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AA Acido Araquidénico
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l.- INTRODUCCION.

1.- FISIOLOGIA DE LAS PLAQUETAS.

Las plaguetas son las células sanguineas de menor tamafio y tienen varias
caracteristicas que las distinguen de otras células: 1) Las plaquetas se derivan
de los megacariocitos a través de un proceso endomitético, mas que por
duplicacién celular directa. 2) El desarrollo de las plaquetas se realiza de
manera predominante bajo el control de la trombopoyetina que, a diferencia de
la eritropoyetina, se sintetiza en 6rganos diferentes al riidn e higado, como el
musculo liso y la médula 6sea. 3) Las plaguetas son células anucleadas con
forma discoide de aproximadamente 0.5 x 3.0 g y un volumen medio de 7-11 fL.
Su forma y tamafio pequefio permite que las plaquetas sean empujadas hacia
los bordes de los vasos sanguineos, colocandolas en una posicidon éptima para
la vigilancia constante de la integridad vascular. Las plaquetas circulan en
concentraciones de 150,000-450,000 células/mL. De la cantidad total de
plaquetas en el cuerpo, 70% se mantiene en circulacién, mientras que el resto
permanece de manera transitoria pero constante en el bazo. Las plaguetas
permanecen en circulacion un promedio de 10 dias. El bazo y el higado se
encargan de retirar a la mayoria de las plaquetas después de su senescencia,
aunque una pequefa fraccion se elimina constantemente como resultado de su

participacion en el mantenimiento de la integridad vascular.*
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Figura 1. Maduracién de los megacariocitos que dan origen a las plaquetas. Las plaguetas se
liberan primero a través de las células endoteliales que recubren los senos de la médula ésea
en forma de proplaquetas que luego se desdoblan en forma de plaquetas maduras. Tomado
de: Italiano J. Platelets 2** Edicién. 2007.

2.- ESTRUCTURA DE LAS PLAQUETAS.

En frotis de sangre periférica tefiidos con tincion de Wright-Giemsa, las
plaguetas aparecen como pequefias células granulares con una membrana
aspera y normalmente se encuentran entre 3-10 plaquetas por campo. A pesar
de su apariencia simple en el frotis las plaguetas tienen una estructura

compleja.t

Esta estructura esta dividida en 4 regiones principales: superficie plaquetaria,

sistemas membranosos, citoesqueleto y granulos plaquetarios.?

2.1.- Superficie plaquetaria.
Membrana plasmatica. La membrana plasmatica plaguetaria separa el medio

extracelular del intracelular. Presenta una estructura tipica trilaminar de 20nm
2



de espesor, cuya apariencia no difiere de las membranas de otras células
sanguineas. Sin embargo la membrana plasmatica plaquetaria es
excepcionalmente compleja en cuanto a composicién, distribucién y funcion se
refiere, ya que incorpora una gran cantidad de proteinas llamadas
Glicoproteinas (GPs) y fosfolipidos en su bicapa lipidica, que participan en una
gran variedad de eventos intra y extra plaquetarios como son la permeabilidad,
la respuesta al estimulo por diversos agonistas, la adhesién, activacion,
secrecion y agregacion plaquetaria.

La membrana plasmatica plaquetaria contiene una gran cantidad del total de
los lipidos plaquetarios, aproximadamente el 60%, los cuales se encuentran
distribuidos de una manera asimétrica dentro de la bicapa lipidica; las especies
neutrales se encuentran principalmente en la cara externa mientras que
aguellos que se encuentran en forma anidnica se concentran en la cara interna.
El secuestro de las formas anidnicas que promueven la coagulacion del plasma
en la cara interna de la membrana junto con el complejo protrombinasa que
cuando se activa se localiza en la cara externa, explican el hecho de que las
plaguetas en reposo son esencialmente no reactivas cuando se genera
trombina. Por otra parte las plaquetas activadas participan de manera
importante en la generaciéon de trombina a través de la interaccion de los

factores Xa, Va y protrombina la que se lleva a cabo en su superficie.>

Finalmente la membrana plasmatica contiene sodio y calcio, ademas de
ATPasas, que contribuyen de manera importante para mantener la

homeostasis i6nica.*



Glicocalix. Se le denomina glicocalix a la capa difusa de lipidos, azucares y

proteinas de 20nm de espesor, que recubre la superficie exterior de la
membrana plasmatica de las plaquetas incluyendo el SCCS (Sistema
Canalicular Conectado a la Superficie), y que interactia con el plasma y

componentes celulares de la sangre y los vasos sanguineos.

El glicocalix contiene GP’s, glicolipidos, mucopolisacéaridos, y proteinas
absorbidas del plasma y proporciona una superficie netamente negativa,
debido principalmente a residuos de &cido sidlico presentes en ciertas
proteinas como GPIb. Se cree que esta carga evita que las plaquetas
circulantes se adhieran entre si 0 a los vasos sanguineos cuando estan en
reposo. Debido a que el glicocélix es rico en proteinas que participan en la
adhesion plaquetaria y en receptores de agonistas que activan a las plaguetas,
es considerado un componente fundamental en el desarrollo de las funciones

plaguetarias.?

2.2.- Sistemas membranosos plaquetarios.

Sistema Canalicular Conectado a la Superficie (SCCS ). También conocido
como el sistema canalicular abierto; estd formado por invaginaciones de la
membrana plaquetaria que se comportan como una continuacion de esta.
Posee la misma composicion que la membrana plaquetaria y confiere a la
plaqueta su aspecto esponjoso. El SCCS tiene varias funciones a destacar.
Funciona como una reserva de membrana que facilita la expansion plaquetaria
y la formacién de filopodos después de la adhesion plaguetaria, también
funciona como un depdsito de almacenamiento de membrana de GP’s, como la
Gpllb/llla cuyo numero se incrementa significativamente en la superficie

4



plaguetaria después de su activacion. El sistema también provee una ruta de
liberacién de granulos durante la fase de secrecién una vez que las plaquetas
se activan. Finalmente, sirve como una ruta de ingreso y egreso de varias

moléculas hacia la plaqueta y el plasma.’

Tabulos Densos. El sistema tubular denso (STD) es un sistema de canales
cerrados, estrechos de aproximadamente 40 a 60 nm de didmetro. Es el
principal depdsito de calcio intraplaquetario. En este lugar también se localizan
las enzimas del metabolismo de las prostaglandinas. Durante la activaciéon
plaquetaria, el calcio i6nico se moviliza a partir del STD. La plagueta controla
sus niveles citoplasmaticos transportando el calcio desde el citoplasma hacia el

STD para mantener la forma discoide plaquetaria.’

2.3.- Citoesqueleto plaquetario.

Tanto la forma de las plaguetas como su capacidad de contraerse y expandirse
depende de una estructura citoplasmica formada de mondmeros, filamentos y
tubulos que constituyen al citoesqueleto. El citoesqueleto puede mediar el
cambio de forma de las plaquetas, a través de la expansion y contraccion de
pseuddépodos formados por la activacion de las plaquetas, y dar soporte a la
membrana plasmatica para mantener la forma discoide de las plaquetas en
reposo.® Esta variedad de funciones se realiza por tres distintas estructuras: la
primera, la region submembranosa, que se sitia en la cara interna de la
membrana plasmatica; la segunda, una masa de filamentos intermedios y
actina que se encuentran en el citoplasma y la tercera, la banda de

microtubulos circunferenciales los cuales envuelven las sustancias producidas



por la plaguetas en reposo. A su vez, tres diferentes tipos de proteinas
conforman todas estas estructuras, las cuales son: microfilamentos de actina
tienen un didmetro de 5 a 6nm, filamentos intermedios de desmina y vimentina
que tienen un diametro de 10-12 nm y los microtibulos compuestos

principalmente de tubulina cuyo didametro es de 25 nm.?

Region submembranosa . La region submembranosa del citoesqueleto esta
formada basicamente de pequefios filamentos de actina que apuntalan la
membrana plasmatica y conecta los receptores ubicados en la superficie
plagquetaria con la mayoria de los filamentos de actina citoplasmicos. Por
ejemplo la region submembranosa se asocia con el dominio citoplasmico de la
proteina transmembranal GPIb a través de la proteina de unién a actina. Dentro
de esta region también se han identificado diversas proteinas con propiedades
de sefalizacibn como espectrina, talina, pp60c-src y Rho. La regién
sumbmembranosa tiene un papel importante en la expansion plaquetaria que

ocurre después de la adhesién al sitio lesionado.’

Actina citoplasmica y filamentos intermedios . La mayoria del citoesqueleto
plagquetario consta de una gran cantidad de actina, la cual comprende
aproximadamente el 25% de las proteinas totales. Otras proteinas del
citoesqueleto plaquetario como la tropomiosina y la a-actina, estan presentes
en una menor cantidad (del 2 al 5% de las proteinas totales plaquetarias). La
actina se encuentra en dos formas, en forma globular (G-actina) y en forma
filamentosa (F-actina) ambas conectan a la region sumbmembranosa y a los
microtubulos. En las plaquetas en reposo, aproximadamente el 40% de la

actina se encuentra en forma de microfilamentos, los cuales estan dispersos en
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el citoplasma, también se encuentran en muchas otras regiones
subplaquetarias como en los granulos, sin embargo como su tamafio es muy

pequeino no se logran observar adecuadamente.

Filamentos intermedios.  Son estructuras mas resistentes y estables, ricos en

vimentina y que aparentemente soportan la tension dentro del citoplasma.

Tanto la atina como los filamentos intermedios participan en la reorganizacion
del citoesqueleto para que la plagueta cambie de forma una vez que se ha

activado.®

Microtubulos. La banda de tubulos circunferenciales, se encuentra dentro del
citoplasma rodeando el contorno de la plagueta. Se encarga de mantener la
forma discoide de la plaqueta en reposo. Los tubulos estan formados de dos
subunidades protéicas llamas a y B tubulina las cuales se enlazan a las
proteinas asociadas a tubulina. Los microtubulos estan presentes en forma de
polimeros dentro de las plaguetas que aun no son activadas. La activacion
plaquetaria provoca que los microtubulos se desensamblen, provocando que la

plaqueta pierda su forma discoide.?

2.4.-Granulos plaguetarios y organelos.

La funcién plaguetaria normal requiere la amplificacién de algunos estimulos
para obtener una respuesta adecuada. En consecuencia las plaguetas poseen
granulos de secrecion y mecanismos que sirven para este propdsito, asi como
liberar moléculas adicionales estimulantes. Existen 3 tipos de granulos, los

granulos a, granulos densos y los lisosomas. Aparentemente los granulos a y



los granulos densos son los granulos efectores mas importantes debido a su

alta reactividad y facil disposicion.®

Granulos a. Existen aproximadamente 50 granulos a por plagueta, son los
granulos plaquetarios mas abundantes, su forma aparentemente es esférica y
tienen un didmetro de aproximadamente 300 nm.? Se encuentran almacenados
dentro de una membrana que los divide en dos diferentes zonas
intragranulares las cuales varian en densidad electronica. La region electronica
mas densa es la zona mas céntrica, esta formado de proteinas plaquetarias
especificas como la B-tromboglobulina. La regidbn menos densa se encuentra
en la periferia, es la regiobn mas cercana a la membrana granular, contiene
estructuras tubulares y glicoproteinas de adhesién como el Factor de von
Willebrand (FVW). Se ha sabido por muchos afos que las plaquetas tienen la
capacidad de tomar algunos componentes del medio externo e introducirlos a
su citoplasma; recientes investigaciones han demostrado que pueden
incorporar proteinas plasmaticas especificas. En este punto se puede clasificar
a las diversas proteinas que se encuentran en los granulos a de acuerdo a
diversos aspectos como su origen (megacariocitico 0 no megacariocitico),

localizacién dentro del granulo y funcién (adhesiva o mitogénica).

Tres proteinas, p-tromboglobulina, Factor Plaquetario 4 (PF4) y la
trombospondina estan altamente concentradas en los granulos a y son
sintetizadas en los megacariocitos. Las primeros dos, p-tromboglobulinay PF4
muestran homologia en la secuencia de aminoacidos y de forma adicional
caracteristicas de localizacion (dentro de la region de alta densidad

electronica), propiedades de union a la heparina y miembros de la familia CXC



de las quimiocinas. Juntas constituyen aproximadamente el 5% de las
proteinas plaquetarias totales y debido a su especificidad (solamente se
producen en los megacariocitos) pueden servir como marcador de plaquetas en
suero o en plasma. El tercer miembro de este grupo, la trombospondina, es una
lectina endbégena plaquetaria, comprende el 20% de las proteinas plaquetarias
totales, se libera en respuesta a la trombina y participa en la formacion del

tapon plaquetario.’

El FVW es sintetizado por los megacariocitos y esta presente en la zona
periférica de los granulos a (zona de baja densidad electrénica), su localizacién
es similar a la que tiene dentro de los cuerpos de Weibel-Palade en las células
vasculares endoteliales. El factor V se encuentra en los granulos a unido a una
proteina llamada multimerina dentro de la zona periférica.” Existen otras
proteinas de la coagulacién dentro de los granulos a como el fibrinbgeno que
son incorporados del plasma, pero que aparentemente no se sintetizan por el
megacariocito. Dos diferentes proteinas granulares de membrana, P-selectina 'y
la proteina granular de membrana 33 han demostrado tener la propiedad de ser
translocadas de la membrana de los granulos a la membrana plasmatica
después de la activacion plaquetaria. Finalmente, existen otras proteinas que
han sido localizadas so6lo en la superficie de los granulos a de las plaquetas,

incluyendo CD9, PECAM-1, Rap Ib, GPIb-IX-V y osteonectina.?

Pequefias cantidades de practicamente todas las proteinas plasmaticas, como
la albumina, IgG, fibronectina y precursor de la proteina B-amiloide pueden
encontrarse en el interior de los granulos a. Ademas de varios factores de

crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas, TGF-B1 y



factor de crecimiento vascular endotelial. Estos granulos, aparentemente tienen

una participacion muy importante en la actividad mitogénica de las plaquetas?.

Granulos densos. Podemos encontrar aproximadamente cinco granulos
densos por plaqueta.” Este tipo de granulos tienen una gran densidad
electrénica, son facilmente apreciables en un microscopio electrénico debido a
su distintiva apariencia de “ojo de toro”. Con un didmetro aproximado de
250nm, estos granulos son un gran reservorio de ADP, un agonista critico para
la activacion de las plaguetas que amplifica el efecto de otros estimulos. Los
granulos densos también son ricos en ATP, pirofosfato, calcio y serotonina,
tienen ademas, una menor cantidad de GTP, guanosin difosfato y magnesio.
Los nucledtidos de adenina son sintetizados y secretados por los
megacariocitos, mientras que la serotonina es incorporada a partir del plasma
por las plaquetas circundantes. Hay mas ADP que ATP en los granulos densos,
y ambos pueden conducir a la formacion de adenosin monofosfato (AMP). A
su vez, el AMP puede ser desfosforilado para formar adenosina o ciclado y
forma AMPc un inhibidor de la respuesta estimulatoria de las plaguetas. La

membrana de los granulos densos contiene P-selectina y granulofisina.®

Lisosomas. Los lisosomas son pequefias vesiculas acidificadas, de
aproximadamente 200nm de diametro que son identificables solo con tinciones
especificas para la fosfatasa 4cida o la arilsulfatasa o por inmunocitoquimica
para catepsina D y proteinas de membrana asociadas a lisosomas (LAMP-
1/LAMP-2) que se expresan en la membrana plasmética después de la
activacion.® Los lisosomas son los tnicos granulos plaquetarios que contienen

hidrolasas con un pH 6ptimo de 3.5 a 5.5, incluyendo [B-glucoronidasa,
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catepsinas, aril sulfatasa, B-hexosaminidasa, [B-galactosidasa, heparitinasa y
B-glicerofosfatasa.? Los lisosomas constitutivos son liberados méas lentamente
e incompletamente (aproximadamente el 60%) que los componentes de los
granulos a y los granulos densos después de la estimulacién plaquetaria, su
liberacién requiere de agonistas fuertes como la trombina o la colagena
sugiriendo gue quizé tienen un papel mas importante en la lisis del trombo que

en la respuesta hemostatica inmediata®.

Organelos: microperoxisomas, vesiculas recubiertas, mitocondrias y
glucégeno.

Microperoxisomas: son granulos pequefios de aproximadamente 90nm de

diametro, cuya presencia puede ser demostrada por su actividad de catalasa al
generar diaminobenzidina alcalina. Estas estructuras pueden participar en la
sintesis del factor de activacion plaquetaria, sin embrago su destino final dentro

del citoplasma es desconocido.™

Vesiculas recubiertas: son organelos plaquetarios que tienen un diametro

aproximado de 70-90 nm, distinguibles por su densidad electronica. Su
superficie polihédrica esta compuesta de clatrina, tinciones especiales revelan
qgue la cubierta que esta en el plasma y la membrana del SCCS es la misma
gue se encuentra en estas vesiculas, que transportan componentes del plasma
a los granulos plaquetarios, el nimero de vesiculas en las plaquetas aumenta

después de la estimulacién con ADP.*°

Mitocondrias: las mitocondrias de las plaquetas son similares a las encontradas

en otros tipos de células, con la excepcion de que su tamafio es mas pequefio.
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En los humanos hay aproximadamente siete por plagueta, en ellas se lleva a

cabo la respiracion celular y el ciclo del acido citrico.*

Glucégeno: se encuentra en particulas pequefias 0 en masas de particulas
estrechamente unidas, juegan un papel importante en el metabolismo

plaquetario.®

Figura 2. Caracteristicas ultraestructurales observadas en secciones poco densas de
plaguetas discoides cortadas en seccion cruzada. EC= capa exterior, CM= membrana
unitaria trilaminar, SMF= submembranas que contienen filamentos especializados que
conforman la pared de la plaqueta y revisten los canales del sistema canalicualr
abierto conectado a la superficie (SCCS), MT=Banda circunferencial de microtibulos,
Gly= Glucoégeno, M=mitocondrias, G=granulos a y DB= granulos densos. Tomado de:
White J. Hemostasis and Thrombosis, 3"Ediciéon 1994.

3.- FUNCION DE LAS PLAQUETAS.

Las plaquetas estan implicadas en varios aspectos de la hemostasia. Una de
las funciones que desempeiian es la vigilancia pasiva del recubrimiento

endotelial de los vasos sanguineos respecto a posibles brechas y fracturas.
12



Aungue la naturaleza exacta de esta accién es un tanto controvertida, se ha
visto que las plaquetas mantienen la continuidad o integridad de los vasos al
llenar las brechas causadas por la separacion de las células endoteliales. Se
adhieren a las fibras de colagena subyacente del endotelio expuesto y evitan el
escape de la sangre. La disminucion en el nimero de plaquetas resulta en
escapes de sangre a través de estas brechas hacia el interior de los tejidos.
Cuando se producen lesiones y hay una ruptura real en la continuidad del
recubrimiento de los vasos, las plaquetas reaccionan para formar un agregado
conocido como tapon hemostatico. La hemorragia se detiene debido a que las
aberturas en los vasos se llenan mecanicamente con la masa plaquetaria.
Después de la formacion de este tapdn, los fosfolipidos de la membrana de las
plaquetas que conforman el tapdn hemostatico proporcionan una superficie de
reaccion a los factores de la coagulacion que intervienen en la hemostasia
secundaria y cuyo obijetivo es convertir el fibrindbgeno en fibrina para finalmente
reparar el sitio lesionado.™

Como cuarta funcion, las secreciones de las plaquetas ayudan a reparar los
tejidos lesionados. El factor de crecimiento derivado de plaquetas, mitdogeno
almacenado en los granulos alfa, estimula a las células musculares lisas y
posiblemente a los fibroblastos a multiplicarse y sustituir a las células dafiadas

por la lesién.

4.- FASES DE ACTIVACION DE LAS PLAQUETAS.
En un estado fisioldgico normal, las plaguetas circulan sin adherirse al
endotelio vascular sano. Cuando hay alteraciones en la integridad del endotelio

vascular o debido a la friccion provocada por la fuerza de cizalla del flujo
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sanguineo, las plaguetas se activan y desempefian un papel esencial en las
respuestas tanto benignas como patolégicas. La hemostasia primaria es el
proceso inicial de la hemostasia y tiene el objeto de crear un tapén plaquetario

en respuesta a un dafio endotelial.*?

El proceso de transformaciéon de plaquetas
inactivas en un tapdén plaquetario bien formado ocurre a lo largo de un
continuum, pero puede dividirse en tres etapas: (1) adhesion (2) activacion y (3)

secrecion y agregacion.

4.1.-Adhesion plaquetaria

La adhesién de las plaquetas es el primer paso en la formacion del tapon
plaquetario. En condiciones normales, las plaquetas no tienen contacto con la
matriz de tejido conectivo del subendotelio vascular. Cuando ocurre una lesién
en la pared de un vaso, quedan expuestos componentes subendoteliales (por
ejemplo, colagena, FvW, fibronectina y laminina). EI FvW facilita la adhesién
inicial al unirse al complejo glicoproteinico GPIb/IX/V de la plagueta,
particularmente, en presencia de fuertes fuerzas de cizalla. Estas interacciones
permiten que la velocidad de circulacion de las plaquetas disminuya lo
suficiente para que tengan lugar otras interacciones de unién.** En particular,
la interaccion inicial entre colagena y GPVI induce un cambio conformacional
(activacion) en las integrinas de las plaquetas GPIIb/llla y GPla/lla. El FvW vy el
colageno forman sélidas uniones con GPIlIb/llla y GPla/lla respectivamente,
anclando a las plaquetas en el lugar de la lesion formando una primera capa

que evita la fuga de sangre en la lesién del endotelio.**
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4.2.-Activacién plaquetaria.

La adhesion de las plaquetas a las fibras de colagena a través del FvwW
desencadena una serie de cambios morfol6dgicos y funcionales conocidos como
activacion plaquetaria.'* La activacién de las plaquetas es un proceso
complicado que incluye: 1) cambios en la bioquimica metabdlica, 2) cambios en
la forma, 3) cambios en los receptores de superficie, y 4) cambios en la
orientacién de los fosfolipidos de membrana. Sdélo las plaquetas activadas
tienen la capacidad de proceder con los pasos subsecuentes en la formacién
del tapon plaquetario.™

1) Los cambios bioquimicos se inician cuando el FVYW y/6 la colagena, entran
en contacto con el receptor GPIb en la superficie de la plagueta. Las enzimas
de membrana se activan y fragmentan fosfolipidos especificos. Los productos
resultantes son segundos mensajeros que penetran en el citoplasma de la
plagueta y transfieren la sefial al interior de la célula. Muchos conjuntos de
reacciones se estimulan subsecuentemente por los segundos mensajeros. Las
tres enzimas mas importantes presentes en las plaguetas son: la fosfolipasa C,
la fosfolipasa A, y la adenilato ciclasa. Los productos de las tres enzimas
causan un movimiento rapido de los iones de calcio intracelular a partir de los
sitios de almacenamiento en el sistema tubular denso, permitiendo que se
incrementen las concentraciones de calcio i6nico en el citoplasma, que en
reposo suelen ser bajas. Muchos sistemas celulares que estan inactivos en las
plaquetas en reposo se activan por la presencia de los iones de calcio. Existe
una correlacién directa entre la cantidad de calcio citoplasmico y el grado de

estimulacion.®
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El sustrato de la fosfolipasa C es un derivado del fosfatidilinositol (PI). El Pl es
uno de los fosfolipidos que se encuentran en mayor cantidad en la cara interior
de la membrana lipidica. Uno o dos grupos de fosfatos pueden agregarse
enzimaticamente al Pl a través del ATP en las posiciones 4 y 5 del inositol,
para formar fosfoinositol-4monofosfato o fosfoinositol-4,5-bifosfato  (PIP>)
denominados también difosfatidilinositol y trifosfatidilinositol, respectivamente.
La fosfolipasa escinde al PIP, para formar dos compuestos, cada uno causa
diferentes efectos. El primero, el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) estimula una serie
de reacciones que dan lugar a la liberacion de iones de calcio del sistema
tubular denso. El segundo compuesto es el diacilglicerol (DG), que activa otra
enzima llamada protein-cinasa C, la cual fosforila a otras proteinas. La
fosforilacién es un proceso regulador en todas las células que da lugar a la
activacion de algunas proteinas y a la inactivacion de otras. En la plagueta, se
considera que conduce a pasos subsecuentes como la secrecion de los
granulos y a la activacion del receptor del fibrindgeno, la GPIIb/llla que le
confiere gran afinidad sobre el fibrin6geno.**

La fosfolipasa A, se estimula por el incremento del calcio citoplasmico
originado por el IP3. La fosfolipasa A, hidroliza al acido araquidonico (AA) a
partir del segundo carbono del esqueleto del fosfatidilinositol y de la
fosfatidilcolina. El acido araquidonico es un precursor de una gran cantidad de
moléculas presentes en nuestro organismo. En la plaqueta, el tromboxano A,
(TxA,) se sintetiza a partir del &cido araquidénico por accion de la cliclo-
oxigenasa (COX) y tromboxano sintetasa. Dentro de la plaqueta el tromboxano
A, estimula la secrecion de los granulos de ésta. El tromboxano A, ademas,

puede difundir al exterior de la plaqueta y favorecer la vasoconstriccion.*®

16



La tercera enzima, la adenilato ciclasa es estimulada por los agentes
inhibidores de la agregacién plaquetaria y se bloguea por muchos agonistas
promotores de dicha agregacién. Las concentraciones de calcio aumentan por
esta accién, pero no es claro el mecanismo mediante el cual sucede.™

La activacion continiia dando lugar al cambio de forma de la plaqueta cuando el
nivel de calcio alcanza un umbral.

2) Uno de los eventos mas dramaticos durante la activacion de las plaquetas
es la metamorfosis que ocurre cuando las plaquetas se adhieren y expanden
sobre las fibras de colagena expuestas, gracias a factores solubles como la
trombina o el ADP. En cada caso las plaguetas pierden su forma discoide
distintiva y adquieren una morfologia irregular con mdultiples proyecciones
filopoidales. Esta transformacion esta asociada en gran parte al rearreglo del
citoesqueleto plaquetario. La red citoplasmética de actina, el borde de
membrana asociado a actina y la banda marginal conformada por microttubulos
son las encargadas de darle forma tanto a las plaquetas en reposo como a las
plaguetas activadas.

La red citoplasmatica de actina esta compuesta de filamentos de actina y
proteinas asociadas. En las plaguetas en reposo 40 al 50% de la actina se
encuentra en forma de F-actina, el resto se encuentra en forma de G-actina.
Este proceso es regulado en parte por el incremento en los niveles de PIP,
que acompafia la activacion plaguetaria. Al mismo tiempo la miosina es
fosforilada por la cadena ligera de la miosin cinasa y comienza a asociarse con
la F-actina, formando filamentos que son anclados a la membrana plasmatica

de la plaqueta a través del complejo GPIb/V/IX
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El borde de membrana del citoesqueleto estd compuesto de actina, filamina,
talina, vinculina, espectrina, a-actina y varias glicoproteinas de membrana. La
filamina es una proteina elongada de 280 Kd presente en las plaquetas y que
funciona como proteina de unién a actina. En las plaguetas en reposo la
filamina forma parte de una matriz semirrigida que ayuda a mantener la forma
discoide de la plaqueta y limita el movimiento lateral de GPIb. Esta funcion es
analoga a la que realiza la espectrina en el eritrocito. Cuando las plaguetas son
activadas, los filamentos de actina forman un agregado de proteinas de unién a
actina, posteriormente se libera calcio citosoélico que activa a la calpaina, la cual
escinde proteinas de union a actina cortando el vinculo con GPIb.

El tercer mayor elemento estructural en las plaquetas es la banda marginal de
microtubulos. Estos microtibulos encierran el perimetro de la plagueta para
ayudar a mantener su forma discoide. Durante la activacion plaquetaria los
microtubulos se contraen, permitiendo que las plaquetas cambien de forma.

3) El tercer elemento de la activacion da lugar a la aparicion del receptor
GPllIb/llla, que se une al fibrinbgeno. Este receptor se encuentra oculto en las
plaguetas inactivas, pero aparece muy pronto después de la activacion con
cualquier agonista. Las plaquetas son capaces de enlazar fibrinbgeno sélo
después de que el receptor GPIlIb/llla es activado. Para que el receptor se
active y se lleve a cabo este enlace se requiere la presencia de calcio.’

4) El cuarto aspecto de la activacion es un cambio en la superficie de la
membrana plaquetaria, que permite que las proteinas generadoras de fibrina
(los factores de la coagulacién) se anclen a ella. Esta funciéon se conoce como

actividad procoagulante de la plaqueta.’’
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4.3.- Agregacion primaria, Secrecion de granulos vy agregacion
secundaria.

Agregacion. Después de que las plaguetas se activan, el tapdn hemostatico
continla en una fase conocida como agregacion. La agregacion de las
plaquetas se refiere a la adhesién de las plaquetas entre si. Las plaguetas que
no se unen a las fibras de colagena expuestas en el sito de la lesion, se activan
por contacto con agonistas liberados de los granulos de las plaguetas que ya
estan unidas al sitio lesionado. Con esta activacion las plaquetas “nuevas”
sufren cambio de forma y activacion de su receptor GPIIb/llla y se agregan a
las plaquetas que se encuentran adheridas a las fibras de colagena.’

La agregacién se produce en dos fases llamadas primaria y secundaria.
Durante la agregaciéon primaria las plaquetas se adhieren laxamente entre si,
ante un estimulo débil, esta agregacién es reversible. La agregacion
secundaria por su parte, tarda mas tiempo y comienza cuando las plaguetas
sintetizan tromboxano A, Yy liberan su propio ADP y otras moléculas que se
encuentran almacenados en sus granulos. Las sustancias liberadas se vuelven
agonistas que contindan el proceso de estimulacion. Si las plaguetas son
incapaces de liberar ADP o de sintetizar tromboxano A,, o ambos, no se
produce la agregacién secundaria. El resultado puede ser que la hemorragia de
una herida tarde mas tiempo en detenerse.™

Se necesita fibrinbgeno y calcio extracelular para que se produzca la
agregacion. Ambos son elementos constitutivos del plasma y ambos son
liberados por los granulos de almacenamiento de las plaquetas para
proporcionar altas concentraciones en el area de la lesion. La funcidén del

fibrinbgeno es formar puntos o sitios de unién entre dos plaquetas adyacentes
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gracias a su estructura molecular, que consta de dos pares de tres cadenas
polipeptidicas, llamadas alfa, beta y gama. Un juego de las tres cadenas
polipeptidicas forma un dominio D en cada extremo de la molécula. Las seis
cadenas se unen en el centro de la molécula en el dominio E.*® Una molécula
de fibrindgeno se puede unir al receptor GPlIb/llla de dos plaquetas diferentes
a través de los sitios de enlace en las cadenas alfa y gamma de su dominio. El
extremo terminal carboxilo de la cadena gamma y dos sitios de la cadena alfa
del fibrinbgeno se enlazan a secuencias de aminoacidos cortas especificas y
complementarias en el receptor.*®

Secrecidén. Después de la adhesién, cambio de forma y agregacion primaria,
las plaquetas comienzan a liberar en el area circundante su contenido granular.
Este proceso es conocido como secrecion. La secrecion depende de energia y
requiere de ATP. Se realiza gradualmente durante un cierto periodo y antes o
concurrentemente con la agregacion secundaria.

La secrecion se produce de dos maneras. En uno de los mecanismos, el
sistema canalicular se fusiona con las membranas de los granulos que se han
centralizado profundamente en el interior de la plagueta. Enseguida, los
contenidos se expulsan a través del SCCS al exterior. De manera alterna, las
membranas de algunos granulos se fusionan entre si y después lo hacen con la
membrana plasmatica. De esta otra forma, los granulos son liberados al
exterior de la plaqueta. Algunas de las sustancias liberadas son agonistas que
estimulan receptores adicionales de membrana. La estimulacién de dichos
receptores provoca un aumento en los niveles de calcio y en seguida se
producen mayores niveles de liberacion de granulos, hasta que finalmente las

plaquetas quedan degranuladas.?
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Las sustancias liberadas por las plaquetas tienen diversas funciones, algunas
definidas y la mayor parte de ellas desconocidas. Promueven la formacion del
tapdén de plaquetas al estimular que las plaquetas se adhieran, secreten y
agreguen. La liberacion al tejido circandate del ADP de los granulos densos se
considera de importancia primaria en la estimulacion continua y en el
reclutamiento de nuevas plaquetas al agregado. Después de una lesion, la
principal fuente de ADP extracelular puede ser el tejido lesionado y las células
endoteliales. EI ADP extracelular se enlaza a un receptor de membrana
especifico de la plaqueta que se encuentra acoplado a la enzima adenilato
ciclasa. Un efecto de este enlace provoca que las reservas de calcio
intracelular se desplacen de los sitios de almacenamiento al citoplasma. El
aumento de calcio citoplasmico hace que las plaquetas liberen a su exterior su
propio ADP a partir de los granulos densos. Otro efecto del enlace del ADP a
su receptor es promover que los receptores del fibrinbgeno (GPlib/llla)
incrementen su numero en la superficie de la plaqueta, los receptores a su vez
cambian de un estado de baja afinidad a alta afinidad por el fibrinégeno. Al
continuar la liberacién, la cantidad de ADP extracelular aumenta y se estimulan
mas receptores de plaqueta, lo que da lugar a mayores concentraciones
internas y externas de calcio.™

Los granulos a contienen una amplia variedad de proteinas, algunas de las
cuales son especificas de las plaquetas y otras, como el fibrinbgeno son
similares a las proteinas hemostéaticas que se encuentran en el plasma.

Las proteinas especificas de las plaguetas son el PF4, la p-tromboglobulina
(BTG) vy el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). EI PFA4 se

conoce como factor neutralizante de la heparina, tienen actividad quimiotactica
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para neutréfilos, monocitos y fibroblastos. La funcién de BTG es incierta pero se
cree que atrae fibroblastos quimiotacticamente por lo cual puede promover la
reparacion de la herida. El PDGF es un mitbgeno que también contribuye a la
reparacion del tejido dafiado.

La trombospondina es otra proteina liberada de los granulos a, pero no es
especifica de las plaquetas. Se sintetiza por muchas otras células, incluso
células endoteliales, y se encuentra en el tejido conjuntivo vascular. Puede
actuar en la agregacion y en la adhesién de las plaquetas.

El FvW, Factor V y el fibrinbgeno son ejemplos de proteinas en los granulos a

que son similares a las proteinas hemostaticas del plasma.?°

5.- RETRACCION DEL COAGULO.

Las plaquetas generan la fuerza necesaria para la retraccion del coagulo de
fibrina, contribuyendo de esta forma a la cicatrizacion de las heridas. La
retraccién del coagulo requiere un intacto citoesqueleto plaquetario.?

Se estima que la retraccion del coagulo se produce por la vinculacion de los
pseuddpodos de las plaquetas adyacentes entre si con las fibras de fibrina. La
actina, la miosina y otras proteinas contractiles que se encuentran dentro del
citoesqueleto plaquetario hacen que las plaquetas se contraigan. In vivo, el
resultado de la retraccion del coagulo es una masa cohesiva de plaquetas y
fibrina que sella la pared del vaso lesionado. La masa de plaquetas-fibrina
estabilizada permanece en el sitio hasta que la reparacion de la herida por los
fibroblastos produce un cierre permanente de la misma. La contraccion
probablemente involucra al citoesqueleto plaquetario cuya composicion es muy

similar al encontrado en las células musculares lisas. La integrina Gpllb/llla es
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también necesaria debido a que es la molécula que ancla las plaquetas a la
fibrina. Si Gpllb/llla es bloqueada por anticuerpos o péptidos solubles que
compiten por el sitio de unién, entonces, la retraccion del codgulo se inhibe.

La interaccion de GPIIb/llla con la fibrina durante la retraccion del coagulo
difiere de la interaccion con el fibrindgeno durante la agregacion plaquetaria.
Esta diferencia no es causada por la pérdida de fibrinopéptidos A y B del
fibrindbgeno, ya que aunque la fibrina no cuenta con los fibrinopéptidos Ay B, si
mantiene dos sitios de unién a la integrina Gpllb/llla encontrados en el
fibrinbgeno. Cuando uno de estos sitios, la secuencia peptidica AGDV en la
cadena vy del fribrinégeno se elimina, la agregaciéon plaquetaria se interrumpe,
mientras la retracciéon del coagulo se lleva acabo de manera normal. Esto
sugiere que la agregacion plaquetaria es mediada por la unién de la cadena y
del fibrindgeno a la integrina GPIIb/llla, mientras que la retraccion del coagulo
es mediada por la unién de la secuencia peptidico RGD de la cadena a del
fibrindgeno.**

La fibrinolisis del coagulo ocurre por accion de la plasmina, cuya actividad se
inicia por el activador tisular del plasmindgeno (t-PA por sus siglas en inglés).
Los coagulos que son ricos en plaquetas son mas resistentes a la fibrinolisis
posiblemente por la liberacion del inhibidor del activador del plasminégeno
(PAI-1). Ademads, la fibrina que forma parte de la densa red que se encuentra
unida a la superficie plaquetaria es mas resistente a la fibrinolisis que la fibrina
gue no se encuentra unida la superficie plaguetaria, gracias a la union al
receptor GPIIb/llla, el desacoplamiento de la fibrina de la integrina hace a la

fibrina mas susceptible a la lisis.**
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HEMOSTASIA PRIMARIA

1. Adhesion ()5. Agregar tapon

Plaquetas )
®

Endotelio

Membrana basal
MEC (Colageno)

Figura 3. Participacion de las plaquetas durante la lesién del endotelio. vWF= Factor de von
Willebrand, TxA,= Tromboxano A,, ADP= Adenosin difosfato , MEC= Matriz extracelular
subendotelial. Tomado de: Pérez A. El estomatdlogo su relacidon con el dolor y la sangre,
capitulo Il Hemostasia natural.

6.- Mecanismos regulatorios de la activacion y agre  gacion plaquetaria.

La formacion del tapon plaquetario en el sitio vascular lesionado es un proceso
altamente localizado. El tapon plaquetario normalmente no se forma ni crece de
manera descontrolada para no bloquear el flujo sanguineo. Ademas, las
plaguetas no se adhieren a un vaso sanguineo ileso. Existen mecanismos que
evitan que las plaquetas se adhieran a sitios ilesos en el endotelio y que limitan
la formacion del tapdn plaquetario.?? Estos mecanismos incluyen la produccién
de prostaglandinas inhibitorias, oxido nitrico, un sistema ectoprotein cinasa

plaquetario y el reciclamiento de GPIIb/llla.**
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6.1.-Prostaglandinas inhibitorias.

PGE1l, PGE2 y PGI2 (también llamada prostaciclina), inhiben la agregacion
plaquetaria inducida por la mayoria de los agonistas dependientes de AMPc. La
prostaciclina y la PGE2 se producen por el endotelio y otros tejidos. Estas
prostaglandinas interactan con los receptores acoplados a proteinas G en la
superficie de la plaqueta, de esta forma, se activa la adenilato ciclasa, que
induce la formacion de AMPc. La produccion de AMPc se regula por la
actividad de la fosfodiesterasa, que disminuye los niveles de AMPc dentro de la
plaqueta, degradandolo. La actividad de la fosfodiesterasa es inhibida por una
serie de farmacos, como la teofilina y dipiramida, provocando elevacién
intracelular en los niveles de AMPc. EI AMPc activa a las cinasas dependientes
de AMPc (también llamadas cinasas A o protein cinasas A), las cuales
fosforilan proteinas especificas, lo que probablemente inhibe la reactividad
plaquetaria.?® El mecanismo exacto por el cual las cinasas A inhiben la
reactividad plagquetaria no es del todo claro, sin embargo existen varias teorias,
por ejemplo, recientemente se demostré que niveles elevados de AMPc inhiben
al receptor plaquetario IP3, lo que probablemente provoca una disminucién en
los niveles intracelulares de Ca2+. Niveles altos de AMPc también inhiben la
actividad de las enzimas fosfolipasa C y fosfolipasa A,. Adicionalmente, PGE1
induce la fosforilacién de GPIb para inhibir la polimerizacién de actina lo que

ocurre en las plaquetas estimuladas con colagena.?*

6.2.- Oxido Nitrico.
El 6xido nitrico se forma por células endoteliales, plaguetas y otras células a

partir de L-arginina, por la 6xido nitrico sintetasa.”> El NO se produce en
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respuesta a cambios en la presion arterial y agonistas plaguetarios como la
trombina o el ADP y facilmente difunde al endotelio, a través de la membrana
plasmatica plaquetaria. EI NO inhibe tanto la activacibn como la agregacion de
conglomerados plaquetarios, pero a diferencia de las PGI2 o PGE1, no es
dependiente de los niveles de GMPc. Debido a que la actividad de la NO
sintasa mejora durante la activacién plaquetaria, ha sido sugerido que la
produccion de NO le provee a las plaquetas un medio para limitar la agregacion
plaquetaria. Varios grupos han demostrado un sinergismo inhibitorio del NO y

la protaciclina en la activacién plaquetaria.?

6.3.- Internalizacion de Gpllb/llla.

La integrina GPIIb/llla se internaliza tanto en las plaquetas en reposo como en
las plaguetas activadas. Sin embargo, en las plaquetas activadas la GPIIb/llla
puede unir fibrindbgeno y rapidamente internalizarlo. Plaquetas activadas que no
forman parte de un agregado, quitan el fibrindbgeno de su superficie y regresan
a un estado no adhesivo. El destino exacto del fibrinégeno internalizado no es
del todo claro, pero varias evidencias sugieren que al menos una porcion es
trasportado a los granulos a tanto de los megacariocitos como de las plaquetas.
De esta forma, pacientes con trombastenia de Glazman tipo 1, que carecen
completamente de GPIlIb/llla, no tienen fibrinbgeno en sus granulos a. La
intenalizacion del fibrinbgeno probablemente si ocurre in vivo, debido a que se
ha reportado que transfusiones de plasma que contienen fibrinbgeno a
pacientes con afibrinogenemia restauran mas rapidamente los niveles de
fibrinbgeno que el que se podria explicar por la formacion de nuevas plaquetas.

De esta forma el fibrindgeno internalizado provee un mecanismo de transporte
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hacia los granulos a y un mecanismo antitrombotico que implica la eliminaciéon

del fibrinégeno en la superficie de la plaqueta.?’

6.4.- Ectoprotein cinasa .

Una protein cinasa altamente activa denominada ectoproteincinasa (EPK) ha
sido particularmente caracterizada en la superficie de las plaquetas en reposo,
aparentemente regula de manera negativa la activacion plaquetaria. EI ATP se
secreta a partir de los granulos densos de las plaguetas o se libera de otras
células circulantes y sirve como sustrato de esta cinasa. La EPK es una
treonin-serin cinasa y muestra dependencia de Ca®", fosforila dos proteinas de
39KDa y 42KDa. Esta enzima se atenua generalmente durante la activacion
plaquetaria por varios agonistas. El ligando especifico de GPIV (CD36), un sitio
de unidn plaquetaria para la trombospondina y la colagena, se controla por la
fosforilacion de un ectodominio de GPIV. Aunque la enzima que fosforila a
GPIV en la superficie de la plagueta es desconocida, la EPK es una candidata.
Recientemente ha sido demostrado que CD36 también se fosforila por una
EPK dependiente de AMPc. De esta forma, la fosforilacion celular tiene el

potencial de regular la respuesta plaquetaria a varios agonistas.?*

7.- PATOLOGIAS.

Las plaquetas desempefian un papel importante en la hemostasia, y defectos
en la funcién plaquetaria o disminucién en la cuenta puede conducir a una
diatesis hemorragica. Las trombopatias, son aquellas enfermedades originadas
por algun tipo de trastorno en la funcion plaquetaria. Se trata de patologias en

las que el nimero de plaguetas es normal, pero no se llegan a formar tapones
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hemostaticos funcionales. Los defectos de la adherencia, la agregacion y
actividad procoagulante de las plaquetas pueden ser hereditarios o adquiridos,

es precisamente en estas caracteristicas en la que se basa su clasificacién:*

7.1. Trastornos adquiridos de la funcién plaquetari a.

Los trastornos adquiridos de la funcion plaguetaria se clasifican ampliamente
en los provocados por defectos intrinsecos a las plaquetas y los causados por
defectos extrinsecos a ellas.! Farmacos y muchas enfermedades sistémicas
pueden dar lugar a trastornos adquiridos de la funcién plaquetaria. Se ha
informado que mas de 100 farmacos entre ellos la Aspirina, ciertos alimentos,
especias y vitaminas afectan la funcién plaquetaria. En el caso de casi todos
los agentes, los datos se limitan a descripciones de pruebas de agregacion
plaquetaria in vitro anormales o un tiempo de hemorragia prolongado, lo que
podria no tener relevancia clinica. También se ha informado de disfuncién
plaguetaria en pacientes con uremia, disfuncién hepatica, procedimientos de
desvios coronarios, sepsis/infecciones, leucemia y padecimientos como
coagulacion intravascular diseminada (CID). Es importante subrayar que la
Aspirina, y otras causas de funcion plaquetaria anormal (insuficiencia renal
cronica y cirugia cardiaca) pueden exacerbar considerablemente la hemorragia

en pacientes con trastornos plaquetarios subyacentes.®
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Tabla 1. Trastornos de la funcién plaquetaria que s

e presentan con sintomas hemorragicos.

Tipo de
disfuncién
plaguetaria

Enfermedad
sistémica

Gravedad de
la hemorragia

Mecanismo potencial

Anormalidades de la
agregacion plaquetaria

Trastornos
intrinsecos de
la funcién
plaguetaria

Trastornos
mieloproliferativos
crénicos

De leve a
moderada

Defecto a nivel del megacariocito afectado:

1) Peroxidacion de lipidos y respuestas al
tromboxano A2 anormales

2) Captacion y almacenamiento de serotonina
inferior al normal

3) Expresion anormal de receptores Fc

4) Defecto combinado en la expresion y activacion en
membrana de los complejos GPllb/llla

Agregacion inconsistente o
deficiente

Sindrome
mielodisplasico/
leucemias

De leve a
Moderada

Defectos en la megacariopoyesis:

1) Sistema canalicular dilatado y formacion
microtubular anormal

2) Posible formacion de granulos reducidos o gigantes
debida a la fusién de varios granulos
individuales

3) Defecto adquirido en la membrana, con

4) expresion anormal de la glicoproteina

Agregacion inconsistente o
defectos de agregacion
multiples.

Trastornos
extrinsecos de
la funcién
plaguetaria

Uremia

Leve

1) \Ndmero y funcién normales o del receptor
GPIb/IX

2) wagregacién plaquetaria inducida por
cizallamiento con elevadas tasas de
cizallamiento, posiblemente debidas a
protedlisis de la metaloproteasa del FvW
ADAMTS13

3) Defectos en la funcién del receptor dependiente de la
activacion de la GPIIb/llla
para la unién de fibrin6geno y FvW

4) Defectos en la secrecién plaquetaria de ADP

agregacion con colageno, ADP y
epinefrina

Disfuncién hepatica

De leve a
grave

1) Alteracion del metabolismo del palmato y del
estereato en la membrana plaquetaria

agregacion al colageno,
trombina, ristocetina;

no hay fases secundarias de
agregacion después de la
agregacién con ADP y
epinefrina

Tomado de: Sharathkumar A. Tratamiento de la Hemofilia 2008, 19,13.
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Tabla 1: Trastornos de la funcion plaquetaria que s

e presentan con sintomas hemorragicos (continuacion ).

Sitio de la Enfermedad Gravedad de Mecanismo potencial Anormalidades de la
disfuncion sistémica la agregacion plaquetaria
plaguetaria hemorragia

Trastornos Paraproteinemia De leve a 1) Adherencia no especifica de inmunoglobulinas a la Agregacion deficiente

extrinsecos grave superficie plaquetaria +/- interacciones

de la funcién especificas antigeno/anticuerpo

plaquetaria

Coagulacion 1) Activacion plaquetaria por trombina *agregacién

intravascular Trastorno de almacenamiento adquirido

Diseminada

Desvio 1) Activacion y fragmentacion plaquetaria debida a la Agregacion plaquetaria ex vivo

cardiopulmonar

hipotermia, contacto con superficies
sintéticas cubiertas de fibrindgeno, contacto con
interface sangre/aire, dafio provocado por
succién sanguinea, y exposicion a restos de
trombina, plasmina, ADP o complemento

2) Farmacos (e. g., heparina, protamina y
Aspirina®) y produccién de sustancias
degradantes de la fibrina que se espera
provoquen trastornos de la funcion plaquetaria

anormal en respuesta a
varios agonistas;

L aglutinacién plaquetaria en
respuesta a la ristocetina, y
reaccion liberadora
deficiente debida a la
deficiencia de granulos alfa'y
densos

Hipotermia

1) |expresién de P-selectina soluble en plasma
2) wniveles de tromboxano B;

pctivacién plaquetaria

Tomado de: Sharathkumar A. Tratamiento de |la Hemofilia 2008, 19,14.
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Tabla 2. Disfuncion plaquetaria adquirida debid o a farmacos y alimentos

Agente Mecanismo potencial de accion
Abciximab, eptifibatide, inhibidores orales de Inhibicion de la interaccion GPIIb/1lla-
la a233, agentes fibrinoliticos fibrinbgeno
Ticlopidina, clopidrogrel Inhibicién de los receptores de ADP
Metilxantinas Inhibicion de la fosfodiesterasa
Aspirina y farmacos antiinflmatorios no Inhibicién de la via del tromboxano
esteroideos
Verapamil, bloqueadores de canales de Inhibicion de entrada de calcio

calcio (nifedipina, diltiazem)

Antidepresivo triciclicos, fluoxetina Inhibicién de la captacién de serotonina
Estatinas Interferencia con las vias de sefializacion de
GTP
Antibioticos, B-lactdmicos, nitrofurantoinas Mecanismos desconocido
Alimentos y aditivos Mecanismo potencial de accion
Acidos grasos omega 3, aceite de pescado Reduccion en la sintesis de TXA,
Vitamina E, cebolla Inhibicion del metabolismo del &cido

araquidonico

Cebolla, comino, clavo Disminucién de la produccion del tromboxano
plaguetario
Ajo Inhibicién del fibrinégeno que se une a las
plaguetas

Modificado de: Sharathkumar A. Tratamiento de la Hemofilia 2008, 19:15-16.
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7.2.- Trastornos hereditarios de la funcién plaquet  aria.

Aungque menos frecuente que los adquiridos, los trastornos de la funcidn
plaquetaria también pueden tener un origen congénito. Este grupo heterogéneo
de enfermedades pueden cursar con hemorragia clinicamente significativa,
particularmente ante situaciones de riesgo hemorragico como partos, traumas,
intervenciones dentales o cirugia. Se ha caracterizado un nimero de defectos

genéticos que se asocian a alteraciones especificas de la funcién plaquetaria.t

Defectos en los receptores plaquetarios.

Tromboastenia de Glanzman. La trombastenia de Glanzmann es un trastorno
autosdmico recesivo raro, que se caracteriza por la ausencia de la agregacion
plaquetaria inducida por agonistas. Esto es debido a anomalias tanto
cualitativas como cuantitativas de la GPIIb/llla, receptor encargado de mediar
la unién entre las plaquetas para asegurar la formacion del tapén plaquetario
en el sitio de la lesiébn. En los pacientes que padecen de esta alteracion,
cuando sufren alguna lesion en el endotelio, las plaquetas podran adherirse al
sitio dafiado, sin embargo el reclutamiento de plaquetas adicionales al tapén
hemostéatico sera deficiente. La gravedad clinica en estos pacientes es
variable: algunas pacientes presentan hemorragias leves, mientras que otros
tienen hemorragias mucocutaneas (sangrado de las mucosas y la piel)
frecuentes, graves y potencialmente fatales.?®

Sindrome de Bernard-Soulier. Este sindrome es un trastorno raro, se
transmite en forma autosdmica recesiva; se caracteriza por la presencia de
plaguetas anormalmente grandes cuyo numero también podria ser ligeramente

menor al normal, los tiempos de hemorragia son marcadamente prolongados y
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los estudios de agregacién plaquetaria revelan que la agregacion a la
ristocetina es anormal. Estas caracteristicas estan presentes en la mayoria de
los pacientes debido a una disminucién o ausencia de las cuatro proteinas del
complejo de glicoproteina de superficie identificado como el complejo GPIb/IX.
Este complejo sirve como un sitio de union para el FYW, que actia como un
puente entre las fibrillas de la matriz extracelular de colageno expuestas en el
sitio de la lesién y las plaquetas. La interaccién entre el complejo GPIb/IX, FVvW
y colageno es absolutamente necesaria para la adhesién plaguetaria y
subsiguiente agregacion en el sitio de la lesion. Las manifestaciones clinicas
incluyen hemorragia mucocutanea, hemorragia gastrointestinal y sangrado de

piel parpura (sangrado en la piel que provoca manchas de color purpura).

Defectos de Contenido granular/deficiencias de alma  cenamiento.

Los trastornos de almacenamiento son un grupo heterogéneo de enfermedades
en las cuales existe una anormalidad en la capacidad para almacenar los
productos adecuados dentro de los granulos plaquetarios. Los siguientes son
algunos de los trastornos de almacenamiento reconocidos.?’

Sindrome de plaquetas grises. El sindrome de las plaquetas grises es un
trastorno autosdmico recesivo caracterizado por una deficiencia proteinica
(factor plaquetario 4, B-tromboglobulina, fibrinbgeno 6 PDGF) en el contenido
de los granulos a, tanto en plaguetas como en megacariocitos. Aunque se
desconoce la base molecular concreta de esta enfermedad, parece que el
trastorno se debe a un fallo en la maduracion de los granulos a durante la

diferenciacion de los megacariocitos. Como consecuencia, se produce una
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salida continua de factores de crecimiento y citocinas a la médula, lo que
origina mielofibrosis.?®

Deficiencias de granulos densos. Puede ser un trastorno plaquetario
hereditario o componente de enfermedades multisistémicas. Dentro de estas
dltimas, se encuentra el sindrome de Hermansky-Pudlak, el sindrome de
Chediak-Higashi y el sindrome de Wiskott-Aldrich. Las deficiencias de granulos
densos se caracterizan por una diatesis hemorragica moderada, con sangrado
mucocutaneo, epistaxis, petequias, menorragia y sangrado posquirdrgico o
posparto.*

Defectos de liberacion. Es probable que los pacientes con defectos de
liberacién representen el mayor grupo de personas con trastornos de la funcién
plaguetaria. Pueden ocurrir debido a anormalidades en la transduccion de
sefales de la membrana, vias metabdlicas internas anormales y mecanismos o
estructuras de liberacion anormales que intervienen en las reacciones de
liberacién. Por lo tanto, los defectos de liberaciébn constituyen un grupo
heterogéneo de trastornos con una amplia variedad de defectos subyacentes
cuyos mecanismos todavia no se han dilucidado por completo. La anormalidad
comun final de éste grupo de defectos es la incapacidad para liberar
eficazmente el contenido de los granulos después de la activacion

plaquetaria.®

Defectos de factores de coagulacion que afectan la funcion plaquetaria.
Las anormalidades de los factores de coagulacion plasmaticos pueden generar
defectos en la funcion plaquetaria, a pesar de cantidades normales de

plaquetas que funcionan adecuadamente. La anormalidad mas comdn en ésta
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categoria es la enfermedad de von Willebrand (EVW) y la ausencia de
fibrinbgeno plasmético y/o plaquetario provoca un defecto en la funcion

plaquetaria.

Enfermedad de von Willebrand. ElI FvW tiene la mision de mediar las
interacciones entre las plaquetas y la pared del vaso sanguineo a través de su
receptor GPIb/IX, favoreciendo la adhesion y posterior agregacion plaquetaria,
ademas, estabiliza al factor VIII evitando su degradacién prematura, cuya
deficiencia provoca hemofilia A.

Se distinguen 2 tipos en cuanto a deficiencias cuantitativas: leve (EVW tipo 1),
total (EVW tipo 3), y una por modificaciones cualitativas de la molécula del FvW
(EVW tipo 2 con multiples variantes). La variedad mas frecuente, que
afortunadamente es la menos severa, tiene una herencia de tipo dominante,
por lo que si alguno de los padres la padece, el hijo también la presentara. Por
el contrario la mas grave tiene una herencia recesiva y su frecuencia es muy
baja. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son las hemorragias de
mucosas, siendo especialmente frecuentes las pérdidas ginecoldgicas,

hemorragia nasal o de encias y la hemorragia urinaria o de origen digestivo.?*

Afibrinogenemia. Este es un trastorno autosémico recesivo poco comun en el
cual existen niveles sumamente bajos o nulos de fibrindbgeno, cabe recordar
que el fibrindbgeno es esencial para la formacion del tapdn hemostatico ya que
es el puente que une a las plaquetas entre si, la ausencia de fibrinégeno

plasmaético provoca una interaccion deficiente plaqueta-plaqueta.
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8.- SINDROMES CORONARIOS AGUDOS (SICA).

Normalmente, la circulacion arterial coronaria proporciona riego sanguineo
suficiente para satisfacer las demandas del miocardio. El desequilibrio entre el
aporte y la demanda puede precipitar isquemia. Varios mecanismos
patologicos pueden interferir con el flujo sanguineo a través de las arterias
coronarias e inducir la isquemia. La estrechez de una arteria coronaria principal
en mas del 50% altera el flujo sanguineo en situaciones de mayor demanda de
oxigeno. La alteracidbn mas frecuente en este sentido, es la ateroesclerosis. La
patogenia de la ateroesclerosis incluye la lesion vascular y las respuestas
subsecuentes a esta lesion. La lesion vascular puede dividirse en tres tipos:
Tipo I: Cuando existe alteracion en la funcion de la célula endotelial. Puede ser
causada por estrés mecanico (flujo turbulento) y por hipercolesterolemia.

Tipo Il. Cuando se produce denudacion endotelial y dafio de la intima. En esta
lesion se produce agregacion plaquetaria. Se liberan varios factores de
crecimiento y vaso-activadores desencadenando un proceso que puede romper
la cubierta delgada de una lesion ateroesclerética con un nucleo lipidico
importante.

Tipo Ill. Ademas de lo establecido en la lesion tipo Il se presenta dafio a la
media. Cuando se rompe una lesion lipidica se causa una lesion tipo lll, con
formacion de trombos de gran tamafio que pueden ser oclusivos (generando un
infarto) o no oclusivos (angina inestable).

La isquemia se manifiesta clinicamente por angina, infarto del miocardio o
muerte cardiaca subita (arritmias). Los sindromes coronarios agudos (SICA)
son un grupo de padecimientos que agrupan a las distintas formas de

presentacion de la cardiopatia isquémica. Los trombos que ocluyen
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completamente la luz arterial y con una pobre circulacion colateral provocaran
un infarto del miocardio. Cuando el trombo no ocluye completamente la luz
arterial se presentara como angina inestable o infarto.

La clinica producida por los distintos SICA es muy similar y para diferenciarlos
unos de otros se debe realizar de forma precoz un electrocardiograma que
permitird dividir a los pacientes afectados en dos grandes grupos. Ademas,
dependiendo de la elevaciébn o no de marcadores de necrosis miocéardica se
establecerd un infarto propiamente dicho o angina inestable. A su vez los

|’33

infartos pueden o no presentar onda Q de necrosis residual,”™ quedando por lo

tanto la clasificacion como sigue:

A
j%

Cuadro 1. Clasificacion de los Sindromes Coronario Agudos de acuerdo al electrocardiograma,
elevacién de marcadores de necrosis y a la presencia o ausencia de la onda Q de necrosis.
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Estos sindromes se producen basicamente como consecuencia de la ruptura
de la placa ateroesclerdtica (lesion tipo Il y Ill). Las placas asociadas con
lesiones propensas a la ruptura, son conocidas como “placas vulnerables”.

Las placas vulnerables estdn compuestas por un nucleo rico en lipidos en la
porcion central de una placa excéntrica. El nucleo contiene también numerosas
células espumosas correspondientes a macréfagos cargados de lipidos, bajo
una cubierta delgada que consiste en una capa fibrosa. La vulnerabilidad de la
placa (o predisposicion a la ruptura) se define de acuerdo al espesor real de la
cubierta fibrosa, se considera “vulnerable” a toda lesion con una cubierta
fibrosa menor de 65 u de espesor. La morfologia de la placa en pacientes con
cuadro de angina estable o inestable es dificil de estudiar, debido a que la
mayoria no muere por la enfermedad. Sin embargo algunos autores han
informado que en pacientes con angina estable, fallecidos de procedimientos
de re-vascularizacion, la aterosclerosis grave afectaba dos vasos o mas,
incluyendo la coronaria izquierda principal en alrededor de 30% de los casos.
La trombosis no es un hallazgo frecuente en estos casos.

La frecuencia de trombosis coronaria en pacientes con infarto agudo del
miocardio (IAM) supera el 80% y la de trombosis inidentificadas por angiografia
es del 90%. La ruptura de la placa constituye el factor mas importante en el
desarrollo de trombosis coronaria en el infarto agudo del miocardio. Los autores
informan que al menos el 21% de las muertes subitas por causas coronarias
tienen evidencias de IAM y que el 90% de estas tienen lesiones coronarias con
trombos oclusivos. Alrededor del 70% de los trombos se asocian con ruptura y

el 30% con erosion de la placa.®* % %
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9.- PARTICIPACION DE LAS PLAQUETAS EN LOS SICA.

9.1.- Trombosis e inflamacion.

La trombosis intracoronaria es el evento mas relevante en el inicio de un
sindrome coronario agudo; evento inicial que prosigue a la ruptura de la placa
en una arteria coronaria.

El ndcleo lipidico de una placa estd compuesto de colesterol LDL oxidado y de
macrofagos y esta separado del lumen vascular por una capa fibrosa. La
combinacion de la digestion enzimética y de las fuerzas mecanicas externas en
la arteria conllevan a la ruptura de la capa fibrosa y exposicion del material
ateromatoso altamente pro-coagulable hacia el torrente sanguineo. El depésito
y la infiltracién de macréfagos provocan una liberacién enzimatica que lleva a la
digestidon de elastina y colageno de la capa fibrosa. El desgarre por estrés y las
fuerzas mecanicas de la sistole actian en los sitios inestables de la placa
provocando mayor ruptura; contribuyendo a este proceso otros factores como
la hipertension, tabaquismo, liberacién de catecolaminas y espasmo coronario.
El segundo evento es la formacion del trombo donde se presentan 4 estadios:
1) Adhesividad plaquetaria.

2) Activacion de los factores de coagulacion.

3) Propagacion del trombo.

4) Organizacion del trombo

1) Adhesividad plaquetaria. Es el paso inicial en la trombosis arterial, ocurre
cuando las plaquetas se adhieren al sitio de la lesién vascular. El endotelio
normalmente presenta una superficie lisa que no permite la adherencia de los
elementos celulares de la circulacién. La ruptura de la placa o el dafio al

endotelio expone varias proteinas de la pared endotelial que se unen a
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receptores especificos de las plaguetas provocando su adherencia, el receptor
plagquetario principal denominado glicoproteina Ib/IX, que se une al factor de
von Willebrand en la pared arterial, este ultimo, sufre cambios en su superficie,
con lo cual promueve la adhesion de las plaquetas, que se extienden para
cubrir la mayor parte de la lesién liberando su contenido granular, con lo que
contribuyen al inicio del proceso de la trombosis.

2) Activacion de los factores de coagulacion. Las vias de la coagulacién,
intrinseca y extrinseca convergen en un punto comun: la activacion del factor X
y de la protrombina. La lesion arterial expone Factor Tisular (FT), que estimula
la actividad enzimatica del factor VII para la activacion de los factores IX 'y X. Al
activar el factor X se generan pequefas cantidades de trombina que activa a
los cofactores V y VIII, con lo que se genera mayor cantidad de trombina, este
a su vez es un agonista plaquetario muy potente que recluta mas plaquetas al
trombo.

3) Propagacion del trombo. Se realiza cuando mas plaquetas se incorporan a
la masa creciente del trombo. Lo que se logra a través de la agregacion
plaquetaria.

4) Organizacion del trombo. El desarrollo de un trombo es el producto del
balance entre dos fuerzas opuestas, una que promueve la propagacion de éste
y las fuerzas opuestas que lo rodean y disminuyen su tamafo. El resultado final
dependera de la magnitud de cada una de estas fuerzas ya sea provocando la

oclusién total de la arteria, un trombo mural o la disolucién del coagulo.®
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10.- TRATAMIENTOS ANTIAGREGANTES.

Las plaquetas han asumido un papel preponderante en la medicina
cardiovascular gracias a la comprension del sindrome coronario agudo como
un proceso aterotrombdtico. Gracias a la informacion con la que se cuenta
actualmente, en cuanto a estructura y funciéon de las plaquetas se refiere, se
han desarrollado una serie de farmacos que buscan tratar y prevenir la
recurrencia de los SICA, éste grupo de farmacos ha sido denominado

antiagregantes plaquetarios®.

10.1.-Tienopiridinas.

Las plaquetas presentan en su superficie tres receptores para el ADP, cada
uno induce distintas vias de sefalizacion plaguetaria y distintas funciones en la
agregacion plaquetaria, dentro de este grupo de receptores se encuentran el
P2Y1y el P2Y,.%°

Los primeros inhibidores del receptor de ADP (P2Y1,) desarrollados, fueron las
tienopiridinas. En los Estados Unidos, la segunda generacion de tienopiridinas
(clopidrogrel) fue preferida sobre la primera generacion (ticlopidina) debido a su
menor incidencia de discrasia sanguinea y menor toxicidad de la médula ésea.
En el 2009 una tercera generacion de tienopiridinas (prasugrel) fue aprobada

para su uso en Estados Unidos y Europa.*

Ticlopidina. Fue el primer agente antiplaquetario de la familia de las
tienopiridinas que se uso6. Es un profarmaco que requiere pasar por el higado
en dos ocasiones para obtener el metabolito activo, inhibe de manera

irreversible al receptor de ADP P2Y1,.%°
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Clopidogrel. La mayoria del clopidrogrel que se absorbe por el organismo una
vez que es ingerido (85-90%) se hidroliza a un &cido carboxilico por accion de
una carboxilasa convirtiéndolo en un acido carboxilico (metabolito inactivo), el
resto del farmaco 10-15% se metaboliza rapidamente por isoenzimas del
citocromo P450 en dos pasos. En el primer paso el anillo de tiofeno del
clopidrogrel se oxida formando el 2-oxo clopidrogrel, que a su vez se hidroliza
a un metabolito activo altamente labil, este nuevo metabolito tiene en su
estructura tanto un acido carboxilico como un grupo tiol lo que provoca que el
metabolito sea altamente inestable. Estudios recientes indican que las
isoenzimas CYP2C19, CYP1A2 y CYP2B6 participan en el primer paso
metabdlico, mientras que las CYP2C19, CYPP2C9, CYPP2B6 y CYP3A son
responsables del segundo paso. Una vez que el metabolito activo altamente
inestable, R130964 se ha formado, se une covalentemente al receptor
plaguetario P2Y, especifica e irreversiblemente durante el paso a través de la
circulacién hepatica, inhibiendo de esta forma la activacibn-agregacion

plaquetaria inducida por ADP durante toda la vida media de la plaqueta.**

Prasugrel. Es una tienopiridina de tercera generaciéon que al igual de las
demas tienopiridinas requiere la metabolizacion hepatica para convertirse en un
farmaco activo que inhiba de manera irreversible el receptor plaquetario P2Y15.
A diferencia de las dos anteriores tienopiridinas, el prasugrel solo requiere
pasar por el higado (CYP450) una ocasién para generar el metabolito activo.
En comparacién con dosis estandar de clopidrogrel, el metabolismo de una

dosis estandar de prasugrel es mas eficiente y por ello produce una inhibicién
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mas pronunciada con dosis inferiores. En la figura 4, se esquematizan los
pasos metabdlicos del clopidrogrel y del prasugrel.

El prasugrel ha demostrado ser un inhibidor plaguetario muy potente, sin
embargo también ha demostrado un aumento en el riesgo hemorragico.
Basado en este riesgo, el prasugrel esta contraindicado en pacientes con
historia de ataque isquémico transitorio o fulminante y generalmente no es

recomendado a pacientes de 75 afios 0 mas y que pesan menos de 60kg.*?
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Figura 4 . Metabolismo del clopodrogrel y prasugrel. Modificado de
http://www.medscape.org/viewarticle/739071.

10.2.- Inhibidores de ciclooxigenasa.

Dentro de éste grupo de farmacos se encuentran tanto el acido acetilsalicilico
como el trifusal.

Aspirina. La Aspirina y otros agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
disminuyen la funcion plaquetaria inhibiendo la formaciéon de tromboxano A2,

un potente activador plaquetario. ElI grado de inhibicion plaquetaria de cada
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AINE depende del grado de actividad de las enzimas COX-1 6 COX-2, su vida
media y de si su efecto es reversible o no. Aunque varios AINES poseen
actividad antiagregante, generalmente sélo se habla de la aspirina, que es
frecuentemente prescrita en la prevencion de eventos cardiovasculares

La aspirina inhibe de manera irreversible la COX-1, por acetilacion de un
residuo de serina, de esta forma evita que el acido araquidénico se una al sitio
activo de la enzima, impidiendo la formacién de TXA2 e indirectamente la
amplificacion del proceso de activacion de otras plaquetas. En las plaquetas,
bajas dosis de aspirina son efectivas debido a que las plaquetas no tienen
nucleo, es decir son incapaces de llevar a cabo la sintesis proteica, por lo tanto
tienen una capacidad minima de sintetizar nueva enzima COX-1, esto implica
gue para revertir el efecto, nuevas plaguetas deben ser sintetizadas y liberadas
de la médula ésea.

Existe evidencia clinica que indica que la aspirina ayuda a prevenir eventos
tromboticos, sin embargo este beneficio se acompafia de riesgo hemorrégico.
En general, pequefias dosis de aspirina (75 o 100mg diarios) son consideradas
igual de efectivas que dosis altas (300 o 325mg diarios), pero con un riesgo de
sangrado mucho menor.

Existen diversos estudios que hablan sobre la variabilidad en la respuesta a la
aspirina y a todos los demas antiagregantes, en ellos puede observarse que
existen pacientes que muestran una inhibicion plaquetaria excesiva, lo que
quizas se acompafie con un mayor riesgo hemorragico, en el otro extremo, hay
pacientes que presentan un grado de inhibicién bastante reducido y por lo tanto
quizads tienen mayor probabilidad de sufrir un nuevo evento trombético.

Actualmente no existe una explicacion clara de por qué se presenta este rango
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de respuestas, sin embargo, se sabe que el cumplimiento del tratamiento, la
biodisponibilidad del medicamento, la interaccion entre farmacos y la velocidad
de renovaciéon de las plaquetas juegan un papel importante en la respuesta a
estos farmacos™.

Triflusal. El trifluorosalicilico inhibe de forma irreversible a la COX-1
plaguetaria sin apenas efectos en la COX-2, por lo cual se preserva la sintesis
de PGlI,. Ademas de inhibir la sintesis del tromboxano, inhibe la accién de las
fosfodiesterasas. A pesar de que hay mucho menos ensayos clinicos que
evallen su eficiencia, se han demostrado beneficios clinicos similares a los de
la aspirina en pacientes después de IAM o eventos cerebrovasculares

isquémicos durante la fase aguda.>®

10.3.-Otros.

Inhibidores de la Glicoproteina llb/llla. A diferencia de los agentes
antiplaquetarios que inhiben una via de activacion, los antagonistas del
receptor GPIIb/llla bloquean el final de la via comun de la agregacion
plaguetaria. EI cambio en la conformacion de este receptor (debido a la
activacion de las plaquetas) conlleva a una mayor afinidad al fibrin6geno
soluble mediante la secuencia tripeptidica RGD. Una vez que el fibrinbgeno se
une al receptor activado GPIIb/llla —también conocido como receptor allbp3- se
convierte a fibrina en el paso final de la cascada de la coagulacion, permitiendo
la union de plaquetas (agregacién) y la formacion del tapon plaguetario. Debido
a esto, los antagonistas del receptor GPIllIb/llla son considerados potentes
agentes antiplaguetarios. Estos medicamentos aprovechan la secuencia

especifica de aminoéacidos en el fibrindbgeno y otros ligandos (como el factor de
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von Willebrand, fibronectina y vitronectina) para prevenir la agregacion
plaquetaria.

Hay tres antagonistas del receptor GPIlIb/llla disponibles, abciximab,
eptifibatide y tirofiban. Estos agentes son administrados via intravenosa, su
efecto comienza minutos después de su administraciéon, todos han demostrado
ser muy efectivos en la prevencion de muerte por infarto al miocardio y en la
revascularizacion urgente en pacientes con intervencidén coronaria percutanea,

sin embargo el riesgo de sangrado es alto.*®

Fosfodiesterasas inhibitorias. En las plaguetas, la adenilato ciclasa y la
guanilato ciclasa, elevan la concentracion de los nucleétidos de monofosfato
ciclicos (adenosin monofosfato ciclico y guanosin monofosfato ciclico), los
cuales tiene un efecto inhibitorio dentro de las plaguetas. Los inhibidores de la
fosfodiesterasa cilostazol y dipiramida, ayudan a este efecto inhibitorio evitando
la degradacion de los nucleétidos de monofosfato ciclicos.

El eptifibatide y el tirofiban son antagonistas del receptor GPIIb/llla reversibles
y de accion corta. El eptifibatide es un heptapéptido ciclico que incluye la
secuencia de tres aminoacidos, con alta especificidad por el receptor de
GPllIb/llla, mientras que el tirofiban es un derivado no peptidico que imita la
secuencia RGD.

Ambos poseen una corta vida media (2h) y, debido a la reversibilidad de su
efecto sus propiedades antitrombdticas se disipan rapidamente tras la

suspension del tratamiento.**
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11.- METODOLOGIAS PARA EVALUAR LA FUNCION PLAQUETAR IA.
11.1.-Agregometria Plaquetaria.

La medicion de la agregacion de las plaguetas o agregometria plaquetaria fue
descrita en 1962 por Born como una técnica para estimar la cinética de la
agregacion de las plaguetas por medio de turbidimetria (medicién de la turbidez
o densidad 6ptica). EI método se convirti6 de manera rapida en el patrén de
referencia para el estudio de la funcién plaquetaria.

En la actualidad existen dos métodos diferentes para el estudio de la
agregacion plaquetaria: el método 6ptico original con plasma rico en plaquetas

y el método de impedancia con sangre total.

Agregacion de plasma rico en plaquetas (PRP) por mé todo Optico. Este
estudio mide en tiempo real la agregacion de las plaquetas en una muestra de
PRP mediante aclaramiento Optico. Esta prueba requiere un agregémetro
(espectrofotémetro), en el que se deposita la muestra de PRP en un recipiente
0 cubeta con incubacién a 37C, que se encuentra entre una fuente de luz y
una foto celda de medicién la cual calcula la densidad Optica o turbidez del
PRP. La preparacion del PRP requiere la separacion de una fraccion de
plaquetas del resto de las células (eritrocitos y leucocitos) de una muestra de
sangre completa, mediante una centrifugacion lenta. También se requiere la
preparacion de una muestra de plasma pobre en plaguetas (PPP) que se
obtiene centrifugando el remanente de la primera centrifugacibn a una
velocidad y tiempo mayores. Ya en el PRP ajustado o no a una cantidad
determinada de plaquetas, se adicionan una o varias sustancias conocidas por

su efecto agonista sobre las plaquetas, por ejemplo ADP, Epinefrina, acido
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araquidénico o colagena, con la finalidad de inducir agregacion de las
plaguetas y simular in vitro lo que sucede in vivo. Mientras se realiza este
proceso la luz pasa a través de la cubeta del PRP y la transmision de la luz a
través de una foto celda se detecta y grafica en tiempo real el porcentaje del
aclaramiento de la muestra; a mayor agregacion plaquetaria, mayor transmisiéon

de la luz y viceversa.

Plasma rico
En plaguetas

Fotocelda

=]

Computadora

| S
Registro

Sistema de temperatura
%W de agitacidn magnctica

Figura 5. El agregémetro esta formado por una fuente que incide un haz de luz que pasa a través de
una celda que contiene al PRP, la cantidad de luz que pasa a través de esta celda se capta por una
fotocelda que envia la sefial a un software que trasforma la sefial de luz en una sefial grafica, que
puede visualizarse y del cual se obtienen datos numéricos de la capacidad de agregacion de las
plaguetas en el PRP. Tomado de: Vargas A. Hemostasia y Trombosis 2010,3:2.

Dependiendo del agonista que se utilice es posible distinguir en el grafico cinco
fases con dos curvas.

1.- La primera fase se debe al incremento inicial de la transmisién de luz
atribuible a la dilucion del PRP por el agonista que se afiade.

2.-Discreta disminucion de luz debido al cambio de forma de las plaquetas.
3.-Incremento agudo inicial de la transmision de luz conforme las plaquetas se

agregan unas con otras (agregacion primaria).
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4.-Meseta breve o disminucion de la agregacion debido a que la agregaciéon
primaria es reversible. En esta fase comienza la secrecion de granulos.
5.-Agregacion secundaria que se estimula por la secrecién de los granulos
plaquetarios (agregacion secundaria).

En la mayoria de las personas esta respuesta bifasica se observa con
concentraciones bajas de ADP y epinefrina. Las curvas que se generan con
otros agonistas como la coldgena, trombina o ADP en altas concentraciones,
son tipicamente unimodales, es decir sélo se observa una sola curva, debido a

gue la agregaciéon primaria no es visible.

Segunda onda

Frimera onda

Basal )
Cambio de forma

Agonista

4 8 @ @ 8

Figura 6. Grafica obtenida mediante agregometria plaquetaria por el método 6ptico. En la grafica
se muestran los 5 trazos caracteristicos que se forman al emplear un agonista débil (como la
epinefrina o el ADP), también se observa la agregacion primaria (representada por la primera
onda) y la agregacion secundaria (representada por la segunda onda). Cuando se emplea un
agonista fuerte la primera onda no se distingue de la segunda. Tomado de: Vargas A. Hemostasia
y Trombosis 2010,3:2.

Este método tiene varias limitaciones, consume tiempo, es laborioso y

complejo, por lo que se requiere personal altamente capacitado. La
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interpretacion de los resultados también requiere experiencia y conocimiento de
la técnica y fisiopatologia de la hemostasia. La muestra debe obtenerse por
puncion venosa directa y colectarse en tubos con aticoagulante a base de
citrato. La prueba debe realizarse a mas tardar a las dos horas después de
obtener la muestra. La prueba no debe realizarse en muestras hemolizadas,

lipémicas o con contaminacion por eritrocitos.*

Agregometria en sangre entera. Por Método de impeda  ncia.

En 1980 Cardinal y Flower desarrollaron un método por el que la agregacion
plaquetaria se puede medir en sangre entera mediante impedancia eléctrica, en
donde se coloca una muestra de sangre en una cubeta o recipiente a 372C, se
colocan dos electrodos de platino a distancia fija y entre los electrodos se
aplica una corriente eléctrica. La adicibn de un agonista (ADP, epinefrina,
colagena o ristocetina) estimula la agregaciéon de las plaguetas en la superficie
de los electrodos, lo que impide el flujo de la corriente eléctrica. El aumento en
la resistencia al flujo de la electricidad es proporcional a la agregaciéon de las
plaquetas en torno a los electrodos y se genera una curva de agregacion. Este
método elimina algunas de las variables confusas en la preparaciéon del PRP ya
gue no se requiere de centrifugacion, ademas, es mas simple y facil de realizar,
sin embargo su uso es limitado y poco estandarizado.

Al igual que la agregometria convencional, la agregacion por impedancia en
sangre completa es relativamente insensible a la presencia de agregados de
plaquetas. Este examen también requiere de técnicos expertos y es

significativamente méas costoso.*®
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11.2.- Point of care : Pruebas que se realizan al pie de la cama del
paciente.

Nuevas opciones para evaluar la funcién plaguetaria han sido recientemente
desarrolladas. La necesidad surgié debido a las desventajas de la prueba de
tiempo de hemorragia y de la agregometria plaquetaria como pruebas para
evaluar la funcién de las plaquetas; ademas, los resultados de mediciéon de
tromboxano A2 sérico y 11-dihidrotromboxano B2 urinario (mediciones
especificas del efecto de la aspirina sobre la ciclooxigenasa) no pueden
obtenerse rapidamente. Varias de estas nuevas pruebas, son llamadas point-
of-care , debido a que pueden realizarse al pie de la cama del paciente sin la

necesidad de tener un alto grado de experiencia técnica.

VerifyNow. Conocido formalmente como el analizador rapido de la funcion
plaquetaria Ultegra, el VerifyNow es un test del tipo point-of-care aprobado por
la FDA para medir los defectos en la funcion plaquetaria inducidos por la
aspirina, las tienopiridinas o antagonistas de la GPIIb/llla. El VerifyNow usa el
mismo principio y por lo tanto tiene las mismas ventajas que la agregometria
plaquetaria.

El equipo cuenta con una camara de muestra, que contiene un agonista
plaguetario (péptido activador del receptor de trombina, acido araquidonico o
difosfato de adenosina ADP), perlas recubiertas con fibrinégeno y un haz de luz
gue pasa a través de la camara de muestra que se mide durante el desarrollo
de la prueba.

Después de colectar la muestra en un tubo con citrato de sodio, ésta se

deposita en la camara de muestra, comenzando la activacién de las plaquetas.
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Una vez que el receptor GPIlIb/llla es activado por accién del agonista las
plaguetas se unen al fibrinbgeno de las perlas, que a su vez se une a otra
plaqueta con el receptor GPIlIb/llla activado provocando la aglutinacién de las
plaguetas y las perlas. Esta aglutinacién provoca que la intensidad de luz
aumente y por lo tanto la sefial medida. Fa&rmacos que inhiben al receptor
GPllIb/llla 0 que evitan su expresion por la inhibicion del 4cido araquiddnico o
por inhibiciébn de la activacién plaquetaria inducida por ADP, disminuyen la
agregacion de las plaquetas, provocando que la cantidad de luz que pasa a
través de la camara sea menor.

Las tres pruebas actualmente disponibles para el VerifyNow son: Prueba
VerifyNow lIb/llla (sensible a antagonistas de la GPIlla/lllb), prueba para la
Aspirina VerifyNow (sensible a la aspirina) y prueba VerifyNow P2Y1, (sensible
a las tienopiridinas).

En la prueba para la aspirina, el acido araquidénico se usa como agonista. La
prueba es especifica para la aspirina, porque el acido araquidénico requiere,
para inducir la agregacién plaquetaria, la actividad de la COX-1, que se
bloquea especificamente por la aspirina. En la prueba VerifyNow P2Y,, el
ADP se usa como agonista. EI ADP estimula la agregacion plaquetaria
mediante la activacion de dos receptores P2Y; y P2Y1,. Aunque el agonista
usado en la prueba VerifyNow P2Y3, es el ADP en una concentracion de
20umol/L un segundo agente, Prostaglandinas E1, es adicionado para evitar la
salida de calcio intracelular y con ello reducir la activacién plaquetaria originada

por la unién del ADP al receptor P2Y1*’
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Plateletworks. EIl plateletworks es otra prueba del tipo poin-of care, que utiliza
sangre entera, requiere una preparacion minima de la muestra que esta
basado en la agregacion plaquetaria. El kit de agregacion del Plateletworks y el
contador de sangre Ichor comparan las plaquetas contadas en un tubo control
con &cido etilendiaminotetracético (EDTA) con las contadas en un tubo con
Citrato después de la agregacién inducida por ADP o colagena. La agregaciéon
plaguetaria es medida como la disminucion de plaquetas “individuales”. Los
resultados de la prueba correlacionan my bien con el estandar de oro, la
agregometria plaquetaria y puede ser usada para monitorear la terapia
antiplaquetaria, sin embargo la prueba no ha sido bien estudiada para este

propésito y no ha sido reportada para predecir resultado clinicos.*®

Tromboelastograma. Sistema de mapeo plaquetario. Se inventd hace 50
afos, pero ha sido recientemente modernizado como un sistema de mapeo
plaquetario. Esta prueba se realiza in vitro, empleando una cubeta o copa
donde se deposita la muestra sanguinea, que se incuba durante algunos
minutos. La sangre depositada en la copa, se encuentra en contacto con un
pin, que se halla suspendido libremente dentro de la muestra y que, a su vez,
esta conectado por su extremo distal a una guia o cable de torsion que lo hace
girar; a medida que la sangre se coagula, modifica la resistencia del pin; estas
variaciones obtenidas por las caracteristicas del coagulo y de su etapa
evolutiva, son registradas por un transductor electromecanico, el cual convierte
la rotacién del pin en una sefal eléctrica. Es posible adicionarle a la muestra un
agonista (como ADP o &cido araquidonico) y documentar mediante este

método las distintas etapas de la coagulacién, es decir, la formacién de la
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fibrina, la retraccién del coagulo, la agregacion plaquetaria y la lisis del coagulo.
No obstante deben realizarse estudios que determinen si este sistema puede

usarse para monitorear la terapia antiplaquetaria.*®

Fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP) . Al igual que en la
prueba P2Y;, del VerifyNow, la combinacion de ADP y prostaglandinas E1 es
usada en la citometria de flujo basada en la prueba VASP. Bajo estas
condiciones, la fosforilacion de VASP (identificada por un anticuerpo
monoclonal que reconoce especificamente la forma fosforilada de VASP) es
directamente proporcional al grado de inhibicibn del receptor P2Y., La
comparacion de la prueba de VASP con la agregometria plaquetaria inducida
con ADP (por el método 6ptico) demuestra que el nivel de inhibicion inducido
por tienopiridinas es mayor en la prueba VASP, probablemente porque la
agregacion plaquetaria todavia puede ocurrir por la estimulacién del receptor
P2Y; en presencia de tienopiridinas. Las ventajas de esta prueba son: ocupa
un volumen pequefio de muestra y se requiere sangre entera para su
realizacion. Las desventajas son: se requiere un citbmetro de flujo, la muestra
requiere una preparacion previa antes de procesarla y se requiere de personal

con experiencia.®

PFA-100. Antecedentes EPI/COL ADP/COL.

El sistema PFA-100 fue creado en un principio con la intencion de evaluar de
manera rapida la funcién plaguetaria en muestras de sangre total citratada. En
un inicio solo se fabricaron dos tipos de cartuchos de prueba, uno de ellos

contiene una membrana recubierta principalmente de colagena y epinefrina
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(COLI/Epi); mientras que en el segundo la membrana esta recubierta con
coldgena y ADP (COLI/ADP). Aunque la composicion de los cartuchos es
diferente el principio del método es el mismo

El PFA-100 es un equipo que simula in vitro el proceso de adhesion y
agregacion de las plaquetas después de una lesién vascular. Consta de
cartuchos de prueba de un solo uso, los cuales contienen una serie de piezas,
entre las que se incluyen: un capilar, un depésito para muestras y una
membrana con actividad bioquimica que presenta un orificio central circular.

La muestra citratada a evaluar se coloca en el cartucho, en el depdsito de
muestra, donde sera aspirada a través del capilar hasta llegar al orificio central
de la membrana; esta membrana recubierta con coladgena forma la matriz inicial
para la adhesion de las plaguetas, sirviendo como disparador del primer
estimulo fisiol6gico para la activacion plaguetaria. Una vez que las plaquetas se
han adherido a la colagena, se han activado y han entrado en contacto con el
segundo agonista fisioldgico (epinefrina o ADP) liberan el contenido de sus
granulos, lo que les permite adherirse a plaquetas vecinas formando finalmente
agregados plaquetarios. Los agregados de plaquetas forman un tapén en el
orificio de la membrana. El PFA-100 determina el tiempo que transcurre desde
el inicio de la prueba hasta que la membrana es ocluida completamente. Este
tiempo se conoce como tiempo de oclusion (TO); a mayor TO, mayor inhibicién

de la funcién plaquetaria, a menor TO, menor inhibicién.>*
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IMPRESION DEL RESULTADO
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Figura 7 . Composicion del sistema PFA-100. Modificado de
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Cartucho Innovance P2Y. En un principio, los cartuchos del PFA-100
mencionados, no fueron disefiados para el estudio del efecto de los diversos
antiagregantes como la aspirina, el clopidrogrel o el prasugrel (piedra angular
en el tratamiento de los Sindrome Coronarios Agudos), sino para detectar
trastornos de la funcion plaquetaria, por lo que ante el advenimiento de los
antiagregantes y la posibilidad de variacién en la respuesta a los mismos,
comenzaron a hacerse diversos estudios para determinar si el PFA-100 era
capaz de monitorizar este efecto antiagregante.> Los estudios mostraron que
el cartucho de COL/Epi es capaz de detectar los efectos antiagregantes
provocados por la ingesta de aspirina. A la par, se realizaron estudios para
evaluar si el cartucho Col/ADP permitia detectar la actividad antiagregante de
farmacos que bloquean al receptor de ADP. Estos estudios usaron la
agregometria plaquetaria por transmision de luz, y la agregometria en sangre
entera para comparar los resultados obtenidos con el PFA-100 usando el
cartucho de COL/ADP. En estos primeros estudios los pacientes evaluados
fueron personas sanas que tomaron clopidrogrel. Las muestras sanguineas
evaluadas fueron recolectadas en dos momentos, la primera se realizé antes
de la ingesta del medicamento para obtener una lectura basal, la segunda se
tomo 10 dias después. Durante esos dias los pacientes siguieron un régimen
de dosificacién que consistié en tomar 75 mg de clopidrogrel diarios. Tanto las
agregometria como la prueba del PFA-100 fueron realizadas el mismo dia. Los
resultados obtenidos en el PFA-100 mostraron solo un pequefio alargamiento
del tiempo de oclusion respecto a los valores de referencia, lo que sugeria que
el cartucho COL/ADP probablemente era insensible a la accién del

clopidrogrel.>
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Estudios posteriores compararon resultados entre el Multiplatelet Analizer y al
cartucho de COL/ADP, para evaluar el efecto de la terapia combinada de
aspirina y clopidrogrel en pacientes con enfermedad cardiovascular. Con este
estudio los investigadores confirmaron que el cartucho COL/ADP era insensible
a los efectos del clopidrogrel ya que los tiempos de oclusion fueron ligeramente
mas largos que los reportados en el intervalo de referencia. Por ello Siemens,
compafiia creadora del sistema PFA-100, emiti6 un comunicado en el que
indicaba que el rendimiento de otros antiagregantes que no fueran la aspirina
empelando este sistema no habian sido establecidos y por lo tanto el cartucho
del PFA-100 COL/ DP no era adecuado para evaluar los efectos de las
tienopiridinas, como el clopidrogrel.>*

De esta forma se disefio el cartucho Innovance P2Y , un cartucho que en teoria
permite detectar los efectos de todos aquellos farmacos que bloguean al
receptor de ADP especificamente al receptor P2Y;, como el clopidrogrel. El
cartucho funciona de manera similar al cartucho de COL/ADP, sin embargo
tiene varias diferencias. La membrana del nuevo cartucho esta recubierta con
20 ug de ADP, que es el agonista fisioldgico que activa a las plaquetas a través
de los receptores P2Y; y P2Y1,, pero no contiene colagena para evitar que las
plaquetas se adhieran y agreguen por activacion de otros receptores no
dependientes de ADP. La membrana también contiene 5ug de prostaglandina
E: para medir especificamente la agregacion producida por la activacién del
receptor P2Y1, e inhibir la accidon que pudiera generarse tras la activacion del
receptor P2Y; Adicionalmente, la membrana también cuenta con clorhidrato

de calcio dihidratado.>®
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II.- JUSTIFICACION.

La prueba de agregometria plaquetaria, considerada como “gold standar” para
la evaluacién de la funcion plaquetaria, requiere de equipo sofisticado, gran
cantidad de muestra de sangre venosa, personal altamente entrenado,
condiciones de tiempo especificas para su realizacion; es decir, es una prueba
de dificil realizacion e implementacion. Existen condiciones que pueden hacer
necesaria la evaluacién de la funcidon plaquetaria en algunos pacientes de
manera rapida y adecuada. Una prueba que se realice al pie de la cama puede
ser una alternativa eficaz en el estudio de la funcion plaquetaria para toma de
decisiones en el manejo antiagregante de los pacientes que requieren este
tratamiento.

El PFA-100 es un equipo disefiado para la evaluacién de la funcién plaquetaria,
originalmente contaba con dos cartuchos que le permitian evaluar a las
plaguetas en términos del efecto de la aspirina y la presencia de algunas
enfermedades congénitas como la enfermedad de von Willebrand o de
Glanzman.

En el 2010, se dio a conocer en Europa un nuevo cartucho que podria ayudar
en la evaluacién del efecto de antagonistas del receptor P,Y1,. En México,
hasta junio del 2012 no se habia dado entrada al nuevo cartucho Innovance
P2Y, se solicito al Laboratorio de Trombosis, Fibrinolisis y Funcion Plaquetaria,
que dada la experiencia en la evaluacién del efecto de antiagregantes, se

realizara la valoracion del nuevo cartucho.
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.- OBJETIVO.

Determinar la eficiencia del nuevo cartucho Innovance P2Y, comparado con la
agregometria plaquetaria en plasma rico en plaquetas por el método 6ptico, asi
como la aplicacion de los cartuchos COL/EPI y COL/ADP en el monitoreo del
tratamiento antiagregante de pacientes del Instituto Nacional de Cardiologia y
la identificacion de pacientes con actividad plaquetaria residual elevada.

Determinar si el PFA-100 puede ayudar a una evaluacion rapida del efecto del

antiagregante por inhibidores del P,Y 5.

ll.- MATERIAL Y METODOS.

Las muestras que se estudiaron provenian de pacientes sobrevivientes de
infarto, mayores de 18 afios del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez. Se incluyeron tanto pacientes hospitalizados como pacientes de
consulta externa. Todos los pacientes tomaban algun antiagregante ya sea
aspirina 75 o 100mg/d, clopidogrel 75 o 100mg/d, clopidogrel + aspirina
75/100mg/d, prasugrel de 10mg/d, prasugrel + aspirina o ticagrelor + aspirina.
Tanto la agregometria plaquetaria como la prueba en el PFA-100 se realizaron
el mismo dia de la toma de muestra en las siguientes dos horas.

Debido a que tanto la agregometria plaguetaria como el PFA-100 son pruebas
qgue miden la funcion plaquetaria, se requirié incluir en el estudio un grupo
control de sujetos sanos en los que la funcion plaguetaria fuese adecuada, por
ello se obtuvo muestra sanguinea de 34 donares sanos de plaquetas
provenientes del banco de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez. Este grupo fue denominado grupo de controles de poblacién normal

(CPN).
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Por cada dia en el que se realizaron pruebas a algun paciente o CPN se
solicitaron al banco de sangre 6 muestras de donadores sanos. Las muestras
se mezclaron y trabajaron como pool, este control sirvio para verificar el
funcionamiento del agregometro, PFA-100, reactivos y cartuchos.

Ademas de la agregometria plaquetaria y las pruebas en el PFA-100, se
midieron nimero de plaquetas y volumen plaquetar medio en el plasma rico en
plaquetas obtenido para la realizacién de la agregometria plaquetaria.

Se descartaron todas aquellas muestras trombocitopénicas con una cuenta
plaquetaria menor a 150 000 plaquetas/uL por no contar con la cantidad
minima necesaria de plaquetas para obtener lecturas confiables del PRP.
También se descartaron aquellas muestras lipémicas o ictéricas ya que no
permiten el paso de luz.

Recoleccion de muestras. Muestras de pacientes: A todos los pacientes con

tratamiento antiagregante se les tomd una muestra sanguinea por puncion
venosa en condiciones de ayuno. Por cada paciente se recolectaron 4 tubos
para tiempos de coagulacién de 4.5mL (vacutainer con citrato de sodio al
3.2%), 3 de ellos se usaron en la agregometria plaquetaria; el tubo restante en
el PFA-100.

Muestras CPN’s: Las muestras sanguineas de este grupo control se obtuvieron

bajo las mismas condiciones que las muestras de los pacientes por el personal
de enfermeria del banco de sangre del Instituto. Por cada sujeto sano se
colectaron 6 tubos para tiempos de coagulacion de 4.5mL (vacutainer con
citrato de sodio al 3.2%), 4 de ellos fueron usados para la prueba agregometria
plaquetaria, 1 en el PFA-100 y el tubo restante fue usado para las pruebas de

coagulacion, dosificacion de fVIll:c y factor de von Willebrand.
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Mezcla de donadores sanos: Se solicitan 6 muestras de donadores (1 tubo por

cada donador). Las muestras se colectaron en tubos para tiempos de
coagulacion de 4.5mL (vacutainer con citrato de sodio al 3.2%) por el personal
de enfermeria del banco de sangre. A cada tubo se le extrajeron 500uL de
sangre citratada y se mezclaron, este primer pool fue usado como control de
verificacion de equipo PFA-100. La sangre citratada restante de los 6 tubos fue
usada para el pool de verificacion del proceso de la agregometria plaquetaria

(equipo y reactivos), por lo que se obtuvo un PRP y PPP en pool.

Agregometria plaguetaria.

Descripcién de la prueba: La agregometria plaquetaria estima la cinética de

agregacion de las plaquetas. Se basa en la observacion de las variaciones
Opticas en un plasma rico en plaquetas provocado por el cambio en el paso de
luz desde un inicio, cuando se considera 0% de agregacion hasta un punto
maximo que depende de la agregacion de las plaquetas permitiendo el paso de
luz en la muestra inducida por la adicién de diferentes agonistas, como ADP,

epinefrina, colagena y acido araquidonico.

Material necesario.

Equipos.
» Agregbmetro Chrono-log M- * Contador automatizado de
560CA. células sanguineas.

» Centrifuga.
Muestras bioldgicas.

e Sangre entera citratada.

Material adicional.

» 8 celdas de lectura. * Pipeta de 2-20uL.
e 6 barras magnéticas * Pipeta de 100-1000uL
pequenas.
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Reactivos.
« ADP10y5uM « Acido araquidénico 0.5 mM
e Epinefrina 10y 5 uM » Colagena 1mg/mL.

Procedimiento:

1.-Centrifugar la muestra a evaluar a 106xg por 5 minutos para obtener
Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

2.-Separar el PRP. Contar el nimero de plaquetas y obtener el volumen
plaguetar medio en el contador automatizado de células.

4.-Centrifugar la muestra residual a 1301xg por 20 minutos para obtener
Plasma Pobre en Plaguetas (PPP).

4.- Ajustar la cuenta plaquetaria del PRP a una concentracion final de 250,000
plaguetas/uL empleando el PPP para obtener un tercer plasma llamado plasma
ajustado (PA).

5.- Pipetear 400pL del PA en 6 celdas de lectura a las que previamente se les
debe adicionar una pequefia barra magnética que ayudara a que las plaquetas
entren en contacto entre si y con el agonista adicionado.

6.- Pipetear 400uL de PPP en 2 celdas de lectura, estas celdas se usaran
como celdas de referencia.

7.-Encender el equipo y esperar a que alcance una temperatura de 37 C.
8.-Colocar las celdas de lectura y celdas de referencia en el lugar
correspondiente dentro del agregdbmetro para comenzar la prueba.

9.-Inducir la agregaciéon plaquetaria adicionando por separado los diferentes
agonistas al plasma ajustado.

10.-Mediante el software Aggrolink obtener el registro grafico de la cinética de
agregacion plaquetaria. La prueba se detiene una vez que se alcanza el punto
maximo de agregacion y la curva se estabiliza por un minuto. EI tiempo minimo
de la prueba debe ser de 8min.

11.- Realizar el analisis de las curvas para obtener la lectura final y con ello la
agregacion maxima alcanzada por cada paciente ante cada agonista. Los

resultados se obtienen en porcentaje de agregacion.
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PFA-100

Descripcion de la prueba. EI PFA-100 es un sistema para analizar la funcion

plaguetaria en el cual la sangre entera citratada se aspira a través de un
capilar por vacio. El equipo hace pasar la sangre a través de un orificio dentro
de una membrana recubierta con diferentes agonistas colagena/ADP,
colagenal/epinefrina o ADP/PGE,. Estos agonistas inducen la adhesion, la
activacion y la agregacion plaquetaria que conduce a la oclusion rapida del
orificio. El equipo reporta el tiempo que tarda la muestra en ocluir el orificio.

Material necesario.

Equipo.

* PFA-100 (Siemens Health Diagnostics Products GMBH, Marburg,

Germany).

Muestras bioldgicas.

e Sangre entera citratada.
Material adicional.

e Pipeta de 100-1000pL.

e Cartuchos de prueba COL/ADP, COL/EPI e Innovance P2Y.
1.- Antes de realizar la prueba, se permiten que los cartuchos alcancen la
temperatura ambiente del laboratorio (ya que se conservan a 4C de acuerdo a
las especificaciones del fabricante).
2.- Abrir el cartucho de prueba a usar.
3.- Antes de pipetear la fraccibn de muestra a usar, la muestra de sangre
entera se mezcla por inversion suave varias veces.
4.- Se pipetean en el sitio de depdsito de muestra 800uL de sangre entera
evitando generar burbujas.
5.-Se coloca el cartucho en la posicion A del PFA-100. Se Realizan todas las
pruebas en esta posicion.
6.-Se registra el tiempo de oclusion reportado por el equipo.
El tiempo maximo de la prueba es de 300s, si después de ese tiempo la
muestra no ocluye la apertura, el equipo reportara excedido el tiempo maximo

>300s. Para fines estadisticos este valor fue registrado como 301s.
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VARIABLES HEMOSTATICAS.

La determinacion de estas variables para el grupo CPN se realio en el equipo
BCS-XP (Siemens Health Diagnostics Products GMBH, Marburg, Germany).
Para la determinacion de Fibrindgeno se utilizé: Multifibre U, para el factor VIII:
Factor Deficient VIII, para la determinacion de FVW por el método antigénico:
BC VWF, para la determinacion de FvW cofactor ristocetina: VWF AG e
Innovance D-Dimer para Dimeros D; todos los reactivos pertenecen a la casa

comercial Siemens Health Diagnostics Products.

ANALISIS ESTADISTICO.

De acuerdo al tipo de distribucion de la poblaciéon, normal o anormal, los
resultados de variables numéricas se expresan con media * desviacion
estandar (D. E.) 6 mediana e intervalos de acuerdo a las percentilas 5y 95. Se
aplicaron pruebas de ANOVA para encontrar diferencias entre grupos (control
vs enfermos, mujeres vs hombres) para las variables de distribucién normal y
Prueba de U de Mann Whitney para variables de distribucion anormal. Se
obtuvieron coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman segun
correspondiera. Se obtuvo el valor de k para la concordancia del método de
PFA-100 (cartuchos) con respecto al método de referencia (agregometria
plaquetaria con ADP 10mM vy epinefrina 10mM). Se consideré una diferencia

significativa cuando p< 0.05. Se utilizé el programa SPSS version 9.0.

IV.- RESULTADOS.
Para el grupo de Control de Poblacion Normal (CPN) originalmente se

reclutaron 37 donadores sanos, sin embargo, 3 de ellos fueron excluidos
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debido a que mostraron alteracion de la funcién plaquetaria y no podia
descartarse el uso de medicamentos que afecten la funcién de las plaquetas.
De las 34 personas que formaron este grupo, 17 fueron mujeres. La edad
media del grupo fue de 32.8 * 8.2 afios, estatura de 1.60 + 0.079 m y peso de
75 (54.5-107.6) kg.

Durante la prueba de agregacion plaquetaria, cuando las plaquetas del plasma
rico en plaquetas se activan y agregan permitiendo un mayor paso de luz, se
genera un cambio en la densidad 6ptica que mediante un registro del cambio
de voltaje, genera una gréafica, que se interpreta con el software Aggrolink del
punto mas alto de la grafica con respecto a la linea basal se obtienen las
Unidades Arbitrarias que por referencia a las obtenidas en el pool de
donadores sanos del dia, nos permite calcular el porcentaje de agregacion
méaximo (PAM) tanto en los sujetos normales como en los enfermos; en la
figura 9 se muestran ejemplos de las gréaficas que se obtuvieron, A) en Control
de Poblacién Sana, B) enfermo con efecto de antiagregacion por tienopiridina

y aspirina, C) enfermo con resistencia a los antiagregantes mencionados.
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Figura 9. Graficas de agregacién plaquetaria.
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Test 1D : 273959

Figura 9. Gréaficas de agregacion plaguetaria.
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Las unidades arbitrarias del pool de donadores se consideran como el 100% de

agregacion; para obtener el porcentaje de agregacion en los pacientes se

utiliza el siguiente calculo:

PAM . cenme =

U4 PACIENTE 1000

PaMpOooL

De las tablas 1 a la 3, se muestran los resultados del grupo CPN, tabla 1:

resultados de agregometria plaquetaria. Tabla 2: se presentan los resultados

del equipo PFA-100 con los cartuchos comerciales COL/ADP y COL/Epi asi

como del Innovance-P2Y. Tabla 3: resultados de otras variables hemostéticas.
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Tabla 1. Variables de agregometria en CPN
Variables de agregometria M o Me DE o intervalos
PRP (plaquetas/pL) 8.20 1.26
VPM (fL) 398.40 123.6
PAM ADP 10uM (%) 97.1 21.5
PAM Epinefrina 10uM (%) 97.4 19.78
PAM AA 0.5Mm (%) 98.72 41.86-112.3
PAM Colagena 1 mg/mL. (%) 98.7 48.5-118.5
PAM ADP 5 uM (%) 86.2 28.0-112.5
PAM Epinefrina 5 uM (%) 96.1 7.5-122.8

M: Media, Me: Mediana, DE: Desviacion Estandar, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, VPM: Volumen
Plaguetario Medio, PAM: Porcentaje de Agregacion Maxima.

Tabla 2. Variables de PFA-100 en CPN.
Variables PFA-100 M o Me DE o intervalos
TO COL/ADP (s) 98.15 15.9
TO P2Y (s) 70.5 12.75
TO COL/Epi (s) 137.03 29.3

M: Media, Me: Mediana, DE: Desviacion Estandar, TO: tiempo de oclusion.

Tabla 3. Variables Hemostaticas relacionadas en CPN.
Variables hemostaticas M o Me DE o intervalos
Fg (g/L) 2.5 1.97-3.79
fVIIl (% de actividad) 92.5 52.1-178.2
FvWris (%) 103.4 64.8-222.5
FvWantig.( %) 79.9 54.2-199.0
DD (pg/mL) 0.25 0.21-0.52

M: Media, Me: Mediana, DE: Desviacion Estandar, Fg: fibrinogeno, fVIII: Factor VIII, FvWris: Factor de von
Willebrand (prueba de cofactor ristocetina) FvWantig: Factor de von Willebrand (método antigénico), DD:
Dimero D.

Con estos resultados se establecieron los valores esperados en poblacién
normal sin tratamiento antiagregante.
A continuacion se presentan los resultados obtenidos en los 177 pacientes que

ingresaron al protocolo. Los cuales presentaron una edad promedio de 54.45 +
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16.14 afos; en las tablas 4 y 5, se muestran para el grupo total de enfermos,
los resultados de agregometria plaquetaria y los obtenidos en el equipo PFA-
100 con los cartuchos comerciales COL/ADP y COL/Epi asi como con el
Innovance-P2Y. De los 177 pacientes, 122 fueron hombres y 55 mujeres. Las
mujeres presentaron valores significativamente elevados con respecto a los
hombres en el VPM (mujeres: 8.14 vs hombres: 7.87, p= 0.019) y en el
porcentaje de agregacion maxima (PAM) obtenido con acido araquidonico a
una concentracion de 0.5mM, (mujeres: 6.99 vs hombres: 5.18, p= 0.025),
mientras que los hombres mostraron un PAM mayor por Epinefrina a

concentracion de 10uM, (mujeres: 25.74 vs hombres: 48.5, p= 0.04).

Tabla 4. Variables de agregometria en Pacientes. N=177
Variables de agregometria M o Me DE o Intervalos
PRP (plaquetas/pLL) 418.66 183.4
VPM (fL) 8.04 183.4
PAM ADP 10uM (%) 63.05 26.0
PAM Epinefrina 10uM (%) 49.0 32.1
PAM AA 0.5Mm (%) 5.68 1.36-106.33
PAM Colagena 1 mg/mL (%) 63.74 6.8-104.8
PAM ADP 5 pM (%) 52.19 23.58
PAM Epinefrina 5 uM (%) 37.55 3.12-101.26

M: Media, Me: Mediana, DE: Desviacion Estandar, PRP: Plasma Rico en Plaquetas, VPM: Volumen
Plaquetario Medio, PAM: Porcentaje de Agregacién Maxima.

Tabla 5. Variables de PFA-100 en Pacientes. N=177
Variables PFA-100 Me o Me DE o intervalos
TO COL/ADP (s) 114.67 68.17
TO P2Y (s) 106.92 83.33
TO COL/Epi (s) 193.35 83.69

M: Media, Me: Mediana, DE: Desviacion Estandar, TO: tiempo de oclusién.
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En la figura 10 se muestran los resultados de evaluacion de la funcion
plaguetaria del grupo de CPN vs los enfermos, tanto por agregometria

plaguetaria como por el método PFA-100.

Figura 10: Funcién plaquetaria por agregometria plaguetaria y tiempo de oclusion en
grupos CPN y pacientes.
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Las figuras de la 11 a la 15 muestran la dispersion de los valores obtenidos en

la agregacion plaquetaria para cada agonista y sus diferentes concentraciones

asi como los tiempos de oclusion para cada cartucho. Se muestran los puntos

de corte que se establecieron para diferenciar pacientes que presentaron

resultados por arriba y por debajo de los puntos de corte para cada método.

Figura 11. Distribucién de valores de porcentajes de agregacién

maxima con ADP 10uM.
]
a
a
oo
[u} o
o g = o E
o o o o ¢ 0
o o
o o b L
D B E I:IH fo O
a g o o g O
o o o EE i o
o o oo 1] 0 ElD o
..................................... Eesusernssnrpryens T seasensrnnsinsanany
08 o o DEE o
]
ot o
il ; 0gf- ol 0%y
o o - o o ood
u} o |
o o a a DDDD ® o dﬂ
F Om oo
] %o o
il
Ju]
Agregometria yop 1
Figura 13. Distribucion de valores de Tiempode ocl  usién Cartucho COL/ADP
400

300 o o ooooao m
oQ
o
o
o
o
o
200 o
o o
o o
--------------------------- .ﬂg.u..E‘h...‘j...ﬂ...-uuauu----u.----u.-u.u.u.
1] o [}
100 e % ooag P g 00
0t oo ﬂjqzh ofo’ h e
o o %% o DEP o -R d g
o o o B "op
o &P a°

PFA-100 Cartucho g japp

72

Tiempo de oclusién (segundos).

Figura 12. Distribucidn de valores de Tiempo de oclusion Cartucho Innovance-P2Y
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Distribucion de resultados obtenidos en las diferentes
pruebas para evaluar la sensibilidad/resistencia a la
accion de las tienopiridinas . El punto de corte fue de
60% para la agregometria plaquetaria inducida con ADP
10uM, de 92s para el cartucho Innovance-P2Y del PFA-100
y de 130s para el cartucho COL/ADP del PFA-100.



Figura 14. Distribucion de valores de porcentajes de agregacion

misima con Epinefrina 04, Figura 15. Distribucion de valores de Tiempo de oclusidn Cartucho COLIEp,
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Distribucion de los resultados obtenidos en las diferentes pruebas para evaluar la sensibilidad/resistencia a la
accion de la aspirina. El punto de corte fue de 60% para la agregometria plaquetaria inducida por
epinefrinal0uM y de 196segundos para el cartucho COL/Epi del PFA-100.

La prevalencia de resistencia a tienopiridinas fue de 26.2% y de resistencia a
aspirina de 24.3%.

Como parte de la comparacion de los métodos, se obtuvieron los coeficientes
de correlacion de Pearson y Spearman para algunos de los parametros que se
utilizan en la agregometria plaquetaria y en este caso, del tiempo de oclusion
gue se obtiene en el método de PFA-100.

Las tablas 6 a la 9 muestran los coeficientes de correlacion entre las Unidades
Arbitrarias para cada agonista que se utilizaron y por concentracion; los
coeficientes de correlacion de los PAM para cada agonista y por concentracion;
asi como los coeficientes de correlacion entre los valores de TO del PFA-100,

unidades arbitrarias y PAM.
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Para las cuatro tablas aplica: se acepta que un coeficiente de correlacion entre
0 y 0.2 no muestra correlacién, entre 0.21 y 0.4 muestra correlacién baja, entre
0.41 y 0.6 muestra correlacion moderada, de 0.61 a 0.8 muestra correlacion

considerable y correlacion > 0.81 muestra buena correlacion. * p= 0.02-0.05,

**p=0.001-0.01 *** p<0.001 &= p sin significancia estadistica.

Tabla 6. COEFICIENTES DE CORRELACION DE UNIDADES ARBITARIAS DE AGREGACION PLAQUETARIA
Unidades Arbitrarias de Agregacion Plaquetaria
Unidades ADP ADP 5 Epinefrina Epinefrina Colagena
Arbitrarias 10uM MM 10uM S5uM 1mg/mL
AA 0.5mM 0.155& | 0.141& 0.440%** 0.348** 0.247**
ADP 10uM - 0.869%** 0.375%** 0.450%** 0.641***
ADP 5 uMm - - 0.346** 0.474%** 0.515%**
Epinefrina 10uM - - - 0.821%** 0.470%***
Epinefrina 5uM - - - - 0.487***

Tabla 7. COEFICIENTES DE CORRELACION DE PORCENTAJES DE AGREGACION
% Agregacion
npein | 07 | Aor | wetns | oonene [ Gl
AA 0.5mM 0.190%* 0.171& 0.473*** 0.355** 0.210%*
ADP 10uM - 0.888%*** 0.449%** 0.449%** 0.618%**
ADP 5uM - - 0.368*** 0.45%** 0.481%**
Epinefrina
10uM - - - 0.823%** 0.438%**
Epinefrina 5uM - - - - 0.460%**

Tabla 8. COEFICIENTES DE CORRELACION DEL PFA-100 Y UNIDADES ARBITRARIAS DE AGREGACION PLAQUETARIA
PFA-100 Unidades Arbitrarias de Agregacion Plaquetaria
PFA-100 ) ADP ADP Epinefrina | Epinefrina | Coldgena AA
P2Y | COL/ADP| COL/Epi

VSU.A. 10UM 5uM 10uM S5uUM Img/mL 0.5mM

P2y 0.584* | 0.273** -0.368* -0.366* -0.18** -0.337& -0.248** 0.06&
COL/ADP 0.348** -0.198** -0.333** -0.19** -0.320** -0.163& 0.12&
COL/Epi -0.155& -0.264** -0.419* 0.488* -0.256** -0.298**
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Tabla 9. COEFICIENTES DE CORRELACION DEL PFA-100 Y PAM
% Agregacion
PFA-100 ADP ADP Epinefrina Epinefrina Colagena
10uM 5uM 10uM S5uM 1mg/mL AA 0.5mM
P2y -0.423*** | -0.425*** | -0.376%** -0.238 * -0.278 ** 0.011&
COL/ADP | -0.249*** | -0.353** | -0.382%** -0.296 * -0.201* 0.132&
COL/Epi | -0.166*** | -0.312** -0.298** -0.518*** -0.299** -0.313***

Para establecer la concordancia entre métodos, se obtuvieron las constantes
de Cohen de los resultados obtenidos con los cartuchos del PFA-100; en la
tabla 10 se muestran para la evaluacion del efecto de tienopiridinas, (cartuchos
COL/ADP e Innovance -P2Y) y en la tabla 11 para la evaluacion del efecto de
ASA (cartucho COL/Epi), en los dos casos contra la agregacion plaquetaria que
se considera el “gold estandar”, en el primero contra la agregacion inducida por
ADP 10 y 5 pM y en el segundo caso contra la agregacion inducida por
epinefrinaa 10y 5 pM.

Para las tablas 10 y 11 aplica: se acepta que una k estadistica de 0 tiene un
pobre grado de concordancia, entre 0.01 y 0.20 tiene un grado de concordancia
leve, entre 0.21 y 0.40 tiene un grado de concordancia aceptable, entre 0.41 y
0.60 tiene un grado de concordancia moderado, entre 0.61 y 0.80 tiene un
grado de concordancia considerable y >0.81 tiene un grado de concordancia

casi perfecto.

Tabla 10. Fuerza de concordancia entre la agregometria y el PFA-100

ADP 10 uM ADP 5uM
K estadistica K estadistica p
P2Y 0.397 <0.001 0.27 <0.001
COL/ADP 0.16 0.27 0.17 0.04
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Tabla 11. Fuerza de concordancia entre la agregometria y el PFA-100
Epinefrina 10 pM Epinefrina 5uM AA 0.5mM
K estadistica p K estadistica p K estadistica p
COL/Epi 0.33 <0.001 0.3 0.001 0.19 0.003

En la tabla 12 se muestran los valores de sensibilidad, especificidad, asi como

el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) del

método de PFA-100 contra el método de referencia.

Tabla 12. Sensibilidad , Especificidad, VPP y VPN de los métodos estudiados
Cartucho Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%)
P2y 92.8 28.6 65.8 85.0
COL/ADP 87.0 28.6 57.1 66.6
COL/EPI 87.2 53.5 46.6 90.0

VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor predictivo Negativo
En la figura 16 se muestra la curva ROC que se obtuvo para establecer el
mejor punto de corte del método del PFA-100 con el cartucho Innovance-P2Y

con respecto al método de referencia.

Figura 16. Curva ROC.
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V.- DISCUSION DE RESULTADOS.

La agregometria plaquetaria permite evaluar el efecto de antiagregantes como
las tienopiridinas que actGan sobre los receptores de ADP* y el ASA, que
inhibe la formacién del TxA2*.

Para el monitoreo del tratamiento antiagregante de clopidogrel, prasugrel y
ticagrelor (tienopiridinas), por agregometria plaquetaria se utiliz6 Adenosin
difosfato a dos concentraciones diferentes: 10 y 5 uM, contra las que se
compararon los resultados obtenidos por los cartuchos que evaltan la funcién
plaguetaria dependiente de ADP: COL/ADP e Innovance-P2Y, disefiado
especificamente para este efecto. El efecto de las tienopiridinas puede medirse
dos horas después de su ingesta.

El efecto de la aspirina se evalla por la agregaciéon inducida con epinefrina,
que nos permite monitorizar el efecto de la aspirina que lleva hasta una
semana en el torrente sanguineo, mientras que el acido araquidonico nos
permite evaluar el efecto de la ingesta del medicamento 24 horas antes de la
realizacion de la prueba. Utilizamos dos concentraciones diferentes de
epinefrina: 10 y 5 uM y &cido araquidénico a 0.5mM, mientras que para el PFA-
100 se evalué el cartucho COL/Epi y se contrastaron los resultados.

En la literatura se reportan diferentes valores para los puntos de corte de
practicamente todas las pruebas que evallan la funcion de las plaguetas, tanto
para distinguir a la poblacién sana de las que tienen disfuncion plaquetaria
como para distinguir entre las personas que tienen efecto adecuado de los

0 57 %8 por tal motivo, se

medicamentos antiagregantes y los que no
establecieron los valores para cada prueba: concentraciones de agonistas y

cartuchos comerciales (tabla 2).
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En el laboratorio de Trombosis, Fibrindlisis y Funcidon se establecieron con
anterioridad los puntos de corte para agregometria plaguetaria: PAM con ADP
10 y 5 mM < 60%; PAM con Epinefrina 10 y 5 mM < 60%.

Los valores obtenidos en la poblacion de enfermos en la medicién de la funcion
plaguetaria por agregometria, fueron significativamente menores comparados
con los valores obtenidos en la poblacién control (figura 10 A ), lo que nos dice
que muchos de los enfermos estudiados, se encontraban bajo efecto
antiagregante. Por su parte, el método del PFA-100, mostré que el TO fue
significativamente mayor so6lo con los cartuchos: Innovance-P2Y y COL/Epi, lo
cual indica el efecto de las tienopiridinas y la aspirina sobre el grupo de
enfermos, el cartucho COL/ADP no mostro diferencia significativa (figura 10
B), resultado reportado con anterioridad.

La prevalencia de resistencia al clopidogrel en la etapa crénica del tratamiento
se ha reportado con valores tan elevados como 70%, sin embargo, son pocos
los trabajos realizados en esta etapa, ya que generalmente se evalla trans y
post coronarioangiografia, que es un momento trascendental en el que
eventualmente, se busca el efecto de los antiagregantes y, ademas, las dosis
son de hasta tres veces la diaria en la etapa crénica. La prevalencia que se

encontré coincide con lo reportado en la literatura,® ©°

se considera que la
resistencia a los antiagregantes puede ser un indicador de mal prondstico para
los pacientes que la presentan y que podria relacionarse con concentraciones
elevadas de factor de von Willebrand y factor VIII, asi como proteina C
reactiva,®* lo que en conjunto podria reflejar un estado crénico de inflamacién

que facilitaria la reincidencia de eventos coronarios. La amplia prevalencia de

diabetes mellitus, dislipidemias y obesidad en nuestra poblacion podria estar
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relacionada con una mayor prevalencia de resistencia. Es necesario dar
seguimiento a los enfermos que muestran un efecto disminuido de su
antiagregacion para, en su caso, modificar el tratamiento por alguno de los
nuevos antiagregantes que no dependen del metabolismo en el higado para
ejercer su actividad.

En cuanto a la valoracion del Sistema del PFA-100 con la prueba considerada
como estandar de oro y en la cual, el Laboratorio de Trombosis y Fibrinolisis
del Instituto Nacional de Cardiologia tiene amplia experiencia, los resultados
obtenidos en primer lugar para los coeficientes de correlacién, muestran en la
tabla 6 que los coeficientes de correlacion entre las unidades arbitrarias de la
agregometria por ADP 10uM y 5uM asi como de la Epinefrina 10uM y 5uM
muestran buena correlacion entre si (CC>0.81), mientras que entre unidades
arbitrarias de diferentes agonistas, la correlacibn apenas fue moderada
(CC<0.6). Sin embargo, la activacion por ADP 5uM se ve afectada por la
presencia de aspirina, por lo que la concentracion de ADP 10uM seria la mas
adecuada para evaluar inhibidores del P2Y;,;; el acido araquiddénico
correlaciond6 como se esperaba con las diferentes concentraciones de
epinefrina, ya que ambos agonistas permiten evaluar aspirina.

En la tabla 7 se observa que los PAM entre las concentraciones de ADP 10y 5
uM al igual que los de la Epinefrina 10 y 5 uM, son buenos, incluso son
ligeramente mayores que con respecto a las unidades arbitrarias, esto podria
deberse a que el célculo que usa como referencia las unidades arbitrarias del
pool del dia, permite atenuar las modificaciones graduales de los reactivos que

se presentan aun en congelacion a -70<C.
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La colagena es un agonista fuerte cuyo efecto activador sobre las plaguetas no
se inhibe de manera regular, por lo que no se le utiliza como referencia para el
monitoreo de antiagregantes, sin embargo, muestra una correlacion importante
con la agregacion inducida por ADP, lo que implica que las tienopiridinas tienen
cierto efecto inhibitorio sobre el complejo receptor de colagena con una
correlacion que va desde moderada a considerable.

En las tablas 8 y 9 se observa que la relacion inversa entre el de los cartuchos
del sistema PFA-100, es decir entre el TO (tiempo en que tarda en ocluirse la
microapertura en la membrana por donde fluyen las plaguetas en el sistema), y
el PAM de la agregometria, presenta una correlacion moderada entre el
cartucho nuevo Innovance- P2Y y la agregacion inducida por ADP 10
(CC=0.423, p<0.001) y 5 uM (0.425, p<0.001), aunque se esperaba un valor
mayor, ya que fue disefiado especificamente para la valoracion del efecto de
las tienopiridinas que inhiben a los receptores de ADP.

Un mejor indicador entre la concordancia de los métodos, es la constante de
Cohen 6 « (kappa), que ayuda a descartar que la correlacion ocurriera por una
cuestion del azar. Valores cercanos a 1 indicarian qué tanto las unidades
reportadas por el sistema de PFA-100 coinciden (en una relacién inversa) con
los valores de PAM o unidades arbitrarias que se obtienen por la agregometria
plaquetaria. En la tabla 10 se observa que sélo el cartucho Innovance-P2Y
muestra una concordancia aceptable con la agregacion inducida por ADP 10
UM, mientras que con 5uM es menor y como era de esperarse, el cartucho

COL/ADP mostro una concordancia sin significancia estadistica.
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Por su parte, en la tabla 11, se observa que el valor de K para el cartucho que
de manera general se usa para la valoracion de aspirina, muestra un valor con
significancia estadistica aunque baja.

En cuanto a la sensibilidad del sistema del PFA-100 para establecer si un
paciente es sensible/resistente al efecto de antiagregantes, al comparar el
sistema con la agregometria plaquetaria, se puede observar en la tabla 12 que
se encontraron valores de sensibilidad superiores al 80%, por lo tanto,
podemos decir que las pruebas del PFA-100 tiene una buena sensibilidad. Es
decir, los diferentes cartuchos del PFA-100 son capaces de detectar a aquellos
pacientes resistentes al efecto antiagregante. Sin embargo, los valores
obtenidos para la especificidad fueron menores al 80%, lo que indica que los
cartuchos del PFA-100 no son especificos, y tienen una baja probabilidad de
obtener un tiempo de oclusién alargado en aquellos pacientes que si son
sensibles a la accion de los antiagregantes. Las propiedades de especificidad y
sensibilidad del método que se evalud, permitieron obtener la curva ROC que
se muestra en la ultima figura, como puede apreciarse, no se observa un
comportamiento adecuado del método al pie de la cama con la agregometria.
Los valores predictivos positivos al igual que la especificidad son menores al
80%, esto indica que si en el PFA-100 obtenemos tiempos de oclusion
menores o0 iguales a los valores establecidos como puntos de corte de los
diferentes cartuchos, la probabilidad de que este resultado concuerde con que
efectivamente el paciente es resistente a la accion de los antiagregantes, es
baja. Sin embargo si en el PFA-100 obtenemos tiempos alargados, la
probabilidad de que el paciente en efecto sea sensible a la accién de los

antiagregantes, es alta.
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VI. CONCLUSIONES.

Fue posible evaluar el sistema PFA-100 como prueba para el monitoreo del

tratamiento antiagregante. En la poblacion estudiada, bajo los criterios del

Laboratorio de Trombosis, Fibrinolisis y Funcion Plaquetaria del Instituto

Nacional de Cardiologia, se puede concluir lo siguiente:

De acuerdo a los resultados obtenidos en la agregometria plaguetaria, la
prevalencia de la actividad plaquetaria residual elevada en pacientes
que ingieren clopidogrel principalmente, es muy alta, y se debe obtener
mas informacion clinica para establecer si efectivamente la resistencia
por laboratorio encontrada en estos pacientes, les confiere un riesgo
trombogénico o no.

En cuanto a la evaluacion del sistema PFA-100, el cartucho COL/ADP
del PFA-100 es poco sensible y especifico para la detecciéon del efecto
antiagregante inducido por tienopiridinas, lo que concuerda con lo
reportado en la literatura.

Aungque los cartuchos Innovance-P2Y y COL/Epi tienen porcentajes
mayores de sensibilidad y especificidad con respecto al cartucho
COL/ADP, presentan una baja especificidad, o que detendria su uso
para establecer que hay un grado bajo de inhibicién de las plaguetas
tratadas con tienopiridinas, a diferencia de lo reportado en otras pruebas
del tipo point-of care como el Platelet Works y el Verifynow.

El VPN del PFA-100 para la resistencia a las tienopiridinas es bastante
bueno, por lo tanto, si se obtiene un TO alargado, es muy probable que

el paciente estudiado tenga un efecto importante de tienopiridinas.
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Si bien el sistema PFA-100 no presenta los criterios adecuados para ser
usado como prueba para el monitoreo del tratamiento antiagregante, si
podria usarse en los casos donde se requiera una decision rapida, por
ejemplo, al médico podria servirle para decidir si un paciente bajo
tratamiento antiagregante puede entrar 0 no a cirugia, si el resultado de
la prueba indica que el paciente tiene buen efecto antiagregante habra
una alta posibilidad de que el paciente sufra alguna hemorragia durante
la intervencion.

Por otra parte, cuando el TO de un paciente bajo tratamiento
antiagregante con tienopiridinas o aspirina sea corto, puede ser que en
realidad si tenga un efecto de inhibicion al medirlo con el estandar de
referencia sin embargo puede inferirse que el paciente posee
caracteristicas que le hacen acortar los tiempos de oclusion y finalmente
podria ser que el paciente cursa por una situacion de riesgo
trombogénico, como podrian ser valores elevados de fibrinbgeno y/o

factor VIl y von Willebrand.
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