
Plaquetas, sepsis y SDMO.                                                Tesis doctoral                                                      J.L. García-Allut

Resultados 125

4. RESULTADOS



Plaquetas, sepsis y SDMO.                                                Tesis doctoral                                                      J.L. García-Allut

Resultados 126

4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DEL ESTUDIO 1: “Análisis de los marcadores de activación

plaquetaria en pacientes con sepsis grave y fracaso multiorgánico; relación con

parámetros clínicos y evolutivos”

4.1.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL GRUPO CONTROL (GC)

Hemos definido como grupo control (GC) a un grupo constituído por 22 pacientes

ingresados en nuestra UCI médico-quirúrgica, sin evidencia de infección en el momento de

su inclusión, ni en las 48 horas siguientes. La edad media de este grupo control fue de 54 ±

14 años, con un rango entre 21 y 82 años. El parámetro edad sigue una distribución normal.

La distribución por sexos fue la siguiente: 14 varones (64%) y 8 mujeres (36%). La

puntuación del índice de gravedad APACHE II al ingreso del paciente en UCI resultó de 8

con un rango entre 1 y 35.

La enfermedad de base fue médica en 10 (44 %) pacientes y quirúrgica en los 12 (56

%) restantes. Los motivos de ingreso se describen en la tabla siguiente:

Tabla 4. Motivo de ingreso del grupo control.

        n        %

Postoperatorio de neurocirugía          5 23

Accidente vascular cerebral          4 18

Insuficiencia respiratoria aguda          4 18

Postoperatorio programado cirugía gral.          4 18

Postoperatorio cirugía máxilo-facial          2 9

Pancreatitis          2 9

Postoperatorio cirugía vascular          1 4,5
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En todos los pacientes incluídos en el grupo control, los cultivos de las diferentes

muestras biológicas realizados, así como los hemocultivos,  resultaron negativos. Recibían

tratamiento antibiótico como profilaxis de la cirugía programada, o como profilaxis de

posibles complicaciones de la enfermedad de base un total de 16 pacientes (73%).

En el momento de la inclusión, 10 pacientes (44%) precisaban ventilación

mecánica, aunque sólo uno (4,5%) evolucionó a SDRA durante su ingreso. Ninguno de los

pacientes del grupo control se encontraba en situación de shock. La estancia media de estos

pacientes fue de 14 ± 24 días, con un rango entre 2 y 123 días.

La mortalidad global del grupo control fue de 5 pacientes (23%),  falleciendo 3

(60%) pacientes en situación de muerte cerebral, y 2 (40%) en situación de fracaso

multiorgánico.

4.1.2.ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES SÉPTICOS (GS)

El grupo de estudio está formado por 46 pacientes con criterios de sepsis; 23 de

ellos (50%) cumplían criterios de sepsis grave en el momento de su inclusión, mientras que

los otros 23 pacientes (50%) pertenecen al grupo de la sepsis no grave. Estudiaremos

inicialmente las características de estos pacientes en su conjunto.

La edad media de la población de pacientes sépticos fue de 59 ± 15 años, con un

rango entre 22 y 79 años.  En el global de pacientes sépticos predominó el sexo masculino,

con una presencia de 29 varones (63%), y de 17 mujeres (37%). La puntuación APACHE II

en la población de pacientes sépticos en el momento de la inclusión en el estudio resultó de

20 (3-42). La enfermedad de base fue médica en 28 pacientes (61%), siendo quirúrgica en

los 18 restantes (39%).

4.1.2.1. Pacientes con sepsis no grave (SNG)
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Este grupo lo constituyen 23 pacientes que han presentado una edad media de 59 ±

16 años, con un rango entre 22 y 79 años.  La distribución por sexos en este grupo muestra

15 varones (65%) y 8 mujeres (35%). La puntuación APACHE II en el momento de

inclusión en el estudio resultó de 18 (3-27). La enfermedad de base fue médica en 14

pacientes (61%), mientras que fue quirúrgica en los 9 restantes (39%).

4.1.2.2. Pacientes con sepsis grave (SG)

También está constituído por 23 pacientes, que presentan una edad media de 60 ±

14 años, con un rango entre 28 y 79 años. Su distribución en función del sexo es la

siguiente: 14 pacientes (61%) fueron varones, mientras 9 (39%)  resultaron mujeres. La

puntuación del score APACHE II en este grupo en el momento de inclusión, fue de 22 (9-

42). Al igual que en el grupo anterior, la enfermedad de base fue médica en 14 pacientes

(61%), mientras que fue quirúrgica en los 9 restantes (39%).

4.1.2.3. Comparación entre grupos

Estudiando la variable edad, no hemos encontrado diferencias significativas entre el

grupo control (GC) y el global de la población a estudiar (GS); ni entre el grupo control

(GC) y cada uno de los grupos de sepsis grave (SG) y de sepsis no grave (SNG). Asimismo,

tampoco se han hallado diferencias al comparar estos dos grupos (SG y SNG).

Cuando analizamos la variable sexo, no existen diferencias significativas en la

proporción de un sexo sobre el otro, al comparar el grupo control (GC) con la población de

pacientes sépticos (GS) o sus grupos de pacientes con sepsis grave (SG) o sepsis no grave

(SNG). Tampoco se han encontrado diferencias al comparar estos grupos entre sí (SG y

SNG).

Sí que hemos encontrado diferencias al realizar el análisis comparativo de la

puntuación APACHE II entre el grupo control (GC) y el grupo de pacientes sépticos (GS)

(p<0.05). Asimismo, estas diferencias son significativas al comparar el grupo control (GC)
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con cada uno de los grupos a estudio (SG y SNG) (p<0.05). La diferencia en la puntuación

APACHE II entre los grupos de sepsis grave y sepsis no grave, no resultaron significativas.

Al estudiar la enfermedad de base, no hemos hallado diferencias significativas en el

origen médico o quirúrgico, entre el grupo control y el grupo de estudio, ni entre los grupos

de sepsis grave y sepsis no grave. En la tabla 5 se detallan los motivos de ingreso en UCI de

los pacientes sépticos.

Tabla 5. Motivo de ingreso

 Sepsis no grave  Sepsis grave    Total (GS)

n % n % N %

Insuficiencia respiratoria 10 43 9 39 19 82

Sepsis 6 26 7 30 13 56

Postoperatorio cirugía general 3 13 4 17 7 30

Postoperatorio cir. maxilofacial 2 9 1 4.5 3 13

Postoperatorio cir. vascular 2 9 1 4.5 3 13

Pancreatitis 0 0 1 4.5 1 4.5

4.1.2.4. Estudio microbiológico

Haciendo una valoración global (GS) sobre el lugar de adquisición de la infección,

observamos que la infección extrahospitalaria fue la más frecuente, con un total de 29 casos

(63%), seguido de la adquisición intraUCI con 11 casos (24%), y por último la infección

intrahospitalaria con 6 casos (13%). Si analizamos el lugar de adquisición por grupos,

encontramos que en el grupo de pacientes con sepsis no grave (SNG), 14 casos (61%)

fueron de infección extrahospitalaria, seguido de 6 casos (27%) en los que la adquisición

ocurrió intraUCI, y 3 casos (13%) de infección intrahospitalaria. En el grupo de sepsis

grave (SG), 15 casos (65%) fueron de origen extrahospitalario, 5 casos (22%) cuya

adquisición fue intraUCI, y 3 casos (13%) de infección intrahospitalaria. No hemos

encontrado diferencias significativas con respecto al lugar de adquisición de la infección

entre ambos grupos.
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Cuando analizamos el foco de la infección de forma global (GS), encontramos que

en 19 casos  (41%) el origen fue respiratorio, en 10 casos (22%) el foco de la infección fue

urinario, en 7 casos (15%) la infección tuvo su origen en el abdomen, en 3 casos (6,5%) el

foco fue el SNC, en otros 3 casos (6,5%) se debió a una sepsis por catéter, en 1 caso (2%)

el origen fue ginecológico, y en 2 casos (4%) no se pudo determinar el foco de la infección.

En la tabla 6, se representa la distribución por focos en cada grupo de estudio.

Tabla 6. Foco de infección

       Sepsis no grave          Sepsis grave

n % n %

Respiratorio 11 48 9 39

Urinario 4 17 6 26

Abdominal 3 13 4 17

SNC 2 9 1 4.5

Cateter 2 9 1 4.5

Ginecológico 0 0 1 4.5

Desconocido 1 4.5 1 4.5

Por lo que respecta al cultivo del foco de la infección, del global de pacientes

sépticos, éste resultó positivo en 26 casos (57%). Del grupo de sepsis no grave (SNG), el

número de casos con cultivo positivo fue de 12 (56%), mientras que en el grupo de

pacientes con sepsis grave (SG), los cultivos del foco de la infección fueron positivos en 14

casos (61%). Las diferencias entre grupos no son estadísticamente significativas.

Por lo que respecta al hallazgo de bacteriemia, los hemocultivos resultaron positivos

en 5 pacientes (21%) del grupo de sepsis no grave (SNG), y en 9 pacientes (39%) del grupo

de sepsis grave (SG). Esta diferencia se determinó significativa (p<0.05). Se detectó

bacteriemia por bacilos gram negativos (BGN) en 8 casos (17%) del total de pacientes

sépticos, y la bacteriemia producida por cocos gram positivos (CGP) se detectó en 6 casos

(13%). El BGN aislado en los hemocultivos con más frecuencia fue el Escherichia coli (5

casos), mientras que el CGP aislado en más ocasiones fue el Streptococcus pneumoniae (3

casos).
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Cuando analizamos los microorganismos responsables de la sepsis, el cultivo resultó

monomicrobiano en 19 casos (41%),  y  polimicrobiano en 9 pacientes (20%). Todos los

microorganismo aislados fueron bacterias, no habiéndose aislado en nigún caso un agente

fúngico. En las sepsis monomicrobianas se aislaron 8 especies distintas: Escherichia coli

(31%), Pseudomonas aeruginosa (19%), Streptococcus pneumoniae (15%), Staphilococcus

aureus (8%), Enterobacter cloacae (8%), Proteus mirabilis (8%), Klebsiella pneumoniae

(8%) y Stenotrophomonas maltophilia (4%). La distribución por grupos de estos

microorganismos se muestra en la tabla 7.  En las sepsis polimicrobianas se aislaron en 5

casos 2 gérmenes, y en 2 casos 3 microorganismos. Las combinaciones de

microorganismos aislados en cultivos polimicrobianos se muestra en la tabla 8.

Tabla 7. Microorganismos aislados en cultivos monomicrobianos

Sepsis no grave   Sepsis grave    Total (GS)

Escherichia coli            3            5      8 (31%)

Pseudomonas aeruginosa            2            3      5 (18%)

Streptococcus pneumonie            2            2      4 (15%)

Staphilococcus aureus            1            2      3 (12%)

Enterobacter cloacae            1            1      2 (8%)

Proteus mirabilis            2            0      2 (8%)

Klebsiella pneumoniae            1            1      2 (8%)

Stenotrophomona maltophilia             0            1      1 (4%)

Tabla 8. Microorganismos aislados en cultivos polimicrobianos

Pseudomonas aeruginosa + Enterobacter cloacae

Pseudomonas aeruginosa + Escherichia coli

Enterococcus faecalis + Escherichia coli

Enterococcus ffaecalis + Bacteroides fragilis

Sraphilococcus aureus + Haemophilus influenzae

Escherichia coli + Pseudomonas aeruginosa + Streptococcus mitis

Escherichia coli + Enterococcus faecium + Clostridium sp
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4.1.2.5. Datos analíticos

Los datos analíticos estudiados a continuación, se centran en parámetros

hematológicos y bioquímicos, interesantes no sólo para una correcta descripción de cada

grupo, sino también para realizar un análisis posterior, que nos ayude a interpretar los datos

obtenidos por citometría de flujo de la población de leucocitos y de plaquetas.

De las variables analizadas, la cifra de leucocitos, plaquetas y tiempo de

protrombina e INR (international normalized ratio), siguieron una distribución normal.

Expondremos a continuación sus resultados como media y desviación estándar, así como la

comparación entre grupos.

El grupo de pacientes sépticos (GS) presentó los siguientes valores: leucocitos

17.844 ± 10.126, plaquetas 190.100 ± 94.559, tiempo de protrombina 73.5 ± 22.73 %, e

INR 1.35 ± 0.46. Mientras del grupo control (GC) obtuvimos los siguientes valores:

leucocitos 13.554 ± 3.805, plaquetas 257.409 ± 84.989, tiempo de protrombina de 83.23

±11.75, e INR 1.20 ± 0.19.  Con respecto al grado de significación de las diferencias

obtenidas, observamos que existen diferencias significativas entre las cifras de leucocitos

de ambos grupos (p<0.05),  y entre las cifras de plaquetas de los grupos descritos (p<0.05),

no existiendo diferencia en lo que se refiere al tiempo de protrombina e INR.

A continuación mostraremos en la tabla 9 los valores obtenidos para las variables

anteriores, pero describiendo a cada grupo de estudio por  separado.

Tabla 9. Algunos datos analíticos. Comparación entre grupos.

Leucocitos Plaquetas INR

  X ds x Ds x ds

Grupo control 13.554 3.805 257.409 84.989 1.20 0.19

Sepsis no grave 14.076 5.545 224.285 99.798 1.23 0.28

Sepsis grave 22.070 12.262 177.046 89.395 1.51 0.56

 p<0.05 Existe diferencia significativa entre el grupo sepsis grave y los otros dos grupos.
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Cuando estudiamos las cifras de leucocitos, el grupo de sepsis grave (SG) presentó

leucocitosis en un grado significativamente (p<0.05) superior que los grupos de sepsis no

grave (SNG) y que el grupo control (GC); la diferencia de la cifra de leucocitos entre estos

dos últimos grupos no es significativa. Con respecto a los valores referidos a las plaquetas,

nos encontramos que la diferencia entre el grupo de SG y el grupo GC es significativa

(p<0.05), y lo mismo ocurre entre el grupo SG y SNG (p<0.05) mientras no existe

diferencia entre SNG y GC. Al estudiar el INR, encontramos que existen diferencias

(p<0.05) al comparar el grupo SG con los pacientes de los grupos SNG y GC; mientras esta

diferencia no se mantiene al comparar los grupos SNG y GC entre sí. Estos resultados

referidos al INR, se mantienen para el tiempo de protrombina de nuestro laboratorio.

El resto de variables biológicas determinadas (entre otras: equilibrio ácido-base,

ionograma, hemograma, estudio de función hepática y renal, relación paO2/fiO2) han sido

necesarias para el cálculo de los scores APACHE II y SOFA, que nos ayudan

respectivamente a estudiar el grado de gravedad del paciente a su ingreso, y a cuantificar el

grado de disfunción multiorgánica. Los valores del APACHE II para cada grupo, los hemos

descrito previamente. A continuación estudiaremos el grado de disfunción multiorgánica.

4.1.2.6. Estudio de la disfunción multiorgánica: SOFA

Las bases teóricas y prácticas de este score SOFA (Sepsis-related Organ Failure

Assessment), han sido descritas ampliamente en los apartados de Introducción y Material y

Métodos. Recordaremos que se estudia el número de órganos disfuncionantes (respiratorio,

hematológico, hepático, cardiovascular, SNC y renal), así como el grado de disfunción  (0-

4) de cada uno de ellos.  A continuación describiremos el score SOFA de cada grupo de

estudio, realizando posteriormente un desglose por sistemas.

Hemos encontrado que en la población de sepsis no grave, la puntuación total para

el SOFA expresado es de 3.2 ± 1.6, mientras que en la población de sepsis grave este valor

asciende a 10.9 ± 4.6, siendo la diferencia entre ambos valores significativa (p<0.05). En la
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tabla 10 describimos el grado de presentación de cada disfunción orgánica, así como su

significación.

       Tabla 10. Disfunción orgánica y score SOFA. Comparación entre grupos.

Sepsis no grave Sepsis grave

x ds x ds

Respiratorio 1.33 1.35 2.41 1.60

Coagulación 0.62 0.80 2.35 1.66

Hepático 0.19 0.51 1.12 1.17

Cardiovascular 0.42 0.67 3.06 1.43

SNC 0.14 0.35 1.71 1.10

Renal 0.48 0.68 1.41 1.18

GLOBAL 3.19 1.63 10.88 4.6

∗ Todas las diferencias entre ambos grupos han resultado significativas (p<0.05)

Como podemos observar, el órgano que ha disfuncionado con mayor frecuencia y

gravedad en el grupo de la sepsis grave, ha sido el sistema cardiovascular, que ha

presentado diferentes grados de disfunción en los 23 pacientes del grupo. Le ha seguido el

fracaso renal, que se ha presentado en 17 pacientes, con valores de disfunción

habitualmente por debajo de 3, por lo que aportan poco peso a la puntuación total del

SOFA. A continuación sigue el sistema respiratorio, que ha fracasado en 13 pacientes, y

tras él, se sitúa la coagulación, que ha presentado disfunción en 9 pacientes. Los órganos

que han disfuncionado con menor frecuencia, y a su vez en menor grado,  han sido el SNC

y el hígado.

 4.1.2.7. Correlación APACHE II y SOFA

Hemos encontrado una correlación significativa entre el APACHE II en el momento

de inclusión en el estudio, y el número de órganos disfuncionantes según el score SOFA

(r=0.40, p<0,001).

4.1.2.8. Datos evolutivos
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La estancia media de los pacientes sépticos (GS) en UCI, fue de 19 ± 16 días, con

un rango entre 1 y 112 días. Distribuyéndose del siguiente modo: el grupo de pacientes con

sepsis no grave presentó una estancia media de 14 ± 12 días, con un rango entre 1 y 52 días,

mientras que el grupo de la sepsis grave, presentó una estancia media de 22 ± 21 días, con

un rango entre 1 y 112 días. Estas diferencias entre grupos, no resultaron significativas;

tampoco lo fueron cuando se las comparó con el grupo control.

La mortalidad global de los pacientes sépticos fue del 41.3 %. Cuando realizamos el

análisis de mortalidad, ésta resultó del 21.7 % en el grupo de la sepsis no grave, mientras

que la mortalidad en el grupo de la sepsis grave ascendió al 60.8 %. La mortalidad en el día

28 en el grupo de sepsis no grave resultó del 26.1 %, mientras que en el grupo de la sepsis

grave, fue del 69.6%. En ambos casos, la diferencia de mortalidad entre ambos grupos,

resultó significativa (P<0.05). La mortalidad del grupo control resultó de 23 %, sin

diferencias con respecto al grupo de sepsis no grave, pero significativamente inferior a la

mortalidad del grupo de la sepsis grave (P<0.05).

Asimismo, hemos encontrado una correlación positiva entre los valores para los

scores APACHE II y SOFA de los pacientes sépticos (GS), y la mortalidad  (p<0.05).

4.1.3. ESTUDIO DE LOS AGREGADOS PLAQUETARIOS

4.1.3.1. Valores de normalidad

Para establecer las normalidades en nuestro laboratorio para la técnica descrita en el

apartado 3.1.6.3.1. de Material y método, hemos analizado a 20 donantes sanos. Los

resultados han mostrado que la población sana presenta un “porcentaje de expresión de

agregados plaquetarios” del 4.02 ± 1.44, con un rango entre el 1.90  y el 6.32.

4.1.3.2. Grupo control
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El grupo de pacientes de UCI sin sepsis, que constituyen el grupo control, han

presentado un valor para la variable “porcentaje de agregados plaquetarios” expresados en

forma de media ± desviación estándar de 4.52 ± 1.76, con un rango entre 2.58  y 9.89.

4.1.3.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

El grupo de SNG ha presentado los siguientes porcentajes de agregados, expresados

como media ± desviación estándar: 3.90 ± 1.43 , con un rango entre 2.37 y 7.19. 

4.1.3.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentó para la variable “porcentaje de

agregados plaquetarios” los siguientes valores de media ± desviación estándar: 7.85 ± 6.58,

con un rango entre 2.52 y 25.30.

4.1.3.5. Comparación entre grupos

No encontramos diferencias significativas entre la población sana que ha servido

para conocer la normalidad de nuestro protocolo en nuestro laboratorio, y la población del

grupo control, constituído por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos hallado

diferencia estadística entre estos grupos y el grupo de pacientes con sepsis no grave.

Si que hemos calculado una diferencia significativa (P<0.05) entre los valores de la

variable “porcentaje de agregados plaquetarios” obtenidos para el grupo de pacientes con

sepsis grave, y los obtenidos para los otros grupos mencionados: normalidad, grupo control,

y grupo de sepsis no grave. En la figura 6 observamos la representación gráfica de estos

resultados.
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Figura 6. Agregados plaquetares: resultados según grupos. Observamos que en el grupo de
sepsis grave existe un porcentaje de agregados plaquetares significativamente mayor (P<0.05) que
en el grupo de sepsis no grave o que en el grupo control. Asimismo, no encontramos diferencias en
los agregados obtenidos entre la población sana, el grupo control y el grupo de sepsis no grave. La
media de los valores de normalidad, se muestra como una linea discontínua.

4.1.4. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE PAC-1

4.1.4.1. Valores de normalidad

Se exponen los resultados del análisis de la expresión del marcador PAC-1,

correspondiente al receptor plaquetario para el fibrinógeno en su forma activada, en un

grupo de 20 donantes sanos, según el protocolo descrito en el apartado 3.1.6.3.2. de

Material y método. Los valores de normalidad que hemos obtenido, expresados como

“porcentaje de células positivas para el anticuerpo PAC-1”, es de 1.18 ± 0.75, con un rango
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entre 0.15 y 3.40. Estos valores los podemos desglosar en dos: el porcentaje de células

PAC-1 positivas que existen en el grupo de plaquetas libres, y el que aparece en el grupo de

agregados plaquetares. Así, en las plaquetas libres nos encontramos con unos valores

expresados como media y desviación estándar, de 0.98 ± 0.65,  con un rango entre 0.15 y

3.45, mientras que en la población de agregados plaquetares, los valores que expresan el

porcentaje de células PAC-1 positivas es de 5.22 ± 3.85, con un rango entre 1.98 y 16.33 ,

estas diferencias resultaron significativas (p<0.05).

4.1.4.2. Grupo control

El grupo de pacientes de UCI sin sepsis, que constituyen el grupo control, han

presentado un valor para la variable “porcentaje de plaquetas positivas para el marcador

PAC-1” expresados en forma de media ± desviación estándar de 0.99 ±  0.77, con un rango

entre 0.36 y 3.60.

Cuando desglosamos los valores en función de la subpoblación plaquetaria,

encontramos que: en el grupo de plaquetas libres, el porcentaje de células PAC-1 +, es de

0.75 ± 0.69, con un rango entre 0.17 y 3.03, mientras que en el grupo de plaquetas

agregadas, los valores de plaquetas PAC-1 + resultaron de 5.94 ± 4.51 , con un rango entre

2.02 y 19.52. La diferencia de células PAC-1 + entre dichas poblaciones  resultó

significativa (P<0.05).

4.1.4.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

La población global de plaquetas de muestras obtenidas en el grupo de SNG ha

presentado los siguientes porcentajes de plaquetas PAC-1 positivas, expresados como

media ± desviación estándar: 1.04 ± 0.57, con un rango entre 0.29 y 1.90. Cuando

desglosamos los resultados en función de la subpoblación de plaquetas estudiada,

observamos que en el subgrupo de las plaquetas libres, el “ % de células PAC-1 positivas”

ha sido de 0.80 ± 0.54, con un rango entre 0.10 y 0.68, mientras que en la población de

plaquetas agregadas, la expresión de PAC-1 fue de 6.23 ± 3.93, con un rango entre 1.69 y
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18.19. La diferencia en la expresión de PAC-1 entre ambas poblaciones, resultó

significativa (P<0.05). 

4.1.4.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentó para la variable “porcentaje de

plaquetas positivas para PAC-1” los siguientes valores de media ± desviación estándar:

4.07 ± 4.49, con un rango entre 0.46 y 14.58.

Al estudiar las dos subpoblaciones de plaquetas, encontramos que en el grupo de

plaquetas libres, el porcentaje de células PAC-1 positivas, fue de 2.55 ± 3.57 , con un rango

entre 0.16 y 11.69, mientras que en el grupo de agregados plaquetares las células PAC-1

positivas presentaron la siguiente frecuencia: 19.12 ± 10.31, con un rango entre 6.87 y

48.08. La diferencia entre las plaquetas PAC-1 positivas de ambas subpoblaciones, resultó

significativa (P<0.05).

4.1.4.5. Comparación entre grupos

No hemos encontrado diferencias significativas entre la población sana que ha

servido para conocer la normalidad de nuestro protocolo en nuestro laboratorio, y la

población del grupo control, constituído por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos

hallado diferencia estadística entre estos grupos y el grupo de pacientes con sepsis no

grave.

 Si que hemos calculado una diferencia significativa (P<0.05) entre los valores de la

variable “porcentaje de plaquetas que expresan el marcador PAC-1” obtenidos, al estudiar

la población global de plaquetas, para el grupo de pacientes con sepsis grave, y los

obtenidos para los otros grupos mencionados: normalidad, grupo control, y grupo de sepsis

no grave. La misma significación se mantiene cuando analizamos por separado las

subpoblaciones de plaquetas libres y de plaquetas agregadas (P<0.05). En la figura

siguiente, observamos la representación gráfica de estos resultados.
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Figura 7. Expresión de PAC-1 en función de la población plaquetaria y del grupo analizado.
Observamos el porcentaje de células PAC-1 positivas en la subpoblación de plaquetas libres y en la
subpoblación de plaquetas agregadas, en los diferentes grupos estudiados: grupo control, grupo de
sepsis no grave y grupo de sepsis grave. La línea discontínua refleja la media para la normalidad.
Encontramos que los valores de células PAC-1 +, en el grupo de pacientes sépticos graves, para
cada una de las subpoblaciones, es significativamente más elevado que en los grupos control y de
sepsis no grave (P<0.05). Asimismo, no existen diferencias entre la población control y la de
pacientes con sepsis no grave, ni entre estos y la población sana.

4.1.5. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE CD62P (P-SELECTINA)

4.1.5.1. Valores de normalidad

Exponemos a continuación los resultados del análisis de la expresión del marcador

CD62P o P-selectina, correspondiente a parte de la membrana de los gránulos alfa

plaquetarios expresados tras la activación plaquetar en la superficie de las plaquetas, en un

grupo de 20 donantes sanos, según el protocolo descrito en el apartado 3.1.6.3.2. de
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Material y método. Los valores de normalidad que hemos obtenido, expresados como

porcentaje de células positivas para el anticuerpo CD62P, es de 3.45 ± 1.28, con un rango

entre 1.25 y 5.40. Estos valores los podemos desglosar en dos: el porcentaje de células

CD62P positivas que existen en el grupo de plaquetas libres, y el que aparece en el grupo

de agregados plaquetares. Así, en las plaquetas libres nos encontramos con unos valores

expresados como media y desviación estándar, de 2.63 ± 1.25,  con un rango entre 0.98 y

5.87, mientras que en la población de agregados plaquetares, los valores que expresan el

porcentaje de células CD62P positivas es de 7.07 ± 4.28, con un rango entre 2.31 y 16.11,

estas diferencias resultaron significativas (p<0.05).

4.1.5.2. Grupo control

El grupo de pacientes de UCI sin sepsis, que constituyen el grupo control, han

presentado un valor para la variable “porcentaje de plaquetas positivas para el marcador

CD62P” expresados en forma de media ± desviación estándar de 4.57 ±  2.71, con un rango

entre 0.83 y 9.39.

 Cuando desglosamos los valores en función de la subpoblación plaquetaria,

encontramos que: en el grupo de plaquetas libres, el porcentaje de células CD62P +, es de

4.39 ± 2.75 , con un rango entre 0.51 y 9.45, mientras que en el grupo de plaquetas

agregadas, los valores de plaquetas CD62P + resultaron de 7.21 ± 3.06, con un rango entre

1.52 y 12.90. La diferencia de células CD62P + entre dichas poblaciones  resultó

significativa (P<0.05).

4.1.5.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

La población global de plaquetas de muestras obtenidas en el grupo de SNG ha

presentado los siguientes porcentajes de plaquetas CD62P positivas, expresados como

media ± desviación estándar: 2.97 ± 1.28, con un rango entre 1.40 y 6.57. Cuando

desglosamos los resultados en función de la subpoblación de plaquetas estudiada,

observamos que en el subgrupo de las plaquetas libres, el % de células CD62P + ha sido de
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2.76 ± 1.32, con un rango entre 1.13 y 6.47, mientras que en la población de plaquetas

agregadas, la expresión de CD62P fue de 8.08 ± 4.77, con un rango entre 2.66 y 21.22. La

diferencia en la expresión de CD62P entre ambas poblaciones, resultó significativa

(P<0.05). 

4.1.5.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentó para la variable “porcentaje de

plaquetas positivas para CD62P” los siguientes valores de media ± desviación estándar:

9.94 ± 10.95, con un rango entre 1.51 y 48.46. Al estudiar las dos subpoblaciones de

plaquetas, encontramos que en el grupo de plaquetas libres, el porcentaje de células CD62P

+, fue de 8.92 ± 11.28, con un rango entre 0.62 y 47.47, mientras que en el grupo de

agregados plaquetares las células CD62P positivas presentaron la siguiente frecuencia:

23.59 ± 10.79, con un rango entre 10.67 y 61.54. La diferencia entre las plaquetas CD62P

positivas de ambas subpoblaciones, resultó significativa (P<0.05).

4.1.5.5. Comparación entre grupos

No hemos encontrado diferencias significativas entre la población sana que ha

servido para conocer la normalidad de nuestro protocolo, y la población del grupo control,

constituído por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos hallado diferencia estadística

entre estos grupos y el grupo de pacientes con sepsis no grave. Si que hemos calculado una

diferencia significativa (P<0.05) entre los valores de la variable “porcentaje de plaquetas

que expresan el marcador CD62P” obtenidos, al estudiar la población global de plaquetas,

para el grupo de pacientes con sepsis grave, y los obtenidos para los otros grupos

mencionados: normalidad, grupo control, y grupo de sepsis no grave. La misma

significación se mantiene cuando analizamos por separado las subpoblaciones de plaquetas

libres y de plaquetas agregadas (P<0.05). En la figura siguiente, observamos la

representación gráfica de estos resultados.
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Figura 8. Expresión de CD62P en función de la población plaquetaria y del grupo analizado.
Observamos el porcentaje de células CD62P positivas en la subpoblación de plaquetas libres y en la
subpoblación de plaquetas agregadas, en los diferentes grupos estudiados: grupo control, grupo de
sepsis no grave y grupo de sepsis grave. La línea discontínua refleja la media para la normalidad.
Encontramos que los valores de células CD62P +, en el grupo de pacientes sépticos graves, para
cada una de las subpoblaciones, es significativamente más elevado que en los grupos control y de
sepsis no grave (P<0.05). Asimismo, no existen diferencias entre la población control y la de
pacientes con sepsis no grave, ni entre estos y la población sana.

4.1.6. ESTUDIO DE LOS AGREGADOS LEUCO-PLAQUETARES

4.1.6.1. Valores de normalidad

En primer lugar expondremos los valores obtenidos según el protocolo descrito en el

apartado 3.1.6.3.3. de Material y método, en un grupo de 20 donantes sanos. Denominamos

a la variable que analizamos “agregados leucoplaquetares –ALP-“, la cual se refiere al

porcentaje de leucocitos que detectamos unidos a plaquetas, sobre el total de leucocitos.
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Los valores de normalidad que hemos obtenido, expresados como “porcentaje de agregados

leuco-plaquetares”  es de 3.52 ± 2.78, con un rango entre 0.75 y 8.41.

4.1.6.2. Grupo control

El grupo de pacientes de UCI sin sepsis, que forman el grupo control, han

presentado un valor para la variable “porcentaje de agregados leuco-plaquetares”

expresados en forma de media ± desviación estándar de 3.73 ±  2.65, con un rango entre

0.94 y 13.38.

4.1.6.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

La población global de plaquetas de muestras obtenidas en el grupo de SNG ha

presentado los siguientes porcentajes de agregados leuco-plaquetares, expresados como

media ± desviación estándar: 3.63 ± 2.49, con un rango entre 0.48 y 11.76.

4.1.6.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentó para la variable “porcentaje de

agregados leuco-plaquetares” los siguientes valores de media ± desviación estándar: 10.41

± 12.00, con un rango entre 1.32 y 53.85.

4.1.6.5. Comparación entre grupos

No hemos encontrado diferencias significativas entre la población sana que ha

servido para conocer la normalidad de nuestro protocolo, y la población del grupo control,

constituído por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos hallado diferencia estadística

entre estos grupos y el grupo de pacientes con sepsis no grave. Si que hemos calculado una

diferencia significativa (P<0.05) entre los valores de la variable “porcentaje de agregados

leuco-plaquetares” obtenidos, al estudiar la población global de plaquetas, para el grupo de

pacientes con sepsis grave, y los obtenidos para los otros grupos mencionados: normalidad,
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grupo control, y grupo de sepsis no grave. En las figura siguiente, observamos la

representación gráfica de estos resultados.

Figura 9. Expresión del porcentaje de agregados leuco-plaquetares. Se muestra en esta gráfica,
que en el análisis por grupos estudiados, el grupo de sepsis grave, presenta unos valores para la
expresión de agregados leuco-plaquetares significativamente mayor (P<0.05) que la población sana
(línea discontínua), el grupo control, o el grupo de sepsis no grave. Asimismo, no hemos encontrado
diferencias al comparar los tres últimos grupos mencionados.

4.1.7. CORRELACIÓN ENTRE DIFERENTES PARÁMETROS DE ACTIVACIÓN

PLAQUETARIA

Cuando estudiamos si existe alguna correlación significativa entre los parámetros de

activación plaquetaria descritos en los capítulos anteriores, encontramos los resultados que

exponemos a continuación en la tabla 11. Dichos resultados se basan en el análisis de la

población séptica, que incluye a pacientes con sepsis grave, y a pacientes con sepsis no

grave.
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Se describe una correlación positiva significativa, entre la variable “agregados

plaquetares” y la expresión de los marcadores de activación plaquetar CD62P y PAC-1, en

todas las subpoblaciones de plaquetas. Asimismo, también existe una correlación positiva

al estudiar el grado de expresión de los marcadores CD62P y PAC-1 en la población global

de plaquetas y en la subpoblación de plaquetas agregadas. Los agregados leuco-plaquetares

sólo se correlacionan con el grado de expresión de dichos marcadores CD62P y PAC-1, en

la subpoblación de agregados plaquetares.

AP ns

CD62P
PL

ns r=0.32
p<0.05

CD62P
AP

r=0.33
p<0.05

r=0.38
p<0.05

r=0.45
p<0.01

CD62P
T

ns r=0.34
p<0.05

r=0.96
p<0.01

r=0.60
p<0.01

PAC-1
PL

ns r=0.37
p<0.05

ns ns ns

PAC-1
AP

r=0.39
p<0.05

r=0.43
p<0.01

ns r=0.83
p<0.01

r=0.39
p<0.05

ns

PAC-1
T

ns r=0.60
p<0.01

ns r=0.38
p<0.05

r=0.36
p<0.05

r=0.87
p<0.01

r=0.55
p<0.01

ALP AP CD62P
PL

CD62P
AP

CD62P
T

PAC-1
PL

PAC-1
AP

Tabla 11. Correlación entre diferentes parámetros de activación plaquetar.

4.1.8. ACTIVACIÓN PLAQUETARIA Y DATOS EPIDEMIOLÓGICOS

No encontramos diferencias significativas en las diferentes variables de activación

plaquetaria, según los diferentes grupos de edad, sexo, patología de base, o factores de

riesgo cardiovascular: hipertensión arterial, dislipemia, diabetes mellitus o tabaquismo.

Cuando analizamos la correlación entre las variables de activación plaquetarias y el

APACHE II, encontramos una correlación positiva estadisticamente significativa, entre la

variable “ % de agregados plaquetares” y el APACHE II  (r=0.56, p<0.01).
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Asimismo, encontramos una correlación positiva entre la variable “% de plaquetas

PAC-1 positivas” y el APACHE II, tanto en la población global de plaquetas (r=0.43,

p<0.05), como en la subpoblación de plaquetas libres (r=0.35, p<0.05), no así, en la

subpoblación de plaquetas agregadas. Cuando la variable analizada es el “% de plaquetas

CD62P positivas”, ésta presenta una correlación positiva con el APACHE II, tanto en la

población plaquetaria total (r=0.53, p<0.01), como en la subpoblación de plaquetas libres

(r=0.48, p<0.01), no hallándose dicha correlación al analizar la subpoblación de agregados

plaquetares. El análisis de la variable “% de agregados leuco-plaquetares” tampoco se ha

correlacionado con el APACHE II.

4.1.9. ACTIVACIÓN PLAQUETARIA Y DATOS MICROBIOLÓGICOS

No existieron diferencias significativas en los diferentes marcadores de activación

plaquetares estudiados, en función del lugar de adquisición de la infección:

extrahospitalario, intrahospitalario e intraUCI. Asimismo, tampoco se encontraron

diferencias en los diferentes marcadores de activación plaquetares en función del tipo de

aislamiento microbiológico: sepsis por gramnegativos, sepsis por grampositivos, sepsis

polimicrobiana y sepsis sin confirmación microbiológica.

Cuando estudiamos si existen diferencias en la expresión de parámetros de

activación plaquetaria en función del foco de la infección, no encontramos dichas

diferencias.

Tampoco existe una diferencia significativa entre los valores obtenidos de

activación plaquetaria, entre los pacientes sépticos cuyos hemocultivos resultaron positivos,

y aquellos en los que las muestras sanguíneas no mostraron crecimiento bacteriano.
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4.1.10. ACTIVACIÓN PLAQUETARIA Y DATOS ANALÍTICOS

Cuando estudiamos la relación entre  el número de plaquetas circulantes y los

marcadores de activación analizados, encontramos una correlación negativa entre la cifra de

plaquetas y los agregados plaquetares, es decir, encontramos mayor número de agregados

plaquetares en los pacientes con trombocitopenia. Igualmente, hallamos una correlación

negativa entre la cifra de plaquetas y el grado de expresión de P-selectina, y de PAC-1 en la

población global de plaquetas.

ALP ns

CD62P
T

r=0.34
p<0.05

ns

PAC-1
T

r=0.60
p<0.01

ns ns

Leucocitos ns ns ns ns

Plaquetas r=-0.37
p<0.05

ns r=-0.37
p<0.05

r=-0.34
p<0.05

r=-0.32
p=0.05

INR ns ns r=0.35
p<0.05

r=0.49
p<0.01

ns r=-0.37
p<0.05

Hemoglobina ns r=-0.38
p<0.05

ns ns ns ns Ns

AP ALP CD62P-T PAC-1-T Leucocitos Plaquetas INR

Tabla 12. Correlación entre activación plaquetar y datos analíticos.

Encontramos una correlación positiva entre el INR y el grado de expresión de P-

selectina, y de PAC-1 en la población total de plaquetas; existiendo una correlación

negativa entre la cifra de plaquetas y el INR, de forma que a mayor prolongación del INR,

más activación plaquetar y mayor trombocitopenia.

Encontramos también, una correlación negativa entre las cifras de la hemoglobina y

los agregados leucoplaquetares; es decir, en aquellos pacientes con mayor porcentaje de

agregados leucoplaquetares, los niveles de hemoglobina son menores.
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4.1.11. ACTIVACIÓN PLAQUETARIA Y DISFUNCIÓN ORGÁNICA

Cuando analizamos la correlación entre la activación de los diferentes marcadores

plaquetarios y el grado de disfunción orgánica de cada uno de los 6 órganos estudiados,

hallamos diferentes grados de correlación, que mostramos en la tabla 13.

cardio-
vascular

coagulación respiratorio renal hígado SNC SOFA
GLOBAL

ALP ns ns ns ns ns ns ns

AP r=0.37

p<0.05

r=0.50

p<0.01

r=0.27

p<0.05

r=0.41

p<0.05

r=-0.65

p<0.01

r=0.30

p<0.05

r=0.55

p<0.01

PAC-1-PL r=0.35

p<0.05

r=0.45

p<0.01

ns r=0.30

p=0.05

ns ns r=0.42

p<0.05

PAC-1-AP r=0.71

p<0.01

ns ns ns r=0.48

p<0.01

r=0.64

p<0.01

r=0.64

p<0.01

PAC-1-T r=0.49

p<0.01

r=0.41

p<0.05

r=0.33

p<0.05

r=0.34

p<0.05

r=0.51

p<0.01

r=0.45

p<0.01

r=0.58

p<0.01

CD62P-PL r=0.36

p<0.05

r=0.39

p<0.01

ns ns ns ns r=0.40

p<0.05

CD62P-AP r=0.67

p<0.01

ns ns ns r=0.36

p<0.05

r=0.64

p<0.01

r=0.63

p<0.01

CD62P-T r=0.46

p<0.01

r=0.40

p<0.05

ns r=0.41

p<0.05

ns r=0.49

p<0.01

r=0.56

p<0.01

Tabla 13. Correlación entre marcadores de activación plaquetar y disfunción orgánica.

4.1.12. ACTIVACIÓN PLAQUETARIA Y EVOLUCIÓN CLÍNICA

Si analizamos la relación existente entre los marcadores de activación plaquetaria

estudiados y la evolución de los pacientes sépticos, encontramos que la mortalidad se

asocia con un mayor grado de expresión del marcador PAC-1 (p<0.05), así como con la P-

selectina (p<0.05) tanto en la población total de plaquetas, como en la subpoblación de

plaquetas libres, no así al estudiar la subpoblación de plaquetas agregadas. Tampoco hemos

encontrado una asociación entre mortalidad y agregados leucoplaquetares o agregados
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plaquetares. Los resultados son los mismos cuando analizamos la mortalidad en el día 28

tras el inicio del cuadro séptico. El valor predictivo para la mortalidad obtenido con ambos

marcadores tiene una potencia limitada; así  la expresión de PAC-1 en la población global

de plaquetas  posee –para un punto de corte del 4%- una especificidad del 78% pero una

sensibilidad del 50%, mientras la expresión de CD62P en la misma población global de

plaquetas muestra –para un punto de corte del 6%- una especificidad del 61% y una

sensibilidad del 57%.
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4.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO 2: “Modulación de la reactividad plaquetaria

por los hematíes en la sepsis: análisis in vitro del papel regulador de las interleuquinas

(IL) 1 , 6 y 10, sobre dicha reactividad”

4.2.1. EFECTO DE LOS ERITROCITOS SOBRE LA REACTIVIDAD

PLAQUETARIA EN INDIVIDUOS SANOS

Basándonos en el procedimiento experimental descrito en  Material y métodos (3.2),

estudiaremos en primer lugar cómo la función plaquetaria se puede modificar en función de

los componentes celulares sanguíneos presentes en el experimento. Realizaremos el

estudio, determinando el papel que tienen los hematíes sobre el reclutamiento plaquetario, y

sobre la activación plaquetaria, medida ésta, cómo el porcentaje de serotonina liberada por

las plaquetas del total que poseen sus gránulos. La  cuantificación de serotonina liberada, la

realizaremos por técnicas de radioimnunoensayo, lo que representa una modificación de la

descripción inicial de la técnica que realizaba esta cuantificación por medio de marcaje

isotópico de plaquetas con 14 C-serotonina.

4.2.1.1. Efecto de los eritrocitos sobre el reclutamiento plaquetario

Como hemos explicado previamente, en primer lugar estimulamos una muestra de

plasma rico en plaquetas (PRP), con colágeno 1 µg/ml, y posteriormente centrifugamos la

muestra y recogemos el sobrenadante. Con dicho sobrenadante estimulamos el sistema de

ensayo, formado por PRP, consiguiendo una respuesta proagregatoria. La intensidad

máxima obtenida en los primeros 5 minutos tras la estimulación, expresada en forma de

media y desviación estándar, resultó de 8.25 ± 3.34. La estimulación con colágeno 1 µg/ml,

de una mezcla de plaquetas y glóbulos rojos, en proporciones fisiológicas, produce un

incremento significativo en la capacidad proagregatoria de los sobrenadantes, obteniéndose

una intensidad máxima de 26.58 ± 7.11. Cuando la muestra estimulada es de sangre total, la

capacidad proagregatoria obtenida es mayor a la obtenida con plaquetas solas, pero menor a
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la obtenida exclusivamente con plaquetas y hematíes; los valores obtenidos para la

intensidad máxima fueron 18.6 ± 10.24. Los resultados proceden de 8 experimentos para

cada tipo de sistema generador. Las diferencias entre los tres grupos estudiados son

significativas, según se muestra en la figura 10. Además, el valor para la cuerda (slope)

obtenida para las curvas de agregación, que se correlaciona con la velocidad de agregación,

es significativamente mayor para la muestra de plaquetas y hematíes (50.5 ± 15), que para

la muestra de sangre total (38.7 ±13.5), y a su vez, ésta es mayor que la obtenida tras

estimular plaquetas solas (17.5 ± 14.9).

Figura 10. Estudio del reclutamiento plaquetario. Se muestra la diferente intensidad máxima de
agregación obtenida tras estimular el sistema de ensayo con los sobrenadantes procedentes de los
diferentes sistemas generadores. Observamos las diferentes capacidades proagregatorias de los
estímulos, según procedan de una muestra compuesta sólo por plasma rico en plaquetas (PRP), por
plaquetas y eritrocitos (PRP+GR), o por sangre total (ST). Los valores expresados corresponden al
valor medio de la intensidad agregante máxima obtenida en la curva de agregación, expresada en
porcentaje. (n=8)

Cuando se estimulan los sistemas de ensayo con plasma libre de células, o con

sobrenadantes de eritrocitos, en ausencia de plaquetas, no se obtiene ninguna respuesta

agregante, aunque se estimule el sistema generador con colágeno 1 µg/ml. Asimismo,
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cuando sustituímos el colágeno por su solvente – suero glucosado-, es decir, en ausencia de

activación plaquetar, no encontramos actividad reclutadora en ningún caso.

4.2.1.2. Efecto de los eritrocitos sobre la activación plaquetaria

Para la valoración del efecto de los eritrocitos sobre la activación plaquetaria,

determinamos el grado de liberación de serotonina, componente de los gránulos densos

plaquetarios, descrito como un índice fiable de activación plaquetaria. Se prepararon los

sistemas generadores según se describe en el apartado 3.2.3. de Material y método,

conteniendo plaquetas solas, plaquetas y glóbulos rojos y sangre total, y se estimularon con

colágeno 1 µg/ml. Una vez centrifugada la muestra, se extrajo el sobrenadante, del que se

determinó la cantidad de serotonina por radioimnunoensayo. Dichos valores se compararon

con el valor total de serotonina que contenían las muestras plaquetarias, obteniéndose tras

lisar las plaquetas con tritón X-100. El valor de la serotonina, viene expresado en forma de

porcentaje, es decir, el porcentaje de serotonina liberada del total de serotonina que poseen

las plaquetas.

Los resultados obtenidos para la activación plaquetaria, son paralelos a los

obtenidos para el reclutamiento plaquetario. El porcentaje de liberación de serotonina en el

sobrenadante del sistema generador formado por plaquetas solas, fue de 26.44 ± 4.27.

Cuando el sistema generador lo constituía sangre total, los valores de serotonina eran

significativamente superiores a los previos, resultando de 55.84 ± 9.72 La liberación

inducida por el sobrenadante de la muestra con plaquetas y glóbulos rojos resultó

significativamente superior a las anteriores: 73.98 ± 5.58. La figura 11 muestra las

diferencias descritas, así como su grado de significación.

De forma adicional, los experimentos control que hemos realizado en ausencia de

plaquetas, o en ausencia de colágeno, no han inducido ningún grado detectable de

activación plaquetaria, lo cual pone de manifiesto que se requiere una activación plaquetar

previa del sistema generador para que se produzca una modulación de la activación o

reclutamiento plaquetario, por parte de los demás componentes de la sangre.
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Figura 11. Estudio de la activación plaquetaria.

Se muestra como la liberación de serotonina,

índice de la activación plaquetaria, es

significativa- mente mayor en el sobrenadante

de sistemas generadores formados por plaquetas

y eritrocitos, que en los formados por plaquetas

solas o por sangre total. Por su parte, el

sobrenadante de sistemas generadores formados

por sangre total presenta más serotonina que los

procedentes de plaquetas solas. (n=8)

Los resultados previamente expuestos indican que la interacción eritrocito-plaqueta

produce un marcado incremento en la activación de las plaquetas, cuando valoramos ésta

como liberación de serotonina. Por el contrario, parece que la presencia de leucocitos en

reposo, inhibe la activación plaquetaria. Estos resultados demuestran que la interacción de

las plaquetas con los otros elementos celulares de la sangre, modula la activación

plaquetaria.

Nuestro protocolo de estudio, en el que la medición de la serotonina liberada se ha

realizado mediante técnicas de radioinmunoensayo, ha obtenido valores comparables a los

que se habían descrito para la medición de la serotonina marcada con 14 C en cámara de

centelleo, lo que constituye una validación de esta aportación al sistema bifásico de estudio

de la  reactividad plaquetaria.

4.2.2. EFECTO DE LOS ERITROCITOS SOBRE LA REACTIVIDAD DE LAS

PLAQUETAS EN INDIVIDUOS SÉPTICOS

Hemos estudiado un grupo de 7 pacientes con sepsis grave y un grupo de 7

pacientes con sepsis no grave, según se ha descrito en Material y métodos. Los estudios de

agregación plaquetaria que se realizan previamente a los de reclutamiento para determinar
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la integridad de las vías de activación plaquetarias, demostraron que en la mayoría de los

pacientes estudiados existe una disminución en su capacidad de responder a los diferentes

agonistas plaquetarios empleados –colágeno, ácido araquidónico, ADP-, presentando la

mayor disminución en la respuesta al ácido araquidónico. Estos resultados traducen,

fundamentalmente, los efectos de diferentes fármacos que los pacientes habían recibido

previamente a la extracción de sangre, así el 100% habían recibido antibióticos,

predominantemente β-lactámicos, y un 74% habían recibido antitérmicos (AAS, AINEs o

paracetamol), todos ellos fármacos que han sido descritos como inhibidores en diferentes

grados del funcionalismo plaquetar. Por tanto hemos tenido que limitar el estudio a aquellos

pacientes sépticos, cuya agregación frente a los agonistas descritos, se encontró dentro de

los valores esperados para la normalidad.

Las muestras procedentes de pacientes sépticos, han mostrado unos valores para el

reclutamiento plaquetario, similares a los que hemos encontrado en la población normal, de

modo que el reclutamiento expresado como intensidad máxima de agregación, producido

por el sobrenadante del sistema generador compuesto por plaquetas solas, ha sido de 7.33 ±

2.45, mientras que el sobrenadante del sistema generador compuesto por plaquetas y

eritrocitos ha producido una intensidad máxima de 23.83 ± 7.03. Cuando analizamos el

reclutamiento en función de que el paciente pertenezca al grupo de sepsis grave o al de

sepsis no grave, no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos.

Además, hemos estudiado el comportamiento de glóbulos rojos procedentes de

pacientes sépticos, sobre sistemas generadores y de ensayo constituídos por plaquetas

procedentes de donantes sanos (22.15 ± 6.35), no encontrando diferencias significativas con

respecto al comportamiento de eritrocitos procedentes de donantes sanos (25.65 ± 5.89).

Este subanálisis se ha realizado con hematíes procedentes de 5 pacientes sépticos.

4.2.3. EFECTO DE LAS INTERLEUQUINAS 1 , 6 y 10 SOBRE LA AGREGACIÓN

PLAQUETAR
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Hemos visto que el análisis de la función plaquetar en un proceso fisiopatológico

complejo, como es la sepsis, está inmerso de múltiples dificultades metodológicas que

impiden despejar múltiples variables que pueden artefactuar los resultados. En ausencia de

un modelo animal de sepsis a nuestro alcance, que siempre podría ver limitados sus

resultados al ámbito de especie, hemos optado por el estudio in vitro, para analizar el efecto

de diferentes interleuquinas sobre la agregación plaquetaria, y sobre la modulación que los

eritrocitos ejercen sobre el funcionalismo plaquetar.

Así, por haber sido descritas como parte del sistema de cascada inflamatoria,

formando parte de un proceso evolutivo, las interleuquinas 1β, 6 y 10, han sido testadas en

su capacidad para modular la agregación plaquetaria. A continuación recogemos los

resultados de dichos experimentos.

4.2.3.1. Interleuquina 1  y agregación plaquetar

Tras incubar plasma rico en plaquetas (PRP) con dos concentraciones diferentes de

interleuquina 1β (10, y 1000 ng/ml) durante 30 minutos, y posteriormente ser estimulados

con ADP 3 µM, realizando una agregometría clásica, no hemos observado diferencias entre

la intensidad máxima de agregación de los dos grupos. Además, hemos estudiado un grupo

control, de PRP incubado con el solvente de las interleuquinas –seroalbúmina humana libre

de endotoxina- , que no ha presentado diferencias con los dos grupos anteriores en cuanto a

su grado de agregación. Los resultados corresponden a la media y desviación estándar de 5

experimentos.

Ìnterleuquina 1β [ng/ml]

0 10 1000

I máxima de agregación (%) 58.2 ± 3.49 58.2 ± 3.11 59.6 ± 3.78

Tabla 14. Interleuquina 1  y agregación plaquetar. Se muestra que la incubación durante 30
minutos en concentraciones diferentes de IL-1β, no modifica la respuesta agregante del PRP ante el
agente inductor ADP. Los valores expresados de la intensidad máxima de agregación, corresponden
a la media y desviación estándar; son el resultado de 5 experimentos en cada grupo.
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4.2.3.2. Interleuquina 6 y agregación plaquetar

Cuando repetimos el experimento descrito previamente, pero realizando las

incubaciones con interleuquina 6, hemos encontrado que ésta, si que modifica los

resultados de la agregación plaquetaria. Así, las muestras de PRP incubadas con

seroalbúmina humana, es decir, sin interleuquina, presentaron una agregación máxima de

61 ± 1.58;  cuando la incubación se realizó con interleuquina 6 en una concentración de 10

ng/ml, los resultados para la intensidad máxima de agregación, fueron de 69.6 ± 4.77, y

para una concentración de IL-6 de 1000 ng/ml, se obtuvieron valores máximos de

agregación, de 73.2 ± 5.97. Las diferencias entre los tres grupos, resultaron significativas,

según muestra la figura 12.

Figura 12. Interleuquina 6 y agregación plaquetar. Se muestra como la incubación previa
durante 30 minutos con interleuquina 6, induce un aumento en la agregación máxima obtenida tras
estimular las muestras de PRP con ADP 3 µM. Este incremento es dosis-dependiente, aumentando
con la concentración de IL-6. Los resultados se expresan en forma de media de 5 experimentos
diferentes para cada concentración.
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4.2.3.3. Interleuquina 10 y agregación plaquetar

También hemos valorado la capacidad de la interleuquina 10 para modificar el

potencial proagregante de las plaquetas. Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

cuando se han estimulado plaquetas que no fueron incubadas con IL-10, la agregación

máxima obtenida fue de 59.2 ± 2.17; si las plaquetas fueron incubadas con 10 ng/ml de IL-

10, la intensidad máxima de agregación resultante fue de 58 ± 2.74, y cuando la

concentración de IL-10 en la incubación fue de 1000 ng/ml, el valor máximo de agregación

resultó de 56.8 ± 1.92. Se han valorado como diferencias estadísticamente significativas,

aquellas existentes entre las agregaciones de las plaquetas basales sin IL-10, y aquellas

obtenidas de plaquetas incubadas con una alta concentración de IL-10 (1000 ng/ml), siendo

esta significación de p<0.01.

Figura 13. Interleuquina 10 y agregación. Se muestra como la incubación del PRP durante 30
minutos en  una alta concentración de IL-10, genera una disminución significativa (p<0.01) en la
intensidad máxima de agregación obtenida, tras su estímulo con ADP 3 µM. Los resultados
expuestos corresponden a la media de 5 experimentos realizados para cada concentración de IL.
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4.2.4. EFECTO DE LAS INTERLEUQUINAS 1 , 6 y 10, SOBRE LA

MODULACIÓN ERITROCITARIA DE LA REACTIVIDAD PLAQUETAR

Como hemos descrito previamente, la presencia de los eritrocitos induce un

incremento en el potencial proagregatorio de las plaquetas. Este proceso se puede estudiar

mediante el sistema experimental descrito en el apartado 3.2.5. de Material y métodos. A

continuación describiremos el efecto de la incubación previa con las diferentes

interleuquinas estudiadas sobre la capacidad proagregatoria de los glóbulos rojos.

4.2.4.2. Interleuquina 1  y reactividad plaquetaria

Tras realizar la separación celular de la muestra de donantes sanos, hemos lavado

los glóbulos rojos y a continuación los hemos incubado durante 30 minutos en

interleuquina 1β a concentraciones de 10 ng/ml y 1000 ng/ml. Posteriormente los hemos

lavado de nuevo, para eliminar la interleuquina que pudiera existir en suspensión, o

adherida a la superficie celular, y que podría ejercer su efecto directo sobre las plaquetas. A

continuación hemos empleado estos eritrocitos para formar los sistemas generadores,

compuestos por plasma rico en plaquetas y eritrocitos. Una vez estimulados con colágeno 1

µg/ml y centrifugados, recogemos una parte del sobrenadante para estimular el sistema de

ensayo y estudiar así el reclutamiento plaquetario. No existen diferencias entre los valores

obtenidos para el reclutamiento plaquetario, entre el grupo de experimentos en los que los

glóbulos rojos habían sido incubados con IL-1β, y el grupo de los hematíes que no fueron

incubados.

Asimismo, cuando estudiamos la serotonina liberada por el sistema generador, como

índice de activación plaquetaria, tampoco encontramos diferencias entre las

concentraciones de serotonina contenidas en los sobrenadantes de los sistemas generadores

compuestos por PRP y eritrocitos no incubados con IL-1β, y los formados por PRP y

eritrocitos incubados con IL-1β; asimismo, tampoco existen diferencias entre los sistemas

generadores compuestos por eritrocitos incubados con diferentes concentraciones de IL-1β.

Los resultados son producto de 5 experimentos, y se exponen en la figura siguiente:
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Interleuquina 1β [ng/ml]

0 10 1000

Reclutamiento (Imax) % 21.40 ± 2.97 25.00 ± 3.93 22.2 ± 3.27

Activación (5-HT) % 75.12 ± 15.68 78.65 ± 13.24 77.71 ± 11.28

Tabla 15. Interleuquina 1 y modulación de la actividad protrombótica del hematíe.  Se
muestra como la incubación de los hematíes con IL-1β, no modifica de forma significativa la
modulación positiva que ejercen dichos hematíes sobre la reactividad plaquetaria, tanto en el
análisis del reclutamiento, como en el de la activación plaquetaria medida como el porcentaje de
liberación de serotonina. Los valores no mostrados para reclutamiento y activación promovidos por
el PRP, sin la presencia de hematíes, son para el reclutamiento 9.6 ± 3.44 %, y para la activación de
49.23 ± 11.37 %.  Los resultados expuestos, corresponden a la media y desviación estándar para 5
experimentos.

4.2.4.2. Interleuquina 6 y reactividad plaquetaria

Cuando procedemos a valorar la capacidad de la interleuquina 6 para modular el

potencial proagregante de los eritrocitos, observamos que la incubación previa de los

eritrocitos durante 30 minutos con IL-6, induce una inhibición de su capacidad

protrombótica, para cualquiera de las concentraciones de IL-6 estudiadas (10 y 1000

ng/ml),  tanto para los estudios de reclutamiento como para los de activación plaquetaria.

Así, cuando el sistema generador está formado sólo por PRP, obtenemos un

reclutamiento (%) de 8 ± 2.5; cuando está formado por PRP + glóbulos rojos que no fueron

incubados, el reclutamiento fue de 20.4 ± 2.3; cuando los hematíes estuvieron incubados

con IL-6 a una concentración 10 ng/ml, el reclutamiento resultó de 10 ± 3.5; y para

concentraciones de IL-6 de 1000 ng/ml, los valores para el reclutamiento fueron de 10.5 ±

4.6.

 Las diferencias resultaron significativas según se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Interleuquina 6 y reclutamiento plaquetario. Se puede observar como la presencia de
la IL-6 en sus diferentes concentraciones (10 y 1000 ng/ml), induce una inhibición del potencial
proagregante de los eritrocitos. En la primera barra se muestra el reclutamiento inducido tras
estimular un sistema generador compuesto sólo pro plaquetas. Al agregar hematíes, se dispara de
forma significativa (p<0.05) el reclutamiento plaquetario, traduciendo el potencial proagregante de
los eritrocitos, como se puede ver en la segunda barra. En la tercera y cuarta barras, se muestra
como la presencia de eritrocitos que habían sido incubados en IL-6, en los sistemas generadores,
induce una respuesta significativamente menor a la de los eritrocitos sin incubar. Los resultados
expresan la media de 5 experimentos.

Cuando analizamos el efecto de los eritrocitos incubados con IL-6, sobre la

activación plaquetaria, valorada en función de la liberación de serotonina por parte de las

plaquetas, observamos un efecto paralelo al detectado en el reclutamiento. Así, cuando el

sistema generador está formado sólo por PRP, obtenemos un porcentaje de liberación de

serotonina de 50.48 ± 9.27 %; cuando está formado por glóbulos rojos que no fueron

incubados, la activación plaquetaria fue de 77.6 ± 13 %; cuando los hematíes estuvieron

incubados con IL-6 a una concentración 10 ng/ml, la activación resultó de 50.86 ± 16.77 %;

y para concentraciones de IL-6 de 1000 ng/ml, los valores para la activación fueron de

51.66 ± 13.57 %. Las diferencias resultaron significativas según se muestra en la figura

siguiente.
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Figura 15. Interleuquina 6 y activación plaquetaria. Se puede observar como la presencia de la
IL-6 en sus diferentes concentraciones (10 y 1000 ng/ml), induce una inhibición del potencial
proagregante de los eritrocitos. En la primera barra se muestra la activación inducida tras estimular
un sistema generador compuesto sólo por plaquetas. Al añadir hematíes, se dispara de forma
significativa la activación plaquetaria, traduciendo el potencial proagregante de los eritrocitos, como
se puede ver en la segunda barra. En la tercera y cuarta barras, se muestra la inhibición que la IL-6
ejerce sobre la capacidad proagregatoria de los hematíes, obteniendo valores similares a los del
PRP. La diferencia entre la activación inducida por PRP+GR sin incubar, en comparación con los
otros tres grupos, resultó significativa (p<0.05). Los resultados expresan la media de 5
experimentos.

Como acabamos de describir, la interleuquina 6, interfiere en la agregación

plaquetaria por dos mecanismos: ejerce una acción directa sobre las plaquetas, modulando

positivamente su agregación ante un estímulo inductor (ADP), y por otra vía,  ejerce un

papel inhibidor, al modular negativamente la capacidad proagregante de los hematíes, como

pudimos determinar analizando la activación y el reclutamiento plaquetares.

4.2.4.3. Interleuquina 10 y reactividad plaquetaria

Hemos descrito previamente como la interleuquina 10, a altas dosis (1000 ng/ml),

ejerce un papel inhibidor de la agregación plaquetaria. A continuación referiremos los
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resultados obtenidos tras estudiar el efecto que esta interleuquina tiene sobre la capacidad

proagregatoria de los eritrocitos. Analizando el reclutamiento (%) obtenido por el sistema

generador formado exclusivamente por PRP, éste fue de 8,6 ± 3.56; cuando añadimos

eritrocitos al sistema generador, éste reclutamiento aumenta al 22.56 ± 3.67; si los

eritrocitos empleados furon incubados previamente en IL-10, el reclutamiento obtenido fue

de 24.8 ± 4.93 si la concentración de IL-10 era 10 ng/ml, y de 21.34 ± 3.95 si la

concentración de IL-10 era de 1000 ng/ml. Las diferencias entre las muestras incubadas con

IL-10, y las no incubadas, no resultaron significativas.

Interleuquina 10 [ng/ml]

0 10 1000

Reclutamiento (Imax) % 22.56 ± 3.67 24.80 ± 4.93 21.34 ± 3.95

Activación (5-HT) % 76.22 ± 12.68 70.35 ± 11.45 74.81 ± 9.22

Tabla 16. Interleuquina 10 y modulación de la actividad protrombótica del eritrocito.  Se
muestra como la incubación de los hematíes con IL-10, no modifica de forma significativa la
modulación positiva que ejercen dichos hematíes sobre la reactividad plaquetaria, tanto en el
análisis del reclutamiento, como en el de la activación plaquetaria medida como el porcentaje de
liberación de serotonina. Los valores no mostrados para reclutamiento y activación promovidos por
el PRP, sin la presencia de hematíes, son para el reclutamiento 8.6 ± 3.56 %, y para la activación de
47.33 ± 12.87 %.  Los resultados expuestos, corresponden a la media y desviación estándar para 5
experimentos.

Similares resultados se han obtenido al determinar la activación plaquetaria en

función de la serotonina liberada en los sistemas generadores. Cuando éstos estaban

formados por PRP exclusivamente, la activación (%) fue del 47.33 ± 12.87; si añadimos

eritrocitos al sistema generador, la activación aumenta a 76.22 ± 12.68; si los eritrocitos

empleados fueron previamente incubados en IL-10 con concentraciones 10 y 1000 ng/ml,

los resultados obtenidos para la activación, fueron de 70.35 ± 11.45, y 74.81 ± 9.22

respectivamente. Las diferencias entre las muestras de PRP con eritrocitos incubados o no

incubados con IL-10, no fueron significativas. Los resultados expresan la media y

desviación estándar de 5 experimentos.
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Por tanto, así como hemos descrito que la IL-10 a altas concentraciones (1000

ng/ml) ejerce un efecto inhibidor de la agregación plaquetaria, no hemos podido describir

un mecanismo indirecto de modulación de la reactividad plaquetaria a través de los

eritrocitos, por parte de la IL-10.
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5. DISCUSIÓN

5.1. MARCADORES DE SUPERFICIE DE ACTIVACIÓN PLAQUETAR EN LA

SEPSIS GRAVE:  EXPRESIÓN DE PAC-1 Y DE P-SELECTINA

Uno de los objetivos de nuestro estudio ha sido evaluar el grado de expresión del

marcador de activación de la superficie plaquetar, receptor del fibrinógeno GP IIb-IIIa

activado (PAC-1), y del marcador de secreción plaquetar perteneciente a la membrana de

los gránulos-α, P-selectina (CD62p), en pacientes con sepsis grave y síndrome de

disfunción multiorgánica (SDMO), así como su relación con parámetros clínicos, analíticos

y evolutivos.

Nuestros resultados demuestran que las plaquetas de los pacientes con sepsis grave

expresan el marcador de activación plaquetar PAC-1 en una proporción 4 veces superior al

mostrado por los pacientes con sepsis no grave, los cuales presentaban un grado de

expresión de PAC-1 similar al grupo de pacientes control. Al valorar las subpoblaciones de

plaquetas, observamos que en la subpoblación de agregados plaquetares, el grado de

expresión del receptor del fibrinógeno resultó 3 veces superior al que presentan la plaquetas

de la subpoblación de plaquetas libres.

 Tanto el grado de expresión de PAC-1 de la población global de plaquetas como el

de las subpoblaciones de plaquetas libres y de plaquetas agregadas se correlacionó con el

grado de disfunción multiorgánico medido según el score SOFA.

Hemos detectado una correlación positiva entre la expresión de PAC-1 y el

porcentaje de agregados plaquetares, tanto al analizar la expresión de PAC-1 en la

población global de plaquetas, como sus subpoblaciones de plaquetas libres y de plaquetas

agregadas.  También se encontró una correlación positiva entre la expresión del receptor del

fibrinógeno y el porcentaje de agregados leucoplaquetares, pero sólo al analizar la

subpoblación de plaquetas agregadas.
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Hemos encontrado una correlación positiva entre el grado de expresión de plaquetas

PAC-1 positivas y el índice de gravedad APACHE II, y como hemos descrito, con el grado

de disfunción multiorgánica determinado por el score SOFA. Si realizamos el análisis

según los órganos disfuncionantes, la expresión de PAC-1 en la población total de

plaquetas, se ha correlacionado con el fracaso de cada uno de los órganos analizados.

También esta correlación positiva se ha encontrado entre el grado de expresión de PAC-1

en la población global de plaquetas y en la subpoblación de plaquetas libres, y la

mortalidad.

Con respecto al marcador de activación P-selectina, nuestro estudio ha encontrado

que las plaquetas de los pacientes con sepsis grave expresan dicho antígeno en una

proporción 2.5-3.5 veces superior al expresado por los pacientes con sepsis no grave, los

cuales presentan un grado de expresión similar a los pacientes del grupo control. Al valorar

la subpoblación de agregados plaquetares, el grado de expresión de P-selectina resultó 3

veces superior al mostrado por la subpoblación de plaquetas libres.

 Tanto el grado de expresión de P-selectina de la población global de plaquetas

como el de las subpoblaciones de plaquetas libres y de plaquetas agregadas se correlacionó

con el grado de disfunción multiorgánico medido según el score SOFA.

Existe una correlación positiva entre el grado de expresión de P-selectina y el grado

de expresión del receptor activado del fibrinógeno (PAC-1) en nuestra serie, cuando

estudiamos la población global de plaquetas y la población de plaquetas agregadas. Hemos

detectado una correlación positiva entre la expresión de P-selectina y el porcentaje de

agregados plaquetares, tanto al analizar la población global de plaquetas, como sus

subpoblaciones de plaquetas libres y de plaquetas agregadas. La misma correlación positiva

se encontró entre el porcentaje de agregados leucoplaquetares y el PAC-1, pero sólo al

analizar la subpoblación de plaquetas agregadas.

Hemos detectado una correlación positiva entre el grado de expresión de plaquetas

CD62P positivas y el índice de gravedad APACHE II, así como respecto al grado de
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disfunción multiorgánica determinado por el score SOFA. Analizado por órganos

disfuncionantes, encontramos que el marcador CD62P, se asocia con la disfunción

cardiovascular, de la coagulación, renal, hepática y del SNC.

Con respecto a la cifra de plaquetas, describimos una correlación negativa entre ésta

y el porcentaje de plaquetas P-selectina positivas, ocurriendo lo mismo con el PAC-1. Es

decir, los pacientes con mayor porcentaje de plaquetas P-selectina positivas o PAC-1

positivas, son aquellos con una trombocitopenia más acusada.

Los métodos de citometría de flujo actualmente disponibles, como el utilizado en

nuestro estudio, nos informan de porcentajes de células positivas para un marcador, o lo

que es lo mismo, nos aportan un recuento relativo de células positivas. De forma

interesante, Matzdoff et al. describieron un método para determinar recuentos absolutos de

células positivas para un marcador. Estudiaron como en experimentos in vitro sobre

muestras de sangre total activada con trombina, ocurrió un descenso en la cifra de plaquetas

de un 20 % sobre el valor inicial, con un aumento en el número relativo de plaquetas

CD62P positivas, mientras se detectó un descenso del recuento absoluto de plaquetas

CD62P positivas. El método empleado para determinar los números absolutos de plaquetas

se basa en el empleo de esferas fluorescentes en la citometría de flujo, aplicando el ratio

esfera-plaqueta para cuantificar las plaquetas libres, las plaquetas activadas y los agregados

plaquetares. La explicación de este autor, es que a mayor grado de activación plaquetar,

determinado en su experimento por la P-selectina, mayor tendencia existe a la formación de

agregados plaquetares, y las plaquetas libres disminuirán en la circulación sanguínea (271).

Si asumimos estos hallazgos para interpretar nuestros resultados, observamos que en

nuestra serie ocurre un aumento de las plaquetas P-selectina positivas, que posiblemente

traduce un descenso en el número absoluto de las mismas, debido a que estas plaquetas

activadas que dejamos de detectar  pasarían a formar parte de agregados plaquetares cuya

expresión, como hemos descrito, se encuentra aumentada.
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Aunque, tras los hallazgos descritos previamente, pudiera parecer que el

comportamiento de ambos marcadores (PAC-1 y P-selectina) pudiera solaparse, existen

diferencias en la expresión de dichos antígenos.  Si bien de forma global hemos detectado

una correlación positiva entre los niveles de plaquetas PAC-1 positivas y las plaquetas P-

selectina positivas, en algunos casos ha ocurrido una activación predominante de la P-

selectina, mientras que en otros casos ha sido el PAC-1 el marcador mayoritariamente

activado.

 La interpretación para estos hallazgos es multifactorial, pero principalmente

creemos que es un resultado de la especificidad de estímulo que ha sido reportada para

diferentes marcadores de activación plaquetar. Así, la variable combinación de

agonistas/inhibidores plaquetares que se presentan en una situación fisiopatológica

determinada, modulará la expresión de determinados antígenos de superficie plaquetar.

Entre otros ejemplos bien documentados de la especificidad de estímulo, Alberio y

Dale estudiaron el análisis de la activación plaquetaria por CMF tras el estímulo con

diferentes tipos de colágeno presentes en la pared vascular, encontrando lo siguiente: los

colágenos tipo I, III, V y VI, indujeron la secreción de los gránulos alfa e incrementaron la

expresión de la GP IIb-IIIa, en contraste, el colágeno tipo IV no indujo esta respuesta en las

mismas concentraciones. La curva dosis-respuesta para la secreción de gránulos alfa indicó

que los colágenos I y III eran menos efectivos que los V y VI, y además, la capacidad de

dichos colágenos para activar al GP IIb-IIIa fue aún más heterogénea, siendo inducida

unicamente por los colágenos I y VI. Estos datos demuestran que la secreción de los

gránulos alfa en las plaquetas humanas, es un proceso diferente de la activación del GP IIb-

IIIa, y fuertemente dependiente del estímulo empleado (272).

Aunque existe una correlación positiva entre PAC-1 y P-selectina, los porcentajes

de expresión de la P-selectina son frecuentemente superiores a los de PAC-1 en nuestra

serie. En cualquier caso, aunque inicialmente los valores son menores para el PAC-1,

cuando se produce una activación plaquetar, el incremento de la expresión de PAC-1, es

mayor que el de la P-selectina, pudiendo asumir que el PAC-1 es un marcador más
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sensible, pues a similares grado de estímulo, presenta un mayor aumento en su grado de

activación.

Holmes et al. estudiaron la diferencia entre los umbrales de activación para la P-

selectina y para la expresión de PAC-1 por CMF en sangre total, estimulada con ADP y con

TRAP, encontrando que la inducción de la unión del fibrinógeno por el ADP, se encontró

que es un evento de activación con bajo umbral (40% de plaquetas se unían al fibrinógeno

marcado con FITC en respuesta a ADP 0.2 µM), mientras que la degranulación es un

evento con un umbral mayor (33% de plaquetas expresan la P-selectina tras ADP 1 µM). El

tipo de patología presente y el efecto de diferentes fármacos interfiere en los resultados, así,

en pacientes con síndromes coronarios agudos y en tratamiento con AAS, encontraron un

aumento de la expresión de P-selectina en respuesta al ADP, comparado con individuos

sanos que recibieron AAS (273).

En otro estudio, Ruf et al. comparan el cambio de forma plaquetar, la unión al

fibrinógeno (PAC-1) y la expresión de P-selectina, tras la estimulación con ADP y U-

46619, encontrando que la EC50 para el cambio de forma es 4 veces menor que la EC50 para

la unión al fibrinógeno, y 29 veces menor que para la expresión de P-selectina. Estos datos

demuestran que el cambio de forma es un indicador de activación plaquetar más sensible

que la unión al fibrinógeno, y éste es más sensible que la expresión de P-selectina. Además

tanto la unión al fibrinógeno como el cambio de forma son procesos reversibles, siendo la

expresión de PAC-1 el proceso que revierte de forma más precoz. Por otra parte, se ha

descrito que la expresión de P-selectina tras la estimulación con U 46619 y con trombina,

es irreversible, por lo que ha sido llamado el marcador memoria, y se ha propuesto como el

de mayor utilidad en los estudios clínicos (176).

Esta precoz reversibilidad del PAC-1, con respecto a la irreversibilidad en la

expresión de la P-selectina, podría en parte explicar nuestros hallazgos. El descenso de la

presencia de células PAC-1 positivas a medida que se produce un retraso en el análisis de la

muestra, podría estar en relación también con la ausencia de fijación. Desde el momento en

el que hemos decidido no aplicar un fijador a la muestra, hemos optado por un análisis



Plaquetas, sepsis y SDMO.                                                Tesis doctoral                                                      J.L. García-Allut

Discusión 171

citométrico precoz para evitar una activación plaquetar espúrea. En cualquier caso,

asumimos que al no aplicar fijación, seguramente perdemos al menos parte de la expresión

del receptor del fibrinógeno.

 Hay que tener en cuenta, que el tiempo de expresión que diferentes antígenos

plaquetarios pueden permanecer en la superficie de la membrana plaquetar in vivo, aún no

ha sido adecuadamente determinado, y la sensibilidad para determinar la activación

plaquetar en los diferentes cuadros clínicos, es materia de debate, asumiéndose que los

diferentes marcadores tienen diferentes potenciales para monitorizar la activación

plaquetar.

Como han revisado recientemente Escolar et al. hay que tener en cuenta además,

que la presencia de anticoagulante, así como las condiciones de ausencia de flujo o

agitación en que se ha desarrollado el experimento, hacen difícil la extrapolación a

determinados contextos clínicos de los estudios plaquetarios in vitro  (274).

Otro aspecto a considerar que podría artefactuar los resultados, es la elección de los

fluorocromos. Así, el solapamiento de espectros de emisión entre pares de fluorocromos

tales como FITC y PE, sólo es parcialmente compensado por el software empleado. Esto

podría llevar a que se produjeran artefactos significativos en la cuantificación de antígenos

expresados en bajo número por plaqueta, especialmente cuando se miden simultáneamente

con antígenos presentes en alta densidad. En la mayoría de los citómetros, relativamente

más cantidad de emisión FITC caerá en  el canal PE que lo contrario. Por tanto, el canal

FITC debe ser elegido para la cuantificación de antígenos expresados muy débilmente

(238;246). En nuestro estudio hemos seguido estas recomendaciones, al combinar el PAC-

1-FITC con el CD62P-PE, por lo que no creemos que los resultados obtenidos pudieran ser

parcialmente artefactuados por la elección de flurocromos.

En nuestra serie existe una correlación positiva entre la expresión de P-selectina y

de PAC-1 en las plaquetas de la población global, así como en la subpoblación de plaquetas

agregadas. Asimismo, se mantiene la correlación positiva entre ambos antígenos de
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activación y la variable agregados plaquetares. La interacción plaqueta-plaqueta es

dependiente de las glicoproteínas expuestas en la membrana plasmática plaquetaria; el

receptor del fibrinógeno forma parte fundamental en la coagregación plaqueta-plaqueta,

mientras que la P-selectina se ha descrito como un pivote de la unión plaqueta-leucocito.

Por lo que respecta a los agregados leuco-plaquetares, éstos solo se correlacionan con los

marcadores PAC-1 y CD62P expresados en la subpoblación de plaquetas agregadas,

traduciendo que sólo cuando existe una elevada expresión de dichos marcadores, ocurrirá

una formación de agregados leuco-plaquetares.

Los mecanismos inflamatorios sistémicos en la sepsis son consecuencia de una

infección severa y contribuyen al desarrollo del síndrome de disfunción multiorgánica. Las

plaquetas están involucradas en la defensa inflamatoria inespecífica, y la activación del

sistema plaquetario puede jugar un papel en la patogénesis del SDMO. La función

plaquetaria y su interacción con otras células inflamatorias es fuertemente dependiente de

las glicoproteínas expuestas en la superficie de las plaquetas activadas. El receptor

inducible del fibrinógeno juega un papel central en la agregación plaquetaria. Durante la

agregación, las plaquetas se degranulan y expresan múltiples glicoproteinas almacenadas en

sus gránulos en su superficie, que van a mediar la interacción plaquetaria con otras células.

Se ha sugerido que las GP de membrana plaquetarias pueden jugar un papel importante en

el desarrollo del SDMO en la sepsis.

Gawaz et al. se han interesado por la aplicación de la citometría al estudio de las

plaquetas en la sepsis, analizando cambios en las GP de membrana de las plaquetas

circulantes, así como la adhesión de las plaquetas a los neutrófilos, y a células endoteliales

cultivadas, en los pacientes sépticos. Los resultados sugieren mecanismos de alteración de

la microcirculación, mediado por plaquetas, en el SDMO de pacientes sépticos que podrían

apuntar a futuras terapias antiinflamatorias específicas (275).

Evaluaron estos autores la función adhesiva de plaquetas en pacientes con SDMO y

su relación con el pronóstico clínico. Los mayores hallazgos fueron los siguientes: 1. las

plaquetas se encuentran activadas en los pacientes sépticos pero una degranulación
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significativa, detectada por la trombospondina (TSP), sólo fue encontrada cuando existía

SDMO. 2. La adhesión plaqueta-neutrófilo se encuentra aumentada en pacientes con

septicemia, pero disminuye dependiendo de la severidad del SDMO.3. El plasma de los

pacientes con SDMO séptico, sensibiliza a las plaquetas normales a hiperagregar y a

adherirse a las células endoteliales cultivadas. 4. La inmunofluorescencia-CD41 específica

de las plaquetas en los neutrófilos, es un factor independiente predictor de mala evolución

clínica, en los pacientes sépticos. Estos datos implican que las plaquetas se encuentran

activadas en el curso de la sepsis. Los resultados que involucran a los leucocitos, los

analizaremos en su apartado correspondiente, limitándonos aquí a analizar los resultados

sobre marcadores de superficie (275).

Describieron también, que el receptor activado para el fibrinógeno se encontraba

significativamente aumentado en los pacientes sépticos. Ya que el receptor para el

fibrinógeno está presente exclusivamente en la superficie de la plaqueta activada, estos

hallazgos significan que las plaquetas se activan en el curso de la sepsis y circulan en un

estado hiperagregable. Además, encontraron que los pacientes sépticos con SDMO

mostraron un aumento en la expresión de superficie de TSP, lo cual implica que junto con

la TSP, las plaquetas liberan productos vasoactivos tales como metabolitos del ácido

araquidónico, agentes quimiotácticos o factores relacionados con las citoquinas, los cuales,

han mostrado jugar un papel en los mecanismos de defensa inflamatoria (275).

Nosotros hemos detectado una activación plaquetar (PAC-1) y una secreción

plaquetar (P-selectina) en pacientes con sepsis grave, correlacionándose ambos marcadores

con el grado de SDMO según el score SOFA. Como hemos explicado, aunque inicialmente

los valores son menores para el PAC-1, cuando se produce una activación plaquetar, el

incremento de la expresión de PAC-1, es mayor que el de la P-selectina, pudiendo asumir

que ésta es el PAC-1, es más sensible, pues a similares niveles de estimulo, presenta un

mayor aumento en su grado de activación.

Por otro lado nuestros resultados sobre la secreción plaquetar no son comparables a

los de Gawaz et al. ya que la trombospondina que emplean como marcador de secreción de
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los gránulos-α, no presenta siempre un comportamiento paralelo a la P-selectina empleado

por nosotros.

El método descrito por estos autores empleando la citometría de flujo sobre

muestras de PRP, puede haber infraestimado la activación plaquetaria en pacientes sépticos.

Como sabemos la trombosis es un fenómeno multicelular en el que la interacción entre

células sanguíneas modula el potencial proagregatorio final de las plaquetas. Por tanto el

método de citometría de flujo en sangre total que hemos aplicado en nuestro estudio, ofrece

unos resultados más reales, por que tiene en cuenta el diálogo intercelular en el proceso

trombótico. Aún traduciendo de forma más exacta la situación in vivo, a la citometría de

flujo en sangre total para el estudio del proceso trombótico podríamos criticarle el no tener

en cuenta la presencia de un elemento celular indispensable en la trombosis, que es la célula

endotelial.

Los sujetos controles del trabajo de Gawaz et al. son individuos sanos, a los que se

le extrae una muestra de sangre venosa, mientras que a los sujetos de estudio, se les ha

obtenido una muestra arterial para su análisis citométrico, comparándose ambos resultados

(275). Se ha descrito recientemente, que la citometría de flujo detecta en individuos sanos

un mayor grado de activación plaquetar en muestras arteriales que en muestras venosas, en

relación a las condiciones de shear inducidas por los flujos de los diferentes sistemas

circulatorios, arterial y venoso, por lo que no se deben asumir los resultados de muestras

obtenidas de diferentes orígenes (276). Nuestro estudio ha valorado en todos los casos

muestras procedentes de sangre venosa; no se han descrito diferencias en la activación

plaquetar en las muestras venosas procedentes de catéteres periféricos o de vías venosas

centrales.

En el presente estudio, al igual que en el nuestro, sólo se realizó una determinación

en el día del ingreso para estudiar la función plaquetaria. Determinaciones seriadas en

diferentes momentos, podría ayudar a detectar cambios precoces en la función plaquetaria

cuando se sospeche sepsis.
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De acuerdo con lo escrito en la literatura, en nuestro estudio hemos observado que

obtenemos una mayor sensibilidad de la CMF cuando empleamos el análisis de porcentajes

de células positivas. Cuando determinamos la intensidad de fluorescencia media (IFM) para

cada subpoblación –no se muestran los datos- la sensibilidad del ensayo disminuye,

adquiriendo la diferencia entre grupos una menor significación.

Los resultados de nuestro estudio han encontrado una correlación positiva entre la

presencia de los marcadores de activación descritos previamente - PAC-1 y P-selectina-,

con el índice de gravedad de los pacientes medido con la escala APACHE II, y con el grado

de disfunción multiorgánica medido con el score SOFA. Una de las variables analíticas

medidas, el INR, que se encuentra prolongado en la coagulación intravascular diseminada,

también se ha relacionado con el grado de activación plaquetar. El alargamiento del INR en

pacientes sépticos con CID, se debe fundamentalmente a un consumo de factores de la

coagulación, secundario a una activación excesiva inicialmente de la vía extrínseca,

mediada por el factor tisular (TF) y el factor XII de Hageman, que se amplifica

posteriormente con la activación de la vía intrínseca a través de los sistemas de contacto,

activados a su vez por la endotoxina. Nuestros resultados apoyan que la activación de la

coagulación se correlaciona con la activación plaquetar, siendo los pacientes con mayor

grado de CID, los que han presentado una mayor expresión de marcadores de activación de

superficie plaquetar.

La disfunción cardiovascular y la renal, se han asociado con una mayor expresión de

los marcadores: agregados plaquetares, PAC-1 y CD62P, mientras que la disfunción

respiratoria se ha correlacionado con un incremento en la expresión de agregados

plaquetares y PAC-1. De forma interesante, la expresión de P-selectina y de PAC-1 se han

correlacionado con la mortalidad, otorgándoles un valor predictivo moderado.

Especulamos con otros autores, que el atrapamiento de microagregados celulares

puede alterar severamente la perfusión orgánica, siendo un importante paso en el desarrollo

del SDMO. Esta especulación está sostenida por la observación morfológica de agregación



Plaquetas, sepsis y SDMO.                                                Tesis doctoral                                                      J.L. García-Allut

Discusión 176

plaquetaria masiva, y  presencia de leucocitos en la microcirculación en el tejido pulmonar

de pacientes con SDRA, el órgano más afectado en el SDMO (4).

Recientes estudios sugieren que la liberación de gránulos alfa se asocia con un

aumento en la formación de agregados plaquetares irreversibles y con un aumento del

aclaramiento plaquetar, indicando que las plaquetas activadas no permanecen en la

circulación sino que algunas son aclaradas de forma activa (277). Es más, las

subpoblaciones plaquetarias que expresan un alto número de P-selectina en su superficie

pueden ser aclaradas más fácilmente de la circulación. Así, durante el curso de la sepsis se

produce una activación plaquetaria y una degranulación que puede alterar la

microcirculación y la perfusión orgánica a través de la formación de microagregados

plaquetares que quedarían atrapados en la microvasculatura (277).

La degranulación plaquetar, incluye la liberación de sustancias vasoactivas de

origen plaquetar (metabolitos del ácido araquidónico, serotonina, ATP...) que pueden

agravar aún más la disfunción microcirculatoria y el desarrollo de la disfunción orgánica.

La P-selectina puede liberarse de la superficie plaquetar y transformarse en P-

selectina soluble, detectable en plasma. La P-selectina no sólo se encuentra en las

plaquetas, sino que también es producida por el endotelio. Un estudio reciente, indica que

la P-selectina soluble procede fundamentalmente de las plaquetas, por lo que podría

emplearse como un marcador de activación plaquetar. Se ha propuesto un papel para esta P-

selectina soluble como molécula de adhesión intercelular (88;89).

Matzdorff et al. ha comparado diferentes métodos de análisis de la función

plaquetar, la agregometría óptica convencional, con el análisis de la β-TG empleado con

fines de investigación, y el más reciente de la citometría de flujo. El análisis de la β-TG

depende esencialmente de la calidad de la colección de la muestra, y estas muestras deben

ser manipuladas con extremo cuidado para evitar la activación plaquetar ex vivo. Esto ha

limitado su aplicación universal en la práctica clínica de rutina. Aún más, los niveles

plasmáticos de β-TG representan únicamente una respuesta intermedia de todas las
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plaquetas y no provee información sobre las subpoblaciones plaquetarias. Igualmente la

agregometría sólo detecta una respuesta media de la población total de plaquetas. La

citometría de flujo presenta la ventaja de que nos da datos a nivel de plaquetas individuales.

Los resultados de este estudio, en el que se valoraba el marcador de superficie P-selectina,

sugieren que el porcentaje de plaquetas con fluorescencia sobre un dintel determinado, se

correlacionan mejor con la activación plaquetaria, que con la intensidad de fluorescencia

media. Encontró que la liberación de β-TG es más rápida y más sensible a la estimulación

con dosis bajas de trombina, que la expresión de P-selectina (278). Estos resultados son

sorprendentes desde el momento en que la P-selectina está contenida en los gránulos alfa de

las plaquetas. Esto puede ser explicado por un mecanismo de degranulación que no implica

la fusión inmediata de los gránulos alfa con la membrana exterior de las plaquetas. Se ha

demostrado que el sistema canalicular conectado a la superficie sufre cambios después de la

estimulación de las plaquetas con la trombina. Estudios de secciones congeladas de

plaquetas estimuladas sugieren que los gránulos alfa se funden con el sistema canalicular

conectado con la superficie y liberan sus contenidos por esta vía (277).

Por tanto, la β-TG es un marcador más sensible de activación plaquetar que la

expresión de P-selectina, pero la recolección de la muestra es muy compleja y la sangre

debe ser manipulada con extremo cuidado. La CMF no es tan sensible como la β-TG pero

la técnica parece menos susceptible a los artefactos ex vivo. La CMF hace posible estudiar

subpoblaciones plaquetarias y correlacionar diferentes parámetros con los niveles de

activación. Estas ventajas promueven su aplicación en la práctica clínica (278).

Aunque la agregometría óptica es un método bien establecido para valorar la

función plaquetar, la expresión de P-selectina por citometría de flujo es un método más

sensible para detectar niveles bajos de activación que la agregometría (278).

La técnica de citometría de flujo ha sido empleada para el estudio de la función

plaquetar en múltiples patologías en las que interesa valorar el estado funcional de las

plaquetas circulantes. Entre los marcadores de activación estudiados, han sido empleados
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de forma predominante la P-selectina y el receptor del fibrinógeno activado o sus LIBS

(ligand induced binding sites).

Existen diferentes circunstancias clínicas en las que existe un acuerdo en que los

niveles de Gp IIbIIIa se encuentran elevados. Así, la exposición de individuos sanos a un

ejercicio intenso, induce una presencia elevada de los niveles de Gp IIbIIIa según se detecta

con citometría de flujo y el anticuerpo PAC-1 (279). Los estudios de plaquetas de pacientes

urémicos indican que la presencia y distribución del Gp IIbIIIa en sus membranas

plasmáticas bajo condiciones basales (antes de la hemodiálisis) no difiere de sujetos

normales controles (280). A pesar de niveles normales, parece existir una alteración

funcional a nivel de los receptores Gp IIbIIIa en estos pacientes urémicos, según se

confirma por estudios de unión al ligando y estudios de perfusión (281). Una unión

aumentada al fibrinógeno ha sido descrita en plaquetas de pacientes con fallo renal. La

infusión de DDAVP a pacientes urémicos parece aumentar la presencia de formas activadas

de Gp IIbIIIa en las plaquetas (282).

Diferentes estudios clínicos han reportado niveles basales normales o elevados de

Gp IIb, Gp IIIa o del complejo Gp IIbIIIa durante el bypass cardiopulmonar (283). Abrams

et al. empleando el PAC-1, encontraron una presencia elevada en las formas activadas de

Gp IIbIIIa en pacientes que sufrieron circulación extracorporea tras 60 minutos de

exposición (194). Una presencia elevada de receptor del fibrinógeno activado (LIBS) se

puede observar empleando anticuerpos apropiados. En contraste a publicaciones previas,

dos grupos diferentes reportaron una presencia reducida de Gp IIbIIIa durante el bypass

cardiopulmonar (284). Estos últimos estudios no midieron la presencia de posibles ligandos

unidos al Gp IIbIIIa. Una presencia elevada de fibrinógeno unido a las plaquetas ha sido

sugerido que detecta estadíos tempranos de activación plaquetar en pacientes bajo

diferentes condiciones clínicas, sin embargo, en pacientes con enfermedad coronaria no se

detectó ningún cambio en los niveles basales de Gp IIbIIIa o unión al fibrinógeno (285).

           Han sido descritos niveles normales o elevados  de GpIIbIIIa en pacientes expuestos

a la angioplastia coronaria, o después de la implantación de un stent. Sharf et al. (260)
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detectaron una presencia aumentada de anticuerpos dependientes de activación en

plaquetas circulantes a través de coronarias dañadas por la angioplastia. Resultados

similares se encontraron en pacientes que sufrieron la implantación de un stent coronario

(286). En este estudio se demostró una unión incrementada del factor de von Willebrand en

adición a la presencia aumentada de formas activadas de Gp IIbIIIa en las plaquetas.

Niveles elevados o normales de Gp IIbIIIa, o formas activadas de este complejo, fueron

detectadas en sangre emergente de heridas sangrantes (261).

En variadas circunstancias clínicas ha sido descrito un aumento de la expresión de

P-selectina. La exposición de sangre a los circuitos y membranas de hemodiálisis causa

activación plaquetar; los estudios de citometría de flujo en las plaquetas de pacientes

urémicos expuestos a hemodiálisis indicaron que la expresión de P-selectina ocurre desde

los primeros momentos en que la sangre atraviesa el sistema. Sin embargo, los números de

plaquetas activadas no aumentaron progresivamente con el resto de la diálisis. La

activación de las plaquetas durante los ciclos iniciales se relaciona con la biocompatibilidad

de las membranas empleadas, y puede ser monitorizado mediante la medida de P-selectina

por citometría de flujo. Se ha hipotizado que las plaquetas más activadas, expresando P-

selectina, serían reclutadas en agregados heterotípicos. Un estudio reciente ha confirmado

dicha hipótesis, y sugiere que una monitorización de la activación leucocitaria (CD11b)

sería más útil que la de las Gp plaquetares. El empleo de selectinas solubles también ha

sido aplicado con éxito en la monitorización de la activación celular durante la hemodiálisis

(274).

Existe una controversia sobre la activación de la P-selectina tras el bypass

cardiopulmonar. Los estudios iniciales fueron incapaces de detectar la expresión de una

cantidad importante de P-selectina (194), mientras otros encontraban una ligera expresión

de la misma (287). Estudios más recientes han encontrado una expresión claramente

elevada de CD62P y CD63 durante el bypass cardiopulmonar (288). El porcentaje de

plaquetas P-selectina positivas también se encuentra elevado en las muestras obtenidas de

sangre emergente de una herida. Existe un creciente número de publicaciones que detectan

una presencia elevada de P-selectina en relación con diferentes condiciones clinicas. Se
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emplea frecuentemente la P-selectina como índice de activación, por su ya descrita

estabilidad frente a otros marcadores. Así, se ha detectado su presencia elevada en

pacientes con síndrome coronario agudo, accidente vascular cerebral, púrpura trombótica

trombocitopénica, trombocitopenia inducida por heparina, SDRA, fibrilación auricular,

fallo cardíaco congestivo, artritis reumatoide, hipercolesterolemia, diabetes mellitus

insulin-dependiente, lipemia postpandrial, shock traumático, en plaquetas de concentrados

de banco de sangre, y en respuesta a diferentes fármacos como trombolíticos, contrastes

radiológicos y anestésicos volátiles (261;289-292). Existen también resultados

contradictorios en algunas de las patologías descritas, dependientes frecuentemente del

método empleado.

En ocasiones, parte de la dificultad en la detección viene dada por que una vez

activadas, las plaquetas puede ser inmediatamente eliminadas de la circulación y por tanto

no detectadas. Además, la demostración directa de las plaquetas activadas por CMF

requiere la presencia de al menos un 0.8% de plaquetas activadas en la muestra de sangre

total (260). Así, subpoblaciones de plaquetas activadas que continuan circulando después

de la expresión de epitopos dependientes de activación no serían detectables en muestras de

sangre periférica por su dilución en la circulación sistémica.

El papel de las determinaciones de diferentes glicoproteínas de membrana en el

diagnóstico, pronóstico, monitorización de tratamientos, o para alcanzar una mayor

profundidad en la comprensión de la fisiopatología de la enfermedad, es un cuerpo de

conocimiento en continuo crecimiento. Asimismo están adquiriendo un mayor

protagonismo los estudios genéticos aplicados a la hemostasia, de forma que diferentes

polimorfismos de las subunidades que conforman las GP de membrana plaquetar, se han

asociado como factor de riesgo de patología cardiovascular (293). En nuestro interés por la

sepsis grave, este nuevo campo de estudio genético de alteraciones de la hemostasia, abre

un campo de investigación en una patología que no ha conseguido disminuir su mortalidad

en los últimos lustros.
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5.2. AGREGADOS PLAQUETARES Y SEPSIS

La función plaquetar es fuertemente dependiente de las glicoproteínas expuestas en

la superficie de las plaquetas activadas. La citometría de flujo nos permite detectar no sólo

estas glicoproteínas expuestas, sino también, cuantas de estas plaquetas se encuentran libres

en la circulación, y cuantas se encuentran formando parte de agregados plaquetares.

Hemos intentado evaluar la presencia de plaquetas agregadas, como marcador de

activación plaquetaria en pacientes con sepsis grave y síndrome de disfunción

multiorgánica (SDMO), así como su correlación con parámetros clínicos, analíticos y

evolutivos.

Nuestro estudio demuestra que los pacientes con sepsis grave y SDMO, presentan

unos niveles de agregados plaquetares significativamente superiores al de los pacientes con

sepsis no grave. Además, este valor se correlaciona de forma positiva con el grado de

disfunción multiorgánica medida según el score SOFA. Los pacientes con sepsis no grave

han presentado un grado de agregación similar al grupo control.

Hemos encontrado una correlación positiva significativa entre el porcentaje de

agregados plaquetares y el porcentaje de células PAC-1 positivas, tanto al analizar la

población global de plaquetas, como al analizar las subpoblaciones de plaquetas libres y

plaquetas agregadas. Igualmente ocurre con las células CD62p positivas, que previamente

hemos visto que se correlacionaban con la expresión de PAC-1 en nuestra serie. El hecho

de que exista una correlación positiva entre los agregados plaquetares y las plaquetas que

expresen el receptor del fibrinógeno activado, es congruente, desde el momento en que la

adhesión plaqueta-plaqueta, está mediada fundamentalmente por los receptores del

fibrinógeno. Así, a mayor grado de expresión de PAC-1, más fácilmente se formarán

agregados plaquetares.
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Hemos encontrado una correlación positiva entre el porcentaje de plaquetas

agregadas y el índice de gravedad APACHE II. También hemos detectado esta correlación

positiva entre el porcentaje de AP, y el grado de disfunción multiorgánico según el score

SOFA, así como con cada uno de los órganos disfuncionantes.No hemos observado una

correlación entre agregados plaquetares y mortalidad.

No hemos encontrado otros estudios que investigen los agregados plaquetares en

pacientes con sepsis, aunque sí que se ha descrito su presencia en múltiples otras

patologías.

Existe una correlación negativa entre los recuentos de plaquetas de cada paciente y

la cifra de agregados plaquetares, es decir, existe un mayor número de agregados

plaquetares en los pacientes que presentan trombocitopenia. Matzdorff et al. describen en

experimentos in vitro en muestras de sangre total estimuladas con trombina, que tras la

aplicación del agonista ocurre una caída del 20% en el valor inicial de plaquetas,

acompañada de un incremento en el valor relativo de plaquetas CD62P positivas; las

muestras no agitadas, en las que no se formaron agregados mostraron un aumento del

número absoluto de plaquetas CD62P positivas, mientras que las muestras agitadas,

intentan remedar el shear stress que ocurre in vivo y en las que se formaron agregados,

presentaron un descenso del número absoluto de plaquetas CD62P positivas. Estos datos

sugieren que las plaquetas activadas pasan a formar parte de los agregados plaquetares,

disminuyendo el número absoluto de plaquetas activadas presentes en la circulación como

plaquetas libres, aunque se detecte un aumento del porcentaje de células CD62P positivas

(271).

De hecho, como hemos comentado en el apartado anterior, el grado de expresión de

P-selectina y de PAC-1, resultó significativamente mayor en la subpoblación de plaquetas

agregadas con respecto a la de plaquetas libres, siendo para ambos 3 veces superior en la

subpoblación de plaquetas agregadas. Además, en esta subpoblación, el grado de detección

de dichos antígenos, con los anticuerpos marcados, pudiera estar disminuído ya que parte
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de los receptores están ocupados en la cohesión plaqueta-plaqueta, o plaqueta-leucocito, no

siendo susceptibles de su unión por los anticuerpos fluorescentes.

Para dilucidar en parte esta hipótesis, Matzdorff et al. repitieron el experimento con

plasma rico en plaquetas y con colágeno. Emplearon una dosis de colágeno que indujo una

agregación irreversible, obteniéndo una respuesta similar a la trombina. En el momento en

que aumentó la transmisión de la luz –por agregometría óptica- disminuyó el recuento de

plaquetas, y el número absoluto de plaquetas CD62p positivas, mientras que el número de

agregados aumentó. De esta forma, se demuestra que aunque la unión a otras células podría

jugar un papel, la disminución fundamental en el número de plaquetas CD62p positivas se

debe a su interacción para formar agregados plaquetares (271).

Desde el punto de vista metodológico, hemos basado nuestro protocolo, en los

estudios publicados por Jy et al. (259) y por Matzdorff et al. (294).Ambos grupos han

estudiado profusamente el empleo de la citometría de flujo y de los anticuerpos

monoclonales, aplicados a la detección de agregados plaquetares. Así, la citometría de flujo

se va introduciendo en la práctica clínica, empleándose en ensayos clínicos sobre

enfermedad coronaria, y en otras situaciones clínicas asociadas con la activación plaquetar

como son la hemoglobinuria paroxistica nocturna, la preeclampsia, la angioplastia

transluminal percutánea, el síndrome hemolítico urémico y la púrpura trombótica

trombocitopénica (295); sin  embargo no hemos detectado estudios que apliquen la

investigación de agregados plaquetares por citometría de flujo en el contexto clínico de la

sepsis. Por lo que consideramos interesante nuestra aportación.

Entre otros problemas metodológicos se encuentra el de cómo la dilución de la

muestra sanguínea afecta a los resultados finales. Matzdorff et al. realizaron diluciones

progresivas de las muestras de sangre total antes de su análisis citométrico de los agregados

plaquetares, diluyéndolas en el buffer PBS al 100 % (sin dilución), 90 %, 80 %, 50 % y 10

%, encontrando que el número absoluto de agregados plaquetares, medidos

simultáneamente con fluorosferas, disminuyeron, mientras que los porcentajes o valores
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relativos de agregados plaquetares se mantuvieron estables a todos los niveles de dilución

(271).

 Es interesante comentar que sobre los valores de los agregados plaquetares también

influye la velocidad de adquisición de las células, de forma que si esta velocidad es alta (>

2000 eventos por segundo), se ha descrito un posible artefacto con disminución en los

agregados (260). En nuestra serie hemos procesado las muestras adquiriendo alrededor de

1000 eventos por segundo.

Ha sido postulado también como una posible fuente de errores en la determinación

de los agregados plaquetares, el hecho de que los agregados plaquetares de mayor tamaño

obstruyan las luces del citómetro, dificultando su medición y falseando los datos, aunque

no se han aportado mayores evidencias.

El método descrito por Jy et al. (259), basado a su vez en los descritos previamente

por Ault et al. (258) y por Galt et al. (296) ha sido aplicado al seguimiento de los cursos

clínicos de la PTT, y fue encontrado útil para la monitorización de los tratamientos, así

como para valorar la remisión de la enfermedad y sus exacerbaciones. Ault et al. (258)

describieron un método para estudiar los agregados plaquetares por citometría de flujo

siguiendo la incubación de sangre total o plasma rico en plaquetas con un agonista,

observando la formación de microagregados y de macroagregados plaquetares. Galt et al.

(296) estudiaron los agregados plaquetares en pacientes con enfermedad vascular

periférica, pero no encontraron diferencias significativas con respecto a los sujetos sanos.

El método descrito por Jy et al. (259) es 20-50 veces más sensible que la agregometría

convencional para detectar estados tempranos de activación plaquetar; esto se demuestra

por las mucho más bajas concentraciones de agonistas requeridos para producir un efecto

mesurable. Así, describieron cómo la DDAVP, que no tiene un efecto detectable por

agregometría óptica, activa a las plaquetas in vitro, igualmente el efecto del plasma de

pacientes con PTT sobre las plaquetas se detecta bien por citometría de flujo y raramente

por agregometría óptica. El método descrito por estos investigadores ha sido aplicado como

una ayuda para monitorizar la evolución de la PTT, encontrando que los agregados
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plaquetares CD62P positivos se elevaron durante las fases activas de la enfermedad y

descendieron tras la plasmaféresis, normalizándose en la remisión. Estos cambios fueron

detectados de forma precoz, antes de que aparecieran cambios en la LDH o en el recuento

de plaquetas, métodos convencionales de control de la enfermedad. Este método ha descrito

también una activación plaquetar en la enfermedad de Alzheimer y en la esclerosis

múltiple. Estos hallazgos apoyan el potencial clínico de la citometría de flujo para estudios

de función plaquetar.

Han sido Jy et al. (259) quienes también han combinado el método descrito por

Rinder et al. (297) con los descritos previamente, para detectar simultáneamente los

agregados leuco-plaquetares. Observaron, en estudios in vitro  en muestras de sangre total,

que una mayor concentración de agonista se correlacionó con mayores porcentajes de

agregados leuco-plaquetares en una forma dosis dependiente, indicando que la formación

de agregados leuco-plaquetares es dependiente del grado de activación plaquetar. In vivo, el

papel de los agregados leuco-plaquetares en la trombosis permanece bajo estudio. Sin

embargo, resultados preliminares demostraron que los agregados leuco-plaquetares se

encontraban francamente incrementados (2x-5x) sobre los agregados plaquetares (1.5x-2x)

en los estados trombóticos de la PTT y de la trombocitopenia inducida por heparina,

mostrando que los agregados leuco-plaquetares están asociados a estos procesos

trombóticos de forma más prominente que los agregados plaquetares (259).

Estos estudios coinciden con nuestros hallazgos en la sepsis grave, habiendo

determinado unos incrementos de agregados plaquetares en el grupo de sepsis grave de 2

veces su valor en los pacientes con sepsis no grave o en los controles, mientras que los

agregados leucoplaquetares en el mismo grupo se encontraron aumentados 3.5 veces sobre

el valor de los pacientes con sepsis no grave o del grupo control.

Los niveles de agregados plaquetares circulantes elevados, han sido observados en

pacientes con alteraciones trombóticas. El método que se describió inicialmente para la

detección de agregados plaquetares, consistía en que la muestra de sangre se extraía en dos

tubos, uno con EDTA -asumido que liberaba a las plaquetas de los agregados-, y otro con
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un fijador -asumiendo que preservaba los agregados-: el ratio del recuento plaquetar en los

dos tubos se tomaba como un índice de los agregados plaquetares en la circulación. Por esta

técnica se detectaron agregados plaquetares elevados en pacientes con insuficiencia arterial,

hipoxemia, enfermedad inflamatoria intestinal e isquemia cerebral (169). Un aumento de

los agregados plaquetares se detectó también, en otros trastornos con alto riesgo de

trombosis. En estudios recientes, durante la realización de ecografías cardíacas se detectó

un contraste espontáneo debido a la presencia de agregados plaquetares en las cámaras

cardíacas, y estos pacientes presentaron un mayor riesgo de complicaciones

tromboembólicas (298).

La mayoría de citómetros de flujo nos permiten conocer el número relativo de

plaquetas, plaquetas activadas o agregados plaquetares, y no están equipados para recuentos

absolutos de los mismos, pero los métodos para estos estudios han sido bien establecidos

aunque suponen una sobrecarga dificilmente introducible en el análisis citométrico rápido

que se pretende en el ámbito clínico. Por tanto, como consideramos que el recuento

absoluto de plaquetas, plaquetas activadas, agregados plaquetares o micropartículas, puede

ofrecer luz sobre aproximaciones diagnósticas y seguimientos terapéuticos en determinadas

patologías con afectación de la función plaquetar, entre ellas la sepsis grave, esperamos que

los nuevos citómetros aporten esta tecnología.

Como hemos descrito previamente, hemos encontrado una correlación negativa

entre las cifras de plaquetas y el porcentaje de agregados plaquetares, de forma que cuando

encontramos mayor  porcentaje de agregados, existe una mayor trombocitopenia. En

pacientes pediátricos que han sufrido quemaduras graves, y que además padecen sepsis, se

ha descrito el valor de un recuento de plaquetas disminuído, como predictor independiente

de la evolución fatal de la sepsis (299). Más recientemente Vanderschueren et al. han

descrito en pacientes críticos  -con y sin sepsis- ingresados en UCI, que la trombocitopenia

es un marcador de riesgo de mortalidad, independiente de, y complementario a los índices

de severidad establecidos. Describen que tanto un nadir bajo en el recuento de plaquetas,

como una importante caída en dicho recuento, predicen un mal pronóstico (300). En nuestra

serie, no hemos podido encontrar una asociación entre cifra de plaquetas y mortalidad.
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El incremento en los agregados plaquetares se correlaciona con los diferentes grados

de disfunción multiorgánica, como hemos descrito. El atrapamiento de microagregados

plaquetares, puede alterar la perfusión orgánica, considerándose un proceso responsable del

SDMO. Un cuerpo de conocimiento creciente, apoya la hipótesis del paro circulatorio en la

microvasculatura como sustrato del SDMO. Nuestros hallazgos suponen una colaboración

en este sentido.

5.3. SEPSIS Y AGREGADOS LEUCOPLAQUETARES

Entre los objetivos de nuestro estudio, se encuentra el de profundizar en el papel

fisiopatológico de las interacciones entre los diferentes componentes celulares de la sangre

en el ámbito de la sepsis. Así, en este apartado pasaremos a valorar los resultados del

estudio de la interacción leucocito-plaqueta en los pacientes sépticos.

Hemos encontrado que la población de pacientes con sepsis grave presenta un

porcentaje de agregados leuco-plaquetares significativamente más elevado que los

pacientes con sepsis no grave, los cuales han presentado un grado de presentación de

agregados leuco-plaquetares similar al grupo control, y similar también a la población sana.

 Detectamos  una correlación positiva significativa, entre el porcentaje de agregados

leuco-plaquetares y el marcador de activación plaquetar PAC-1, únicamente al estudiar la

subpoblación de plaquetas agregadas.

La misma correlación positiva se mantiene cuando relacionamos los agregados

leuco-plaquetares con el porcentaje de plaquetas que expresan el marcador de secreción

plaquetar CD62P o P-selectina, al analizar la población de plaquetas agregadas. No hemos

encontrado una correlación significativa al analizar las variables agregados leuco-

plaquetares y agregados plaquetares.
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No hemos encontrado una correlación positiva entre agregados leuco-plaquetares y

grado de disfunción multiorgánica según la escala SOFA, ni hemos encontrado correlación

entre los agregados leuco-plaquetares y el índice de gravedad APACHE II. No hemos

observado una correlación entre los agregados leuco-plaquetares y la evolución/mortalidad

de los pacientes.

Se han descrito una variedad de métodos para identificar a los agregados leuco-

plaquetares, pero existen diferentes problemas metodológicos. Los estudios con

microscopía óptica son no cuantitativos, poco sensibles y no informan sobre las funciones

de los receptores. La citometría de flujo ofrece considerables ventajas en tales análisis, pero

el diferente procesado de las muestras, puede influir en el resultado final obtenido. Los

procesos de lavado y centrifugación, producen pérdida celular, facilitando la formación de

agregados por activar plaquetas de forma artefactual, así como por aumentar los contactos

célula-célula. En ocasiones la lisis de eritrocitos es empleada para facilitar el análisis

citométrico, pero puede liberar grandes cantidades de ADP que active las plaquetas e

induzca una gran cantidad de agregados leucoplaquetares. La manipulación celular y la lisis

eritrocitaria podrían incrementar la expresión de integrinas por parte de los leucocitos, y

aumentar los agregados leuco-plaquetares. Finalmente, y de forma importante, la fijación

de las muestras se ha descrito también como origen de una activación artefactual de las

plaquetas. Por todo esto, parece deseable estudiar las interacciones plaqueta-leucocito en

muestras de sangre total que emplean una mínima manipulación de la muestra.

Para el análisis de los agregados leuco-plaquetares hemos empleado el método

descrito por Li et al.  que utiliza una técnica bicolor, sin fijación, en la cual la preparación

de la muestra se inicia precozmente para minimizar la activación plaquetaria in vitro. Este

ensayo, parece reflejar la situación in vivo de forma cercana, ya que se ha intentado

minimizar los artefactos in vitro ocasionados por el manejo y procesado de la muestra;

asimismo el empleo por estos autores de anticuerpos bloqueantes no tuvo influencia en el

porcentaje de agregados leucoplaquetares en las muestras en reposo, por lo que lo hemos

considerado un método interesante para el estudio de pacientes sépticos (247).
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La evaluación metodológica realizada por dichos autores, demostró que las

manipulaciones in vitro de la muestra, tales como la simple fijación, tanto con

formaldehido como con paraformaldehido, y tanto pre como postincubación, la lisis

eritrocitaria, y especialmente la centrifugación repetida, indujeron la formación de

agregados leucoplaquetares artefactuales. La fijación puede revertir la unión del

fibrinógeno a la plaqueta, y aumentar la expresión de P-selectina, pudiendo ambos efectos,

aumentar la formación de agregados leuco-plaquetares. La unión de ciertas proteinas de

membrana a los fijadores aldehidos puede inducir la unión entre células, llevando a un

aumento en los agregados leuco-plaquetares. La lisis eritrocitaria, como sabemos, libera

ADP que activa las plaquetas e induce un aumento de los agregados leuco-plaquetares. Sin

embargo, es digno de destacar que el más importante aumento en el porcentaje de

agregados leuco-plaquetares fue inducido por los procesos de lavado y centrifugación.

Estos procesos podrían inducir una activación de plaquetas y leucocitos, con aumento de la

expresión de selectinas e integrinas en la membrana celular, lo que conllevaría un

importante incremento de los agregados leuco-plaquetares in vitro, así como a una

significativa y quizás selectiva pérdida de células (247).

Las muestras sin fijación se demostraron estables durante las primeras 3 horas

después de su preparación, igual que las muestras fijadas con formaldehido al 0.2 %. Sin

embargo, si las muestras fueron almacenadas durante 6 horas o más, se detectaron

incrementos en el porcentaje de agregados leuco-plaquetares, a pesar de la fijación, y

ninguno de los métodos empleados mostró resultados aceptables. Así que los retrasos en el

análisis de la muestra, deben ser evitados, o estandarizados. El análisis dentro de las 3

primeras horas parece que provee de mediciones aceptables de los agregados plaquetares en

muestras de sangre total (247).

Nosotros hemos realizado un experimento paralelo en el que analizamos los

agregados leuco-plaquetares con un retraso de 1, 2 y 3 horas –datos no mostrados-,

encontrando que no existen diferencias significativas entre estas muestras y las analizadas

inmediatamente tras la extracción de la sangre. En cualquier caso, en nuestro estudio
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ninguna muestra se ha analizado con un retraso superior a los 10 minutos tras la extracción.

Se ha descrito que el ADP, la trombina y el PAF, activan a las plaquetas por

diferentes vías mediadas por receptores. Su capacidad para inducir la formación de

agregados leucoplaquetares varía de forma paralela a su capacidad como agonistas

plaquetares. El PAF es además un potente estimulador de la activación leucocitaria,

mientras la trombina puede activar a algunas poblaciones leucocitarias. Estos dos agonistas

tienen efectos aditivos sobre la formación de ALP, mientras que el ADP posee poco efecto

adicional en presencia del PAF. El fMLP activa los neutrófilos pero no tiene un efecto

directo sobre las plaquetas. Sin embargo puede aumentar la formación de agregados

heterotípicos vía la liberación del PAF y de la catepsina G desde los leucocitos. La

trombina tiene un más claro efecto aditivo que el ADP sobre la formación de ALP inducida

por fMLP. Estos datos sugieren que la estimulación de cualquier tipo celular, plaquetas o

leucocitos, puede incrementar la formación de ALP, y que la estimulación de ambos tipos

celulares es requerida para obtener un número máximo de ALP (247).

En nuestro estudio hemos empleado un marcador panplaquetario antiCD42a, que

detecta la GP IX. La identificación de las plaquetas con anticuerpos anti-GpIb/IX tiene

ventajas sobre el empleo de anticuerpos anti GpIIb/IIIa, debido a la posible involucración

del GpIIb/IIIa en la interacción plaqueta-leucocito, ya que alguno de los epitopos de este

complejo, se pueden ver enmascarados por los agregados.

Diferentes autores han estudiado las interacciones entre plaquetas y leucocitos en el

contexto de la sepsis. Gawaz et al. estudiaron un grupo de pacientes con sepsis,

encontrando que la expresión de antígenos específicos plaquetarios en la superficie de los

leucocitos, se encuentra aumentada en la sepsis, pero disminuye cuando existe un síndrome

de disfunción multiorgánica. Los resultados indican un papel fisiopatológico de la

activación plaquetar y de la formación de agregados leuco-plaquetares en el curso de la

sepsis y en el desarrollo del SDMO. En otro estudio, el mismo autor determina que la

adhesión plaqueta-neutrófilo se encuentra aumentada en pacientes con sepsis, pero que

disminuye dependiendo de la severidad del SDMO, describiendo además como la
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inmunofluorescencia CD41 específica de las plaquetas en los neutrófilos, es un factor

independiente predictor de mala evolución clínica, en los pacientes sépticos. Los autores

especulan que un aumento en la adhesión plaqueta-leucocito in vivo podría inducir un

aumento del secuestro de estos agregados mixtos en el lecho capilar, produciendo cambios

locales vasoactivos e inflamación (301).

Estos autores encuentran una reducción significativa de los agregados leuco-

plaquetares que podría reflejar un aumento en el consumo periférico en la

microvasculatura. Ya que el SDMO está asociado con una alteración de la

microcirculación, se puede hipotizar que un incremento de la adhesión leuco-plaquetaria y

de su secuestro en la sepsis, puede alterar la microcirculación y contribuir al desarrollo del

SDMO. Los mismos autores han descrito que la interacción leuco-plaquetar está

incrementada en la fase temprana de la hemodiálisis, y disminuye al finalizar la sesión de

diálisis. Ya que los leucocitos son secuestrados en la vasculatura pulmonar durante la

diálisis, sugieren que la formación y secuestro de ALP es un fenómeno que ocurre

realmente in vivo. El hecho de que no se detecte una caída concomitante en el recuento de

leucocitos periférico, podría estar enmascarado por una liberación reactiva de leucocitos

desde la médula ósea (302).

Este estudio no aclara el proceso fisiopatológico que subyace, ni la naturaleza de los

mediadores involucrados en la isquemia y paro microcirculatorio en la sepsis y SDMO. Sin

embargo, el aumento en la activación plaquetaria y en la adhesión leucoplaquetaria sugiere

que en la sepsis y en el SDMO ocurre un significativo dialogo intercelular. La interacción

celular aumentada entre plaquetas y leucocitos puede ser importante para el desarrollo del

SDMO, al facilitar la interacción plaqueta-endotelio por intermedio de los leucocitos

activados. La producción de óxido nítrico está aumentada en los pacientes sépticos, y se ha

demostrado que afecta a la adherencia entre plaquetas y neutrófilos (303). Es más, los

neutrófilos utilizan el ácido araquidónico que liberan las plaquetas para aumentar la síntesis

de leucotrienos y de otros  eicosanoides, y la catepsina G derivada de los neutrófilos, puede

inducir una mayor agregación y secreción plaquetaria (304). Además, las plaquetas y los

neutrófilos pueden cooperar para aumentar la formación de factor activador plaquetario
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(PAF) que actúa sobre ambos tipos celulares y ofrece el potencial para amplificar la

activación (305).

Vickers et al.  han estudiado también las interacciones entre leucocitos y plaquetas

en la sepsis. Emplearon la citometría de flujo para determinar los marcadores de activación

celular: CD62P en las plaquetas, y CD11b en los neutrófilos y monocitos. Además

midieron la exposición de factor tisular (TF) en la superficie de los monocitos, y la

formación de conjugados heterotípicos entre plaquetas y neutrófilos o monocitos.

Realizaron su estudio en 47 pacientes, 27 de los cuales eran sépticos, y evaluaron su grado

de disfunción orgánica según la escala SOFA. Cuando compararon los pacientes sépticos

con el grupo control, encontraron que los sépticos presentaban valores significativamente

más altos de P-selectina, CD11b, sobre monocitos y neutrófilos, y de factor tisular sobre los

monocitos. Pero cuando compararon la formación de conjugados plaqueta-neutrófilo o

plaqueta-monocito, no encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, sépticos y

control. Sin embargo, los agregados plaqueta-neutrófilo fueron significativamente más

elevados en los pacientes sépticos que no evolucionaron a shock séptico que en aquellos

que sí lo presentaron, o que en el grupo control. Considerando todos los pacientes, el grado

de disfunción SOFA se correlacionó de forma positiva con el marcador P-selectina, factor

tisular en monocitos, y CD11b, pero no con la formación de conjugados leuco-plaquetares.

La P-selectina fue dos veces mayor en los pacientes que fallecieron. Estos datos proveen de

más evidencias de que las plaquetas y los leucocitos participan en las alteraciones

hemostáticas y en la evolución a SDMO. El papel de los agregados leuco-plaquetares

permanece bajo estudio, pero Vickers et al. asumen que pueden contribuir al fallo orgánico

por participar en los procesos de trombosis microvascular y paro microcirculatorio (306).

En nuestra serie, los agregados leucoplaquetares sí que se encuentran elevados en

los pacientes con sepsis grave, mientras no lo están en los pacientes con sepsis no grave; al

igual que en el estudio anterior, no se correlacionan los ALP con el grado de disfunción

orgánica, medido por el SOFA. También expusimos los hallazgos de Gawaz et al. que

encontraban cómo a mayor grado de SDMO, menor era la aparición de agregados leuco-

plaquetares (301). Una posible explicación para esta discrepancia puede venir dada por el
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análisis puntual que realizamos de la puntuación SOFA y del análisis de los agregados, que

podría ser subsanado con determinaciones seriadas que nos tradujeran de forma más

fehaciente la correlación entre la evolución clínica y los parámetros analíticos. Además, nos

encontramos con el problema más habitual en todos los estudios sobre la sepsis, que es la

estratificación de los pacientes. Aunque la conferencia de consenso sobre definiciones de

sepsis ha homogeneizado los conceptos fundamentales, los diferentes estudios sobre sepsis,

y aún los ensayos clínicos, introducen pacientes con sepsis de distintos orígenes

–abdominal, respiratorio, renal...-, con distinta bacteriología, y con diferentes respuestas

inflamatorias, que dificulta frecuentemente la comprensión de los hallazgos.

Como comentamos anteriormente, hemos encontrado una correlación positiva entre

los agregados leuco-plaquetares y la presencia de plaquetas P-selectina positivas, y PAC-1

positivas, en la población de plaquetas agregadas, es decir, en las que presentan un mayor

grado de activación. Aunque de forma tradicional se ha venido implicando a la P-selectina

como principal nexo de unión entre plaquetas y leucocitos, el receptor Gp IIb-IIIa también

juega un papel (307). Sanderson et al. empleando antagonistas anti-GpIIb-IIIa encuentran

que éstos pueden llevar a la inhibición de la formación de agregados plaquetares, y también

a la inhibición o potenciación de los agregados leuco-plaquetares en función de la dosis y

tipo de agonista empleado para inducir la activación plaquetar. La inhibición de los

agregados leuco-plaquetares implica que el Gp IIb-IIIa juega un papel en la formación de

los agregados leuco-plaquetares bajo ciertas circunstancias, mientras que la potenciación de

los agregados, implica que las plaquetas activadas, son aún capaces de adherirse a los

leucocitos incluso cuando la agregación plaquetar está alterada. Esto ocurre posiblemente a

través de la P-selectina de las plaquetas activadas, unidas al receptor PSGL-1 de los

leucocitos (308).

La determinación de agregados leuco-plaquetares se ha empleado para el estudio de

otras patologías que, como la sepsis, su fisiopatología se basa en los procesos de

hemostasia/trombosis. Fundamentalmente se ha investigado su presencia para profundizar

en los mecanismos de la enfermedad, y su valor como marcador diagnóstico, de control

terapéutico o pronóstico. Así, han sido estudiados con especial interés por su elevada
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incidencia en la enfermedad coronaria y su tratamiento –angioplastia y/o stent-, en la que se

han encontrado niveles elevados; su empleo como marcador de infarto de miocardio está

bajo estudio, ya que aunque presenta una elevada sensibilidad, su especificidad es baja, y

muchos pacientes con enfermedades infecciosas y/o inflamatorias también mostrarán

niveles altos de agregados leuco-plaquetares. Sin embargo, su alto valor predictivo

negativo, hace necesarios más estudios que valoren dicha variable como útil en la

valoración inicial de los dolores torácicos. Otras situaciones patologicas valoradas son: la

preeclampsia; la influencia de la hemodiálisis y del tipo de membrana/filtro empleado sobre

la formación de agregados leuco-plaquetares; el efecto de la circulación extracorpórea; la

formación de agregados en los concentrados de plaquetas y en la plaquetaferesis; o  la

influencia de fármacos como la aprotinina (309-312).

La asociación de leucocitos y plaquetas ha sido detectada en diferentes modelos de

lesión tisular. Los neutrófilos se acumulan alrededor de los trombos ricos en plaquetas en

los sitios de hemorragia. Las plaquetas pueden además ser reclutadas por los neutrófilos

hacia los tejidos inflamados durante la migración de los neutrófilos a través del endotelio, y

las plaquetas se asocian a los fagocitos mononucleares durante las fases tempranas de la

aterosclerosis experimental. La interacción de las plaquetas con los leucocitos puede

facilitar las funciones de ambos tipos celulares en las vías inflamatoria y hemostática. Por

ejemplo, los neutrófilos y las plaquetas pueden emplear intemediarios lipídicos derivados

del otro tipo celular para sintetizar nuevos leucotrienos (86).

Aunque las plaquetas liberan proteinas que son quimiotácticas para los leucocitos,

existen evidencias de la existencia de interacciones basadas en un contacto directo entre

ambos tipos de células. Empleando un ensayo tipo roseta, Jungi et al. demostraron que

plaquetas estimuladas con trombina, y fijadas, se pueden unir a neutrófilos y monocitos en

una manera dependiente del calcio. Las plaquetas no estimuladas no se unieron a nigún tipo

leucocitario. La asociación de plaquetas activadas con monocitos está mediada por la unión

de la trombospondina al receptor CD36 (GpIV), que se encuentra en la superficie de ambas

células. Sin embargo, la naturaleza molecular de la interacción entre plaquetas activadas y

los neutrófilos, ha permanecido poco claro (313).
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La P-selectina ó GMP-140, es una glicoproteína de membrana encontrada en los

gránulos secretores de ambos tipos celulares, plaquetas y células endoteliales. Tras la

activación plaquetaria por agonistas, tales como la trombina, la P-selectina es rápidamente

redistribuída por la superficie celular durante la degranulación. El GMP-140 pertenece a la

familia de selectinas de los receptores de la pared vascular que comparten una similaridad

en su secuencia y en la organización de sus dominios. Las otras selectinas conocidas son la

ELAM-1, un receptor de las células endoteliales para neutrófilos inducible por citoquinas, y

una estructura de la superficie leucocitaria estudiada por su papel en dirigir el movimiento

de los linfocitos a grandes vénulas endoteliales de nódulos linfáticos periféricos. El hecho

de que estas dos moléculas dirijan la adhesión de los leucocitos a otras paredes vasculares,

sugiere que la P-selectina pueda tener una acción similar (86).

Hamburger et al.  demostraron como los neutrófilos humanos se unen de manera

calcio-dependiente a la P-selectina purificada, e inmovilizada en plástico. Posteriormente

describieron que la adhesión de los neutrófilos al endotelio estimulado con activadores

rápidos tales como la histamina, está mediado al menos en parte por la P-selectina, y

demuestran que la P-selectina está involucrada en la unión entre plaquetas activadas y

neutrófilos (86).

La P-selectina es un mediador de la adhesión del neutrófilo a la superficie del

endotelio activado, y se ha demostrado que también promueve la adherencia de los

neutrófilos a la superficie de las plaquetas activadas (86).

La capacidad de las plaquetas fijadas para adherirse a los neutrófilos, de forma P-

selectina-dependiente, indica que las plaquetas una vez activadas no requieren una

actividad metabólica adicional para su unión. Los neutrófilos no necesitan estar

metabólicamente activos, por que las plaquetas activadas interaccionan con neutrófilos

fijados. Además, los neutrófilos no requieren una activación previa para adherirse a la P-

selectina purificada, o a la P-selectina unida a plaquetas o a células endoteliales activadas

(314).
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Diferentes estudios indican que los productos liberados desde las plaquetas

activadas pueden promover la activación, adherencia, agregación y fagocitosis de los

neutrófilos. Otros productos pudieran inhibir ciertas funciones de los neutrófilos tales como

la producción de superóxidos. El metabolismo transcelular de los intermediarios lipídicos

de un tipo celular al otro ha sido también bien documentado. Se desconoce si el contacto

directo entre plaquetas y neutrófilos facilita el papel modulador de los productos solubles

(315-318).

Los monocitos también se unen a plaquetas y al endotelio, sugiriendo que la P-

selectina promueve la adhesión monocitaria a estas células. En estudios preliminares,

encontramos que la linea monocitoide U937 se une a plaquetas estimuladas de una manera

Ca-dependiente y que esta interección adhesiva es inhibida por anticuerpos anti-P-selectina

(313;319).

Larsen et al. también reportaron que la P-selectina media la unión entre plaquetas

activadas y neutrófilos o monocitos. Promoviendo la unión rápida entre leucocitos y

plaquetas activadas y entre leucocitos y endotelio activado, la P-selectina puede facilitar la

comunicación entre las respuestas hemostásica e inflamatoria ante la lesión tisular (320).

Vallés et al., realizaron un estudio de las interacciones plaqueta-neutrófilo como

parte de su interés en los eventos celulares y bioquímicos iniciales en el proceso

trombótico. El sistema experimental empleado les permite realizar una evaluación

independiente de la activación y del reclutamiento plaquetario, así como la influencia que

ejercen sobre este proceso, los neutrófilos sin estimular bajo condiciones de estrecho

contacto durante un breve intervalo de tiempo. Demostraron que  los neutrófilos humanos

disminuyen de forma marcada la activación plaquetaria, determinada por la serotonina

liberada, y el reclutamiento plaquetario, inducidos por el colágeno o la trombina (321).

Los neutrófilos humanos no estimulados, van a regular a la baja la reactividad

plaquetaria durante el primer minuto tras la estimulación con agonistas plaquetarios.Esto

fué demostrado en un sistema in vitro, que evaluó de forma independiente la activación



Plaquetas, sepsis y SDMO.                                                Tesis doctoral                                                      J.L. García-Allut

Discusión 197

plaquetaria y el reclutamiento. Este método puede ser válido como un modelo in vitro para

el estudio de los eventos trombóticos y hemostáticos más tempranos. Una vez que el

agonista es añadido, las plaquetas y los neutrófilos se aproximan y posteriormente se

separan. El fluído sobrenadante que contiene los productos liberados de las células es

entonces empleado para estudiar el reclutamiento plaquetario y la activación plaquetaria.

Así, este sistema evalúa los eventos más tempranos, que ocurren durante el primer minuto

tras su estimulación (321).

Se eligieron trombina y colágeno para estos estudios como inductores de la

agregación plaquetaria. El resultado experimental conseguido por estas autoras indica que

la inhibición que ejerce el neutrófilo sobre la reactividad plaquetaria inducida por el

colágeno o la trombina, fue específica del estímulo empleado. A niveles similares de

activación de  plaquetas solas, la inhibición de los neutrófilos sobre la liberación de

serotonina fue mayor en muestras estimuladas con trombina, que en muestras estimuladas

con colágeno. Aún más, a bajas concentraciones de neutrófilos, la inhibición resultó más

eficiente con colágeno que con trombina. Se realizaron nuevas observaciones sobre la

participación de los metabolitos de los eicosanoides en estas interacciones célula-célula.

Los productos plaquetarios de la lipooxigenasa, 12S-HETE o su derivado 12S,20-DiHETE,

originados en el metabolismo transcelular entre plaquetas y neutrófilos no estimulados,

redujeron el efecto inhibitorio de los neutrófilos cuando el sistema era estimulado con

trombina (321).

La inhibición que ejercen los neutrófilos sobre la reactividad plaquetaria según se

estudia en este sistema in vitro, podría tener implicaciones para la comprensión de los

eventos tempranos en la trombosis y en la hemostasia. Los datos sugieren que los

neutrófilos poseen la capacidad de modular el inicio y la propagación del trombo

plaquetario en desarrollo.

Los resultados descritos son probablemente un reflejo de lo siguiente: los

neutrófilos que se emplearon estaban sin estimular, las plaquetas estaban altamente

estimuladas con agonistas específicos, se facilitó un contacto máximo entre células, y la
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duración del contacto plaqueta-neutrófilo fue breve, de forma que simulase los eventos

trombóticos más tempranos.

Dos circunstancias bajo las que la eficacia de los neutrófilos en bloquear la

reactividad plaquetaria resultó aumentada, fueron las siguientes: cuando el metabolismo de

la lipooxigenasa fué bloqueada por ETYA, y cuando la adhesión plaqueta-neutrófilo se

bloqueó por los anticuerpos anti-P-selectina. Sugieren estas autoras, que la inhibición

neutrofílica de la reactividad plaquetaria, podría operar de forma máxima vía fase fluída

entre células (321).

Los estudios de cardiopatía isquémica evidencian que existe una correlación

positiva entre el número de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y el riesgo de

enfermedad vascular (322). Un elevado recuento de PMN se asoció con un mayor riesgo de

infarto agudo de miocardio, así como de su recurrencia (323). Posteriores estudios,

mostraron una respuesta funcional incrementada tanto ex vivo como in vivo a la activación

de PMN en diferentes manifestaciones clínicas de enfermedad cardíaca isquémica y

sugirieron un papel activo para estas células en la progresión de la oclusión vascular (324).

En modelos animales de infarto de miocardio, la deplección de PMN, la supresión

farmacológica de PMN o la inhibición de la adhesión de células endoteliales y leucocitos

PMN, redujeron la extensión de la lesión tisular aguda, así como la mortalidad siguiendo a

la isquemia-reperfusión (325). Aunque han sido reportadas diferentes interacciones entre

plaquetas y PMN en estudios in vitro, la observación de que PMN activados inducen

activación plaquetaria, puede dotar de cierta plausibilidad al papel de los PMN en la

trombogénesis.

De forma particular, los PMN activados producen y liberan reactivos oxidantes,

leucotrienos inflamatorios, y enzimas lisosómicas proteolíticas, que pueden inducir

directamente un daño vascular e influenciar el estado de activación de las plaquetas y de las

células endoteliales (326;327).
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En estudios in vitro, la catepsina G purificada, en concentraciones comparables a

aquellas determinadas en supernatantes de 5x106 PMN activados por 1 µM de fMLP (20-

500 nM), ha demostrado que induce la agregación plaquetaria, formación de tromboxano,

liberación del contenido de los gránulos, elevación del calcio intraplaquetario y activación

de la proteinquinasa C (328).

De forma similar a otras enzimas proteolíticas, la catepsina G modifica las

glicoproteinas de superficie de la plaqueta (Gp): induce un clivaje de la GpIb, a nivel de los

aminoácidos Leu275-Tyr276. De esta forma, el sitio de unión del factor de von Willebrand

a la glicoproteína GpIb desaparece, pero el sitio de unión a la trombina permanece.

Además, la catepsina G induce un aumento en la exposición del GpIIbIIIa en su forma

activada, que permita la unión del fibrinógeno. La catepsina G se demostró además que

induce el clivaje del extremo amino-terminal del receptor de la trombina, al menos en dos

puntos diferentes: Phe55-Trp56, y después del Arg41, activando de esta forma al receptor

de la trombina (329).

La activación plaquetaria inducida por los PMN a través de la catepsina G, ha sido

propuesta como el mecanismo por el que, por un lado, los PMN contribuyen en los eventos

trombóticos, y por otro lado, las plaquetas están involucradas en los fenómenos

inflamatorios (330).

Sin embargo, como una actividad proteolítica intacta de la catepsina G es esencial

para su actividad activadora plaquetaria, la amplia presencia de antiproteinasas en plasma,

podría virtualmente abolir la actividad de la catepsina G. De hecho, diferentes

antiproteinasas como la alfa-1 antitripsina, o la eglina-C, previenen la activación

plaquetaria inducida in vitro por la catepsina G purificada, o por supernatantes de PMN

activados. Las antiproteasas resultaron, sin embargo, mucho menos efectivas, cuando los

PMN fueron estimulados después de que hubieran interaccionado con las plaquetas en

poblaciones celulares mixtas. Se ha propuesto, que en estas condiciones, se crea un

microambiente cercano entre PMN y plaquetas, de forma que los enzimas son protegidos

contra los inhibidores de proteasas (328).
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La microscopía electrónica evidenció múltiples puentes establecidos entre PMN y

plaquetas, lo cual apoya la sugerencia de que un contacto célula-célula sería el responsable

para la reducida eficacia de las antiproteasas. De hecho, la adhesión plaqueta-PMN, resultó

fuertemente inhibida por un anticuerpo anti-P-selectina, con un concomitante efecto

inhibitorio aumentado de las antiproteinasas sobre la activación plaquetaria inducida por los

PMN (331). Así, la adhesión plaqueta-PMN mediada por la P-selectina, puede resultar en la

formación de un microambiente “secuestrado” entre membranas celulares adyacentes,

requiriéndose grandes cantidades de antiproteinasas para prevenir la actividad de la

catepsina G liberada a nivel local (330).

Como hemos mencionado con anterioridad, la interacción PMN-plaqueta incluye

una cooperación bioquímica que consiste en parte de las reacciones de la secuencia

denominada metabolismo transcelular del ácido araquidónico. Las plaquetas activadas

aumentan la síntesis del leucotrieno B4 por parte de los PMN activados, al proveer ácido

araquidónico. Las plaquetas, pueden además contribuir a la producción de leucotrieno C4 y

de lipoxina, al metabolizar el leucotrieno A4 derivado de los PMN. Los PMN, por otro

lado, pueden proveer de ácido araquidónico libre a las plaquetas activadas, para aumentar la

síntesis de productos de las vías de la ciclooxigenasa y de la 12-lipooxigenasa (330-331).

La adhesión directa célula-célula juega un papel esencial en la interacción funcional

plaqueta-PMN. Incluso, este fenómeno pudiera tener una relevancia fisiopatológica, desde

el momento en que las plaquetas activadas en el lugar de daño vascular pudieran jugar un

importante papel en el reclutamiento de leucocitos en el lugar del trombo en formación, en

el cual, los leucocitos acumulados pueden contribuir a una mayor activación plaquetaria y

en último lugar al depósito de fibrina (332).

Las plaquetas activadas se adhieren a la superficie vascular dañada, pudiendo

incluso reemplazar a las células endoteliales al controlar los procesos de reclutamiento y

migración de los leucocitos a través de la pared vascular. Estos eventos pueden contribuir al

mantenimiento de la integridad del vaso y del tejido, pero podrían además jugar un rol

desconocido en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria y trombótica.
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La P-selectina expresada en la superficie de las plaquetas activadas conforma un

mecanismo adhesivo de primer orden entre las plaquetas y los PMN, reconociendo

diferentes ligandos en la membrana de los PMN. Sin embargo, la interacción entre PMN y

la P-selectina a rangos de flujo fisiológicos, como se puede estudiar en modelos in vitro

formados por bicapas fosfolipídicas conteniendo P-selectina, se ha demostrado que tienen

un alto ritmo de asociación-disociación. De acuerdo a este modelo experimental, este tipo

de interacción llevaría a una adhesión célula-célula inestable, visualizada de forma clásica

por el proceso de “rolling” de los PMN sobre las células que expresan P-selectina (333).

Diferentes estudios realizados en condiciones dinámicas, mostraron un “rolling” de

los PMN sobre plaquetas inmovilizadas, dependiente de la P-selectina (334). Además, Yeo

et al. sugirieron por primera vez que un mecanismo desconocido, pero dependiente de la

activación de los PMN, es necesario además de la P-selectina, para que ocurra una adhesión

estable, y se cuestionaron sobre la identidad de los receptores involucrados en dicho

mecanismo desconocido (335).

Muy recientemente, diferentes grupos de investigadores mostraron que bajo

condiciones de flujo, la adhesión firme de los PMN a las plaquetas adherentes, ocurría a

grandes niveles de shear: en estas condiciones la adhesión de los PMN a la superficie

plaquetaria, se caracteriza por una interacción de tipo “rolling” dependiente de la P-

selectina, mientras la adhesión estática, es mediada por la beta-2-integrina Mac-1

(CD11b/CD18). De hecho, la P-selectina no es el único receptor de los PMN en las

plaquetas. El fibrinógeno expresado en la superficie plaquetaria, puede funcionar además

como un receptor que una a los PMN. De forma reciente, la molécula de adhesión ICAM-2

ha sido descrita en la superficie plaquetaria (336-340).

De forma similar a lo que se ha descrito bajo condiciones de flujo, la adhesión de

PMN a plaquetas activadas en mezclas de células en suspensión sujetas a una rotación a

alta velocidad, puede ser modelada como una adhesión en cascada en el que intervengan un

primer paso dependiente del reconocimiento de la P-selectina, seguido de un refuerzo en la

adhesión mediado por el CD11b/CD18 (341).
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Además, de acuerdo con la observación de que la adhesión PMN-plaqueta resulta

prevenida por inhibidores de las tirosin-quinasas, se ha postulado que una señal

intermediaria dependiente de las tirosin-quinasas pudiera ejercer una actividad reguladora

de la adhesividad de la beta-2-integrina (341).

Una cascada de adhesión en múltiples pasos fué caracterizada en primer lugar en la

adhesión de los PMN al endotelio. En este modelo, el proceso de “rolling” mediado por la

P-selectina culmina en la adhesión firme dependiente de las moléculas de adhesión ICAM

expresadas en la superficie del endotelio a las beta-2-integrinas de los PMN (342).

De forma diferente a lo que ocurre con las moléculas de adhesión involucradas en

los pasos de “rolling”, que no requieren una señal de activación para reconocer el ligando,

las beta-2-integrinas requieren una regulación funcional para resultar competentes para

unirse a su contra-receptor. Esto implica que una señal intermediaria de activación de las

beta-2-integrinas es realizada desde la superficie de las células endoteliales hacia los PMN

en los pocos segundos entre el movimiento de “rolling” y la fijación firme. Para explicar

este proceso de señalamiento existen dos hipótesis que no se excluyen entre ellas: la

primera es que la unión a las P-selectinas induce una señal de activación yuxtacrina a través

de lípidos autacoides y qimioatractantes unidos a la membrana de las células endoteliales.

La segunda posibilidad es que la unión de la E-selectina a los PMN, podría per se inducir la

señal responsable para la activación del Mac-1 (330).

De hecho, las plaquetas activadas expresan no sólo P-selectina, sino también

diferentes ligandos de las β-2-integrinas, incluyendo el fibrinógeno y la ICAM-2. Además,

liberan factor activador plaquetario, nucleótidos de adenina y las quimioquinas ENA-78,

GRO-alfa y el péptido activador de los neutrófilos-2. Todos estos productos liberados por

las plaquetas son potentes agonistas de los PMN, y algunos de ellos han sido recientemente

descritos como participantes en el proceso de parada dependiente de las beta-2-integrinas,

de los PMN sobre la superficie adherente de las plaquetas (330).
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La evidencia de experimentos previos demuestra que la P-selectina en ocasiones

sóla, y otras veces en combinación con quimioquinas, es capaz de generar diferentes

respuestas por parte de los PMN, sugiriendose que estas respuestas son disparadas

directamente por moléculas de adhesión, mientras otras, requieren la integración con

señales adicionales dependientes de las quimioquinas. Esta evidencia experimental incluye

la observación de que la P-selectina per se puede estimular la fagocitosis dependiente del

CD11b/CD18 en los PMN (343).

Hemos revisado los avances que se han ido realizando en el conocimiento de los

mecanismos íntimos de la interacción entre leucocitos y plaquetas, lo cual nos puede ayudar

a comprender cada vez mejor los fenómenos de la respuesta inflamatoria y de la trombosis.

Nuestro estudio intenta ser una aportación a la comprensión de estos fenómenos en el

ámbito de la sepsis.

5.4. TROMBOSIS COMO FENÓMENO MULTICELULAR: SEPSIS, PLAQUETAS

Y ERITROCITOS. PAPEL DE LAS INTERLEUQUINAS 1 , 6 Y 10

La patogénesis de la microtrombosis vascular, estudiada de forma tradicional en la

patología coronaria y cerebrovascular, pero también en la microtrombosis que acompaña a

la sepsis grave, se ha interpretado como una forma anómala de hemostasia, en la cual las

plaquetas interactúan con el subendotelio, llevando a una adhesión, activación, agregación

y reclutamiento plaquetar, acompañado de una formación de fibrina, por activación

simultánea de la cascada de la coagulación.

Los estudios sobre la evolución del trombo muestran siempre la participación de

diferentes estirpes celulares, que se adhieren al endotelio. Las plaquetas forman el corazón

del trombo, aglutinándose con eritrocitos, neutrófilos y finalmente, monocitos. La

participación física de múltiples células se pensó en un principio que era un fenómeno

pasivo. Sin embargo, diferentes estudios in vitro que estudiaron por separado las

interrelaciones entre células endoteliales, eritrocitos y neutrófilos, con plaquetas, llevaron a
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considerar al fenómeno trombótico, como un grupo de eventos multicelulares. El contacto

celular y diferentes niveles de estimulos patológicos, dirigen el desarrollo y la

reversibilidad de la trombosis. Marcus ha planteado la hipótesis de que las respuestas

trombóticas e inflamatorias están ligadas bioquímicamente como partes de un mecanismo

global de defensa del huésped. El comportamiento físico y biológico de una célula, puede

verse alterada de forma importante por la presencia de otra célula. Esta alteración puede

deberse al contacto directo entre células, o al efecto de los productos secretados por uno o

más tipos celulares, especialmente tras su activación por un agonista específico (344).

Diferentes autores, han estudiado de forma profunda el metabolismo transcelular de

los eicosanoides. En estas reacciones, una célula utiliza precursores e intermediarios de otra

estirpe celular, para producir un nuevo metabolito con funciones completamente nuevas.

Estos metabolitos incluyen compuestos que no pueden ser formados por ninguna de éstas

células por si mismas. Así, la biosíntesis transcelular de los eicosanoides a través de

precursores e intermediarios es una forma importante de la comunicación célula-célula.

Este fenómeno ha sido mostrado recientemente en eritrocitos, neutrófilos, plaquetas, células

endoteliales y células de músculo liso. El concepto de metabolismo transcelular, ayuda a

explicar cuestiones clínicas de la enfermedad trombótica, hasta ahora inexplicadas (345-

347).

La existencia de interacciones plaqueta-eritrocito que modulen las funciones de

ambos, están descritas en la literatura y las hemos comentado en la introducción.

Recordemos que el tiempo de sangría está prolongado en pacientes anémicos, y la

corrección de la anemia resulta en una normalización del tiempo de sangría.

Tradicionalmente esto se ha atribuído únicamente al ADP liberado desde los eritrocitos

dañados; ahora sabemos que la corrección es debida a las propiedades metabólicas de los

eritrocitos, que estimulan la activación y el reclutamiento plaquetario. Esta actividad

metabólica está provocada por la proximidad del eritrocito a una plaqueta activada.

El sistema desarrollado por las Dras. Santos y Vallés, que nosotros describimos en

el apartado de material y método, permite una evaluación por separado de la activación y
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del reclutamiento plaquetario; esta capacidad es particularmente ventajosa pues el

reclutamiento puede ser el componente más importante de la reactividad plaquetaria,

especialmente en la trombosis. Los experimentos con suspensiones combinadas de

plaquetas y eritrocitos estimuladas con colágeno, trombina o el ionóforo A23187,

mostraron que los eritrocitos intactos incrementaron la liberación de serotonina por parte de

las plaquetas. Estos resultados ocurrieron incluso cuando el ADP eritrocitario fue eliminado

por procedimientos enzimáticos, cuando el sistema fue tratado con aspirina, o cuando se

aplicaron simultáneamente los dos procesos previos. Además, los eritrocitos aumentaron la

hidrólisis del ácido araquidónico de los fosfolípidos plaquetarios. Esto resultó en un

aumento en la liberación de eicosanoides y ácido araquidónico libre, por parte de la

plaqueta a la fase fluída. De forma importante, este efecto eritrocitario sobre la liberación

de ácido araquidónico provee de un sustrato para el metabolismo transcelular. Un ejemplo

de este metabolismo transcelular sería la capacidad de un neutrófilo estimulado en un

trombo en formación para generar leucotrieno B4 a partir de este ácido araquidónico

liberado. Esta reacción representa una vía por la cual los eritrocitos y/o las plaquetas

pueden jugar un papel en la respuesta inflamatoria. Los componentes celulares de un

trombo, pueden ser conceptuados como integradores de un “puente metabólico”, el cual,

convenientemente estudiado y comprendido, favorecería la obtención de metodologías para

el control farmacológico del trombo y de su propagación. De todo lo apuntado previamente,

consideraremos a los eritrocitos como células prohemostáticas y protrombóticas

(123;234;265;268;297).

Nosotros hemos aplicado el sistema experimental descrito por las Dras. Vallés y

Santos, para estudiar la interacción eritrocito-plaqueta en el contexto de la sepsis. Dicho

sistema se desarrolla en dos fases, y evalúa el efecto de los eritrocitos sobre la liberación de

gránulos densos plaquetares (activación), y sobre la capacidad proagregante de los

liberados celulares (reclutamiento).

En primer lugar hemos desarrollado dicho sistema experimental en nuestro

laboratorio, para lo cual hemos analizado muestras de donantes sanos, encontrando los

mismos resultados descritos en la literatura. Así, cuando la muestra de plaquetas es
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estimulada por el sobrenadante procedente de la estimulación con colágeno 1 µg/ml de una

mezcla de plaquetas y góbulos rojos, la agregación plaquetaria, que nos da una medida del

reclutamiento plaquetar, es significativamente mayor que cuando el sobrenadante procede

de la estimulación de una muestra de plaquetas solas. Asimismo, cuando la muestra

estimulada es de sangre total, la capacidad proagregatoria obtenida es mayor a la obtenida

con plaquetas solas, pero menor a la obtenida exclusivamente con plaquetas y hematíes.

Estos resultados confirman que los eritrocitos incrementan la actividad agregatoria

de las plaquetas. Al mismo tiempo, parece que la presencia de los leucocitos, al menos en

estado de reposo, ejerce un papel inhibitorio sobre dicha agregación. Este tema fue

estudiado por las Dras. Vallés y Santos, encontrando que la inhibición que ejerce el

neutrófilo sobre la reactividad plaquetaria inducida por el colágeno o la trombina, fue

específica del estímulo empleado. Las diferencias inducidas por los distintos agonistas se

pudieron observar también en la regulación de los eicosanoides que participan en las

interacciones plaqueta-neutrófilo. La inhibición que ejercen los neutrófilos sobre la

reactividad plaquetaria según estudia este sistema in vitro, podría tener implicaciones para

la comprensión de los eventos tempranos en la trombosis y en la hemostasia. Los datos

aportados por estas autoras sugieren que los neutrófilos poseen la capacidad para modular

el inicio y la propagación del trombo plaquetario en desarrollo (321).

Siguiendo con los resultados de nuestro estudio, hemos analizado la activación

plaquetaria, a través de la determinación de la liberación de serotonina, componente de los

gránulos densos plaquetarios, descrito como un índice fiable de activación plaquetaria. Los

resultados obtenidos son paralelos a los obtenidos para el reclutamiento plaquetar. El

porcentaje de liberación de serotonina en el sobrenadante del sistema generador  formado

por plaquetas y glóbulos rojos, fue significativamente superior a la serotonina detectada en

el sobrenadante de los sistema generador formado sólo por plaquetas. Las muestras

procedentes de los sistemas con sangre total han mostrado un grado de liberación de

serotonina significativamente mayor que el de las plaquetas, pero menor que el sistema

formado por eritrocitos y plaquetas.
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Nuestros resultados se corresponden con lo publicado en la literatura, pero

destacamos que la descripción inicial de la técnica, realizaba la cuantificación de la

serotonina liberada por medio del marcaje isotópico de las plaquetas con 14C-serotonina,

mientras que nosotros hemos realizado la cuantificación de la serotonina por técnicas de

radioinmunoensayo (RIA). Por tanto, nuestro estudio representa una aportación interesante

por lo que supone una validación de dicha técnica de radioinmunoensayo aplicada a la

determinación de la serotonina liberada en análisis de activación plaquetar.

Hemos tenido que limitar el estudio que pretendíamos inicialmente, pues la mayoría

de los pacientes recibieron fármacos inhibidores de la función plaquetar. En los pacientes

que pudimos analizar, hemos encontrado que tanto la actividad reclutadora como de

activación plaquetar, no presenta diferencias significativas con la población sana.

Asimismo, los glóbulos rojos procedentes de pacientes sépticos, no presentaron diferencias

significativas en su capacidad proagregatoria, al compararlos con los eritrocitos

procedentes de la población sana.

La situación metabólica de los eritrocitos, viene modulada en cada contexto clínico,

y en el caso de la sepsis, por la presencia de otras células sanguíneas y vasculares, al mismo

tiempo que por mediadores humorales, procedentes en su mayoría de dichas células. Las

células sanguíneas y endoteliales ejercen por tanto un efecto debido al contacto íntimo

célula-célula, y además los gradientes de mediadores humorales que constituyen el

microambiente de los eritrocitos, colaboran en la modulación de dicho efecto. El resultado

de esta combinación de estímulos, potenciadores e inhibidores, parece que no afecta de

forma significativa a la capacidad proagregatoria de los eritrocitos, al menos en la

población que nosotros hemos estudiado.

Empleando el mismo procedimiento experimental, se ha descrito que en

determinadas circunstancias fisiopatológicas, los eritrocitos presentan una capacidad

proagregatoria incrementada, generando per se una situación de riesgo protrombótico. Así

en los pacientes con hipercolesterolemia, los eritrocitos presentan una capacidad

incrementada para estimular la sintesis de tromboxano A2 (TXA2) de las plaquetas;
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sabemos que esta sustancia tiene propiedades vasoconstrictoras, pudiendo favorecer los

procesos isquémicos. El mismo incremento de la síntesis de TXA2 en presencia de

eritrocitos, se detectó en pacientes hipertensos y en los fumadores, siendo este aumento en

el caso de los fumadores, dependiente del número de cigarrillos/día consumidos. Cuando se

estudian los pacientes diabéticos, encontraron que los eritrocitos incrementan

significativamente el reclutamiento plaquetario y la síntesis de TXA2 por las plaquetas,

comprobándose que estos efectos eran debidos a la especial susceptibilidad de las plaquetas

diabéticas al efecto protrombótico de los eritrocitos, y a la mayor respuesta de las plaquetas

de los pacientes a su propio liberado celular. Los pacientes con mal control metabólico y

tiempos largos de evolución de la enfermedad presentan una mayor tendencia a la

hiperfunción trombocitaria. Teniendo en cuenta que el reclutamiento plaquetario es una

etapa esencial en el crecimiento del trombo, su aumento podría favorecer las

complicaciones trombóticas en estos pacientes; de ahí nuestro interés en profundizar en este

aspecto de la interacción plaqueta-eritrocito en el contexto protrombótico que es la sepsis

(123; 135; 264-269).

Con ánimo de profundizar en los mecanismos reguladores del proceso trombótico

en el contexto de la sepsis, estudiamos en el mismo sistema experimental, el papel de las

interleuquinas (IL) 1β, 6 y 10 sobre la agregación plaquetaria, y sobre la capacidad

proagregatoria de los eritrocitos.

Hemos detectado que la incubación de plasma rico en plaquetas con dosis crecientes

de interleuquina-6, durante 30 minutos, indujo un aumento en la agregación plaquetar,

dosis-depediente, según pudimos determinar por agregometría óptica. Por su parte, la

incubación de plasma rico en plaquetas con dosis de 10 ng/ml de interleuquina-10, produjo

un descenso en la agregación plaquetar, que se hizo significativo con dosis de 1000 ng/ml.

No hemos observado, por técnicas de agregometría óptica, un efecto de la interleuquina-1β

sobre la agregación plaquetar.

Se ha descrito en la sepsis, una respuesta inflamatoria, en la que diferentes

mediadores son liberados desde múltiples estirpes celulares, actuando finalmente sobre
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células diana, entre ellas las plaquetas. Nuestros resultados sugieren que las plaquetas en la

sepsis reciben una serie de estímulos potenciadores e inhibidores, entre los cuales se

encuentran la interleuquina-6 y la interleuquina-10, respectivamente. El status funcional de

las plaquetas vendrá mediado por el balance entre estímulos potenciadores e inhibidores de

la función plaquetar. Los pacientes con sepsis no son homogéneos desde el punto de vista

inflamatorio, es decir, ha sido descrita una respuesta inflamatoria diferente según el germen

causante de la sepsis, o según el foco de la infección, de forma que el timing en la

liberación de los diferentes mediadores se modificará sustancialmente. Nuestros resultados

que no encuentran variaciones entre la población séptica y los controles, hay que

entenderlos como limitados a la población estudiada. De forma que en otras presentaciones

clínicas de la sepsis, podría existir una respuesta inicial diferente a la hallada por nosotros,

en función de que predominara un estímulo potenciador u otro inhibidor de la función

plaquetar.

La interleuquina-6 es una citoquina fundamentalmente proinflamatoria, que se ha

correlacionado con la mortalidad en diferentes estudios, así Hack et al. y Goldie et al. han

descrito como niveles de IL-6 en los sueros de pacientes sépticos superiores a 1000 ng/ml y

3000 ng/ml respectivamente, se asociaron a un incremento de la mortalidad. Sólo en

aquellos pacientes con valores extremadamente elevados de IL-6, esta citoquina alcanza

una correlación con la mortalidad (348;349).

La interleuquina-10 ha sido descrita de forma tradicional como una citoquina

antiinflamatoria, aunque también posee algún efecto inmunoestimulador. La IL-10 inhibe la

expresión del factor tisular en las células mononucleares; el factor tisular es el principal

responsable de la activación de la vía extrínseca de la coagulación. De forma interesante,

recientemente se ha realizado un estudio acerca del mejor pronóstico de la sepsis en las

mujeres, encontrando, entre otros múltiples mecanismos fisiopatológicos posibles, que las

mujeres presentan una mayor producción de IL-10 que los hombres, en presencia de un

estímulo inflamatorio similar (350-352).
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No ha sido el objetivo de nuestro estudio, pero se nos presenta interesante el análisis

de la asociación en los pacientes sépticos entre los niveles de interleuquinas y los

marcadores de activación plaquetar, aunque en un proceso multifactorial, como es la sepsis,

un mediador forma parte de un complejo entramado, dificilmente justificando por sí mismo

los eventos finales del proceso séptico. Este es el origen del fracaso de los ensayos clínicos

en sepsis, que se centran en el aporte de una molécula consumida, o en la inhibición de un

factor proinflamatorio.

Siguiendo con los resultados obtenidos en nuestros experimentos, hemos

determinado el efecto que la incubación con las interleuquinas 1β, 6 y 10 produce sobre la

capacidad proagregatoria de los eritrocitos, determinando que la incubación de eritrocitos

durante 30 minutos con la interleuquina-6, ha resultado en una inhibición significativa de la

capacidad protrombótica de los eritrocitos, medida tanto por una disminución del

reclutamiento plaquetar, como por una disminución de la activación plaquetar determinada

a través de la liberación de serotonina. Dicha inhibición ha sido independiente de las dosis

de interleuquina-6 empleadas. Tanto la incubación con interleuquina-1β como con

interleuquina-10, no ha producido ningún efecto detectable sobre la capacidad

protrombótica de los eritrocitos.

Los resultados mostrados son especialmente interesantes, pues así como

previamente hemos descrito el papel modulador que ejercen la interleuquina 6 y la

interleuquina 10 sobre la función plaquetar, que son potenciador e inhibidor

respectivamente, ahora describimos cómo una misma citoquina, la interleuquina 6 puede

ejercer ambos papeles. Es decir, la interleuquina-6 directamente sobre la plaqueta, induce

una activación de la misma, pero a través de su efecto sobre los eritrocitos, observamos que

ejerce una modulación negativa de la capacidad proagregante de los mismos.

Ante los resultados obtenidos, en los que se detecta una interacción entre una

citoquina y la capacidad proagregatoria del eritrocito, sería interesante conocer el

mecanismo molecular a través del cual se produce este proceso. En la literatura reciente,

diferentes autores han investigado la existencia de receptores eritrocitarios para las
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citoquinas, describiendo el Human Erythrocyte Chemokine Receptor (HECR), que se ha

identificado como el antígeno del grupo sanguíneo Duffy –Duffy Antigen Receptor for

Chemokins (DARC)-, que constituye el receptor de superficie para el parásito de la malaria

Plasmodium vivax, y progresivamente se ha ido describiendo como receptor de un grupo de

proteínas: el Melanoma Growth Stimulating Activity (MGSA), el Monocyte Chemotactic

Protein-1 (MCP-1), el RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and

Secreted), y la Interleuquina 8 (353;354). Nuestros resultados suscitan el estudio que

profundice en el mecanismo de acción de la IL-6 sobre la función proagregante de la

plaqueta, y dilucide si está implicado dicho receptor .

Estos hallazgos, nos ayudan a profundizar en los diálogos intercelulares que ocurren

en una situación fisiopatológica compleja como es la sepsis, en la que ya el contacto célula-

célula, o los mecanismos de comunicación humoral entre células, regulan una respuesta

final de la que podría depender la evolución del paciente. Nuestros estudios experimentales,

dan algo más de luz a las interacciones eritrocito-plaqueta en el contexto clínico de la

sepsis, pero no introduce este sistema experimental a neutrófilos ni monocitos, células

pivotes del sistema inmunológico, que juegan un papel fundamental en la respuesta

inmunológica de la sepsis. Asimismo, tampoco se esta teniendo en cuenta a la célula

endotelial, cuya lesión/activación ha demostrado que puede iniciar todo el proceso que

desencadena en la trombosis microvascular y en el paro circulatorio, que serían el sustrato

anatomopatológico de la disfunción multiorgánica (355;356).

Por otro lado, los resultados obtenidos en nuestros experimentos presentan las

limitaciones de las técnicas empleadas. Así, se ha descrito que en los concentrados de

plaquetas conservados en bancos de sangre, a medida que pasan los días los leucocitos van

liberando citoquinas, detectándose niveles elevados de las siguientes citoquinas, factor de

necrosis tumoral-α, interleuquinas 1β, IL-6, e IL-8, demostrándose un aumento paralelo en

los marcadores de activación plaquetar (P-selectina) determinado por % de células positivas

y por intensidad de fluorescencia media.  Aplicando técnicas de citometría de flujo se ha

detectado en experimentos in vitro sobre plasma rico en plaquetas, que la interleuquina 1β

induce la expresión de P-selectina en plaquetas no activadas y potencia tanto la expresión
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de P-selectina como la internalización del Gp Ib en las plaquetas activadas con trombina, y

sugiere que la interleuquina-1β puede provocar la activación plaquetar en concentrados de

plaquetas (357).

La sepsis se asocia con alteraciones hemodinámicas y de la microcirculación. Estos

cambios son en parte debidos a la respuesta inflamatoria sistémica generada por la

infección. Diferentes estudios han aportado que los glóbulos rojos de los pacientes sépticos

presentan una disminución de su deformabilidad, que puede contribuir a las alteraciones

descritas. La deformabilidad de los eritrocitos se refiere a su capacidad para cambiar su

forma en respuesta a  las fuerzas aplicadas sobre él, y puede ser determinada por varios

métodos, entre otros: aspiración por micropipeta, filtración por microporo, observación de

eritrocitos sometidos al fuerzas de cizallamiento, estando aceptado que la deformabilidad es

un determinante importante del flujo sanguíneo, especialmente en la microcirculación. El

comportamiento bioquímico y biomecánico de los glóbulos blancos también está alterado

en la sepsis, pudiendo influir en los resultados de los estudios de la deformabilidad de los

eritrocitos.

Kirschenbaum et al. en un estudio reciente, han examinado los efectos en la

filtración celular, lo cual es una medida de la reología celular a nivel microvascular, de los

cambios de la agregación de eritrocitos y su deformabilidad, la deformabilidad de los

leucocitos y las interacciones leucocito-plaqueta durante la sepsis. La viscometría confirmó

que los glóbulos rojos de los pacientes sépticos presentan una deformabilidad disminuída y

una agregación eritrocitaria incrementada; igualmente detectaron un descenso en la

deformabilidad de los leucocitos. Las interacciones plaqueta-leucocito, determinadas por

CMF emplando los marcadores plaquetarios CD41 y CD63, y el marcador leucocitario

CD66b, detectó una elevación de los marcadores de activación plaquetar y de los agregados

leuco-plaquetares en los pacientes sépticos. Todos estos hallazgos justifican que se hubiera

detectado una mayor viscosidad en la sangre total de los pacientes sépticos; dicha alteración

reológica puede contribuir a la presencia de un flujo sanguíneo alterado en la

microvasculatura de los pacientes con sepsis  (358).
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A las anormalidades reológicas que se detectan en el experimento descrito, habrá

que añadir la unión entre los componentes de la membrana de las células sanguíneas, con

sus correspondientes receptores en la membrana del endotelio. Recientemente, se ha

publicado además, que la endotoxina per se promueve la adhesión de los glóbulos rojos al

endotelio (359). Todos estos datos apoyan la hipótesis del paro circulatorio en la

microvasculatura, como sustrato de la disfunción multiorgánica en la sepsis.
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6. CONCLUSIONES

1. En los pacientes con sepsis grave, hemos encontrado una elevación significativa en los

marcadores de activación plaquetaria estudiados, con respecto a la sepsis no grave.

Dichos marcadores de activación son: el receptor para el fibrinógeno (GP IIbIIIa

activado o PAC-1), el marcador de secreción plaquetar P-selectina, el índice de

agregados plaquetares y el índice de agregados leucoplaquetares. Esto supone que las

plaquetas en la sepsis grave circulan en un estado de mayor activación, induciendo una

situación protrombótica en la vasculatura. Además, de forma interesante, la P-selectina,

el PAC-1 y el índice de agregados plaquetares, se han correlacionado con el grado de

disfunción multiorgánica medido con la escala SOFA. También la expresión de PAC-1

y P-selectina, se han asociado con la mortalidad de los pacientes sépticos, con un valor

predictivo limitado. Los resultados de nuestro estudio otorgan un papel a la activación

plaquetar en el complejo proceso de la disfunción multiorgánica, apoyando la hipótesis

de la trombosis microvascular y el paro circulatorio como sustrato del síndrome de

disfunción multiorgánica.

2. Los eritrocitos incrementan la reactividad plaquetaria, determinada tanto por un

aumento en la activación, como en el reclutamiento plaquetario; es decir, confirmando

los datos de la literatura, el eritrocito es una célula con potencial protrombótico.

Mientras la interleuquina 1β no ha presentado efectos sobre la agregación plaquetar,

hemos encontrado que la interleuquina-6 indujo un aumento dosis-dependiente en la

agregación plaquetar, demostrando una acción estimuladora de la función plaquetar. Por

su parte, la incubación de plaquetas con dosis altas de interleuquina-10, produjo un

descenso en la agregación plaquetar, es decir, posee una acción inhibidora de la función

plaquetar. Estudiando el papel de dichas interleuquinas sobre la capacidad

protrombótica de los hematíes, encontramos que mientras las IL-1β e IL-10, no han

producido ningún efecto detectable sobre dicha capacidad, de forma interesante, la
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incubación de eritrocitos con interleuquina-6, ha resultado en una inhibición

significativa de la capacidad proagregante de estos eritrocitos, medida tanto por un

descenso en la activación, como en el reclutamiento plaquetar. Nuestros resultados,

ponen de manifiesto la complejidad del coloquio intercelular en la sepsis, y en

particular nos muestran cómo mediadores derivados del leucocito activado, van a

modular no sólo la función plaquetar, sino también  la comunicación entre eritrocitos y

plaquetas.
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