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RESUMEN

Las plaquetas activadas por diferentes estimulos forman agregados que
pueden formar trombos que segin su gravedad pueden conducir a fendémenos
tromboembdlicos con desenlaces poco favorables. Actualmente se observa un
aumento en los eventos cardiovasculares debido principalmente a la forma de vida y
a los riesgos de accién toxica asociados a la misma. Con la evolucion de la ciencia
se tiende a mejorar los métodos de laboratorio destinados tanto al diagnéstico como
al seguimiento de las terapias empleadas para el tratamiento de las distintas

patologias.

El objetivo principal del presente trabajo ha sido la optimizacion de la
técnica de fijacion de agregados plaquetarios propuesta por Kenneth Wu y John
Hoak y modificada por Kohanna y colaboradores. Ajustada al trabajo rutinario del
laboratorio de Hematologia. Para aplicacion en grupos de pacientes con elevado

riesgo cardiovascular que reciben 0 no terapia antiagregante.

Las conclusiones de este trabajo demuestran que para un buen desempefio de
la técnica, el procedimiento de laboratorio debera ser ejecutado el mismo dia de
toma de muestra, en una dilucion Optima determinada del/ 2, la técnica es
reproducible a diferentes lapsos de tiempo sin presentar variacion en los resultados.
Los microagregados plaquetarios son advisibles en personas sanas dentro de los
rangos de normalidad, y se encuentran también en pacientes con diferentes eventos
cardiovasculares y son mas frecuentes en personas con terapia antiagregante de
aspirina 100 mg diarios que en las personas que no la recibian, siendo la hipertension
arterial sistémica y la cardiopatia isquémica las patologias que se relacionan con la

hiperagregabilidad plaguetaria.

Palabras claves: Microagregados plaquetarios, eventos cardiovasculares,

antiagregante



ABSTRACT

Platelets activated by different stimulations form aggregates, which may form
at the same time thrombi, according to its severerity this can lead to thromboembolic
events with unfavorable outcomes. Currently there is an increase in cardiovascular
elements mainly due to lifestyle and toxic action risks associated therewith. But the
evolution of science tends to improve laboratory methods for both the diagnosis and

the monitoring of therapies used for the treatment of these pathologies.

The main, objective of this work has been the optimization of the fixation
technique from platelet aggregates, proposed by Kenneth Wu & John Hoak and
modified by Kohanna and collaborators, work framed in the routine of hematology
laboratory for application in large groups of patients with cardiovascular risk,

receiving or not receiving antiplatelet therapy.

The findings of this research shows that for a good performance of the
technique, the laboratory procedure shall be performed on the same day of sampling,
in particular optimal dilution of 1/ 2, the technique is reproducible for different
lengths of time without showing variation in the results. The platelet micro
aggregates are predictable in healthy people, within normal ranges and also can be
found in patients with various cardiovascular events, but are frequently more
common in people with antiplatelet therapy of aspirin 100 mg daily, contrasting to
people who did not receive anything. Being the systemic arterial hypertension and
ischemic heart disease the pathologies that are directly related to the hyper

aggregability platelet.

Keywords: Platelet micro aggregates, cardiovascular events, antiplatelet

Xi



1. INTRODUCCION

La formacién de microagregados plaquetarios circulantes se debe a la accién
de diferentes estimulos en las plaquetas que al activarse producen cambios en su
forma, agregacion y liberacion del contenido de sus granulos, formacion de
microagregados plaquetarios circulantes. Estimulos como, complejos antigeno-
anticuerpo circulantes, virus, bacterias, productos derivados del tabaco, etc.,
determinan la exposicion de estructuras subendoteliales y produccion de ADP,

adrenalina, trombina que produce la activacion de las mismas.

Se ha demostrado que los agregados plaquetarios pueden provocar, segun
su magnitud obstrucciéon de la microcirculacion y comprometer la funcion de los
organos vitales. Al ser detectados in vitro demuestran la hiperactividad plaquetaria
in vivo; de tal manera que se consideran marcadores biolégicos en la prediccion de
eventos coronarios y  mortalidad en pacientes con infarto agudo al miocardio
reciente, asi como en la evolucion de arteriopatias diversas como la retinopatia
diabética. El tratamiento con heparina causa la formacion de agregados plaquetarios

en personas normales como en pacientes sometidos a hemodialisis.

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de
morbilidad y mortalidad, y son consideradas la epidemia del siglo XXI en las
sociedades desarrolladas50% de muertes en EEUU, el 80 % de la mortalidad por
ateroesclerosis en diabéticos, el 75% de las hospitalizaciones es por enfermedad
cardiovascular o eventos cardiovascularesy en muchos de los paises en vias de
desarrollo. Los estudios epidemioldgicos a nivel mundial tanto en Europa como en
Estados Unidos demuestran que existe un incremento en la prevalencia de las
enfermedades cardiovasculares; la OMS estima que aproximadamente 17 millones de
personas mueren cada afio como consecuencia de enfermedades cardiovasculares en

todo el mundo.



En los dltimos afios el aumento la incidencia de  patologias
cardiovasculares como las dislipidemias, hipertension arterial y enfermedades
coronarias ha ido en aumento, el riesgo se incrementa ademas con la edad ya que
después de los 40 afios la posibilidad de presentar un accidente tromboembdlico
aumenta geométricamente, destacAndose un papel importante la intercurrencia de el
tabaquismo, la diabetes mellitus, el stress, la obesidad y el sedentarismo que aumenta

el riesgo.

En este contexto es necesario y muy Util el contar con una prueba que pueda
predecir fendmenos trombdticos y mas audn ajustar la terapia empleada en la

valoracion clinicay seguimiento terapéutico del paciente.

El trabajo actual tiende a mejorar la calidad de las pruebas de laboratorio
para hacerlas mas confiables tanto para el paciente como para el médico
proporcionando un nivel mayor de seguridad y confianza en los resultados obtenidos,
por tal motivo se optimizard la técnica de fijacion de agregados propuesta por
Kenneth Wu y John Hoak y adecuarla al trabajo de laboratorio en la busqueda de
microagregados plaquetarios circulantes y aplicarla a pacientes con diferentes riesgos
cardiovasculares, que no se encuentren recibiendo terapia antiagregante y también

aquellos que si la reciban.



2. ANTECEDENTES

En 1856 RudolphVirchow plantea su triada sobre la formacion de trombos y
los problemas que acompafian a la formacién de los mismos, donde la aparicion de
un trombo se produce por la alteracion de la pared vascular, modificaciones en el
flujo sanguineo o por la alteracion en los componentes sanguineos; en la actualidad

estos conceptos se siguen aceptando.

Para la deteccion de agregados plaquetarios puede usarse también el empleo
de transmision oOptica por agregometria empleando plasma rico en plaquetas y
agonistas como acido araquidonico, colageno, adrenalina y ADP; citometria de flujo,
filtros de sangre, el empleo de ultrasonido y la fijacion de los agregados plaquetarios

o ratio de agregacion plaquetaria, técnica empleada en el presente trabajo.

En 1974 Kenneth Wu y John Hoak reportan la presencia de agregados
plaquetarios  circulantes  en procesos tromboembolicos y otros eventos
cardiovasculares a través de una técnica que fija los agregados plaquetarios
mediante una solucion de formalina empleando un contador automatizado para el
recuento plaquetario, que fue confirmada por posteriores investigaciones,
encontrandose  microagregados circulantes, también en otros procesos como la
diabetes, infarto cardiaco, cancer de pulmoén, y en sujetos adictos al tabaco. Durante
esta investigacion se pudo establecer que pacientes con eventos cardiovasculares
tenian un coeficiente de agregacion de 0.75 £ 0.003 y pacientes normales o con otras
afecciones presentaban cocientes normales de 0.8 a 1.0 Gracias a esta valoracion se
pudo realizar el cambio de tratamiento de aspirina a sulfinpirazona ayudando a

resolver algunos cuadros. (Wu-Hoak, 1975)



En 1984 Kohanna y colaboradores validan y optimizan la técnica original de
Wu-Hoak al presentar diferentes causas de interferencias durante la toma de
muestra,empleando sangre pura como también plasma rico en plaquetas para el
recuento de plaquetas luego de la valoracion in vitro empleando ADP como
inductor en la agregacion plaquetaria valorado en un agregémetro y realizando el
ratio de agregacién o empleando un contador de células automatico, se evidencia
que la modificacion ofrece resultados mas confiables que eliminan posibles errores
de técnica, variante que sera empleada en el presente trabajo de investigacion

adecuada al trabajo manual. (Kohanna, 1984).

En el afio 2000, durante el estudio de marcadores de activacion plaquetaria en
pacientes con sepsis grave, se pudo demostrar la presencia de microagregados
plaquetarios circulantes significativamente mayores a los encontrados en pacientes
normales, en pacientes con sepsis no grave y en el grupo control. Demostrando que
las plaquetas son activadas considerablemente por la accién de interleucinas
producidas a causa de la presencia de bacterias. (Garcia, 2000)

Es importante conocer los riesgos ambientales y genéticos para un enfoque
integral acerca de la predisposicion a desarrollar enfermedades del sistema
circulatorio, las mas comunmente observadas: la enfermedad isquémica del corazon
y la enfermedad cerebro vascular o ictus (AVC), se debe tomar también muy en
cuenta que en cada sociedad existen grupos de individuos que tienen mas
probabilidades que otros de presentar determinadas enfermedades cardiovasculares,
pudiéndose asi determinar los riesgos caracteristicas o factores que vayan a
incrementar la probabilidad de enfermedad. Emplear ademéas para la prevencion
cardiovascular el concepto de Virchow “Las epidemias se producen como

consecuencia de alteraciones en la cultura humana”



Si bien los factores de riesgo cardiovasculares son similares tanto para
hombres como para mujeres, las diferencias son mas evidentes particularmente en
la diabetes y dislipidemias, que aumentan los indices de prevalencia de
enfermedades cardiacas y accidente cerebro vascular aumentando el riesgo de
muerte por enfermedad coronaria entre los 65-70 afios en ambos sexos. Estudios
sobre agregacion plaquetaria inducida con distintos agonistas, ADP, trombina,
coldgeno y fibrindgeno, a diferentes concentraciones de glucosa demostré que a

mayor glucosa mayor incremento de la agregacion plaquetaria (Gonzales, 2001)

El comienzo de la enfermedad trombdtica en las mujeres tal vez es debido
a la disminucién de la actividad hormonal, ya que la incidencia de enfermedades
coronarias aumenta en las mujeres menopausicas, menopausicas tempranas o
quirurgicas por la pérdida fisiologica de estrdgenos; no es evidente de tal forma que
el tratamiento con terapia hormonal de reemplazo ayude en la prevencién primaria de
enfermedades cardiovasculares, como el empleo de aspirina como antiagregante.
(Berger, 2006)

Se ha establecido que el efecto de la aspirina no es el mismo para las mujeres
que en hombres; ya que la aspirina reduce considerablemente la incidencia de
accidentes cerebro vasculares en las mujeres pero no en los hombres, reduciendo la
incidencia de los ataques cardiacos en hombres pero no en mujeres. En ambos casos
antes del comienzo de la terapia preventiva con aspirina debe tomarse en cuenta el

riesgo de sangrado gastrico. (Berger, 2006)

En Bolivia, se observa que existe un incremento de las enfermedades
cardiovasculares, siendo la frecuencia de hipertension arterial de un 20 % en la
consulta externa del Hospital Obrero N° 1 de la Caja Nacional de Salud, y del 19.5%
en el Instituto Nacional del Térax de la ciudad de La Paz. (Jauregui, 1999)



3. JUSTIFICACION.

La activacién plaquetaria es sumamente importante en la patogénesis de la
aterotrombosis, se ha detectado la presencia de microagregados circulantes en
entidades clinicas asociadas a hiperactividad plaquetaria, tales como la presencia de
prétesis valvulares cardiacas, coronariopatias, infarto agudo al miocardio, diabetes

mellitus, sindrome metabdlico, tabaquismo, dislipidemias, etc.

En los Gltimos afios se han realizados diversos intentos para encontrar pruebas
de laboratorio capaces de predecir el desarrollo de una trombosis o detectar un
proceso trombdtico oculto antes de manifestarse clinicamente. Las técnicas de
mayor utilidad son las pruebas capaces de detectar la presencia de proteinas
especificas plaquetarias que se liberan en los procesos de su activacion, o péptidos
estables derivados de la activacion de factores de la coagulacién y complejos

activador-inhibidor.

Por lo tanto el examen fisico y los estudios con métodos no invasivos como
el ultrasonido, doppler color, etc., proporcionan los pardmetros para confirmar un
problema trombético. La relacién entre trombosis y la presencia de las placas
ateromatosas grandes son las que aportan mas peligro, pero muchas placas
ateromatosas que desencadenan eventos clinicos agudos son pequefias y bastante
dificiles de diagnosticar angiograficamente, ya que al tener una capa delgada e
irregular 'y un alta actividad de macrdfagos, metalo proteinas y presencia de
abundante factor tisular producido por el masculo liso son capaces de desencadenar

la formacion de un trombo ante la mas minima ruptura. (Dario, 2003)

Si bien las pruebas de gabinete son de suma importancia en el diagnostico
de estas afecciones, sin embargo dichas técnicas presuponen costos, que a veces no
se encuentran al alcance de los pacientes o no se hallan disponibles todo el tiempo,

principalmente para la evaluacion de su tratamiento.



En 1971 Smith y Willis demostraron el efecto antiagregante de la aspirina,
desde entonces su empleo en la prevencion primaria para evitar complicaciones
cardiovasculares ha sido bien estudiada en seis ensayos clinicos. La
AntithromboticTrialistCollaboration demostrd que la aspirina disminuye el riesgo de
las complicaciones cardiovasculares en un 25 %. En el estudio ISIS-2 (Second
Internacional Study of InfarctSurvical) publicé que el uso de aspirina reducia en 23
% la mortalidad en el infarto agudo al miocardio. A pesar de la eficacia de los
antiagregantes es cada vez mas frecuente encontrase con pacientes resistentes a la
aspirina o que tendran eventos cardiovasculares a pesar de tomar antiplaquetarios.
(Gimeno, 2010)

En 2004, en el New York times informaba de que el 40 % de los que
tomaban aspirina eran resistentes a ella. La prevalencia de la resistencia a la aspirina
en laboratorio oscila entre el 5.5 y el 61% .La resistencia clinica a la aspirina se
estima que representaria el 10 al 20% de los pacientes. Se han postulado varios
estudios que han demostrado la asociacion entre resistencia a la aspirina y las

consecuencias clinicas. (Gimeno, 2010)

La evaluacion de la terapia antiagregante o antiplaquetarios, actualmente es
evaluada a través de la medicion de metabolitos del tromboxano A, especialmente
del Tromboxano B, (TXB;) en plasma o suero o0 en orina. Como se menciono
también a través de la agregometria Optica considerada como la estandar Glod,
citometria de flujo el empleo de filtros, ultrasonido y la fijacion de los agregados
plaquetarios. Requiriendo para tal efecto de aparatos que no siempre se encuentran

en todos los laboratorios.

En este escenario la determinacion de microagregados plaquetarios o ratio
de agregacion plaquetaria, a través de la técnica de fijacion; al adecuarla al trabajo
manual y al ser una técnica sencilla, de costo accesible y no requerir de un
muestreo especial, ni grandes aparatos para su ejecucién o Kits reactivos que no
siempre se encuentran a disposicion,  busca cumplir con las expectativas del

paciente como asi también del médico tratante ya que se podra contar valores Utiles
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para su valoracion y también ofrecer un posible marcador para el seguimiento de la

terapia antiagregante adecuada a cada caso en particular

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Optimizar la técnica de determinacidén de microagregados plaquetarios circulantes y

la aplicacion en pacientes con elevado riesgo cardiovascular

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

f)

Optimizar la técnica de microagregados plaquetarios in vitro

Determinar la presencia de microagregados plaquetarios circulantes en
pacientes con elevado riesgo cardiovascular con tratamiento antiagregante
Determinar la presencia de microagregados plaquetarios circulantes en
pacientes con elevado riesgo cardiovascular sin tratamiento antiagregante
Comparar los resultados de agregacion en pacientes con elevado riesgo
cardiovascular con y sin tratamiento antiagregante

Determinar la patologia de mayor frecuencia

Relacionar la patologia de mayor frecuencia con los resultados obtenidos

dentro de los indices de hiperactividad plaquetaria.



5. HIPOTESIS

Es posible la optimizacién y adecuacién de la técnica de fijacion de
agregados plaquetarios para el trabajo manual en el laboratorio de hematologia y su
posterior aplicacion a pacientes con elevado riesgo cardiovasculares con y sin

terapia antiagregante.



6. MARCO TEORICO

6.1. HEMOSTASIA

La sangre circula en un sistema de vasos (venas y arterias) cerrado formado
por células endoteliales que proporcionan el ambiente donde circulan libremente

elementos formes y sustancias quimicas. (Mckenzie, 1998)

Cuando este sistema de vasos sufre un dafio se desencadena todo un proceso
en el que se forma una barrera que limita el sitio dafiado, conservando el resto de la
circulacion normal, a este proceso se denomina hemostasia (Vives, 1982) que
comprende la hemostasia primaria en los vasos sanguineos y las plaquetas, y la
hemostasia secundaria formada principalmente por proteinas destinadas a la
coagulacion y al control de la misma complementandose ambas para lograr el

equilibrio hemostético.
6.2. HEMOSTASIA PRIMARIA
6.2.1. VASOS SANGUINEOS

El revestimiento mas profundo de los vasos sanguineos es una capa continua
de células llamadas endoteliales, que forman una superficie lisa sin solucién de
continuidad que impide la turbulencia de la sangre; luego una membrana basal con

alto contenido de colageno y su capa circundante de tejido conectivo que brinda

sostén a las células endoteliales.
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En todos los vasos sanguineos los fibroblastos ocupan la capa de tejido
conectivo y producen colageno. Las células del musculo liso, entremezcladas con
los fibroblastos en las arterias y arteriolas, pero no en las paredes de las venas,

vénulas y capilares, se contraen durante la hemostasia primaria. (Rodak, 2010)

Las células de la intima y su entorno desempefian un papel muy importante en
la hemostasia primaria, primero cualquier estimulo local induce a la vasoconstriccion
de las arterias y arteriolas. Las células del musculo liso se contraen cerrando la luz
vascular disminuyendo el flujo sanguineo. La membrana basal y los tejidos
subendoteliales de las arterias y venas tienen alto contenido de coldgeno que se une

y activa a las plaquetas.

Las células endoteliales secretan el factor de von Willebrand proteina
necesaria para que las plaquetas se adhieran al colageno subendotelial expuesto en
una lesion. Durante la activacion las células endoteliales secretan y se recubren con
P-selectina molécula de adhesion que estimula la unién entre la plaqueta y el
leucocito. Por ultimo las células del musculo liso y los fibroblastos secretan el
factor tisular que activa la cascada de la coagulacion por la activacion del factor
VII. (Rodak, 2010)

Mientras los vasos sanguineos dafiados poseen propiedades pro coagulantes,
las capa de la intima vascular intacta previenen la trombosis intravascular por
diversos mecanismos, en primer lugar las células endoteliales son romboidales y
continuas, lo que proporciona una superficie lisa que nivela el flujo sanguineo y
evita la turbulencia. Las células endoteliales sintetizan prostaglandina Gl, (PGl,) o
prostaciclina que impide la activacion plaquetaria y promueve a la vasodilatacion.
(Boffinge, 1989)(Rodak, 2010)
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El oxido nitrico se sintetiza en las células endoteliales, células del musculo
liso vascular y regula la vasoconstriccion y es necesario para el mantenimiento de
los vasos sanguineos. ElI sulfato de heparan retarda la coagulacion del plasma
mediante la activacion de la protrombina. La célula endotelial también produce el
inhibidor del factor tisular que inactiva al factor Vlla y la trombomodulina que
activa la proteina C. (Rodak, 2010)

6.2.2. PLAQUETAS

Las plaquetas proceden de la fragmentacion del citoplasma de los
megacariocitos medulares, que circulan en la sangre y cuya misién es taponar
rapidamente cualquier solucion de continuidad producida en el endotelio vascular.
Los estudios de Bizzocero publicados en 1882 constituyeron la base inicial de una
serie de estudios a los conocimientos hoy existentes acerca de las funciones
plaquetarias, de su participacion en la coagulacion y en la fibrindlisis. Posteriores
estudios dieron evidencia que las plaquetas ademas intervenian en otros procesos
como la inflamacion, la cicatrizacion de las heridas, la fibrosis y la ateroesclerosis.
(Rodak, 2010)

Las plaguetas no activadas son elementos discoides biconvexos de 2,9 a 4,2
um de didmetroy 0,6 a 1,2 um de grosor. En sangre periférica su numero oscila entre
150000 a 450000 mm®. La vida media de las plaquetas en circulacién en sujetos
normales es de 7 a 10 dias.(Mckenzie, 1998)
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6.2.2.1. ASPECTOS MORFOLOGICOS Y FUNCIONALES DE LAS
PLAQUETAS

6.2.2.1.1. ZONA PERIFERICA

Con una cubierta externa 0 membrana plaquetaria se constituye el limite o
separacion de la plaqueta con el exterior, esta integrada por tres capas : la primera
es una cubierta exterior o glicocalix, de 15-20 nm de grosor, que contiene
receptores glicoproteicos, entre ellos el complejo Ib-IX, que interacciona con el
factor de Von Willebrand en el proceso de adhesion, y el complejo Ilb-Illa, que lo

hace con el fibrindgeno en la agregacion. (Mckenzie, 1998)Ademas integran en su

estructura quimica, los principales antigenos

antigenos ABO. (Rodak, 2010)

plaquetarios de membrana y los

Glicoproteina

Funcion Propuesta

GPllIb/Illa ( alfa2bbeta3CD41/CD61)

Receptor de fibrindgeno y factor FvW

GPla/lia(VLA-2-alfa2betal-CD49b/CD29)

Receptor de colageno

GPlIc-lla(alfa5betal-CD49e/CD29)

Receptor de fibronectina

GPlc-lla(VLA-6;alfabbetal; CD49f/CD29)

Receptor de laminina

Alfav-beta3 (CD51/CD61)

Receptor de vitronectina, FvW, fibrindgeno

GPIb-IX (CD42)

Receptor de FvW y trombina

GPV

Sustrato de trombina

Selectina P (GMP-140; PADGEM)

Interaccién de plaquetas y leucocitos

PECAM-1

Interaccién célula a célula
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La segunda capa es una tipica bicapa fosfolipidica, rica en acido
araquidonico, en respuesta a la activacion la membrana expone una superficie
cargada negativamente, esencial como soporte a los factores de la coagulacion
(actividad pro coagulante),el &cido araquidonico ingresa en el metabolismo de los
eicosanoides, gracias a la accion de la ciclooxigenasa se forman los endoperoxidos
PGG, y PGH,, que gracias a la accion de la tromboxanosintetasa se forma el
Tromboxano A; cuyas funciones son de activar la agregacion plaquetaria, movilizar

el calcio de sus depositos y la vasoconstriccion.(Mckenzie, 1998)

La capa mas interna es el area submembranosa, unida a las porciones
transmembranosas de algunas glicoproteinas y contiene filamentos que forman parte
del citoesqueleto rico en filamentos de actina y miosina ( Trombostetina), es la zona
donde se transforman las sefiales recibidas en la superficie exterior en mensajes

quimicos y alteraciones fisicas que activaran a la plaqueta.

Molecules d'adhesio de la superficie plaquetar

Fibronectin
2798,
e L

Figura.- 1 Zona periférica
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6.2.2.1.2. ZONA SOL GEL O CITOESQUELETO PLAQUETARIO

La actina y la miosina son los componentes mas importantes del
citoesqueleto plaquetario. La actina tras polimerizar, participa en los fendmenos de
cambio de forma, la asociacion de la actina polimerizada con la miosina es capaz de

generar una fuerza expresada en extension o contraccion.(Mckenzie, 1998)

Un tercer componente del citoesqueleto son los microtubulos, cuya proteina
principal es la tubulina. Los microtibulos intervienen en el mantenimiento de la
forma discoide de las plaquetas no estimuladas favoreciendo a los movimientos
generados por la actina-miosina. La apariencia redondeada de las plaquetas expuesta
al acidoetilendiaminotetracetico (EDTA) es el resultado de la inhibicion de las

contracciones de miosina. (Rodak, 2010)

6.2.2.1.3. ZONA DE ORGANELOS

El interior de las plaquetas contiene a las mitocondrias, particulas de glicogeno

y tres tipos de granulos citoplasmaticos:

A. Gréanulos densos

Los granulos densos suelen distinguirse facilmente de los granulos alfa al
microscopio electronico, por su mayor densidad, debido a la elevada concentracion
de calcio y fésforo. Durante la activacion son los primeros en liberarse luego de la
adherencia de la plaqueta al tejido sub endotelial o a la trombina cada plaqueta

puede tener hasta 10 granulos densos. (Rodak, 2010)
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Estos granulos densos plaquetarios, contienen nucleétidos de adenina (ADP, ATP),
serotonina o 5-hidroxitriptamina el calcio y fésforo, que son también liberados al

medio extracelular durante la activacién plaquetaria

B. Gréanulos alfa

Una plaqueta pude tener hasta 100 granulos alfa que se liberan a continuacion de
los granulos densos. La secrecion de los granulos alfa, produce la liberacion de
sustancias, que se pueden dividir en: factores mitdgenos, proteinas plaquetarias
especificas, factores de coagulacién, proteinas adhesivas, factores de permeabilidad

vascular, inhibidores proteoliticos y factores fibrinoliticos.(Mckenzie, 1998)

Los granulos alfa también liberan un factor de crecimiento plaquetario (PDGF)
que favorece la proliferacion de células endoteliales, células del musculo liso y
fibroblastos en procesos de inflamacion y reparacién y por tal razén ha hecho que
se postulara su papel en la patogénesis de la ateroesclerosis, estimulando la
proliferacion del musculo liso.( Rodak, 2010)  Entre las proteinas especificas de
las plaguetas, las mas estudiadas son el factor plaquetario 4 (PF4), el PF4 de baja
afinidad (LA-PF4) vy la Beta- Trombomodulina, todas con actividad
antiheparina.(Bevers, 1983)

C. Lisosomas

La estimulacién fuerte de las plaguetas, por ejemplo con altas dosis de
trombina produce la liberacion de lisosomas plaquetarios. Estos granulos contienen
actividades hidroliticas y proteoliticas. Contrariamente al contenido de los granulos
alfa y densos de las plaquetas, que se liberan con inductores fuertes, la liberacion del
contenido de los lisosomas, es parcial en plaquetas estimuladas maximamente. Otros

componentes proteicos importantes desde el punto de vista funcional de la plaqueta,
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son las proteinas que ligan nucledtidos de guanina o proteina G y diversas

enzimas:fosfolipasas, quinasas, etc. (Mckenzie, 1998)

6.2.2.1.4. SISTEMA MEMBRANOSO

Se encuentra formado por dos sistemas: El sistema Canalicular Abierto, conectado a
la superficie el cual es una serie complicada de conductos que comienza con
indentaciones de la membrana plasmatica y recorre el interior de la plaqueta, éste es
continuo con el exterior de la plaqueta. Dentro de sus funciones proporciona un
mecanismo de entrada de elementos externos al interior de la plaqueta y también es
una via de para la liberacion del contenido de sus granulos, es un lugar de

almacenamiento para las glicoproteinas de la membrana plasmatica.

El Sistema Tubular Denso, es una red de canales cerrados del reticulo
endoplasmico residual caracterizada por actividad peroxidasa. Este sistema se ha
comparado con el reticulo sarcoplasmico del masculo debido a que puede secuestrar

calcio ionico y liberarlo cuando la plaqueta es activada. (Beutler, 2005).

Microtubulos R Microtubulos
Membrana plasmatica
Sistema ~ Granulos delta

tubular denso
Apertura del tubulo de superficie

Mitocondria o -
PO Sistema tubular denso
S
Granulos

alfa
Glucogeno

(granulos lambda)

queta

Figura.- 2 Ultra estructura de una plaqueta (Rodak, 2010)
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6.2.2.2. FUNCIONES DE LAS PLAQUETAS

Las plaquetas poseen principalmente cinco funciones importantes:

1) Formacion del trombo hemostatico por adhesion agregacion y liberacion de sus
granulos.

2) Funcion procoagulante derivado de sus fosfolipidos o FllI

3) Contraccién vascular por transporte y liberacién de serotonina y otras aminas
presoras.

4) Retraccion del coagulo mediante la accion de la trombostetina

5) Funcion fagocitica de particulas y bacterias.

De tal manera que las plaquetas preservan la integridad y continuidad de los
vasos sanguineos rellenando pequefios orificios cuando se separan las células
endoteliales, las plaquetas reaccionan formando un agregado conocido como tapén

hemostatico primario.

6.2.2.3. REACTIVIDAD PLAQUETARIA

En condiciones normales, el interior de los vasos sanguineos esta cubierto
con una monocapa continua de células endoteliales que es la principal responsable
del mantenimiento de la integridad de los vasos sanguineos y de la reologia
sanguinea. Si se produce una solucion de continuidad en el endotelio, con exposicién
del colageno subendotelial, se inician los procesos de hemostasia primaria, con la
interaccion entre la plaqueta y la superficie vascular dafiada. (Mckenzie, 1998)Esta
interaccion plagueta-endotelio juega un papel critico en el desarrollo de los procesos
trombdticos. (Marcus, 1993)
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Las plaquetas se activan en una secuencia especifica:

A. Adhesion

La adhesion de las plaquetas al vaso constituye la primera etapa en la
hemostasia primaria. Las plaquetas tienen la capacidad para adherirse a varios
componentes subendoteliales, como al factor de von Willebrand a través del
complejo glicoproteico Ib/IX, el coldgeno mediante la interaccion de las
glicoproteinas IV y el complejo GP la/lla, la trombospondina, la Fibronectina o la
Laminina y en estos procesos de adhesion participan también varios receptores de la
membrana plasmatica. (Boffinge, 1989). De todas estas sustancias al factor de von
Willebrand y al colageno se les atribuye el papel mas importante en los procesos
adhesivos.

Otro complejo lipoproteico, el llb/llla que se expone en la superficie de las
plaquetas activadas, podria participar también en el proceso adhesivo, por su
capacidad para interaccionar con varias proteinas adhesivas y con el colageno.
(Kessler, 1984)

B. Activacion

Las plaquetas cambian de forma discoidea a espicular con proyecciones
dendriticas estos pseudopodos aumentan la posibilidad de contacto entre plaqueta y

plaqueta para que se adhieran entre si

Sintetizan receptores de superficie y cambio en la orientacién de los
fosfolipidos de membrana; actuando como receptores para diversos estimulos
conocidos como inductores o0 agonista, como receptores para la trombina, colageno,
ADP y adrenalina. Cuando se adhieren a sus respectivos receptores los mensajes se
transmiten al interior de la plagueta incrementando principalmente la concentracion

del calcio que inhibe la adenilciclasa y disminuye el AMPc  plaquetario
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incrementando mas calcio iénico lo que estimula al cambio en su forma, agregacion,
separacion del acido araquiddnico de los fosfolipidos de membrana, secrecién de los
granulos alfa y densos.. (Mckenzie, 1998)

C. Agregacion primaria

La agregaciéon plaquetaria, es un fendmeno que se inicia con la interaccion
entre un inductor y un receptor especifico en la membrana de la plaqueta, esto
conduce a una serie de cambios morfologicos y bioguimicos rapidos, que tendran
como consecuencia la formacién de un agregado de plaquetas activadas, unidas

entre si bioquimicamente.

Para que la agregacion plaquetaria tenga lugar es necesario que el inductor
exponga el receptor del fibrinbgeno en la plaqueta que es el complejo
glicoproteicollb/Illa, y que esta proteina se una al mismo en presencia de
concentraciones micro moles de calcio formando puentes de union plaqueta. (Leung,
1986)

El proceso de agregacion es la respuesta plaquetaria mas estudiada en los
ultimos 30 afios desde que Born describi6 la técnica conocida como agregometria
dptica, ampliamente usada para estudios funcionales, bioquimicos y farmacoldgicos

relacionados a la hemostasia y la trombosis. (Garcia, 2000)

Seguidamente se produce el reclutamiento plaquetario que es una etapa
también importante en la secuencia de formacion del trombo. En esta etapa las
plaquetas activadas por un inductor primario, por ejemplo el colageno subendotelial,
liberan productos granulares o compuestos metab6licos que interaccionan con otras

plaquetas y células del entorno favoreciendo el crecimiento del trombo
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Varias sustancias liberadas por las plaquetas activadas, pueden contribuir al
reclutamiento de otras plaquetas, entre ellas el eicosanoide plaquetario tromboxano
A2 (TXA2) y el acido araquidonico en forma libre, ambos producidos y liberados al
medio en el curso de la activacion plaquetaria; compuestos contenidos en los
granulos de las plaquetas, como la serotonina o 5-hiodrocitriptamina y sobre todo la
adenosina difosfato, todas con capacidad inductora de la respuesta plaquetaria.
(Bevers, 1983)

D. Secreciony agregacion secundaria
Después de los anteriores eventos las plaquetas liberan las sustancias

contenidas en sus granulos a través del sistema canalicular abierto liberando el &cido

araquidonico llevando a una segunda agregacion.

Sistema de tubulos
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ADP /

Ca?
Ca™ —- e -
Ca’* /
\\—-"F Adanilato Ca2
- ciclasa
\ &
ANFC
_——Fosfolipasa A2
N

PLAQUETA

fibrina

ombing

fibrinégene

J o[ Jwe ]

subendotelic  Lesién vascular

=7 Il ol

N Células ¥
endoteliales

Figura.- 3 Esquema activacion plaquetaria
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6.3.HEMOSTASIA SECUNDARIA

En el capitulo anterior se describe la formacién del tapon plagquetario que
proporciona una hemostasia inicial en respuesta a la lesién de un vaso sanguineo,
posterior a este tapon plagquetario se forma un coagulo de fibrina que permite una

hemostasia mas duradera.

La coagulacién es una modificacion del estado fisico de la sangre que
consiste en el paso de un estado liquido a un estado de gel debido a una modificacion
de una proteina plasmatica soluble, fibrindgeno, a una red de fibrina insoluble
encerrando en sus mallas elementos formes de la sangre reforzando al trombo

plaquetario para detener en forma definitiva la hemorragia. (Vives, 1982)

6.3.1. COAGULACION PLASMATICA

La secuencia de los mecanismos que terminan en la formacion de fibrina puede

producirse a través de dos vias:

LaVia Intrinseca,todos los componentes de esta via circulan en el torrente
sanguineo es iniciada con la exposicion de los factores de contacto a las estructuras
vasculares subendoteliales como el coldgeno y membrana basal. Estos factores de
contacto son XII, Xl, pre calicreina y cinindgeno de peso molecular elevado
(HMWAK). Cuando se exponen a superficies de carga negativa estos factores se unen
a ellos, los iones calcio no son necesarios para esta union. Estos factores también
pueden adsorberse in vitro a superficies de carga negativa como el vidrio, caolin,
ceolita, acidoelagico y patolégicamente a lipopolisacaridos de las bacterias.
(Mckenzie, 1998)
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Los primeros factores adsorbidos al vaso dafiado son el XII y la precalicreina
que se activan de forma reciproca, La union de los grupos con carga positiva del
factor XIl a los grupos de carga negativa del subendotelio dafiado divide por
proteolisis a la precalicreina para formar la calicreina que esta unida al factor
HMWK como cofactor activando en forma proteolitica y dividiendo al factor XII que
estd unido a la superficie subendotelial liberando el Xlla. Este factor Xlla activa al
factor XI en Xla cuyo sustrato es el factor IX activandose a 1Xa en presencia de
iones calcio el cual en presencia de el fosfolipido plaquetario es capaz de activar el
factor X y transformarlo en factor Xa reaccion favorecida por el factor VIII

ingresando a la via comun. (Mckenzie, 1998)

LaVia Extrinseca, la activacién de esta via comprende al factor VII y a un
cofactor la tromboplastina tisular, factor Il o factor tisular. Esta via adquiere su
nombre por el hecho que la activacidn requiere un factor que en un principio se

pensO que solo existia fuera de la sangre.

El Factor Vlla y el factor tisular forman un complejo que se une a la
superficie fosfolipidica por puentes de calcio, la conversion del factor VII en Vlla se
produce gracias al factor Xa principalmente, la actividad del factor Vlla requiere
como cofactor al factor tisular que deriva de la tromboplastina de los tejidos, este
factor no circula normalmente en la sangre, excepto dentro de los monocitos, pero se
une a las membranas subendoteliales se libera y se hace accesible cuando el vaso se
lesiona. (Mckenzie, 1998; Vives, 1982)

El factor VII se distribuye en numerosos tejidos especialmente en el cerebro

pulmon y placenta, lesiones muy extensas pueden producir activacion patoldgica de

la via extrinseca cuando grades cantidades de factor tisular ingresa a la circulacion.
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La Via Comun, principalmente comprende la activacion del factor X por el
complejo derivado de la via intrinseca: factor IXa, factor V111, fosfolipidos y calcio;
o por el complejo derivado de la via extrinseca factor Vlla, factor tisular y
calcio.(Mckenzie, 1998);(Rodak, 2010)

El factor X activado a Xa forma un complejo con el factor V como cofactor,
fosfolipidos y calcio para la activacion de la protrombina a trombina que actla sobre
el fibrindgeno que pasa a fibrina insoluble a través de tres pasos, el primero la
formacion del monoémero de fibrina gracias a la trombina, luego la formacién de
polimeros de fibrina y por dltimo la estabilizacion de los polimeros de fibrina gracias
al factor Xllla.(Mckenzie, 1998)
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Figura 4 Esgquema de la cascada de la coagulacién
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6.4. CONTROL DE LA HEMOSTASIA

Los mecanismos fisiolégicos para el control de la hemostasia son:

6.4.1. CIRCULACION SANGUINEA

El flujo de la sangre limita la coagulacion al diluir los factores de la
coagulacién activados. Si bien en una primera etapa la vasoconstriccién reduce el
flujo sanguineo para la formacion del coagulo esto no es permanente ya que
posteriormente se produce una vasodilatacion y la fuerza de la presion sanguinea en

algunos lugares disuelve los codgulos formados.(Mckenzie, 1998)

6.4.2. DEPURACION HEPATICA

Los hepatocitos retiran los factores activados cuando pasan por el higado, de
tal manera que enfermedades hepéticas pueden conducir a estados fibrinoliticos o de

trombosis.

6.4.3. INHIBICION POR RETROALIMENTACION

Algunos factores activados tienden a destruir a otros de la cascada de la
coagulacién por ejemplo la trombina activa temporalmente al factor V y VIII pero
cuando su concentracion aumenta destruye a estos mismos factores, vale decir que

los factores limitan su propia produccion.(Mckenzie, 1998)
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6.4.4. INHIBIDORES BIOQUIMICOS

Son proteinas plasmaticas solubles que regulan las reacciones de las proteinas de la

cascada estas son:

A.  Antitrombina Ill, se produce en el higado, células endoteliales vy
megacariocitos es el inhibidor mas importante de la coagulacion actda formando un
complejo estequiométrico relacién uno a uno con la trombina provocando la pérdida

de su actividad.

La heparina actia como un cofactor de la antitrombina Il acelerando la
formaciéon de dicho complejo, luego del proceso de la inhibicién la heparina queda

libre para iniciar un nuevo ciclo.

B.  Macroglobulina alfa 2,forma complejos con las proteasas incluso la
trombina plasmatica, calicreina tiene un mecanismo de accion de depuracion de las

serinoproteasas mas que de inhibicion

C. Antitripsina alfa,inactiva a cierto nimero de proteasas, su accion es

mas importante a nivel tisular

D. Inactivador CI, Actla como inhibidor de los factores de contacto en

la via intrinseca
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E. Proteina C y Proteina S,Son cimogenos de la vitamina K inhibe las
funciones de los factores Va y Vllla. La proteina S favorece la fijacion de la proteina

C a la superficie de la plaqueta y células endoteliales. (Mckenzie, 1998)

6.4.5. SISTEMA FIBRINOLITICO

Se activa en respuesta al inicio de la cascada es producida por una proteina
Ilamada Plasmina que digiere la fibrina o el fibrindbgeno y a otros factores
produciendo los llamados PDF (productos de degradacion de fibrina) que perturban

la formacion de fibrina catalizada por la trombina.

Deriva del plasmindgeno que se sintetiza en el higado la Plasmina puede
digerir los factores V y VII la fibrina y el fibrindgeno. Los activadores del

plasminogeno pueden ser:

o Intrinsecos, que circulan en la sangre como el factor Xlla que activa a la
calicreina
o Extrinsecos, un activador tisular que tiene actividad por la fibrina y factor

Xa, tienden a liberarlo la trombina factor activante de las plaquetas, la bradicina,
proteina C.

o Activadores exdgenos como la Urocinasa y la estreptosinasa producida por

los estreptococos beta hemoliticos. (Mckenzie, 1998);(Vives, 1982)
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6.5. TROMBOSIS

Se denomina trombosis a la presencia intravascular de material fibrino
plaguetario con variable contenido de elementos formes de la sangre. (Allant, 1993;
Coller, 1992)

El trombo puede ser el resultado de la respuesta fisiologica a la injuria
producida en la pared del vaso (trombo hemostatico) o ser la consecuencia de una

activacion patoldgica e inapropiada del sistema de coagulacion. (Farreras, 1988)

Los trombos pueden formarse en cualquier localizacion del sistema
cardiovascular, incluyendo las venas arterias, el corazén y la micro circulacion.
(Jimenez, 2002)

El trombo patol6gico puede ser por su tamafio totalmente oclusivo, cerrando
por completo la luz del vaso o estar ocluyendo parcialmente sobre una de las
paredes del vaso (trombo mural), éste por la presencia de trombina asociada a la
fibrina puede crecer en forma intraluminal o propagarse en sentido de la corriente
sanguinea, participando ademas del reclutamiento de varias células nuevas en el
proceso de reparacion tisular que puede conllevar a la oclusién total del vaso.
(Fernandez, 1999)

Las complicaciones de la trombosis estan ocasionadas por los efectos de la
obstruccion del paso por embolizacion a distancia de material trombdtico y con
menor frecuencia por consumo de factores hemostaticos. Normalmente los trombos
venosos aparecen en las extremidades inferiores y con frecuencia son silentes, pero
pueden producir sintomas agudos si causan inflamacion de la pared venosa,
obstruccion al flujo o si embolizan en la circulacion pulmonar, tardiamente se
producen lesiones en las valvulas venosas de las extremidades inferiores. (Jiménez,
2002; Marcus, 1993)
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La trombosis arterial normalmente se asocia a patologia vascular previa,
fundamentalmente la aterosclerosis. Produce manifestaciones clinicas causadas por la
isquemia tisular, por obstruccion o por embolizacion en la micro circulacion distal.
Los trombos intracardiacos se forman sobre las valvulas lesionadas o inflamadas, en
el endocardio adyacente a una zona de infarto de miocardio, en una cavidad cardiaca
dilatada o en valvulas protésicas o dispositivos endovasculares suelen ser
sintomaticos si permanecen en el corazén pero pueden causar importantes y

desastrosas complicaciones si embolizan en la circulacidn sistémica. (Marcus, 1993)

6.5.1. PATOGENIA DE LA TROMBOSIS

En 1856 Virchow plantea su triada en la formacién del trombo, hipotesis que
actualmente se la sigue manteniendo la que indica que la aparicion de un trombo se

produce por la alteracion de los siguientes factores:

e Alteraciones a nivel de la pared de los vasos
¢ Modificaciones en el flujo sanguineo

e Constituyentes sanguineos

6.5.1.1. PARED DEL VASO

El endotelio normal actGa como una barrera y ademas tienen propiedades

antitrombdticas y no activa ni a las plaquetas ni los factores de la coagulacion.

Ademas el endotelio contiene y elabora componentes que neutralizan los
factores de la coagulacién activados como los glicosaminoglicanos de su superficie
y la Trombomodulina; la generacién endotelial de prostaciclina, 6xido nitrico y

activadores de la fibrinolisis inhiben la agregacion de las plaquetas y a la adhesion
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ademas de proporcionar una superficie para la activacion de la fibrindlisis, estas
propiedades se pierden o modifican cuando el endotelio es estimulado o
lesionado.(Cinnes, 1987)

La trombina generada se une a la Trombomodulina y pierde su actividad
procoagulante, de activar a los factores V, VIII, XIIl y fibrinégeno, el complejo
formado activa a la proteina C, cuya principal mision es inactivar los factores Vllla
y Va, blogueando la generacion de Xay Ila.(Esmont1996)

La trombina también se une al Heparan-sulfato de la superficie endotelial,

que incrementa la eficiencia de la antitrombina en la neutralizacion de la trombina.

La perdida endotelial puede aparecer de maneras sutiles en lesiones
por inmunocomplejos, anoxia, infecciones viricas, bacterianas, situaciones de
compromiso hemodinamico, tdxicos, substancias procedentes del tabaco, niveles
elevados de colesterol, o enzimas liberados de las plaquetas y leucocitos en estados
inflamatorios.(Cinnes, 1987) (Cinnes, 1998)

6.5.1.2. ALTERACIONES EN EL FLUJO SANGUINEO

Determina el tamafio la localizacion y la estructura del trombo. En los vasos
normales el flujo sanguineo sigue un patrén laminar, con los glébulos rojos que
tienden a localizarse en el centro de la luz y las plaquetas en la zona mas periférica, y
factores de la coagulacion. En las bifurcaciones de los vasos y en las zonas en las que
las paredes estan alteradas principalmente con palcas ateromatosas, se producen
flujos turbulentos que favorecen la deposicion de las plaquetas contribuyendo a las

trombosis arteriales

30



La éstasis por el contrario contribuye a la génesis de la trombosis venosa
principalmente a nivel de los miembros inferiores a nivel del fondo de los sacos de

valvulas venosas.(Marcus, 1993)

6.5.1.3. CONSTITUYENTES SANGUINEOS

Su funcidn aun no es del todo clara pero se sabe que puedan llegar a influir

en la activacién plaquetaria, de la coagulacion o inhibicidn de la fibrindlisis.

6.5.2. TIPOS DE TROMBOSIS

6.5.2.1 TROMBOSIS VENOSA

Su aparicién es condicionada por la estasis circulatoria que predispone su
aparicion es mas frecuente en el area de las extremidades inferiores, sobre todo a

nivel del fondo de las valvulas venosas. (Allant, 1993)

Juega un papel muy importante la coagulacién sanguinea y se consideran
cuatro estadios en el desarrollo de trombosis venosa:
e Estasis en el territorio o sistema valvular con el depdsito de hematies, plaquetas y
leucocitos
e Generacion de trombina que induce la agregacion de las plaquetas y formacion
de fibrina con aparicién de un nido de plaguetas y fibrina.
e Dep0sito de capas secundarias de plaquetas y fibrina sobre el nido primario.
e Cuando el crecimiento es suficientemente grande se produce el blogueo del flujo

venoso por oclusion de la luz venosa. ( Allant,1993)
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Este tipo de trombos estan formados por hematies y fibrina denominandose por
lo tanto Trombos Rojos. Se ha aceptado como desencadenantes de su desarrollo
disminucion en la velocidad de flujo sanguineo como en las inmovilizaciones por
yesos, incapacidad motora de origen neuroldgico, viajes prolongados; cambios en la

capacidad de activacion del sistema de la coagulacién y fibrindlisis. (Martinez, 1996)

Para el diagnostico de este tipo de trombosis se recurre ademas de la
anamnesis al la ultrasonografia con efecto Doppler, flebografia y tomografia. Dentro
de la pruebas de laboratorio se encuentran la demostracion de de niveles elevados de
dimero D. El tratamiento se basa principalmente a la anticoagulacion con heparinas

de bajo peso molecular y en etapas cronicas con dicumarinicos. (Martinez, 1996)

6.5.2.2TROMBOSIS ARTERIAL

Los trombos se producen en zonas donde existe un flujo normal de corriente
sanguinea y estan formados principalmente de agregados plaquetarios y leucocitos
denominandose Trombo Blanco. Las alteraciones a nivel vascular son la causa mas
importante para su formacion, la trombogénesis es promovida por la pérdida del
endotelio que puede ser causada por el estrés hemodindmico o por productos
derivados del tabaco, aumento del colesterol y enzimas liberadas por las plaquetas y
los leucocitos; este tipo de trombosis ocurre casi siempre como una complicacién de

la aterosclerosis. (Coller, 1992)

La trombosis arterial tiene lugar por la ocurrencia de varios factores un
endotelio disfuncionante, alteracion en el flujo sanguineo y la activacion del sistema
de la coagulacion sanguinea mediado por exposicion del factor tisular, de tal forma
que para iniciar la trombosis son necesarias una superficie adecuada donde se
ensamble el complejo activador extrinseco del factor X, pudiendo estar formado por
membranas de las células apoptoticas de los macréfagos o linfocitos que exponen

fosfolipidos; membranas de la plaquetas activadas primero adheridas y luego
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agregadas sobre la matriz de la placa que exponen fosfatidilserina o la misma matriz

extracelular (Fernandez,1999)

Los factores de riesgo para la trombosis arterial son las hiperlipidemia,
hipertension arterial, tabaquismo mayor a 10 cigarrillos por dia, diabetes mellitus,

obesidad con mayor al 30 % de sobrepeso.

La demostracion de isquemia suele efectuarse mediante tomografia
computarizada o0 resonancia nuclear. El tratamiento se procedera con heparina y
posteriormente con anticoagulacion oral y 75 Mg de aspirina como prevencion de

futuros episodios. (Martinez, 1996)

6.5.3. FACTORES DE RIESGO DE TROMBOSIS

Las situaciones de riesgo se pueden considerar similares tanto en territorio
venoso como arterial, con la fundamental diferencia que en la trombosis arterial son
muy importantes los factores de riesgo de aterotromboticos, que no afectan al riesgo

de trombosis venosa.

De tal manera se distinguen dos grupos de factores de riesgo, los
denominados primarios que actualmente se designan con el denominativo de
trombofilia como la deficiencia de antitrombina Ill, deficiencia de proteina C y S,

deficiencia y anormalidad del plasmindgeno, etc. (Arranz, 2002)
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Los secundarios que suelen ocurrir asociados a diversas situaciones clinicas
en las que existe un riesgo de trombosis en dichas situaciones existen cambios
bioldgicos relacionados con la inflamacién y las respuestas inflamatorias de fase
aguda que producen un desequilibrio entre los mecanismos antitrombéticos y los
protromboticos. La liberacion de factor tisular durante el trauma la cirugia, la
liberacién de citocinas pro inflamatorias (IL-1 y TNF) durante la infeccién, las
alteraciones vasomotoras en los ictus isquémicos, etc., hacen que se estimulen las
reacciones pro coagulantes. El fibrinbgeno aumenta en las enfermedades cronicas
inflamatorias, neoplasia, el potencial fibrinolitico disminuye por disminucién del

plasminogeno y de la proteina S. (Vermylen, 1986)

Durante el embarazo también se producen cambios que si bien estan
encaminados a la proteccion de la hemorragia post parto, es un buen terreno para la
produccion de trombosis, existiendo un incremento del factor VIII, fibrindgeno, de
la resistencia a la proteina C activada y una disminucion de la proteina S, ademas
tomar muy en cuenta que la placenta es rica en factor tisular, factor XIII. (Arranz,
2002)

Dentro de estas situaciones podemos mencionar a las siguientes:

e Neoplasias

e Embarazo y puerperio

e Anticonceptivos orales

e Diabetes mellitus

e Trombocitopenia inducida por la heparina
e Protesis vasculares y valvulares artificiales
e Vasculitis

e Inmovilizacion

e Infecciones
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e Estados inflamatorios

e Enfermedades cronicas

e Cirugia ortopédica, general, ginecoldgica, uroldgica. Oncologica.
e Obesidad

6.6. MEDICACION ANTIAGREGANTE

Las plaguetas establecen el tapon hemostatico inicial en sitios de lesion
vascular, también participan en reacciones que culminan en ateroesclerosis y
trombosis patolégicas, para ello se han utilizado antagonistas de la funcion
plaquetaria con la finalidad de prevenir la trombosis y alterar la evolucion natural de

la vasculopatia aterosclerética. (Goodman, 1996)

Este tipo de medicacion puede ser por:

¢ Inhibidores del acido Araquiddnico
¢ Inhibidores de la via del Tromboxano TXA2
e Farmacos que actdan a nivel de la membrana

e Farmacos que aumentan el AMP ciclico

6.6.1. INHIBIDORES DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Los procesos que incluyen trombosis, inflamacion, cicatrizacion y alergia
estan regulados por metabolitos oxigenados del araquidonato y &cidos grasos
poliinsaturados  relacionados, que en conjunto se denominan eicosanoides. La
inhibicion de la sintesis de estos metabolitos es la base de los efectos de muchos
farmacos terapéuticos entre ellos analgésicos, anti inflamatorios y

antitrombdéticos.(Goodman, 1996)
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6.6.2. INHIBDORES DE LA VIA DEL TROMBOXANO

6.2.2.1 ACIDO ACETIL SALICILICO (ASA)

En las plaquetas, el principal producto de la ciclooxigenasa es el

tromboxano A inductor de la agregacion plaquetaria y potente vasoconstrictor.

La aspirina actGa inhibiendo la reaccion de liberacion plaquetaria a través del
bloqueo de la sintesis del TXA,;, mediante la acetilacion irreversible la
ciclooxigenasa plaquetaria, enzima que produce el precursor endoperoxido ciclico

del tromboxano A2.

El objetivo de evitar la reaccion de liberacion es dificultar la formacion del
trombo y el paso al plasma de sustancias contenidas en los granulos plaquetarios,
como el factor de crecimiento derivado de la plagueta, todo lo cual contribuiria a
reducir la progresion y complicaciones del proceso aterogénico.

Debido a que las plaquetas no sintetizan proteinas el efecto de la aspirinas es
permanente de tal manera que dosis repetidas tienen un efecto acumulativo en al

funcion plaquetaria.

Sus principales efectos secundarios son las gastralgias y hemorragias
digestivas. Dado que cualquier dosis a partir de 75 mg/dia parece capaz de inhibir la
ciclooxigenasa plaquetaria y que los efectos géstricos son menos frecuentes cuanto
menor es la dosis, los estudios recientes han empleado dosis bajas, entre 75 y 300

mg/dia, con éxito.(Goodman, 1996)

Otros inhibidores de la via del TXAzson el triflusal, la sulfinpirazona, los acidos

grasos omega-3, los inhibidores de la tromboxanosintetasa y los bloqueadores del
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receptor del tromboxano. Estos productos poseen un respaldo bibliografico mucho
menor que el del AAS o se hallan en fase experimental

6.6.3. FARMACOS QUE ACTUAN EN LA MEMBRANA

6.6.3.1 TICLOPIDINAY CLOPIDOGREL

La ticlopidina es un derivado de la tienopiridina que bloquea de forma
irreversible el receptor para el ADP (P,Y>) y da lugar a respuestas agregantes débiles

y reversibles frente a éste.

Ha demostrado una eficacia igual o algo superior que la de la aspirina en la
prevencion secundaria del ictus isquémico no cardiogénico y del infarto de
miocardio, asi como de la mortalidad en la angina inestable. Asociada a la aspirina
se ha mostrado muy eficaz en la prevencion de oclusion coronaria tras la
implantacién de protesis metélica (stent). Se administra a dosis de 500 mg/dia y la
principal limitacion para su uso son sus efectos secundarios, como diarrea,
erupciones cutaneas, plaquetopenia y, especialmente, neutropenias graves (0,9% de

casos).

El clopidogrel es otro derivado de la tienopiridina que a dosis de 75 mg/dia
ha mostrado recientemente ser tan eficaz como la aspirina en la prevencion
secundaria del infarto de miocardio, ictus isquémico o muerte de causa vascular. Su
principal ventaja es no presentar una incidencia de efectos secundarios superior a la
de la aspirina. (Goodman, 1996). El Clopidogrel para ser activo debe transformarse
en su metabolito activo, para este proceso es mediado por la enzima hepatica
citocromo p450 (CYP 3A4). El efecto antitrombdtico del Clopidogrel se debe a la
unién irreversible de dicho metabolito activo al receptor de ADP (P2Y12) de la

superficie plaguetaria. (Gimero, 2010).
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6.7. EVENTOS Y RIESGOS CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares se constituyen hoy en dia la primera
causa de muerte, siendo las mas representativas la cardiopatia isquémica y el infarto
agudo al miocardio; en los ultimos afios la incidencia de patologias como

dislipidemias, hipertension arterial y enfermedades coronarias ha ido en aumento.

Los eventos cardiovasculares mas importantes son el infarto agudo al
miocardio, accidente cerebro vascular, vasculopatia periférica (trombosis Arterial),

aneurisma de la aorta y cardiopatias isquémicas. (Ferradis, 2006; Dario, 2003)

Un factor de riesgo es un elemento involucrado en la fisiopatologia de la

enfermedad y que tiene una relacion causal con dicha enfermedad.

Un marcador de riesgo es algo que no tiene relacion causal con la
fisiopatologia de la enfermedad pero si est4 asociado a un factor que si la tiene, es un
indicador indirecto de la actividad inflamatoria de la placa. Los factores de riesgo
son predictores ya que su presencia esta fuertemente relacionadas con la aparicion de
dafio vascular.(Dario, 2003; Arbelaez, 2003)

Existen factores propios a cada individuo que no se pueden intervenir como
la edad, sexo vy el perfil genético. Pero también existen los factores ambientales que
pueden ser objeto de intervencion y control como son la obesidad, sedentarismo,
hipertension arterial, diabetes mellitus, valores elevados de colesterol y sindrome
metabdlico. Estos factores se caracterizan porque el individuo los puede modificar y
si son controlados pueden disminuir el riesgo de presentar una enfermedad

cardiovascular.
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Estos factores de riesgo cardiovascular constituyen un vinculo para el
endotelio vascular. Asi las particulas de LDL, modificadas por oxidacion,
glucosilacion o unidn a anticuerpos son capaces de generar disfuncion endotelial y
activar varias respuestas que favorecen la migracion de células inflamatorias al

espacio subintimal.(Dario, 2003)

La hiperglicemia, incrementa la generacion de radicales libres de oxigeno,
que también son nocivos para el endotelio, y genera procesos de glucosilacion no
enzimatica que conducen a alteraciones en la expresion de proteinas de adhesion por

parte del endotelio.

El tabaquismo es otro de los factores mas significativos, introduce en la
circulacién decenas de moléculas toxicas para el endotelio, ocasionando disminucion
de la sintesis y actividad de la enzima oxido nitrico sintetasa, menor produccién de
oxido nitrico y aumento en el tono vasoconstrictor, ademads de numerosas

alteraciones en el patrén de moléculas de adhesion celular en el endotelio.

La hipertension arterial incrementa el trabajo a que se expone el corazéon y
también aumenta el riesgo de accidente vascular encefalico, ataque cardiaco o fallo
renal. Cuando ademas se acompafia a la obesidad, tabaquismo, hipercolesterolemia y
diabetes el riesgo es mucho mayor. Se acompafia habitualmente de mayores niveles
de angiotensina Il que tiene actividad mitdgena sobre las células musculares lisas
generando engrosamiento arterial y mayor sintesis de matriz extracelular en la
placa.(Arbelaez, 2003)
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Estos son los denominados factores mayores cuyos parametros son: (Arbelaez,
2003)

o Tabaquismo cualquier numero de cigarrillos en el Gltimo mes
o Hipertension arterial mayores o iguales a 140/90 mmHg o estar en
tratamiento
hipertensivo
o Historia familiar de enfermedad coronaria prematura
o Edad hombres mayores de 45 afios y mujeres mayores de 55 afios
o HDL menor de 40 mg/dl.

6.7.1. GRUPOS DE RIESGO CARDIOVASCULARES.

Segln el ultimo reporte de la National Colesterol EducationProgram
(NCEP) sobre la deteccion, evaluacion y tratamiento de la hipercolesterolemia en
adultos ATP 1l ( AdultTreatmet Panel Ill) en mayo del 2001, establece a los
pacientes en uno de los 4 grandes grupos de riesgo con base en el riesgo, en los
proximos diez afios a desarrollar un evento cardiovascular, segin las tablas de
Framingham (Anexo 2) la determinacién incluye la presencia o no de enfermedad
coronaria 0 de otros equivalentes y de los factores de riesgo que se han

denominado: Riesgos Mayores.(Arbelaez, 2003)

6.7.1.1. MAYOR RIESGO

Son las personas que tienen 20 % o mas de probabilidad de sufrir un evento
coronario en los siguientes 10 afos. Esta categoria incluye a pacientes con eventos
cardiovasculares establecidos o pacientes con un equivalente coronario, también a

pacientes con multiples factores de riesgo que suman mas de 20%. (Arbelaez, 2003)

40



6.7.1. 2. RIESGO INTERMEDIO

Personas que tienen entre un 10 a 20 % de probabilidad de sufrir un evento
coronario en los siguientes 10 afios, esta categoria incluye a pacientes con dos
factores de riesgo que segun las tablas de Franmigham suman un riesgo menor del
20 % a 10 afos.(Arbelaez, 2003)

6.7.1.3. RIESGO BAJO

Personas con menos del 10 % de probabilidad de sufrir un evento coronario
en los siguientes diez afios en esta categoria se incluyen a pacientes sin factores de
riesgo o como maximo un factor de riesgo y no requiere hacer el puntaje de riesgo
Framingham. Sin embargo si el paciente presenta un LDL muy elevado se puede
requerir de intervencion farmacoldgica para evitar riesgo a largo plazo. (Arbelaez,
2003)

LA ATP Il demarca también la importancia actual al Sindrome metabdlico
ya que los pacientes con este sindrome aumentan su riesgo coronario a cualquier
nivel de LDL y se caracterizan por tener por lo menos tres de las siguientes

condiciones, todas relacionadas con grados de resistencia a la insulina:

o Circunferencia de la cintura a nivel de la cresta iliaca, mayor a 102 cm en

hombres y mayor a 88 cm en mujeres
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o Dislipidemiaaterogénica con HDL menor a 40 mg/dl en hombres y de 50

mg/dl en mujeres, triglicéridos mayores a 150 mg/dl, y lipoproteinas de LDL

pequefias y densas.
o Tension arterial sistdlica mayor a 135 mmHg y diastolita mayor de 85 mmHg
o Glicemia en ayunas entre 110 — 125 mg/dl

El sindrome metabdlico se constituye en el segundo blanco de tratamiento y
su manejo se basa principalmente en la modificacion de los habitos principalmente

con el ejercicio, dieta y reduccion de peso. (Jauregui, 1999; Prat, 2003)

6.7.2. PREVENCION PRIMARIA'Y SECUNDARIA

En la prevencion primaria el objetivo es reducir el riesgo a largo plazo (> 10
afos), asi como el riesgo a corto plazo (10 afios). Los objetivos sobre las LDLs en la
prevencion primaria dependen del riesgo absoluto de una persona para la enfermedad
coronaria (es decir la probabilidad de padecer un evento coronario a corto o largo
plazo) siendo los valores a conseguir tanto méas bajos cuanto mayor es el riesgo. La
prevencion primaria esti fundada en sobre los cambios terapéuticos en el estilo de
vida. Sin embargo, en algunas personas con alto riesgo debido a unos valores altos o
muy altos de las LDLs o porgque tengan multiples factores de riesgo son candidatas a

un tratamiento con farmacos reductores de las LDLs. (Jadregui, 1999)

La prevencion secundaria se la realiza en personas con enfermedad coronaria
establecida o con otra condicion de riesgo equivalente, el objetivo es alcanzar unos
valores de las LDLs de <100 mg/dl. El tratamiento con hipolipemiantes demuestran
que su uso apropiado logra una reduccion de la mortalidad a corto y largo
plazo.(Jadregui, 1999)
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6.8. TECNICAS ANALITICAS PARA LA DETERMINACIONDE
AGREGADOS PLAQUETARIOS EN SANGRE.

La presencia de microagregados plaquetarios se han detectado en situaciones
donde existe hiperactividad plaquetaria su presencia puede ser demostrada a través
de varias técnicas que emplean filtros de sangre, deteccion por ultrasonido, medicion
de la agregacion plaquetaria inducida por agonistas plaquetarios y la fijacion de los

microagregados durante la venopunsion.

6.8.1. FILTROS DE SANGRE

Son filtros para microagregados que poseen un didmetro de poro entre 20-40

Figura 5 Filtro para microagregados
SQA40SE BloodTransfusionFilter (PALL Medical)

Esta técnica fue empleada por Roy L. Swank, John G. Roth, JeroldJansenen
en 1963, la cual emplea, membranas con un didametro de poro de 20 u deteniendo
particulas agregadas de mayor diametro, el recuento de plaquetas por defecto se

realizd en un contador de células automatico, la técnica es sensible a los rasgos
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estructurales y de funcionamiento de las plaquetas Pero no se la estandarizado y por
lo tanto los resultados en laboratorio son inciertos.

6.8.2. DETECCION POR ULTRASONIDO

Los ultrasonidos son ondas mecanicas del mismo tipo que las del sonido, pero
con frecuencias superiores a los 16000 hercios (Hz), por lo que son inaudibles al oido

humano.

Las ondas mecéanicas se propagan por un medio determinado, aprovechando
sus caracteristicas elasticas, y son capaces de transmitir energia de un punto a otro a
través del medio, las particulas de este medio oscilan transmitiendo esta vibracion a
la particula inmediata, estas vibraciones dan lugar a variaciones de presion en cada
punto, que se transmiten acompafiando a la propagacion del movimiento de las

particulas en forma de ondas de presion.

Por lo tanto los ultrasonidos son ondas mecanicas que desde un foco emisores
e propagan por las particulas de un medio, como un movimiento ondulatorio y a una

velocidad determinada

Desde la primera propuesta en 1965 por Austen y Howry, en el empleo de
ultrasonido para la deteccion de particulas en la sangre se han descrito tres maneras
de emplear el ultrasonido el primero es el Pulsar-eco pero fue un método pobre para
la determinacidn de material adherido en las paredes del vaso. En el método Doppler
tiene méas exactitud para la determinacion de placas ateromatosas pero no es muy

sensible para la determinacion de microagregados circulantes o microparticulas.
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6.8.3. METODOS OPTICOS AGREGOMETRIA PLAQUETARIA

La agregometria plaquetaria es una técnica utilizada para estudiar la cinética
de la agregacion de las plaquetas por métodos de turbidimetria (medicion de turbidez

0 densidad éptica).

Mide el tiempo real la agregacion de las plaquetas en un plasma rico en
plaquetas mediante el aclaramiento Optico. En el transcurso de este proceso la luz
pasa a través de la cubeta conteniendo el plasma rico en plaquetas y se captura por
el detector o fotocelda en el lado opuesto conforme las plaquetas se agregan en
respuesta al agonista usado, el plasma rico en plaquetas se aclara y se transmite
mayor cantidad de luz esta transmision de luz se mide en tiempo real y se grafica el
porcentaje del aclaramiento de la muestra. La transmisién de luz es directamente
proporcional a la agregacion plaquetaria. Los agonistas mas empleados son el &cido
araquidonico, colageno, adrenalina, ADP y proteina activadora del receptor de la
trombina. (Cédrdova, 2011)

Con este metodo actualmente puede medirse la resistencia a cualquier

antiagregante, la correlacion con los eventos clinicos es buena y se considera la

técnica estandar Gold. (Gimeno, 2010).
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6.8.4 CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo comenzd a desarrollarse en la década de los 60
exclusivamente para el recuento y medida del tamafio de las particulas. Su aplicacion
para el estudio de las plaquetas se realizo a finales de la década de los ochenta
gracias a los estudios de Shattil y col, que la adaptaron para el estudio de sangre

total.

Se fundamenta en que a cada celula a ser estudiada de acopla un
fluorocromo a través de un anticuerpo monoclonal, luego estas células son
suspendidas en el centro de un flujo de liquido isoténico impulsado a gran velocidad
por un orificio estrecho que al pasar por un laser se produce una sefial ademas el
fluorocromo cambia de longitud de onda y es registrado por un detector. (Salgado,
2002)

Esta técnica es susceptible a activaciones espurias, requiere ademas de la

preparacion de la muestra y de personal altamente capacitado.

6.8.5. FIJACION DE LOS MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS O
RATIO DE AGREGACION PLAQUETARIA

EN 1974 Kenneth HU y John Hoak elaboran una técnica para la
determinacién de microagregados plaquetarios circulantes en sangre venosa
empleando solucion formalina-éter para fijarlos empleando EDTA como
anticoagulante, y otra solucion solo con EDTA para un recuento absoluto de
plaquetas. La relacion de plaquetas contadas de ambas muestras se expresan en un

cociente cuyos rangos de referencia oscilan entre 0.8-1.0 (Wu-Hoak, 1975)
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La técnica se basa donde la solucion de formol éter fija los agregados
plaquetarios mientras que las muestras colectadas solo con EDTA son disueltos, al
centrifugar y los agregados por tener mayor peso que las plaguetas no agregadas se
eliminan del sobrenadante; de tal manera que el recuento de plaquetas en la solucion
con formalina serd menor que en el que tiene solo EDTA, el resultado se expresa en
una relacion o un cociente entre ambos, y este seran mayor cuanto mayor nimero de

agregados plaguetarios estén presentes en la muestra.

Agregados plaquetarios ratio = plaquetas contadas (formalina-EDTA PRP)
Plaquetas contadas (EDTA PRP)

6.8.3.1. PROCEDIMENTO DE LA TECNICA

Se empled un torniquete. Se recolecté 1ml de sangre de la vena ante cubital
con aguja 19 G en jeringas preparadas que contenian 4 ml de solucion tamponada de
EDTA-formalina que fijaba los agregados. Y otra jeringuilla con 4 ml de solucion
tamponada de EDTA.

Las muestra fueron tomadas por triplicado y luego fueron transferidas a tubos
de centrifuga para su posterior centrifugacion a 22 °C 8 minutos a 220 gravedades
para obtener el plasma rico en plaguetas y se llevo al contador de células CLAY
ADAN ULTRAFO 100 .
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Figura 6 Esquema de la técnica original DE HU-HOAK

6.8.3.2. MODIFICACION DE LA TECNICA ORIGINAL DE HU-HOAK

En 1985 Fred H. Kohanna, Marianne H. Smith, and Edwin W. Salzman
modifican la tecnica si bien la recoleccion de sangre es del mismo sitio con aguja 19
G se emplean tubos colectores con 4 ml de EDTA tamponada y EDTA-formalina

tamponada eliminando asi el error de volumen correcto de muestra. (Kohanna, 1984)

Se validé la técnica in vitro empleando sangre de un individuo normal. La
sangre se obtuvo por puncion venosa con aguja 19 G colocando a tubos con citrato

de sodio (0.013 mol/L) se obtuvo por centrifugacion el plasma rico en plaquetas.

La agregacion fue medida en dos agregémetro de doble canal Fisher Recodall

5000 y Slenco empleando la muestra pura como control y concentraciones de ADP
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de 0.5 umol/L. 10umol/L,5.0 umol/L, 10 umol/L por 2 minutos, se estudiaron a los
30,60,90,120 y 180 seg.

Luego se tomaron alicuotas de 1.6 ml del control en 1.6 ml EDTA frente a
1.6 ml de EDTA —formalina para realizar un recuento de de plaquetas remanentes
empleando el contador de células ULTRAFLO 100 antes y después de centrifugar a

120 gravedades por 4 minutos.

Los resultados emitieron un claro descenso de la cantidad de plaquetas a las

diferentes concentraciones de ADP frente al control negativo de 5x10’ M a 10° M

Dentro del trabajo su vez se estudiaron 12 controles negativos y 37
pacientes con desordenes tromboembdlicos. Los resultados de los sujetos normales
oscilaban en el rango de 0.93+-0.09 dentro de los valores normales postulados por la
técnica original y el promedio de los cocientes de los pacientes con desordenes
tromboembdlicos menor a 0.8.(Kohanna, 1984)
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1. DETERMINACION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

1. Se estudiaron veinte personas voluntarias, con edad promedio de 26 afos
todos ellos aparentemente sanos, sin ningun riesgo cardiovascular asociado, que en
un estudio preliminar sus coeficientes de agregaciéon se mantuvieron dentro de los
rangos normales. De los cuales se tomo al azar solo 10 muestras, para tener un
nimero manejable e impedir agregaciones espontaneas debido al tiempo en que
éstas se procesan; que en adelante se referird a este grupo como grupo control
negativo sano. Este grupo sera empleado para la optimizacion de la técnica en lo

referente a:

e Evaluacion de la dilucién optima de trabajo del plasma rico en plaquetas
(PRP)

e Determinacién de estabilidad del PRP

2. El grupo de aplicacion de la técnica estara constituido por 96 individuos de
ambos sexos con edades por encima de los 40 afios que ingresen a la consulta
externa del servicio de cardiologia del Hospital Militar COSSMIL entre los meses
de enero a junio 2006, con elevado riesgo cardiovascular segun los criterios de la
ATP IIl empleando las tablas de Framingham( Arbelaez,2003) que recibieron
tratamiento antiagregante llamado grupo de estudio con terapia o sin el

denominado grupo de estudio sin terapia.
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7.2. CRITERIOS DE INCLUSION

7.3.

Grupo control negativo sano

e Personas de ambos sexos cuyas edades oscilaron entre los 20 a 35 afios
e Personas que no sufrian ninguna enfermedad bacteriana o viral
e No presentaron ningun evento ni riesgo cardiovascular

e Sin hébitos tabaquicos

Grupos de estudio

Se incluyeron aquellos pacientes que presentaron las siguientes caracteristicas:

¢ Pacientes de ambos sexos con edades superiores a los cuarenta afios

e Pacientes con riesgo cardiovascular elevado segin la ATP Ill (diabetes,
hipertension arterial, tabaquismo, dislipidemias, etc.)

e Pacientes que sufrieron eventos cardiovasculares anteriormente al estudio

e Pacientes con terapia antiagregante

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes con quimioterapia, debido a la deplecion medular

e Pacientes menores de 40 afios debido a que a partir de esa edad se asigna un
valor considerable de puntuacion en las tablas de Framingham para la
evaluacion de riesgo cardiovascular.(ANEXO 2).

e Mujeres embarazadas, por tratarse de un grupo en constante cambio

hormonal.
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7.4. SISTEMATICA DE CONTROL DE TRABAJO
A todos los pacientes a los que se aplico la técnica de fijacion de
microagregados plaquetarios circulantes se realizd  un protocolo de recogida de

datos el cual contempla (Anexo 1):

a) Datos generales como nombre edad, sexo, nimero de carnet de asegurado,

fecha de consulta al médico, direccién, procedencia.

b) Datos clinicos, como diagnostico con el cual fueron derivados y la

administracion de terapia antiagregante

7.5. ASPECTOS ETICOS

Se trabajo con el previo consentimiento de los pacientes o de la autorizacion

de algin familiar cercano en caso que el paciente este incapacitado de dar su

consentimiento

7.6. DISENO DE ESTUDIO

7.6.1. TIPO DE INVESTIGACION
El presente es un estudio de tipo experimental, descriptivo.
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7.6.2. TAMANO MUESTRAL

Para el grupo de estudio se tomd en cuenta que asisten normalmente un
promedio de 2600 pacientes por afio al servicio de cardiologia del Hospital
COSSMIL. Se realizo el calculo de efectivos segun poblacion finita, con una
precision del 3%. Cuyo resultado son 188 pacientes anualmente y 94 pacientes en

seis meses de estudio.

n= N* Zaz*p*q

d**(N-1) + 2, *p*q

Donde:

e N =Total de la poblacion

o Z,% =1.96%(si la seguridad es del 95%)

e p = proporcion esperada (en este caso 5% = 0.05)
e (=1-p(enestecaso 1-0.05=10.95)

e d = precision (en este caso deseamos un 3%).
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7.7. MATERIAL

7.7.1. EQUIPOS

- Cémara de Neubawer de reticulo brillante
- Microscopio éptico Olympus N°. 9N0518
- Centrifuga ALC 4227

- VortexQuimis 986

7.7.2. MATERIALES

- Tubos conicos nuevosde plastico capacidad minima de 10 ml
- Jeringas descartables de 5cc

- Algodon

- Tips

- Pipetas de 5 ml

- Micropipetas de 100 ul, 1000 ul, 20 ul.
- Cubrecamaras

- Tubos colectores de plastico

- Camara humeda

- Probetas de diferente graduacion.

- Papel filtro

- CronOGmetros

- Gradillas

- Guantes de latex
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7.7.3 REACTIVOS

7.7.3.1. SOLUCIONES MADRES:

e EDTA disodico 0.077M
¢ P-formaldehido al 4 % en agua destilada
¢ PBS (buffer Salino fosfato)

0 KCL.ooiiiiiiiiiieiiee, 249
o KPOsHzoooiiiiiiicie, 39
o NaCl....coeviviiiiiiiiiien, 80¢g
o Agua destilada csp............ 1000 ml

7.7.3.2.SOLUCIONES DE TRABAJO

- SOLUCION DE FORMALINA-EDTA (SOLUCION 1)

¢ EDTA dis0dic00.077 M.........c..cccervnnnne. 30 ml
o Formolal 4 %......ccooovviiviiiiiiiin, 50 ml
OPBS... 20 ml
o Agua destilada..........cccoveririniniinnnnnn 100 ml
epH 7.36

- SOLUCION DE BUFFER-EDTA( SOLUCION I1)

¢ EDTA dis0dic00.077 M.......cccccevervrrnnnne. 30 ml
® PBS... 50 ml
e Agua destilada............cooceririniiicienn 120 ml
epH 7.36
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7.8. METODO

7.8.1. OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

Se obtuvo sangre venosa, mediante puncién con jeringa hipodérmica. No
se consideraron validas a las provenientes de sangre arterial porque presenta una

mayor activacion plaquetaria en sangre arterial respecto a la venosa.

El ayuno no ha sido un factor importante, ya que se ha demostrado por
estudios que la lipemia post prandial eleva la expresion en la membrana de p-
selectina aunque no afecta a otros marcadores que intervengan en la agregacion
plaquetaria. (Cnatero, 1998)No obstante se procedio a la toma de muestra en

condiciones basales con un ayuno minimo de 12 horas.

Debido a que existe una elevada inestabilidad plaquetaria la recogida de la
sangre para el estudio se realiz6 de forma cuidadosa. Se debid evitar la éstasis
venosa, empleando el menor tiempo posible en el empleo del torniquete ya que

tiempos prolongados del mismo inducen a la agregacion plaquetaria.

La jeringa empleada debera ser de 5 cc y la aguja empleada debe ser de un
calibre igual o superior a 21 G, el empleo cuidadoso de los tubos graduados de
plastico preferentemente nuevos, respetando voliumenes correctos de sangre y

soluciones de trabajo debe ser tomado muy en cuenta
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7.8.2. TECNICA

El método empleado es el adaptado modificado por Kohanna y col. En 1985
de la técnica original publicada en 1974 por Wu-HOAK, realizando la variacién en
la toma de muestra y el empleo de tubos de centrifuga graduados con las respectivas

soluciones de trabajo

7.8.3. FUNDAMENTO

La técnica se fundamenta, en colocar sangre en buffer de formalina-EDTA,
donde los microagregados existentes en la muestra son fijados y preservados,
mientras que en buffer-EDTA son disueltos; al centrifugar y por tener mayor peso
que las plaquetas no agregadas, se eliminan del sobrenadante; por lo tanto el recuento
de plaquetas en los tubos de formalina-EDTA sera menor que en los tubos con
Buffer-EDTA la relacién entre ambos recuentos serd menor cuanto mayor sea la

cantidad de microagregados presentes en la muestra.
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7.8.4. ESQUEMA DE TRABAJO

Se prepararon los tubos de la siguiente forma:

TUBOS 1 2 3 4
Solucion | 4 ml 4 ml - -
Solucion 11 - - 4ml 4ml
Sangre sin

1ml 1mi iml Iml
anticoagulante

Se deberan mezclar por inversion y se dejaran reposar durante 15 minutos.

Centrifugar a 900 rpm durante 8 minutos, se debera recoger el sobrenadante en otros

tubos de plastico.

Para el control de calidad interno se trabajo por duplicado cada muestra,

como asi también el recuento realizado.
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7.8.5. EXPRESION DE LOS RESULTADOS

Se promedian los recuentos de los tubos 1y 2, y de los tubos 3y 4.

Se calcula el cociente del recuento de los tubos 1-2 (Recuento ) sobre el recuento

de los tubos 3-4 (Recuento II).

Microagregados= Recuento | / Recuento 11

Los resultados se informaron mediante el anterior coeficiente expresandose en
valores absolutos. Los resultados por debajo del valor normal requieren confirmarse
mediante repeticion de la extraccion de sangre. Los valores normales oscilan entre
0.8 y 1.0. Se consideran resultados positivos o de riesgo elevado los coeficientes
inferiores a 0.8.
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7.9. METODOLOGIA PARA LA OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE
DETERMINACION DE MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS
CIRCULANTES

7.9.1. EVALUACION DE LA DILUCION OPTIMA DE TRABAJO DEL

PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

Debido a que el recuento directo con el plasma rico en plaquetas (PRP) es
arduo por la cantidad de plaquetas presentes se procedi6 a realizar diluciones de los

controles negativos sanos para encontrar la dilucion éptima a la cual poder trabajar.

Se realizaron diluciones seriadas (1 /2, 1/4,1/8,1/16) del PRP con el
buffer PBS 0.15 M vy el PRP homogenizando el mismo antes de realizar las

determinaciones.

Se realiz6 el cargado de la cdmara de Neubawer con los cuidados necesarios.

Se dejo sedimentar como un minimo de 10 minutos en camara himeda.

Para el recuento de plaquetas se empleo la técnica que se encuentra en el

manual de Laboratorios de Hematologia publicado por el Instituto Nacional de

Laboratorios en Salud INLASA( INLASA,2001)
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De tal manera que para el trabajo se emplearon solo 5 de los 25 cuadrantes del
reticulo de rojos, con lente de 40X a baja intensidad luminica el recuento se realizé

por duplicado. Empleando el siguiente esquema:

10 9 8 7 |6

11 12 13 14 15

20 19 18 17 16

21 |22 23 24 25
4—

Esquema de trabajo en el recuento de plaquetas, reticulo de rojos

7.9.2. DETERMINACION DE ESTABILIDAD DEL PLASMA RICO EN

PLAQUETAS (PRP)

Los PRP de los controles negativos sanos se evaluaron el mismo dia de la
toma de muestra O hrs. (Tiempo 1) a las 24 hrs. (Tiempo 2) y a las 48 hrs. (Tiempo
3) conservandose en refrigeracion a -4°C. La dilucién empleada para recuento fue
la de 1/2 en buffer PBS 0.15 M.
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7.9.3. CONTROL DE REPRODUCIBILIDAD DE LA TECNICA

Se empled la muestra de los controles sanos a dilucion 1/2 en el mes de
enero marzo y junio del 2006 para evaluar si la técnica goza de reproducibilidad a

diferentes tiempos.

7.9.4. DETERMINACION DE MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS
CIRCULANTES EN PACIENTES CON ELEVADO RIESGO
CARDIOVASCULAR

Se evaluaron 96 pacientes que ingresaron a la consulta externa del servicio
de cardiologia del Hospital Militar COSSMIL entre los meses de enero a junio 2006,
con elevado riesgo cardiovascular segun los criterios de la ATP Ill.Los pacientes
fueron programados de lunes a viernes en el horario de 8:00 a 9:00 de la mafiana en

ayunas y en un numero no mayor de tres por dia.

Se empled para el recuento plaquetario la dilucion 1 /2 del plasma rico en
plaquetas, empleando la técnica de recuento en camara de neubawer y por duplicado.

Se dividio a este grupo en dos subgrupos de estudio uno que empleo terapia

antiagregante y otro no, para observar la efectividad del antiagregante.

Ademas se evalud la patologia de mayor frecuencia en estas personas, y

aquella relacionada con la formacion de agregados plaquetarios.
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8. RESULTADOS

8.1.0PTIMIZACION EN LA TECNICA DE DETERMINACION DE
MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS CIRCULANTES

El presente trabajo empleo la técnica modificada de Wu-Hoak para la
determinacion de microagregados plaquetarios circulantes, para tal fin procedio

optimizar y adecuarla al método manual, los resultados obtenidos son:

8.1.1. EVALUACION DEL GRUPO CONTROL NEGATIVO SANO

Se han evaluado 20 controles negativos sanos, la distribucion fue de 15
mujeres (75 %) y 5 varones (25%) cuya edad promedio del grupo fue de 26 afios.
Los resultados han mostrado que la poblacion sana presenta cocientes de agregacion
expresados en forma de media + desviacion estdndar 0.91+0.06 con un rango de
0.85 a 0.97, pudiendo observarse que no existen valores inferiores a 0.8
considerados de agregabilidad patoldgica plaquetaria TABLA N° 1, GRAFICO N° 1
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TABLAN® 1 )
EVALUACION DEL GRUPO CONTROL SANO SEGUN SEXO'Y

RESULTADOS
SEXO RANGOS TOTALES
| <08 || 08 || 09 | 10 |
VARONES 0 0 3 2 5
MUJERES 0 4 8 3 15
TOTALES 0 4 11 5 20

Fuente: Elaboracion propia

GRAFICO 1
EVALUACIONDEL GRUPO CONTROL SANO SEGUN SEXO
Y RESULTADOS

20

15

10

VARONES MUIJERES TOTALES

<08 W08 W09 W1 ®m

Fuente: Elaboracion propia
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8.1.2.EVALUACION DE LA DILUCION OPTIMA DE TRABAJO DEL
PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP)

Una vez obtenido el PRP de los controles negativos sanos se estudiaron las
diluciones 1 /2,1/4,1/8,1/16 en buffer PBS 0.15 M. de diez muestras tomadas al azar
TABLA 2

TABLA N° 2
EVALUACION DE LA DILUCION OPTIMA DE TRABAJO DEL PRP DEL
GRUPO CONTROL SANO
 MUESTRAS | DILUCIONES |
| | 1/2 | 1/4 [ 1/8 | 1/16 |
M1 | 0.87 | 0.86 | 0.77 | 1.0 |
M2 | 0.89 | 0.88 | 0.98 | 0.66 |
M3 | 1.04 | 1.0 I 0.89 | 0.77 |
M4 | 0.96 I 0.89 | 0.78 | 0.80 |
M5 | 0.84 | 0.83 | 0.74 | 0.71 |
M6 | 0.87 | 0.88 | 0.98 | 0.73 |
M7 | 0.82 | 0.81 | 0.94 | 1.2 |
M8 | 0.93 | 0.87 | 0.71 | 0.87 |
M9 | 0.94 | 1.0 | 0.89 | 0.77 |
' M10 | 0.96 | 0.98 | 0.90 | 1.3 |
dill dil2 dil3 dil4
N Validos 10 10 10 9
Perdidos 2 2 2 3
Media 9120 ,9000 8580 8467
Desv. tip. 06647 ,06896 ,09998 ,19805
Varianza ,004 ,005 ,010 ,039
Minimo 82 81 71 66
Maximo 1,04 1,00 98 1,30
cV 7.2 7.7 11.5 22.6

Como se puede observar el coeficiente de variacion muestra que no existe
mucha variacion entre el recuento de las diluciones 1/2,1/4, siendo los resultados de

la dilucion 1/8 y 1/16 mas discordante que las anteriores.
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8.1.3. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DELPLASMA RICO EN
PLAQUETAS (PRP)
Los PRP de las 10 muestras elegidas al azardel los controles negativos sanos

se evaluaron a Tiempo 1 (0 hrs), Tiempo 2 (24 hrs) y a Tiempo 3 (48

hrs.)conservadas a 4 °C.

Se pudo observar una disminucion del coeficiente de agregacion de un

promedio de 0.91 a Tiempo 1, llegando a un valor promedio de 0.69 a las 48 hrs.

TABLA N°3
TABLAN°3
DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DEL PRP DEL GRUPO
CONTROL SANO
MUESTRAS || TIEMPOS \
Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3
(Ohrs). (24 hrs). (48 hrs).

M1 | 0.87 | 0.79 | 0.63 |

| M2 I 0.89 I 0.81 I 0.74 \

| M3 | 1.04 I 0.72 I 0.68 \

| M4 | 0.96 | 0.75 | 0.66 |

| M5 | 0.84 | 0.79 | 0.55 |

| M6 | 0.87 I 0.82 I 0.68 |

| M7 I 0.82 I 0.68 I 0.69 \

| M8 | 0.93 | 0.71 I 0.76 \

| M9 | 0.94 | 0.91 I 0.70 \

| M10 | 0.96 | 0.80 I 0.85 \

TIEMPO1 TIEMPO2 TIEMPO3

N Validos 10 10 10
Perdidos 1 1 1
Media 9120 7780 ,6940
Desv. tip. ,06647 ,06613 07975
Varianza ,004 ,004 ,006
Minimo ,82 ,68 ,55
Méaximo 1,04 91 ,85
C.V. 7.2 8.5 115

Se puede observar claramente que al comparar los resultados a las cero

horas, vale decir el mismo dia de la toma de muestra, con 24 y 48 horas después, el

coeficiente de variacién aumentade 7.2 a 11.5
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8.1.4 CONTROL DE REPRODUCIBILIDAD DE LA TECNICA

Se evalud el PRP de los 10 controles sanos y se compararon los resultados
obtenidos del enero, marzo y junio del 2006 Realizando el analisis de los datos, la
media de los mismos es 0.91, 0.9 y 0.80 con un CV que va de 7.2 a 7.6 %
implicando poca variabilidad en los resultados. TABLA N° 4.,

TABLA N° 4
CONTROL DE REPRODUCIBILIDAD DE LA TECNICA DE
MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS CIRCULANTES

MUESTRAS FECHAS DE TRABAJO
12/ENERO/2006 | 01/MARZ0O/2006 | 7/JUNIO/2006
M1 0.87 0.86 0.87
M2 0.89 0.88 0.86
M3 1.04 1.0 0.95
M4 0.96 0.89 0.96
M5 0.84 0.83 0.84
M6 0.87 0.88 0.87
M7 0.82 0.81 0.94
M8 0.93 0.87 1.04
M9 0.94 1.0 0.87
M10 0.96 0.98 1.02
PROMEDIO | 0.91 0.9 0.80
ENERO MARZO JUNIO
N Validos 10 10 10
Perdidos 2 2 2
Media ,9120 ,9000 ,9220
Desv. tip. ,06647 ,06896 ,07052
Varianza ,004 ,005 ,005
Minimo .82 .81 .84
Maximo 1,04 1,00 1,04
C.V. 7.2 75 7.6
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8.2 DETERMINACION DE MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS
CIRCULANTES A PACIENTES CON ELEVADO RIESGO
CARDIOVASCULAR.

Se evaluaron a 96 pacientes estudiados, formado por 45 pacientes de
ambos sexos sin terapia antiagregante cuya edad promedio fue de 61 afios £1.6 la
distribucion fue con predominio del sexo femenino 24 (53%) frente a 21 varones
(47 %). En un segundo grupo que estuvo formado 51 pacientes cuya edad
promedio fue de 63 afios +0.7 que recibia terapia antiagregante de 100 mg de
aspirina diaria de los cuales 27 (53%) fueron mujeres y 24 (47%) varones .TABLA
N°5 .GRAFICO N °5

TABLAN°® 5
NUMERO DE PACIENTES CON Y SIN TERAPIA ANTIAGREGANTE
SEGUN SEXO
SEXO | SIN TERAPIA | CON TERAPIA \
| N° [ % I N [ % |
| VARON | 21 | 47 | 27 | 53 \
| MUJER | 24 | 53 | 24 | 47 \
| TOTAL | 45 | 100 | 51 | 100 \

Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO N°5
NUMERO DE PACIENTES CON Y SIN TERAPIA
ANTIAGREGANTE SEGUN SEXO
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8.3. DETERMINACION DE MICROAGREGADOS CIRCULANTES SEGUN
GRUPOS DE ESTUDIO EN RANGOS DE AGREGACION

En el grupo de estudio sin terapia se pudo observar que solo dos casos que entran
dentro del rango de riesgo <0.8, a diferencia del grupo que recibe terapia
antiagregante donde se observaron 7 casos de los cuales con cociente inferior al
normal considerado de riesgo trombdtico. TABLA N° 6, GRAFICO N° 6

Analizando los datos generales sin tomar en cuenta la variable sexo con el
Chi cuadrado tenemos que con g.d.l. =1, para X*= 2.42 la probabilidad de o =0.30
donde p>0.05
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TABLAN° 6

NUMERO DE PACIENTES SEGUN RANGOS DE
AGREGACION*TERAPIA ANTIAGREGANTE

SEXO SIN TERAPIA CON TERAPIA

<0.8 0.8-1.0 <0.8 0.8-1.0
VARON 1 20 4 20
MUJER 1 23 3 24
TOTAL 2 43 7 44

Fuente:Elaboracion propia

GRAFICO N° 6

NUMERO DE PACIENTES SEGUN RANGOS DE
AGREGACION*TERAPIA ANTIAGREGANTE
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Fuente:Elaboracion propia
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Se puede observar que dentro del grupo de estudio con terapia antiagregante
(100 mg diarios de aspirina) se tiene un mayor nimero de personas con valores por
debajo de 0.8 considerado de agregabilidad plaquetaria; 4 varones y 3 mujeres de
un total de 51 personas, en cambio en el grupo de estudio sin terapia antiagregante

solo 1 varon y 1 mujer de un total de 45.

8.4. DETERMINACION DE LA PATOLOGIA DE MAYOR FRECUENCIA
EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Se pudo observar que cada paciente gque asistié a la consulta externa en el
servicio de cardiologia del hospital COSSMIL presentaba mas de una patologia, se
agrupo las patologias en trastornos cardiovasculares como hipertension arterial,
cardiopatia  aterosclerdtica cardiopatia isquémica, eritrocitosis  secundaria;
metabdlicos como diabetes mellitus, obesidad y sobre peso, dislipidemias y sindrome
metabdlico. Respiratorios como la enfermedad obstructiva crénica (EPOC).

TABLA N° 7
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TABLA N°7
FRECUENCIA DE PATOLOGIAS EN PACIENTES DE ELEVADO RIESGO
CARDIOVASCULAR, HOSPITAL COSSMIL

N° DE
PACIENTES
i AFECTADOS PORCENTAJE
PATOLOGIAS TOTAL
96
TRANSTORNOS
CARDIOVASCULARES
| Hipertension arterial | 71 | 74 % \
| Cardiopatia Aterosclerdtica | 25 | 26 % \
| Eritrocitosis secundaria | 25 | 26 % |
| Cardiopatia_isquémica | 18 | 19 % \
| [ [ |
| TRANSTORNOS METABOLICOS || | |
| Diabetes Mellitus 2 | 13 | 135 % |
| Obesidad y sobrepeso | 21 | 22 % |
| Dislipidemias | 12 | 125 % |
Sindrome Metabolico 4 4%
| [ [ |
| TRANSTORNOS RESPIRATORIOS || | |
Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC) 27 29 %

Fuente: Elaboracion propia

Un analisis de la TABLA 7 demuestra que la patologia de mayor frecuencia
es la Hipertension arterial sistolica 74 % del total de observaciones, seguidamente se
halla la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) con un 29 %, la
cardiopatia aterosclerosa con un 26 %, la eritrocitosis secundaria con 26 %, la

obesidad y sobrepeso 22 % , cardiopatia isquémica 19%
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8.5. DETERMINACION DE LA PATOLOGIA DE MAYOR FRECUENCIA
EN LOS GRUPOS CON INDICE DE HIPERAGREGABILIDAD

El siguiente problema a ser resuelto fue de evaluar la relacidn que existe entre
los pacientes observados con un indice menor a 0.8 considerados de hiperagregacion
plaquetaria y las patologias que estos presentaban TABLA N° 8

TABLA N°8
TABLA DE CORRELACION PATOLOGIAS-RESULTADOS EN
PACIENTES CON ELEVADO RIESGO CARDIOVASCULAR

COCIENTE DE AGREGACION
MENOR A 0.8
N° DE
PACIENTES
AFECTADOS
TOTAL
PATOLOGIA 9 PORCENTAJE
Aterosclerosis H 3 H 33%
Cardiopatia isquémica 5 55 %
0,
Diabetes mellitus tipo 2 2 22%
Dislipidemias 1 11 %
EPOC 2 22 %
’ Eritrocitosis H 3 H 33% \
‘ Hipertension arterial H 5 H 55 % ‘
Obesidad y sobrepeso 2 22 %

Fuente: Elaboracion propia

73



Al analizar los anteriores datos podemos observar que en los 9 pacientes con
un indice menor a 0.8 considerado de hiperagregabilidad plaquetaria las dos
patologias de mayor predominio fueron la hipertension arterial sistémica junto a la
cardiopatia isquémica con un 55 % del total de observaciones, siguiendo en orden de
importancia la aterosclerosis y la eritrocitosis con 33 % del total de observaciones y

por ultimo la diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad y el sobrepeso con 22 %.
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9. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El principal objetivo de este estudio ha sido el de optimizar y adecuar al
recuento manual la técnica validada de Wu-Hoak, y aplicarla a pacientes con elevado

riesgo cardiovascular.

Como ya se habia mencionado el primer estudio fue realizado en 1975 por
Kenneth Wu y John Hoak en el que se estudiaron 66 pacientes con ataques
transitorios isquémicos de los cuales 22 pacientes tenian desordenes
tromboembdlicos. Se conté ademas con 30 sujetos normales con valores normales

comprendidos entre 0.8-1.0 (p<0.01).

En los 20 controles negativos sanos evaluados en esta tesis, presentan valores

de agregacion 0.91+ 0.06 comprendidos dentro de rangos normales 0.8-1.0

Al evaluar la dilucion del plasma rico en plaquetas (RPR) para realizar el
recuento manual de plaguetas; el coeficiente de variacion nos muestra que no existe
mucha diferencia entre la dilucién 1 /2 C.V 7.2 %, 1/4 C.V. 7.7% mientras que
aumenta significativamente a la dilucion 1/8 C.V. 11.5% y 1/16 C.V. 22.6%.
Siendo estas dos ultimas mas discordante que las anteriores.

En lo referente a la estabilidad del plasma rico en plaquetas (RPR) se debe
destacar que es inestable aun cuando se lo guarde refrigerado por mas de 12 horas a
-4°C, induciéndose la agregacion plaquetaria con una disminucion de los valores
reales encontrados, observando un C.V de 7.2 % el primer dia de toma de muestra
considerado como tiempo 1 o a las cero horas, incrementandose a C.V de 8.5% para
el tiempo dos vale decir a las 24 hrs de toma de muestra y por Gltimo un C.V de 11.5
% a las 48hrs de toma de muestra o tiempo 3. De tal forma que los analisis deben ser
realizados el mismo dia de toma de muestra para evitar falsos positivos.

Se evaluaron los plasmas ricos en plaquetas de las 10 muestras tomadas al
azar de los 20 controles sanos y se fueron evaluando durante los meses de enero,

marzo y junio de 2006 se puede observar que los coeficientes de variacion se
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mantienen similares siendo los valores enero C.V. 7.2%,Marzo C.V. 7.5 y junio
C.V 7.6 %.

Se ha podido observar que la presencia de microagregados plaquetarios en
pacientes que han cursado un evento cardiovascular aun cuando se encontraban
recibiendo terapia antiagregante como también en aquellos pacientes que tienen

patologias diferentes a las cardiovasculares pero relacionadas al riesgo cardiaco.

El nimero de casos observados es similar en ambos grupos de estudio, con y
sin terapia antiagregante, en el variante sexo tampoco existe diferencia significativa.
De un total de 96 personas estudiadas que ingresaron al servicio de cardiologia, 9 de
ellas se encuentran con un resultado por debajo de los valores normales; 2 con un
valor promedio de X=0.74 en el grupo sin terapia y 7 con valor promedio de X=0.65
en el grupo con terapia de 100 mg diarios de aspirina. Pudiendo observarse un

ndmero mayor de personas en el grupo con terapia en relacion al otro.

La patologia de mayor frecuencia en su diagnostico es la
hipertension arterial que se observa en un 74% de un total de 96 casos observados,
estando en relacion con las investigaciones realizadas en Bolivia siendo su
frecuencia de un 20 a 30% siendo ademas de una de las principales causas de
riesgo cardiovascular y que cada dia va mas en aumento y por ser ademas un factor

de riesgo para el infarto agudo del miocardio.

Seguidamente y en orden de frecuencia se encuentra la cardiopatia
aterosclerdtica y la eritrocitosis secundaria con 26% de 96 pacientes estudiados, la

obesidad y sobrepeso 22 % , cardiopatia isquémica 19%

Si se correlacionan el nimero de pacientes con indice de agregabilidad
inferior a 0.8con la patologia de base, podemos observar que la hipertension arterial

y cardiopatia isquémica se encuentran en un 55 % de las personas estudiadas,
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confirmando que la hipertension incrementa el trabajo que se expone el corazon,
ademas se correlaciona con los hallazgos realizados durante la estandarizacion de la
técnica de fijacion de agregados realizados por Kenneth Wu y John Hoak en
1975,donde pacientes con ataques isquémicos presentan rangos inferiores a 0.8. Sin
dejar de lado otras patologias de igual importancia como la aterosclerosis,
eritrocitosis, diabetes mellitus, obesidad y sobre peso que también son patologias
que van en aumento y son motivo de consultas frecuentes en los diferentes

establecimientos de salud.

La hipertension es el principal factor de riesgo en que la mayoria de los
pacientes cardiovasculares fallecen de las complicaciones que provoca la
hipertension en si, incrementando el trabajo a que se expone el corazén y también
aumenta el riesgo de accidente vascular encefalico, ataque cardiaco o fallo renal.
Cuando ademas se acomparia a la obesidad, tabaquismo, hipercolesterolemia y
diabetes el riesgo es mucho mayor. Se acomparia habitualmente de mayores niveles
de angiotensina Il que tiene actividad mitégena sobre las células musculares lisas
generando engrosamiento arterial y mayor sintesis de matriz extracelular en la
placa.(Arbelaez, 2003)
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10. CONCLUSIONES

En el estudio realizado que se refleja en esta tesis, ha investigado diversos
aspectos para la optimizacion de la técnica empleada y adecuarla al trabajo manual

de laboratorio.

- La dilucion optima de trabajo es 1/2 por hacer mas facil y manejable el
recuento plaquetario en la camara de neubawer, también pudiendo emplear la
dilucién 1/4 debiendo tomar muy en cuenta la limpieza de la camara antes de su
cargado para evitar interferencias como polvo, talco, etc., que ocasionen falsos

positivos.

- El plasma rico en plaquetas (PRP) es inestable en refrigeracion durante 24 y
48 horas a -4°C produciéndose agregaciones espontaneas, de tal manera debera ser

procesado el mismo dia de la toma de muestra.

- Los resultados obtenidos son reproducibles en el tiempo con minimas

variaciones, sin que intervengan factores predisponentes a la agregacion
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En la aplicacion de la técnica a los grupos de estudio podemos concluir:

- Es posible la presencia de microagregados plaquetarios circulantes en
personas sanas dentro de valores normales, también son detectables en personas que
hayan cursado un evento cardiovascular o con elevado riesgo cardiaco; ain cuando
se encuentren recibiendo terapia antiagregante de aspirina 100 mg diarios. Lo que
nos lleva a concluir que la eficacia de la aspirina como antiagregante, si bien ha sido
bien documentada, siempre existe la posibilidad que no actle de igual manera de
una persona a otra 0 es necesario un cambio de antiagregantecomo prevencién

primaria.

- La patologia de mayor frecuencia es la hipertension arterial junto a la
cardiopatia isquémica dentro del grupo de personas con valores de agregacion por
debajo de lo normal, siguiendo en orden de importancia la eritrocitosis secundaria y

la aterosclerosis y finalmente la diabetes mellitus junto a la obesidad y sobrepeso.
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11. RECOMENDACIONES

El presente trabajo deja opciones abiertas para continuar con otras
investigaciones entre ellas se puede seguir mejorando la técnica empleando sangre
entera eliminando el paso de la centrifugacion y el empleo de contadores

automaticos para el recuento de plaquetas.

Se recomienda realizar un estudio en la pesquisa de microagregados
plaquetarios al inicio del tratamiento con aspirina en aquellos pacientes que sean
catalogados dentro de los niveles de riesgo cardiovascular. Asi evaluamos la eficacia
del tratamiento.

Atendiendo a las recomendaciones de la ATP 11l se puede también incluir un
estudio con pacientes  por encima de los 20 afios con un perfil lipidico alterado, y
observar la frecuencia en la presencia de microagregados plaquetarios circulantes
en gente joven quienes también empiezan a ser considerados grupos de riesgo por los

habitos de vida actuales.

Se podra también delimitar patologias especificas a eventos cardiovasculares
como son cardiopatia isquémica, el infarto agudo al miocardio, accidente cerebro
vascular, vasculopatia periférica (trombosis Arterial), aneurisma de la aorta para la
determinacion de microagregados plaquetarios circulantes, como predictores de

eventos tromboticos.
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GLOSARIO
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ACTINA: Sustancia proteica que con la miosina y tropomiosina estructuran el tejido

muscular.

ADRENALINA: o Epinefrina, importante hormona de la medula suprarrenal
incluida en el grupo de las catecolaminas, es el transmisor mas

importante del sistema Simpatico

AGREGACION conjuncion de las plaquetas en pequefias masas irregulares que
pueden ocluir capilares o pequefias soluciones de continuidad en los

Vvasos sanguineos.

AGREGOMETRO: instrumento que mide en tiempo real la agregacion de las
plaquetas mediante el aclaramiento dptico al someter un plasma rico

en plaquetas a la accion de sustancias agonistas.

ANAMNESIS: Recopilacion hecha por el médico de los antecedentes en relacion

con el paciente, que puedan aclarar sobre la enfermedad del mismo.

ANTICUERPO: Son las proteinas elaboradas por el organismo que se producen tras

la penetracion de sustancias extrafias denominadas antigenos.

ANTIGENO: Se denomina a si alas sustancias que introducidas en el organismo
son capaces de provocar la formacion de otras denominadas

anticuerpos, con los que reaccionan especificamente.
APOPTOSIS: Muerte celular programada que se lleva a cabo dentro del organismo.

ARTERIAS: Conductos de paredes blandas y elasticas que tienen su origen en el

corazon, transportan la sangre oxigenada.

ATEROSCLEROSIS: Arterioesclerosis. Restriccion o reduccion del calibre de las
arterias. El calibre esta reducido por ejemplo en el estado

preobliretativo de la tromboangeitis
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CITOCINAS: proteinas solubles que regulan las respuestas inmunes celulares.
Pueden actuar de forma endocrina estimulando células a cierta

distancia, o actuar sobre las propias células que las originaron.

COAGULO: Resultado de la coagulacion de la sangre; el coagulo es una masa de
fibrina, glébulos rojos, glébulos blancos, plaquetas y mallas de

fibrina.

COLAGENO: Proteina del tejido conectivo que forma parte de las estructuras
organicas de soporte y de conexion; como los tendones, cartilagos,
los ligamentos, la matriz organica de los huesos, en los vasos

sanguineos, etc.

DIABETES MELLITUS: Enfermedad producida por la alteracion del metabolismo
de los hidratos de carbono y su relacion con el pancreas.

EDTA: Siglas con las que se designa al acido etilen-diamino-tetracético.
Sustancia quelante usado en forma de sales potasicas como

anticoagulante para hematologia.

EICOSANOIDES: Amplio grupo de compuestos, heterogéneos en su estructura y
con variados efectos bioldgicos, en su mayoria derivan de acidos
grasos de 20 atomos de carbono en su cadena, principalmente del

acido araquidonico

EPOC: Enfermedad Obstructiva Cronica Sindrome por inflamacién crénica de vias

aéreas y parénquima pulmonar asociada a particulas o gases toxicos

FIBRINOLISIS Mecanismo fisioldgico que conduce a la disolucion del coagulo de
fibrina, permitiendo la recanalizacion de un vaso sanguineo

previamente obstruido por un coagulo.
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FIBROBLASTOS: Celula perteneciente al tejido conectivo responsable de la
produccion de la sustancia intersticial y de los precursores del

colageno, las fibras elasticas y las fibras reticulares.

FLUOROCROMO: Sustancia que tiene la propiedad de mostrarse luminoso mientras
recibe la excitacion de cierta radiacion a una determinada longitud de

onda.

FOSFOLIPIDOS: Lipidos que contienen un grupo fosfato formando parte de su
molécula. Forman parte de todos los tejidos y 6rganos especialmente
del cerebro se sintetizan en el higado. Son las lecitinas, los

plasmaldgenos y las fosfatidilserinas.

GLICOCALIX: Carbohidrato que forma parte de las membranas plasmaticas

GLUCOPROTEINAS Proteinas conjugadas con un azlcar monosacararido como la

glucosa; un amino azucar como la glucosamina.

HEMORRAGIA Perdida de sangre por rotura de un punto del sistema circulatorio

que la contiene.

HEPARINA Anticoagulante natural utilizada en el tratamiento de las trombosis

intravasculares y para prevenir su aparicion

HIPERLIPIDEMIA Es el estado que cursa con el incremento de uno o0 varios

lipidos plasmaticos.

ICTUS: Apoplejia cerebral Cuadro clinico que se produce por extravacion hematica
masiva de una arteria encefalica también se incluyen los accidentes

vasculocerebral (AVC) por trombosis embolias y hemorragias.
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INFARTO Infiltracion de sangre venosa en la estructura intima de un drgano a
consecuencia de la oclusion por un trombo de arteria terminal que lo

irriga.

INFLAMACION Es el conjunto de modificaciones locales denominadas también
flogosis mediante las cuales el organismo reacciona frente a la accion
de multiples agentes nocivos de naturaleza diversa, capaces de

provocar esta reaccion sin originar la destruccion de estos tejidos.

INHIBIDOR Sustancia capaz de evitar o atenuar la velocidad de una reaccién, que

impide o retarda la accion de otra.

ISQUEMIA: Disminucion o supresion del aflujo sanguineo en una zona u 6rgano del
cuerpo; las causas pueden muchas la principal la aterosclerosis,
trombos oclusivos. Si no se restablece la normal circulacion en el

aérea puede conllevar a la necrosis del tejido isquémico.

KITS REACTIVOS: Los diferentes reactivos necesarios dentro de un laboratorio

para su normal funcionamiento.

MEGACARIOCITOS: Células precursoras de las plaquetas contenidas en la médula

roja de los huesos

MORBILIDAD: El indice de morbilidad es el nimero de casos de una enfermedad
que se produce en una determinada poblacion que generalmente se
expresa como los casos que se producen por 100.000 o por millén de

habitantes.

MORTALIDAD: Es el nimeros de los casos mortales que se producen en una
determinada poblacion. El indice de mortalidad es la relacion entre el
numero de muertes que se producen en un determinado territorio
durante un determinado intervalo de tiempo, generalmente un afio y la
poblacién media durante dicho intervalo.
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PROSTAGLANDINAS: Sustancias de naturaleza lipidica originalmente aisladas del
semen y después se han encontrado en diferentes tejidos y fluidos

bioldgicos. Tienen diversas funciones.

PROTEOLISIS: Es la desintegracion de la compleja molécula proteica en varias

moléculas menos complejas por accion de enzimas, acidos o alcalis.

SINDROME METABOLICO. Asociacion de mdiltiples factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares asociado la mayoria a la

resistencia a la insulina.

TROMBO: Masa solida que se forma en el interior de los vasos sanguineos o de las

cavidades cardiacas.

TROMBOEMBOLISMO: Estado en el que un coagulo sanguineo formado en u n
punto de la circulacion, se desprende y se ubica en otro punto. Este

término suele aplicarse a la embolia pulmonar
VASOCONSTRICCION: Disminucién del calibre de los vasos sanguineos.

VENAS Son conductos de paredes elasticas y membranosas que se originan es la
estructura intima de los tejidos por la confluencia de numerosos
capilares venosos, conducen al coraz6n sangre venosa que carece de

oxigeno y de nutrientes.

86



BIBLIOGRAFIA

87



. ALLANT CF, POORT GF, ROSENDAAL FR.1993. Increased Risk Of

Venosus Thrombosis In Carriers Of Hereditary Protein C. Lancet
341:134-8.

. ARBELAEZ PATRICIA.2003 Analisis Del Programa Nacional De
Educacién Sobre El Colesterol. Colombia. Fundacion Santa Fe De

Bogota.

. ARRANZ JOSE. 2002 Prevalencia De Las Alteraciones Bioldgicas

Causantes De Trombofilia En La Poblacion Espafiola. Barcelona

BERGER JS, Et A. 12006. Aspirin For The Primary Prevention Of
Cardiovascular Events In Women And Men. A Sex-Specific Meta-
Analysis Of Randomized Controlled Trials. Jama.; 295: 306-313

. BEUTLER, ERNEST “et all”. 2005. Hematologia de Williams.6° ed.
Madrid. Marban.1424 p

BEVERS E,ZWAAL R.1983 Actividad Procoagulante De Las Plaquetas.
Biomech; 736:57-66.

BOFFINGE R. 1989 Marcadores Y Propiedades Antitrombdticas Del
Endotelio VVascular. Am Med; 21:31-38.

. CINES BB, POLLAK Et All. 1998 Endothelial Cell In Physiology And In
The Patho Physiology Al Vascular Disorders. Blood;91-8

. CINNES BB, TOMASKY. 1987 Inmune Endothelial-Cell, Injury In
Heparin-Associated Thrombocytopenia. New England Journal Med;
316:581-9.

88



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

CNATERO M, CONEJO JR, PARRA T. 1998 Interferencia De Los
Quilomicrones En El Anélisis De Plaquetas En La Citometria De Flujo.
Thromb Res;91:49-52

CORDOVA V, VARGAS P, et al. 2011. Agregometria plaquetaria. El
estudio de la agregacién de las plaquetas y la disfuncion plaquetaria.
Medicina Interna México; 27 (1):58-74

COLLER B. 1992 Plaquetas En Trombosis Cardiovascular y Trombosis.
Frozzard; 2:219-73.

DARIO SIERRA I, OLIMPO C “et all”. 2003. Hacia El Manejo Préctico
De Las Dislipidemias. Universidad Nacional De Colombia .Facultad De

Medicina

ESMONT C. 1996. Proteina C, Proteina S y Trombomodulina.
Hemostasiay Trombosis. Blood; 335-54.

FARRERAS ROZMA.1988. Tratado De Medicina Interna. 11°%d
.Doyma: 1569

FERNANDEZ BRITO. 1999 Génesis De La Aterosclerosis Revista
Cubana De Investigacion BioMed; 18(3)169-75.

FERRADIS SANDRA, PEREZ POL. 2006 Enfermedades

Cardiovasculares. Offarm.; 25:92-5.

GARCIA JOSE LUIS.2000. Estudio De Los Marcadores De Actividad
Plaquetaria En Pacientes Con Sepsis Grave Y Sindrome De Disfuncion

Multifactorial, Papel De Las Interacciones Celulares. Barcelona.

89



19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

217.

GIMENO GARZA J, DEL RIO LIGORIT A, FERNADEZ DEL PRADO
et al. 2010 Resistencia a la Aspirina y Clopidogrel Causas y
Consecuencias. Revista de la sociedad Aragonesa de Cardiologia. 38(1):
113

GONZALES X, NOTARIO M, GUZMAN A.2001. Las Plaquetas en la
Diabetes  Mellitus. Revista cubana de  hematologia e
inmunologia.17(1):19-24

GOODMAN GILMAN.1996. Las Bases Farmacolégicas De La
Terapéutica. 9° ed. México. McGraw-Hill. Tomo 111.1423p.

GRUPO COOPERATIVO ARGENTINO DE HEMOSTASIA Y
TROMBOSIS. CATH. 1998 Fundamentos Para ElI Manejo Préctico En
El Laboratorio De Hemostasia. Argentina 124p.

INSTITUTO NACIONAL DE LABORATORIOS DE
SALUD.INLASA.2001.Procedimientos Técnicos de la Red Nacional De
Hematologia. Bolivia.35 p.

JAUREGUI P. “et all”. 1999 Morbimortalidad En El Departamento De
Cardiologia Del Instituto Nacional De Torax. Bolivia Publicacion Técnica
Bolivia No 1.

JIMENEZ RAFAEL. 2002. Genética De Las Alteraciones Trombdticas.
Gaceta Medica México. Vol 138(1)

KESSLER CM. 1984 Coléageno y Factores VIII/ Von Willebrad y

Proteinas De Interaccién. Blood; 63:129.

KOHANNA H., SMITH M. AND SATZMAN E. 1984. Do Patients With
Thromboembolic Disease Have Circulating Platelet Aggregates. Blood,
Vol 64, N°1; 250-209.

90



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

LEUNG L, NACHMAN R. 1986. Mecanismos Moleculares En La
Agregacion Plagquetaria. AnnuRrevMed. 37:179-86

MARCUS AJ. 1993 Trombo Modulacién Multicelular Y Modulacién

Plaquetaria, Reactividad In Hemostasia Y Trombosis. Fosed.7:516-32

MARTINEZ MURILLO C, 1996 Quintana Gonzales. Manual De
Hemostasis y Trombosis. Bases Fisiopatologicas y Clinicas de las

Enfermedades Hemorragicas y Tromboticas. México. Prado

MCKENZIE, SHIRLYN B. 1998 Hematologia Clinica. 3° ed. México El
Manual Moderno.367p.

PRAT HERNAN, ZARATE LUIS. 2003 Viscosidad Sanguinea como
Factor de Riesgo Cardiovascular. Revista Chilena de Cardiologia.23:12-
13.

RODAK BERNARDETTE. 2010 Hematologia Fundamentos vy

Aplicaciones Clinicas.2° ed. Argentina. Panamericana.613p

VERMYLEN J, VERSTRAETE M; FUSTER V. 1986 Rol De Las
Plaguetas En La Activacion Y Formacion De Fibrina En La Trombo
Geénesis.JournalCardiol; 8:79-81.

VIVES CORRONS L, AGUILAR BASCOPE J.1982. Hematologia

Clinica. 2%d. Doyma

WU KENNETH K., HOAK JOHN C. 1975 Increased Platelet Aggregates
InPatiensts With Transient Ischemic Attacks. Stroke; 521-524.

RUIZ RAFAEL, SEGATORE LUIGI,1988. Nuevo Diccionario
Médico.2° ed. Teide

91



38. SALGADO M.2002. Citometria  de  flujo fluorescence-
activatedcellSorting. Curso de métodos de Biotecnologia. México

92



ANEXQOS

93



ANEXO 1

NOMBRE : SEXO:
EDAD: CARNET ASEGURADO:
DIRECCION:

PROCEDENCIA:

TELEFONO:

PLANILLA DE SOLICITUD DE EXAMEN Y FUENTE DE DATOS DE CADA PACIENTE

DETERMINACION DE MICROAGREGADOS PLAQUETARIOS CIRCULANTES
1. DATOS GENERALES FECHA

2. DIAGNOSTICO

3. MEDICACION EMPLEADA
ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS, DOSIS

ASPIRINA
CLOPIDOGREL ... i,
TRIFUSAL e,
DITAZOL

DIPIRIDAMOL ..,
TICLOPIDINA s
PICOTAMINA i,
OTROS

ANTICOAGULANTES, DOSIS
WARFARINA

HEPARINA
BAJO PESO MOLECULAR.................ooeei.

OTROS
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ANEXO 2
TABLAS DE FRAMINGHAM PARA LA EVALUACION DEL RIESGO
CARDIOVASCULAR

TAELA 1. Tabla de Anderson (1991)

Mujeres  Puntos  Varones  Puntos cHDL  Puntos Colesterol Puntos PAS  Puntos  Otros Puntos
(edad) (edad) {mgfdl) (mg/dl) (mmHg) factores
3 -12 30 -2 25-26 7 138151 3 98-104 -2 Tabaguismo 4
3l 11 3l 1 27-29 ] 152-166 2 105-112 1 Diabetes
32 -4 32-33 0 30-32 5 167-182 -1 113-120 ¢ Varones 3
33 8 34 1 3335 4 183-1599 0 121-129 1 Mujeres &
34 -6 35-36 2 36-38 3 200-219 1 130-139 2 HY £
35 b 37-38 3 39-42 2 220-239 2 140-149 3
38 4 39 4 4346 1 240-282 3 150-160 4
37 3 4041 5 4750 0 263-288 4 161172 ]
38 -2 42-43 E 5185 -1 289-315 5 173-185 &
39 1 44-45 7 5660 2 316330 &
40 0 4647 8 6166 -3
41 1 48-49 9 67-73 4
4243 2 50-51 10 7480 5
44 3 52-54 11 81-87 ]
4546 4 55-56 12 8806 -7
47-48 5 57-59 13
49.50 6 60-61 14
51-52 7 62-64 15
53-55 8 65-67 16
GA-E0 9 68-70 17
61-67 10 71-73 18
B8-74 11 74 19
Puntos Riesgo Puntos Riesgo Puntos Riesgo Puntos Riesgo
1 <2 g I 17 13 25 27
2 2 10 & 18 14 26 ]
3 2 11 & 19 16 27 31
4 2 12 7 20 18 28 33
5 3 13 8 21 19 29 36
] 3 14 9 22 21 30 38
7 4 15 10 23 2 3l 40
8 4 16 12 24 25 32 42
PAS: presién arlerial sisldlica; cHOL: colestersl da s lipoprateinas de alta densidad; HYI: criterios electrocardiografices de hipertralia venlricular izguierda (en caso
de no disponer alectrocardicgrama se asumicd coma negatival,
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