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Resumen

En ciertas patologias como la enfermedad corona-
ria, diabetes, sindrome metabolico y sindrome de la
plaqueta pegajosa congénita, las plaquetas tenderian
a desarrollar hiperactividad, pudiendo aumentar asi
el riesgo, asociado a otros factores, de desarrollar
un proceso trombotico. El aumento de reactividad
puede ser evaluado mediante agregometria, utilizan-
do agonistas (ADP y epinefrina) en concentraciones
sub-umbrales (sub-agregantes).
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Abstract.

In certain pathologies such as coronary disease, dia-
betes, metabolic syndrome, congenital sticky plate-
let syndrome, platelets would develop hyperactivity,
that could increase the risk, associated with other
factors, for thrombotic complications. Increased re-
activity could be assessed by light transmission ag-
gregometry, using ADP and epinephrine agonists at
sub-aggregating or submaximal concentrations.
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TECNICA PARA EVALUAR HIPERREACTIVIDAD PLAQUETARIA A TRAVES DE TECNICA DE AGREGACION PLAQUETARIA...

Introduccion

Habitualmente se denomina concentracion umbral
de un agonista de actividad plaquetaria a la minima
concentracion del mismo que provoca una agrega-
cion irreversible con agregacion secundaria visible
en el caso de los agonistas débiles, ADP y epinefti-
na (EPI) y son los que habitualmente se usan en
la practica clinicaV. El estudio de agregacion con
concentraciones sub-umbrales o sub-agregantes de
agonistas tomaria relevancia en patologias (congé-
nitas y adquiridas) donde se sospecha una sobre-ac-
tivacion plaquetaria que provoca hiperreactividad
plaquetaria. En el sindrome metabdlico (SM), enfer-
medad coronaria y diabetes tipo 2 (DM2), por ejem-
plo, las plaquetas pueden adquirir hiperreactividad
debido a: un cambio en la composicion lipidica de
la membrana plaquetaria como consecuencia de un
desbalance del metabolismo lipidico y glucémico,
aumentando la produccion de acido araquidonico
(AA) y de tromboxano A (TxA2), que son sustan-
cias pro-agregantes endogenas; puede haber tam-
bién un aumento en la expresion de la glicoproteina
IIbllIa, posibilitando mas sitios para la interaccion
fibrindgeno-plaqueta. La insulino-resistencia es otra
de las causas de hiperreactividad en el SM y DM2,
ya que la reactividad plaquetaria también esta regu-
lada por la insulina actuando como antagonista de
la activacion mediante el aumento de expresion de
receptores de prostaglandinas. Al adquirir la plaque-
ta resistencia a la insulina disminuye el numero de
receptores y la posibilidad de unién a prostaglandi-
nas (PG); segtn la bibliografia, en estas patologias
las plaquetas también pueden adquirir resistencia a
PG y 6xido nitrico (ON), que son sustancias antia-

gregantes secretadas por el endotelio®®.

La hiperagregacion se considera como tal si el por-
centaje de agregacion maxima, obtenido mediante
agregometria, supera el limite superior del valor de
referencia para una determinada concentracion del
agonista 49,

Fundamento de la técnica de agregacion plaque-
taria

La densidad optica de un plasma rico en plaquetas
(PRP) disminuye a medida que las plaquetas forman
agregados, el PRP se agita en una cubeta a 37 °Cy
ésta se sitlia entre un campo de luz y una fotocélula.
Cuando un agonista se afiade, las plaquetas se agre-
gan y el aumento de la transmision de luz es detec-
tada por la célula fotoeléctrica.

La cantidad de luz que se transmite depende de la
reactividad plaquetaria, siempre que se controlen to-
das las demas variables (por ejemplo, el recuento de
plaquetas, la velocidad de mezcla y la temperatura).
El PRP equivale a 0% de transmision de luz y el
plasma pobre en plaquetas (PPP) equivale a 100%
(blanco de reaccion). Se obtienen los porcentajes de
agregacion maxima para cada agonista a una deter-
minada concentracion.

La densidad optica o transmision de luz se regis-
tra conectando una interfase al agregémetro y uti-
lizando un software que muestra los resultados en
forma de grafico de % de transmitancia en funcién
del tiempo. El porcentaje de agregacion maxima
se calcula como la relacion entre el porcentaje de
transmitancia maxima (diferencia entre transmitan-
cia maxima y la linea de base) del PRP/PPP x 100.

Materiales y método

Etapa pre-analitica:

* Previo ayuno de al menos 4 h de comidas grasas,
lacteos, café.
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 Tener en cuenta si el paciente es fumador, ya que
esto podria ser causa de aumento de reactividad
plaquetaria.
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* No haber consumido aspirina u otros AINES du-
rante los ultimos 10 dias, antiagregantes plaqueta-
rios (también hay otras drogas como antibioticos
o beta bloqueantes que pueden interferir con la
funcidn plaquetaria).

» Obtener la sangre por puncién venosa y recolectar
en tubo de citrato al 3,2 % (proporcion 1 parte de
citrato y 9 de sangre).

 Las muestras de sangre deben ser procesadas den-
tro de las 4 h de la extraccion y almacenadas a
temperatura ambiente (el frio puede activar las
plaquetas).

Preparacion del PRP: centrifugar los tubos a 150-
180 g durante 10 minutos, en un tubo plastico pre-
parar un pool/ con los PRP de los 4 tubos y mante-
ner tapado el mismo para evitar contaminaciones
o cambios de pH (la agregacion debe desarrollarse
a pH fisiologico), ajustar el PRP entre 200-400 mil
plaquetas/mL, contando las mismas en contador
hematologico.

Nota: evitar centrifugaciones adicionales para ajus-
tar el PRP y diluciones con PPP, ya que pueden ac-
tivar las plaquetas.

* Verificar la concentracion de fibrindgeno antes
de realizar la prueba de agregacion (las plaquetas
solo agregan si la concentracion de fibrindgeno es
adecuada).

* Preparacion del PPP: luego de separar el PRP, vol-
ver a centrifugar el plasma restante en los tubos a
1500 g durante 15 minutos y verificar el conteo
de plaquetas en contador hematologico (menor a
10.000/mL).

Las concentraciones de los agonistas a utilizar re-

comendadas para estudiar pacientes con sindrome

metabolico son®:
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Concentracion de agonistas
Tubo ADP (uM) Epinefrina (uM)
A 2.34 1.1
B 1.17 1.11
C 0.58 0.55

Las concentraciones representan la concentracion
final del agonista en la cubeta de reaccion.

Etapa analitica:
Volimenes a utilizar en el agregdmetro Agg Ram
(Helena Laboratories):

Blanco de reaccion

PPP (sin iman) 250 uL
Paciente
PRP (con iméan) 225ulL
AGONISTA 25 ulL
Velocidad de mezcla 600 rpm

Realizar autoagregacion: PRP 250 uL (con imdn,
tiempo de corrida 20 minutos).

(Mediante esta prueba se evalua la reactividad pla-
quetaria en ausencia de agonistas)

» Control de la técnica: procesar en paralelo un PRP
de un individuo control.

* Se obtienen los porcentajes de agregacion maxima
para cada concentracion de agonista.

En la figura 1 (2 graficos) se observa un ejemplo
de la corrida a 3 concentraciones de ADP para un
control y un paciente con SM e hiperreactividad pla-
quetaria; en la figura 2 (2 graficos) se observa la
corrida a 3 concentraciones de epinefrina para los
mismos sujetos.
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TECNICA PARA EVALUAR HIPERREACTIVIDAD PLAQUETARIA A TRAVES DE TECNICA DE AGREGACION PLAQUETARIA...
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Figura 1. Agregacion a concentraciones sub-umbrales de ADP

Control (EPI)

(%)

\adat

A
o

1

80 = 100 |

Tt
120

U T T T
140 160 180 200

Time (seconds)

Reag Lot No.
Epinephrine
Epinephrine

Epinephrine

Conc.

11,1
1,11
55

Units
uM
uM
uM

m

0,080
0,070
0,061

PRP
0,830
0,863
0,829

SM (EPI)

(%)

B

o

Y

=l

-205

0 20 40 60 80 100120140160 1

30 200 220 240 260 2&

0300 320 340 360 380 4
Time (seconds)

Chnl

n
A
B
C

Reag

Epinephrine
Epinephrine
Epinephrine

Lot No.

Conc.

11
1,11
,55

Units
uM
uM
uM

PPP
0,060
0,056
0,043

PRP
0,766
0,736
0,709

Max %
93,3
93,9
89,6

TMax
480
436
472

Figura 2. Agregacion a concentraciones sub umbrales de epinefrina (EPI)

Rangos de referencia®?:

Epinefrina: 11.1 uM (39-80 %), 1.11 uM (15-27

%), 0.55 uM (9-20 %)

ADP: 2.34 uM (7.5-55 %), 1.17 uM (2-36 %), 0.58

uM (0-12 %)
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Autoagregacion: 0-20%

Norta 1: de encontrarse hiperagregabilidad frente a
uno o ambos agonistas, ésta debe ser confirmada
luego de un tiempo en por lo menos 2 ocasiones (en

algunos trabajos consideran repetir el estudio luego
de 30 dias).
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Habitualmente, en un control normal se observa re-
versibilidad en la segunda ola de ADP con concen-
traciones menores a 1 uM.

La hiperreactividad frente a epinefrina también ha
sido definida como > 60% de la maxima amplitud
frente a epinefrina 0.4 uM. La probabilidad de pre-
sentar hiperreactividad frente a ADP 1 uM cuando
existe frente a EPI 0.4 uM alcanza un OR de 36 (14-
95)®. En otras circunstancias, como en el caso de
artritis autoinmune, la hiperreactividad sélo se evi-
dencia con concentraciones subumbrales de ADP®©.
Por lo tanto el analisis de ambos agonistas es lo re-
comendado.

Norta 2: previamente al estudio de hiperfuncion se
debe realizar el estudio de agregacion plaquetaria
con agonistas en concentraciones umbrales habitu-
ales (agregantes); por ejemplo: ADP 5 uM, colageno
2 ug/mL, epinefrina 50 uM, acido araquidénico 500
ug/mL; con esto se descartan interferencias por aspi-
rina u otros antiagregantes plaquetarios, o un even-
tual trastorno de hipofuncioén, en cualquiera de estos
casos queda invalidado el estudio de hiperfuncion.

Utilidad clinica

Estéa cuestionada, ya que lo que se observo en dis-
tintos trabajos es que hay un aumento de reactividad
a epinefrina (uno de los agonistas mas utilizados)
relacionado a un polimorfismo (C825T) en una can-
tidad considerable de sujetos sanos que muestran
hiperagregabilidad con esta técnica, sin que ello
sugiera un riesgo de trombosis. No obstante, en el
consenso realizado por la International Society of
Thrombosis and Haemostasis, a través de la revision
de la literatura y opinion de expertos, se ha conclui-
do que la agregacion plaquetaria por transmision de
luz no deberia ser utilizada para este propdsito en la
clinica, salvo a nivel de investigacion”.

En conclusion, este estudio podria tomar relevancia
en pacientes de riesgo como obesos, con patologia
cardiovascular, diabéticos, en pacientes jovenes con
eventos tromboticos sin factores de riesgo clasicos o
trombofilicos, con sospecha de alteracion congénita
como sindrome de plaquetas pegajosas, en pacientes
con fracaso en la terapia con anticoagulantes/antia-
gregantes (recordar que el estudio no es valido si el
paciente se encuentra antiagregado) o para evaluar
un cambio en la terapéutica o prevencion, por ejem-
plo, en pacientes con sindrome metabdlico®*¥.
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