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INTRODUCCION

§1.1: Planteamiento del Problema

En 1982, un grupo de investigadores del Royal Hallamshire Hospital, de los Departa-
mentos de Medicina, de Matematicas Aplicadas y Computacién, y de Patologia en Sheffield,
Inglaterra dieron a conocer una teoria matemdtica relacionada con la produccién in wvivo
de las plaguetas.

Por un lado' demuestran que ente est{mulos biolégicos, la necesidad de-aumentar el
nimero de plaquetas de los individuos implica prilnero un aumento del tamafio de los
megacariocitos circulantes, con el subsecuente aumento en la cantidad de citoplasma, y
no necesariamente un incremento en la cantidad de megacariocitos liberados de la médula
Gsea.

La poblacién final de les plaquetes tiene un volumen con curva de distribucién log-
normal, misma que se conserva en los individuos sujetos a trombocitopenia experimental,
En este trabajo se demuestra que el pardmetro critico que determina el volumen final de
las plaquetas es el volumen citoplésmico del megacariocito?,

En otra publicacién?® realizan la demostracién matemdtica de la dependencia de ambos
voliimenes celulares — de la plaqueta y del megacariocito. El razonamiento en este trabajo
comicnza con la observacién del hecho conocido de que los mecanismos de fragmentacién
normalmente producen distribuciones lognormales, cualquiera que sea 1a poblacién en es-
tudio., La scgunda premisa considera que el megacariocito produce las plaguetas, cuyo
volumen final tiene una curva de distribucién lognormal?.

Relacionando ambos hechos, el megacariocito liberado de 1a médula ésea produciria
las plaquetas por un mecanisme de fragmentacién de su citoplasma, que debe realizarse en
la circulacién venosa. El primer sitio estructurado anatémicamente de forma que permita

1Martin et al. Throm Res;1982.
2¢bidem, p: 458 —
3Trowbridge et al. Throm Res;1982,
4Martin et al. op. est.
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la fragmentacidén mecdnica de estas células es la circulacién pulmonar, donde ol didmetro de
seccidén transversal de los vasos va disminuyendo progresivamente. (Fig. 1} En este trabajo®
se demuestra que la relacién entre las medias de ambos volimenes es una constante que
depende del valor esperado del factor de fregmentacién en la circulacién pulmonar.

Fig. 1 Modelo de fragmentacién fisica del megacariocito en In produccidn de las plaguetas,

La fragmentacién fisica del citoplasma de los megacariocitos ser{a dependiente de la

5Trowbridge et al. op. cit.
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estructura anatémica del 4rbol circulatorio pulmonar (invariable para cada individuo), asi
como de las presiones del flujo sanguineo, que pueden determiner rutas especificas a seguir
por los mepgacariocitos dentro de este mismo sistema. La fragmentacidn fisica como variable
no es susceptible de manipulacién experimental, por lo que su medicién es indirecta, y se
asume que es constante para un mismo individuo, siempre que no haya cambios en las
presiones sanguineas centrales por determinadas condiciones patolégicas intratordcicas.

Las cardiopat{as congénitas clanégenas ofrecen un modelo natural donde se puede
estudiar la repercusién de la variacién en la circulacién pulmonar sobre la curva de dis-
tribucidn de los volimenes de las plaquetas: CDVP. Las condiciones fisicas dentro de la cir-
culacién pulmonar en diferentes pacientes aiin con un mismo tipo de cardiopatia congénita’
cianégena son distintas dado que el grado de cortocircuito veno-arterial y por tanto las
presiones dentro del sistema son diferentes, hecho que necesariamente tendria repercusién
en la curva final de distribucién del volumen plaquetario, en el caso de que 1z teoria de
fragmentacién fisica del citoplasma del megacariocito para produccién de plaquetas sea
cierta.

§1.2: Importancia del Problema

Ademiés de su papel central en la coagulacidn, las plaquetas regulan el erecimiento
de tejidos susceptibles a factores contenidos en sus grinulos citopldsmicos, Estos factores
de crecimiento ejercen sus efectos celulares de diversas formas, generalmente a través de
receptores de membrana; y por el resultado que tienen en el ciclo celular, se consideran
de competencia, cuando hacen a la célula competente para la sintesis de DN A -pasa de
fase Gy, & Gy~ o de progresién, cuando son capaces de hacer que una célula competente,
progrese de fase Gy B sintesis de DINA® /7 ' En un proceso completo, la célula llega a
mitosis, con Ia intervencién de ambos tipos de factores de crecitmiento actuando en forma
coordinada (Fig. 2).

Para desatar los eventos bioquimicos que terminan en mitosis, estos factores actian
generalmente a través de receptores de membrana que se deben fosforilar para activar di-
versos sistemas intracelulares® 119, Si se trata de un factor de crecimiento de competencia,
generalmente produce la autofosforilacién de su receptor, as{ como la fosforilacién de re-
ceptores para factores de crecimiento de progresién a través de la activacién de la proteina
na cinasa C {PK.)!!, en presencia de Catt1?,

%Pardee. Proc Nat Acad Sci;1974.
TPledger et al. Proc Nat Acad Sei;1978.
#Campisi et al. Ezp Cel Res;1984.
9Sibley et al. Cell;1987.

10yarden et al. Biochemeatry;1988.
1INishizuka. Nature;1984

Viparker et al. Cancer Celi;1979.
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Fig. 2 Mecanismos bioquimicos de accidn de factores de crecimiento.

Una vez fosforilado el receptor, de ncucrdo al factor de crecimieto en juego, puede

continuar la cascada de eventos intracelulares al internarsel?, o bien por medio de segundos - . :

13Fox et al. Fed ;’roc;1982.
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mensajerosld,

A nivel de la membrana celular, los cambijos conformacionales producidos por esta
interaccién factor de crecimiento-receptor, activan las bombas de electrolitos, con un efecto
neto de salida de H+ y Ca*t con entrada de K115,

La fosforilacién del receptor puede actuar también sobre la protefna G;1% dependiente
de GT'P, subunidad inhibitoria de la adenilato ciclasa {AC) —enzima transmembranal. La
proteina 3, ademds de inhibir la sintesis de .AM Pz, en presencia de Catt estimula a
la fosfolipasa C (PLc)" responsable de la digestién resultante de los fosfoplicéridos de
membrana, que liberan al medio intracelular el diacilglicerol (D AG), agente quimiotdctico
potente, y fosfatidilinostito! difosfato.

Una vez en el citoplasma, el diacilglicerol es digeride por lipasas inespecificas que se-
-paran el dcido araquidénico; que queda como sustrato de la sintetasa de prostaglandinas
G/H'® y fuente de la familia de mediadores celulares conocidos como prostaglandinas, que
pueden actuar sobre receptores en la misma célula que los originé y estimular a la adenilato
ciclasa para aumentar los niveles de AM Pgo y crear una via de retroalimentacién positiva
en el ciclo, al activar a la proteina cinasa C.

Dentro del citoplasma, el fosfatidil inositol difosfato es modificado a inositol trifosfato
(IP3), que libera el Cat+ almacenado en el retfeulo endoplésmico liso y que como se ha
comentado, es necesario para la accién de diversas enzimas involucradas en este sistemal®.

En el caso del PDGF, la fosforilacién del receptor estimula la sintesis de oncogenes ¥
de otras proteinas para el crecimiento y funcidn celulares; simultdneamente actia sobre la
adenilato ciclasa y el a.umento de AM Pg resultante, estimula dxrectnmentc la sintesis de
DN A para In mitosis?®

El PDGF es liberado s6lo cuando la plaqueta se degranula y normalmente no se
detecta en el plasma, debido a su ridpida depuracién sn vivo?l, lo que necesariamente
implica que una vez liberado, debe haber no sélo células susceptibles, sino activadas -~
con expresion del receptor- en Ia cercania, de otra forma no tendria efectos bioldgicos
detectables?d,

Este factor plaguetario de crecimiento €s un heterodimero con una movilidad elec- .
troforética relativa aproximada de M, = 30,000, cuyas cadenas, |lamadas A y B, son
codificadas por diferentes genes, localizados en el cromosoma 7pter - 7g22 ¥ en el cromo-
soma 22¢12.3 — 13.1, respectivamente?®,

14Beridge et al, Nature;1984.

15Rozengurt. Seience;1956.

18Gilman.Ann Rev Biochem;1987.

17Seuwen et al. Nature;1988.

8Dewitt. et al. Proc Nat Acad Sci;1988
19Bcrridge et al. op. cit.

OMuller et al. Nature;1984.

31Bowen-Pope ct al. Blood;1984. -
32ibidern, p: 467

23Bonthrom et al, Proc Nat Acad Sci;1988.
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Se ha demostrado ademds que la expresién de ambos genes estd bajo mecanismos
de control diferentes, la cadena A parece ser sintetizada en forma constitutiva desde el
nacimiento, mientras que la B disminuye con la edad de la célula y aumenta en respuesta
a estimulos bioquimicos microambientales®4.

Algunos mitégenos neopldsicos secretan una sustancia semejante al PDGF, cuyo
RN A, tiene una porcién bisica en la regién C-terminal que corresponde a un exén com-
pleto, no expresado en el PDGF de células no tumorales?®, esta porcién parece favorecer la
unién A — A, creando homodimeros que estimulan el crecimiento descontrolado de tejidos
susceptibles,

Aunque fue descrito por primera vez en las plaquetas; se ha demostrado que es un
factor de crecimicento presente en muchas células de los organismos vertebrados. Los mecan-
ismos de regulacién genética sélo operan en las célulag nucleadas.

Por tanto, la calidad de las cadenas del PDGF que se encuentra en los grdnulos «
del citoplasma de Ins plaquetrs?® depende de los mecanismos de regulacién del DN A del
megacariocito. .

La cantidad se supone que estd distribuida en forma homogénea de manera que las
plaquetas més grandes tienen méis PDGF y viceversa; es de esperarse entonces que las
plaquetas voluminosas sean capaces de estimmular mas a los tejidos susceptibles, al tener
meayor concentracién de factores de crecimiento?”.

Aunque la causa de la osteoartropatia hipertréfica es atin desconocida, la teoria hu-
moral apoyada por la escuela del Dr. Manuel Martinez-Lavin®® presupone la existencia
de una alteracidn metabélica o anatdmica en el territorio pulmonar con ja consecuente
presencia anormal de una sustancia X activa en la circulacién sistémica.

Si la teorfa de la fragmentacidn fisica de Jos megacariocitos es cierta y los sujetos con
cardiopatia congénita cinnégena tienen plaquetas circulantes de diferentes tamafios, la alta
prevalencia de hipocratismo digital y osteoartropatfa hipertréfica en estos individuos?® +20
podria estar relacionada a la presencia de plaquetas grandes, méds capaces de estimular
el crecimiento del tejido conjuntivo. La sustancia X hasta ahora desconocida, podria ser
un factor de crecimiento contenido en el citoplasma de las plaquetas®, que puede ser el
PDGF3*? u otro similar.

4 Majesky et al. Proe Nat Acad Sci;1988.

25 Bonthrom et al. op. cit,

%Bowen-Pope et al. op. cit,

3 Thompson et al. J Lab Clin Med;1983
BMartinez-Lavin. J Rhcumatol;1957.
Martinez-Lavin et al. Arthr § Rheum;1982.
30Vizquez-Abad et al. J Rheumatol; en prensa,
3Martinez-Lavin, 1987; op. cit.

31Dickinson & Martin. Lancet; 1987
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§1.3: Objetivo de la Investigacién

De todo esto, se desprende la necesidad de estudiar a fondo a las plaquetas vistas
como células efectoras, en las condiciones asociadas a 1a osteoartropatia hipertréfica.

Cambios en la cantidad total de citoplasma de las plaquetas ciruclantes, sea por au-
mento en el nimero total o en el volumen promedio, explicarfan el aumento del efecto
mitogénico, al haber un incremento en la cantidad liberada de un factor normal. Por otro
lado, modificaciones en los genes de la célula precursora que codifican secuencias para log
factores de crecimiento, podrian explicar la presencia de factores méas mitogénicos en los
que las diferencias estructurales, debidas a mecanismos pre o postiranscripeionales, serian
suficientes para crear una alteracién en los mecanismos de regulacién con lo que el cfecto
neto serfa la perpetuacién de un evento bioldgico no regulado. En estos casos se podrian
encontrar cantidades normales de factores de crecimiento anormales circulantes.

El objetivo sobre el que se centra esta tesis es el estudio del volumen plaquetario y sus
curvas de distribucion en los pacientes con cardiopatia congénita cianégena, que permita
dar un paso inicial en la comprensién del papel de las plaquetas en estos sujetos; ademds
sirve como modelo ideal en la validacién de la teoria de la fragmentacién fisica de los
megacariocitos. '

Los resultados que se encuentren respecto a las plaquetas con la presencia de la os-
teoartropatia hipertréfica serd objeto de otros estudios, y no estd contemplada en la pre-
sente tesis.



Capitulo 2

MODELO EXPERIMEN TAL '

§2.1: Hipdtesis

Partiendo de la teorfa de la fragmentacién fisica del megacariocito en la circulacién
‘venose, se ajusté el modelo a los casos con derivacidn venoarterial central por presencia de
cortocircuito anatémico —las cardiopatias congénitas ciandgenas.

En este modelo &l llegar al corazén, el megacariocito tendria dos posibilidades inme-
-din-tas, por un lado tomar la via pulmonar donde la fragmentacién fisica serfa normal
y por ende la poblacién final de plaquetas tendria la curva lognormal de dustnbuc:én del
volumen descrita.

Por otro lado, al pasar a través del defecto anatémico, en la circulacién aistémica
ee cncontraria con diferentes circuitos, cada uno con un patrén de bifurcacién vascular
particular: drboles vasculares donde las distancias desde los calibres arteriales iniciales
hasta los de los capilares son completamente diferentes —v.gr. desde el de las arterins
coronarias hasta las de miembros inferiores.

En la hip6tesis de este trabajo se propone que el paso de los megacariocitos por cada
una de las diversas rutas eistémicas determina un patrén de fragmentacién distinto que
da lugar una curva de distribucién particular. La poblacién resultante de plaquetas debe
tener una curva de distribucion del volumen no lognormal, sino producto de la mezcla de
todas las distribuciones sumadas (Fig. 3).

De esta premisa se desprende ademids que el promedio del volumen plaquetario en
estas distribuciones mezcladas, debe ser mayor al esperado en poblaciones sin cortocircuito
venoarterial,

§2.2: Material y Método

En una primera etapa, se hizo una cvaluacnén retrospectiva de los parfmetros hema- .
tolégicos disponibles en 19 pacientes con cardiopat{a congénita ciandgena,
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Posteriormente se diseiid el estudio prospectivo que incluyd 14 pacientes con car-
diopatia congénita ciandgena con cortocircuito venoarterial demostrado por cateterismo
cardinco. Catorce controles fueron seleccionados al azar.

Fig. 3 Hipétesis de trabajo,

A cada sujeto de estudio se le tomé una muestra por venopuncién antecubital con aguja
calibre 21, de 2.5 a 3 ml de sangre con anticoagulante en polvo a concentraciones finales
de 0.02% -etilendinitrilo tetracetato disédico: EDTA- procesada por un aparato Coulter
Counter S Plus donde de cada muestra se realizaron una biometr{fa hemdtica completa y
una grifica de la curva de distribucién del volumen de Ias plaquetas. Para formar el grupo
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control, s¢ decidié tomar ln muestra para biometria hemdtica de rutina siguiente a la de
cada paciente estudiade.

En este sistema, la medicién del volumen plaquetario medio es directa en sangre total,
¥ cstd calibrado entre 0 ¥y 70 pm3. Las curvas de distribucién de volumen plaguetario se
obtuvieron usando este modelo Coulter conectado a un registro X-Y, unido a un analizador
de G4 canales; para las que estd cahbrado de 0a20 gm3. Se utilizé la solucién de electrolitos
Isoton II como diluyente.

El andlisis estadistico de las diferencias entre los medias se hizo por t de Student.
Debido a los grados de libertad tan bajos en el estudio prospectivo —en el retrospectivo
no hay una poblacién control de comparacién—, no pudimos obtener limites de confianza
confiables. En los casos de variables continuas relacionadas se hizo correlacién de Pearson,
caleulando los valores de r. Los valores de p se determinaron para definir la significancia
estadistica en estas pruebas.3?

El andlisis de las grdficas obtenidas directamente del poligrafo integrado al Coulter
Counter se hizo por comparacién de la forma de cada curva con su control, y luego por
grupos en global. No se realizaron estudios matemdticos de estos datos, debido a que las

grificas no se obtienen normalizadas, ¥ carecemos de los valores originales -que les dieron
lugar.

33Para todos, los cdlculos se usaron los archivos respectivos del programa EPISTAT, as{
como los de 1a HP41C.

11



.RESULTADOS .

§3.1: Estudio Retrospectivo

Variables Hematolégicas:

Los 19 pacientes inclufdos tienen cardiopatia congénita cianégena, De los datos
dlspombles en las biometrfas hematicas se evalunron el volumen plaquetario medio en
um3 <V PM- asi como el niimero total de plaquetas X102, el volumen corpuscular medio
-V C M-, 1a hemoglobina y el hematocrito.

El volumen plaquetario medio fue de = 11,61+2.31, notablemente mayor a los valores
considerados como normales. El niimero total de plaquetas fue bajo: 149.16+ 42.7 % 10-3,
El coeficiente de correlacién por Pearson al comparar ¢l ndimero total de plaguetas vs el
inverso del volumen plaquetario medio no fue significativo (r = 0.259, p = 0.29).

No hubo correlacién significativa entre los valores del hematocrito ¥ el nimero de
plaquetas (r = 0.134, p= 0.94).

Debido a que en estos pacientes gran parte de las alteraciones hematolégicas se deben
a la deficiencia de hierro, se analizé el volumen corpuscular medio, que fue de Z = 81.01 %
13.43.- En esta poblacién no hubo correlacién significativa entre el volumen corpuscular
medio y el hematocrito {r = 0.61, p= 0.12).

Esta deficiencia de hierro, se relaciona inversamente al volumen plaquetario medio
{r = -0.70, p= 0.03} y no tiene relacién s:gmﬁcat:m sobre el ndmerc de plaquetas (r =

~0.33 , p= 0.64).

Variables HemodinAmicas:

La saturacidn arterial de O3 obtenida en el cateterismo cardiaco fue en promedio de
= 77.6 = 7.7. Los efcctos de esta hipoxemis sobre las variables hematolégicas fueron

también evaluados por coeficientes de correlacidn,
En esta poblacién, no parece haber repercusién de la hipoxemia sobre el hematocrito

(r = 0.44, p= 0.4). Tampoco se relacioné al volumen plaquetario medio ni al nimero
de plaquetas, con r = —0.44 y —0.40 que corresponden a valores de p de 0.42 y de 0.61,
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respectivamente. Sin embargo, la correlacidn entre la saturacdn arterial de Oy y el vqumen
corpuscular medio fue estadfsticamente significativa (r = 0.79 , p < 0.005).

§3.2: Estudio Prospectivo:

Variables Hematolégicas:

En la tabla 1, sl final de esta seccién, se muestran los datos demogrificos de los
pacientes y de los controles, junto con los valores hematoldgicos obtenidos en la biometria

hematica,
En fa tabla 2 se pueden ver los valores medios en ambos grupos, las diferencias y

su significncia estadfstica. El volumen plaquetario medio de los pacientes (Z = 11.028 &
3.09) fue significativamente mayor al de los controles (Z = 8.414 £ 0.78, p = 0.005),
15.38,

sin embargo, In diferencia estadfsticamente significativa entre las varianzas (F =
p< 0.001} demuestra que son distribuciones distintas bdsicamente porque ¢l grupo de
pacientes es menos homogéneo (varianza = 9.596) que el de controles (variznza = 0.624).

El nimero total de plaquetas x10™7 fue significativamente menor en los pacientes,
comparado con los controles: ¥ = 171,528 - B1.81 vs T = 310.929 £ 69.46, p< 0.001.

La masa plaquetaria, definida como el praducto del V PM x el nimero de plaquetas
fue significativamente menor en los pacientes: £ = 1747.10 3 580.88 que en los controles:
T = 2627.42 + 447.83 (p< 0.001).

El volumen plaquetario medio y el mimero total de plsquetas en ambos grupos en

lobal, guardan una relacién inversa no linea! con un coeficiente de correlacién de Pearson
entre ¢l nimero total de plaguetas y el inverso del VPM der = 0.77 {r =0.58 y r = 0.70

para los controles y los pacientes, respectivamente), con p < 0.005.
La diferencia en las medias del volumen corpuscular medio entre pacientes y controles,

no sélo es estadfsticamente significativa {z = 81.56 % 12.01 vs 92.15 = 5.15, p = 0.005),
sino que se distribuye de forma distinta en amhos grupos (varianzas de 146.18 vs 26.55
respectivamente, F = 5.5 , p = 0.002).

El volumen plaquetario medio y el volumen corpuscular medio tomando ambos grupos
en global, se relacionan inversamente con un coeficiente de correlacién de Pearson de r =
~0.537, p < 0.005. Para el grupo de pacientes, el volumen corpuscular medio se relzciona
en forma inversa con el nimero de plaguetas, r = 0,78 con significancia estadistica (p

= 0:001).

Curvas de Distribucidén de! volumen plaguetario medio:

- En los 14 coniroles, las curvas de distribucidn de] volumen plaquetario fueron log-
normales (tipo I en la tabla}, en ninguno de los 14 pacientes, en cambio, hubo curvas
lognormales; en algunos la moda se ensanchd, con una pendiente de descenso sinuosa (tipo
H); en otros, la pendiente final fue francamente ascendente (tipo III), reflejando Ia presen-
cia de una poblacifn cuantitativamente considerable de plaguetas con volumenes mayores

o iguales a 20um?>,
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it TABLA 1
) CARACTER]STICAS DEMOGRAFICAS Y HEMATOLOGICAS
v Scxo/Edad Hlpocrntlsmo Dlagnost:co Volumen .. Cuenla It Tipe
) e D:gltnl . Plaquetario Plaquetaria -+ de
PP S Medio  X107% °~ CDVP
Paclentes . Lo
1 F/51 afios - - + Trilogia de Fallot- 8.7 150 . . 404 II
2 F/17 afios ~ + Ventriculo tnico 8.9 237 543 11
' +-estenosis pulmonar '
3 F/12 afios = + Enfermedad de Ebstein 9 240 . ‘709 11
. ~+ecomunicacién interauricular :
4 F/26 afios - 4 Sindrome de Eisenmenger . 10.9 92 656.7 -~ 11
5 F/29 afios + Comunicacién inter- 9.9 208 61 11
auriculoventricular
: ~-estenosis pulmonnr . : .
8 © M/11 afies + Transposicidn corregida 7.5 359 53.3 11
’ de las grandes arterias
--estenosis pulmonar
7 M/24 aiios + Transposicidn corregida 16.6 113 404  III
de las grandes arterias
8 M/36 aiics + Doble conducto de salida 11.5 128 72 111
del ventriculo derecho
-+estenosis pulmonar
9 F/14 afios + Ventricule Gnico 9 132 7.5 11
10 F/04 meses - + Atresia pulmonar 12.8 69 66.3 I
11 M/04 aiios + Tetralogia de Fallot 9.6 " 168 61.8 11
12 M/01 njios + Tronce comin tipo I 10.3 173 42 11
13 M/04 mecses + Tettalogia de Fallot 18.5 94 51.6 - 1l
+estenosis pulmonar
14 M/25 afios e comunicacidn interventricular 11.2 138 69.5 111
-+ cortocircuito invertido
Controles
1 M /39 aiios . - Hipertension arterial 8.4 as1 3 | 1
sistémica
2 M/55 afios - Aterosclerosis coronaria 9.4 262 43.3 I
3 M/02 aios - Correecién quirdrgica 6.6 427 12 1
de comunicacion interauricular
foa F/0G aiios - Bronquitis aguda 8.8 291 . 40.7 1
5 M/39 aiios - Posttrasplantado renal 8.4 J17 25.7 1
6 M/37 afios - Aterosclerosis coronaria 7.9 a 42.9 1
7 F/59 ahos - Diabetes mellitus 7.8 ag2 43.4 |
] M/49 aiios - Nelropatia diabélica 7.8 384 30 1
0 M/57 aiios - Postoperado de injertas 8.7 417 47 1
de pucntes coronarios
10 Ff77 afios - Eunfermedad pulinonar 9.3 Joo 39.8 1
obstructiva erdnica
11 M/G8 afios - Hipertension arlerial 9.1 239 46 1
sislémica
12 F/70 ahos - Disbetes mellitus 7.8 288 34.3 I
13 F/04 ahos - Cardiopatia reumditica 8.4 259 42.8 1
inactiva
14 F/32 anos - Hipertensidn arterial 9.4 201 46,2 1

sisiémica




Capitulo 3: Resullados

TABLA 2

P P

Paclentes! Controles| ¢ de Student] Fisher

VPM z 11.02 8.41 = 0.005 -
varianze] 059 | 0.68 - < 0.001

No. de Plaquetas E 171.529 315.929 < 0.001 -

varianza| 6692.87 | 4824.60 - -

Masa Plaquetaria z 1747.10 | 2627.42 < 0.001 -

varianza{ - 336400 228321 - -

- 'VCM E- 81.56 92.15 = 0.006 -
varianzal 146.18 26.55 - = 0.002

Al final de este trabajo, se anexan todes las grificas obtenidas. La numeracién de los
pacientes y de los controles corresponde a la de la tabla 1, donde puede ubicarse el tipo de
grifica que se asignd a cada una en particular.



. Capitulo 4

. DISCUSION

§4.1: Volumen plaquetario medio y mimero de plaquetas

De los andlisis retrospectivo y prospectivo es claro que los pacientes con cardiopatia
congénita ciandgena e hipocratismo digital tienen plaquetas de mayor tamafio y en menor
cantidad,

En cstudios previos®435 se ha corroborado que estos pacientes tienen pocas plaquetas,

La relacién del nimero bajo con el volumen aumentado de las plaquetas en estos individuos ..
ha side descrita desde 1974 por O'Bricn, -aunque definida correctamente hasta 1981 por
Bessman et al, ¥y mis concretamente determinade como una funcién inversa no lineal
por Levin et al®®, quienes presentan 1as curvas obtenidas al graficar ambos valores en
poblaciones normales y en diversas poblaciones con condiciones patolégicas asaciadas a
alteraciones hematoldgicas —particularmente del nimero de plaguetas—. Aunque en este
trabajo queda clara la relacién matemética que guardan estas variables, no sélo nose dala
explicacién biolégica de este fenémene, sino que queda como una interrogante para estos
autores.

Con la teorfa de fragmentacién del megacariocito es légico que a medida que el
megacariocito sufre méds fragmentaciones resultan més plaquetas aunque de menor tamafio
que si se fragmentara menos. De hecho la relacidén esperada en este modelo es la inversa
no linea), que ha sido descrita,

Los resultados del estudio retrospectivo —donde sélo contamos con el grupo de pa-
cientes— aunque muestran una relacion inversa entre ambas variables, al hacer la coreccién
usando el inverse del volumen contra el nimero de plaquetas no hubo la correlacién esper-
ada. Sin embargo, en los sujetos del estudio prospectivo esta correlacién fue significativa
para ambos grupos, que corresponde a lo predicho si suponemos que las caracteristicas de
la poblacién de plaquetas de los individuos al momento de la toma de la muestra estdn

3M4Waldman et al. J Pediatr; 1975, e
35Perlofl et al. Ann Int Med;1988.
36Levin et al. J Clin Med Ezp;1988.
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solamente en funcién de su génesis a partir de la fragmentacién del megacariocito en las
bifurcaciones circulatorias, sin que haya factores periféricos que las modifiguen.

Adn a la luz de estos resultados, !a masa plaquetaria o el producto de las variables
relacionadas inversamente —-volumen plaquetario medio % nimero de plaquetas— fue signi-
ficativemante menor en los pacientes que en los eujetoa del grupo control, es decir que para
el tamarfio que tienen estas plaquetas, aunque se esperaria que fuesen en total menos que
con plaquetas mds chicas, los pacientes estudiados tienen ain un nidmero total circulante
bastante menor al esperado.

Es importante considerar que en estos pacientes, el hematocrito elevado que los carac-
teriza podria explicar los valores bajos en el ntimero de plaquetas por desplazamiento, y no
porque realmente estén bajas. Para descartar esta posibilidad, obtuvimos los coeficientes
de correlaci6n entre el hematocrito ¥ el niimero de plaquetas que en el estudio restrospec-
tivo, no reaulté significativo. Es muy posible entonces que de hecho en estos pacientes
estemos detectando la cantidad real de plaquetas circulantes, que es baja.

Diversas posibilidades podrian explicar el bajo nidmero real de plaquetas circulantes
-respecto al nimero esperado ajustado al volumen promedio, Se sabe que la deficiencia
de hierro en estos pacientes tiene muchas repercusiones sobre algunas variables hema-
tolégicas®”. Estimula la eritropoyesis independientemente de la regulacién negativa dada
por las cifras del hematocrito —condicién que, cuando estA presente, complica el manecjo de
estos individuos?3.

En los pacientes estudindos retrospectiva y prospectivamente hay déficit de hierro,
determinadc por el volumen corpuscular medio, més ain, al comparar las cifras en el
estudio prospectivo contra las de los controles, no sélo resulta significativa la diferencia
en las medias, sino que las varianzas difieren de modo tal que confirman la presencia de
distribuciones distintas —de lo que resulta que el volumen corpuscular medio tiene valores
muy dis{miles entre los pacientes. Si las células precursoras de la serie roja nacen de la
médule dsea de menor tamaifio por falta de hierro, podria pensarse que los megacariocitos
también pueden nacer de menor tamaifio en estas condiciones, y aunque se fragmentasen
menos y produjeran plaquetas més grandes, el nfimero total de ellas resulta menor dado
que el parimetro critico en la relacién de volumen y mimero de acuerdo a la teorfa de
fragmentacién® es la cantidad de citoplasma inicial del megacariocito.

En el estudio retrospectivo la correlacién —que resultd significativa- fue negativa entre
las medias de ambos volumenes, el corpuscular y el plaquetario, y tomando tanto a los
pacientes como al grupo control del estudio prospective en global, confirmamaos la cor-
relrcidn inversa significativa entre estos parimetros, En estos pacientes, la deficiencia de
hierro generalmente se debe a las flebotomi{as a que se someten periédicamentef?,

37Perloff et al. op. cit.
32ibidem, p 411

3Martin et al. op. cit
1OPerloff et al. op. cit.



Seccidn J.1: Volumen plagquetorio medio y niimero de plagqueias

Basados en la hipétesis de este trabajo, el volumen final de las plaquetas y su nimero
estarfan relacionados a un patrén vascular de bifurcaciones diferente al pulmonar que
eventualmente llevarfa al megacariocito a fragmentarse menos. Si el megacariocito saliese
con menos citoplasma, por el déficit de hierro, el volumen final de las plaquetas deberia
disminuir, aunque dependerin también de la fragmentacidn por el paso a través de las
bifurcaciones vasculares del territorio sistémico. También descenderia la cantidad final de
plaquetas; entonces, el volumen de las plaquetas tendria que relacionarse directamente a la
deficiencia de hierro, por lo que la relacién inversa significativa entre ambas variables no se
explica. Por otro lado si la deficiencia de hierro determinase 1a salida de megacariocitos mis
chicos como explicacién a la baja cantidad de plaquetas, esperariamos encontrar correlacién
positiva entre ambos pardmetros, que el grupo retrospectivo no la tuvo y el prospectivo
no sblo la tuvo negativa, sino altamente significativa.

Queda una posible explicacién para ¢l bajo nidmero real de plaquetas, respecto al es-
perado y es la destruccién periférica de estas plaquetas grandes, concepto que se ve apoyado
por la observacién de que en estos pacientes la sobrevida plaquetaria esta disminuidat?,

Cabe mencionar que respecto &l volumen plaquetario medio elevado de estos pacientes
asf como al volumen corpuscular medio bajo en ambas poblaciones de pacientes que se es-
tudiaren, las varianzas muestran la heterogeneidad en la distribucién de estos pardmetros.
Los pacientes tienen plaguetas de tamafios muy variados, y ferropenia variable —incluso
algunos tienen valores normales.

Estos resultados apoyan la hipétesis de trabajo. Mis atin, los resultados obtenidos y
que han sido discutidos en este capitulo se entienden sobre la basc de la misma hipétesis, y
quedan en cambio sin explicacién cuando se tratan de ajustar a los conceptos tradicionales
referentes al origen de 1ns plaquetas por gemacidn o partir del citoplasma del megacariocito.

QOtro aspecto que se menciona al estudiar pacientes con esta patologia cardiaca es el
referente a la hipoxemia. Aunque la teorfa humoral de la génesis de la osteoartropatia
hipertrofica implica la alteracién del Arbol pulmonar —metabélica ¢ anatémica~ y en los
pacientes con cortocircuito venoarterial central 1a hipoxemia se debe a la exclusién par-

cial del flujo pulmonar, 1a saturacién arterial de Oz como variable continua depende del

intercambio de gases, proceso que no necesariamente se relaciona al grado de derivacién
del flyjo total que escapa hacia la circulacién sistémics, que seria en cambio determinante
en cuanto a las caracteristicas finales de 1a poblacién de plaquetas de acuerdo m nuestra
hip&tesis, nsf como a la presencia de osteoartropatia hipertréfica de mcuerdo a la teoria
humoral*?,

Es por esto que no pensamos que la hipoxemia sen un pearémetro significativo en
nuestro estudio, concepto que se corrobora al ver que la saturacidn arterial de Oz no tuve
en el estudio retrospectivo correlacién significativa con el ntmero ni el volumen medio
de 1as plaquetas. Coincidiendo con otros autores*® tampoco se relaciond al hematocrito,

AlWaldman et al. op. cit.
4IMartinez-Lavin. op, ¢if;1987
43peorloff et al. op. eit.
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mismo que parcce ser més bien dependiente de la deficiencia de hierro, que del grado de
hipoxemia del individuo.

Sin embarge, nos llama la atencién haber encontrado correlacion entre e] grado de
hipoxemia y el déficit de hierro. Tal vez los pacientes cuya médula ésea se ha mantenido
con bajos niveles de O arterial sea la més afectada manifestado por bajos niveles de Fett
en la serie roja. En caso de que este razonamiento sea cierto, el hecho de que no veamos Ia
repercusién sobre la poblacién de plaquetas, alin con una supuesta médula §sea alterada

por la hipoxemin, apoya aiin més 1a idea de que 1as plaquetas se producen a nivel periférico,

y poco tiene que ver la médula dsea, avin afectada por la hipoxemia, une vez que libera al
megacariocito en la circulacién venosa.

§4.2: Curvas de Distribucién del Volumen Plaquetario

Los tipos de grificas obtenidas, y que de momento y en forma arbitraria hemos dividido
en tres, muestran claramente que, mientras que la lognormal es ficilinente identificable -
tipo I- en los controles, las otras caen mds bien bajo un mismo tipo de curva que muestra
en todos los casos una curva no lognormal, mezcia de muchas distribuciones. En algunas
predomina, como ya dijimos la presencia de plaquetas de gran tamafio, que eleva el trazo al
final de la curva —tipo III-, pero de cualquier forma todas tienen configuraciones complejas,
producto de Ja suma de muchas distribuciones, que habfa sido predicho en la hipétesis de
trabajo.

Esta misma hipdtesis nos har{a pensar que en los sujetos en que la posibilidad de que
la derivacidén central (P;) sea menor a la probabilidad de que tomen la via normal (P},

. las curvas de distribucién deberfan ser las menos alejadas de la lognormal, y en cambio

en aquellos con mas derivacidén del flujo (P; > Py} deberfan ser los sujetos con las curvas
tipo III. Sobre una base meramente clinice, puede verse de [a tabla 1 que en efecto los
pacientes con cardiopat{a complicada con estenosis pulmonar y con eotras condiciones con
flujo aértico preferencial, como el tronco comniin tipo I, no sélo son los que tienen plaquetas
de mayor tamafio, sino que también corresponden a las curvas mis afectadns,

. Debido a que una misma cardiopatia puede manejar distintas presiones dentro del
sisterma y a que éstas son determinantes de la direceién del flujo preferencial, esta evaluacién

clinica no es desde luego suficiente para poder predecir qué sujetos tendrin la poblacién
de plaquetas més anormal.

Una medicién del cortocireuito tal vez fuese mas adecusdan para tratar de relacionar la

- gravedad de afeccién en las curvas con la razén %"- en cada caso, sin embargo, el paciente

puede tener mucho cortocircuito, y, si tiene por ej(l:mplo hiperflujo pulmonar, podrfa tener .
curvas doende haya predominio de la lognormal. Por el momento, la medicidén directa
de ambaas probabilidades -P; y P3— no es factible; inclusive si nuestros datos llegan a
corroborarse ¥y reproducirse en poblaciones m4ds numerosas, el andlisis de las curvas de
distribucién del volumen plaquetario podria ser un instrumento de medicién indirecta de
valor en la estimacién de la relacién que gunrdan los flujos (%:-) en cadr paciente,



LY

Ca'p_l'tﬁlo_‘ 5

CONCLUSIONES-

55.1: _Conclusiones:

Los hallazgos indudables de que los pacientes con ostecariropatfa hipertréfica secun-
daria a cardiopatia congénita cianégena tienen pocas plaquetas de gran tamaifio, debido la
mezcla de distribuciones en las curvas del volumen plaquetario, apoyan en forma directa
la teorfa de la fragmentacidn fisica del megacariocito en el pulmén.

Los demés resultados discutidos en el capitulo anterior; no se explican con la teoria :
clésica de la formacién de plaquetas en la médula ésen, aunque no la descartan; de hecho,
la observacién de que los megacariocitos pueden formar plaquetas en cultivos in vitro%*sin
necesidad de sufrir fragmentacién del citoplasma, aunque no en forma conclusiva, tiene
miés sentido a la luz del concepto tradicional —aunque deberd descartarse que sea sélo un
fenémeno artificial, y que no se de en forma natural.

Por 1ltimo, la relacién entre la osteoartropatia hipertréfica y las alteraciones plaque-
tarias que hemos encontrado y descrito, surge de las siguientes premisas: por un lado,
la alteracién tanto de los volimenes y nimero de plaquetas como de la presencia de la
osteoartropatia hipertréfica requieren la presencia de una circulacién pulmonar anormal.
Si la derivacién hacia el flujo sistémico hace que los megacariocitos se fragmenten menos
y produzean plaquetas grandes serfa légico pensar que por el aumento en el volumen,
tiendan a destruirse en la periferia, liberando factores de crecimiento contenidos en sus
granulos. A este respecto, ademsés de la diminucién en la sobrevida plaquetaria ya co-
mentadat® también se ha corroborado que las plaquetas de los sujetos con osteoartropatia
hipertréfica secundaria ticnen menos cantidad de serotonina®®, presumiblemente porque
la han liberado —junto con otros factores de su citoplasma., Ademés se ha demostrado que
¢l aumento en el volumen plaquetario medjo se correlaciona directamente con la dosis de

4 Tange et al. Lancet;1988 -
4SWaldman et al. op. est.
Gow et al. Loneet; 1955
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prostaciclina necesaria para inhibir la degranulacién in witro*”, asi como con la capacidad
absocluta de las plaquetas para liberar metabolitos activos del 4cido araquidénico®.

Con estos antecedentes, pensamos que unc o varios de los factores de crecimiento
que liberan al degranularse en la periferia- podrfan ser responsables de los camblos en e]
metabolismo del tejido conjuntive en piel y periostio, que responderfa con aumento en la
matriz intracelular y vascularidad, caracterfsticas de esta enfermedad?? +59,

§5.2: Sugerencias a estudios posteriores:

Para corroborar que los cambios encontrados en las plaquetas se deben en efecto al
paso del flujo por !a via de derivacién anormal, debe realizarse esta misma comparacién
de las curvas del volumen plaquetario, usando como modelo pacientes con persistencia
de] conducto arterioso hipertensos, pues en este modelo la sangre gque va de zorta hacia
los miembros superiores y que viene de las venas pulmonares, no estd mezclada y deberd
tener plaquetas normales, en cambio, por debajo del cayado, al haber comunicacidn con la
arteria pulmonar, en condiciones con hipertensién pulmonar, la sangre se deriva antea de
producir las fragmentaciones normales, por lo que las plaquetas de los miembros inferiores
deben producir curvas de disribucién del volumen plaquetario anormales. .

Otro estudio pertinente serfa estudiar a sujetos con comunicacién interauricular du-
rante el cateterismo cardiaco, y tomar muestras de venas pulmonares ¥y de vena cava
superior, para comparar ambas curvas de distribucién. El problema de este modelo es que
habrd que considerar miuchos factores que podrian estar sesgando los resultados, como
por ejemplo el hecho de que la toma de la muestra sea por catéter, y de que quizé al
haber megacariocitos o grandes fragmentos de citoplasma en la vena cava, el aparato no
los registre en las curvas de plaquetas, debido a la calibracién.

Para descartar la produccidn de plaquetas in vivo a partir de gemacidn del citoplasma
del megacariocito en su salida de la médula dsea, habrfa que realizar estudios que con-
templen el anilisis de la médula ésea y quizd otros modelos de estudio con patologia

hematolégica.

Por 1iltimo, para la conclusién final comentada, habré que desarrollar estudios in vitro
para identificar la sustancia circulante en los pacientes que afecta el metabolismo de los

. fibroblastos.

Estudios preliminares en sintesis de DIVA, de proteina total y de proliferacién celu-
lar con fibroblastos in vitro han permitido la caracterizacién inicial de una proteina de-
pendiente del Catt presente en altas concentraciones en el plasma de pacientes con os-
tecartropatia hipertréfica secundaria, que es un factor de crecimiento para fibroblastos®?,

47 Jakubowski et al. J Lab Clin Med;1985

48Jakubowski et al. Br J Hacmatol;1988

9Bigler.Am J Pathol;1958

50Vogl et al. Am J Med;1562

51vdzquez-Abnd et al. Libro de resimenes del XVII C.M.R;1989



Seccidn 5.2: Sugerencios a estudios posteriores:

Para precisar la naturaleza bioquimica de esta protefna es necesario continuar esta linea de
investigacidn, y detectar en qué fraceién del plasma -separado por cromatografia en gel de
sefarosa— se encuentra la actividad, asi como estudiar el plasma en presencia de acticuerpos
generados contra factores de erecsmiento especificos, como el anti—-PDGF, para identificar
en forma conclusiva la proteina que puede estar causando el sindrome clinico.

Por supuesto, se requiere ampliar el grupo de estudio a pacientes con otras patologias
asociadas a la osteoartropatia hipertréfica y estudiar la relacidn que guardan el volumen

plaguetario medio y el nimero de plaquetas en ellos. Si se corrobora en todos estos -

grupos de pacientes que la masa plaquetaria es baja, habrd que corroborar la sospecha
de la destruccién de plaquetas in vivo, midiendo productos de degranulacién como TG y
factor 4 plaquetario asi como buscar la causa, pues aunque pruebas in vitro han demostrado
que tan sélo el aumento de tamafio hace que se degranulen més y sean méis activas5?
153154 hahrd que descartar la presencia de anticuerpos antiplaquetas, ¢ incluso describir los
niveles de anticuerpo antifosfolipido en estos pacientes —que podrfan elevarse como causa
o consecuencia de la destruccidn plaguetaria,

En los casos de afeccién primaria, y posiblemente en algunos casos asociados a neo-
plasias podria haber plaquetas de morfologia normal, pero con alteracién en la secuencia
primaria de alguno de sus factores de crecimiento, que se asocie con la expresién no reg-
ulada de oncogenes y amplifiquen la repuestn de las células blanco. Por otro lado, habrd
que investigar la posibilidad de que este factor de crecimiento tenga repercusién sobre
células del sistems inmune cuya respuesta no estd asociada a anticuerpos —células asesinas
naturales NK-5%y su posible papel en la fisiopatologia de la ostcoartropatia hipertréfica
en este grupo de pacientes. -

Desarrollar modelos animales, una vez identificada y aislada la proteina para los dis-
tintos casos de osteoartropatia hipertréfica serd €l paso decisivo en la demostracién de que
la presencin una sustaricia circulante en estos sujetos, posiblemente derivada de las plaque-
tas, sea la causa del sfdrome cuyas manifestaciones han sido conocidas en la Historia de la
Medicina, deade sus origenes en los tiempos de Hipdcrates que fue el primero en identificar
Ia anormalidad digital que lleva su nombre, y que shora sabemos que es el signo cardinal
de ]a osteoartropatia hipertréfica.

82Jakubowski ¢t al. Br J Haematol;1988
53Jakubowski et al, J Lab Clin Med;1985
8¢ Thompson et al. J Lab Clin Med; 1988
85 Gersuk et al. J Immunol;1988
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