion,
congelamiento rapido, técnicas de regrabado, tincién negativay microscopia electrénica de
seccién-delgada (71). Una cadena de microfilamentos de actina esta presente a lo lago del

citoplasma, un rollo de microttbulos localizado en |a periferia plaquetaria, y un esqueleto



membranal abarcando una cadena de filamentos de actina cortos que estan debagjo de la
superficie interior de la membrana plasmética (70). Aungue son estructuras distintas, hay
interconexiones presentes entre esos elementos. Estudios bioquimicos de esas estructuras
han sido facilitados por tratamiento con detergente de plaguetas, €l cua solubiliza mas
proteinas plaquetarias pero no filamentos de actina (72). Un filamento intermediario de
proteina, la vimentina también ha sido identificada como un componente del citoesgquel eto
plaquetario (73,74).

V.6 MEMBRANA DEL CITOESQUELETO:

Es una red plana fina de espectrina alargada, de tetrameros interconectados por las

terminales de filamentos de actina que estan presentes debajo de la membrana plasmatica y
las membranas del sistema canalicular abierto. La proteina de unién a actina es capaz de
interaccionar con; glicoproteinas transmembranales GPlba.  y la actina debgjo de la
membrana, de ese modo se conectan a la red de espectrina, formando la membrana del
citoesquel eto que probablemente estabiliza las membranas de laforma discoide. Ademas, la
asociacion de GPlba. con la membrana del esqueleto limita la expansion de la red de
espectrina y probablemente ayude a organizar receptores en linea ordenada en la superficie
de la plaqueta, de ese modo aumenta la cooperacion del receptor. Otras proteinas que son
fundamentales en € esqueleto de la membrana incluyen la talina, vinculina, proteina
relacionada con la distrofia, moléculas implicadas en sefiales de transduccion, y varias
isoenzimas de protein-cinasa C. La proteina vimentina ( Mr 58,000), es un componente
importante de filamentos intermedios esta presente en plaguetas y puede contribuir con la
activacion plaquetaria, GPIIb/ I11A 'y a2f1 pueden también unir €l citoesqueleto. De ese
modo, las interacciones con e citoesquel eto determinan en todo caso receptores libres para
moverse en € plano de la membrana;, ellos pueden también tener un papel en €
movimiento seguro de receptores desde la superficie para € interior de la plagueta y
viceversa, a través del sistema canalicular abierto. El esqueleto de la membrana puede ser

también importante en la propagacion de plaguetas después de |a adhesion.

V.7 MICROFILAMENTOS:




Numerosos componentes del citoesqueleto plaguetario incluyendo actina, miosina 'y sus
proteinas asociadas, han sido identificados.

Del 20 a 30 % del total de proteinas plaguetarias estan formadas de actina (75), una
proteina de peso molecular de 42,000. Otras proteinas del citoesqueleto plaguetario, tal
como lamiosing, talinay la proteina de union a actina, estan presentes en bajas cantidades
(2 a5 % del total de proteinas plaguetarias). La actina existe en 2 formas, G-actina
(mondémeros de actind) y F-actina (actina polimerizada). En la plagueta no estimulada el
30-40% de la actina es polimerizada en los filamentos (77); El equilibrio de mondmeros de
actina es impedido por la polimerizacion de proteinas semejantes a la profilina (100 um) o
timosina B4 (76) gque secuestran actina monomérica, 0 por proteinas que cubren a los
filamentos en la célula intacta, semejante a gelosina (78,79). Las plaquetas no estimuladas
contienen unared de filamentos de actina inmediatamente adyacentes ala carainterior de la
membrana plasmatica y filamentos que se extienden hacia el citoplasma cerca de los
organelos plaquetarios (68,80). La estimulacion plaquetaria resulta en cambios profundos
en la organizacion citoesqueletal. Morfologicamente, las plaquetas pierden su forma
discoide, convirtiéndose en redondas, y extendiendo filopodios (81).

En la activacion plaguetaria, la proporcién de actina filamentosa aumenta rapidamente de
60 a 70% (77,82). Mondmeros de actina polimerizada sobre filamentos en las plaguetas
periféricas (82,84) y paquetes de nuevos filamentos para satisfacer el desarrollo de
filopodia (67,85,86). La fosforilacion de cadenas ligeras de miosina resulta en la union de
miosina a actina (87,88), proporcionando la tension requerida para la centralizacion

granular y retraccion de filopodios (87, 90,91).

V.8 MICROTUBULOS:

La banda circunferencial de los microtdbulos estéa presente debagjo de la membrana

plasmética probablemente contribuyen a la forma discoide de las plaquetas, pero también
pueden ser involucrados en la formacion de plaguetas desde los megacariocitos. Son
microtdbulos de 25 nm compuestos de polimeros huecos de 13 protofilamentos, estan
hechos de polimeros de Mr 110,000 subunidades, cada uno compuesto de dos proteinas de
Mr 55,000 (o y B-tubulina) que esta asociado con varias proteinas de alto peso molecular
(proteinas asociadas a microtabulos). Estan situados en forma adyacente a la membrana

plasmética, pero no latocan (64).
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Aproximadamente 60% de la tubulina de la plaqueta esta en forma de microtubulos, y hay
un equilibrio, dinamico entre la polimerizacién y subunidades libres de tubulina.

Los microtdbulos aparecen como contornos tubulares de 8 a 24. En los polos de las
plaquetas, los microtibulos estén presentes principalmente en su forma polimerizada en
plaguetas no estimuladas. La activacion plaquetaria resulta en el desarme del microtabulo,
gue después se vuelven a unir; tales alteraciones en los microtubulos dan como resultado
cambios de forma en la plagueta. Los microtibulos pueden ser desorganizados en
desordenes plaguetarios gigantes (67).

V.9 GRANULOS:

Las plaguetas contienen 4 distintas poblaciones de granulos: a-granulos, cuerpos densos,
lisosomas y microperoxisomas. Los granulos-a y los cuerpos densos estan distinguidos
morfol 6gicamente uno de otro por su densidad el ectronica que es revelada por microscopia
electronica, mientras que los lisosomas y microperoxisomas requieren de tincion
citoquimica enzimética para ser visuaizados (96). Aunque ha sido reconocido que las
plaguetas pueden tomar material hacia su citoplasma del medio externo (98), ahora se sabe
que pueden incorporar proteinas de plasma especificas hacia sus granulos-a (99,100).

Después de la estimulacion plaguetaria por agonistas, los granulos se funden con los
canales del sistema canalicular abierto conectado a la superficie y expulsan su contenido.
La contraccion interna es requerida para su expulsion y descarga hacia € medio

circundante.

V.10 GRANULOS-a.

Los granulos-a son €l tipo de granulo predominante en la plaqueta. Son usuamente
redondos u ovales y varian de 300 a 500 nm de diametro. Los granulos-a tienen
morfolégicamente 3 distintas zonas por microscopia electronica: una zona nucleoide
denso-electrénico que ocupa el volumen del grénulo, una zona periférica de baja densidad
electronica que esta situado adyacente a la membrana granular, y de 1 a 6 estructuras
tubulares que reside en la zona periférica el ectro-luminosa.

Aunque estudios antiguos sugieren unalocalizacion en los granulos-a. para varias proteinas
(91,103), métodos inmunoguimicos ultraestructurales localizaron diversas proteinas en

varios compartimentos de los granulos-a.. La B-tromboglobulinay € factor 4 plaquetario
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han sido localizados en el nucleoide denso (55, 107, 127, 128). El factor Von Willebrand
esta presente en la estructura tubular de la zona periférica granular, similar a su localizacién
en los cuerpos Weibel-Palade de las células del endotelio vascular (112,117). La
trombospondina, es |a primera descrita como una lectina plaquetaria endégena (129,130) y
el fibrindgeno (111,112,117,131,132) esta presente en la matriz granular. Fibrinégeno
plasmético es incorporado (95,133) haciatodos los granulos o plaguetarios (110) y
pequeiias cantidades de virtualmente todas las proteinas plasmaticas pueden ser llevados
hacia estos organelos (134). Otras proteinas presentes en los granulos o incluyen la
albumina (134), inmunoglobulina G (1gG) (113,134), factor de crecimiento derivado de
plaquetas, GPI1b-l11a(58,122,135), precursor de proteina f-amiloidea (105, 106), factor V
multimerino (108,109,136,137), un factor V/Vade union a proteinas (109, 114), factor-p1
de crecimiento transformante (119) y un activador de plasmindgeno similar al activador de
plasmindgeno de tgjido (118).

Estudios in vitro demostraron que anticuerpos para glicoproteinas | 1b-111a son transportados
de la membrana plasmética hacia los granulos-a. (138). Ademés de la internalizacion, la
ciclizacion de GP llb-1lla ha sido demostrada usando anticuerpos anti-GP Ilb-llla vy
deshaciendo, un ligando que contiene Arg-Gly-Asp (139).

L as proteinas presentes en la membrana de |os granulos a. incluye P-selectina (123), GP
[1b/l11a (58,122,140), proteina-33 de membrana granular (GMP-33) (120), CD9 (126),
molécula-1 de adhesién celular endotelial-plaguetaria (126), Rap 1b (121), glicoproteinas
Ib, IX y V (121), y osteonectina (125, 141), fosfoglicoproteinas de 32 Kda originalmente
descrito en hueso. Dos proteinas de membrana de los granulos o, GMP-33 (120) y P-
selectina (GMP-140) (123), han mostrado ser translocados de la membrana granular ala

membrana plasmatica después de la activacion plaquetaria.

V.11 CUERPOS DENSOS:
Ultraestructuralmente, los grédnulos densos tienen aproximadamente 200-300 nm de

diametro y pueden presentar una diana, que es, un area central oscura rodeado por un halo
claro.

El nUmero promedio de cuerpos densos por €l recuento plaquetario humano normal por
micrografia electronica es de 5. Porque son los organel os més electro-densos en plaquetas
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(1.2 g/lcm3 peso especifico), estos pueden ser distinguidos morfologicamente de otros
granulos en esta base.

Los principales congtituyentes de los granulos densos son un pool no metabdlico de
nucledtidos de adenina (trifosfato de adenosina y difosfato, ATP y ADP), PPRi,, calcio y
magnesio Yy serotonina (5-hidroxitriptoamina). Los nucledtidos de adenina son sintetizados
y segregados por los megacariocitos; la serotonina es incorporada hacia €l interior de los
granulos densos desde e plasma por plaguetas circulantes (148). Aunque hay més
existencia de ADP que de ATP en los granulos densos, la cantidad relativa de estos
componentes difiere entre las especies (149). Ademas, los granulos densos contienen
guanosina trifosfato y difosfato (GTP y GDP). Tanto e ADP y e ATP producen
monofosfato de adenosina (AMP) en plasma; este es desfosforilado a adenosina, el cual por
altimo forma AMP ciclico e inhibe la respuesta estimulatoria de las plaquetas. La
membrana de |os granul os densos contiene P-selectina (124) y granulofisina (124,151). Los
granulos densos de |as plaquetas bovinas contienen Unicamente proteinas de membrana que

SON Menos numerosos en plaguetas de vacas con sindrome de Chediak-Higashi (152).

V.12 LISOSOMAS:

L os lisosomas son vesicul as pequefias de aproximadamente 175 a 200 nm.

Estos pueden ser identificados solo con tincién citoquimica especifica tales como fosfatasa
acida arilsulfatasa (96), tincion inmunocitoquimica por catepsina D (153), o la deteccién de
lisosomas asociados a proteinas de membrana (120). Los lisosomas son |os Unicos granulos
plaguetarios que contienen hidrolasas &cidas con actividad optimaaph 3.5 a5.5.

L os lisosomas plaquetarios contienen una larga variedad de enzimas (150), incluyendo -
hexosaminidasa (154) y pB-glicerofosfatasa (Tablal). La glicoproteina de membrana
lisosoma (LIMP-CDG63) y proteinas 1 y 2 asociadas a membrana lisosomal (LAMP-1y
LAMP-2) llegan a ser expresadas en la membrana después de la activacion (156,
157,158,1509).

Los constituyentes lisosomales son liberados més lenta e incompletamente (méximo 60%
de los granulos) que los granulos -o. 0 componentes de granulos densos después de la
estimulacion plaquetaria, y también requiere de agonistas mas fuertes tales como trombina
0 colageno, sugiriendo que ellos pueden tener un papel en lalisis de trombina mas que en
la respuesta hemostéticainmediata (161).
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TABLA 1- CONSTITUYENTESLISOSOMALES
PLAQUETARIOS

CONSTITUYENT | LOCALIZACI
ES ON
-glucoronidasa Matrix
[-galactosidasa Matrix
N- Matrix
acetilglucosaminida
sa
Captesinas Matrix
Arilsulfatasa Matrix
-hexosaminidasa Matrix
B-glicerolfosfatasa Matrix
Elastasa Matrix
Colagenasa Matrix
Endoglucosidasa Matrix
LIMP-CD63 Membrana
LAMP-1 Membrana
LAMP-2 Membrana

V.13 MICROPEROXISOMAS:

Los microperoxisomas son pequefios granulos (90 nm) que son relativamente pocos en

nimero en plaguetas y pueden ser demostrados solo citoquimicamente. Se piensa que
contribuyen a metabolismo de los lipidos, especialmente en la sintesis de plasmal ogeno, y
pueden participar en la sintesis del factor activador de plaquetas (PAF).

Son reactivos en un medio alcalino de diaminobenzidina. La enzima responsable de la

actividad citoguimica de |a peroxidasa en |os microperoxisomas es la catalasa, cuyafuncion
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es romper a peroxido de hidrégeno. El dltimo destino de los microperoxisomas dentro del

citoplasma de |a plagueta es desconocido.

V.14 MITOCONDRIAS:

Lamitocondria en las plaquetas son similares que en otros tipos de células con la excepcion
del pequeio tamafio (0.1 um3). Las plaquetas contienen, en promedio 7 mitocondrias que
estan involucradas en el metabolismo energético oxidativo.

La mitocondria es €l sitio de actividad parar todos los componentes de la cadena

respiratoriay paracasi todas las enzimas en el ciclo del &cido citrico.

V.15 RIBOSOMASY RNAm:

La plagueta contiene Unicamente un pequefio nUmero de ribosomas, tiene Unicamente

restos del aparato de Golgi y pequefias cantidades de RNA mensagjero (MRNA), por 1o que
la falta de ellos el nucleo no puede sintetizar mMRNA. La aplicacion de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para mRNA plaquetario ha permitido el analisis de biologia
molecular de glicoproteinas de membrana plaguetaria y proteinas selectas del plasma que
son sintetizados en plagquetas, como factor Von Willebrand . La regulacion de sintesis de
nuevas proteinas por plaguetas es reportada después de la activacion de trombinay parece
que sefiala la produccion de ligando comprometido a GP 11b / Il1a el cual es requerido para
iniciar el proceso. Seflalando sin embargo GP la/ lla (a2 1) también puede iniciar la

sintesis de proteinas plaguetarias.

V.16 VESICULASRECUBIERTAS:
L as vesiculas recubiertas son organelos de 70-90 nm. Se han demostrado sus caracteristicas

anivel ultraestructural en las plaquetas, por una cubierta moderada de electron-denso.

La cubierta polihedral en la superficie de estas vesiculas esta compuesta de uniones de una
proteina de 180 Kda que consiste de cadena pesada y ligera. La capa marcada y las
vesiculas transfieren los componentes de los granulos de las plaquetas a plasma
(167,168,170).

El nimero de vesiculas recubiertas en plaguetas se incrementa después de la estimulacién
con ADP (166).
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V.17 GLUCOGENO:

Las plaguetas contienen pequefias particulas de glucogeno o masas de particulas de

glucogeno estrechamente asociadas. Este juega un papel esencial en el metabolismo de las

plaguetas. FIG.2.

MEMBRANA PLASMATICA

MICROTUBULOS
PEROXISOMAS

SISTEMA CANALICULAR
CONECTADO CON EL
EXTERIOR

LISOSOMAS

GRANULOS ALFA

MITOCONDRIA

SISTEMA TUBULAR DENSO

FIG.2 Representacion esquematica de la ultraestructura de | as plaguetas

como se observa en el corte ecuatorial (a) y longitudina (b).

V.- MEGACARIOCITOS

V1.1 ORIGEN Y PROLIFERACION DE LOSMEGACARIOCITOS:
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La megacariocitopoiesis comprende el confinamiento, proliferacion y maduracion de
células progenitoras hematopoyeticas y la adquisicion de caracteristicas estructurales y
funcionales de las plaguetas.

Todas las células hematopoyeticas son derivadas de células de la linea pluripotencia que
tienen la capacidad de autorenovarse y diferenciarse hacia todos los linges celulares
sanguineos. El control de los eventos iniciales del desarrollo de células sanguineas no esta
bien comprendido pero se piensa que ocurre a través de un proceso fortuito de linge
comprometido combinado con la disponibilidad de factores de crecimiento regulados.

Morfol 6gicamente son células reconocibles de la linea de los megacariocitos que carecen
de la capacidad de autorenovacion y se mantienen por e continuo influjo de los
progenitores del pool de precursores hematopoyeticos multipotenciales. Estos progenitores
proliferantes sirven para amplificar el nimero de céulas de la frecuencia baja de estos
precursores y estan constituidos de dos poblaciones definidas operacionalmente: las
comprometidas y las no comprometidas. La mayor parte de los conocimientos de estas
etapas tempranas han sido adquiridos por medio de estudios sobre células cultivadas. La
poblacion no comprometida llamada unidad formadora de colonias granulocitoeritroide-
macrofago-megacariocito (CFU-GEMM), desarrolladas en cultivos hacia colonias con
células de muchos lineas (205,206). Hay células intermedias en estas poblaciones que
pueden compartir caracteristicas de eritrocitos, megacariocitos y mastocitos, porque se ha
mostrado que estos lingjes celulares comparten factores de transcripcion especificos
(206,207). Ha sido reportado que los progenitores eritroides humanos expresan
glicoproteinas de membrana plaquetaria (208). Aungue la transicion de progenitores
multipotenciales a progenitores  megacariocitos comprometidos no es claramente
entendido, e receptor c-MPL que es expresado en células progenitoras de megacariocitos
(209,210) puede ser requerido. Se piensa que e ligando involucra varios aspectos de la
megacariocitopoiesis (211), progenitores de megacariocitos tardios, megacariocitos

maduros y plaguetas que tiene unaelevada expresion del receptor c-MPL.

VI.2 PROGENITORESINMADUROS:
La minima maduracion de los progenitores de megacariocitos comprometidos es la unidad
de crecimiento explosivo de megacariocitos (BFU-MK) (203,204,211,213). Las BFU-MKs
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humanas forman colonias multifocales de 100 células o méas después de 21 dias en cultivo.
Estas células son CD34 positivo y HLA-DR-negativo, y son resistentes al tratamiento con
5-fluorouracil (203). El siguiente paso medible en la maduracion, la unidad formadora de
colonias de megacariocitos (CFU-MK) (213) forma colonias en 10 a 12 dias de cultivo que
consiste en un sencillo grupo de aproximadamente 12 células cada uno. Estas células son
CD34 positivo (los niveles declinan con la maduracion), HLA-DR-positivo, y son sensibles
a 5-fluorouracil. La GP Illa no esta presente en este estado de maduracion (214). Un
marcador extremadamente prematuro de los megacariocitos en la maduracién es la
glicoproteina Ilb, la cua se expresa en la CFU-MK (215) y un bipotencial progenitor

eritroide-magacariocitico (217).

V1.3 PROMEGACARIOBLASTOS:

Estas células de transicion se desarrollan cuando la proliferacion cesa y los progenitores

llegan arealizar endomitésis. Los promegacarioblastos constituyen del 5 a 20 % del total
de la poblacion megacariocitica en médula 6sea (142,200,214). Estas son pequefias células
mononucleares que expresan marcadores especificos plaquetarios, pero no son aun
identificables morfol6gicamente como megacariocitos. Se especula que estas células
representan  una etapa de transicion de desarrollo megacariocitico entre células
progenitoras y megacariocitos identificables morfoldgicamente. La mayoria sufren
activamente endomitdsis (218). En humanos, hay células semegjantes a las linfoides
menores de 18 um en diametro que expresan las proteinas citoplasméticas: Von
Willebrand, PF4 y la glicoproteina GP Ilb (219,220). EI més temprano marcador
identificable para promegacarioblastos humanos es la peroxidasa, la cual esta localizada en

el reticulo endoplasmico y funciona en la sintesis de prostaglandinas (219).

V1.4 MADURACION NUCLEAR DESARROLLO DE POLIPLOIDIA:

Los megacariocitos son los Unicos en los que €l fin de la capacidad proliferativa esta

marcada por un switch para endomitésis en el cua el nlcleo continta dividiéndose pero el
citoplasma no lo hace. Cada division produce una duplicacion del total del material nuclear
, resultando en células con nucleos poliploides sencillos (que se distinguen de células

poliploides, tal como los osteoclastos) con DNA contenido en mdltiplos de 2 (2N, 4N, 8N,
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etc.). La presencia de DNA 2N sugiere que € genoma entero es replicado en cada una de
las rondas de la endomitésis (aunque esto no ha sido probado). Es probable que la ventaja
evolutiva de la endomitdsis esta relacionada con la habilidad para soportar un volumen
citoplasmatico incrementado gradualmente. Esto permite a los megacariocitos sencillos
producir miles de plaguetas anucleadas (183,184) otra caracteristica unica del linge
megacariocitico. En megacariocitos, la clase de ploidia modal de megacariocitos
identificable es la 16N (180,187); por lo tanto, muchos megacariocitos sufren 3 ciclos
endomitoticos para alcanzar este contenido de DNA (221). El tiempo requerido para cada
ronda de lareplicacion de DNA y laendomitésis es similar a de las células diploides (221).
El tamafio de los megacariocitos es proporcional a contenido de DNA , aunque los
megacariocitos llegan a ser morfol 6gicamente reconocibles cuando € contenido de DNA
excede al 4N. Como €l citoplasma maduro, €l nucleo Ilega a ser lobulado, pero € nimero
de I6bulos llevados no es constante en relacion con la ploidia. Aproximadamente el 10 %
de los megacariocitos reconocidos sufren endomitdsis en cualquier tiempo . Durante la
endomitosis, la membrana nuclear se disuelve y se forma un huso mitético multipolar en la
metafase (222). El resultado del proceso reduplicativo endégeno de megacariocitos, €l cual

es el unico entre las células hematopoieticas, es un largo, lobulado e irregular nucleo.

V1.5 MEGACARIOCITOSMADUROS:

La maduracion del citoplasma comienza durante la endomitdsis , pero continua después de

que el desarrollo nuclear estd completo; estos procesos son por lo tanto, no sincrénicos ni
secuenciales, y estan disociados e uno del otro. La maduracion terminal  de los
megacariocitos comprende un incremento en la cantidad de citoplasma, € desarrollo de un
complgjo sistema de membranas de demarcacion y la sintesis de organelos y proteinas
(183,184,223). La cromatina nuclear cambia de un estado vagamente empaquetado a uno
muy condensado durante la maduracion nuclear. En humanos, € tiempo de maduracion

total puede ser de aproximadamente 10 dias.

V1.6 CARACTERISTICASDE LA MADURACION DE LOSMEGACARIOCITOS:
Una terminologia generalmente aceptada ha sido desarrollada para describir las multiples

etapas de desarrollo de megacariocitos reconocidos, € mayor criterio existente son la
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calidad y cantidad de citoplasma, el tamario, lobulacion y e patrén de cromatina del
nucleo. El primer megacariocito reconocido morfolédgicamente es e megacarioblasto o
megacariocito etapa |. Estos constituyen casi €l 19 % de la poblacion de megacariocitos
con una extension de 6 a 24 um en diametro (224,225).

Esta célula contiene nucleo dentado o lobulado, redondo y largo (226,227) con varios
nucleolos prominentes. Mediante microscopia luminosa, €l citoplasma se observa
intensamente basofilico y escaso; por microscopia electrénica, se ven cantidades variables
de reticulo endopldsmico, un pequefio complejo Golgi, unas pequefias mitocondrias 'y
abundantes ribosomas libres. La endomitdsis puede ser observada. Los megacarioblastos
contienen 0 no algunos granulos o en su citoplasma y sdlo rudimentos del sistema
membranal de demarcacion.

Por microscopia luminosa, €l promegacariocito 0 megacariocito etapa Il, contiene un
nucleo lobulado y méas abundante con un citoplasma menos intensamente basofilico que €l
del megacarioblasto. Ultraestructuralmente, el nimero de granulos esta incrementado, y €
sistema membranal de demarcacion esta més desarrollado . Esta etapa, la cua constituye
aproximadamente € 25 % de la poblacion de megacariocitos contiene células con una
extension de 14 a 30 um en didmetro (224,225) y de 8 a 64N en poliploidia en humanos
normales. Aungque algunos estudios concluyen que la endomitésis es completada en €l
desarrollo del megacariocito de etapa |, otros investigadores han encontrado que la sintesis
de DNA continua, €l nivel de ploidia de DNA final establecido en la etapa Il. De este
precursor, se forma el megacariocito granular maduro (etapalll).

A nivel de microscopio luminoso, los megacariocitos etapa 11, los cuales constituyen casi
el 56 % de la poblacion de megacariocitos, son extremadamente largos (40 a 56 um) (225)
y tienen una baja proporcién nacleo / citoplasma. La basofilia persiste en las células mas
tempranas de esta etapa, pero se pierde con la maduracién. Por microscopia el ectronica; los
megacariocitos etapa |l contienen un bien desarrollado sistema membranal de demarcacion
y abundante citoplasma granular. El reticulo endopldsmico y el complejo de Golgi estan
sustancialmente reducidos. El ntcleo es muchas veces empujado hacia un polo de la célula.

En la etapa de produccion plaguetaria, el citoplasma del megacariocito llega a ser irregular
y agunos creen hasta ahora que es un mecanismo indeterminado, el citoplasma difundido
como las plaquetas, degjando atras un nacleo desnudo. Las plaguetas son normalmente

producidas por células de 8 N ploidia 0 mas alta, aunque esto no es conocido en todo caso
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las clases de ploidia méas bajas de megacariocitos son capaces de la produccion plaquetaria
en condiciones patol gicas. Ademas, no se sabe si 1os megacariocitos de diferentes clases

de ploidia producen plaguetas de diferente tamafio, densidad o funcién.

V1.7 ANATOMIA

El megacariocito es una célula hematopoietica, larga, cuyo citoplasma se fragmenta para

formar plaguetas sanguineas circulantes. La histogénesis de las plaguetas a partir de los
megacariocitos fue descrita primero por James Wright en 1910. Aunque esas células se
caracterizan por su tamafio gigante y abundante citoplasma, las cuales estan dotadas con la
capacidad de formar varios miles de plaguetas (183, 184), estan presentes en baga
proporcion (0.02 a 0.05 % del total de la poblacion celular nucleada) en la médula Osea. El
nimero de megacariocitos normal para humanos esde 6.1 X 10° / kg . El megacariocito es
una célula poliploide, que en e nicleo contiene multiplos del normal 2N del complemento
de DNA. El nucleo lobulado, largo individual permite distinguir a los megacariocitos de
los osteoclastos, el cual contiene multiples nicleos pequefios. La moda ploidia de
megacariocitos en humanos normales es de 16N (180,187).

V1.8 MICROSCOPIA LUMINOSA :

Los megacariocitos inmaduros son largos, se observan como células basofilicas con una

razon alta de nacleo / citoplasma. La maduracién de esas células resulta en una disminucién
de la basofiliay de la proporcion nuclear / citoplasmética, con incrementos concomitantes
en el tamafo citoplasmatico y la acidofilia, lobulacion nuclear y condensacion de la
cromatina. Los megacariocitos maduros son células sumamente largas con un diametro
promedio fijo en médula de 35 um y puede alcanzar hasta 160 um. El nucleo lobulado
irregularmente esta compuesto de cromatina densay de manchas obscuras azul-purpireo al
tefiir con Wright-Giemsa. Los nucleolos no son observables. El citoplasma es abundante,
azul claro, excepto por un angosto borde en la periferia, empaquetado con granulos
azurofilicos finos. En la maduracion individual, los megacariocitos pueden ser detectados
en todos los érganos mayores, pero la megacariocitopoiesis esta localizada primariamente
en lamédula Gsea.

VI.9 VARIACIONES EN EL TAMANO Y LA MORFOLOGIA:
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Lamorfologia de los megacariocitos es verdaderamente variable en frotis tefiidos. Cuando
la produccion plaquetaria es acelerada, 10s megacariocitos aumentan en volumen y nimero
(188). En varias formas de trombocitopenia causadas por una acelerada destruccién
plaquetaria, uno puede ver morfol 6gicamente megacariocitos anormales y degenerados en
diferentes etapas de maduracion, y megacariocitos que parecen ser no productores de
plaguetas. Numerosos megacariocitos morfologicamente anormales a menudo son
observados en médula de especimenes obtenidos por biopsia de pacientes con
mielofibrosis. Esto ha sugerido que los megacariocitos pueden desempefiar un papel en la
patogénesis de mielofibrosis por estimulacion en la proliferacion de fibroblastos y la
secrecion de colégeno (189).

“Micromegacariocitos’ y megacariocitos con nucleos semejantes a osteoclastos son
comunes en pacientes con sindromes miel odisplasticos. Células de médula pueden aparecer
dentro de megacariocitos a causa de un proceso llamado emperipolesis (190). Se ha
demostrado  ultraestructuramente que en esos casos las células estaban en realidad
contenidas en canaes dilatados de la membrana de demarcacién de megacariocitos.
Aungue se vio en médula normal, este fenGmeno aumenta en asociacion con la pérdida de
sangre (193) y a una variedad de desordenes neoplasicos (190,194). Los megacariocitos
fetales son méas pequefios que los megacariocitos adultos (195,197) y hay una ata
proporcion de células ploides pequerias (196,198).

VI.10 DISTRIBUCION MEGACARIOCITICA:

Los megacariocitos, 0 fragmentos de sus nucleos o citoplasmas, agunas veces se

encuentran en la sangre circulante varian en tamafio y son irregulares en la forma. Los
nucleos tifien intensamente y pueden estar desnudos, esto es, rodeado por sélo una pequefia
cantidad de citoplasma. Estos fragmentos son raramente vistos en frotis de sangre periférica
rutinarios, pero son encontrados regularmente en la sangre de mujeres embarazadas y
parturientas, recién nacidos (199), y agunos sujetos normales al usar técnicas de
concentracion.

Fragmentos de megacariocitos se pueden observar en frotis de sangre rutinarias de
individuos con varias formas de cancer (200) otros procesos como la leucemia mielocitica
cronica, policitemia vera;, y enfermedad de Hodgkin's, después de procedimientos
quirdrgicos, herida de pecho y masgje cardiaco; y en asociacion con leucocitosis marcada

causada por infeccion. Se encuentran menos comunmente en individuos con leucemia
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aguda, purpura trombocitopénica, anemia perniciosa y envenenamiento con plomo. Los
megacariocitos pueden ser identificados en los glomérulos renales, y fluidos serosos de
individuos con algunos de esos desordenes.

Los megacariocitos y fragmentos de ellos estdn presentes en vasos pulmonares,
probablemente como resultado de ser transportados en la sangre venosa desde la médula

Osea. Los megacariocitos estan presentes también en el bazo.

VI1.11 MICROSCOPIA ELECTRONICA:

Una impresionante caracteristica del citoplasma en el megacariocito maduro es una cadena
extensa de membranas, llamada sistema membranal de demarcacion, probablemente
formados de lainvaginacion de la membrana plasmatica. Estas membranas de demarcacion
estdn en continuidad con la membrana plasmética y en asociacion con otro sistema
membranal, el reticulo endoplasmico liso. Las estructuras formadas de la aposicion cerrada
de esos sistemas de canales han sido designadas compl gjos membranales.

Otros organelos de megacariocitos incluyen a los elementos de la maquinaria sintética
proteica, como € reticulo endoplésmico y e complejo Golgi, la mitocondria'y en formas
inmaduras, numerosos ribosomas libres. Granulos inmaduros, presentes tempranamente en
la maduracién, se localizan inicialmente en el complejo Golgi (96), pero estan distribuidos
por todo el citoplasma con una maduracion aumentada. Granulos electron-densos son rara
vez observados en el megacariocito, aunque el cuerpo granular este presente. El citoplasma

también contiene microfilamentos y microtubulos.

VI1.12 MEMBRANASDEL MEGACARIOCITO:

L ipidos de la membrana: Los megacariocitos poseen una mayor capacidad paralasintesis
y e metabolismo de los lipidos que la plagueta; en realidad, ellos determinan la
composicion de los lipidos en la plagueta (228-233). Aunque la cantidad de lipidos neutros
y fosfolipidos es similar en plaguetas y megacariocitos, |0s megacariocitos contienen mas
fosfatidilinositol y menos fosfatidilserina (171). Los megacariocitos contienen la mitad de
acido aragquiddnico y un proporcionado incremento en écido oleico en comparacion con las
plaguetas (171).

Han sido reportadas diferencias en la sintesis en varias etapas de la maduracion de los
megacariocitos. La sintesis de glicolipidos es méas grande en megacariocitos inmaduros que
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en los maduros (233) y la mayor parte de la sintesis de lipidos y consumo de acido
araguidonico y acido palmitico también ocurre primariamente en megacariocitos inmaduros
(234). La sintesis de novo de &cido palmitico ocurre predominantemente en megacariocitos
maduros (234). Los fosfolipidos y e colesterol presentes son 4 veces tan grandes en
megacariocitos maduros como en células inmaduras (234). Estas diferencias en la sintesis
de lipidos en etapas maduracionales de inmaduros o maduros pueden reflgjar € papel de

estos lipidos en la diferenciacion del megacariocito (171).

Glicoproteinas de membrana llb y Illa. Las glicoproteinas I1b — I11a, es €l receptor para
una variedad de ligandos incluyendo a fibrindgeno, est4 presente sobre las membranas
plasméticas del megacariocito comienza en la etapa de la célula progenitora CD34 —
positivo (235,236). Los genes parala GPl1b y GP Il1a han sido mapeados en el cromosoma
17 (237,238). Las proteinas producto de estos genes, la GP I1b y GP Illa, son sintetizadas
en el megacariocito y se unen en €l reticulo endoplasmico rugoso como un complejo no
covalente dependiente de Ca’™* . Posteriormente, la molécula Pro-GPl1b esta adherida en las
cadenas pesadas y ligeras; y los carbohidratos son modificados en el complejo de Golgi
para producir |las subunidades maduras GPlIbo y GPIIbp (174,179). Lasintesisy expresion
aumentan (236) a medida que declina la positividad a CD34, hasta estar presentes sobre la
membrana granular, |la membrana plasmatica y e sistema membranal de demarcacion de
megacariocitos maduros (122).

Por microscopia inmunoelectrénica se ha localizado ala GP Ilb — Illa en la matriz y
membrana de pequefios precursores de granulos o, en megacariocitos inmaduros cultivados
(122); a madurar, la localizacion granular de estas moléculas se restringe a la membrana.
Los megacariocitos maduros e inmaduros muestran un extenso nivel en la membrana
plasméticay €l sistema membrana de demarcacion para GP Ilb — Il1a (239), aunque se
piensa que la reunion entre formas tempranas de GP I1b y GP Il1a es un paso necesario para
la maduracion del heterodimero y la expresion superficia en la célula (240). Esto no ocurre
en megacariocitos y plaguetas de pacientes con Trombastenia o0 Enfermedad de Glanzmann
(241); como una consecuencia, estos pacientes tienen una deficiencia en la agregacion
plaguetaria. La capacidad de la GP Ilb — Illa para unirse a fibrindbgeno depende de un
cambio conformacional en la molécula, aungue no se sabe en que estado maduracional la
GP l1b —Illa sufre este cambio (173).

24



Mientras que la GP llla es expresada en otros tipos de células diferentes de los
megacariocitos (242), la GP Ilb est4 restringido a una etapa temprana de maduracion
(201,216,237,242) para € lingje del megacariocito.

Glicoproteina Ib. La glicoproteina Ib, el receptor para €l factor Von Willebrand, no es
expresada hasta la iniciacion de la endomitdsis (236). Aunque las células endoteliales han
sido reportadas para que expresen GP Ib (244), esto es de otra manera considerado como
especifico para plaqueta. La GP |b esta presente en la superficie de los promegacariocitos,
sobre la membrana plasmética, las membranas de demarcacion y las membranas de los

granulos - a (121) de megacariocitos.

Sistema membranal de demarcacion. El sistema membranal de demarcacion fue descrito
por Behnke 8415) como resultado de invaginaciones tubulares en localizaciones multiples a
lo largo de la membrana plasmética del megacariocito. Este sistema membranal ha
mostrado estar en continuidad con el medio externo. El desarrollo del sistema membranal
de demarcacion se inicia tempranamente en e desarrollo del megacariocito, durante la
endomitésis y hay elementos presentes en la etapa promegacariocitica. Durante el tiempo
de maduracién, que es de 72 horas, el plasmatotal y las membranas de demarcacion pueden
aumentar en un 2600 %. L as glicoproteinas plaquetarias 11b - I1lay b son expresadas en la
membrana plasmatica y en las membranas de demarcacion del megacariocito maduro,
aungque su aparicion en la membrana plasmatica ocurre antes del desarrollo del sistema
membranal de demarcacién (246). Aungue ultraestructuralmente el sistema membranal de
demarcacion aparece para dividir en compartimentos a citoplasma del megacariocito en
territorios plaguetarios (183), este concepto ha sido cuestionado por investigadores quienes
apoyan un modelo por medio del cua vuelve a revés e sistema membrana de
demarcacion y procesos de forma, o proplaquetas, que subsecuentemente da origen a
plaguetas (223). Ademas, esto ha sugerido que el sistema membranal de demarcacion forma
al sistema canalicular conectado a la superficie de la plaqueta, un sistema de canales que

atraviesa el citoplasma plaquetario.

Reticulo endoplasmico liso. El reticulo endoplasmico liso, junto con la envoltura nuclear y

el reticulo endopldsmico rugoso, contienen peroxidasa plaquetaria (172); la identificacion
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citoquimica de estas enzimas han permitido la clasificacion de ciertas leucemias como

megacarioblasticas.

Glicoproteina V. LaglicoproteinaV, unaglicoproteinaricaen leucina, es especificamente
expresada en megacariocitos; la expresion de la GP V incrementa con la diferenciacion del

megacariocito (245).

Proteinas del megacariocito.

El perfil de proteinas total de megacariocitos mediante geles de acrilamida es similar al de
las plaguetas, pero contiene varias bandas que no estdn presentes en las plaquetas. La
presencia de PF4 en megacariocitos fue demostrada inmunoquimicamente (249,250), y
posteriormente, la sintesis de esta proteina por los megacariocitos fue reportada (251).
Ademas de las proteinas de membrana enlistadas arriba, los megacariocitos han sido
demostrados que sintetizan otras numerosas proteinas incluyendo: actina, factor V
(178,252), trombospondina (253) y factor de crecimiento derivado de plaguetas (189, 254).
En contraste, es generalmente aceptado que los megacariocitos no sintetizan fibrinégeno,

pero lo toma desde el plasma via endocitosis mediada por receptores (99, 175).

Proteoglicanos del megacariocito.

Los proteoglicanos (mucopolisacéridos) son moléculas largas en las cuaes varios
polimeros Ilamados glicosaminoglicanos estan asociados a una nucleoproteina. Los
proteoglicanos estan compuestos de 80 a 90 % de carbohidratos y de 10 a 20 % de
proteinas.

L os proteoglicanos ha sido reportado que son sintetizados por |os megacariocitos y estas
mol éculas se piensa que juegan un papel potencia en lamigracion delacélulaen lamédula
estromal, la regulacion del empaquetado de proteinas en granulos de almacenaje, €l
desarrollo del sistema membranal de demarcacién y la produccion plaguetaria (255).
También se ha especulado que pueden cumplir un papel en la adhesion o repulsion
plaquetaria de | as paredes por |0s vasos.

Diferentes grupos de megacariocitos purificados en gradientes de densidad sintetizan
proteoglicanos de peso molecular diferente (257). Los proteoglicanos serglicina y
betaglicano, han mostrado ser expresados en lineas celulares de megacariocitos y en
megacariocitos humanos normales (258).
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VI.13 GRANULOS DE LOSMEGACARIOCITOS:
Basado en diferencias de densidad, la apariencia ultraestructural y el contenido, los

grédnulos amacenados en el megacariocito pueden ser subdivididos en 4 poblaciones que
son heredados por la progenie plaquetaria. Estos incluyen a los granulos o, 10s cuerpos
densos, lisosomas y microperoximas. Ademas, l0s megacariocitos contienen vesiculas
recubiertas que son observadas ocasionalmente fusionadas con las membranas
citoplasmicas. Aungque la endocitosis ha sido reportada hace varios afios (98), es

incorporarlas hacialos gréanulos o por este mecanismo (130).

V1.14 GRANULOS a_:

Los granulos o llegan a ser prominentes solo en esta etapa tardia de diferenciacion del
megacariocito ( 96), aunque son morfol 6gicamente identificables cerca del complejo Golgi
de megacarioblastos (estado | de los megacariocitos). Sin embargo, e factor Von
Willebrand, Pf4, y trombospondina son expresados antes de |a formacion de los granulos o
en promegacarioblastos (220).

Aungue el RNAm para e VwWF (y la GP Ib membranal) este presente durante todos los
estados de maduracion, la P-selectina, una glicoproteina membranal de los granulos o, se
expresa primariamente en los megacariocitos maduros ( 259).

Varias proteinas han sido localizadas en los granulos o de megacariocitos por técnicas
inmunoguimicas ( Tabla 2) (250,260). Es claro que las proteinas de los granulos o estan
empaquetadas en los granulos o mediante tres diferentes mecanismos, que incluyen la
sintesis endogena, la endocitosis mediada por receptores, y pinocitosis (134). Los
megacariocitos endogenamente sintetizan proteinas tales como la 3- tromboglobulina ( -
TG) y proteina basica plaguetaria, una formade B-TG (261 ), proteina Von Willebrand
(262 ), multimerina (114 ) PF4 (249,251), € factor V (252) , clusterina , factor p1 de
crecimiento transformante (124) y osteonectina (202). Probablemente son transportadas via
vesiculas desde el aparato sintético a los granulos o (128). El fibrinbgeno en una
configuracion dimérica de cadena yA, no es sintetizado por megacariocitos (176,177), pero
es tomada desde € plasma por endocitosis mediada por receptor y vesiculas recubiertas
(104, 175). La captacion de fibrindgeno desde el plasma es apoyada por estudios que

demostraron que pacientes con afibrinogenemia congénita y con trombastenia de
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Glanzmann, quienes carecen del receptor del fibrindgeno GP I1b — Il1a, son deficientes en
fibrinégeno plaguetario (107). Lainhibicion de la proteina de union a fibrinbgeno bloquea
la captacion endocitica de fibrindgeno (263). A diferencia del VWF y la trombospondina,
los cuales son sintetizados por megacariocitos inmaduros, €l fibrindgeno es adquirido més
tarde en la maduracién del megacariocito (116). Aunque ninguno de estos mecanismos ha
sido concluyentemente demostrado que participan en la incorporacion de proteinas de
megacariocitos hacia el interior de los gréanulos a., 1a evidencia de la transferencia continta
de fluidos ambientales a los granulos plaquetarios humanos via vesiculas y huecos

recubiertos usando marcadores fase-fluido han sido reportados (167).

TABLA 2L OCALIZACION DE PROTEINASDE LOS
GRANULOS o EN PLAQUETAS/ MEGACARIOCITOS

PROTEINAS LOCALIZACION

Alblmina Granulo
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Proteina precursor de 3-amiloide Gréanulo

B-tromboglobulina Granulo-nucleoide
Clusterina Granulo

Factor V Granulo
Fibrindgeno Granulo-matrix
Fibronectina Granulo

1gG Gréanulo
Multimerina Granulo-matrix

Factor de crecimiento derivado de| Granulo

plaquetas

Factor 4 plaquetario Granulo-nucleoide
Trombospondina Grénulo

Factor Von Willebrand Gréanulo-tubular

Activador de plasminégeno semejante | Granulo
atPA

Factor de crecimiento transformante| Granulo

B-1

Vitronectina Grénulo
GMP-33 Membrana
GPIb,IX Membrana
GPIllb/llla Membrana
GP IV (CD36) Membrana
GPV Membrana
P-selectina Membrana
Osteonectina Membrana
CD9 Membrana
PECAM-1 Membrana
Rap Ib Membrana

V1.15 CUERPOS DENSOS:

Los granulos densos constituyen una clase de granulos distinguibles de los granulos o. por
su morfologiay su contenido: un pool no metabdlico de nucledtidos de adenina sintetizados

por megacariocitos, calcio y serotonina . Los granulos de las plaquetas son fisicamente
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densos, y a causa de su contenido de serotonina y calcio son electrén — densos cuando
aparecen con la transmision del microscopio electrénico.

Los cuerpos densos caracteristicos de las plaguetas no son normalmente observables en
megacariocitos, pero los promegacarioblastos son habiles para incorporar serotonina
exogena (264,265) y los megacariocitos toman calcio, serotonina y bromuro de etidio
(265-268), indicando la presencia de algunas formas de cuerpos densos en estas células
(269). Porgue los megacariocitos no sintetizan serotonina, esta es incorporada del plasma
por |os megacariocitos o las plaguetas.

VI1.16 LISOSOMAS:

Los lisosomas y su contenido estan presentes en la célula reconocible mas temprana de la

serie megacariocitica, aun antes de los granulos o y € sistema membranal de demarcacion
( 96). Los megacariocitos inmaduros ocasionalmente contienen productos de reaccién para
aril sulfatasay fosfatasa acida en la cisternade Golgi, reticulo endoplasmico y vesiculas de
175 a 250 nm en diametro. El producto de reaccion para estas enzimas se encuentra casi
exclusivamente en lisosomas primarios en megacariocitos maduros.

El grdnulo lisosomal es la Unica clase de granulo juzgado por su ultraestructura
citoquimica, localizacion de arilsulfatasa y écido fosfatasa, la inmunolocaizacion de
catepsina D y la identificacion de proteinas de membrana asociadas a lisosomas. Se

forman muy tempranamente durante la maduracion previa ala aparicion de granulos o.

V1.17 MICROPEROXISOMAS:

Son pequefios granulos (90 nm) gque contienen catalasa. Estos granulos parecen similares a

los microperoxisomas de otras células.
Los microperoxisomas se comienzan a formar primero en la diferenciacion del
megacariocito, antes del desarrollo de los granulos o y estan presentes en todas las etapas

de maduracion.

V1.18 CITOESQUELETO :

La microscopia electronica ha revelado microfilamentos y microtubulos en € citoplasma

del megacariocito. En megacariocitos maduros, esta presente una zona periférica pobre en

organelos y rica en microfilamentos. Como las plaguetas, los megacariocitos pueden
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responder a una variedad de agonistas por el cambio de forma. Se extienden en respuesta a
los agonistas ADP, trombina, y acido araquidonico y, en presencia de fibronectina, a
colégeno ( 270- 272). En cultivo liquido, los megacariocitos inmaduros y maduros
responden a la trombina con una membrana arrugada, centralizacién granular y secrecion
de proteinas de granulos o hacia el sistema membranal de demarcacion (273)

L os megacariocitos deben sintetizar proteinas citoesguel etal es heredadas por |as plaquetas,
por lo tanto contienen actina, a-actina, filamina (proteina de unién a actina), miosina,

tubulina (270, 274 ) y talina (275), entre otros numerosos constituyentes citoesquel etales.

Vil .-FORMACION Y LIBERACION PLAQUETARIA

VII.1 MECANISMOS DE PRODUCCION PLAQUETARIA:

L os megacariocitos estén situados en la médula 6sea del endotelio sinusoidal (275). Estos

megacariocitos localizados extravascularmente se extienden por procesos citoplasmaticos
periféricos hacia los senos de la médula via fenestraciones endoteliales; constricciones en
puntos a lo largo del proceso confiere una apariencia de cuenta (llamado proplaquetas)
(277,278). Los procesos proplaguetarios intactos, piezas mas largas de megacariocitos
citoplasméticos y hasta megacariocitos enteros (279) también pueden entrar ala circulacion
( 181, 280). A diferencia de esto, € mecanismo de la formacion plaguetaria permanece
controversial, y varias teorias han sido propuestas para explicar este proceso.

El modelo de flujo (223,277,281) proporciona unas bases para el fendmeno proplaquetario.
En este modelo, la demarcacion que hace e sistema de membranas no sirve para delinear
los campos plaguetarios, aungue las membranas del sistema de demarcacion membranal
eventualmente Ilegan a ser incorporado hacia las membranas plasmaticas plaquetarias. En
este caso, e sistema membranal de demarcacion esta amacenado en la membrana
plasmética, el cual puede ser invaginado o evaginado para formar la membrana plasmatica
en plaquetas putativas desarrollandose como un proceso que llega a ser atenuado.

De acuerdo a otro modelo, el sistema membrana de demarcacion finamente forma la
membrana plasmética de las plaquetas derivadas de la fragmentacién del citoplasma
megacariocitico y no la periferia (283). Esto ha sugerido que las membranas de
demarcacion primero sufren fusion, seguido por fision, para producir dos hojas de
membrana onduladas que pueden llegar a ser membranas de la futura plagueta.
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Sin embargo, este modelo no es compatible con el concepto del proceso de formacion antes
de la liberacion, como se demostré6 mediante técnicas ultraestructurales y cinematografia
tiempo-lapso (277) de megacariocitos madurosin vitro.

Recientes evidencias sugieren que e citoesqueleto puede desempefiar un papel en la
formacion de las plaguetas. La formacion proplaguetaria por megacariocitos cultivados es
estimulada por citocalasinas e inhibidos por agentes despolimerizadores de microtubulos
(282,286,287). Han sido reportadas varias estimaciones para € nimero de plaquetas
producidas por e megacariocito, fluctuando de varios cientos a miles de plaguetas (184).
Algunos estudios que utilizan masas de megacariocitos medidas de volumen y microscopia
electronica sugieren que e citoplasma entero del megacariocito es eventualmente roto a lo
lgjos, cada célula forma de 1000 a 5000 plaguetas (184,254). El nucleo del megacariocito
desnudo sufre fagocitosis por células reticuloendotelial es (288).

VII.2SITIOSDE PRODUCCION PLAQUETARIA

El sitio primario de la produccion plaquetaria es todavia controversial. Una teoria propone

que después de la maduracién de los megacariocitos, ellos entran a la circulacion y su
citoplasma fragmentado en la microvasculatura pulmonar (289-293). Las evidencias citadas
apoyan esta hipétesis incluyendo la deteccidn de megacariocitos en las venas periféricas y
sistemas circulatorios pulmonares, una disminucion en € numero y tamafio de
megacariocitos como flujos sanguineos a través de la circulacién pulmonar (293), y la
presencia de nucleos desnudos en €l pulmon (295). Muestras de sangre han mostrado
conteos plaquetarios que son mas atos en & pulmoén (296), sin cambios en e hematocrito,
y una gran concentracion de proplaguetas en sangre en €l lado derecho del corazén que en
el lado izquierdo (280), involucrando que algunos fragmentos megacariociticos adicionales
hacia plaquetas mientras atraviesan la circulacion pulmonar. La expresion de antigenos de
adhesion especificos difiere entre megacariocitos de médula Gsea y megacariocitos de
circulacioén (297).

Se ha reportado un marcado incremento en €l nimero de megacariocitos de pulmén en
asociacion con varias enfermedades, en particular con coagulopatias (298), en las cuaes|os
niveles plaguetarios son generalmente mas bagos y la demanda en la produccién
plaguetaria es mas grande.

Muchos investigadores han asumido que ya que otras células hematopoyeticas
diferenciadas completamente son formadas en la médula 6sea, las plaquetas son también
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probablemente formadas y liberadas en este sitio. La localizacion de megacariocitos
adyacentes a células de revestimiento sinusoidal en médula 6sea (276) y la presenciade un
nimero significativo de niicleos desnudos en la médula (288) y proplaquetas en la sangre
venosa central (181) sustenta esta hipdtesis. La contribucion de sitios diferentes en el

cuerpo parala produccion plaquetaria no es conocida en el presente.

VII.3REGULACION DEL TAMANO DE LA PLAQUETA
Las plaquetas circulantes varian enormemente en su tamafio, densidad y edad. Aunque las

plaguetas tienen una distribucion log norma de su tamario, los mecanismos de conteo
celular por e tamafio de plaguetas son mal comprendido. Es poco claro s numerosas
plaguetas vienen desde numerosos megacariocitos atamente ploides o pequefios
megacariocitos de baga ploidia, existe evidencia de ambos. En general, el volumen
promedio de plaguetas (MPV) incrementa mientras el conteo decrece y € numero de
plaguetas se asume que son jovenes y mas reactivas. Estos efectos se ven clinicamente en
pacientes con purpura trombocitopénica idiopética crénica (ITP) en quienes el MPV es
debido a aumento para un incremento del nimero de plaguetas, |lamados
megatrombocitos; la presencia de megatrombocitos es Util en distinguir 1TP desde algunos
otros desordenes trombocitopénicos. En trombocitosis reactiva e MPV no aumenta. El
efecto de la trombopoyetina en e tamafio de la plaqueta es variado. En humanos
administrados por una forma recombinante de trombopoyetina, e MPV usuamente

disminuye en una manera inversamente proporcional a conteo plaquetario.

VII.4 REGULACION DE LA MEGACARIOCITOPOIESISY TROMBOPOIESIS

Principios fisiol 0gicos:
1. El conteo plaguetario en algunos restos individuales constantes a lo largo de la vida
poco perturbada por
procesos fisioldgicos (e. g., embarazo) o patoldgicos (e. g., mielodisplasia).
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Entre individuos normales hay una gran variacion en el conteo plaguetario, varia entre
150-450 X 10°/ litro (1). Esto es diferente en el conteo eritrocitario, que es mucho
menos variable entre individuos.

Existe unarelacién inversa entre el conteo plaguetario normal y el volumen plaquetario
promedio normal (MPV) (2), y esto produce una circulacién mas o menos constante de
masa plaguetaria.

Las defensas del cuerpo son el total de la masa de plaguetas, no el conteo plaguetario.
Normalmente en aproximacion 1-3 del total de la masa plaquetaria es secuestrada en un
pool esplénico cambiable. En animales o humanos con bazos agrandados, el conteo
plaguetario disminuye proporcionalmente al incremento en el tamafio del bazo, pero el
total de masa plaquetariaen el cuerpo permanece normal y sin alterar.

L os megacariocitos de médula ésea responden a cambios en la demanda por plaguetas
por ateraciones en su numero, tamafio y ploidia En animaes desarrollados
trombocitopenicos por lainyeccion de anticuerpos antiplaguetas, |os megacariocitos de
médula ésea aumentan su numero, tamafio y ploidia En animales fabricados
trombocitoticos por transfusion de plaquetas, cambio contrario en ocurre.

LaMeg-CFC no responde al estimulo de trombocitopenia (6,7) meor dicho incrementa
meg-CFC observado subsecuentemente a las alteraciones que son destacadas en los
megacariocitos diferenciados (6). De manera similar, la trombosis no resulta en una
disminucion compensatoria en meg-CFC. Estas observaciones en vivo implican que la
respuesta inicial a la demanda plaquetaria es enfocada por la mayoria de

megacariocitos maduros no mitoticos.

VIII.-FUNCIONES PLAQUETARIAS

En condiciones normales las plaguetas circulan como células individuaes que no

interactUan con otras plaguetas u otro tipo de células. La principal funcién de las plaquetas

es evitar la pérdida de sangre por adhesion a los sitios de dafio vascular e interaccion con

otras plaguetas, lo que lleva a la formacion del tapon hemostético. El funcionamiento
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plaguetario es a través de una discreta serie de pasos involucrados en la adhesion al area
dafiada y en su activacion, esto es, la generacion de sefiales quimicas intracelulares que se
inician por la adhesién plaguetaria y por factores solubles que estimulan a la plagueta por
medio de receptores especificos. Estas sefiales causan répidos cambios morfol 6gicos tales
como la extension de seudopodos, agregacion plagueta-plaquetay la secrecion granular.

Ademas de su papel normal, las plaguetas desempefian un papel central causando infarto al
miocardio, ataque y otros desordenes trombdticos, 10s cuales junto con otras enfermedades
cardiovasculares son responsables por practicamente 1 millon de muertes por afio en E. U.,

mas que por cualquier otra causa (3).

VII1.1 ADHESION PLAQUETARIA
El dafio vascular rompe la capa de células endoteliales de las lineas de paredes de los

vasos sanguineos que normamente resisten la formacion de la agregacion plaguetaria,
exponiendo una matriz rica en proteinas subendoteliales. En este proceso se distingue
principalmente la union de las plaquetas y posteriormente extensién, con €l fin de aumentar
la superficie recubierta. Algunas de las proteinas que componen a subendotelio incluyen al

colageno, el factor Von Willebrand vy lafibronectina.

VI11.1.1 COLAGENO
El colageno no sblo es la clase méas abundante de proteinas en € cuerpo, también es €l

mayor componente de la pared de |os vasos sanguineos, y son importantes colaboradores a
la trombogenicidad del subendotelio expuesto en los sitios de dafio. Varios tipos de
colageno han sido encontrados en la pared de los vasos, incluidos lostipos |, 111, 1V, V, VI,
VIly X1l (4). Deesos, e coldgeno | y 111 representan mas del 95% del colégeno presente.

VII1.1.2 FACTOR VON WILL EBRAND
El factor Von Willebrand (FYW) es una proteina adhesiva larga que se encuentra en varios

sitios en € vaso sanguineo: el subendotelio, los granulos secretores en células endoteliales
Ilamados cuerpos Weibel-Palade, el plasmay en los granulos a plaguetarios. EI FYW es

una proteina de alto peso molecular; existe como multimeros unidos por puentes de
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disulfuro en tamafio aproximado de 1 X 10° a 20 X 10° KD (20) y esta compuesto de
monomeros con un peso molecular de 275 K (4). Sobre € vaso sanguineo dafiado, € FvW
es expuesto e interviene en la adhesién plaguetaria viala glicoproteina (GP) 1b receptor de
adhesi6n, especiamente bajo condiciones de unalesion. Un corte insuficiente, o después de
la activacion de plaguetas via sefidizacion a través de GP1b, el FvW también se une a la
mayor integrina plaguetariala allbp3 (25,36) o glicoproteina llb-l11aviala secuencia écido
aspartico-glicina-arginina (RGD) en FvW (37). La secuencia RGD es una secuencia de
reconocimiento para muchas integrinas, y esta secuencia se encuentra en muchas proteinas

adhesivas gque se unen aintegrinas.

VIII.1.3 FIBRONECTINA

La fibronectina es una proteina que consta de dos subunidades y se encuentra en la matriz

extracelular subendotelial con un multidominio de aproximadamente 240 KDa, que
también se encuentra en los granulos o plaquetarios y en el plasma. Las plaguetas se
adhieren a la fibronectina via multiples mecanismos. Estos mecanismos involucran a la
adhesion plaquetaria via cualquier integrina ol Ibp3 o laintegrina a.5p, ala secuencia RGD
localizada en la union celular del dominio de la fibronectina (38). Los sitios de unién
especificos no-RGD adicionales para allbf3 han sido también identificados en varios

ligandos incluyendo ala fibronectina (38,41).

VII1.1.4 FIBRINOGENO
El fibrinbgeno se encuentra principamente en la sangre circulante, pero esta también

presente en depdsitos inmovilizados en placas ateroscleroticas y es convertido a unared de
fibrina como parte de la coagulacion y el proceso herida-cicatrizacion. La molécula del
fibrindgeno tiene una masa molecular de 340 KDa y esta compuesto de 2 juegos de 3
cadenas distintas: Las cadenas Ao, BBy v (fig. 3). La porcién amino-terminal de esas
cadenas estd unida a disulfuro, formando e dominio E central. Las porciones C-terminal de
algunas de esas cadenas estén presentes en los dominios D (43). El mayor sitio de union
plaquetaria, un sitio no RGD, esta localizado en el extremo-carboxil de la cadena y del
fibrinbgeno (45). Dos secuencias RGD estén presentes en la cadena o del fibrindgeno,

aungue estos sitios pueden ser expuestos y funcionales solo bajo circunstancias especificas.
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VII1.1.5 RECEPTORES DE ADHESION EN PLAQUETAS

+ El complgoglicoproteina Ib-V-IX
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Funcion. EI complejo glicoproteina (GP) 1b-V-1X interviene en la adhesion plaquetariaa el
factor Von Willebrand (FvW). ElI FYW se extiende debajo de las células endoteliales y
llega a ser expuesto sobre la lesion vascular. La activacion plaguetaria no es requerida por
el sistema GPIb-V-IX paramediar laadhesion. Aunque € FVW estd también presente en €l
plasma, la GPIb plaguetaria no se une a esta forma, excepto bajo condiciones de heridas
profundas, 10 que sugiere que una conformacion especifica del FYW es requerida para la
adhesion plaguetaria. De hecho, la conformacion del FvW en solucion puede llegar a ser
alterada experimentalmente por agentes como ristocetina o botrocetina (46), lacua une d
FVW y aparentemente |o convierte a una forma activa que es reconocida por €l GPIb. Estos
compuestos tienden a ser por lo tanto Utiles experimentalmente. La conformacion del FvW
también cambia draméticamente desde una forma globular a una extendida bajo
condiciones de heridas profundas, explicando potencialmente sus propiedades biol6gicas
alteradas bgo estas condiciones (47). EI FvW en e subendotelio esta también
probablemente en una conformacion activa (46). Estudios in vitro del flujo de la adhesién
sugieren gque € GPlb plaquetario funciona més efectivamente como un receptor adhesivo
para la matriz del FvW extracelular o inmovilizado bajo indice de una lesién profunda
(48), y bajo estas circunstancias es probable que sea uno de los principales mecanismos de
unién plaquetario inicial ala pared de los vasos lesionados.

Ademas de su presencia sobre las plaguetas, varios componentes del complejo han sido
reportados sobre otras células también, principal mente células endoteliales. La presencia de
algunas de esas glicoproteinas en las células endoteliales puede estar realzada por
exposicion a citocinas como € TNF-a e INF-y (49). La GPIb sobre esas células es
funcional en laadhesion parainmovilizar al FvW y puede contribuir a enlace endotelial del
FVW en la matriz subendotelial (50).

Estructuray caracteristicas. El complejo GPIb-V-IX sobre las plaquetas esta compuesto
actualmente de 4 productos de genes separados. las GPIba. y GPIbp, unidas por puentes
disulfuro, a cuales estén asociados no covalentemente con el GPIX y el GPV (fig. 4). La
subunidad GPIba tiene una masa molecular de 150 KDa, GPIbB de 27 KDa, GPIX de 20
KDa,y el GPV de 83 KDa(53).

Aproximadamente 25 000 copias de este complejo estéan presentes en la superficie

plaguetaria. Todas las subunidades del complejo GPIb pertenecen a lafamilia de proteinas
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ricas en leucina, las cuales contienen mas de 40 miembros, aunque la funcién de estos 24-
aa esta indefinida. La porcion amino-terminal de la GPlba.  contiene sitios de uniédn
adyacente y parcialmente traslapados para FYW y trombina (36,54). Varios residuos de
tirosina en estas regiones estan sulfatados, una modificacion que parece critica para la
union del FvW y trombina (54). La GPIbB esta unida por puentes disulfuro a la GPlbo
cercana a la region transmembranal de la GPlba. El complego GPIb-V-IX también
contribuye a la respuesta de las plaguetas a la trombina. El dominio citoplasmético de la
GPIb contiene 96 aminoacidos, una secuencia lineal de 32 aminoacidos de este dominio
citoplasmético contiene un sitio de unién para la proteina de union a actina, una proteina
del citoesgueleto membranal (60). La proteina de union actina se cree que une al complejo
del citoesqueleto membranal, € cual es por turno unido a citoesqueleto de las plaquetas
(fig. 4) Maés recientemente fue reportado que la proteina 14-3-3¢ une a aminoéacido
carboxiterminal 15 del GPlba (61) y potencialmente juega un papel en la sefializacion
GPlb-mediado.

Aungue € papel exacto del GPV dentro del complejo GPIb es desconocido, varios estudios
demostraron que la GPV es requerida para una eficiente expresion en la superficie del
GPlba y GPIX (62). Lasecuenciadel GPV también contiene un sitio hendido de trombina
(24) y esta de hecho, hendido por trombina (65). Aunque si su hidrdlisis contribuye
completamente a la respuesta a trombina en plaquetas es desconocido y ha sido una fuente

de controversia (83).
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+ Integrinas

Las integrinas son la clase mejor estudiada de receptores mediando la adhesion de
componentes de la matriz extracelular, y son esenciales para la funcion plaquetaria. Todas
las integrinas son heterodimeros compuestos de subunidades transmembranales o yp.
Actualmente hay més de 14 subunidades o y 8 subunidades 3, la combinacion de las cuaes
determina la especificidad del ligando. Entre las integrinas hay diferentes integrinas que
pueden unir a mismo ligando, y algunas integrinas unen a varios ligandos. Las integrinas
que se encuentran sobre las plaguetas son laallbfs  owBs, azP1, osPa Y aePi

Cada una de las subunidades de las integrinas se extiende unavez sobre la membrana (fig.
5 ). El dominio extracelular o tiene 3 0 4 EF semgante a sitios de union a cation
divalente que unen Ca®" Mg®" o Mn?*. El catién divalente de unién es esencial para la
funcion de la integrina porque la adhesion celular mediada por integrinas es perturbada en
presencia del EDTA. Algunas subunidades o de integrinas, incluyendo ala allb, y la
ay, estdn compuestas de una cadena ligera y pesada que estén unidas por un enlace
disulfuro (89). Ademas, algunas subunidades o de las integrinas, incluyendo a la oy,
contiene un dominio extra, llamado | insertado o dominio I, € cual se piensa esimportante

para la unién de ligandos. Ambas subunidades la oo y la B son esenciales para la union de
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ligandos. Las subunidades a. 0  que se encuentran naturalmente separadas en la superficie
de la célula no han sido reportadas, y €l dogma actual es que las integrinas se encuentran
siempre como heterodimeros. Los dominios citoplasméticos de las subunidades o y 3
determinan la localizacion subcelular, la asociacion de integrinas con € citoesqueleto, y la
localizacién de integrinas en estructuras especializadas |lamadas adhesiones focales. Los
dominios citoplasmaticos de las integrinas son también necesarios para su papel en la
activacion por integrinas (92) y en la transduccion de sefiales extracelulares hacia la célula
(93).

Las plaquetas pueden interaccionar directamente con el colageno expuesto via GPla/ lla
(a2B1) o quizés con otros receptores implicados en la interaccion plaqueta-colageno
(GPIV, GPVI, p65) (M189). Ademas, € fibrindgeno, fibronectinay FvW, si son liberados
de plaquetas o estan circulando en plasma, pueden unirse a coladgeno. Por turno, estas
proteinas pueden entonces interaccionar con GPIIb/Illa, GPIc*/lla (a5B1) y/o GPIb/IX
plaquetarios, completando un mecanismo iniciado por la exposicion de colageno (M193)..
Dependiendo de la capa vascular, las glicoproteinas adhesivas disponibles y las
condiciones, es probable que varias combinaciones de receptores en plaguetas, incluyendo
GPIba, GPla/ lla(a2p1), GPVI, p65y GPIIb / l1la acttan en concierto paratransformar la
formacion y lenta translocacion de plaquetas iniciada por GPlba interactuando con e FvW

hacia la adhesi6n plaguetaria estable.

+ IntegrinaallbBs(GPlIIb—111a).

Laintegrina allbBs; eslaproteina de membrana plaguetaria més abundante, constituye de 1
a 3% del total de proteinas plaguetarias (102). En plagquetas en reposo estaba original mente
estimado que contienen de 40 000 a60 000 moléculas de allbBs; en la superficie, aunque
medidas recientes con fragmentos de Fab de un anticuerpo especifico sugieren que una
estimacién mas exacta es de 80 000 (115). Otros 20 000 a 40 000 receptores estén presentes
dentro de la plagueta, principa mente en membranas de granulos-o. pero también en cuerpos
densos y en las capas de las membranas del sistema canalicular abierto; estos receptores son
capaces de juntar las membranas plasmaticas cuando las plaguetas son activadas y
experimentan la reaccion de liberacion. En promedio los receptores GPIIb / Illa son
menores de 20 nm en la superficie plaquetariay de ese modo estén entre |os receptores mas

densamente expresados para la adhesion / agregacion presentes en cualquier tipo de célula.

41



La integrina allbBs; media la agregacion plaquetaria por union del fibrindgeno soluble en
plasma, €l cual causa un eslabédn de plaquetas multiples via un puente de fibrindgeno (143).

Ademas, la integrina allbBz puede unirse a fibronectina, a factor Von Willebrand,
vitronectina, y alatrombospondina (144). La union a esos ligandos ocurre por medio de la
adhesion a la secuencia de péptidos RGD que se encuentra en cada una de esas proteinas.
En e fibrindgeno y el factor Von Willebrand, el sitio RGD esta probablemente disponible
solo cuando é ligando esta en una conformacion especifica o inmovilizado. Asi, la union
plaquetaria a fibrindgeno soluble ocurre por la union de allbB; a otro sitio relacionado en
el fibrindgeno, una secuencia de 10 a 12 aminoécidos que contienen la secuencia critica
aagly-asp-val (AGDV) en e extremo carboxil de la cadena y del fibrindgeno (45, 145,
146).

La integrina allbBs existe en la superficie plaquetaria en unaconformacién de baja
afinidad que esincapaz de unirse al fibrindgeno soluble (fig. 5) El estado de baja afinidad
de la allbPB3 es importante porque esta provee una agregacion espontanea de plaquetas
circulantes en respuesta al fibrindgeno abundante en plasma (144). Sin embargo, la forma
de baja-afinidad de allbps puede unir a fibrindbgeno que esta inmovilizado sobre una pared
de vasos sanguineos o sobre la superficie de otra célula o plagueta (25, 147,155). Sobre la
activacion plaquetaria, los eventos de sefidizacion intracelular provocan un cambio
conformaciona en la integrina allbps haciéndolo capaz de unirse al fibrinégeno soluble
(160).

+ QOtrasintegrinas plaguetarias.

L as plaquetas se adhieren a colageno subendotelial principalmente en los sitios de lesion a
través de laintegrina

GPla/ lla (receptor colageno; VLA-2; o231, CD49b / CD29)

La integrina a1 €s un receptor para los colégenos fibrilares |, 11, 111 'y V, asi como los
colagenos no fibrilares 1V, VI, VII y VIII (162,163). La adhesion plaguetaria a colégeno
mediado por GPla/ [la aumenta en presencia de magnesio o manganeso y es inhibida por
calcio. La GPla/ lla puede, sin embargo, mediar la adhesion plaquetaria a coladgeno en

sangre heparinizada.
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LaGPla/ lla probablemente se une ala membrana del citoesgqueleto y es competente para
mediar la adhesion en plaquetas en reposo. Su ligando especificamente parece estar
determinado por la célula en la cua es expresado, entonces en plaquetas este parece
funcionar Unicamente como receptor de colageno, mientras que en células endoteliales este
funciona como un receptor para laminina, también como un receptor de colégeno. La GPla
/ llaes capaz deiniciar la sintesis de proteinas plaquetarias.

La integrina axf; es también un receptor para laminina en diferentes tipos celulares, pero
en plaguetas su funcion esta restringida a la union a colédgeno (164). Las plagquetas tienen de
1 000 a 2 000 moléculas o231 en su superficie.

L as plaquetas tienen en su superficie otras 3 integrinas, las cuales estan presentes en menos
de 100 a 500 moléculas por plaqueta. Estas integrinas son:

GPIc* / lla (receptor defibronectina; aspi, VLA-5; Cd49e/ CD29).

Es un receptor Bl-integrina que es expresado en una gran variedad de células y media la
adhesion a fibronectina. Es importante en interacciones con la matriz extracelular. La
secuencia RGD en fibronectina es crucia para células de adhesion, pero otras regiones en
fibronectina probablemente también contribuyen. Los péptidos contenidos en RGD pueden
inhibir la adhesién celular mediada por GPIc* / 1la (a5B1). Como con otras integrinas, la
adhesion depende en la presencia de cationes divalentes. La GPIc* / lla es componente
para mediar adhesiéon de plaquetas en reposo a fibronectina. El papel biolégico de este
receptor en plaguetas no es claro. Aungque puede estar involucrado en homeostasisy / o
trombosis, es también posible que su funcion sea restringida a megacariocitos unidos a la
matriz de la medula, entonces parece servir esta funcidon en otros precursores
hematopoyeticos. La GPIc* / [lano es e unico receptor de fibronectina en plaguetas, con

apropiada activacion, laGPIlIb / 111a puede unirse a fibronectina.

GPlc/Ila(receptor laminina; a6p1; VLA-6, CD49f / CD29)

La adhesion plaguetaria a laminina puede ser mediada por la integrina GPIc / lla (a6p1).
La adhesion es demostrada con magnesio y manganeso; el calcio no soporta adhesion. Este
receptor es competente en plaguetas en reposo, pero su papel en plaquetas no es claro.

Un receptor para laminina Mr 67 000 ha sido identificado en plaguetas; este receptor esta

presente en otras célul as también.
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aVB3 (receptor devitronectina; CD51/ CD61)

El receptor oV 33 puede mediar la adhesion a vitronectina pero Unicamente en la presencia
de magnesio y manganeso, no en cacio, también puede mediar la interaccion con
fibrinégeno, FYW y trombospondina. Su papel fisioldgico no esta definido pero puede
contribuir en el desarrollo de la actividad coagulante de las plaquetas. El receptor aV3
esta presente en células endotelides, osteoclastos y otras células. También une a
fibronectina, osteoponinay colégeno desnaturalizado(169).

Esta integrina probablemente contribuye en la adhesién de plaquetas a los muchos
componentes de la matriz subendotelial que son expuestos en sitios de lesion de vasos

sanguineos (182).

¢ Otrasglicoproteinas plaguetarias

Glicoproteina V1. LaglicoproteinaVl (GPV1) es una proteina de membrana plaquetaria no
caracterizada de casi 62 KDa. La GPVI se piensa es un receptor de colageno porque
pacientes con deficiencia de GPVI muestran defectos en la agregacion plaguetaria en la
respuesta a colageno, pero no a otros agonistas. Esos pacientes presentan una prolongacion

del tiempo de sangrado leve, pero con perfiles de coagulacion normal (185).

Glicoproteina 1V. La glicoproteina IV (GPIV) o CD36, es una proteina membranal
plaguetaria que tiene un nimero de funciones potenciales, y esta presente en cerca de 30
000 copias por plagueta (299). La GPIV ha sido propuesta para ser un receptor de colageno
(300), trombospondina (301) y eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum (malaria).
Este papel es confuso por e hecho de que las plaguetas que carecen de GPIV, no tiene
algun defecto observable en la respuesta plaquetaria a colageno tipo I, 111 o IV (5, 302). Sin
embargo, las plaquetas deficientes en GPIV muestran defectos en la respuesta a colégeno
tipo V (5, 303). Ha sido propuesto que la habilidad de la GPIV para unirse a colageno
versus trombospondina es regulada por la fosforilacion en el dominio extracelular de la
GPIV por una ectoproteina cinasa (304). Aunque €l papel de la GPIV en la funcidn
plaguetaria es incierto, probablemente juega algun papel en los eventos de sefializacion
plaquetaria (305).
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FIG. 5 Estructuray activacion

VI11.2 AGREGACION PLAQUETARIA

El FvW subendotelial aparece para asociarse con el colageno tipo VI, pero puede unirse a
multiples tipos de colagenos. Las plaquetas circulan como células en forma de disco pero
cuando entran en contacto con el subendotelio, hay agonistas que activan a que las
plaguetas expongan sus receptores. Estos agonistas incluyen a coldgeno, e cua esta
presente en el subendotelio; la trombina, la cual es generada en la superficie de las
plaguetas; el ADP el cual esliberado de las células sanguineas rojas dafiadas y secretado de
granulos densos plaquetarios, la epinefrina circulante y écido araquidonico, e cual es
liberado de almacenes de lipidos en plaguetas y metabolizado a € potente agonista
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tromboxano A, . Estos agonistas generalmente causan en la plaqueta un cambio de forma de
tal manera que forman seuddpodos largos, seguido por la agregacion plaquetaria. El cambio
de formay la agregacién plaquetaria pueden ser monitoreados con un agregémetro, €l cual
registra el cambio de forma plaquetario como una disminucion en la transmision de luz a
través de una suspension de plaquetas y la agregacion plaguetaria como un incremento en la
transmision de la luz (fig. 6 ). La agregacion requiere de la activacion del receptor de
adhesion plaquetaria el allbBs para que pueda unirse al fibrinégeno o a FYW y unirse alas
plaguetas adyacentes juntos en un agregado. L os agonistas plaguetarios inducen eventos de
transduccion de sefial en plaguetas que causan los eventos anteriores, aungue los caminos
de transduccion de la sefial no son completamente entendidos.

TRANSMISION DE LUZ

0 2 4 6
TIEMPO (MIN)

FIG. 6 Medicién de la agregacién plaguetaria.

VI111.2.1 UNION DE FIBRINOGENO SOLUBLE A PLAQUETASEN SUSPENSION
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El receptor del fibrinbgeno en plaquetas es la integrina allbBs (144). EI ndmero de
moléculas allbBs por plagueta es aproximadamente de 80 000 (115) puede estar basado en
la estimulacion plaguetaria por agonistas extracelulares, la molécula allbf; expuesta en la
superficie original de un pool de almacengje interno esto es, €l sistema canalicular abierto y
los grénulos o (306). Aunque el fibrinbgeno es una proteina abundante en plasma
(3mg/ml), las plaguetas circulan libremente en la sangre en un estado de reposo y no se
unen a fibrindgeno, previniendo de esta manera la agregacion espontanea. Para que se unan
a fibrindgeno, las plaguetas deben ser activadas por agonistas expuestos 0 generados
localmente tal como la trombina, e ADP, la epinefrina o € colageno. Estos agonistas
llegan a estar disponibles en el sitio de lesion del vaso sanguineo, y se unen a sus receptores
en la superficie plaguetaria, generando una cascada de eventos, que conducen a la
activacion del receptor del fibrindgeno allbps. Esta cascada de eventos de sefializacion
inducen un cambio conformacional propagado a lo largo del heterodimero allbBs
(307,308), resultando en la activacion del receptor (fig.5 ), in vitro, e cambio
conformacional del allbBs puede también ser inducido por anticuerpos activadores
especificos que se unen a allbps El uso de tales herramientas ha ayudado a delinear los
eventos de transduccion de sefiales bidireccional mediante allbpBs, La unidén de fibrindgeno
radio-marcado en soluciéon a plaquetas activadas por agonistas revela que la union es
saturable, especifica y parciamente reversible. Un amplio rango de constantes de
disociacion (Kd) (de 300 a 500 nm) ha sido reportado para la union de fibrindgeno a
plaquetas (309), mientras que el fibrindgeno se une ala allbf; purificada con una Kd de
15 nm (310).

V11.2.2 REQUERIMIENTO DE CATION.

La unién del fibrindgeno a plaguetas activadas requiere una concentracion Optima de

cationes: 1 mN calcio, magnesio 0 manganeso. Estos cationes probablemente se unen al
dominio de union a cation de la allb, e cual contiene al menos cuatro sitios de unién a
calcio de afinidad moderada (30 a 100 um) (311-313). Uno de los sitios de union a calcio
también esté presentes en la subunidad 3. Una mutacion en la secuencia de union a calcio
de B3 afecta la funcionalidad de la allbps sugiriendo que e calcio es importante en €

mantenimiento de una conformacion funcional. Ademas, la unién del ligando a allbpBs
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parece involucrar un desplazamiento del calcio por é ligando de la subunidad B3 .
También, el dominio citoplasmético allf (aminoécidos del 985 al 1008) contiene un sitio
de union a cation funcional que esta constitutivamente ocupado en el ambiente intracelular

y es capaz de formar un complejo ternario con €l dominio citoplasmatico 3.

V11.2.3 SITIOSDE UNION A INTEGRINA EN FIBRINOGENO.

Lainteraccion inicial entre fibrindgeno soluble y la allbp 3 involucraa extremo carboxi-
terminal de la cadena y del fibrindgeno, Ilamado e y-dodecapéptido (fig. 3 ), € cua
interacta preferentemente con la subunidad o de allbps en el segundo sitio de unién al
cation (314). El péptido cadenay sintético también afecta a la subunidad B3 porque
desplaza a péptido RGD, €l cual puede preferentemente unir ala subunidad B3 (315). Asi,
los sitios de unidn en cada subunidad se creia forman una érea de unidn en que los péptidos
que contienen RGD y los péptidos que contienen y-dodecapéptidos son ligandos exclusivos
mutuamente. Aunque el fibrindgeno contiene dos diferentes secuencias RGD localizadas en
la cadena Ao de la molécula del fibrindgeno, estos sitios no son requeridos para €l enlace
inicial del fibrindbgeno (147). Sin embargo, pueden llegar a estar expuestos en €l
fibrinbgeno de unidn o fibrina atal vez eventos especificos tales como la retraccion del
coagulo y unirse a otra integrina, la ayp3 (316). El fibrinGgeno de union a ayfs en células
endoteliales y allbfs; en plaguetas ha sido propuesto como un mecanismo para unir un
tapdn de plaguetas a las células del endotelio circundante como parte del proceso herida

curacion (316).

VII1.2.4 INHIBICION DEL FIBRINOGENO DE UNION POR PEPTIDOS
DERIVADOSDE FIBRINOGENO Y OTRASMOLECULAS.

L os péptidos sintéticos que contienen e dominio de unién aintegrina RGDF 0 RGDS o €

y-dodecapéptido (fig. 3 ) puede inhibir la union del fibrindgeno a plaguetas estimul adas por
agonistas. La concentracion necesaria para inhibir el 50% del fibrindégeno de unién esta en
el rango de 10 uM para los péptidos RGD y 200 uM para e dodecapéptido (317). En una
busqueda de mas inhibidores terapéuticos eficaces del fibrinbgeno de union a plaguetas,
nuevas moléculas han sido disefiadas o aisladas de fuentes naturales. Moléculas basadas en
el RGD de la espina dorsal han sido quimicamente modificados para incrementar su efecto

inhibitorio por ciclizacién de los péptidos RGD o por sustitucion del cuarto residuo por otro
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aminoacido (tales como € triptofano). Los esfuerzos farmacéuticos han resultado en la
produccion de analogos no péptidos quimicos de la secuencia RGD (que es
peptidomimetico) que muestra las cargas (+) y (-) como la argininay e acido aspartico,
respectivamente, que son separados por 10 a 20 A (318, 319). Los péptidos-miméticos
tienen las ventajas de ser més potentes y especificos para la allbfs y es mas estable
biol 6gicamente comparado con los péptidos RGD degradados répidamente (320). Existen
algunos antagonistas naturales del receptor del fibrindgeno plaguetario y han sido aislados
del veneno de vibora (321), serpientes de cascabel (322), sanguijuelas y las glandulas
sdivales de la garrapata. Estas proteinas de bajo peso molecular (LMW) (5 a 9 Kda)
contienen un sitio RGD y muestran un conservado patron de cisteinas responsables del
mantenimiento de la actividad de esas moléculas. La excepcion esla barbouring, la
cual en cambio tiene un sitio lys-gly-asp (KGD) que lo hace atamente especifico para
allbps. Por sus secuencias homologas y porgue interfieren directamente con la funcién de
unién aintegrinas, las moléculas derivadas del veneno de vibora han sido agrupadas en una
familia [lamada desintegrinas (322). Las desintegrinas derivan de una larga familia de
precursores de metal oproteinasas e inhibidores de la agregacion plaguetaria no enzimatico.
L as desintegrinas son aproximadamente 1000 a 3000 veces mas potentes que los péptidos
gue contienen RGD, pero su antigenicidad limita su uso como droga (318,319). Sin
embargo, proveen Util informacion que puede ser aplicada para € desarrollo de nuevos
péptidos-mimético. La integrilina es un péptido que contiene KGD ciclizado derivado del
barbourina a desintegrina..

Entre los primeros antagonistas allbBs desarrollados, estaban los anticuerpos contra el
complgo allbBs Uno de ellos, & anticuerpo monoclona murina (323) que fue
“humanizado” por ingenieria, es un fragmento Fab quimérico recombinante que esta
comunmente disponible para la prevencion de complicaciones isquemicas después de
angioplastia arterial coronaria (320). Otro de los muchos antagonistas de allbps

comunmente probado por ensayo clinico es tirofiban .

VII1.2.5 MECANISMOS GENERALES DE SENALIZACION DE LA ACTIVACION
PLAQUETARIA
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Algunos de los caminos de sefializacion involucrados en eventos de activacion plaquetaria
son razonablemente bien comprendidos, mientras que otros no. Muchos, pero no todos los
agonistas plaguetarios activan plaguetas ocupando siete receptores transmembranales
conectados a proteina G (fig. 7 ). La activacion de esos receptores generalmente resulta en
la hidrdlisis de fosfoinositidos y la activacion de la fosfolipasa Cp (PLC) (fig.7 ). LaPLC
hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,), generando inositol 1,4,5-trifosfato (1P
y diacilglicerol (DAG). El IP; y e DAG parecen interpretan importantes papeles en
caminos que conducen a varios aspectos de la activacion plaquetaria. El 1P; se cree
interact(ia con receptores especificos para inducir la liberacién de Ca ?* intracelular desde
el sistema tubular denso (fig. 7 ), un organelo de almacenaje de Ca " intracelular andogo
al reticulo sarcoplasmico en musculo esquel ético. Sin embargo, el mecanismo exacto por €
cual esta respuesta contribuye a la agregacion plaquetaria no esta completamente claro
porque la agregacion plaquetaria inducida por 1P; es también dependiente de la produccién
de tromboxano A, (TXAy y laliberacion de ADP . El DAG interactla directamente con la
proteina C cinasa (PKC), y conduce a la activacion de la PKC (fig.7 ). La PKC activada
parece tener un papel crucial en e camino de algunos agonistas, que conduce a, por
glemplo, la activacion de allbps y la unién a fibrindgeno; inhibidores especificos de PKC

bloquean la union del fibrinbgeno y agregacion plaquetariainducida por algunos agonistas.
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FIG. 7 Sefiales de transduccion.
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VI1I1.2.6 ACTIVACION PLAQUETARIA POR AGONISTASSOLUBLES

La agregacion plaguetaria puede facilitar la generacion de trombina por uno o diferentes
mecanismos, incluyendo la formacién de microvesiculas, exposicion de factor V activado,
exposicion de fosfolipidos cargados negativamente y quizas la activacion de sistemas de
contacto. La trombina promueve la activacion plaquetaria y conduce a una extensiva
desgranulacion, la trombina también promueve la activacion de la coagulacion e inicia la
deposicién de hebras de fibrina que refuerza el tapdn plaguetario ademés sirve como sitio
de deposito de FvW. La trombina puede también ayudar a consolidar € tapon mediante la
retraccion del coagulo. Finamente la trombina afecta los receptores en la superficie de
membrana, regulando ala GPIb / IX y tal vez facilitando la transicion de la adhesién
plaquetaria a la agregacion plaquetaria (32,33).

VIII1.2.7 TROMBINA Y RECEPTORES DE TROMBINA.

La protrombina, el precursor de la trombina, es sintetizada en e higado, y se convierte en
trombina enzimatica activa durante la activacion por el camino de la coagulacién comin en
sitios de lesion vascular. La trombina activa es una serina proteasa que se adhiere al
fibrinégeno para formar fibrina. Ademas de su actividad enzimatica, la trombina gjerce un
rango completo de efectos sobre diferentes células (324). La trombina ha sido cristalizada,
lo cual ha proporcionado mucha informacion acerca de varias de sus funciones (325). En
plaguetas, es el mas potente activador de la union a fibrindgeno, agregacion plaguetaria y
retraccion del coagulo. Los estudios de union de diferentes grupos (326) indican que las
plaquetas tienen cerca de 50 a 100 sitios de union de ata afinidad y de 1500 a 2000 sitios
de union de moderada afinidad para trombina. La GPIb es un candidato a receptor de
trombina y contiene un sitio de union cargado altamente negativo para trombina. Las
plaguetas deficientes de GPIb son menos sensibles a la trombina, indicando que las
moléculas de GPIb toman parte en la amplificacion de la respuesta a trombina plaguetaria.
Sin embargo, hay una desigualdad inexplicable entre el nimero de sitios de union a
trombinay el extenso nimero de moléculas GPIb (25 000 por plagueta). Por muchos afios
la informacién sobre la estructura del receptor de la trombina y los mecanismos no estaba
disponible; es solo recientemente que al menos uno de los receptores de trombina ha sido
exitosamente clonado y secuenciado de dos tipos de células diferentes.

52



VIII.2.8 ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE TROMBINA.
Desde gue la secuencia de nucledtidos fue deducida (56) ha sido determinado que €l

receptor de trombina es una proteina de cadena sencilla con un dominio amino-terminal
extracelular extendido que contiene caracteristicas criticas para su activacion. La secuencia
posterior del aminoacido 42 es llamada € ligando atado y es una extension cargada muy
negativamente, smulando el sitio de union a trombina de hirudina, un inhibidor de la
trombina. El receptor de trombina también contiene siete dominios hidrofébicos, haciendo
al receptor de trombina un miembro de |os siete receptores transmembranal es conectados a
proteina G (fig.8 ). La parte posterior citoplasmatica del receptor contiene un sitio que
puede asegurar la parte posterior ala hoja interna de la membrana. EI dominio que consta
de muchas partes intracelulares también contiene sitios blancos para la fosforilacion de la

proteincinasa A.

VII.29 MECANISMOSDEL RECEPTOR DE LA TROMBINA.
Activacion. El receptor de trombina clonado tiene un nuevo mecanismo de activacion: El

receptor sirve como un sustrato para trombina. La trombina se une a receptor de trombina
en €l dominio extracelular amino-termina (entre arginina 41/ serina 42) resultando en la
liberacién de los 40 primeros aminoécidos del receptor de trombina (fig.8). La remocién
de estos péptidos amino-terminales desenmascara un nuevo extremo amino que funciona
como un ligando atado, esto es, este segmento de receptor unido a otra regiéon de este
receptor y activarse el mismo (56). Un péptido sintético correspondiente a los 5 nuevos
aminoacidos N-terminal (SFFLRN) del receptor de trombina (que es €l ligando atado) imita
muchos de |os efectos de |a trombina con respecto a la activacion plaguetaria. Sin embargo,
el péptido sintético debe ser agregado en un exceso molar grande en orden a plaquetas
activas, lo cual puede indicar que e ligando atado por € mismo no es muy eficiente en la
interaccion con e sitio de unién. Ademas, la trombina esta presente en una proporcion 1:1
con su receptor aunque es catalitico. Esto sugiere que latrombina es necesaria para facilitar
la interaccion del ligando atado con su sitio de unién. Esta hipotesis también explicaria la
presencia del dominio semejante a hirudina cargado negativamente en el receptor adyacente
para €l ligando atado €l cual probablemente promueve la interaccion del receptor con €l

sitio de unidn al anién exégeno de latrombina.
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Desactivacion. La activacion del receptor de trombina es pasgjera porque varios minutos
después €l receptor es desensibilizado. La desensibilizacion involucra lainternalizacién del
receptor seguido por degradacion (75%) o reciclado (25%) de los receptores en la
superficie (327,328). El porcentaje de receptores internalizados varia con €l tipo de células
(329). Cuanta desensibilizacion es regulada no hasido delineado pero podriainvolucrar la
fosforilacion de las ondas citoplasmaticas del receptor, como en € caso para otros
miembros de la familia de estos receptores (tal como los receptores B-adrenergico y

rodopsina).

VI111.2.10 SENALES DE TRANSDUCCION GENERADOS POR EL RECEPTOR DE
TROMBINA.

La porcién citosolica del receptor de trombina interactla con una proteina de unién a

nucledtido guanina intracelular (una proteina G heterotrimerica compuesta de una
subunidad o, B Yy v), la cua es tipica de la familia de receptores transmembranales
heptahelical. Sobre la activacion de la proteina G, la cua involucra intercambios de unién
de GDP por GTP, la subunidad Ga es liberada y activa a la fosfolipasa CB (PLCp). Las
PLCP hidrolizan a PIP,, liberando DAG e IPs Estos caminos conducen a la activacion de
laintegrina allbBs y secrecion granular (fig.7 ). El metabolismo del acido araquidonico y
el ADP secretado también contribuyen a la respuesta total, también como por otros,

caminos menos definidos.
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FIG. 8 Activacion del receptor de trombina.

VII1.2.11ACTIVACION PLAQUETARIA POR ACIDO ARAQUIDONICO.
El &cido araquidénico que es fabricado por e metabolismo en la plaqueta, es liberado

principalmente de las reservas de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en la membrana
plasmética (330). En la activacion de plaguetas por una variedad de agonistas tales como la
trombina, el acido araguidénico es liberado de sus reservas membrana les por la fosfolipasa
(PL) A2 , o por una combinacion de PLC y DAG lipasa, y es metabolizado por
ciclooxigenasa a prostaglandina (PG) G, (330). La ciclooxigenasa es inhibida por la
aspirina y otros agentes anti-inflamatorios no esteroidales, los cuales disminuyen la
agregacion plaquetaria en respuesta a muchos agonistas. La PGG es metabolizadaa PGH,, ,
la cual es metabolizada a tromboxano (TX) A, , un potente agonista plaquetario de vida
corta. El TXA, es répidamente convertido a metabolito inactivo TXB, . Varios
analogos PGH, / TXA, estables son disponibles para uso experimental en el estudio del
receptor TXA;,

El TXA, vy e PGH, interactian con los receptores TXA, clonados y secuenciados
recientemente, miembros de |os siete receptores transmembranal es conectados a proteina G.
El receptor TXA, ha sido localizado en la membrana plasmatica plaguetaria y aparece

conectado a Gaq , tal vez aGa1l, Gal2, Gal3, y Gi2. Hay a menos dos isoformas de este
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receptor, €l cua difiere solo en el extremo carboxil, € receptor clonado de placenta es
[lamado TXRa y € receptor de endotelio es TXRB. Aungue ambos receptores activan
PLCB, e TXRa activa adenilato ciclasa, resultando en la formacion de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP), la cual inhibe la funcion plaquetaria, mientras que el TXRpB
inhibe la activacion de la adenilato ciclasa. Porque ambos receptores estan sobre las
plaguetasy el TXA, esun potente agonista plaguetario, los efectos de la activacion de PLC
deben estar lgjos para compensar |os efectos de la activacion de la adenilato ciclasa. La
PLC hidrolizaa PIP, resultando en laformacion de DAG, e cual activaa PKC,y al P €
cual movilizaCa®* (fig. 7). Que el TXA, induce la agregacion plaguetaria en una manera
PK C-dependiente es apoyada por la observacion de que el pre-tratamiento de las plaguetas
con inhibidores de PKC tales como e RO 31-8220 inhibe la agregacion inducida por €
U46619 andlogo del PGH, / THA, estable. Otros eventos de sefializacion que resultan de la
estimulacion del TXR incluye la activacion de la cinasa, proteina activada por €l mitogeno
p38 (MAP) y la fosforilacion de la pequefia proteina de choque térmico la hsp 27. Estos
eventos parecen ser criticos para la agregacion TRX-inducida porque un inhibidor
especifico delacinasa MAP, SB203580, inhibe la agregacion U46619-inducida.

El ADP secretado también contribuye substancialmente a la respuesta total inducida por €l
camino &cido araquidonico / TXA,, Los sistemas de desecho de ADP ha sido reportado que
bloguean la agregacion plaguetaria inducida por U46619 parcialmente (30%) o

completamente.

VII1.2.12 ACTIVACION PLAQUETARIA POR FACTOR PLAQUETARIO
ACTIVANTE.
Como €& nombre sugiere, el factor activante plaquetario (PAF) es un potente agonista

plaguetario. Quimicamente, el PAF es un fosfolipido éter. Ademas de la activacion
plaguetaria, el PAF media un nimero de respuestas inflamatorias en varios tejidos (331).
Estas acciones son mediadas a través de receptores de membrana especificos.

La clonacion molecular del receptor del PAF indica que es un miembro de lafamilia de los
7 receptores transmembranales conectados a proteina G (332). La activacion del receptor
PAF induce la produccién de fosfoinositidos a través de las proteinas G seguido por un
aumento en Ca®* intracelular y la activacion del PKC (124). En plaquetas, € receptor del

PAF regula a la adenilato ciclasa 'y a PLC a través de una Gou; sensible a la toxina
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pertusis. Las plaguetas, asi como varias células diferentes y tejidos liberan é&cido
araguidonico en respuesta a la estimulaciéon del PAF através de PLA, . El PAF también

estimula lafosforilacién tirosina de varias proteinas, incluyendo la pp60“S° (333).

VII1.2.13 ACTIVACION PLAQUETARIA POR ADENOSINA 5-DIFOSFATO
ADP).

La adenosina 5'-difosfato (ADP) es liberada de los granul os densos plaquetarios durante la

activacion plaquetaria por agonistas. EI ADP secretado potencia los efectos activantes de
otros agonistas (334). El ADP causa cambio de forma, secrecion granular y agregacion. Sin
embargo, diferentes agonistas fuertes tales como la trombina y e colageno, inducen la
secrecion de ADP usualmente sélo en conjuncion con la agregacion plaquetaria. Fuertes
agonistas generalmente estimulan la hidrdlisis de fosfoinositidos, e incremento de Ca®*
libre citosdlico y laformacion de TXA,, y PKC activo. En contraste, el ADP sblo estimula
minimamente la hidrélisis de fosfoinositidos o la activacion de PKC, pero induce la
formacion de TXA,, sugiriendo que el receptor de ADP se une a PLA; pero no a PLC.
Aungue esos efectos del ADP han sido largamente conocidos, poco se conoce acercade la
naturaleza del receptor ADP plaguetario. Ademas de provocar la activacion plaguetaria, se
ha encontrado que € ADP también inhibe a la adenilato ciclasa estimulada. Existe
controversia en cuanto a si esos dos efectos opuestos estdn mediados por uno o dos tipos de
receptores ADP. El receptor ADP plaguetario es adoptado para pertenecer a la familia
purinoreceptor y e llamado receptor Pt (335). EI ATP, un agonista para otro receptor Py,
es un antagonista para e receptor ADP plaguetario, una de las caracteristicas que lo
distinguen de otros. Estudios farmacocinéticos extensivos con varios analogos de ADP
sugieren que mas de un tipo de receptores ADP puede existir en las plaquetas (335).
También es posible que un receptor individual puede acoplarse con diferentes efectores,
induciendo diferentes respuestas fisiolégicas. Se ha intentado identificar mediante varios
estudios a las proteinas del receptor de plaquetas. Usando un analogo en foto-afinidad del
ADP llamado AZPET-ADP, una proteina de 43-kDa ha sido identificado como un receptor
ADP que inhibe adenilato ciclasa e induce la agregacion plaquetaria. Ademés, una proteina
de 100-kDa llamada agregina ha sido sugerida como receptor P,y usando marcae por
afinidad.
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VII1.2.14 ACTIVACION PLAQUETARIA POR EPINEFRINA.

La epinefrina aumenta la respuesta de muchos otros agentes agregantes, pero no es

considerado por algunos investigadores que es un agente agregante por si mismo. Los
efectos agregantes de la epinefrina que se han visto in vivo pueden actuamente ser
causados por la combinacion de epinefrinay trombina, lo cual puede ser generado durante
la recoleccion de sangre por causa del inhibidor de trombina especifico hirudina que
bloquea la agregacion inducida por epinefrina de plaquetas lavadas (336). El receptor de
epinefrina en plaquetas es un adrenoreceptor a, proteina G — enlazado que ha sido
purificado, clonado y secuenciado. Es una proteina de 64-KDa que esta conectada a la
inhibicién de la adenilato ciclasa. Sin embargo, la inhibicion de la adenilato ciclasa no es
en s misma suficiente para causar agregacion plaquetaria, pero puede ser suficiente para
amplificar la activaciéon inducida por otros agonistas (337). Tales efectos sinérgicos son

comunes entre agonistas y probablemente ocurren in vivo.

VI11.2.15 SENAL DE TRANSDUCCION

La integrina allbBs; ha mostrado que traduce mensagjes en las plaguetas sobre la union a

fibrinégeno (fig.7 ), un evento llamado sefia de transduccion. La sefializacion es
importante para la activacion de plaquetas por agonistas tales como €l colageno, el cual une
alaintegrina af1, y otros receptores de adhesion plaquetaria, también como para eventos
tardios en la activacion plaquetaria tales como la retraccion del coagulo através de allbps
(fig.6 ). En estudios de laboratorio €l fibrindgeno de unidn debe ser primero inducido por
agonistas interactuando con sus receptores en la superficie de las plaquetas, o por adicion y
unién de anticuerpos activantes especificos a alIbps. La ventgja de usar anticuerpos all1bBs
— activantes experimentalmente es que ellos no inducen la sefializacion de dentro hacia
afuera, lo cual de otro modo complicaria el estudio de sefializacion en plaguetas.

El fendmeno de sefidizacion probablemente ocurre con todas las integrinas en todas las
células, aunque solo hablamos de sefidizacion a través de aoB; y otros receptores de
colageno y allbBs en plaquetas. Aunque, a pesar de que e termino sefializacion fue

originalmente introducido parala sefializacion de integrinas.
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VI11.2.16 EVENTOS DE SENALIZACION DEPENDIENTES EN LA UNION DE
FIBRINOGENO A allBBs.

El empleo de allbfs induce con certeza a la proteina intracelular tirosina en eventos de
fosforilacion. Cuando la integrina allbBs es unida a través de anticuerpos primarios
seguido por anticuerpos secundarios, o por una molécula dimérica tales como el
fibrinégeno ( la union del cual es inducida por anticuerpos activantes de allbfs ), los
receptores allbB3; agrupados inducen fosforilacion tirosina de proteinas en el rango de 50 a
68 KDa y 140 KDa también como de la tirosina cinasa . La agrupacion de integrinas
parece ser € evento que induce la transducciéon de sefial del exterior a interior. La
agrupacion de integrinas también ocurre cuando las plaquetas son asignadas para adherirse

afibrinégeno inmovilizado.

VI11.2.17 EVENTOS DE SENALIZACION DEPENDIENTES EN FIBRINOGENO
DE UNION A ol1BBs Y LA AGREGACION PLAQUETARIA.

Eventos adicionales son observados cuando, ademas de la agrupacion de allbps las
plaguetas son agitadas y agregadas durante la estimulacion de trombina. Estos eventos
incluyen la fosforilacion de proteinas de 95 a 97 KDa también como la fosforilacion de
cinasas tales como ppl25fak, srcy otras cinasas src-asociadas .

Poco se conoce del papel de las fosfatasas en la funcion plaguetaria. Dos fosfatasas
conocidas, laPTP1B y la SH-PTPL, llegan a activarse en un estado tardio en e seguimiento
de la agregacion plaguetaria. Ademas, lainhibicion de la actividad de la fosfatasa induce la
liberacién de granulos plaguetarios y agregacion, sugiriendo que algunas fosfatasas pueden
interpretar un papel en el mantenimiento o regreso plagquetario a un estado de reposo.

VI111.2.18 ADHESION DE PLAQUETASA FIBRINOGENO INMOVILIZADO.
La unidn de plaguetas a fibrindgeno inmovilizado en la superficie es diferente de la unién

plaguetaria a fibrindgeno soluble. La conformacion del fibrindgeno es modificada cuando
se une a superficies o a otra molécula receptor (338,339). Esta conformacion aterada puede
volver a la molécula del fibrinbgeno accesible a una poblacion de moléculas allbfs; en
reposo sobre las plaguetas. Las plaquetas estimuladas por no agonistas pueden sujetar y

extenderse sobre fibrindgeno inmovilizado, la via més probable es por el Ao RGDS y
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secuencias y-dodecapéptidos (147). Ademés, e allbBs que esta ligado a fibrindgeno
inmovilizado genera un conjunto distinguible de eventos de sefializacion del exterior al

interior.

VII1.2.19 ACTIVACION DE PLAQUETAS POR COLAGENO A TRAVES DE
RECEPTORESDE ADHESION A COLAGENO.

El colageno es |la proteina mas abundante de la matriz subendotelial expuesta en sitios de

lesion. Ademas, el coldgeno es uno de los mayores componentes de la placa aterosclerotica.
Asi, la adhesidn plaquetaria a coldgeno y la activacion subsiguiente es importante en la

hemdstasis normal y condiciones patol ogicas.

V111.2.20 CAMINOS DE SENALIZACION.
El tratamiento con colageno de las plaquetas resulta en varios eventos de sefializacion

intracelular que conduce a la activacion y agregacion plaquetaria (fig.7 ). El tratamiento
conduce a la rapida activacion, en menos de un minuto, de dos cinasas tirosina sin receptor,
syk y src (340,341). La activacion que esta asociada con cambios en la fosforilacion de
residuos de tirosina.

Lasrc es el miembro prototipo de lafamilia src de proteincinasas. Contiene un dominio de
unién-fosfotirosina especializado llamado SH2, y uno de union a prolina especializado
llamado el dominio SH3 y uno dominio cinasa catalitico. Los dominios SH2 y SH3 median
la unién de src a otras proteinas y son importantes por su activacion y funciones cinasa. El
src es extremadamente abundante en plaguetas, aunque su funcion exacta no esta clara
porque €l raton src-transgénico no tiene defectos de la sangre.

La syk contiene 2 dominios dobles SH2 que median la unidon a proteinas tirosina
fosforiladas, también como uno dominio cinasa catalitico. Su funcion ha sido estudiada en
receptores de células B y T, donde es activado por la union a sitios en alguna de las
subunidades del receptor (342,343). Estos |lamados sitios de activacion basados en tirosina
(TAMs), contienen residuos de tirosina especificamente espaciados para interactuar con los
dos dominios de syk fosfotirosina union - SH2. En los receptores de activacion de células B
y T, lafamilia src de cinasas parece ser necesaria para la activacion de Syk. La Syk

parece interpretar un papel en la activacion inducida por colageno de las plaquetas. En €l
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ratdon Syk-transgénico también estan disponibles. Aunque estos ratones no tienen
desordenes sanguineos, estudios detallados de su funcion plaquetaria ain no han sido
reportados.

Siguiendo la activacion de Syk y Src, la estimulacion por coldgeno de plaguetas resulta en
la fosforilacion de tirosina y activacion de PLCy2. La activacion de PLCy2 se piensa es
hacia abajo de Syk porque lainhibicion de la actividad del Syk por € piceatannol inhibidor
Syk-selectivo también inhibe la fosforilacion del PLCy2 (344). S la Syk fosforila
directamente alaPLCy2 o si lafuncién de las cinasas entre restos de Syk y PLCy2 para ser
determinados. La activacion de PLCy2, catalizaladivision del PIP, alPs, lo que causa la
liberacion de Ca?* enla plaqueta (345) y DAG, lo cua activa PKC (fig. 7). Los eventos
de sefidlizacion siguientes a la activacion del PKC y la movilizacién de Ca?* son comunes
a otros caminos de estimulacon plaguetaria. Ademas, es posible que el colageno active
otros caminos de activacién que no han sido alin descubiertos.

La estimulacion por colageno de plaguetas difiere de la estimulacién por otros agonistas
plaguetarios en algunos caminos clave. Primero, el cAMP elevado no inhibe la activacion
plaguetaria inducida por colageno (345), pero es un potente inhibidor de la activacién
inducida por trombina o e andlogo PGH, / TXA, U46619 (345). Esta diferencia puede
reflgjar la diferencia en isdtopos PLC estimulados por cada uno; considerando que €l
coldgeno estimula al PLCy, , € cual no es inhibido por CAMP , la trombina y U46619
estimulan al PLCB, el cual esinhibido por cAMP elevado. Segundo, oxido de fenilarsina,
inhibe la agregacion plaguetaria inducida por colégeno, pero no por trombina o ADP. Este
resultado sefiala un importante papel para una fosfatasa no identificada en la estimulacién

de plaguetas.

VIII.221 RECEPTORES |INVOLUCRADOS EN LA ACTIVACION
PLAQUETARIA POR COLAGENO.

La activacion plaquetaria por colédgeno involucra al menos dos, y posiblemente maés,

receptores de colédgeno en la superficie de la célula. La integrina azp; y GPVI son
requeridos porque las plagquetas carecen de cualquiera de esas moléculas suspendiendo la
agregacion en respuesta a colégeno.

Las plaguetas se unen a coldgeno por adherencia a fibrillas de colageno. La estable

adhesion a coldgeno requiere de la integrina aof1 por € blogueo de su receptor con
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anticuerpos gue inhiben la adhesion plaquetaria a inmovilizar al colageno. Ademas, las
plaguetas que carecen de laintegrina a1 no se adhieren afibrillas de coldgeno en solucién
(165). Varios eventos de estimulacion inducidos por colageno en plaquetas, que incluyen
la activacion de la cinasa Syk, son bloqueados por anticuerpos contra la integrina o1
(344).

Aungue la GPVI parece interpretar menos de un papel a mediar la adhesién inicial de
plaquetas a colégeno, es requerido para la agregacion plaquetaria subsiguiente. En realidad,
el GPVI unido con los anticuerpos anti-GPV1 es suficiente para inducir la activacion de la
cinasa Syk y la agregacion plaquetaria. Esto es en contraste a la integrina a2 , 1o cuad
puede por s mismo inducir la agregacion plaguetaria (344). De esta manera, la accion
coordinada de laintegrinaa,p;, GPVI y tal vez otros receptores plaguetarios para coldgeno
conducen a la agregacion plaguetaria inducida por colageno. La exacta relacion de esos
receptores no ha sido aln elucidada

La liberacion de vasoactivos y agentes mitogénicos desde |as plaquetas no hay duda de que
contribuyen a la respuesta inflamatoria, como hace la aparicion de la P-selectina en la
superficie de plaquetas y células endoteliales, la cual es probablemente para localizar
neutrofilos en la regiéon del dafio. Las plaguetas expresan también ligando CD40 en su
superficie después de la activacion, €l cual puede interactuar con CD40 en linfocitos,
monocitos, células endoteliales conduciendo a la activacion celular y aumentar |a respuesta

inflamatoria.

VI111.2.22 SENALIZACION INDUCIDA POR GLICOPROTEINA Ib.

Numerosos estudios demostraron que e FvW unido a GPIb conduce a la activacion del

allbBs y la agregacion plaguetaria. De esta manera, la union del FvW inducida por
ristocetina a plaguetas causa la hidrdélisis de PIP,, con subsecuente activacion de PKC e
incremento en Ca®* intracelular. Ademés, el TXA; es sintetizado. Estos eventos inducen o
potencian la agregacion plaguetaria. Estos eventos de estimulacién son inhibidos por
anticuerpos monoclonales contra GPIb, pero no anticuerpos monoclonales contra allbps
(346). Otra actividad observada después de la asociacion del FvW con la GPIb en plaquetas
incluye la fosforilacion en tirosina de una proteina de 64-KDa no identificada (347) y un

+

aumento en el Ca?* intracelular, cuando la unién del FvW a plaguetas es inducida por una

herida profunda (348). Es por lo tanto de interés que una PLA, de 29-KDa (también
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clasificado como una proteina 14-3-3 isoforma humana) se encontré esta asociada con €l
complejo GPIb-1X en plaquetas (fig. 4) . El FvW unido a GPIb puede activar esta PLA,, un
evento que probablemente conduce a la activacion de allbBs y la subsecuente agregacion
plaguetaria. De esta manera un orden en los eventos puede ser que las plaquetas son
expuestas a una lesion profundain vivo, se unen a FvW via GPIb, aumentan los niveles de
Ca”" intracelular, y laPLA; llegaaser activada. La PLA libera écido araquidénico, € cual
es metabolizado a TXA, activo y a TXB, inactivo. Estos eventos contribuyen a la
activacion del allbps. EI ADP también es liberado de esas plaguetas activadas, se une a su
receptor en las plaguetas, y fomenta la activacion de las plaquetas, resultando en una
activacion potenciada de allbp3 (348).

La GPlIb también recibe avisos de sefializacion intracelular en plaquetas que fomentan la
funcion plaguetaria. Después de la exposicion de las plaguetas a agentes tales como la
PGE;, la cual eleva el cAMP plaguetario, la GPIbp es fosforilada en Ser 166. Ha sido
sabido por muchos afios que los incrementos en CAMP activa cinasas dependientes de
cAMP y disminuye e estado activado de las plaquetas. Un papel potencial para la
fosforilacion de GPIbp en lafuncion plaquetaria ha sido determinado a partir de estudios de
plaguetas Bernard-Soulier, las cuales carecen de GPIb funcional. Estas plaquetas responden
normalmente a tratamiento con PGE, en muchas vias excepto que PGE; inhibe la
polimerizacion de actina como en plaquetas normales. Estos resultados sugieren que la
fosforilacion de la GPIb inducida por PGE; es requerida para la inhibicion de la

polimerizacion de actina inducida por CAMP (349).

VI11.2.23 INHIBICION NATURAL QUE OCURRE EN LOS MECANISMOS DE
ACTIVACION Y AGREGACION PLAQUETARIA.

La formacion de un tapdn plaguetario en el sitio de lesion vascular esta altamente

localizado. El tapon plaguetario normalmente no crece incontrolablemente y bloguea €l
flujo sanguineo. Ademés, las plaguetas no se adhieren a una pared vascular no dafiada.
Existen mecanismos para prevenir la adhesion plaguetaria a endotelio no dafiado y limitar
la formacion del tapon plaguetario. Estos mecanismos incluyen la produccion de
prostaglandinas inhibitorias, oxido nitrico, un sistema de cinasas plaquetario y allbfs

reciclado.
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VII.2.24 PROSTAGLANDINAS INHIBITORIAS
La PGE;, PGE, y PGI, (también llamadas prostaciclinas) inhiben la agregacion

plaguetaria inducida por la mayoria de los agonistas en una manera dependiente de cAMP .
Las prostaciclinas y la PGE, son producidas por el endotelio y otros tejidos, estas
interactian con los receptores acoplados a proteinaG  especificos en la superficie
plaguetaria, resultando en la activacion de adenilato ciclasa, la cual induce la formacion de
CAMP. La magnitud de la produccion del cAMP es balanceada por la actividad
fosfodiesterasa, |o cual descompone al CAMP. La actividad fosfodiesterasa es inhibida por
varias drogas, incluyendo teofilina, o cual puede resultar en una elevacion de los niveles de
cAMP intracelular. EI cAMP activa cinasas dependientes de cAMP (también Ilamadas
cinasas A o proteincinasa A), las cuaes fosforilan proteinas especificas, inhibiendo la
reactividad plaquetaria. El blanco exacto de las cinasas dependientes de CAMP que resulta
en una inhibicion de la reactividad plaguetaria, aunque existen varias posibilidades y la
inhibicion puede ocurrir en mas de un punto en méas de un camino. Por gjemplo, ha sido
demostrado recientemente que cAMP elevado inhibe a receptor IP; en plaguetas,
probablemente por |a fosforilacién de este receptor, resultando en una disminucion en los
niveles de Ca®* intracelular (350). El cAMP elevado también inhibe las actividades del
PLC y PLA,, aunque €l mecanismo no esta claro. Adicionalmente, la fosforilacion del
GPIbB inducida por PGE; parece inhibir la polimerizacion de actina que ocurre en
plaguetas estimuladas por colageno. EIl cAMP elevado también inhibe la activacién de la
cinasa Raf, aunque el papel del Raf en plaguetas es actualmente desconocido. Final mente,
la proteina G Rap Ib de peso molecular bajo (LMW) es un sustrato para PKA, aunque €l
papel potencial del Rap Ib en la inhibicién de la funcion plaguetaria ha sido cuestionado
(351).

L as plaquetas activadas pueden también facilitar la sintesis de prostaciclinas via produccion
y liberacion de endoperdxido intermedio, compuesto que puede activar la produccion de

prostaciclina endotelial.

VI111.2.25 OXIDO NiTRICO
El éxido nitrico (NO) es formado por células endoteliales, plaquetas y otras células desde

L-arginina, por la NO sintetasa. EI NO es producido en estos sitios en respuesta a un corte
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acentuado y agonistas plaquetarios tales como la trombinay €l ADP, y fécilmente difunde
desde el endotelio, a través de las membranas plasméticas plaguetarias (352). EI NO inhibe
la activacion plaguetaria y disgrega a los agregados plaquetarios, pero diferente de PG, 0
PGE;, esto ocurre de una manera dependiente de cGMP (353). Porque la actividad de la
NO sintasa es mejorada durante la activacion plaguetaria, ha sido sugerido que la
produccion de NO por las plaquetas proporciona una manera para limitar la respuesta de
agregacion. Varios grupos han demostrado un efecto inhibitorio sinergistico del NO y la
prostaciclina en la activacion plaquetaria (354,355).

VI111.2.26 INTERNALIZACION DE LA INTEGRINA allBB3
El receptor GPIlb/ Ill1a ocupaun papel central en determinar lamagnitud de la agregacion

plaguetaria, es notable que este receptor este presente en extraordinaria alta cantidad en la
superficie de la plagueta. Esto permite al receptor rdpidamente iniciar la agregacion. Por
otro lado, el receptor no esta en su estado de ligando de alta afinidad sobre plaquetas en
reposo necesita ser activado por agonistas como ADP, serotonina, trombina, colageno y
TXA2 que estan localizados en sitios de dafio vascular. Como resultado, las plaguetas
pueden circular en e plasma conteniendo una alta concentracion de GP I1b / Il1aligado a
fibrinbgeno y FvW sin laformacién de un trombo plaguetario.

Por €llo, la adhesion plaquetaria es controlada por la exposicion del subendotelio con €l
receptor plaquetario GPIb / IX para FvW inmovilizado y la GPIIb / I1la para fibrinbgeno
inmovilizado siempre compitiendo para interactuar con esta ligandos adhesivos. En
contraste, la habilidad de la GPIIb / Illa para mediar la agregacion por unién de FVW o
fibrinbgeno esté bajo el control de un elaborado mecanismo de activacion que limitan la
respuesta a sitios de dafio vascular.

La integrina alIbPs parece sufrir internalizacion en plaquetas activadas y en reposo. Sin
embargo, en plaguetas activadas, la allbps puede también unir a fibrinbgeno vy
rapidamente introducirlo (356). Esta accion puede proporcionar un mecanismo circulante
de plaquetas activadas que no forman un agregado, quitar al fibrindgeno de su superficie y
regresar a un estado no-adhesivo (356). El destino exacto del fibringeno internalizado no
esta totalmente claro, pero varias evidencias sugieren que a menos una parte de este es
transportado a los granulos . en megacariocitos (357-358) y plaquetas (359). Asi, €

fibrinbgeno captado por plaquetas activadas puede proporcionar un mecanismo para
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transportar fibrindgeno a los granulos o y un mecanismo antitrombotico involucrando el
espacio de unidn afibrindgeno de la superficie plaguetaria.

Dado que la trombina es un potente activador de plaguetas, |os mecanismos de control que
limitan la produccion de trombina también pueden ser considerados como mecanismos de
control para la agregacion plaquetaria. Las plaquetas también pueden desensibilizar la
estimulacion para agunos agonistas s han sido previamente expuestas a baas
concentraciones de esos agonistas (desensibilizacion homologa). Es posible que la
liberacién de agonistas plaquetarios algunas plaquetas lleguen a ser inhibidas por este

mecani smo.

VI111.2.27 ECTOPROTEINA-CINASA

Una proteina activa un sistema de fosfatasa protein /cinasa ya ha sido parcialmente

caracterizada en la superficie de plaguetas en reposo intactas (361), y parece regular
negativamente la activacion plaguetaria. EI ATP que es secretado desde |os granul os densos
plaguetarios o liberado desde otras células circulatorias sirve como €l cosustrato de esta
enzima. El sistema ectoproteina cinasa (EPK) en plaquetas fosforila dos proteinas de 39
KDa y 42 KDa. La EPK es una cinasa serina / treonina y muestra notables semejanzas
funcionales a PKC. Su actividad es dependiente de C&?* y la enzima fécilmente fosforila a
un sustrato péptido sintético derivado del pseudosustrato PKC. Las Km. de fosforilacion
son de 0.9 mM, e cua esta dentro del rango reportado para PKC (0.2 mM). Esta
actividad enzimética es sumamente disminuida por la activacién plaquetaria para diferentes
agonistas. La especificidad del ligando de GPIV (CD36), un sitio de unién plaguetario para
trombospondina (TSP) y colageno, es controlado por la fosforilacion de un ectodominio
GPIV (304). Aunque la enzima que puede fosforilar a GPIV en la superficie de las
plaguetas es desconocida, la EPK es un candidato. Recientemente ha sido demostrado que
el CD 36 es también fosforilado por un EPK plaquetario dependiente de CAMP. De esta
manera, la fosforilacion extracelular tiene el potencial pararegular la respuesta plaguetaria
avarios agonistas.

Las células endoteliales también tienen CD39 una ecto-ADP-difosfohidrolasa (ecto-
ADPasa) que puede asimilar ATP y ADP a AMP, y por eso se limita los efectos de
liberacion de ADP.
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VIII.3REACCION DE LIBERACION PLAQUETARIA

Las plaquetas almacenan ATP, ADP, C&?* y serotonina en los granulos densos y proteinas

adhesivas tales como el factor 4 plaguetario, la -tromboglobuling, el factor de crecimiento
derivado de plaqueta (PDGF), € fibrindgeno, la fibronectina, la trombospondinay el FvW
en granulos o (362). Los mecanismos contréactiles involucran actina y miosina se piensa
que media la secrecion de granulos y retraccion del coagulo, pero los detalles permanecen
obscuros. Después de iniciado € cambio de forma, la actina llega a ser organizada
centralmente hacia masas de filamentos gruesos, donde es probable la asociacién con
filamentos de miosina. La respuesta contractil se piensa es iniciada por un incremento de
calcio citosolico, e cua resulta en la formacién de un complejo calcio-camodulina que
después activa miosina cinasa de cadena ligera; fosfatasas y cinasa dependiente de AMP.
La centralizacion de organelos en un circulo contractil correlaciona bien con la secrecion.
Hay controversia, sin embargo, en cuanto a si las plaguetas secretan € contenido de sus
grédnulos por fusion con € sistema candicular abierto en el centro de la plaqueta o por
fusion directa con la membrana plasmética (8, 31).

El modelo de dos pasos para la secrecion de granulos ha sido propuesto en €l cual e primer
paso es el acoplamiento de granulos al interior de la membrana plasmatica 'y e segundo
paso es la fusion de la bicapa de lipidos. El proceso de acoplamiento se piensa involucra
pocas GTP-asas, notablemente rab 3, la cua es fosforilado cuando las plaguetas son
activadas. La rab 3 se piensa forma complgos con proteinas SNARE presentes en |os
granulos y membrana plasmética, incluyendo sintaxinas 2 y 4, conduciendo a el desarrollo
de un complegjo de acoplamiento 7S. La reaccién de acoplamiento no requiere ATP, pero la
subsecuente reaccién iniciadora, la cua preparalos compleos paralafusion de membrana,
es dependiente de energia. El complejo de acoplamiento 7S interactla con otras proteinas
incluyendo el factor N-etilmaleimida-sensible (NSF) y proteinas o formando un largo
complejo de fusiéon 20S.

Fosfoinositoides y proteinas del citoesqueleto incluyendo la miosina cinasa de cadena
ligera, también participan en la reaccion iniciadora . En € paso de la fusion ha sido
propuesto que la SNAP interacciona con el NSF activando la actividad ATPasa del NSF,
resultando en la liberacién de SNAREs desde el complejo 20S. El calcio juega un papel

importante, probablemente actlia en concerniente con un homaélogo de sinaptotagomina en
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creacion de fusion de poros entre las membranas, y los procesos son ayudados por
sinaptofisinay sinaptogirina (u otros homologos).

Sobre la activacion de plaguetas por agonistas, las plaguetas sufren una reaccién de
liberacion, de tal modo que libera el contenido granular, liberacion que esta asociada con la
produccion de TXA.. La secrecion de los granulos o y e contenido de los granul os densos
ocurren por centralizacion de grénul os secretores seguido por exocitosis. La extension de la
secrecion depende de la fuerza del agonista. Agonistas débiles (tales como el ADPy la
epinefrina) requieren de la actividad de la ciclooxigenasa y la agregacion primaria para
inducir la secrecién que es observada en concentraciones bajas de Ca®*. Agonistas de fuerza
intermedia (tales como el PAF) pueden inducir la secrecion en la ausencia de laformacion
del metabolismo del acido araquidonico y sin agregacion primaria (363, 364). Sin embargo,
la inhibicién de la ciclooxigenasa'y e ADP reducen la secrecion y agregacion. Agonistas
fuertes (tales como la trombina y e colageno) en altas concentraciones inducen la
agregacion y secrecion plaguetaria que es independiente de la actividad de la
ciclooxigenasa (363, 365), considerando que a bajas concentraciones inducen la agregacion
y secrecion que es completa o dependiente en la actividad de la ciclooxigenasay € ADP
liberado. La mayoria de estos activadores son liberados o sintetizados en el sitio del dafio
vascular resultando en una respuesta local. Interesantemente, cuando el coladgeno es
adicionado en bajas concentraciones a suspensiones plaguetarias, la secrecion de ATP
ocurre antes del comienzo del cambio de forma. Esta secreciéon no es inhibida por
bloqueadores de |a ciclooxigenasa, pero es sensible ala concentracion de Ca?* extracelular
y €s una consecuencia directa de la union plaguetaria a colageno (366). EI ADP secretado

potenciala actividad de activacion plaquetaria de una variedad de agonistas.

VIII.4CAMBIO DE FORMA PLAQUETARIA
El cambio de forma plaguetaria ocurre en respuesta a muchos agonistas diferentes. Esto

involucra la perdida de la forma discoide normal de la plagueta y la transformacion a una
espinosa esfera con filopodios delgados, largos, extendiéndose varios um fuera de la
plaqueta y terminando en puntos que son mas pequefios de 0.1 um en didmetro. Aunque la
razon por la cual las plaguetas cambian de forma es poco claro, una posibilidad es que esto
reduce la repulsion electrostatica aln sin reducir la densidad de la carga de la superficie, de

esta manera, € extremo de una plagueta puede aproximarse y hacer contacto con una
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superficie o una célula, con la mayor parte de la carga en la superficie repulsiva ahora en
una distancia. La formacion de fibras de actina, €l cual es un importante componente en €l
cambio de forma es un proceso complejo que requiere energia que depende en nucleacion,
polimerizacion, enrollamiento de hélice y filamento empagquetado.

En plaguetas en reposo, predominan los finos filamentos de actina (60%), pero con
activacion, ocurre la polimerizacién de la actina'y 1os monémeros de actina disminuyen de
un 20 a 40 % del total. Los filamentos de actina en plaquetas en reposo son relativamente
estables por que sus extremos (los extremos desde |os cual es pueden aumentar adicionando
monomeros de actina) y son coronados con la proteina Cap Z.

El paso inicial en el cambio de forma es la activacion de gelosing, cual entonces ambos
existen cortando filamentos de actina y cubre € recién creado extremo barbado. Esto
aumenta el nimero de filamentos de actina unas 10 veces y substituye gelosina por Cap Z
como la proteina coronada (16).

Varios filamentos de actina que interactla con la enrgjada planar de proteinas de unién-
actina (filamina-1), GPIb y espectrina en la membrana del citoesqueleto, liberan la
restriccion en la red de espectrina. Esto permite la membrana del esqueleto para hincharse
(pero no produce filopodia) por incorporacion hacia la membrana plasmética las
membranas del sistema canalicular abierto, y después las membranas de los granulos que

liberan su contenido.

Los filamentos no coronados de actina parece estar acompafiado por la activacion de
gelosina por fosfoinositoides (ppls) que son producidos durante la activacion plaquetaria,
incluyendo fosfatidilinositol 3,4 bhifosfato (P13,4P2), PI4,5P2 y PI3,4,5P3 (16). Los
filamentos no coronados de actina actian como nucleo sobre el cua |os mondmeros de
actina (los cuales son sostenidos en una disponibilidad pool por asociacién con timosina-
B4) pueden ensamblarse. La profilina acelera la polimerizacion de actina para facilitar la
transferencia de actina desde el complejo actinatimosina-f4 a los extremos de los
filamentos de actina. Otras proteinas que han sido implicadas en la organizacion de pasos
de lafilopodia, donde la actina es empaguetada a la membrana plasmatica son la GTPasa
Cdc 42, la proteina de intercambio WASP (la cual es anormal en el sindrome de Wiskott-
Aldrich), vinculing, VASP, zixina y profilina. Cuando se forma filopodia, los granulos
plaquetarios y organelos se mueven para el centro, rodeado por microttbulos enrollados,
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resultando un incremento de densidad electrénica. La activacion de miosina via
fosforilacion de miosina cinasa cadena de ligera contribuye en la fuerza contréctil interior

por su interaccion con fibras de actina.

VIII.5 EL CITOESQUELETO EN LA ACTIVACION PLAQUETARIA

Las plaguetas en reposo tienen una forma discoide y una superficie que se asemeja algo a

los pliegues del cerebro, con numerosas invaginaciones hacia el sistema canalicular
membranal. El citoesqueleto de plaguetas en reposo consiste en la membrana del esquel eto,
el cua esta situado justo debajo de la membrana, y una red de filamentos de actina
citoplasmatica, la cual también contiene, a-actina, tropomiosina, vinculina y caldesmon.
Durante la activacion plaquetaria, € citoesqueleto se reorganiza y € sistema canalicular
llega a ser parte de la superficie plaguetaria en expansion. Esta activacion induce cambios
en la forma de la célula resultando en una plagueta que esta cubierta con protuberancias
espinosas 0 pseudopodia. EI cambio de forma plagquetario precede a la agregacion, y es
descrito como un incremento inicial en turbiedad antes de la agregacion.

Mucho del cambio de forma plaquetario puede ser atribuido a cambios en la polimerizacién
de la actina en € citoesqueleto. Con la activacion plaquetaria, la miosina fosforilada unida
a citoesgueleto, se convierten en una masa electron-denso de filamentos empaguetados.
No es completamente claro como la activacion plaguetaria resulta en cambios en la
organizacion citoesqueletal. Los agonistas plaguetarios causan incrementos en la
concentracion de calcio intracelular, lo cua afecta a citoesqueleto. Varias proteinas de
unién a actina son reguladas por cambios en la concentracion de calcio, por gemplo, la
gelosina es una proteina de unién a actina que, sobre la unién a calcio, separa filamentos de
acting, lo cual se piensa es importante para la reorganizacion membranal (367), y podria
contribuir alos cambios draméticos en |la membrana que son observados cuando la plaqueta
cambia de forma. Las plaguetas contienen calpainas, las cuales son dependientes de calcio,
proteasas neutrales compuestas de 2 subunidades que preferentemente adhieren proteinas
citoesquel etales, en particular proteinas de unién a actina (filamina-1) y talina, y al dominio
citoplasmatico de GPllla y a un nimero de moléculas involucradas en sefializacion,
incluyendo cinasas y fosfatasas. Ha sido propuesto que las calpainas estén involucradas en
la reorganizacion del citoesgueleto en activacion plaquetaria y quizés unirse a ligando

GPIIb / llla. Las capainas también han sido implicadas en la propagacion de plaguetas,

70



formacion de microparticulas y en la generacion de actividad coagulante plaguetaria.
Ademas, el calcio activa calpaina, lo cual puede afectar la polimerizacion de actina por la
adhesion de la proteina de union a actina (ABP), talinay espectrina. Asi, calpainay ta vez
gelsolina, podrian actuar para despolimerizar e esqueleto membranal plaguetario
subcortical asi que pueda ser reorganizado en filamentos de actina citoplasmatico, o fibras
en tension, através de lo largo de la plaqueta. Estos filamentos estan sujetos por adhesiones
focales, los cuales son reunidos alrededor de integrinas sobre ligandos de union.

Ademés de cambios estructurales dramaticos, la polimerizacion de la actina  en €
citoesqueleto juega un importante papel en la sefializacion y activacion plaquetaria para
proveer un andamio que localiza moléculas de sefidizacion. Varias proteinas que llegan a
ser activadas seguido del tratamiento con agonistas de plaquetas reubican la fraccion
citoesqueletal. Estas proteinas no incluyen al receptor tirosina cinasas Src (368,369), Yes
(370) y Syk (371), moléculas de sefializacion importantes tales como la fosfatidilinositol
3-cinasa; € rassemegante a proteina de union-GTP la CDC42Hs ; proteinas
citoesqueletales tales como la espectrina, talina y vinculing; y otras distintas no
identificadas proteinas fosforiladas de tirosina (370). Para muchas de estas proteinas la
activacion o fosforilacion en tirosina es necesaria para su reubicacion a la fraccion
citoesqueletal (369). Esta reubicacion también requiere la polimerizacion de actinay de la
agregacion plaquetaria (368, 372) y no ocurre en plaguetas de pacientes con trombastenia
de Glanzmann, la cual implica que la integrina al1bB3 es necesaria para el ensamblaje de
estos complejos de sefializacion / citoesguel etico (369).

Esta claro que @ menos una porcion de la integrina allbB3 es funciona y estad
estructuralmente unida a citoesqueleto. La allbB3 activada se vuelve parte de la fraccion
del citoesgueleto después de la activacion plagquetaria. La asociacién al citoesqueleto de la
allbB3 no requiere agregacion de plaquetas, solo la activacion de la allbB3. No solo la
allbp3 afecta a ensamblgje citoesqueletal, pero la activacion del  allbp3 parece no
requerir al citoesqueleto porque la preincubacion de plaquetas con citochalasinas, |o cual
depolimeriza filamentos de actina citoplasméticos, parciamente inhibe la activacion
inducida por agonistas de la integrina alIbp3. De esta manera, es dificil separar y ordenar
los eventos que conducen a la polimerizacion de actina, porque todos |os eventos ocurren
rapidamente y parecen estar interrelacionados y contribuyen el uno al otro. El citoesguel eto

afecta la habilidad de la integrina para unirse a su ligando, y es en cambio organizado por
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la sefializacion dependiente de integrina. El citoesqueleto también juega un papel en la
retraccion del coagulo.

La formacion de adhesion focal y la organizacion de filamentos de actina hacia fibras en
tensién ocurren no solo durante la agregacion plaquetaria y la activacion de allbp3. Las
adhesiones focales estan también organizadas por las otras integrinas a2f1, o581, a6ply
avp3, cuando las plaguetas se adhieren a las proteinas de la matriz extracelular apropiadas

gue son ligandos para esas integrinas.

VII1.6 FORMACION DEL COAGULO

Laformacion del coagulo es la consecuencia fisiol 6gicamente normal mas importante de la

hemdstasis primaria. Las plaguetas son necesarias para la formacion del coagulo; se
adhieren al sitio de lesion, secretan factores que promueven la actividad local plaquetaria, y
para formar un tapén plaquetario. Ademas, las plaguetas contribuyen a la formacion del
coagulo para aumentar la formacion de fibrina e inmovilizarlo en su superficie.

Lafibrina esformadade fibrindgeno soluble por trombina paraliberar fibrinopéptidos A
y B. Estos péptidos estan unidos desde el extremo amino-termina de la cadena Aa y la
cadena Bp, respectivamente. El fibrinopéptido B es liberado en una velocidad més lenta
que € fibrinopéptido A (373). La fibrina polimeriza espontaneamente para formar un gel
insoluble o coagulo de fibrina. Las plaquetas se unen a fibrindgeno soluble y fibrina
insoluble a través de su receptor integrina allbB3, y en este camino ayudar a centrar e
inmovilizar el coagulo de fibrina.

Las plaguetas mejoran la formacion de fibrina por desarrollo de una superficie catalitica
por el ensamblaje de enzimas procoagulantes que convierten la protrombina a trombina
activa. Las plaguetas se vuelven cataliticas para estas enzimas procoagulantes por
exposicion de fosfolipidos anionicos, més importantemente la fosfatidilserina (PS), en la
superficie plaquetaria después de la activacion plaquetaria. Uno de los mas potentes y
fisiol6gicamente importantes agonistas plaquetarios por exposicion a PS sobre la superficie
plaquetaria es el colageno. Como es que la exposicion lipidica anionica actualmente ocurre
es poco clara, pero puede involucrar la inhibicion de un aminofosfolipido translocasa que
normalmente sirve para mantener fosfolipidos distribuidos asimétricamente en la

membrana plaquetaria. Después de la exposicion de PS, se cree que la translocasa
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gradualmente regresa la PS a su sitio original sobre la cara interior de la membrana
plasmética en un proceso dependiente de ATP.

Sobre exposicion de PS sobre la superficie plaguetaria, aumenta la activacion del factor X
por factores IXay Vllla El complgo protrombinasa de Xay Va en plaguetas entonces
convierte la protrombina a trombina asi que la trombina puede convertir a fibrindgeno a
fibrina para estabilizar el tapdn hemostético. Los factores 1 Xa, X y la protrombina se unen a
plaguetas via formacion de puentes de Ca?* entre residuos de &cido y-carboxiglutamico
dentro de estos factores y los fosfolipidos cargados negativamente.

La reunién de enzimas procoagul antes ha sido también propuesta que existe en la superficie
de microparticulas, las cuales se originan de la membrana plasmética después de la
activacion plaquetaria. Estas particulas contienen glicoproteinas transmembranales
plaguetarias tales como la allbp3, GPIb y proteinas del esqueleto membranal plaquetario,
asi como PS expuesto. La PS parece que permanece expuesta, posiblemente por causa de
una carencia de ATP y por lo tanto carece de la funcion translocase en estas
microparticulas. Sin embargo, la contribucién de esas microparticulas plaguetarias a la
activacion de la trombina es controversial debido a que la mayoria de la actividad

procoagul ante es actual mente causada por la presencia de algunas plaquetas intactas.

VIII.7RETRACCION DEL COAGULO

Cuando inicia la coagulacion en el tubo de ensayo, la malla de fibrina se extiende a lo

largo, atrapando virtualmente todo €l suero en un estado como de gel. Si |as plagquetas estan
presentes, dentro de minutos a horas, la retraccion del coagulo, expulsa una buena fraccién
del suero . Este proceso se piensaimita el fendmeno in vivo que resulta en la consolidacion
del trombo y quizas aumentar la curacién de la herida.

L as plaguetas son responsables por la generacion de la fuerza necesaria para la retraccion
del coagulo de fibrina, e cua contribuye a la curacion de la herida. La retracciéon del
coagulo requiere un citoesqueleto plagquetario intacto, € cual provee el aparato contréactil
fisico. Los mecanismos propuestos incluyen el movimiento de plaguetas por filopodiaalo
largo de las fibras de fibrina, arrastra fibras de fibrina por filopodia e internalizacion del
esgueleto membranal . La contraccion probablemente involucra un aparato citoesqueletal
celular similar a que se encuentra en células de musculo liso, incluyendo a los filamentos
de actina y miosina para generar fuerza. La GPIIb / llla plaguetaria es requerida para la

73



retraccion del coagulo, como es demostrado por estudios en pacientes con Glanzmann y en
estudios de plaguetas normales en presencia de agentes gue bloquean a receptor GPIIb /
[1la. Laintegrina ol Ibp3 es también necesaria como la molécula que sujeta la plagueta a la
fibrina. Si la allbB3 es bloqueada por anticuerpos o péptidos solubles que compiten por la
union de la allbp3 a fibrina, entonces la retraccion del coagulo es inhibido (375).
Interesantemente, la interaccion de la allbp3 con fibrina durante la retraccion del coagulo
difiere de la interaccion con fibrinbgeno durante la agregacion. Esta diferencia no es
causada por pérdida de fibrinopéptidos A y B del fibrinégeno pues la fibrina retiene a las
dos integrinas conocidas unidas a sitios localizados en fibrindgeno. Cuando uno de los
sitios, e péptido AGDV localizado en la cadenay del fibrinbgeno, es eliminado, la
agregacion plaguetaria es perturbada, mientras que la retraccion del coagulo ocurre
normalmente. Esto sugiere que la agregacion plaguetaria es mediada por la union de la
allbp3 ala cadenay, mientras que la retraccion del coagulo es mediado por la unién de la
allbp3 ala secuencia peptidica RGD localizada en la cadena-y del fibrindgeno.

La fibrindlisis del coagulo ocurre por la accion de plasmina, la cua es iniciada por €l
activador plasminogeno de tejido (TPA). Los coagulos que son ricos en plaguetas son méas
resistentes a la fibrindlisis, posiblemente debido a la liberacidn del inhibidor del activador
del plasmindgeno (PAI-1). Ademés, la red densa de fibrina que se une a la superficie
plaquetaria es mas resistente a la fibrindlisis de lo que es la fibrina no unida a una
superficie plaguetaria. Esta es mediada por el receptor de la integrina alIbp3 debido a que
la fibrina desacoplada de allbf3 hace a la fibrina mas susceptible a lisis. De esta manera,
los codgulos formados recientemente, los cuales son ricos en plaquetas, son menos

susceptibles afibrindlisis de lo que son los coadgulos mas vig os.
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IX. TECNICASDE LABORATORIO PARA LA EVALUACION PLAQUETARIA

Se han desarrollado numerosos métodos para valorar la funcién in vivo de las plaquetas asi

como las reacciones especificas de las mismas in vitro.

La disponibilidad de estas pruebas no ha tenido solamente un valor excepciona en la
investigacion de lafisiologiay bioquimica de |as plaquetas, si no que también ha permitido
la demostracion y caracterizacion de las anomalias de la funcion plaquetaria en pacientes

con trastornos hemorrégicos.

Algunas pruebas de funcion plaquetaria hoy muy usadas en la evaluacion de pacientes con
dichas anomalias se describen més adelante, pero debemos sefialar que debido a la gran
tendencia de las plaguetas a reaccionar con superficies extrafas, la interpretacion de los
resultados de pruebas in vitro de la funcion plaquetaria est4 sujeta a errores potenciales a

menos que:

Se cuente con la razonable seguridad de que el paciente en estudio no ha tomado drogas

que influyen probablemente en las mediciones in vitro y/o in vivo de lafuncién plaquetaria

Entre esas drogas |la mas importante es e acido acetilsalicilico (ASA), cuyo efecto en €
tiempo de sangriay sobre la agregacion in vitro de las plaquetas  puede ser detectable hasta
7 dias después de ingerir una sola tableta de 0.3g.

Lamentablemente se cuenta con muy pocos 0 ningun dato sobre la alteracion de las
mediciones in vitro de lafuncion plaguetaria después de laadministracion in vivo de gran
numero de drogas que interfieren en estas mediciones cuando se agregan a las plaguetas in
vitro por ello es necesario obtener buenos antecedentes de drogas en todos |os pacientes a
estudiar y tratar por todos los medios de que el paciente suspenda cualquier medicacion no
esencial 48 horas antes del estudio.(159,78,384)
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[X.1 RECUENTO DE PLAQUETAS

FUNDAMENTO:
Se destruyen los eritrocitos con una solucion de oxalato de amonio a 1.0 % y se hace
cuenta directa de plaguetas con el microscopio de contraste de fases en una camara de

Neubauer de fondo plano.

MATERIALES:

Liquido de dilucion:

Se utiliza oxalato de amonio a 1% (1 g de oxalato de amonio en 100ml de agua destilada).
Se filtra'y se conserva en el refrigerador a 4°C. Se vuelve a filtrar con frecuencia, y se

desecha en cuanto aparece turbidez.

METODO:

1. - Con una pipeta de globulos blancos, se aspira liquido de dilucion hasta la sefid de 0,5
luego, bien sea con sangre capilar que procede de una puncién del flujo libre o bien sea con
sangre venosa recogida sobre Sequestrene (EDTA), se aspira sangre hasta la sefia de 1.
Finalmente se aspiraliquido de dilucién hasta la sefial 11.

La sangre venosa recogida por puncion venosa limpia sobre EDTA resulta preferible a la
capilar, pues en € Ultimo caso es inevitable que se pierdan algunas plaguetas que se
adhieren a los labios de la herida, y pueden obtenerse cifras bajas. No se recomienda la
técnica del tubo, pues la superficie de vidrio en contacto con la sangre, relativamente
grande, también puede producir valores bajos fal sos.

2. - Se mezcla inmediatamente durante 20 a 30 seg. a mano y se pone sobre el agitador
mecanico durante 2 6 3 minutos. Luego se llenan los dos lados de la camara de Neubauer y
se dgja sedimentar durante 20 minutos en una cagja de Petri cuyo fondo esta ocupado por un
disco himedo de papel filtro. La preparacion no debe dejarse mucho tiempo en la pipeta
antes de llevarse alacamara de recuento.

3. - Se cuentan las mismas superficies que para globulos rojos, y se toma el promedio de
ambas cuadriculas. Las plaguetas se presentan como pequefios cuerpos de gran indice de
refraccion. También se pueden contarse |os gldbulos blancos, pues €l liquido de dilucion no
los afecta
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CALCULO:
Es igual que para la cuenta de globulos rojos, pero € factor de dilucién es de 20 (no de
200). Por lo tanto, €l nimero de plaguetas contado se multiplica por 1000 para dar la cifra

por mm? de sangre.

VALORESNORMALES:
Valores normales de 150 000 a 500 000plaquetas/mm?®,

X 1.1 METODO DE CONTRASTE DE FASE

El liquido de dilucidn es oxalato de amonio.

1. - Con e menor traumatismo posible, se aspiran 2 ml de sangre en una jeringa tratada
con silicdn, empleando una aguja de calibre 20.

2. - Lasangre se puede pasar a un tubo tratado con silicon, o se puede aspirar directamente
a una pipeta de globul os rojos hasta la sefial de 1.

3. —Semezcla como antes.

4. - Se llena la camara de recuento que se deja en una caja de Petri en una atmosfera
humeda.

5.- Se observa con condensador de contraste de fase y el objetivo correspondiente. Las

plaquetas se presentan como objetos redondos u ovalados, de color rosado, plrpura o

incluso también negro.

6. - El recuento se apega a las técnicas mencionadas para globulos rojos, pero € factor de

dilucion es 100, y el nimero de plaguetas observadas se multiplican por 5 000.
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[X.12 RECUENTO INDIRECTO DE PLAQUETAS:

1.- Se prepara un buen frotis con sangre venosa recién obtenida, recogida sobre Sequestrene
0 a partir de una puncidn cutanea con sangrado abundante. Se seca a aire y se tifie con
colorante Wright o de Leishman.

2.-Con objetivo de inmersion en aceite, se cuenta el nUmero de plaquetas por cada 1 000
glébulos rojos.

3.- Sellevaacabo un recuento de eritrocitos tan exacto como sea posible.

4.- Calculo: si e nimero de plaguetas por cada 1 000 gldbulos rojos es P, setiene

CALCULO:

Plaquetassmm?®= _P X glébulos rojos/mm?
1 000

P = No. De plaquetas.

NOTA:

Un recuento de plaquetas bajo o dudoso por e método indirecto se debe verificar
cuidadosamente por recuento directo. Cualquier trombocitopenia. Obtenida por cualquier
método, debe confirmarse antes de reportarse. Como método de eleccion, no se recomienda

latécnicaindirecta.
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[X.2 TIEMPO DE SANGRADO DE IVY CON EL SIMPLATE

FUNDAMENTO:

El tiempo de sangrado es el necesario para que deje de sangrar una herida estandarizada en
la piel. Es una medida de la funcién plaguetaria e independiente del mecanismo de la
coagulacion, aungue en €l caso de alteracién grave de la coagulacion € tiempo de sangrado

puede estar prolongado.

MATERIALES:

1.-Simplate.

2.-Esfingomanometro.

3.-Cronometro

4.-Discos de papel filtro (Whatman n°.1)
5.-Torunda de a cohol.

6.-Adhesivo de mariposa.

METODO:

1.- Selimpia la superficie anterior del antebrazo con la torunda de alcohol y se deja secar.
Se elige una zona donde no existan venas ni vasos sanguineos evidentes.

2.- Se coloca el esfingomanometro en el brazo y se insufla hasta 40 mm HG, manteniendo
esta presion durante todo €l procedimiento.

3.- Se hace girar el boton blanco en laen la parte lateral del Simplate.

4.-Se sittia el Simplate en el punto elegido y se le sujeta firmemente; se deprime el gatillo
rojo y, simultaneamente se pone en marcha el cronémetro.

5.-A intervalos de 30 seg., se enjuaga € flujo de sangre con e borde del papel filtro, sin
tocar

los bordes de laincision.

6.-Se anota e momento en que € papel de filtro ya no se tifie de sangre. Se retira €
esfingomanometro.

7.-Se limpia el brazo con unatorunda, se secay se aplica un adhesivo de mariposa.
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INTERPRETACION:
Dado que la aspirina puede prolongar el tiempo de sangrado, conviene instruir a los
pacientes para no tomarla desde una semana antes de la prueba. Cada laboratorio debe

establecer sus propios intervalos de valores. Los normales oscilan entre 2-7 min.

IX.3 RETRACCION DE COAGULO

FUNDAMENTO:
Cuando se deja coagular en forma esponténea la sangre total se obtiene una masa solida con
todos los componentes sanguineos, con el tiempo esta masa se contrae y exuda suero, por la

funcion contractil de las plaquetas sobre lared de fibrina.

METODO:

a) Se coloca en un tubo de centrifuga graduado 2 ml de sangre a temperatura de 37 °C.
Introducir inmediatamente un espiral de alambre de cobre.

b) A la hora se retira el coagulo y se mide e volumen de suero remanente. Referir este

volumen a porcentgje y hacer el promedio de |os tubos.

Vaores normales; 40 % o0 més.

|X.4 ADHESIVIDAD PLAQUETARIA: METODO <<IN VIVO>>.

FUNDAMENTO:
Cuando se corta un vaso, se produce casi de inmediato una adhesion de plaguetas en la sede
lesionada. EI método in vivo se basa en la determinacion de la diferencia entre € recuento

de plaguetas en la sangre venosay el mismo en unaincision cutanea normalizada.
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MATERIALES:

1.- Lanceta

2.- Camara de Neubauer

3.- Microscopio de contraste de fases

4.- Pipeta de dilucion para plaguetas

METODO:

1.-Se efectlia una incisién cutédnea normalizada igua que para la determinacion del tiempo
de sangrado.

2.- No seimpide €l flujo de sangre, sino que, a contrario, se degja que se acumule hasta que
la gota sea lo bastante grande como para llenar una pipeta de dilucion para el recuento de
plaquetas. Esto requiere de 40 a 50 seg. a partir del momento de laincision.

3.-Transcurrido 1 min. se llena otra pipeta para recuento de plaquetas, y se repite esto cada
minuto, hasta el cese del sangrado. Se ha de poner atencidn en no alterar laincision, y secar
la sangre excedente con papel filtro en caso necesario.

4.- Se determina el recuento de plaquetas de una muestra de sangre venosa extraida en
anticoagulante EDTA.

5.- Se calcula el porcentaje de adhesividad

recuento de plaquetas en sangr e venosa — recuento de plaquetas en la ultima pipeta capilar x 100

recuento de plaquetas en sangre venosa

6.- Resulta Util llevar un grafico aritmético simple los recuentos plaquetarios seriados frente

alos tiempos.

81



IX.5 TECNICA DE ADHESIVIDAD DE SALZMAN.

FUNDAMENTO:
Tiene su base en la valoracion del nimero de plaquetas que se adhieren a una columna de
bolitas de vidrio cuando a través de la misma se hace pasar sangre de del paciente

expulsada por una succién negativa.

Tanto esta técnica como la de Hellem, deberian denominarse técnicas de retencion de
plaguetas, que de adhesividad trombocitaria, pues en ellas se valora de cierta manera tanto
la adhesividad de las plaquetas a vidrio como la subsiguiente agregacion de los
trombocitos entre si.

METODO:

1.-En un tubo de polivinilo de 3mm de diametro interior y de 13,5 cm. de longitud se
rellena con 1,5 g de bolitas de vidrio de 0,5 mm de didametro. En cada extremo del tubo se
coloca un filtro de nailon. El tubo de polivinilo se conecta por un lado con una aguja
siliconada, con la que se realiza la puncion venosa del paciente, y por el otro lado con un
tubo de plastico o vidrio siliconado en el que se ha hecho un vacio (presion negativa de 550
mm de Hg) y que contiene como anticoagulante EDTA disddico 7mg.

2.- Por la fuerza de succion gque el vacio hace se consigue que la sangre del paciente pase a
través del tubo y se vierta en el frasco que contiene el anticoagulante. El volumen de sangre
obtenido debe ser de 7 ml., y el tiempo empleado es de 40 a 50 seg.

3.- Durante el tiempo que dura la recoleccion de la muestra conviene agitar € tubo receptor
continua pero suavemente.

4.- Paralelamente a las anteriores se obtiene una muestra de sangre del mismo paciente,
pero sin que haya estado en contacto con las bolitas de vidrio.

5.- Seguidamente se recuentan las plaguetas en ambas muestras y se calcula € porcentaje
de trombocitos adheridos a la bolita de vidrio.

6.-Vaores normales, se adhieren entre un 30 y 50 % de plaguetas que pasan a través del

tubo de polivinilo.
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NOTA:

La prueba parece muy Util para €l diagnostico de la hipoadhesividad trombocitaria que se
observa en laenfermedad de Von Willebrand.

Como desventgja con respecto a las otras pruebas presenta la dificultad de estandarizar €l
flujo de la sangre a través de la columna de vidrio, debido a ello fundamentalmente a que

no es facil conseguir idénticas condiciones de vacio en todos | os frascos empleados.

|X.6 ADHESIVIDAD AL VIDRIO. TECNICA DE BREDDIN.

FUNDAMENTO:

Las plaguetas cuando se dejan en contacto con una superficie de vidrio siliconada se
adhieren ala misma. El nUmero de plaquetas retenidas es proporcional a su capacidad de

adhesion.

METODO:

1.- Se obtienen 9 ml de sangre venosay se vierten rgpidamente en un tubo de pléastico que
contiene 1 ml de citrato sodico al 3,8%.

2.- Se dga sedimentar espontaneamente la muestra durante una hora a temperatura
ambiente.

3.- El sobrenadante se transfiere a un tubo de plastico.

4.- Se recuentan las plaguetas, utilizando como cifra definitiva la media de al menos tres
recuentos.

5.- Seguidamente, con este plasma problema se llena una camara de recuentos de Birker,
que previamente ha sido cuidadosamente siliconada.

6.- Se dgja diez minutos a temperatura ambiente.

7.- A continuacion se quita el cubreobjetosy la camara se lava diez veces con una solucion
formada por nueve partes de solucion salina isoténica y una parte de citrato de sodio al
3,8%.

8.- La camara se coloca a continuacién en una cubeta de tincién y se fija durante 5 minutos
con formaldehido al 40%.
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9.-Finalmente, se lava con agua destilada.

10.- Terminadas todas estas operaciones se cuenta € numero de plaquetas que han
permanecido adheridas en 1 mmZ®.de lacamara

11.- Cédculo del indice de adhesividad:

I.A=__numer o de trombocitos adheridos por mm2 X 100

numer o de trombocitos por mm3 en el plasma

12.- Vaores normales. Los indices de adhesividad se encuentran comprendidos entre 0,7 y
14.

|X.7 TECNICA DE ADHESIVIDAD DE Hellem (Hellem I1)

FUNDAMENTO:
El método que aqui se describe, en lugar de hacer pasar la muestra de sangre através de la
columna de vidrio impulsada por una presion negativa, se leva a cabo impulsandola con un

motor que gjerce presion positiva.

METODO:

1.- Se extrae lamuestra de sangre utilizando unajeringuilla de pléstico. Se extraen 5,5 ml.
2.- Lamuestra se impulsa a través de un tubo de pléstico de 3 mm de diametro que contiene
1,3 g debolitas de vidrio de 0,3-0,4 mm.

3.- Se hace pasar 3.6 ml de la muestra de sangre por la columna de vidrio, a una velocidad
de 9,2 seg/ml. La muestra se recoge en un tubo de vidrio que contiene aproximadamente
0,4 ml de EDTA 0,077 M.

4.- Seguidamente se desconecta la jeringa del filtro de vidrio y se vierten 0,9 ml de la
sangre problema en un tubo de vidrio que contiene 19 ml de una solucion de citrato sddico
0,11M.

84



5.- 1Iml de la muestra de sangre obtenida en el aparato después de parar por la columna de
vidrio, se pipetea en un tubo que 19ml de la solucion de citrato sodico.

6.- Se hace € recuento de plaguetas en ambas diluciones de |a sangre problema, antes y
después de pasar por la columna de vidrio y se calcula €l tanto porciento de plaquetas
adheridas.

7.- Laproporcion de plaguetas adheridas con este método es de 74,8% (SD=12,8).

El método parece muy adecuado para valorar estados de adhesividad trombocitaria
disminuida, también puede ser utilizada para valorar estados de hiperfuncién trombocitaria,
en cuyo caso conviene reducir la cantidad de sangre que hay que hacer pasar a través de la
columna de vidrio. En efecto, el porcentgje de plaquetas adheridas, cuando en idénticas
condiciones experimentales a las anteriores referidas se hace pasar solamente 1 ml de
sangre problema, es aproximadamente de 40-50 %, lo cual se dgja un margen mayor para

valorar estados de hiperadhesividad trombocitaria.

+ TECNICA DE ADHESIVIDAD DE PROST.

FUNDAMENTO:

Al igual que las técnicas anteriores, en esta modalidad técnica se valora la adhesividad de
las plaguetas a las bolas de vidrio, pero en lugar de utilizar sangre nativa, como en los
métodos de Salzman y Hellem, se utiliza plasma anticoagulado con citrato sddico.

Para la valoracion de la adhesividad se utiliza un aparato de vidrio en e que se introduce

una cantidad fija de bolitas de vidrio de 2mm de didmetro.

METODO:

1.- Antes de comenzar la prueba, €l aparato se introduce en una estufa para calentarlo a
37°C. Seguidamente se llena con agua que asi mismo debe estar a 37°C para de esta forma
realizar |as operaciones a la antedicha temperatura.

2.- Lamuestra de sangre del paciente se recoge sobre material siliconado, utilizando como
anticoagulante un volumen de citrato sodico a 3,8%. Una vez extraida la muestra se deja
reposar de 2 a4 horas atemperatura ambiente y €l sobrenadante es €l que se utiliza parala

realizacion de la prueba.
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3.- En el sobrenadante se realiza un recuento de plaquetas, cifra que se utiliza como nimero
de plaguetas inicial.

4.-Seguidamente, 2,5 ml de este plasma se hacen pasar varias veces por la columna de
vidrio, primero dgjando que € plasma descienda por la gravedad, y en Ultima instancia
realizando un pequefio impulso con una pera de goma.

5.- Las plaguetas se recuentan de nuevo después del 4° y 9° pase.

6.-Cada pase a través de la columna de bolitas de vidrio debe durar aproximadamente 30
seg. y larealizacion total de la prueba alrededor de 7 min.

7.- Valores normales. Después del 4° pase quedan aproximadamente retenidas el 40 o 50%
de las plaguetas. Después del 9° pase la proporcion de plaquetas adheridas es del 70%

aprox.

NOTA:

En caso de enfermedad de Von Willebrand, la proporcion de plaquetas adheridas después
del 9° pase suele ser inferior al 10%.

Al vaorar la adhesividad de las plaguetas con plasma, parece que se introducen mayores
posibilidades de error técnico que cuando se utiliza la sangre total recién extraida, pero en
cambio se tiene la ventgja de su més fécil manegjabilidad en el laboratorio, y € no requerir
la presencia del paciente en el momento de realizar la prueba. Igualmente parece que esta
técnica es Util paralavaloracion de los estados de hiperadhesividad trombocitaria, teniendo
en cuenta Unicamente que en esta circunstancia los recuentos de plaguetas deben realizarse
del 4° pase, afin de dar mayor margen de sensibilidad a la prueba para la valoracion de la

hiperfuncién trombocitaria.

|X.9 TECNICA DE ADHESIVIDAD AL COLAGENO DE SPAET.

FUNDAMENTO:

Para que se lleve a cabo con normalidad €l proceso de agregacion de las plaquetas se
requiere la presencia de iones calcio. En cambio, éstos no son necesarios para la normal
adhesividad trombocitaria al tejido colageno.

Por ello, se sigue la técnica sistematica llevada a cabo en la valoracion de la agregacion
trombocitaria, pero utilizando un plasma desprovisto de iones calcio, Unicamente tendra
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lugar la adhesion de plaquetas a las fibras de coléageno, sin que posteriormente sobre las
plaguetas adheridas se agreguen otras nuevas.

Por ello la caida de la densidad éptica observada cuanto se sigue la técnica anteriormente
descrita es debida a la adhesién plaquetaria a las fibras de colageno, y en cierta manera

dichavariacion de la densidad es proporcional a nimero de plaquetas adheridas.

METODO:

1.- Se prepara una solucion de coladgeno diluyendo el liofilizado del mismo con écido
acético 0.1 N. Dicha solucion madre diluida a 1/40 debe dar en el espectrofotdbmetro una
densidad éptica de 0,15 medida a 625mp. Como blanco se utiliza agua destilada.

2.- La muestra de sangre se extrae con EDTA a 10%, en la proporcion de 1mide
anticoagulante y 9 ml de sangre. Seguidamente se centrifuga a 900r.p.m. durante 15 min.
quedando el sobrenadante en disposicion de uso.

3.- En e momento de readlizar la prueba se calibra el agregémetro introduciendo una cubeta
del mismo 1 ml de plasma del paciente rico en plaguetas. La aguja del galvanémetro se
lleva a 65 unidades de densidad éptica, afadiéndose en este momento 0,05 ml de la
suspension concentrada de colégeno. Seguidamente se observa una caida de la densidad
Optica hasta que se produce una meseta estable. Con este plasma rico en plaguetas mas €l
colageno ya estabilizado se lleva la aguja del galvandémetro a 0, y con el plasma rico en
plaguetas a 65 unidades.

4.- En e momento de realizar |a prueba se afiaden 0,05 ml de la suspensiéon de colageno
diluida a1l ml de plasma del paciente rico en plaguetas y se valora la caida de la densidad
Optica, tras agitacion continua de la muestra en el agregémetro.

Si las plaguetas se adhieren alas fibras de colageno se produce una disminucién en la
densidad dptica que en cierta manera es proporcional a nimero de trombocitos adheridos.
Los cambios pueden seguirse bien si e aparato esta provisto de un sistema de registro
automético.

Aunque la prueba es dificil de estandarizar paralavaloracion cuantitativa de la adhesividad
plaquetaria, Sl que parece Util parala determinacion cuaitativa de la capacidad de adhesion

in vitro de las plaquetas al tejido colageno.
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[X.10 AGREGACION PLAQUETARIA

FUNDAMENTO:

La agregacion puede inducirse afiadiendo agentes agregantes al plasma rico en plaquetas,
gue se mantiene agitado continuamente. A medida que las plaguetas se agregan, el plasma
se va aclarando progresivamente. Se utiliza un sistema éptico para detectar el cambio de
transmision luminosa, en tanto que un registrador representa gréficamente las variaciones

que experimenta dicha transmision desde la basal .

MATERIALES:

1.- Agregbmetro y registrador, cubetas y barritas de agitacion magnética.
2.- Tubos de centrifuga de pléastico graduados.

3.-Pipetas.

REACTIVOS:

1.- Citrato de sodio 3.2% (0.109M).

2.-Adenosin 5 difosfato sodico.

a. Solucién stock: 10.2mg en 100ml de salino (2 x 10 ™M). Se congela en alicuotas de 1 ml
b. Solucion de trabajo. Diluir la solucion a 1:10 en salino. Cuando se afiaden 20ul a 0.5 mi
de PRP, la concentracion fina es de 0,4ug/ml o 0.8uM. Para obtener una respuesta
bifésica, puede ser necesario utilizar otras concentraciones.

3.- Colégeno: reactivo soluble de colageno. Se reconstituye con 1 ml. De agua destilada.
Cuando se utilizan 50pl., la concentracion final es de 0.8ul/ml.

4.- Hidrocloruro de adrenalina a 1:1000 (inyeccién de epinefrina USP.)

a. Solucién de trabajo: se diluye a 1:10 con salino. Cuando se afiaden 20u a 0,5ml de PRP,
la concentracion final es de 4ug/ml. Puede ser necesario practicar otras diluciones o
emplear concentraciones mayores.

5.-Trombina (humana).

a. Solucion stock: 50 unidades de trombina. Se reconstituye el vial con 1ml de salino.

b. Solucion de trabajo: Se diluye 0,1ml de stock con 0,56ml de salino. Puede utilizarse otra
dilucion a 1:2. Cuando se utilizan 20 ml en la prueba, las concentraciones finales son de

0,3 unidades y 0,15 unidades/ml, respectivamente.
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6.-Ristocetina. Diluir hasta 10mg/ml en salino. Cuando se afiaden 50ml en la prueba, la

concentracion es de 1 mg/mil.

METODO:

1.-Se extraen 20 ml de sangre con jeringa de pléstico y aguja de calibre 20 en 1 ml de
citrato de sodio. Se centrifuga 30min a 150g a temperatura ambiente para obtener un
plasma rico en plaquetas (PRP). Se retira con suavidad €l plasma mediante una pipeta de
plastico. Se mantiene un tubo de plastico bien tapado atéemperatura ambiente. Se redlizala
prueba en un plazo de 2 horas. Se obtiene el plasma pobre en plaguetas (PPP) centrifugando
de nuevo a 3 000g durante 20 min. Se diluye el PPP y & PRP con partes iguales de
solucion salina para normalizar €l sistema agregdmetro. Si el plasma no presenta lipemia,
se puede sustituir é por un volumen de agua normal.

2.-Realizar la prueba con los reactivos agregantes (2, 3, 4, 5 y 6 del apartado anterior).

a. Se diluyen en una cubeta 0,25 ml de PRP con 0,25 ml de solucion salina. Se incorpora
unavarilla agitadoray se pone en el agregdmetro 2 min. hasta alcanzar los 37°C. Seregistra
un valor basico durante 1min, aproximadamente.

b. Ser afiaden 20yl de reactivo que agrega con una pipeta automatica. Hay que depositarlos
con cuidado en el centro del tubo.

c. Se registran los resultados durante 3-5 min., aproximadamente, o hasta que no se
observen més cambios.

d. Serepite & proceso con los 5 reactivos que agregan.

COMENTARIOS:

La temperatura, ph y concentracién de citrato son valores muy importantes en la
agregacion, y deben controlarse cuidadosamente. Para manejar las plaquetas se recomienda
material de vidrio recubierto con silicona o plastico.

Todos los plasmas estaran a temperatura ambiente durante cerca de 30 min. antes de
proceder a su estudio, de modo que una centrifugacion mas corta 0 mas rapida no supone

ninguna ventaja. Por ningln concepto se calentaran o refrigerarén las plaguetas.

RESULTADOS:
La epinefrinay el ADP deben producir curvas difésicas. La curva del coldgeno presenta

una fase retardada y luego una curva monofésica. También la trombina tiene una curva
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monofasica; forma con frecuencia un coagulo a la dilucion mas fuerte y suele exhibir
desagregacién ala dilucion mas débil. Las curvas normales de ristocetina son monofasicas,
y aveces bifésicas. Laaspirinay |os preparados a base a aspirina, 1os antihistaminicos, etc.,
son capaces de reducir la agregacion, en especial en la onda secundaria de las curvas

bifasicas.

[X.11 METODO DE AGREGADOS CIRCULANTESDE PLAQUETAS

FUNDAMENTO:

La presencia de grupos microscopicos de plaquetas en pequefios vasos sanguineos en
biopsias 0 autopsia se ha asociado a isquemia. Wu y Hoak han postulado que los pacientes
con lesiones vasculares oclusivas tienen mayor porcentaje de agregados circulantes de
plaguetas. Sus resultados en estudios experimentales y clinicos limitados sugieren que la
prueba propuesta puede ser Util paraidentificar pacientes con lesiones isquémicas activas o
en formacion. Latécnica es sencilla pero no se ha estudiado o suficiente para justificar una

valoracion de su eventual utilidad.

EQUIPOS:
1.- Centrifuga.
2.- Equipo contador de plaquetas, automatico o microscopio de contraste de fase.

3.-Tubos de ensayo impermeables.

REACTIVOS:

1.- Anticoagulante A: EDTA 0,0115M, formalina 1%, NaH,PO, 0,007M, NaCl 0,15M, pH
7,4.

2.- Anticoagulante B: EDTA 0,0115M, NaH,PO,0,007M, NaCl 0,15M, pH 7,4.

METODO:

1.- Setoma sangre venosa en 2 jeringas impermeables que contienen anticoagulante A y B
respectivamente. SE usa una proporcion de 1 parte de sangre por 4 partes de anticoagul ante.
2.- Las muestras se mezclan bien, se colocan en tubos de ensayo y se dgjan reposar a
temperatura ambiente durante 15 min.
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3.-Se prepara PRP en ambos tubos.

4.- Se hacen recuentos de plaquetas en ambas muestras.

INTERPRETACION:

La base |6gica de esta prueba es que cualquier grupo circulante de plaquetas es fijado por
formalina en anticoagulante A. A la inversa Wu y Hoak sostienen que los agregados se
disgregan en un tubo B. Los agregados del tubo A se centrifugan en la capa de glébulos
rojos y asi € recuento de plaquetas PRP del tubo A es menor que el del tubo B. La
proporcion de recuento de plaquetas A y B se [lama proporcion de agregados de plaquetas
(PAR). Cada laboratorio debe determinar sus propios limites normales. Si se usan
instrumentos contadores de particulas, la ventana debe recalibrarse cuidadosamente paralas
plaquetas formalizadas del tubo A. Una PAR menor de los limites normales indicaria un

evento trombovascul ar agudo.

IX.12 VALORACION DE LA AGREGACION POR LA TECNICA
FOTOCOLORIMETRICA DE BORN.

FUNDAMENTO:

Si un plasmarico en plaquetas se introduce en fotocolorimetro absorbe una cierta cantidad
de luz. Cuando las plaguetas inician |a agregacién constituyendo cimulos mayores dejan
pasar mayor cantidad de luz.

En determinadas condiciones de experimentacion parece que existe una cierta correlacion
entre la intensidad de agregacion y la densidad Optica de la suspension plasmética de
plaguetas, por |o que este Ultimo dato puede utilizarse como expresion bastante directa de la

agregacion trombocitaria.

METODO:

Existen diversos aparatos en e mercado para la valoracion de la agregacion plaguetaria.
Todos tienen un parecido fundamento de actuacion, es decir, la valoracion de los cambios
de densidad Optica del plasmarico en plaquetas cuando €l mismo se somete a una agitacion
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constante. Estas variaciones de densidad dptica pueden recogerse en un registro gréfico y
constituyen la denominada curva de agregacion.

Para estimular la agregacion ase utilizan diversos inductores, de los cuales los mas
frecuentes son el colageno, la adrenalinay el ADP. La concentracion de cada uno de estos
inductores varia segun la finalidad de la valoracion realizada, pero en la practica del
laboratorio se suelen utilizar 50 microgramos por mililitro de coldgeno, 0,5 am. /ml de
ADP y 1,25 moles de adrenalina. Todas las concentraciones se entienden que son
concentraciones €l inductor en el plasmaen el momento de realizar la prueba.

En el momento de iniciar la prueba la aguja del galvanémetro se lleva a 100 de densidad
Optica con un plasma del paciente rico en plaguetas (aproximadamente de 250 a
300.000/mm?), y a0 con €l plasma pobre en plaguetas.

Seguidamente se introduce en el agregébmetro la cubeta con 0,6 ml del plasma del paciente
que se va a vaorar. Se afiaden 0,2 ml del inductor y se inicia la agitacion continua
registrando las variaciones de densidad dptica.

Con esta prueba se puede seguir continuamente €l proceso de agregacion de las plaguetas,
pudiéndose observar en € mismo la primera y segunda onda de agregacion y la
desagregacion en caso de que esta se produzca. También parece especiamente Util parala
experimentacion farmacolOgica, ya que permite una gran versatilidad en e tipo de
experiencias que con el mismo se puede desarrollar.

Los aspectos concretos de las técnicas varian con el modelo de aparato utilizado, por lo
conviene seguir las indicaciones del fabricante.

IX.13 DISPONIBILIDAD DEL _FACTOR 3 PLAQUETARIO (MET. DE LA
CELITA)

FUNDAMENTO:

Las plaguetas liberan un fosfolipido (factor 3 plaguetario, PF3) con actividad
tromboplastinica parcial. Para estudiar la actividad PF; del paciente, se pueden usar las
plaquetas de esté como reactivo PF; en la prueba de tromboplastina parcial, Se comparan €l
PRP (la fuente de actividad de PF;y y e PPP (escaso en PF3) con € reactivo

tromboplastinico parcial activado, para probar la actividad de cada uno.
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REACTIVOS.

1.- Celita 505 suspension a 1% en NaCl, 0,85%.
2.- CaCl,, 0,025M.

3.- Platelin més activador.

METODO:

1.- Se obtiene plasma PRP y PPP como para la agregacion plaguetaria y se mantienen a
temperatura ambiente en tubos de plastico.

2.- Se determinan 3 tiempos de coagul acion.

a. Control. Se afiaden 0,1ml de Platelin mas activador a 0.1 ml de PPP. SE incuba a 37 °C.
durante 5 min., y luego se adiciona 0,1 ml de CaCl, 0,025M.

Se determina el tiempo de coagul acion.

b. Se agregan 0,1 ml de suspension de celita al 1% a 0,1 ml de PRP. Se incuba a 37°C.
durante 5 min. , y luego de afiade 0,1ml de CaCl, y se determina el tiempo de coagulacion.
c. Se anade 0,1 ml de celitaa 1% a 0,1 ml de PPP. Se incuba a 37°C. durante 5 min. y
luego sele adiciona 0,1 ml de CaCl; y se determina el tiempo de coagulacion.

RESULTADOS:

El PRPy la celita deben dar un tiempo préximo al de control con Platelin mas activador. El
PPP proporcionara un tiempo prolongado con la suspension de cdlita. Si el tiempo de
coagulacion del PRP es prolongado, mas préximo a del  PPP que a control, se ha

presentado laimposibilidad de las plaquetas para liberar PF3 .

[X.14 PRUEBA DE DISPONIBILIDAD DEL FACTOR 3 PLAQUETARIO.
TIEMPO DE COAGULACION CON CAOLIN.

FUNDAMENTO:

El fosfolipido plaquetario (PF3) es necesario en el mecanismo comun de la coagulacién
para la formacion de protombinasa, y en €l mecanismo intrinseco para la formacion del
complgjo de factor VIII. Se libera de plaguetas estimuladas durante la agregacion
plaquetaria inducida por varios agentes 0 después de traumatizacion  de las plaquetas
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mediante sonicacion o por congelamiento y descongelamiento. La disponibilidad del factor
3 plaquetario puede elevarse no solo con el tiempo de coagul acion con caolin, sino también
mediante € tiempo de recalcificacion de plasmarico en plaguetas, €l Tiempo de Stypven,
el tiempo de consumo de protrombinay el tiempo de trombina.

El tiempo de recalcificacion normal de PRP esta basado en un limitado liberamiento del
PF3. El tiempo de coagulacion puede ser significativamente acortado por la liberacién de
PF3 procedente de las plaguetas agregadas con caolin. El PRP se incuba con caolin antes de

la adicion de calcio.

REACTIVOSY EQUIPO:

1.-Bio/Data Coagulation Prolifer (optativo).
2.- PPP, control y del paciente.

3.- PRP, control y del paciente.
4.-CaCl,0,035M

5.- Suspension de caolin.

METODO:

TUBOS DE ENSAYO 1 (2 (3 (4
PPP paciente (ml) 01]0.1

PPP control (ml) 0.1 0.1
PRP paciente (ml) 0101
PRP control (ml) 0.1 0.1
CALENTARA 37°C

CAOLIN(mI) a37°C 02 10.2|0.2]0.2
INCUBAR A 37°C CON AGITACION

OCASIONAL

Cl2Ca(ml) a 37°C 02102102102

Afadiendo a cada tubo aintervalos de 1 min.
Poner en marca el crondmetro al afladir €l calcioy registrar el tiempo de coagulacion.
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|X.15 DETERMINACION DE ANTICUERPOS PLAQUETARIOS POR ENSAYO
DEL FACTOR 3PLAQUETARIO.

Hirschman y Granick modificaron la determinacion original de factor 3 plaquetario de
Horowitz y col. , e introdujeron una prueba rapida que es sensible y reproducible y puede
ser efectuada en lamayoria de los laboratorios, ya que no requiere un equipo especializado.
El factor 3 plaquetario es liberado por las plaquetas tras un dafio inmunolégico y su
actividad se determina mediante una técnica de tiempo de coagulacién. Una actividad
anticuerpo aumentada da lugar a una mayor concentracion de factor 3 que es responsable

de un acortamiento de tiempo de coagulacion.

REACTIVOS:

1.-Plasmarico en plaquetas.
2.-Plasma pobre en plaguetas.

3.- Suero del paciente y suero control.
4.- CaCl, 0,025 M, 2,75g/l.

METODO:

Lareaccion se efecttia en un fibrometro.

1.- Afadir 0,1 ml de suero problemaa0,1 ml de PRP.

2.- Incubar la muestra a 37°C durante 10 min.

3.-Afiadir 0,1 ml de mezclaa 0,1 ml de PPP eincubar 30 segundos a 37°C.

4.- Afiadir 0,2 ml de CaCl; y registrar el tiempo de coagul acion.

5.- Repetir la prueba con 5 sueros control y efectuar todas las pruebas por duplicado.

RESULTADOS:

Los resultados que se desvian mas de 2 SD de los resultados de los 5 sueros control con

cada suspensién de plaquetas se consideran positivos.
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1X.16 ENSAYO DE FACTOR 3 PLAQUETARIO PARA ANTICUERPOS
ANTIDROGAS.

MATERIAL :

1.- Preparacién de PPP, PRP, sueros control y problema.

2.- Soluciones salinas de las drogas, tales como:
Sulfato de quinidina 0,005M (1,85g/1).
Clorhidrato de tiazida 1,2 mg/ml.

Digoxina 0,02 mg/ml.

3.- Enlos controles sustituir € suero problema por solucion salina.

METODO:

1.-Inactivar los sueros a 56°C durante 30 minutos a guardar a —40°C s no se emplean
Inmediatamente.

2.- Mezclar 0,1 ml de suero problema, 0,1 ml de solucion de drogay 0,1 ml de PRP.

3.- incubar a 37°C durante 10 min.

4.- Afadir 0,1 ml delamezclaa0,1 ml de PPP e incubar 30 segundos a 37°C.

5.- Afiadir CaCl, y registrar € tiempo de coagulacion.

RESULTADOS
L os resultados se consideran positivos cuando los tiempos de coagulacién se desvian mas
de 2 SD de los resultados de 5 especimenes de control.

L os resultados obtenidos por Okuno y Crockatt son |os siguientes:

Suero problema + quinidina = 48,8 seg.
Suero problema + salino = 70,2 seg.
Suero control + quinidina= 62,4 +4,8 seg.
Suero control + salino = 60,5 +5,4 seg.
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[X.17 FACTOR 4 PLAQUETARIO (ACTIVIDAD HEPARINICA)

FUNDAMENTO:

El factor 4 plaguetario es una proteina plaguetaria de bgjo peso molecular que puede
neutralizar €l efecto anticoagulante de la heparina. Dicho factor se libera de las plaquetas
durante la reaccion de liberacion. La cantidad de factor 4 en e plasma es un indice del
grado de destruccion intravascular de plaguetas. La significacion de un solo resultado no se
ha establ ecido claramente, porgue el indice de depuracion metabdlica de la sangre de factor
4 liberado no se conoce. Esta prueba puede tener valor en la estimacion del consumo de

plaguetas versus el consumo de proteinas de coagulacion en lugar de estudios de recambio.

EQUIPOS:

1.- Bafios de aguaa 60°C. y 37°C.
2.- Centrifuga d alta velocidad.

3.- Bafio de hielo.

4.- Tubos de ensayo.

REACTIVOS.

1.-Trombina 40U/ml en imidazol 0,05M, NaCl 0,15M
2.-Heparina sddica 1.000 U/ml.

Diluir en NaCl 0,15M hasta una concentracion final de 1,4 U/ml.
3.- Tris-Cl 0,02M pH 7,4

4.-Plasma citratado de control.

5.- Plasma citratado de muestra.

METODO:

1.-Preparar PPP de control y de muestra centrifugando a 9.000 x g durante 5 min.

2.- Incubar e plasmaa 60°C. durante 5 min. y centrifugando a8.000 x g 5 min.

3.- Almacenar €l plasma sobrenadante.

4.-Precalentar 0,1 ml de trombina a 37°C.

5.- Poner 0,15 ml de plasma y 0,02 ml de Tris-Cl en un tubo de ensayo. Mezclar y agregar
0.05 ml de heparina. Agregar 0,05 ml de trombinay poner en marcha el cronémetro.
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El tiempo de coagul acion de control es 25-30 seg.
INTERPRETACION:

Los tiempos de coagulacién menores de los limites normales indican aumento de factor 4

plaguetario y de consumo de estas Ultimas.

[X.18 INDICE DE MEGATROMBOCITOS

En el indice de megatrombocitos se mide el porcentaje de plaquetas circulantes que esta por
encima de un volumen determinado. El porcentaje y/o €l nimero d estas plaquetas se han
correlacionado con € nimero de megatrombocitos en lamédula 6sea. La base de la prueba
es la observacion de que las plaquetas jovenes son mas grandes y de mayor actividad
metabdlica. Ademés, se comprobd que un aumento de megatrombocitos junto con menor
supervivencia de plaguetas en trastornos como ITP, lupus eritomatoso sistémico y
coagulacion intravascular diseminada con trombocitopenia o sin ella. Actuamente se usa
como auxiliar cuando se sospecha de una enfermedad con aumento de produccion de

plaguetas 0 menor supervivencia de las mismas.

MATERIAL:

1.- Contador de plaquetas con capacidad de clasificar por tamafio, por ggemplo Coulter
Model B.

2.- Sangre anticoagulada con EDTA.

METODO:

1.- Diluir sangre anticoagulada con EDTA en soluciéon de Eagle hasta un recuento de
plaguetas de 50/mm?°.

2.- En el método original la apertura se gjusta para contar particulas desde 1,5-13 pm® (A);

un segundo recuento también se hace para vaores de 1,5- 27 um® (B).

i x 100 =5 grandes plaquetas
B
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En agunos instrumentos de recuento de 13-27 um? puede ser técnicamente factible.
3.-Cada laboratorio debe determinar sus limites normales. La descripcion origina fue de
2,7% +2,8% (SD).Las aperturas deben gjustarse para que la media norma no exceda de
10%.

INTERPRETACION:

Un porcentaje aumentado de megatrombocitos sugiere recambio acelerado de plaguetas en
las enfermedades mencionadas En estados megaloblésticos la prueba ni es vaida pues
todavia no se puede sustituir ala supervivencia de plaguetas, pero puede tener valor como

auxiliar particularmente cuando la supervivencia de plaquetas no es factible.

[X.19 PRUEBA DE LA ANTIGLOBULINA DE COOMBS PARA DETECTAR 104G
Y C3EN PLAQUETAS.

La prueba de antiglobulina de Coombs marcada radiactivamente establece que la mayoria
de los pacientes con purpura trombocitopénica idiopética tienen niveles aumentados de
IgG en sus plaguetas. El C;3 asociado a plaguetas esta elevado en algunos pacientes con
purpura trombocitopénica idiopética incluso estando la 1gG dentro de los limites de
normalidad sugiriendo que € C; desempefia un papel en la patogénesis de la purpura

trombocitopénica idiopatica.

METODO:

1.- El PRP se obtiene centrifugando sangre anticoagulada con EDTA a 170G durante 10
min. Se lavan las plaquetas 3 veces (2 500 g /10 min.) con tampdn de Tyrode modificado y
seresuspendenen 1 ml.

2.- Seincuban a 37 °C durante 30 min., con una alicucta de I'® anti-1gG o I'®-anti-Cs .

3.- Las plaguetas se lavan 4 veces con tampon de Tyrode conteniendo EDTA se
resuspenden en 1 ml y se determina la cantidad de radiactividad asociada a plaguetas con
un contador gamma.

4.- Los resultados pueden informarse como radiactividad asociada a plaquetas.(159,78,384)
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XI.CLASIFICACION DE LOSTRASTORNOSPLAQUETARIOS

A. ALTERACIONESCUANTITATIVASEN LASPLAQUETAS.

X.1 TROMBOCITOPENIA.

X.1.1 TROMBOCITOPENIA DEBIDA A PRODUCCION DE PLAQUETAS
DISMINUIDA O DEFECTUQOSA.

X.1.1.1. TROMBOCITOPENIA CONGENITA.

PANCITOPENIA CONSTITUCIONAL (SINDROME DE FANCONI). La pancitopenia,

debida a aplasia congénita de la medula, puede presentarse con otras anomalias o sin ellas.

La Puarpura trombocitopénica puede predominar en el periodo neonatal y progresar a
pancitopenia varios afios después. Los niveles de hemoglobina y leucocitos pueden subir
después de un tratamiento de corticosteroides y testosterona, pero las plaguetas responden

raramente.

TROMBOCITOPENIA AMEGACARIOCITICA CON MALFORMACIONES
CONGENITAS. Ladeficiencia congénita que se presenta con malformaci ones esquel éticas,

renales o cardiacas es una causa rara de purpura trombocitopénica en €l recién nacido. La
anomalia més comunmente asociada es la aplasia bilateral de los radios. La
trombocitopenia es casi siempre grave y solo se encuentran megacariocitos ocasionales en
la medula, generalmente existe una reaccion granul ocitica leucemoide.

TROMBOCITOPENIA HEREDITARIA. Estas ateraciones quedan clasificadas por su

forma de herencia: La trombocitopenia ligada a sexo como lo es el Sindrome de Wiscott-

Aldrich se caracteriza por eccema, trombocitopeniay susceptibilidad a las infecciones que
conducen a un fatal desenlace a edad variable. Las plaguetas son mas pequefias que las
normalesy, tanto plaguetas como megacariocitos muestran una ultraestructura muy alterada

al microscopio el ectrénico.
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El nimero absoluto de megacariocitos es normal o0 aumentado. La supervivencia de
plaguetas homologa es normal, pero las autélogas tienen una vida muy corta. ES muy
probable que la trombocitopenia sea causada por anomalia del desarrollo megacariocitico
que dé como resultado la formacion de plaquetas defectuosas. La trombocitopenia
autosomica dominante como la anormalidad de May-Hegglin es una ateracion rara,
caracterizada por plaguetas gigantes, extrafas e inclusiones basofilicas (cuerpos de Dohle)
dentro de los granulocitos. Los megacariocitos estén presentes en cantidades normalesy la
ultraestructura plaguetaria es normal. La trombocitopenia en e déficit congénito de
trombopoyetina se debe a una produccién defectuosa.

En la trombocitopenia autosémica recesiva solo se tienen informes de algunos casos en
donde € nimero de megacariocitos era muy reducido y en otros incrementado, existian
plaquetas gigantes con una vida aparentemente muy corta; también se han detectado

plaguetas anormales en la sangre periférica de individuos.

ENFERMEDAD INFILTRADA DE LA MEDULA. Es extremadamente rara, y se limita

esencialmente, a casos de reticuloendoteliosis diseminaday leucemia congénita.

RUBEOLA DEL RECIEN NACIDO. En los recién nacidos, infectados con rubéola, se

observa con frecuencia trombocitopenia, a veces muy grave, en donde se presenta niveles

plaguetarios bajos y un nimero reducido de megacariocitos.

INGESTION MATERNA DE DIURETICOS TIACIDICOS. Se ha encontrado nifios con

presencia de Purpura trombocitopénica neonatal, de madres que fueron tratadas con

diuréticos tiacidicos durante el embarazo. Los megacariocitos se encontraban en un nUmero
reducido, no fue posible detectar anticuerpos plaguetarios en el suero materno, y se postul6
un efecto toxico del farmaco sobre la produccion fetal de plaguetas como causa de la

trombocitopenia.
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X.1.2TROMBOCITOPENIA ADQUIRIDA.

ANEMIA APLASICA. En la anemia aplasica adquirida tanto adulta como juvenil, la

trombocitopenia persiste a pesar de la restauracion a la normalidad de los niveles de

hematocrito y leucocitos.

INFILTRACION DE LA MEDULA. La trombocitopenia puede ser la resultante de la
sustitucion de medula por carcinoma, leucemia aguda y cronica, linfoma y otros estados.

Cuando se presentan multiples focos de carcinoma estan ampliamente diseminados por la
medula, todavia la trombocitopenia puede ser la anomalia mas prominente. La
mielofibrosis es a menudo causa de la trombocitopenia, aunque los niveles de plaguetas
puedan ser también elevados, en la tuberculosis miliar puede presentarse como purpura

trombocitopénica, pero muy a menudo se observan también laanemiay laleucopenia.

RADIACION IONIZANTE Y FARMACOS MIELOSUPRESORES. Los precursores de
las plaguetas son un poco menos sensibles a los efectos de la irradiacion de todo el cuerpo

que los precursores de los linfocitos eritrocitos y granulocitos. Las plagquetas en circulacion
no son afectadas, después de lairradiacion las plaguetas no disminuyen en nimero durante
varios dias, lo que indica que los megacariocitos afectados continlan con capacidad de
madurar y liberar plaquetas. La didtesis hemorrégica que  sigue a la irradiacion es
principalmente el resultado de la trombocitopenia.

Todos los farmacos mielosupresores son capaces de causar trombocitopenia s se
administra en dosis suficientes. La citosina arabinésido es particularmente toxica para los
megacariocitos, y su uso puede ser seguido por una trombocitopenia subita y grave. La
ciclofosfamida, e busulfan, e metotrexato y la 6-mercaptopurina son de potencia
intermedia. Los alcaloides de la vinca tienen un efecto depresivo relativamente pequefio
sobre la produccion de plaquetas, aunque son efectivos contra eritrocitos. Su empleo puede
ocasionar la elevacion de los niveles plaquetarios. La suspension de la terapia
mi el osupresora es a menudo seguida por trombosis.

SUSTANCIAS QUE ACTUAN ESPECIFICAMNETE SOBRE LA PRODUCCION DE
PLAQUETAS. DIURETICOS TIACIDICOS: Se tienen informes de trombocitopenia

asociada con e uso de clorotiacida y otros derivados; los megacariocitos aparecen
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generalmente disminuidos o no los hay, se requiere de un periodo largo de administracion
del farmaco (1-4 semanas) para pode reinducir la trombocitopenia en los pacientes
sensibles, por lo tanto parece probable que los diuréticos tiacidicos causan la
trombocitopenia através de un efecto toxico sobre |os megacariocitosy no por destruccion
periférica de las plaguetas. ALCOHOL en pacientes con acoholismo cronico los
megacariocitos son normales o disminuidos en nimero, tras la supresion de alcohol los
niveles de plaquetas vuelven a la normalidad. En estudios recientes se ha demostrado que
se requiere la ingestion de alcohol durante 5 a 10 dias para producir una trombocitopenia,
presentando una disminucion de megacariocitos, indicando que € acohol actia
suprimiendo la produccion de plaguetas en ciertos individuos sensibles, por medio de un

mecanismo alin no determinado.

TROMBOCITOPENIA CICLICA. En la mujer los niveles plaguetarios disminuyen

aproximadamente un 20% durante las 2 semanas que preceden a la menstruacion.

Ocasionalmente, la disminucion de plaguetas es tan acentuada que se presenta una purpura
trombocitopénica. Hoy en dia, la causa de esta ateracion es desconocida existen
mecanismos de retroaccion que son capaces de regular la produccion de plaquetas. El
defecto funcional primario, en la trombocitopenia ciclica, puede ser una reacccionabilidad
anormal por parte de la medula a los estimulos retroaccion. Tanto positivos como
negativos, 1o que origina una alternacion regular entre produccién excesiva e inadecuada de
plaquetas, es decir, un estado de oscilacion estable.

DESNUTRICION. Los pacientes con anemia perniciosa y deficiencia de acido falico,

tienen, a menudo, el nimero de plaguetas reducido. Ocasionalmente, la trombocitopenia es
tan grave que e paciente requiere de consulta médica. Existen, probablemente 3
mecani smos responsables de la reduccién del nivel de plaguetas: 1a vida de | as plaquetas se
ve acortada de un tercio a la mitad, se presenta una megacariopoyesis y, en los casos
graves, los megacariocitos estdn disminuidos en nimero o completamente ausentes, en
algunas veces se observan megacariocitos hiperlobulados. En nifios con anemia grave por
deficiencia de hierro se observa una trombocitopenia moderada. El incremento de los
niveles plaguetarios que se produce con €l tratamiento ha sido interpretado como una
respuesta especifica al hierro. Es més, probable, sin embargo, que la trombocitopenia sea el
resultado de una deficiencia coexistente de acido félico, posiblemente como consecuencia
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de mala absorcion, que se corrige por la combinacion de una dieta y un suplemento de

hierro.

INFECCIONES VIRICAS. Estudios experimentales en animales han demostrado que los

megacariocitos presentan un sitio ideal para la autorreproduccion virica, tanto in vivo como
in vitro. Los que sugiere que los virus pueden interferir en la maduracion de los
megacariocitos. La trombocitopenia se puede presentar en e curso de muchas
enfermedades viricas. No esta bien claro en que medida se debe esto de la hematosupresion,
por que no se ha efectuado un estudio sistematico de supervivencia plaquetaria. En la
rubéola congénita los megacariocitos estan disminuidos en nimero, lo gue sugiere gque la
produccion de plaguetas es defectuosa. En la gripe, sarampidn, rubéola y mononucleosis
infecciosa que se presentan en nifios mayores y en adultos, se confirma cominmente una
reduccion significativa de los niveles plaquetarios durante €l periodo de incubacién y el
estadio agudo. En la fiebre hemorrégica Thal y en la intimamente relacionada, €l dengue, la
purpura trombocitopénica puede ser muy grave. Se presentan cambios degenerativos en los
megacariocitos (desarrollando vacuolacion y degeneracion nuclear).

HEMOGL OBINURIA PAROXISTICA NOCTURNA. Las plaquetas presentan anomalias

de la membrana, caracteristica de los eritrocitos en esta alteracion, la vida de las plaguetas

es normal, lo que indica que los reducidos niveles plaguetarios son originados en primer
lugar por insuficiente produccion.

X1.1.2 TROMBOCITOPENIA DEBIDA A UNA DESTRUCCION DE PLAQUETAS
AUMENTADA.

X1.1.2.1. TROMBOCITOPENIA CONGENITA: NO INMUNOL OGICA.

ERITROBLASTOSIS FETAL. Los nifios con eritroblastosis fetal, presentan
frecuentemente trombocitopenia moderada, aunque la destruccion de eritrocitos,

caracteristica de esta ateracion, es inducida por anticuerpos, €l antigeno Rh contra los
anticuerpos que van dirigidos no se encuentra, probablemente, en las plaquetas. Estas
pueden, ser destruidas como resultado de su interaccion con productos de degradacién de

los eritrocitos, mas bien que por su participacién directa en una reaccién inmunol 6gica.
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TROMBOCITOPENIA DE LOS PREMATUROS.

Se observé trombocitopenia en un ato porcentaje en prematuros, se sugiriod que podria ser
normal en este tipo de nifios, a veces se encuentra asociada, con hemorragia
gastrointestinal, que puede presentarse en salas para prematuros, posiblemente, estas

epidemias tengan causa en algun toxico desconocido o agente infecciosos.

TROMBOSIS DE LA VENA RENAL. Se ha descrito la trombosis de la vena rena en €

recién nacido complicada por trombocitopenia, como causa posible, se ha sugerido €

consumo de | as plaguetas circulantes en €l rifion afectado.

INFECCIONES. La trombocitopenia usualmente benigna, pero a veces grave se presenta

frecuentemente en recién nacidos enfermos de inclusion citomegalica y sifilis, agunas
veces, en los que tienen herpes sistémico y toxoplasmosis. Los megacariocitos se
encuentran normales, la trombocitopenia se debe probablemente a la destruccion de

plaguetas circulantes.

TROMBOCITOPENIA CON HEMANGIOMA CAVERNOSO GIGANTE (SINDROME
DE KASABACH-MERRIT). Las plaguetas transfundidas a |os pacientes de este trastorno

son rapidamente eliminadas de la circulaciéon; se han encontrado trombos, formados
principalmente por plaguetas, en algunas muestras tomadas de biopsias de las lesiones.
Algunos han observado que la trombocitopenia es el resultado de la destruccion plaguetaria

desencadenada por |a propia neoplasia.

X1.1.2.2.TROMBOCITOPENIA CONGENITA: INMUNOL OGICA.

SENSIBILIDAD A LOS FARMACOS. Tras la ingestion de quinina, quinidina y otras

sustancias, se pueden formar anticuerpos que, en presencia del farmaco, reaccionan con las

plaguetas y originan trombocitopenia.

TROMBOCITOPENIA NEONATAL ISOIMNUNE. La trombocitopenia neonatal, debida

a inmunizacion de la madre contra las plaquetas fetales. La destruccion de estas plaguetas
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es acarreada por su interaccion con los anticuerpos maternos, adquiridos
transplacentalmente y dirigidos contra los antigenos plaquetarios especificos heredados del
padre. La alteracion es semeante a la eritroblastosis fetal, excepto que son plaquetas
fetales, y ni los eritrocitos, los que suministran el estimulo antigénico.

TROMBOCITOPENIA IDIOPATICA MATERNA. Aproximadamente el 50% de los nifios

nacidos de mujeres con purpura trombocitopénica idiopética crénica (ITP) son también

trombocitopenicos a nacer porque aparentemente e factor antiplaguetario que causa la

enfermedad en la madre atraviesa la placentay ataca las plaquetas fetales.

X1..1.2.3. TROMBOCITOPENIA ADQUIRIDA: NO INMUNOL OGICA.

TROMBOCITOPENIA ASOCIADA CON INFECCION. La produccion de plaguetas

puede ser suprimida en ciertas infecciones viricas y posiblemente, en algunas bacterianas.

COAGULACION INTRAVASCULAR DISEMINADA (DIC). LaDIC se presenta en una

variedad de estados clinicos y quirdrgicos y deberia ser tenida en cuenta siempre en el

diagnostico diferencial de latrombocitopenia.

PURPURA TROMBOTICA TROMBOCITOPENICA (TTP). La TTP se caracteriza por la
anemia hemolitica con cambios microangiopéticos en los eritrocitos, trombocitopenia y

anomalias neurol dgicas fluctuantes, a menudo extrafas. Los microtrombos responsables de
la mayoria de las manifestaciones clinicas de la TTP, podrian ser € resultado de una
agregacion de plaquetas desencadenada por el contacto de estas con el endotelio lesionado

de los pequefios vasos.

SINDROME HEMOLITICO-UREMICO (SINDROME DE GASSER). El sindrome

hemolitico-urémico (HUS), es una enfermedad de la infancia caracterizada por fiebre, fallo

renal, agudo, anemia hemolitica con cambios microangiopdticos en los eritrocitos y
trombocitopenia.
Los niveles de plaguetas son subnormales en méas del 90% de los casos y se ha notado un

acortamiento en la supervivencia plaguetaria.
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FARMACOS DIRECTAMENTE TOXICO PARA LAS PLAQUETAS CIRCULANTES.

La risrocetina es un antibiético que ya no esta en uso normal. Es € Unico que ha

demostrado capaz de provocar trombocitopenia por una accién directa sobre las plaguetas
humanas circulantes. Dicho efecto puede ser reproducido en los conejos y relacionarse con
la propiedad de la ristocetina de desencadenar la agregacion de plagquetas. La heparina es
una sustancia que puede causar d un 17 a un 60 % de disminucion en los niveles
plaquetarios cuando se inyecta por via intravenosa. En estudios mas recientes se sugiere
que la trombocitopenia heparinica es un artefacto, causado por la aglutinacion de las

plaguetas después de recoger las muestras de sangre.

X1.1.24 TROMBOCITOPENIA ADQUIRIDA: INMUNOL OGICA.

PURPURA TROMBOCITOPENICA INMUNOLOGICA INDUCIDA POR FARMACOS.

La purpura trombocitopénica después de la ingestion de quinina, se mostrd que podia ser

reinducida en tales pacientes administrandoles de nuevo e medicamento después de su
recuperacion inicial. Se hallé que las plaguetas podian ser aglutinadas o lisadas in vivo
cuando se mezclaban con quinina 'y suero procedente de un paciente trombocitopénico, y
gue la sensibilidad a la quinina podia ser transferida de forma pasiva a un sujeto normal
inyectandole plasma procedente de un paciente sensible a la quinina. Estas observaciones
demostraron que la trombocitopenia inducida por la quinina es causada por la interaccién
in vivo del f&rmaco, un factor plasmatico y las plaquetas. Desde entonces se ha observado
que otros farmacos causan trombocitopenia aguda en individuos sensibles, entre ellos se
encuentran la quinina, laquinidinay la aliloisopropilacetilurea (Sedormid). En una serie de
articulos se mostré que €l factor plasmatico presente en los pacientes con sensibilidad al
Sedormid tiene propiedades de un anticuerpo, que reacciona con las plaguetas solo en
presencia del farmaco y causa aglutinacion, lisis, fijacion del complemento, e inhibicion del

coagulo.

PURPURA POSTRANSFUSION. Una purpura trombocitopénica aguda, comparable en

gravedad con la de los pacientes con sensibilidad a la quinidina, pero se presenta

aproximadamente 1 semana después de una transfusion de sangre, aungue rara, esta
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alteracion es de gran interés como posible modelo de la patogénesis de la enfermedad

<<autoinmune>>.

PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA (PTI).Se manifiesta por dos sindromes

clinicamente diferentes: el tipo agudo y €l cronico. La PTI aguda es mas frecuente en nifios,

gue tienen historial de infeccion respiratoria, rubéolay otros exantemas, la instauracion es
stbita con dos tipos de sintomas y signos primero se observa purpura, equimosis de la piel
y membranas mucosas, y después hemorragia a través del tracto gastrointestinal, urinario,
intracraneal o vaginal. El curso suele ser benigno; en genera los pacientes responden al
tratamiento con esteroides en las primeras semanas 0 meses, sin embargo algunos casos
evolucionan hacia una forma cronica. La PTI cronica se caracteriza por su instauracion
insidiosa, por o comin unalarga historia de contusiones por causas triviales y hemorragias
anormales. El hallazgo en el laboratorio que més llamala atencion es latrombocitopenia. El
recuento plaguetario en la forma aguda puede ser muy bajo, se observa escasez o total
ausencia de plaquetas en las extensiones sanguineas. Son frecuentes plaguetas gigantes y
pequefias, también se advierte en la forma crénica. Préacticamente se encuentra alargado el
tiempo de hemorragia y la prueba del torniquete es positiva, todas las pruebas de
coagulacion son normales, excepto la del consumo de protrombina y la retraccion del
coagulo; la anormal de estas dos es proporcional a nuimero de plaguetas. El estudio de la
medula 6sea no es diagndstico. Los megacariocitos son abundantes (al contrario de lo que
sucede en las trombocitopenias debidas a depresion de la medula Gsea) y se observa
aumentado el numero de megacariocitos jovenes y de formas con pocas granulaciones
citoplasmaticas. La trombocitopenia, se debe a la accion del mismo anticuerpo
(probablemente es una inmunoglobulina 1gG) que ataca a las plaquetas circulantes, o son €l
reflejo de latrombopoyesis acelerada.

X1.1.25TROMBOCITOPENIA DEBIDA AL SECUESTRO DE PLAQUETAS.

ESPLANOMEGALIA Y SECUESTRO ESPLENICO. Ya se haindicado que las plaguetas

danadas por compleos antigeno-anticuerpo son secuestradas y destruidas por e bazo

normal. La situacion que ahora se considera, consiste en una trombocitopenia por secuestro
de plaguetas normales y no dafiadas. En este caso se acepta que no es necesario ningun
mecanismo inmunoldgico. Ta como se sefial o anteriormente, el bazo aumentado de tamafio
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sirve de reservorio para derivar a las células sanguineas fuera de la circulacion. Se
destruyen grandes cantidades de células ateradas, como los hematies y las plaquetas
inmunol 6gicamente dafiadas después de quedar atrapadas en e bazo. Del mismo modo
cuando existe esplenomegalia masiva, estén atrapadas muchas células normales. También
puede acelerarse la destruccion, pero esto se debe por mecanismos lisigenos normales del
bazo que actian durante prolongados periodos de tiempo sobre las células secuestradas.
Consideremos este mecanismo basico de las trombocitopenias que aparecen en la
enfermedad de Gaucher, sindrome de Felty, esplenomegalia congestiva, linfosarcoma con
afeccion esplénica predominante, tuberculosis miliar del bazo, Sarcoidosis, trastornos

mieloproliferativos con esplenomegalias y septicemia con esplenomegalia.

HIPOTERMIA. Se presenta una trombocitopenia generalmente transitoria, esta ha sido
tomada como causa de la didtesis hemorrégica que sigue en ocasiones a la restauracion de
la temperatura normal del cuerpo después de una operacion quirlrgica, llevada a cabo en
condiciones hipotérmicas. Se requieren de temperaturas corporales por debgjo de los 25°C
para bajar los niveles plaquetarios, esté reduccion se debe por un incremento de adherencia

y tendencia ala aglutinacion.

X1.1.2.6. TROMBOCITOPENIA DEBIDA A PERDIDA DE PLAQUETAS.

TROMBOCITOPENIA ASOCIADA CON HEMORRAGIA Y TRANSFUSIONES
MULTIPLES DE SANGRE. Aunque la hemorragia no causa por si misma

trombocitopenia, puede originarse una grave reduccién de los niveles plaguetarios cuando
la pérdida de sangre es compensada con grandes cantidades de sangre conservada. La
gravedad de la trombocitopenia esta directamente relacionada con € numero de
transfusiones necesarias y se presenta en todos los pacientes que reciben de 14 6 mas
unidades de sangre almacenada. Los estudios experimentales han demostrado que la
trombocitopenia, en estas circunstancias, viene causada por la sustitucion de plaguetas
viables, perdidas durante la hemorragia, por plaquetas no viables contenidas en la sangre
almacenada, afiadida a la capacidad muy limitada de la medula Osea para incrementar
bruscamente la produccion de plaquetas. La persistencia de la trombocitopenia durante
varios dias es, posiblemente, el resultado del <<agotamiento>>de |os megacariocitos o del
remansamiento de plaguetas del bazo recién producidas. El desarrollo de la
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trombocitopenia en los pacientes que estan en tratamiento de transfusiones masivas, se
evita empleando una unidad de sangre fresca en cada 5 6 10 unidades de sangre conservada,

o también administrando concentrados de plaguetas.

TROMBOCITOPENIA CON PERFUSION EXTRACORPOREA. Una reduccion

progresiva de los niveles plaguetarios de aproximadamente el 50% del valor preoperatorio

se presenta en cas todos los pacientes que sufren una operaciéon ayudada por perfusion
extracorpérea. Ocasionalmente, la trombocitopenia es muy grave y contribuye a la didtesis
hemorragica que se presenta algunas veces después de la perfusion, en dichos pacientes, |os
niveles plaguetarios permanecen casi siempre bajos durante 3 a 5 dias; se necesita un
promedio de 7 dias paralarestauracion de los niveles normales.

Enlatabla3. Serepresenta una clasificacion de las trombocitopenias.
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TABLA 3. CLASIFICACION DE LASTROMBOCITOPENIAS

|. Debida a excesiva destruccion o secuestro

A. Por mecanismos inmunol 6gicos

a) Pdarpuratrombocitopénica (PTI)

b) Pdrpuratrombocitopénica sintomética.
Pdrpura por apronalida (Sedormid)

Pdrpura por quinidina

Pdrpura por quinina

Digitoxina

Derivados de la clorotiazida

Clorpropamida

Meprobamato

Fenilbutazona

Sulfonamidas

Antihistaminicos

Otras drogas

Parpura trombocitopénica neonatal
inmunolégica

Pdrpura trombocitopénica neonatal isoinmune
L upus eritomatoso sistémico

Sindrome de Evans

Mononucleosis infecciosa

Otras enfermedades viricas (viruela, varicela,
rubéola, sarampion, vacunacion contra el
sarampion, fiebre hemorragica Thai).
Después de transfusion sanguinea

Durante tratamiento con heparina

Por esplenomegaliay secuestro esplénico
Enfermedad de Gaucher

Sindrome de Felty

Esplenomegalia congestiva

Linfomas con  afectacion  esplénica
predominante

¢+ Tuberculosis miliar del bazo

¢+ Sarcoidosis

¢+ Trastornos mieloproliferativos con
esplenomegalia

Septicemia con esplenomegalia

C. Por secuestro no esplénico

Hemangiomas cavernosos(Sindrome  de
Kasabach-Merritt)

Hemangiomas multiples

Coagulacion  intravascular  diseminada,
pUrpura trombdética trombocitopénica, anemia
hemolitica microangiopénica, etc.

por destruccion mecénica

Circulacion extracorporea

Protesis valvulares cardiacas.

Por otros Factores

hemorragia masiva

Transfusidon masiva con sangre pobre en
plaquetas (al macenada)

¢+ Alcoholismo crénico

Il. Debidas aunafalta de produccién

A. Supresién medular de latrombocitopoyesis

>
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Drogas potencialmente mieolotoxicas (lista
parcial)

Antifolatos

Mostazas nitrogenadas

Cloramfenicol

Sadlesde oro

Dinitrofenol

Estreptomicina

Penicilina

DDT

Benzol

Compuestos orgénicos

Agentes fisicosy animales

Radiaciones

Fiebre artificial

Acaloramiento

Quemaduras

Picaduras de insectos

Invasion de la médula Osea (tumores
metastéticos tuberculosis miliar, linfomas,
mielofibrosis, etc.)

Trombocitopoyesis defectuosa, mecanismo
desconocido.

Anemia perniciosa

Hemogl obinuria paroxistica nocturna
Prematuriedad

Uremia

Enfermedad cardiaca cian6tica congénita
Disgenesia plaquetariaciclica

Sindromes  trombocitopenicos congeénitos,
neonatales o familiares

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Anomaliade May-Hegglin

Sindrome de Chediak-Higashi
Aplasiabilateral del radio

Hiperglicinemia

Tirosinosis

Deficiencia congénita de trombopoyetina
Trombocitopenia hereditarialigada al sexo
Trombocitopenia hereditariano ligada a sexo



X1.2TROMBOCITOSISY TROMBOCITEMIA.

Los términos trombocitosis y trombocitemia se aplican a los recuentos plaquetarios

anormalmente elevados. Por definicién se usa trombocitosis cuando la elevaciéon del
nimero de plaquetas es secundaria a otra enfermedad, y trombocitemia cuando ésta
reflgja la proliferacion megacariocitica primaria. En la tabla 4 se representa una
clasificacion.
TABLA 4. CLASIFICACION DE LA TROMBOCITOSIS
Y LA TROMBOCITEMIA.

|.Trombocitosis.

A. Secundaria a reacciones inflamatorias.

+  Fiebre reumédtica aguda.

¢ Artritisreumatoide.

+ Colitisulcerosa

+ Enteritisregional.

¢ Tuberculosis.

+ Cirrosis hepética.
+  Osteomidlitis.

B. Secundaria a trastornos sanguineos.

+ Policitemiavera.

+ Leucemiamieloide crénica

+ Mielofibrosis.

¢+ Hemorragia aguda.

+ Anemiaferropénica.

+ Anemias hemoliticas.

+ Trombosis de rebote.

C. Secundaria a enfermedades malignas.

¢ Carcinoma

+ Enfermedad de Hodgking
+ Linfomas no hodgkinianos.
D. Postoperatoria

E. Postespl enectomia.

F. Respuesta ala administracion de
Vincristina

G. Disgenesiaplaguetariaciclica.

I1.Trombocitemia

El recuento de plaguetas supera los 500 000/mm° y puede incluso llegar a
millones’/mm?®. Esta situacion puede dar lugar a hemorragias anormales o a trombosis.

L as hemorragias anormales se deben a la combinacion de trombocitopatias y bloqueo de
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la generacion de tromboplastina. Se desconoce por qué este cuadro es predisponente de
la hemorragia para ciertas personas y resulta condicionante de trombosis para otras. La
liberacién de grandes cantidades de fosfatasa aciday potasio a partir de lainmensa masa
plaquetaria, provoca la elevacion de las concentraciones séricas de estos productos. La
elevacion del recuento plaquetario no suele ser tan grande en las trombocitosis reactivas
como en la trombocitemia. Dado que, ademas, acostumbra ser transitoria, las
complicaciones hemorrdgicas y tromboticas son mas raros. Se han descrito
trombocitosis en la fiebre reuméatica aguda y en la artritis reumatoide, en la colitis
inflamatoria cronicay en lacirrosis hepética. Se han observado trombosis secundarias a
trastornos hematol 6gicos, tales como hemorragias graves, anemia ferropénica, anemia
hemolitica, y en la fase de recuperacion de estados trombocitopenicos. Después de la
cirugia mayor se observa a veces moderada trombocitosis, tras la esplenectomia, la
aparicion de trombocitosis es la regla. La administracion de vincristina provoca
trombocitosis por aceleracion de la produccion plagquetaria. En la disgenesia plaquetaria
ciclica el recuento plaguetario oscila regularmente entre la trombocitopenia y la
trombocitosis.

El término trombocitemia se refiere a los sindromes mieloproliferativos que presentan,
como uno de sus componentes, la proliferacion megacariocitica y la elevaciéon del
recuento plaquetario. Cuando €l principa compartimento proliferativo es €
trombocitico, se utilizala denominacion << trombocitemia esencial>>. Sin embargo, la
proliferacion nunca se limita exclusivamente a los megacariocitos, de manera que
también quedan afectados los leucocitos. Asi pues, no existe una linea divisoria clara
entre la trombocitemia esencial y la trombocitemia que forma parte de un sindrome
mieloproliferativo. Se han comunicado algunos casos de trombocitemia esencial en

nifios; algunos autores han publicado casos de respuestas de agregacion defectuosa.

XI.3 TROMBASTENIA Y TROMBOCITOPATIAS.

La clasificacion de los diferentes mecanismos por los que fracasan funcionalmente, es
seguramente el mayor avance que se ha conseguido en € campo de la hemostasia y
patologia. Laclasificacién se encuentraen latablab.
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TABLAS.CLASIFICACION DE LOS
TRASTORNOSPLAQUETARIOS FUNCIONALES

|. Trombastenia

[1. Trombocitopatias

A)Enfermedad de pool de amacenamiento

+ Disminucion de la liberacion de los

nucledtidos

¢ Disminucion del  contenido de

nucledtidos

+ Disminucion delaliberacién de FP3.

B) Sindrome de Bernard-Soulier

C) Trombocitopenia trombopéatica

D) Sintesis de prostaglandinas anormal

+ Deficiencia congénita de

ciclooxigenasa

+ Deficiencia congénita de

tromboxanosintetasa

+ Deficiencia congénita de fosfolipasa

E) Defecto de los cofactores plasméticos

+  Afibrinogenemia congénita
+ Enfermedad de von Willebrand

+ Ausencia congénita de otros factores
plasméticos

+ Ausenciade calcioionizado
F) Defecto dd metabolismo de los

nucledtidos

G) Inducidas por f&rmacos

+ Inhibidores del metabolismo de las
prostaglandinas
+ Estimuladores del sistema cAMP.

H) Patogénesis no definidas

TROMBASTENIA. Glanzmann describid un trastorno hemorrégico caracterizado por

insuficiente retraccion del codgulo. Propuso que el trastorno se debia a algin defecto de
la funcion plaguetaria, y lo denomino << trombastenia>>. La clasificacion de la
trombastenia se basa es |as siguientes caracteristicas:

1. Recuento plaquetario normal.

2. Tiempo de hemorragia prolongado

3. Escasao nularetraccion del coagulo.
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4. Retencion plaguetaria anormal.

5. Agregacion pobre o nula con colageno, ADP, adrenalina, trombina, y ristocetina.

Es una anomalia plaguetaria desconcertante, pues las plaquetas expuestas a ADP
desarrollan los cambios morfol6gicos habituales y también es normal la liberacion de
factores a pesar de la falta de agregacion. La retraccion del coagulo es nula o escasa
Unicamente en la trombastenia. La anomalia méas importante es la ausencia de
glicoproteina 1l de la superficie plaguetaria. Algunas investigaciones sefidlan que las
plaquetas experimentan en este trastorno la disminucion de la cantidad de
trombastenina. Quizas este trastorno sea € responsable de la fata de respuesta

plaguetaria ante los productos normales liberados.

ENFERMEDAD DE POOL DE ALMACENAMIENTO. Se trata de la primera de
numerosas anomalias funcionales plaguetarias congénitas o adquiridas que se denomino

trombopatia para distinguirla de la trombastenia, teniendo en cuenta que ésta cursa con
disminucion o ausencia de laretraccion del coagulo y falta de agregacion por cualquiera
de los agentes habituales, incluida la ristocetina.

Datos recientes indican que las trombopatias caracterizadas por una reaccion de
liberacion anémala constituyen un grupo heterogéneo y se reserva el término de <<
enfermedad del pool de almacenamiento>> para el caos que presenta una deficiencia del
ADP asociada con los granulos densos. Los cuerpos densos contienen normal mente una
porcion de ADP/ATP en la enfermedad del pool de almacenamiento, la reduccién de
ADP hace que esta fraccion disminuya.

En la enfermedad del pool d almacenamiento, €l recuento plaquetario es normal, el
tiempo de hemorragia presenta una prolongacion variable y existe un defecto d
agregacion plaguetaria con colageno, epinefrina y trombina. La adiciéon de ADP
produce solo una peguefia onda primaria. A veces se observa una disminucién del PF3
disponible. Si el contenido de ADP es normal pero falla la reaccion de liberacion, se
observa una disminucion de la agregacion plaquetaria con colageno, epinefrina y
trombina, y una respuesta bastante normal a ADP afiadido. En ambos casos la
adhesividad plaguetaria suele estar disminuida.

SINDROME DE BERNARD-SOULIER. Bernard y Soulier describieron un sindrome

constituido por un prolongado tiempo de hemorragia, anormal consumo de protrombina

y plaguetas gigantes. Las caracteristicas que presenta son trombocitopenia moderada,
prolongacién del tiempo de hemorragia, y retraccion del codgulo. La disponibilidad del
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PF3 es pobre cuando se mide por la prueba de consumo de protrombina pero normal por
el método de caolin. La adhesividad plagquetaria esta disminuida. Algunas plaguetas son
muy grandes, pues alcanzan un tamafio similar a de los linfocitos. Ademaés la
granulacién central densa puede conferirles un aspecto seudonucleado. Las plaguetas no
se agregan mediante fibrindgeno bovino, ni con ristocetina. La anomalia de agregacion
con ristocetina no se corrige afadiendo plasma normal, lo cual sugiere que las plaquetas
en este sindrome carecen de receptor para € factor de Von Willebrand. La lesién
plaguetaria consiste en la ausencia de una glicoproteina de membrana distinta de la que
faltaen latrombastenia.

TROMBOCITOPENIA TROMBOPATICA. Se parece € sindrome de Bernard-Soulier

en gque también hay trombocitopenia y plaquetas gigantes. Es una enfermedad rara en

donde se sefidla una deficiente agregacion con colageno y escasa disponibilidad del
PF3. Los estudios de las ultraestructuras, han demostrado deficiencia de granulos
plaguetarios.

ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND Y VARIANTES. El caso clasico de

enfermedad de Von Willebrand debe reunir las siguientes caracteristicas:

1. Untiempo de hemorragia prolongado.

2. Unaadhesividad plaquetaria defectuosa.

3. Unaagregacion normal de las plaguetas por € coldgeno, el ADP, la epinefrinay la
trombina, pero anormal por laristocetina.

4. Niveles muy baos de factor VIII: C actividad antihemofilica o actividad
procoagulante, VIII: Ag actividad antigénica, VIII: vW actividad ausente en la
enfermedad de VVon Willebrand. (john miale)

AFIBRINOGENEMIA CONGENITA. La afibrinogenemia congeénita provoca dos

trastornos hemostaticos. uno debido a la falta de formacion de fibrina; u otro, por la

disfuncion plaquetaria. Tal como se ha sefialado, es indispensable el fibrindgeno para
que se produzca la agregacion normal con ADP 'y la adhesion plaquetaria. Se demuestra
defecto de la agregacion in vitro si el indice de fibrindgeno es inferior a 15mg/dl y

cuando se utilizan concentraciones bajas de ADP.
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TROMBOCITOPATIAS ASOCIADAS CON ENFERMEDADES O SINDROMES
ESTABLECIDOS. Se han descrito disfunciones plaguetarias leves, moderadas y

graves, en la anomalia de May-Hegglin, en e sindrome de Wiskott-Aldrich, en €l
sindrome de Ehlers-Danlos y otros trastornos del tejido conjuntivo, en el albinismo y en
la trombocitopenia con agenesia de radio y en la enfermedad por almacenamiento de

glicogeno I.

FALTA DE AGREGACION INDUCIDA POR EL COLAGENO. Se han descrito

algunos casos de falta de agregacion por el colageno en donde el coldgeno del paciente

reaccionaba anormal mente con las plaquetas normales.

TROMBOCITOPATIA ADQUIRIDA DEBIDA A DROGAS. Se sabe que muchas

drogas afectan ala funcion plaguetaria. En latabla 6. Se indican algunas de las que se

utilizan méas a menudo.

TABLA 6. Lista parcial de farmacos

queinhiben lafuncién plaguetaria.

1. Aspirina

2. Fenilbutazona

(Butazolidina)

I buprofeno

Indometacina

Dipiridamol

Antihistaminicos

Teofilina

3
4
5
6. Propranolol
7
8
9

Clofibrato

10. Fenctiazinas

11. Antidepresivos ciclicos
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12. Colchicina

13. Furosemida

14. Nitrofurantoina
15. Penicilinas

16. Gentamicina

17. Corticosteroides

18. Hidracinoftalazina
19. Litio

La aspirinag, que es la droga mas frecuentemente usada, se inhibe considerablemente la
agregacion plaquetaria después de una dosis oral de 60 a 300 mg. Se debilita la
agregacion con coldgeno y trombina, mientras que con ADP y adrenalina desaparece la
onda secundaria. Se ha sefiadlado que €l efecto de la aspirina se debe a descenso de la
liberacion de ADP plaguetario no metabdlico y serotonina, asi como factores 3y 4
plaguetarios. La ingestion de aspirina provoca la prolongacion del tiempo de
hemorragia, pero no afecta la retencion sobre las bolas de cristal. Es probable que €l
efecto sea mediado por e cAMP, de manera que se interfiere e metabolismo d las
prostaglandinas. El efecto inhibidor de la aspirina se prolonga paralelamente alavida
media plaquetaria, de tal forma que es detectable varios dias después de haberla

ingerido.

DEFICIENCIAS ENZIMATICAS CONGENITAS. Junto con las deficiencias

enziméticas adquiridas producidas por farmacos, se han comunicado algunos casos de

deficiencias congénitas de enzimas activos en el metabolismo de las prostaglandinas. Se
ha identificado una deficiencia de la ciclooxigenasa plaquetaria como causa de una
reaccion de liberaciéon anormal.

TROMBOCITOPATIA ADQUIRIDA SECUNDARIA A OTRAS ENFERMEDADES.

La uremia va acompafada de muchos trastornos hemostaticos, dos de los cuales, la

trombocitopenia y la trombocitopatia son de gran importancia. Se han descrito
trombocitopatias asociadas a varios trastornos mieloproliferativos (leucemia mieloide
cronica, mielofibrosis, policitemiavera y trombocitemia). Se ha detallado trastornos de
la funcién plaguetaria en la cirrosis hepatica, en el lupus eritomatoso diseminado, en la

anemia perniciosa, en el escorbuto y en las inmunoglobinopatias.
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XI.-JUSTIFICACION

Esta tesis fue elaborada pensando en todo aquel estudiante o profesor interesado en el
tema de las plaguetas tratando de proporcionarles la informacion sufiente para cumplir
el objetivo planteado, que es dar a conocer los conceptos més actuales sobre su

morfologia, bioquimica, funcién, patologias, y pruebas para é diagndstico.

Y a que esta, se encuentra de forma limitada, repetitiva, y muy dispersa en laliteratura,
tratamos de conjuntar toda esa informacion para darle una estructura, que proporcione

un facil acceso alo que estema de las plaquetas.
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