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Linea de Investigacion

Plaguetas y hemostasia primaria: fisiologia,

inmunologiay clinica

Nuestra linea de investigacion cubre aspectos de fisiologia,
fisicpatologia, inmunologiay clinica de lahemostasia primaria. Portal
s enlienden los fendmenos iniciales del procese de prevencion o
detencion de una hemorragia, en los que la participacién de las
plaquetas es determinante. Desde esta parspectiva, nuestro interés
comprende aspectos relacionados con;

— Fisiologia del envejecimiento de las plaquetas en la circulacién y
utilizacion de marcadores de dicho proceso en el diagnéstico
clinico.

— Inmunologia plaquetaria: antigenos especificos de las plaguetas,
su fracuencia en nuestra poblacion y su papel en ciertas enferme-
fdades; anticuerpos antiplaquetarios (auto, alo e isoanticuerpes),
su especificidad y utllidad diagndstica.

- Biclogia del Factor von Willebrand, asi como el estudio clinico y
epidemiclogico de la Enfermedad de von Willebrand, que compro-
mete la adhesividad de las plaquetas.

- Afectacion de la hemostasia primarla y sus mecanismos
fisiopatologicos en diversas enfermedades: sepsis, cirugla con
clrculacion extracorpdrea, insuficiencia renal, daio hepatico crénl-
co.

FENOMENOS ASOCIADOS CON EL ENVEJECIMIENTO
DE LAS PLAQUETAS EN LA CIRCULACION

Las plaquatas de les mamiferos envejecen durants varios dias en
la circulacidn antes de ser removidas por el sistema fagocitico
monenuclear. Grandes polémicas se han sucedido en las dos Ultimas
decadas respecto al proceso de envejecimiento, el cual tiene profun-
daincidencia en la naturaleza misma de la funcién de las plaguetas
en el organismo. Simplificando las dos posturas exiremas, hay
quienes han postulado que el envejecimiento de las plaquetas causa
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un desgaste progresivo de su estructura, metabolisme y funcion,
producto de su participacion en procesos hemostaticos reversibles.
Otros, en cambio, defienden la tesis que |a heterogeneidad fisica,
bicquimicay ostructural de |as plaquetas circulantes estd determina-
da por el proceso de produccion en la médula dsea y no por
fenémenos periferices relacionades con el envejecimiento.

Laidentificacioninequivoca de marcadares de edad (morfoldgicos,
estructurales, bicquimicos o funclonales) en las plaguetas circulan-
tes permitiria:

- Conocer aspectos importantes de labiologia delas plaguetasena
economia del organismo, ¥ los fenémenos que determinan su
envejecimiento en |a circulacion.

— Aclarar los mecanismos de remocion de las plaquetas desds la
circulacion,

- Facillitar el diagndstico patogénico de las trombocitopenias en
clinica, &l no ser necesario recurrir a procedimientes invasivos,

Al comenzar nuestros estudios, predeminaba el concepto gue
homologaka plaquetas grandes con plaquetas densas y jovenas (1).
Seglin éste, las plaquetas desprendidas de los megacariocitos en la
médula dsea irfan perdiendo tamafic y densidad a medida que
envelecen en |a clreulacion. Disecando estas variables, inicialmente
observamos solo una leve correlacion positiva entre densidad y
tamano en las plaquetas humanas circulantes (2), existiendo una
gran superposicion de valores entre ambos. Por otra parte, en
caninos esta relacion es Inversa, ya que existe una leve correlacion
negativa entre tamano y densidad (3). Esta diferencia entre las
especies se muestra en la Figura 1.

Larelacion entre la edad y el volumen de las plaqustas también fue
abordada en nuestro laboratoric; en estudios cineticos en voluntarios
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humanos no encontramos una modificacidn sustancal deltamano de
las plaquetas con suU anvejacimiento en la sangre (4). Estos estudios
fugran confirmados en primates [5), y apayan el conceplo original de
Paulus (6), quisn pustuld queladiversidad de tamario delas plaguetas
se atigina durante el process megacariopoystico.
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Figura 1. Relacidn entre densidad y volumen en plaguatas
humanas ¥ caninas, El volumean de las plaquetas humanas
se correlaciona positivamente con su densidad; en las
caninas, en cambio, esta relacion es inversa, pues las de
mayor densidad son de mencr volumen. Reproducide de
Mezzano D et al. Thromb Hasmostas 1986 56:288-292,

La heterageneidad de densidad de las plaguetas esta también
determinada sustancialmentz a nivel de la médula dsea (7). Sin
embarge, al envejecer enlacirculacion ellas cambian de densidad en
un sentido gque tambien depende d= la especle en estudio. Asl, en
astudios cindtcos encontrames que las plaguatas humanas aumen-
tan de dansidari eonlaedad (4, 8, Figura 2), estudios confirmados por
atros autores (9, 10); igual cambio sulren las plaguetas de algunas
aspacies de primates (11, 12), En cambio, observamos que en
caninos la densidad de [as plaguetas disminuye con su edad (13,
Figura 3}, al igual gue en conejos y mones rhesus (1, 14-17).
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Figura2. Aumento de densidad de las plaguetas humanasz con
ol envejecimiznto. Plaguetas obtenidas de [a sangre de un
voluntario sano se marcan con ®'Gr y se reinyectan, La
radiactividact en la sangre (TPP an la figura, gue represanta
la poklacion total de plaquetas marsadas inyectadas), decae
limearmente, denotando que |as plaguetas son removidas de
la circulazién luego de un proceso de envejecimisnto. En
plagustas de baja densidad (LD) cbienidas en gradientes de
densidad, su radiactvidad especifica disminuye en forma
répida y exponencial. A la inversa, en plaguetas de alla
densidad (HD) la radiactividad especifica aumeanta durante
dos atres dias paraluego decasr en forma linear. Est2 tipo de
estUdine néticoreflejaelaumentode densidad delas plaguetas
humanas con sU envejecimiento en |3 circulazién. Reproduci-
do de Mezzano D st al. Am J Hematol 1981, 11:61-78.

Figura 3. Disminucidn de densidad de las plaquetas caninas
con el envejesimiants. Se mide |a radiactividad especifica en
plaguetas de alta (HD) v baja [LD) densidad sacuencialmente
después de |a inyoccion de piaquetas marcadas con *'Cr en
perros mestizos. Se aprecia un resultado inverso al mostrado
enplagustas humanas enlaFigura2, denotando gue en perros
las plaquetas disminuyen en densidad al snvejecer en la
cireul acidn. Reproducideo de Mezzana D etal. Am J. Hematol
1984, 17.373-382.
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Cencluimos, entences, que el cambio de densidad delas plaquetascon
laedad es dependiente de |a especie estudiada, por lo que no se pueden
extrapolar los resultados obtenidos en otras especies para analizar la
relacion entre la heterogeneidad fisica de las plaqustas humanas y su
edaden |acirculacidn (18); estadiferenciainterespecies explicavarias de
las contradicciones previas en esta drea.

Bajo|a hindtesis de que la acumulacién de serotonina, inicialmente
observada en humanos en nuestro laboratorio (8), pudiera ser un
rasgo comun del snvejecimiento de las plaguetas en mamiferos,
estudiamos plaguetas caninas cuya trombopoyesis estuviera en
equilibrio estacionario; en este modelo confirmamos que las
subpeblaciones plaquetarias enriquecidas con plaguetas de mayor
edad contenian mas serotonina que subpoblaciones de menor edad
(3). Estos hallazgos fueron confirmados en modelos de trombopenia
canina por destruccidn inmune o mecanica de las plaquetas (19) y en
un modslo de trembopenia por supresién de |a trombopoyesis media-
da por desis Unica de estrogenos (20, Figura 4).
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Figura 4. Efectos de |a inyeccion de estradiol en perros. La
caida del recuento plaquetario se explica por supresion de la
trombopoyesis. Las plaquetas que permanecen en la circula-
cion envejecen y, paralelamente, aumentan su concentracion
de serotonina (5-HT). (Repreducido de; ArandaE etal. Thromb
Haemostas 1994, en prensa). Hemos realizado hallazgos
similares en modelos de trombopenia canina inducida por
destruceldn Inmune o macénica de las plaquetas (Thromb
Haemostas 1981, 66: 254-258). Este proceso de acumulacion
de lz monoamina parece ser comun en mamiferos, pues se
abservatambién en plaguetas humanas que inician un proce-
so de envejecimiento en la circulacién lusgo de una
esplenectomiaexitosa coma forma de tratamiento del pdrpura
trombocitopénico inmunoldgico (Am J Hematol 1984; 17:11-
21).

Actuaimente, estamos evaluando |a utilidad clinica de la medicién
de serctonina plaguetaria como un marcador de edad, til en el
diagnostico patogenico de las trombocitopenias. La importancia
clinica de esta investigacidn es clara; niveles bajos de serotonina en
plaquetas de pacientes tromkocitopénicos indicarian una corta edad
de las plaquetas circulantes, explicandose la trombopenia por una
destruccion acelerada de las plaquetas. Si, per el contrario, los
niveles de serotonina en plaquetas son normales, |a trombopenia se
gxplicarl'a por una deficiente produccion de plaquetas por la médula
Osea,
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Existen hoy firmes evidencias de que el fibrindgeno contenido en
los granulos alfa es captado desde el plasma por las plaquetas (21),
confirmando observaciocnes nuestras en el sentido que plaqustas
caninas de mayor edad promedio contenian mas fibrinogeno que
subpoblaciones mas jovenes (3). Se refuta asi |a creencia previa de
que esta proteina de la coagulacion seria sintetizada por |os
megacariocitos (22). De manera similar, no encontramos evidencias
en plaquetas humanas y caninas de una disminucidn de su contenido
en dcido sidlico con el envejecimiento (23), como se habia postulado
previamente (14, 24).

Las plaquetas humanas de baja densidad, enriquecidas con
plaguetas jovenes, expresan 55% mas antigenos del sistema HLA de
clase | (42% mas moléculas del antigeno HLA-A2) que las plaguetas
de alta densidad, las que tienen en promedio maycr edad, lo que
sugiere que los antigenos de este sistema pudieran perderse con el
desgaste y envejecimiento de las plaguetas en la circulacion (25),
hipétesis confirmada por evidencias recientes (26). Por ofra parte,
hemos observado también que subpoblaciones plaquetarias huma-
nas de alta densidad expresan mas IgG unida a la membrana que las
plaguetas de menor densidad, por lo que planteamos que esta IgG
reconoce antigenos que se expresan con el envejecimiento y que
pudieran ser determinantes en laremocion de |as plaguetas desds la
circulacion (27).

ESTUDIOS SOBRE LA EXPRESION DE LOS
ALOANTIGENOS PLAQUETARIOS EN NUESTRA
POBLACION

Las glicoproteinas de |amembrana plaguetaria expresan una serie
de antigenos denominados HPA (por human platelet antigens), que
participan en la patogenia del purpura aloinmune neonatal (PAN),
purpura postransfusional y en la refractariedad a la transfusion de
plaquetas.

La frecuencia fenotipica de aloantigenos plaquetarics especificos
varia con la composicion étnica de la poblacion (28). La mayor o
menor frecuencia de estos antigenos se traduce en variaciones en la
incidencia de PAN, purpura postransfusional y refractariedad a la
transfusién de plaquetas. Existen diferencias importantes en la
frecuencia de alguncs de los antigenos de los sistemas conocidos
entre la poblacion caucasica y la poblacion japonesa (Tabla 1),
Hemos observado (28) que la frecuencia genica para HPA-1a en
poblacion de Santiago es de 0,89, intermedia entre poblacién euro-
peo-americana (0,83) y japonesa (0,99) o mapuche (0,99)(29a).
Estoshallazgos concuerdan conlahipdtesis del gradiente sociogenético
formado por la mezcla entre esparioles y mapuches (30). En estos
estudios, todos los individuos fueron positivos para HPA-4, a lo que
no corrobora la hipotesis de un mayor polimorfismo de este sistema
en poblacion hispanica en relacion a la poblacion anglosajona.

Lafrecuencia fenotipica del antigeno HPA-2b (Sib®*) en lapoblacion
chilenaes de 22,5%, intermedia entre la caucdsica y japonesa, pals
donde este antigeno es causa de una alta refractariedad a la transfu-
sion de plaguetas. Comprobamos también la influencia de este
antigeno an |la determinacién del polimorfismo del peso molecular de
la glicoproteina Ib plaquetaria (31).

La investigacién seroldgica en pacientes con purpura aloinmune
neonatal ha revelado que en 4 de 5 enfermos el anticuerpe estaba
dirigido contra el antigeno HPA-1a (PIA1) (32). En el quinto paciente
(enviado a publicacion) hemos confirmado la especificidad del
anticuerpo contra un antigeno de baja frecuencia, recientemente
descrito (33).
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El conocimienta de |a frecuencia de expresion de los aloantigencs
plaguetarios en nuestra poblacion es clinicamente importante para

orientar la pesquisa de anticuerpos antiplaquetarios, espacialmente
en les casos de FAN y refractariedad a la transfusion de plaquetas.

TABLA 1

FRECUENCIA GENICA DE LOS ALOANTIGENOS PLAQUETARIOS
ESPECIFICOS EN DIFERENTES POBLACIONES

HPA-1a

HPA-2b

HPA-4a Referencias

Chile 0,89
EE.UU.

Europa 0,83
Japon >0,99

Ref: Pereira J et al. Thromb Haemostas 1893; 639:703

ENFERMEDAD DE VON WILLEBRAND

Constituye el defecto hereditario mas frecuente de la hemostasia
primariay causahabitual de consulta porhemorragiasmucocutaneas.
Su alta frecuencia en la poblacion y el relativo desconocimiento de
ella a nivel médico han estimulado nuestro interés en el estudio de
esta patologia. Su rasgo distintivo es la disminucion cuantitativa o
cualitativa del Factor von Willebrand (FvW) plasmatico.

Lanaturalezareactivade estaproteinay lagran diversidad de variantes
de |a afeccion, dificultan el diagnostico de |aboraterio en les casos leves
o moderados, que son los mds frecuentes. A través de apreximaciones
sucesivas, hemos ido definiendo los criterios de diagndstico que minimi-
cen tanto el sobre como el subdiagnostico de la aleccion (34-36);
igualmente, hemos mejorado los procedimientos de diagnéstico de la
EvW parafadiitarlaidentificacion de susvariantes (37); se haincorporade
laconsideraciondeltipo sanguineo ABOylaedadenladefinicidn delrango
nomal del FVW plasmatico (38, 39); también hemos comunicado que |a
concentracion de FvW en adolescentes varones (13 a 18 afios) es mayor
que en nifias de la misma edad (40), observacion de importancia para sl
diagndstico (Tabla 2).

En donantes voluntarios de sangre estimamos que |a prevalencia
de la EWW en nuestro pais es de 0,8 % (36), cifra similar a |a
encontrada en [talia (41).

EVALUACION DEL DEFECTO HEMOSTATICO
ASOCIADO A DIVERSAS PATOLOGIAS

ric podia ser explicado por la liberacién del contenido de los granules
densosy por ladeplacion del compartimiento metabdlico de ATP (43),
En este mismo trabajo observamos incorporacidn de proteinas
plasmaticas por las plaquetas (fibrindgenc y albdmina), sugiriendo
que su internalizacién podria ocurrir también en condiciones fisicls-
gicas, lo que ha sido demostrado posteriormente por otros autores.

Estudiando el defecto hemostético en fiebre tifoidea, encontramos
avidencias consistentes de una coagulacidn intravascular subclinica
en esta afeccion (44, 45); la activacion del sistema de la coagulacion,
junto a |a activacion secundana de la fibrinolisis, podrian explicar el
defecto plaquetaric en esta enfermedad.

La trombocitopenia inmune secundaria constituye una de las
complicaciones hemateldgicas frecuentes en el lupus eritematoso
sistémico (LES). En pacientes portadores de LES con y sin
trombocitopenia se demostré la existencia de anticuerpcs
antiplaquetarios enun 80% y 69% de los casos, respectivamente. En
sdlo 24% de estos pacientes se encontré actividad antiglicoproteinas
de membrana, hallazgo habitual en pacientes portadores de purpura
trombocitopénico inmunolégico primario. En este mismo grupo de
pacientes, un 70% presentd anticuerpos antifosfolipidos (46). Por
otra parte, estudios in vitro demuestran que estos anticuerpos son
capaces de unirse a plaquetas intactas y activadas (47). En conjunto,
estos hallazgos demuestran que los anticuerpos antifosfolipidos
puedenjugar unpapel importante enla patogeniade latrombocitcpenia
en el LES,

FINANCIAMIENTO

Estudiamos el defecto plaguetario inducido por la cirugia con
circulacion exiracorporea, cuantificando el consumo de plaquatas y
el defecto de agregacion y secrecion con diferentes agonistas (42).
En un estudio paralelo, propusimos que el defegto funcional ransito-
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91, 725-91, 97-92 y 1830629.

VOL. 22 N® 31893



TABLA 2
INFLUENCIA DE SEXO Y EDAD EN LOS NIVELES PLASMATICOS DE FvW:Ag y FvW: CoRis
EN ESCOLARES Y DONANTES DE SANGRE
(Datos obtenidos de Mezzano ef al: Thromb Haemostas 1993; 69:1183)
EDAD GRUPO SANGUINEQ O GRUPOS SANGUINEOS A, B, AB
(anos) Hombres Mujeres Hombres Mujeres
9-12 112 + 110 + 148 ++ 136 ++
FvW:Ag 13-18 17+ 98 * 161 ** 125
(U/dL)
19-59 94 + 96 + 140 ++ 133 ++
9-12 90 +
FvwW:CoRis 13-18 89 &
(U/dL)
19-59 72 +

Los valores corresponden al promedio geométrico.
El estudio se realizo en 503 estudiantes (9 - 18 afios) y
en 822 donantes voluntarios de sangre (19 - 59 afios)

+VS + : no significativo
+HVS++ * no significativo
*vst :p=0.002
Hvs™ 1 p=0.0003
&vs & 1p=0.032

88 vs &R p=002
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