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RESUMEN

Introduccion: La Agregometria por transmision de luz es una técnica de laboratorio que se aplica
para medir la agregacion de plaquetas en suspension en cualquier plasma y medir la agregacion de las
plaquetas que es detectada gracias a un sistema 6ptico de deteccion.

Objetivo: Determinar la funcionalidad plaquetaria mediante la agregacién con epinefrina como
agonista en muestras de plasma rico en plaqueta midiendo la densidad dptica.

Métodos: Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal, para la agregacién plaquetaria,
se utilizdo la epinefrina como agonistas, se midié la densidad Optica sobre muestras en sujetos
aparentemente sanos, con rango normal de plaqueta (150-450 X10°/L), durante tres dias y tres
temperaturas, la sustancia agregante fue la epinefrina con concentracién 2,5 x 10> M de manera
cuantitativa.

Resultados: Las medias de la densidad Optica en la agregacién plaquetaria inducida por epinefrina
como agonista en tres tiempos vy tres temperaturas, arrojaron diferencias significativas

(p= 0,02-0,05), donde no se empled el agonista la significacion fue mayor de 0,05.
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Conclusiones: Se evidencio la funcionalidad del plasma rico en plaquetas autélogo con un estudio de
agregacion plaquetaria, estos resultados permitieron tener una vision completa y general sobre la

funcionabilidad del producto final.

DeCS: AGREGACION PLAQUETARIA; PLASMA RICO EN PLAQUETAS; EPINEFRINA; RECEPTORES
ADRENERGICOS; PRUEBAS DE FUNCION PLAQUETARIA.

ABSTRACT

Introduction: Light transmission aggregometry consists of adding an agonist to the patient's
platelet-rich plasma and measuring the aggregation of platelets, which is detected thanks to an
optical detection system.

Objective: To determine platelet functionality through aggregation with epinephrine as an agonist in
platelet-rich plasma samples by measuring optical density.

Methods: A descriptive cross-sectional study was carried out. For platelet aggregation, epinephrine
was used as an agonist. The optical density was measured on samples in apparently healthy
subjects with a normal platelet range (150-450 X109/L) for three days and three temperatures.
The aggregating substance was epinephrine, with a concentration of 2.5 x 10 M quantitatively.
Results: The average optical density in platelet aggregation induced by epinephrine as an agonist at
three times and three temperatures showed significant differences (p=0.02-0.05). Where the agonist
was not used, the significance was greater than 0.05.

Conclusions: The functionality of autologous platelet-rich plasma was evidenced with a platelet
aggregation study; these results allowed us to have a complete and general vision of the functionality

of the final product.

DeCS: PLATELET AGGREGATION; PLATELET-RICH PLASMA: EPINEPHRINE; RECEPTORS,
ADRENERGIC; PLATELET FUNCTION TESTS.
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INTRODUCCION
Una de las pruebas utilizadas en la evaluacion de la funcidon plaquetaria es la agregometria por
transmisiéon de luz. En 1962 Born y Cross,Y) desarrollan un método turbidimétrico para la medicién

de la agregacion, donde se simulan las condiciones fisioldgicas, pruebas de funcién plaquetaria,
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la fisiologia de la adhesion y agregacién, de forma que permiten la cuantificacién de la respuesta pla-
guetaria y la identificacion de una funcion anormal.

En consecuencia, la técnica se basa en la medicién por espectrofotometria del cambio turbidimétrico
que se produce a medida que las plaquetas se agregan ante el estimulo de un agonista o sustancia
proagregante. Lo que promueve la activacién de algunos factores de la coagulacidon que incluyen la
protrombina y el factor X, los cuales liberan inhibidores de la fibrindlisis y retrasan la destruccion de
las mallas de fibrina por las enzimas fibrinoliticas.(2,3)

A través de la adhesiéon al endotelio vascular cuando sufre algun tipo de lesion, para la formaciéon del
tapén y de la liberacion de factores que participan en la cascada de la coagulacién, las plaquetas es-
tan provistas de glicoproteinas de superficie que favorecen la formacion del tapon hemostatico, las
cuales permiten la interaccidn con otras plaquetas y con el endotelio vascular.(2,4)

Cuando a una muestra de plasma rico en plaquetas (PRP), se le adiciona un agonista, las plaquetas se
agregan y la muestra se vuelve menos turbia, lo que permite mayor paso de luz y disminuye la densi-
dad optica. Como resultado se obtienen las curvas de agregacion en funcion del tiempo y la sefial es
detectada por el espectrofotdmetro.(4,5)

La agregometria por transmision de luz sigue siendo la prueba de funcién plaquetaria de referencia
para el diagnodstico clinico de los trastornos de la funcion plaquetaria. Esta técnica determina el por-
centaje de agregacién plaquetaria en plasma rico en plaquetas en respuesta a la adicion de un ago-
nista.(®7)

Los agonistas comunes empleados en los analisis de la funcion plaquetaria incluyen: Adenosin difosfa-
to (ADP), epinefrina, colageno, acido araquiddnico, ristocetina y trombina.(8)

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. En la actualidad, no hay consenso en cémo el
ensayo de funcion plaquetaria, debe ser llevado a cabo para evaluar a los pacientes. Cada instituciéon
sigue sus propias practicas. No existen estandares unificados para la toma de muestra, procesamien-
to, desarrollo del ensayo, valores de referencia e interpretaciéon de los resultados.(9,10,11)

A diferencia de otros examenes de laboratorio que cuentan con procedimientos estandarizados, con
rangos de referencia establecidos y ampliamente aceptados para interpretaciones diagnosticas, la
agregacion por transmision de luz (ATL), aln no se ha logrado estandarizar pese a los esfuerzos reali-
zados por organismos internacionales como la International Society of Thrombosis and Hemostasis
(ISTH). Seguiin Hayward et al.,*? los laboratorios clinicos deben determinar sus intervalos de referen-
cia para el porcentaje de agregacion maxima, especifico para cada agonista evaluado, alcanzdé 96 %
de consenso entre los 45 laboratorios canadienses y de los Estados Unidos participantes en la elabo-

racién de las Guias Norteamericanas sobre la materia publicadas en 2010.%?
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Esta recomendacidén se basa en dos aspectos: primero, la adecuada evaluacion de los resultados de
laboratorio es parte esencial en el proceso de decisién clinica y en segundo lugar; pero no menos im-
portante, 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 calculo de estos en
ATL es limitada.®®

La posibilidad de utilizar un método para evaluar la agregacion plaquetaria, constituye uno de los
retos mas importantes, ya que la técnica estima la cinética de la agregacién de las plaquetas a través
de la turbidimetria.

El objetivo de la investigacion fue determinar la funcionalidad plaquetaria mediante la agregacion con
epinefrina como agonista en muestras de plasma rico en plaqueta midiendo, la densidad dptica en el

Centro de Inmunologia y Productos Bioldgicos de la Universidad de Ciencias Médicas de Camagliey.

METODOS

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal. La poblacién objeto de estudio se constituyd
por 30 sujetos aparentemente sanos de 19 afios y mas con rango normal de plaqueta (150-450 X10°%/
L) de la Universidad de Ciencias Médicas de Camagiiey. Se empled un muestreo no probabilistico e
intencional para la seleccion de los sujetos. Se analizaron las variables concentracion de epinefrina en
PRP y la agregacion plaquetaria mediante unidades de absorbancia relativa.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 726 g (1 800 rpm),*® para la obtencién de PRP autdlogo
concentraciones de plaquetas >150-450 x 10°/ L. Los materiales para la realizacién de la agregacién
plaquetaria: Un ampula de epinefrina, viales eppendorf 1,5 ml, microplacas ELISA, pipetas
automaticas 10, 20, 200 pL, crondmetro, lector de microplacas 2100-C. Método de agregacion segun
técnica de Born."

El estudio de la agregacion plaquetaria estd basado en el método turbidimétrico que revela la
variacién de la transmitancia que se obtiene del PRP después de la union de la sustancia agonista
(epinefrina 1mg/mL). Se trabajé con una microplaca de 96 pocillos, de la cual se emplearon 30
pocillos, se vertido 175 uL de PRP en cada pocillo, luego, se agregd a cada pocillo 25 pL de epinefrina
con concentracién 2,5 x 10 M. Se utilizaron tres muestras en los diferentes tiempos: (0, 1, 3 min),
en tres dias y a varias temperaturas (4 °C, 37 °C y -20 °C). El estudio se basd en la tecnologia del
lector de micro placas con densidad éptica.

El procesamiento y recoleccion de la informacién se realizd con los resultados de DO mediante
espectrofotometria ultravioleta y visible a una longitud de onda de 530 nm. Para comparar las medias
de las muestras en los tres tiempos, en cada uno de los dias y para cada temperatura se empled el
test no paramétrico de Friedman.**'% Los andlisis se realizaron en SPSS v 26.0 (SPSS Inc., Chicago,
EE.UU.). Se cumplieron con los principios de la Declaracion de Helsinki para la investigacion en seres

humanos.®
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RESULTADOS

La agregacion plaquetaria inducida por la epinefrina como agonista se observé a, partir de las
muestras con y sin el agonista en tres tiempos y para tres temperaturas. Las probabilidades
asociadas al estadigrafo de Friedman para comparar las medias de la densidad éptica mostraron
diferencias significativas para las muestras donde se empled el agonista plaquetario, no asi en

aquellas donde no se empled (Tabla 1).

Tabla 1 Densidad éptica de las muestras de plasma rico en plaguetas seguin temperatura, tiempos v presencia del agonista

Temperaturas
37 °C 40C -20 °C

Tiempo 0 1 min 3 min Tiempo 0 1 min 3 min Tiempo 0 1 min 3 min

X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE
X No 06 0,11 06 0,12 06 0,14 006 06 0,17 06 0,18 06 0,156 009 06 0,16 06 0,17 0,5 0,17 0,08
Si 0,5 002 05 001 04 002 003 05 006 04 006 02 005 005 04 001 04 0,02 03 0,02 0,05
No 05 o011 0,5 0,11 o5 0,11 0,72 o5 o0 0,5 0,10 05 0,12 044 0,5 0,11 05 0,11 05 0,11 0,49
2 Si o, o0z 05 00z 04 00z o002 0& 002 05 00z 05 002 00> 06 002 06 002 05 002 0,08
3 No o, o002 o, 00z 0o~v 002 03 07 003 07 o002 07 002 0026 0,7 004 07 004 0,7 005 0,15
5i 0,5 007 05 006 04 006 004 06 002 05 002 05 001 004 06 003 06 0,03 05 002 0,05

=Significacién estadistica de la prueba de Friedman para comparar las muestras con uso o no de epinefrina para cada temperatura y en los tres tiempos.)

DISCUSION

En las investigaciones realizadas por Mesa et al.,!”) resefian que existen diversos factores que afectan
la agregacion plaquetaria como la temperatura, la lipemia, la toma de la muestra, el intervalo desde
la venopuncidn y la preparacion del PRP. En ese sentido Gémez et al.,*®) describen que una vez que
se le agrega un agonista plaquetario, como epinefrina, ADP, colageno, acido araquiddnico, trombina y
ristocetina estimulan la agregacion y registra como una funcién de tiempo posterior a la adicion del
agonista.”

Del mismo modo abordan que a mayor agregacion plaquetaria, mayor trasmision de la luz y
viceversa. Estos cambios de luminiscencia o turbidez son el reflejo de la formacion de agregados
plaquetarios, derivados de microagregados.(!® Estos resultados concuerdan con la investigacion
donde la agregacion plaquetaria en el PRP con epinefrina como agonista permite el paso de la luz con
una desviacion estandar de 0,02 - 0,05.

Asi como, Silva y D'Amico,*® plantean que, el método de turbidimetria se basa en promover la
agregacion de plaquetas en PRP utilizaron varios agonistas (acido araquidénico, ADP, epinefrina vy
colageno). La agregacion resultante se mide a medida que la densidad 6ptica del PRP disminuye
cuando las plaquetas se agregan.

La intensidad y velocidad de esta disminucion estan altamente relacionadas y dependen de la funcion

plaquetaria.(?%:2%)
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De acuerdo con lo referido por Gémez et al.,*® la agregabilidad inducida por agonistas in vitro con
epinefrina en diferentes condiciones de almacenamiento, provoca una respuesta en la funcidn
plaquetaria e inducen la agregacion, estos resultados sugieren que las plaquetas mantienen su forma
discoide y lo suficiente estable como para reaccionar con los agonistas.

En el estudio multicéntrico de Platton et al.,’?? evalGan la agregacién de plaquetas automatizada en
los analizadores de coagulacion de la serie Sysmex CS, establecen rangos de referencia y un régimen
de prueba ideal, utilizan como agonistas ADP, acido araquiddnico, colageno, ristocetina, epinefrina,
la agregacion maxima se alcanz6 a los cinco minutos con ADP, coldageno, ristocetina, los demas
agonistas requirieron 10 minutos.

Los resultados descritos por Platton et al.,*® muestran diferencia con la investigacién, donde se
obtuvo la maxima agregacion a los tres minutos con la epinefrina. Ademas, hace referencia que el
resultado de la DO de cada muestra que se analizé estd en dependencia del tiempo y concentracion
de plaquetas, aunque en las revisiones se sugiere tiempo de agregacion de 10 minutos en
dependencia del agonista.

En los agonistas las concentraciones y valores normales de la agregometria para la epinefrina es de
11 x 10® mol/L - 1,1 x 10® mol/L, son patrones de referencia para el diagndstico de multiples
trastornos funcionales plaquetarios primarios o adquiridos, se recomienda el uso de una concentracion
inicial de epinefrina de 5 uM y de una dosis mas alta en muestras alteradas. Se usan dosis bajas de
epinefrina para la deteccién de dosis minima que induce la agregacién secundaria. (122

Las dosis de los agentes agregantes pueden variar en los diferentes centros. Las dosis estandarizadas
son las siguientes:!Y La epinefrina, por lo regular, se utiliza en dos dosis, la dosis alta en
concentracion de 2,5 x107 y la dosis baja en concentracién de 2,5 x 107,

Al margen de los resultados descritos en la bibliografia se hace referencia a la epinefrina como
agonista en el comportamiento de la agregacién, que permite investigar los mecanismos de accién
involucrados en este proceso, esto puede ayudar a comprender la fisiologia y la regulacién de la

agregacion plaquetaria, de esta se puede evaluar su capacidad para formar agregados.

CONCLUSIONES
Se comprobd la funcionalidad del PRP autdlogo con un estudio de agregacion plaquetaria
con epinefrina, estos resultados permiten tener una vision completa y general sobre la funcionabilidad

en el PRP.
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