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RESUMEN

Introducciodn: los estudios de agregacion plaquetaria permiten identificar
pacientes con trastornos de funcién y el monitoreo de terapias antiplaquetarias,
estableciéndose patrones clasicos. Debido a que no esté establecido un acuerdo
acerca del establecimiento de los rangos de referencia, existen numerosos
esfuerzos actualmente para mejorar la estandarizacion de esta prueba.
Objetivos: establecer los valores de referencia para los estudios de agregacion
plaguetaria con diferentes agonistas en el Hospital "Hermanos Ameijeiras”
comparandolos con los preestablecidos en la literatura. Identificar la influencia de
las variables: sexo, habito de fumar y consumo de alcohol.

Métodos: se realizé un estudio observacional, descriptivo, de corte transversal, de
agregacion plaquetaria utilizando diferentes agonistas, en el laboratorio clinico del
Hospital "Hermanos Ameijeiras"” entre septiembre de 2009 y septiembre de 2015.
La poblaciéon de estudio estuvo integrada por 192 donantes del banco de sangre,
utilizados como control. Los rangos de referencia de la agregacion plaquetaria con
los diferentes agonistas se obtuvieron utilizando los percentiles 2.5 (Pz25) y 97.5
(Po7.5) y para comparar la media poblacional de este estudio con la media muestral
prestablecida en la literatura se empleé la prueba de t para una muestra.
Resultados: la media del porcentaje de agregacion que se obtuvo en nuestro
estudio con cada agonista fue: ADP: 62,4 %, epinefrina: 66,4 %, coladgeno: 69,9 %
y ristocetina: 69,7 %. Los intervalos de referencia en la investigacion con cada
agonista fueron los siguientes: ADP: 44,1-86,7 %, epinefrina: 50,8-80,0 %,
colageno: 60,0-85,5 % vy ristocetina: 52,9-91,7 %.
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Conclusiones: Las variables sexo, habito de fumar y consumo de alcohol no
influyeron en los resultados del estudio de agregacion plaquetaria. Los resultados
de la poblacién para el estudio de agregacion plaquetaria presentaron diferencias
estadisticamente significativas al compararlos con los valores de agregacion
preestablecidos en la literatura.

Palabras clave: agregacion plaquetaria; valores de referencia.

ABSTRACT

Introduction: Platelet aggregation studies allow the identification of patients with
functional disorders and the monitoring of antiplatelet therapies, establishing classic
patterns. Because there is no agreement on the establishment of reference ranges,
numerous efforts are currently being made to improve the standardization of this
test.

Objectives: To establish reference values for platelet aggregation studies with
different agonists by comparing them with those preset in the literature, at
Hermanos Ameijeiras Hospital. To identify the influence of the variables sex,
smoking habits and alcohol consumption.

Methods: An observational, descriptive, cross-sectional study of platelet
aggregation using different agonists was performed in the clinical laboratory of
Hermanos Ameijeiras Hospital, between September 2009 and September 2015. The
study population consisted of 192 donors from the blood bank, used as control
group. The reference ranges of platelet aggregation with the different agonists were
obtained using the 2.5 (P2.5) and 97.5 (Po7.5) percentiles. In order to compare this
study's population mean with the sample mean preset in the literature, we used the
T-test for one sample.

Results: The mean of aggregation percentage obtained in our study with each
agonist was ADP (62.4 %), epinephrine (66.4 %), collagen (69.9 %), and ristocetin
(69.7 %). The reference ranges in the research with each agonist were the
following: ADP (44.1-86.7 %), epinephrine (50.8-80.0 %), collagen (60.0-85.5 %),
and ristocetin (52.9-91.7 %).

Conclusions: The variables gender, smoking and alcohol consumption did not
influence the results of the platelet aggregation study. The results of the population
for the platelet aggregation study presented statistically significant differences
when compared with the values of aggregation preset in the literature.

Keywords: platelet aggregation; reference values.
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INTRODUCCION

La integridad de la hemostasia primaria debe ser evaluada primero a través de un
examen fisico y un historial minucioso. El analisis de laboratorio sera dependiente
del grado de tecnologia disponible, como minimo se debe realizar un recuento
completo de sangre con frotis de sangre periférica. Para evaluar la funcion
plaguetaria se pueden emplear otras pruebas de laboratorio como el tiempo de
sangria y pruebas de funcién plaquetaria, utilizando agregémetros que emplean
plasma rico en plaguetas o sangre total.'-?

Los agonistas comunes empleados en los andlisis de la funcién plaquetaria incluyen
ADP, epinefrina, colageno, acido araquiddnico, ristocetina y trombina.3® En general
se han establecido correlaciones entre las respuestas de las plaquetas a cada uno
de los agonistas y los defectos especificos en sus funciones. Actualmente, no hay
consenso en como el ensayo de funcidn plaquetaria debe ser llevado a cabo para
evaluar a los pacientes. Cada institucion sigue sus propias practicas. No existen
estandares unificados para la toma de muestra, procesamiento, desarrollo del
ensayo, valores de referencia e interpretacién de los resultados.®

Existen diversos factores que pueden afectar los perfiles de agregacion plaquetaria,
entre ellos: la temperatura, la lipemia, la toma de la muestra, el intervalo desde la
venipuntura y la preparacion del plasma rico en plaguetas.” La agregacion por
transmision de luz (ATL) es el método mas comiunmente usado por los laboratorios
clinicos y de investigacion para evaluar la funcién plaquetaria y es considerado el
estandar de oro. En esta técnica la sangre se centrifuga a una fuerza
suficientemente baja para obtener plasma rico en plaquetas (PRP), el cual se agita
en una cubeta a 37 ©C entre la fuente de luz y una fotocelda de medicién. Tras la
adicion de un agonista, las plaquetas se agregan; aumenta la transmisién de la luz
(es decir provocan la reduccion de la turbidez del PRP) lo cual se detecta y se
registra como una funciéon del tiempo después de la adicién del reactivo. Estos
cambios reflejan la formacién de agregados de plaquetas relativamente grandes,
que son a su vez derivados de microagregados.®

Segun la definicién de la IFCC, los valores de referencia se miden en una poblacion
bien caracterizada de individuos seleccionados de acuerdo con criterios predefinidos
como la edad, sexo, raza, estado nutricional y dieta. Ademas, se presume que los
individuos de referencia estén sanos.® Los procedimientos paso a paso para la
determinacién a priori de un intervalo de referencia con los detalles del
procedimiento se dan en las directrices C28-A3 IFCC-CLS].%0-12

A diferencia de otros examenes de laboratorio que cuentan con procedimientos
estandarizados, con rangos de referencia establecidos y ampliamente aceptados
para interpretaciones diagnoésticas, la agregacion por transmision de luz (ATL) aln
no se ha logrado estandarizar pese a los esfuerzos realizados por organismos
internacionales como la International Society of Thrombosis and Hemostasis
(ISTH). La recomendacion "los laboratorios clinicos deben determinar sus intervalos
de referencia para el porcentaje de agregacion maxima, especifico para cada
agonista evaluado", alcanzé 96 % de consenso entre los 45 laboratorios
canadienses y de los Estados Unidos participantes en la elaboracion de las Guias
Norteamericanas sobre la materia publicadas en 2010.*2 Esta recomendacion se
basa en dos aspectos: primero, la adecuada evaluacidén de los resultados de
laboratorio es parte esencial en el proceso de decision clinica, y en segundo lugar,
pero no menos importante, en el consenso existente entre expertos sobre la
necesidad de que cada laboratorio clinico informe sus intervalos de referencia, pero
la informacién sobre la metodologia y el céalculo de estos en ATL es limitada.*
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El objetivo de este trabajo es establecer los valores de referencia para los estudios
de agregacién plaquetaria con diferentes agonistas en el Hospital "Hermanos
Ameijeiras" comparandolos con los preestablecidos en la literatura. Identificar la
influencia de las variables: sexo, habito de fumar y consumo de alcohol.

METODOS

Se realiz6 un trabajo de investigacion y desarrollo consistente en un estudio
observacional, descriptivo, de corte transversal, acerca de los resultados de la
agregacion plaquetaria utilizando diferentes agonistas, en el laboratorio clinico del
Hospital "Hermanos Ameijeiras" entre septiembre de 2009 y septiembre de 2015.
La poblacién de estudio estuvo integrada por todos los donantes supuestamente
sanos empleados como control y sometidos al estudio de agregacion plaquetaria
utilizando diferentes agonistas, que acudieron al banco de sangre del Hospital. En
total la muestra de estudio estuvo formada por 192 elementos.

A todos los donantes sanos sin tratamiento farmacolégico al menos 10 dias antes
de la toma de muestra, se les realizaron las extracciones de sangre venosa, en
ayunas, en la regién anterolateral del brazo para determinar la agregacién
plaquetaria con cada uno de los agonistas.

Método de agregaciéon segun técnica de Born.'® El estudio de la agregacion
plaguetaria esta basado en el método turbidimétrico que revela la variaciéon de la
transmitancia que se obtiene del plasma rico en plaquetas (PRP), después se une a
la sustancia agregante (ADP, adrenalina, colageno, ristocetina). Estas sustancias
determinan la formacién de los agregados plaguetarios, con el consiguiente
aumento de la transmitancia que viene monitoreada en el tiempo.

El agregémetro registra de forma continua esta variacion y se obtiene la impresion que
da la curva de la agregacion plaquetaria. El valor de agregacion plaquetaria resulta ser
el valor maximo de la curva medido con una escala en una regla que acomparia al
equipo. La agregacion plaquetaria se realizé en un agregémetro Clot 2S.

Para determinar la posible influencia de las variables sexo, habito de fumar y
consumo de alcohol sobre los valores de agregaciéon con los diferentes agonistas se
emplearon pruebas estadisticas de comparacion de medias: prueba de Mann-
Whitney para las variables no paramétricas y para la paramétrica, se realizo la
prueba de t en muestras independientes. Los rangos de referencia de la agregaciéon
plaquetaria con los diferentes agonistas se obtuvieron con el estudio de frecuencias
utilizando los percentiles 2.5 (P25) y 97.5 (Po7.5) Y para comparar la media
poblacional de este estudio con la media muestral prestablecida en la literatura, se
empled misma prueba de t.

RESULTADOS

En el estudio realizado sobre valores de referencia en la agregacion plaquetaria, el
predominio de edad estuvo representado por los sujetos entre 30 y 59 afios. No
hubo elementos muestrales en los sujetos supuestamente sanos de 60 y mas afos
ni menores de 18 afios. Con relacion al sexo predomindé ampliamente el sexo
masculino (87,5 %). Estos hallazgos podrian explicarse por las caracteristicas
socioculturales de nuestra poblaciéon. Es necesario recordar que se trata de
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individuos escogidos del banco de sangre del centro, y aunque no encontramos
literatura que describa esta composicion, nos informamos de que es la frecuencia
de sexos habitual en los donantes. Existid una representaciéon similar entre blancos
y no blancos (mestizos y negros). En este acapite es importante tener en cuenta la
intensa mezcla racial que caracteriza a nuestro pais, la cual se ha multiplicado
durante decenas de generaciones.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas al analizar el
comportamiento de la agregacion plaquetaria con los agonistas segun el sexo (tabla 1).

Tabla 1. Agregacion plaquetaria con diferentes agonistas segln sexo
Agonista Sexo Prueba Significacion

Femenino Masculino

Promedio y (DE) | Promedio y (DE)

ADP 61,67 (8,6) 61,53 (10,6) Mann- 0,226
Whitney

Epinefrina 67,0 (7,19) 65,9 (7,04) Mann- 0,462
Whitney

Colageno 69,8 (6,6) 69,4 (7,6) Mann- 0,625
Whitney

Ristocetina 71,3 (6,8) 69,0 (8,6) T 0,113

En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas en los resultados de
la agregacion con los diferentes agonistas al comparar fumadores con no
fumadores, lo que no se corresponde con lo encontrado por otros autores (tabla 2).

Tabla 2. Agregacion plaguetaria con diferentes agonistas seguln habito de fumar

Agonista Habito de fumar Prueba Significacion

Fumador No fumador

Promedio y (DE)| Promedio y (DE)

ADP 61,1 (10,1) 61,7 (10,5) T 0,705
Epinefrina 64,9 (7,0) 66,4 (7,0) Mann-Whitney 0,237
Colageno 68,7 (7.4) 69,8 (7.5) Mann-Whitney 0,623
Ristocetina 73,5 (6,9) 68,6 (8,5) T 0,173

Al analizar la relacidon entre consumo de alcohol y agregaciéon plaquetaria no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos. La
clasificacion del consumo de alcohol se realiz6 segun declaracién del donante
durante la entrevista (tabla 3).
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Tabla 3. Agregacion plaquetaria con diferentes agonistas seguln consumo de alcohol

Consumo de alcohol

Agonista Consume Mo consume Prueba Significacion
Promedio v (DE) | Promedio y (DE)

ADP 60,3 (7,6) 61,8 (10,8) Mann-Whitney 0,490

Epinefrina 64,5 (6,8) 66,3 (7,0) Mann-Whitney 0,151

Colageno 67,8 (6,3) 69,8 (7,7) Mann-Whitney 0,210

Ristocetina 71,7 (6,8) 68,6 (8,8) T 0,331

Para establecer los valores de referencia se tuvieron en cuenta los pasos
recomendados por la IFCC en el articulo C28-A3 (ISBN 1-56238-682-4).USA,
2008'° (tabla 4).

Tabla 4. Media e intervalos de referencia de los porcentajes de agregacion
plaquetaria con cada uno de los agonistas

Tipo de agregante Promedio Intervalos de referencias entre
los percentiles 2.5 (Pzs) y 97.5
(Ps7.5)
ADP 62,41 44,12-86,70
Epinefrina 66,41 50,82-80,00
Colageno 69,91 60,00-85,52
Ristocetina 69,76 52,97-91,72

Existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias obtenidas y las
prestablecidas por el fabricante del equipo Clot 2S'® para todos los agonistas
estudiados (tabla 5).

Tabla 5. Comparacién de las medias y los intervalos de agregacién
con los diferentes agonistas del estudio v los aportadas en la literatura

Agonista Promedio Intervalos Prueba T

Estudio | Reportade| Estudio Reportado | gignificacién

actual actual
ADP 62,4 69 44,1-86,7 38-100 0,000
Colageno 69,9 81 60,0-85,5 62-100 0,000
Epinefrina 66,4 81 50,8-80,0 62-100 0,000
Ristocetina 69,7 89 52,9-91,7 82-96 0,000
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DISCUSION

Al analizar la agregacion plaquetaria con diferentes agonistas segun sexo, los
resultados se corresponden con el estudio realizado por Ayala y otros, quienes no
encontraron tampoco diferencias significativas en la agregacion en las muestras
basales realizadas en ambos sexos, antes de la administracion del medicamento
omega 3.7 Encontramos otro trabajo interesante donde se evalué la agregacion
plaguetaria con diferentes agonistas durante el ciclo menstrual en 16 mujeres y se
comparo con los resultados en un namero similar de hombres, concluyendo que la
actividad de agregacion fue superior en las mujeres y que la asociacion entre la
agregacion y la fase del ciclo varia con el tipo de agonista.'8

El tabaquismo es uno de los mas importantes factores de riesgo para el desarrollo
de enfermedades vasculares y se asocia a agregacion plaquetaria espontanea y
biosintesis disfuncional de 6éxido nitrico. A través de diversas investigaciones se
conoce que la nicotina favorece la agregacion plaquetaria a partir del aumento de la
concentraciéon de catecolaminas y de la alteraciéon de la funciéon de la membrana de
las plaguetas. Ademas, el aumento de la trombina por el tabaco induce la
agregacion plaquetaria, especialmente en los sitios de estenosis vascular o ruptura
de placa. 1°-?1 A pesar de lo anterior, en nuestro estudio no se encontraron
diferencias significativas en los resultados de la agregacién con los diferentes
agonistas al comparar fumadores con no fumadores lo que no se corresponde con
lo encontrado por como Bracho y otros, los cuales realizaron una investigacién en
18 personas jovenes fumadores habituales y observaron un aumento significativo
en la velocidad inicial de agregaciéon, cuando se estimularon con los activadores
plaquetarios.?? También se analizé el trabajo de Fusegawa y Handa y los resultados
confirmaron que la agregabilidad plaquetaria esta aumentada en fumadores y que
los fumadores con mayor tiempo de exposicién podrian aumentar la sensibilidad de
las plaquetas a la epinefrina y al ADP.%3

La Organizacion Mundial de la Salud define el alcoholismo como la ingestién diaria
de mas de 50 g de alcohol en las mujeres y méas de 70 g en los hombres, estas
cantidades produciran en muchos casos hepatopatia alcohélica. El organismo tolera
sin problemas dosis moderadas de alcohol las cuales son consideradas entre 10-30
g diarios.?# El alcohol per se tiene efectos antiagregantes. El mecanismo por el cual
el alcohol actua disminuyendo la agregacion plaquetaria podria ser por inhibicién de
la liberacion de TXB2 o por aumento de PGI2 ya que el acetaldehido debido a la
accion de la enzima alcohol deshidrogenasa aumenta los niveles de PGI2, por
consiguiente, el efecto neto del alcohol residiria en un desbalance de la relacién
PGI2/TXB2 que llevaria a una inhibicidon de la agregacion con disminucion del riesgo
de enfermedad trombdtica.

Se ha reportado inhibicién de la agregacion plaquetaria inducida por ristocetina y de
la formacion de trombos al inhibir la interaccion de la GPIb con el FvW con el uso de
flavonoides. 2526 Barrantes y colaboradores realizaron un trabajo relacionado con la
agregacion plaquetaria en pacientes con hepatopatia alcohdlica, encontrando que 2
pacientes tuvieron deficiente agregacion plaquetaria con ADP y Ristocetina, 1 con
ADP y 4 con ristocetina, es importante tener en cuenta que algunos pacientes con
enfermedad hepéatica pueden tener una causa adicional que va a incidir sobre la
hemostasia, y por lo tanto en un aumento de predisposicién al sangrado, pues
cualquier interferencia con la agregacion plaquetaria, junto a la deficiencia de
factores de coagulacién, puede ser de considerable trascendencia clinica.?” En el
estudio realizado se muestran los resultados de la agregaciéon plaquetaria con
diferentes agonistas segun consumo de alcohol. En este estudio no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos. Es necesario
sefialar que la clasificacion del consumo de alcohol en este se realizé segun
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declaracion del donante durante la entrevista. En el trabajo realizado por
Dominguez, A y colaboradores se encontré que en su grupo de 15 sujetos existio
inhibicién de la agregacion de las plaquetas en plasma rico en plaquetas medida
con la técnica de agregometria luego del consumo moderado (13 g) de alcohol
comercial, de manera aguda, con una concentracién sanguinea media de 0,2133
g/L. La inhibicion fue significativa (p = 0,05) en los casos de los agonistas
epinefrina, ristocetina y ADP (13 %; 7,3 %; 4,8 %; respectivamente). Ellos
plantearon que la importancia de su estudio radicd en que el consumo de bajas
dosis de alcohol podria contribuir a la prevencién de procesos tromboembdlicos que
generan infarto agudo de miocardio o isquemia cerebral.?®

Para establecer los valores de referencia se tuvieron en cuenta en primer lugar los
pasos recomendados por la IFCC en el articulo C28-A3 (ISBN 1-56238-682-4).USA,
2008 1° |os cuales se exponen a continuacion:

¢ Documentacion de los factores de variacion preanaliticos, analiticos y
bioldgicos.

Establecimiento de los criterios de inclusion y exclusion.

Seleccién del nimero adecuado de personas de referencia.
Recoleccion y procesamiento de las muestras.

Analisis de las muestras con un método de control de calidad.
Revision y andlisis de los datos.

También se realiz6é una revisidn sobre las guias de consenso norteamericanas para
laboratorios que realizan e interpretan estudios de funcion plaguetaria usando
agregémetros de transmisiéon de luz. En estas guias se reconoce que los estudios de
agregacion plaquetaria aportan informacién diagnéstica mas especifica que el
tiempo de sangramiento y tienen mayor sensibilidad para el diagndstico de los
trastornos caracterizados por sangramientos cuando se realizan por métodos
estandarizados con intervalos de referencia validados.?®

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las medias
obtenidas y las prestablecidas por el fabricante del equipo Clot 256 para todos los
agonistas estudiados. Resulta evidente la diferencia entre ambos grupos de
intervalos; los nuevos valores de referencia para ADP, Colageno y Epinefrina son
mas estrechos, de forma que se reportaran como patolégicos algunos casos que
antes pasaban inadvertidos; en el caso de la epinefrina, ademas el nuevo intervalo
esta formado por valores de agregacion menores. Para la ristocetina,
contrariamente, el intervalo encontrado es mas amplio y su limite inferior es
apreciablemente menor. Un trabajo similar de intervalos de referencia para la
agregacion en individuos sanos en Venezuela, fue desarrollado por Falcone y
otros.® Estos investigadores utilizaron adenosin difosfato (ADP), colageno y
adrenalina como agonistas. Participaron 63 individuos con un rango de edad 18 a
66 afios y 79,4 % el sexo femenino. Los valores de agregacion plaquetaria
obtenidos fueron: ADP P25=49 % y Pg7,5 =87 %; coldgeno P25=43 % y Pg7,5=86 %;
adrenalina P2,5=42 % y P97,5=85 %. Los nuevos intervalos de referencia se
adaptan mucho mejor a la clinica de los pacientes.
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CONCLUSIONES

La media del porcentaje de agregacion que se obtuvo en este estudio con cada
agonista fue: ADP: 62,4 %. epinefrina: 66,4 %, colageno: 69,9 % Yy ristocetina:
69,7 %. Los intervalos de referencia obtenidos en la investigacién con cada
agonista fueron los siguientes: ADP: 44,1-86,7 %, epinefrina: 50,8-80,0 %,
colageno: 60,0-85,5 % vy ristocetina: 52,9-91,7 %. Las variables sexo, habito de
fumar y consumo de alcohol no influyeron en los resultados del estudio de
agregacion plaquetaria. Los resultados de la poblacién para el estudio de
agregacion plaquetaria presentaron diferencias estadisticamente significativas al
compararlos con los valores de agregacion preestablecidos en la literatura.
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