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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DEL ESTUDIO 1: “Analisis de los marcadores de activacion
plaquetaria en pacientes con sepsis grave y fracaso multiorganico; relacion con

parametros clinicos y evolutivos”

4.1.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL GRUPO CONTROL (GC)

Hemos definido como grupo control (GC) a un grupo constituido por 22 pacientes
ingresados en nuestra UCI médico-quirdrgica, sin evidencia de infeccion en el momento de
su inclusion, ni en las 48 horas siguientes. La edad media de este grupo control fue de 54 +
14 afos, con un rango entre 21y 82 afios. El pardmetro edad sigue una distribucion normal.
La distribucion por sexos fue la siguiente: 14 varones (64%) y 8 mujeres (36%). La
puntuacion del indice de gravedad APACHE 11 a ingreso del paciente en UCI resultd de 8
con un rango entre 1y 35.

La enfermedad de base fue médica en 10 (44 %) pacientesy quirurgicaen los 12 (56

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

Tabla 4. Motivo de ingreso del grupo control.

n %
Postoperatorio de neurocirugia 5 23
Accidente vascular cerebral 4 18
Insuficiencia respiratoria aguda 4 18
Postoperatorio programado cirugia gral. 4 18
Postoperatorio cirugia méxilo-facial 2 9
Pancreatitis 2 9
Postoperatorio cirugia vascular 1 45
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En todos los pacientes incluidos en & grupo control, los cultivos de las diferentes
muestras biol6gicas realizados, asi como los hemocultivos, resultaron negativos. Recibian
tratamiento antibiético como profilaxis de la cirugia programada, o como profilaxis de

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

En d momento de la inclusion, 10 pacientes (44%) precisaban ventilacion
mecanica, aungue solo uno (4,5%) evoluciond a SDRA durante su ingreso. Ninguno de los
pacientes del grupo control se encontraba en situacion de shock. La estancia media de estos

pacientes fue de 14 + 24 dias, con un rango entre 2y 123 dias.

La mortalidad global del grupo control fue de 5 pacientes (23%), faleciendo 3
(60%) pacientes en situacion de muerte cerebral, y 2 (40%) en situacion de fracaso

multiorgénico.

4.1.2.ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES SEPTICOS (GS)

El grupo de estudio esta formado por 46 pacientes con criterios de sepsis; 23 de
ellos (50%) cumplian criterios de sepsis grave en el momento de su inclusion, mientras que
los otros 23 pacientes (50%) pertenecen a grupo de la sepsis no grave. Estudiaremos

inicialmente las caracteristicas de estos pacientes en su conjunto.

La edad media de la poblacion de pacientes sépticos fue de 59 + 15 afios, con un
rango entre 22 'y 79 afos. En el global de pacientes sépticos predominé el sexo masculino,
con una presencia de 29 varones (63%), y de 17 mujeres (37%). La puntuacion APACHE 11
en la poblacién de pacientes sépticos en e momento de lainclusion en el estudio resultd de
20 (3-42). La enfermedad de base fue médica en 28 pacientes (61%), siendo quirdrgica 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 afios, con un rango entre 22 'y 79 afios. La distribucion por sexos en este grupo muestra
15 varones (65%) y 8 mujeres (35%). La puntuacion APACHE Il en el momento de
inclusion en e estudio resultd de 18 (3-27). La enfermedad de base fue médica en 14

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

4.1.2.2. Pacientes con sepsis grave (SG)

También esta constituido por 23 pacientes, que presentan una edad media de 60 +
14 afios, con un rango entre 28 y 79 afos. Su distribucion en funcion del sexo es la
siguiente: 14 pacientes (61%) fueron varones, mientras 9 (39%) resultaron mujeres. La
puntuacion del score APACHE Il en este grupo en el momento de inclusion, fue de 22 (9-
42). Al igual que en € grupo anterior, la enfermedad de base fue médica en 14 pacientes

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

4.1.2.3. Comparacion entre grupos

Estudiando la variable edad, no hemos encontrado diferencias significativas entre el
grupo control (GC) y € global de la poblacién 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
proporcién de un sexo sobre € otro, al comparar €l grupo control (GC) con la poblacién de
pacientes septicos (GS) 0 sus grupos de pacientes con sepsis grave (SG) 0 sepsis no grave
(SNG). Tampoco se han encontrado diferencias al comparar estos grupos entre si (SG y
SNG).

Si que hemos encontrado diferencias al redizar e andisis comparativo de la
puntuacion APACHE Il entre e grupo control (GC) y e grupo de pacientes sépticos (GS)
(p<0.05). Asimismo, estas diferencias son significativas al comparar € 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 puntuacion
APACHE Il 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 €
origen médico o quirargico, entre el grupo control y e grupo de estudio, ni entre |os grupos
de sepsis grave y sepsis no grave. En latabla 5 se detallan los motivos de ingreso en UCI de

los pacientes septicos.

Tabla 5. Motivo de ingreso

Sepsis no grave Sepsis grave Total (GS)

n % n % N %
Insuficienciarespiratoria 10 43 9 39 19 82
Sepsis 6 26 7 30 13 56
Postoperatorio cirugia general 3 13 4 17 7 30
Postoperatorio cir. maxilofacial 2 9 1 45 3 13
Postoperatorio cir. vascular 2 9 1 45 3 13
Pancreztitis 0 0 1 4.5 1 45

4.1.2.4. Estudio microbiologico

Haciendo una valoracion global (GS) sobre € lugar de adquisicién de la infeccion,
observamos que la infeccion extrahospitalaria fue la més frecuente, con un total de 29 casos
(63%), seguido de la adquisicion intradCI con 11 casos (24%), y por ultimo la infeccion
intrahospitalaria con 6 casos (13%). Si analizamos € lugar de adquisicién por grupos,
encontramos que en el grupo de pacientes con sepsis no grave (SNG), 14 casos (61%)
fueron de infeccidn extrahospitalaria, seguido de 6 casos (27%) en los que la adquisicion
ocurrio intraUCl, y 3 casos (13%) de infeccidn intrahospitalaria. En € grupo de sepsis
grave (SG), 15 casos (65%) fueron de origen extrahospitalario, 5 casos (22%) cuya
adquisicion fue intraUCl, y 3 casos (13%) de infeccion intrahospitalaria. No hemos
encontrado diferencias significativas con respecto a lugar de adquisicion de la infeccion

entre ambos grupos.
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Cuando analizamos €l foco de la infeccion de forma global (GS), encontramos que
en 19 casos (41%) el origen fue respiratorio, en 10 casos (22%) el foco de la infeccidn fue
urinario, en 7 casos (15%) la infeccién tuvo su origen en e abdomen, en 3 casos (6,5%) €
foco fue e SNC, en otros 3 casos (6,5%) se debi6 a una sepsis por catéter, en 1 caso (2%)
el origen fue ginecol6gico, y en 2 casos (4%) no se pudo determinar el foco de lainfeccion.

En latabla 6, se representaladistribucion por focos en cada grupo de estudio.

Tabla 6. Foco de infeccion

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
Ginecol6gico 0 0 1 4.5
Desconocido 1 45 1 4.5

Por lo que respecta a cultivo del foco de la infeccidn, del global de pacientes
septicos, éste resultd positivo en 26 casos (57%). Del grupo de sepsis no grave (SNG), €
nimero de casos con cultivo positivo fue de 12 (56%), mientras que en €l grupo de
pacientes con sepsis grave (SG), los cultivos del foco de la infeccion fueron positivos en 14

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

Por lo que respecta a hallazgo de bacteriemia, 1os 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 determiné significativa (p<0.05). Se detectd
bacteriemia por bacilos gram negativos (BGN) en 8 casos (17%) del total de pacientes
septicos, y la bacteriemia producida por cocos gram positivos (CGP) se detecto en 6 casos
(13%). El BGN aislado en los hemocultivos con mas frecuencia fue € Escherichia coli (5
casos), mientras que el CGP aislado en més ocasiones fue el Streptococcus pneumoniae (3
casos).
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Cuando analizamos |os microorgani smos responsables de la sepsis, €l cultivo resultd
monomicrobiano en 19 casos (41%), y polimicrobiano en 9 pacientes (20%). Todos los
microorganismo aislados fueron bacterias, no habiéndose aislado en nigln caso un agente
fungico. 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 distribucion 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 latabla 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 analiticos

Los datos analiticos estudiados a continuacion, se centran en parametros
hematoldgicos y bioguimicos, interesantes no solo para una correcta descripcion de cada
grupo, sino también pararealizar un andlisis posterior, que nos ayude a interpretar los datos

obtenidos por citometria de flujo de la poblacién de leucocitos y de plaquetas.

De las variables anadlizadas, la cifra de leucocitos, plaguetas y tiempo de
protrombina e INR (international normalized ratio), siguieron una distribucion normal.
Expondremos a continuacién sus resultados como mediay desviacion estandar, asi como la

comparacion entre grupos.

El grupo de pacientes sépticos (GS) presentd los siguientes valores. leucocitos
17.844 + 10.126, plaguetas 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 a grado de significacion 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 |os grupos descritos (p<0.05),

no existiendo diferenciaen lo que serefiere al tiempo de protrombina e INR.

A continuacion 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 analiticos. Comparacion entre grupos.

Leucocitos Plaquetas INR

X ds X Ds X ds
Grupo control 13554 | 3.805 | 257.409 | 84.989| 1.20 | 0.19
Sepsis no grave 14.076 | 5545 | 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 e grupo sepsis grave y 1os otros dos grupos.
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Cuando estudiamos las cifras de leucocitos, € grupo de sepsis grave (SG) presentd
leucocitosis en un grado significativamente (p<0.05) superior que los grupos de sepsis no
grave (SNG) y que € grupo control (GC); la diferencia de la cifra de leucocitos entre estos
dos ultimos grupos no es significativa. Con respecto a los valores referidos a las plaquetas,
nos encontramos que la diferencia entre e grupo de SG y € grupo GC es significativa
(p<0.05), y lo mismo ocurre entre e grupo SG y SNG (p<0.05) mientras no existe
diferencia entre SNG y GC. Al estudiar € INR, encontramos que existen diferencias
(p<0.05) a comparar el grupo SG con los pacientes de los grupos SNG y GC; mientras esta
diferencia no se mantiene a comparar los grupos SNG y GC entre si. Estos resultados

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

El resto de variables biologicas determinadas (entre otras: equilibrio &cido-base,
ionograma, hemograma, estudio de funcién hepéticay renal, relacion paO./fiO,) han sido
necesarias para e cédculo de los scores APACHE Il y SOFA, que nos ayudan
respectivamente a estudiar el grado de gravedad del paciente a su ingreso, y a cuantificar el
grado de disfuncién multiorganica. Los valores del APACHE |1 para cada grupo, |os hemos

descrito previamente. A continuacion estudiaremos el grado de disfuncion multiorganica.

4.1.2.6. Estudio de la disfuncion multiorganica: SOFA

Las bases tedricas y practicas de este score SOFA (Sepsis-related Organ Failure
Assessment), han sido descritas ampliamente en |os apartados de Introduccion y Material y
Meétodos. Recordaremos que se estudia el nUmero de érganos disfuncionantes (respiratorio,
hematol 6gico, hepético, cardiovascular, SNC y renal), asi como €l grado de disfuncién (O-
4) de cada uno de ellos. A continuacion describiremos el score SOFA de cada grupo de

estudio, realizando posteriormente un desglose por sistemas.

Hemos encontrado que en la poblacion de sepsis no grave, la puntuacion total para
el SOFA expresado es de 3.2 £ 1.6, mientras que en la poblacion de sepsis grave este valor

asciende a 10.9 + 4.6, siendo la diferencia entre ambos valores significativa (p<0.05). En la

Resultados 133



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

tabla 10 describimos € grado de presentacion de cada disfuncién organica, asi como su

significacion.

Tabla 10. Disfuncion orgénica y score SOFA. Comparacion entre grupos.

Sepsis no grave Sepsis grave

X ds X ds
Respiratorio 1.33 1.35 241 1.60
Coagulacion 0.62 0.80 2.35 1.66
Hepético 0.19 0.51 112 117
Cardiovascular 0.42 0.67 3.06 143
SNC 0.14 0.35 171 1.10
Renal 0.48 0.68 141 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, €l 6rgano que ha disfuncionado con mayor frecuencia y
gravedad en el grupo de la sepsis grave, ha sido e sistema cardiovascular, que ha
presentado diferentes grados de disfuncion en los 23 pacientes del grupo. Le ha seguido el
fracaso renal, que se ha presentado en 17 pacientes, con valores de disfuncion
habitualmente por debajo de 3, por lo que aportan poco peso a la puntuacion total del
SOFA. A continuacion sigue €l sistema respiratorio, que ha fracasado en 13 pacientes, y
tras él, se sitUa la coagulacion, que ha presentado disfuncién en 9 pacientes. Los 6rganos
gue han disfuncionado con menor frecuencia, y a su vez en menor grado, han sido el SNC
y €l higado.

4.1.2.7. Correlacion APACHE 11y SOFA
Hemos encontrado una correlacién significativa entre el APACHE 11 en e momento
de inclusién en el estudio, y € nimero de 6rganos disfuncionantes segiin 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 dias, con
un rango entre 1y 112 dias. Distribuyéndose del siguiente modo: € grupo de pacientes con
Sepsis no grave presentd una estancia media de 14 + 12 dias, con un rango entre 1y 52 dias,
mientras que el grupo de la sepsis grave, presentd una estancia media de 22 + 21 dias, con
un rango entre 1 y 112 dias. Estas diferencias entre grupos, no resultaron significativas;

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

Lamortalidad global de los pacientes sépticos fue del 41.3 %. Cuando realizamos €l
andlisis de mortalidad, ésta resultd del 21.7 % en el grupo de la sepsis no grave, mientras
gue lamortalidad en el grupo de la sepsis grave ascendio a 60.8 %. La mortalidad en el dia
28 en el grupo de sepsis no grave resultd 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,
resultd significativa (P<0.05). La mortalidad del grupo control resultd de 23 %, sin
diferencias con respecto a grupo de sepsis no grave, pero significativamente inferior a la

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

Asimismo, hemos encontrado una correlacién positiva entre los valores para los
scores APACHE Il y SOFA de los pacientes sépticos (GS), y lamortalidad (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 poblacion sana presenta un “porcentaje de expresion de

agregados plaguetarios’ del 4.02 + 1.44, con un rango entreel 1.90 y € 6.32.

4.1.3.2. Grupo control
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El grupo de pacientes de UCI sin sepsis, que constituyen e grupo control, han
presentado un valor para la variable “porcentaje de agregados plaquetarios’ expresados en
forma de media + desviacién estandar 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 |os siguientes porcentajes de agregados, expresados
como media + desviacion estandar: 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, presenté para la variable “porcentge de
agregados plaquetarios’ los siguientes valores de media + desviacion estandar: 7.85 * 6.58,
con un rango entre 2.52 y 25.30.

4.1.3.5. Comparacioén entre grupos

No encontramos diferencias significativas entre la poblacion sana que ha servido
para conocer la normalidad de nuestro protocolo en nuestro laboratorio, y la poblacion del
grupo control, constituido por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos hallado

diferencia estadistica entre estos grupos y €l 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 plaguetarios’ obtenidos para € grupo de pacientes con
sepsis grave, y los obtenidos para | os otros grupos mencionados: normalidad, grupo control,
y grupo de sepsis no grave. En la figura 6 observamos la representacién grafica de estos

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

4.1.4. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PAC-1

4.1.4.1. Valores de normalidad

Se exponen los resultados del andlisis de la expresion del marcador PAC-1,
correspondiente al receptor plaguetario para €l fibrindbgeno en su forma activada, en un
grupo de 20 donantes sanos, segun e protocolo descrito en e apartado 3.1.6.3.2. de
Material y método. Los valores de normalidad que hemos obtenido, expresados como

“porcentgje de células positivas para €l anticuerpo PAC-1", esde 1.18 £ 0.75, con un rango
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entre 0.15 y 3.40. Estos valores los podemos desglosar en dos. € porcentge de células
PAC-1 positivas que existen en e grupo de plaguetas libres, y el que aparece en el grupo de
agregados plaguetares. Asi, en las plaguetas libres nos encontramos con unos valores
expresados como media y desviacion estandar, de 0.98 + 0.65, con un rango entre 0.15 y
3.45, mientras que en la poblacién de agregados plagquetares, los valores que expresan el
porcentgje 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 e grupo control, han
presentado un valor para la variable “porcentaje de plaguetas positivas para e marcador
PAC-1" expresados en forma de media + desviacién estandar de 0.99 + 0.77, con un rango
entre 0.36 y 3.60.

Cuando desglosamos los valores en funcion de la subpoblacion plaguetaria,
encontramos que: en el grupo de plaguetas libres, €l porcentaje de células PAC-1 +, es de
0.75 + 0.69, con un rango entre 0.17 y 3.03, mientras que en e grupo de plaguetas
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 resultd
significativa (P<0.05).

4.1.4.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

La poblacion globa de plaguetas de muestras obtenidas en € grupo de SNG ha
presentado los siguientes porcentgjes de plaquetas PAC-1 positivas, expresados como
media + desviacion estandar: 1.04 + 0.57, con un rango entre 0.29 y 1.90. Cuando
desglosamos los resultados en funcion de la subpoblacion de plaquetas estudiada,
observamos que en € subgrupo de las plaquetas libres, € “ % 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 poblacion de

plaguetas agregadas, la expresion 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 expreson de PAC-1 entre ambas poblaciones, resultd
significativa (P<0.05).

4.1.4.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentd para la variable “porcentge de
plaguetas positivas para PAC-1" los siguientes valores de media + desviacion estandar:
4.07 £ 4.49, con un rango entre 0.46 'y 14.58.

Al estudiar las dos subpoblaciones de plaguetas, encontramos que en € grupo de
plaquetas libres, €l porcentgje de células PAC-1 positivas, fue de 2.55 + 3.57 , con un rango
entre 0.16 y 11.69, mientras que en e grupo de agregados plaguetares 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, resultd
significativa (P<0.05).

4.1.4.5. Comparacién entre grupos

No hemos encontrado diferencias significativas entre la poblacién sana que ha
servido para conocer la normalidad de nuestro protocolo en nuestro laboratorio, y la
poblacion del grupo control, constituido por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos
hallado diferencia estadistica entre estos grupos y e grupo de pacientes con sepsis no

grave.

Si gque hemos calculado una diferencia significativa (P<0.05) entre los valores de la
variable “porcentaje de plaguetas que expresan el marcador PAC-1" obtenidos, a estudiar
la poblacién global de plaquetas, para € grupo de pacientes con sepsis grave, y los
obtenidos para los otros grupos mencionados. hormalidad, grupo control, y grupo de sepsis
no grave. La misma significacion se mantiene cuando analizamos por separado las
subpoblaciones de plaquetas libres y de plaguetas agregadas (P<0.05). En la figura
siguiente, observamos |la representacion gréfica de estos resultados.
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Figura 7. Expresion de PAC-1 en funcion de la poblacion plaquetaria y del grupo analizado.
Observamos el porcentaje de células PAC-1 positivas en la subpoblacion de plaguetas libresy en la
subpoblacion de plaguetas agregadas, en los diferentes grupos estudiados: grupo control, grupo de
sepsis no grave y grupo de sepsis grave. La linea discontinua reflgja 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 méas elevado que en los grupos control y de
sepsis no grave (P<0.05). Asimismo, no existen diferencias entre la poblacion control y la de
pacientes con sepsis no grave, hi entre estos y la poblacion sana.

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

4.1.5.1. Valores de normalidad

Exponemos a continuacién los resultados del andlisis de la expresion del marcador
CD62P o P-selecting, correspondiente a parte de la membrana de los granulos afa
plaquetarios expresados tras la activacion plaquetar en la superficie de las plaguetas, en un
grupo de 20 donantes sanos, segun e protocolo descrito en e apartado 3.1.6.3.2. de
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Material y método. Los valores de normalidad que hemos obtenido, expresados como
porcentgje 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. e porcentge de células
CD62P positivas que existen en € grupo de plaquetas libres, y €l que aparece en € grupo
de agregados plaguetares. Asi, en las plaguetas libres nos encontramos con unos valores
expresados como media y desviacion estandar, de 2.63 £ 1.25, con un rango entre 0.98 y
5.87, mientras que en la poblacion de agregados plaguetares, 1os valores que expresan €l
porcentgje de células CD62P positivas es de 7.07 + 4.28, con un rango entre 2.31y 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 e grupo control, han
presentado un valor para la variable “porcentaje de plaguetas positivas para e marcador
CD62P" expresados en forma de media + desviacion estandar de 4.57 + 2.71, con un rango
entre 0.83 y 9.39.

Cuando desglosamos |os val ores en funcion de la subpoblacion plaguetaria,
encontramos que: en € grupo de plaguetas libres, €l porcentaje de células CD62P +, es de
439 + 275, con un rango entre 0.51 y 9.45, mientras que en € grupo de plaguetas
agregadas, los valores de plaguetas CD62P + resultaron de 7.21 + 3.06, con un rango entre
152 y 12.90. La diferencia de células CD62P + entre dichas poblaciones resultd
significativa (P<0.05).

4.1.5.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

La poblacion global de plaguetas de muestras obtenidas en € grupo de SNG ha
presentado los siguientes porcentajes de plaquetas CD62P positivas, expresados como
media + desviacion estandar: 2.97 + 1.28, con un rango entre 1.40 y 6.57. Cuando
desglosamos los resultados en funcion de la subpoblacion de plaquetas estudiada,

observamos gue 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 poblacion de plaguetas
agregadas, la expresion de CD62P fue de 8.08 + 4.77, con un rango entre 2.66 y 21.22. La
diferencia en la expresion de CD62P entre ambas poblaciones, resultd significativa
(P<0.05).

4.1.5.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentd para la variable “porcentge de
plaguetas positivas para CD62P” los siguientes valores de media + desviacion estandar:
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 plagquetas libres, el porcentagje de células CD62P
+, fue de 8.92 + 11.28, con un rango entre 0.62 y 47.47, mientras que en € 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, resultd significativa (P<0.05).

4.1.5.5. Comparacioén entre grupos

No hemos encontrado diferencias significativas entre la poblacién sana que ha
servido para conocer la normalidad de nuestro protocolo, y la poblacion del grupo control,
constituido por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos hallado diferencia estadistica
entre estos grupos y €l grupo de pacientes con sepsis no grave. Si que hemos calculado una
diferencia significativa (P<0.05) entre los valores de la variable “porcentge de plaguetas
gue expresan el marcador CD62P" obtenidos, a estudiar la poblacién global de plaquetas,
para € 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
significacion se mantiene cuando analizamos por separado las subpoblaciones de plaguetas
libres y de plaqguetas agregadas (P<0.05). En la figura siguiente, observamos la

representaci on grafica de estos resultados.
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Figura 8. Expresion de CD62P en funcién de la poblacién plaquetaria y del grupo analizado.
Observamos el porcentaje de células CD62P positivas en la subpoblacién de plaquetas libresy en la
subpoblacion de plaguetas agregadas, en los diferentes grupos estudiados: grupo control, grupo de
sepsis no grave y grupo de sepsis grave. La linea discontinua reflgja la media para la normalidad.
Encontramos que los valores de células CD62P +, en € grupo de pacientes septicos graves, para
cada una de las subpoblaciones, es significativamente méas elevado que en los grupos control y de
sepsis no grave (P<0.05). Asimismo, no existen diferencias entre la poblacion control y la de
pacientes con sepsis no grave, ni entre estos y la poblacion sana.

4.1.6. ESTUDIO DE LOS AGREGADOS LEUCO-PLAQUETARES

4.1.6.1. Valores de normalidad

En primer lugar expondremos |os val ores obtenidos segun 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 cua se refiere a

porcentgje de leucocitos que detectamos unidos a plaquetas, sobre el total de leucocitos.

Resultados 143



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

Los valores de normalidad que hemos obtenido, expresados como “porcentaje de agregados

leuco-plaguetares’ esde 3.52 + 2.78, con un rango entre 0.75y 8.41.

4.1.6.2. Grupo control

El grupo de pacientes de UCI sin sepsis, que forman e grupo control, han
presentado un valor para la variable “porcentaje de agregados leuco-plaquetares’
expresados en forma de media + desviacion estandar de 3.73 + 2.65, con un rango entre
0.94y 13.38.

4.1.6.3. Grupo de sepsis no grave (SNG)

La poblacion global de plaguetas de muestras obtenidas en € grupo de SNG ha
presentado los siguientes porcentgjes de agregados leuco-plaguetares, expresados como

media £ desviacién estandar: 3.63 £ 2.49, con un rango entre 0.48y 11.76.

4.1.6.4. Sepsis grave (SG)

El grupo de pacientes con sepsis grave, presentd para la variable “porcentge de
agregados leuco-plaquetares’ los siguientes valores de media + desviacion estdndar: 10.41
+ 12.00, con un rango entre 1.32 y 53.85.

4.1.6.5. Comparacion entre grupos

No hemos encontrado diferencias significativas entre la poblacién sana que ha
servido para conocer la normalidad de nuestro protocolo, y la poblacion del grupo control,
constituido por pacientes de UCI sin sepsis. Tampoco hemos hallado diferencia estadistica
entre estos grupos y €l 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-plaguetares’ obtenidos, al estudiar la poblacion global de plaguetas, 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

representaci on gréfica de estos resultados.
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Figura 9. Expresién del porcentaje de agregados leuco-plaquetares. Se muestra en esta gréfica,
gue en € analisis por grupos estudiados, €l grupo de sepsis grave, presenta unos valores para la
expresion de agregados leuco-plaquetares significativamente mayor (P<0.05) que la poblacion sana
(linea discontinua), el grupo control, o € grupo de sepsis no grave. Asimismo, no hemos encontrado
diferencias al comparar |os tres Ultimos grupos mencionados.

4.1.7. CORRELACION ENTRE DIFERENTES PARAMETROS DE ACTIVACION
PLAQUETARIA

Cuando estudiamos si existe alguna correlacion significativa entre los pardmetros de
activacion plaguetaria descritos en los capitul os anteriores, encontramos los resultados que
exponemos a continuacion en la tabla 11. Dichos resultados se basan en € andlisis de la
poblacion séptica, que incluye a pacientes con sepsis grave, y a pacientes con sepsis no

grave.
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Se describe una correlacion positiva significativa, entre la variable “agregados
plaquetares’ y la expresion de los marcadores de activacion plaquetar CD62P y PAC-1, en
todas las subpoblaciones de plaguetas. Asimismo, también existe una correlacion positiva
al estudiar el grado de expresion de los marcadores CD62P y PAC-1 en la poblacion global
de plaguetas y en la subpoblacién de plaguetas agregadas. L os agregados |euco-plaquetares
sblo se correlacionan con € grado de expresion de dichos marcadores CD62P y PAC-1, en

la subpoblacién de agregados plaquetares.

AP ns
CD62P ns r=0.32
PL p<0.05
CD62P r=0.33 r=0.38 r=0.45
AP p<0.05 | p<0.05 p<0.01
CD62P ns r=0.34 r=0.96 r=0.60
T p<0.05 p<0.01 p<0.01
PAC-1 ns r=0.37 ns ns ns
PL p<0.05
PAC-1 r=0.39 r=0.43 ns r=0.83 r=0.39 ns
AP p<0.05 p<0.01 p<0.01 p<0.05
PAC-1 ns r=0.60 ns r=0.38 r=0.36 r=0.87 r=0.55
T p<0.01 p<0.05 p<0.05 p<0.01 p<0.01
ALP AP CD62P CD62P CD62P PAC-1 PAC-1
PL AP T PL AP

Tabla 11. Correlacion entre diferentes parametros de activacion plagquetar.

4.1.8. ACTIVACION PLAQUETARIA Y DATOS EPIDEMIOLOGICOS

No encontramos diferencias significativas en las diferentes variables de activacion
plaguetaria, segun los diferentes grupos de edad, sexo, patologia de base, o factores de

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

Cuando analizamos la correlacién entre las variables de activacion plaquetarias y €
APACHE II, encontramos una correlacion positiva estadisticamente significativa, entre la
variable“ % de agregados plaguetares’ y el APACHE Il (r=0.56, p<0.01).
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Asimismo, encontramos una correlacion positiva entre la variable “% de plaquetas
PAC-1 positivas’ y e APACHE I, tanto en la poblacion globa de plaguetas (r=0.43,
p<0.05), como en la subpoblacion de plaquetas libres (r=0.35, p<0.05), no asi, en la
subpoblacién de plaquetas agregadas. Cuando la variable analizada es € “% de plaguetas
CDG62P positivas’, ésta presenta una correlacion positiva con e APACHE 1, tanto en la
poblacion plaguetaria total (r=0.53, p<0.01), como en la subpoblacion de plaquetas libres
(r=0.48, p<0.01), no halandose dicha correlacion a analizar la subpoblacion de agregados
plaguetares. El andlisis de la variable “% de agregados leuco-plaquetares’ tampoco se ha
correlacionado con e APACHEII.

4.1.9. ACTIVACION PLAQUETARIA Y DATOS MICROBIOLOGICOS

No existieron diferencias significativas en los diferentes marcadores de activacion
plaguetares estudiados, en funcién del lugar de adquisicion de la infeccién:
extrahospitalario, intrahospitalario e intraUCl. Asimismo, tampoco Se encontraron
diferencias en los diferentes marcadores de activacion plaguetares en funcién del tipo de
aisamiento microbiolégico: sepsis por gramnegativos, Sepsis por grampositivos, sepsis

polimicrobianay sepsis sin confirmacion microbiol 6gica.

Cuando estudiamos s existen diferencias en la expresion de pardmetros de
activacion plaquetaria en funcion del foco de la infeccion, no encontramos dichas

diferencias.

Tampoco existe una diferencia significativa entre los valores obtenidos de
activacion plaguetaria, entre los pacientes sépticos cuyos hemocultivos resultaron positivos,

y aguellos en los que las muestras sanguineas no mostraron crecimiento bacteriano.
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4.1.10. ACTIVACION PLAQUETARIA Y DATOS ANALITICOS

Cuando estudiamos la relacion entre e numero de plaguetas circulantes y los
marcadores de activacién analizados, encontramos una correl acion negativa entre la cifrade
plaguetas y los agregados plaquetares, es decir, encontramos mayor nimero de agregados
plaguetares en los pacientes con trombocitopenia. Igualmente, hallamos una correlacién
negativa entre la cifra de plaquetas y el grado de expresién de P-selecting, y de PAC-1 enla
poblacion global de plaquetas.

ALP ns
CD62P r=0.34 ns
T p<0.05
PAC-1 r=0.60 ns ns
T p<0.01
Leucocitos ns ns ns ns

Plaquetas | r=-0.37 ns r=-0.37 | r=-0.34 r=-0.32

p<0.05 p<0.05 p<0.05 p=0.05
INR ns ns r=0.35 r=0.49 ns r=-0.37
p<0.05 p<0.01 p<0.05
Hemoglobina ns |r=-0.38 ns ns ns ns Ns
p<0.05
AP ALP | CD62P-T | PAC-1-T | Leucocitos | Plaquetas | INR

Tabla 12. Correlacion entre activacion plaquetar y datos analiticos.

Encontramos una correlacion positiva entre €l INR y el grado de expresion de P-
selectina, y de PAC-1 en la poblacién total de plaquetas; existiendo una correlacion
negativa entre la cifra de plaguetas y el INR, de forma que a mayor prolongacion del INR,

mas activacion plaguetar y mayor trombocitopenia.

Encontramos también, una correlacion negativa entre las cifras de la hemoglobinay
los agregados leucoplagquetares; es decir, en aguellos pacientes con mayor porcentaje de

agregados |eucoplaguetares, |os niveles de hemoglobina son menores.
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4.1.11. ACTIVACION PLAQUETARIA Y DISFUNCION ORGANICA

Cuando analizamos la correlacion entre la activacion de los diferentes marcadores
plaquetarios y el grado de disfuncién orgénica de cada uno de los 6 érganos estudiados,

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

cardio- | coagulacion | respiratorio | renal higado SNC SOFA
vascular GLOBAL
ALP ns ns ns ns ns ns ns
AP r=0.37 r=0.50 r=0.27 r=0.41 r=-0.65 r=0.30 r=0.55
p<0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.05 p<0.01 p<0.05 p<0.01
PAC-1-PL r=0.35 r=0.45 ns r=0.30 ns ns r=0.42
p<0.05 p<0.01 p=0.05 p<0.05
PAC-1-AP r=0.71 ns ns ns r=0.48 r=0.64 r=0.64
p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
PAC-1-T r=0.49 r=0.41 r=0.33 r=0.34 r=0.51 r=0.45 r=0.58
p<0.01 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.01 p<0.01 p<0.01
CD62P-PL r=0.36 r=0.39 ns ns ns ns r=0.40
p<0.05 p<0.01 p<0.05
CD62P-AP r=0.67 ns ns ns r=0.36 r=0.64 r=0.63
p<0.01 p<0.05 p<0.01 p<0.01
CD62P-T r=0.46 r=0.40 ns r=0.41 ns r=0.49 r=0.56
p<0.01 p<0.05 p<0.05 p<0.01 p<0.01

Tabla 13. Correlacién entre marcadores de activacion plaguetar y disfuncién organica.

4.1.12. ACTIVACION PLAQUETARIA Y EVOLUCION CLINICA

Si analizamos la relacién existente entre los marcadores de activacion plaguetaria
estudiados y la evolucion de los pacientes sépticos, encontramos que la mortalidad se
asocia con un mayor grado de expresion del marcador PAC-1 (p<0.05), asi como con la P-
selectina (p<0.05) tanto en la poblacién total de plaquetas, como en la subpoblacién de
plaguetas libres, no asi a estudiar la subpoblacion de plaguetas agregadas. Tampoco hemos

encontrado una asociacion entre mortalidad y agregados |leucoplaguetares o agregados
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plaguetares. Los resultados son los mismos cuando analizamos la mortalidad en el dia 28
tras el inicio del cuadro séptico. El valor predictivo parala mortalidad obtenido con ambos
marcadores tiene una potencia limitada; asi la expresion de PAC-1 en la poblacion global
de plaguetas posee —para un punto de corte del 4%- una especificidad del 78% pero una
sensibilidad del 50%, mientras la expresion de CD62P en la misma poblacion global de
plaguetas 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: “Modulacién de la reactividad plaquetaria
por los hematies en la sepsis: analisis in vitro del papel regulador de las interleuquinas
(IL) 1B, 6 y 10, sobre dicha reactividad”

421. EFECTO DE LOS ERITROCITOS SOBRE LA REACTIVIDAD
PLAQUETARIA EN INDIVIDUOS SANOS

Basandonos en € procedimiento experimental descrito en Material y métodos (3.2),
estudiaremos en primer lugar como la funcién plaguetaria se puede modificar en funcion de
los componentes celulares sanguineos presentes en el experimento. Realizaremos el
estudio, determinando el papel que tienen los hematies sobre el reclutamiento plaguetario, y
sobre la activacion plaquetaria, medida ésta, como el porcentgje de serotonina liberada por
las plaquetas del total que poseen sus granulos. La cuantificacion de serotoninaliberada, la
realizaremos por técnicas de radioimnunoensayo, |o que representa una modificacion de la
descripcidn inicial de la técnica que realizaba esta cuantificacion por medio de marcaje

isotopico de plaguetas con * 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 colégeno 1 ng/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
méxima obtenida en los primeros 5 minutos tras la estimulacion, expresada en forma de
mediay desviacion estandar, resulto de 8.25 + 3.34. La estimulacién con colageno 1 ng/ml,
de una mezcla de plaquetas y glébulos rojos, en proporciones fisioldgicas, produce un
incremento significativo en la capacidad proagregatoria de |os sobrenadantes, obteniéndose
unaintensidad maximade 26.58 + 7.11. Cuando la muestra estimulada es de sangre total, la

capacidad proagregatoria obtenida es mayor ala obtenida con plaquetas solas, pero menor a
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la obtenida exclusivamente con plaguetas y hematies;, los valores obtenidos para la
intensidad méxima 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, segun se muestra en la figura 10. Ademés, € vaor para la cuerda (slope)
obtenida para las curvas de agregacion, que se correlaciona con la velocidad de agregacion,
es significativamente mayor para la muestra de plaguetas y hematies (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 plaqguetas solas (17.5 = 14.9).

40

p<0.05

p<0.01 p<0.05_|
30

20

10

Intensidad maxima (%)

PRP PRP+GR ST

Figura 10. Estudio del reclutamiento plaquetario. Se muestra la diferente intensidad méaxima de
agregacion obtenida tras estimular el sistema de ensayo con los sobrenadantes procedentes de los
diferentes sistemas generadores. Observamos las diferentes capacidades proagregatorias de los
estimulos, seguin procedan de una muestra compuesta solo por plasma rico en plaquetas (PRP), por
plaguetas y eritrocitos (PRP+GR), 0 por sangre total (ST). Los valores expresados corresponden al
valor medio de la intensidad agregante maxima obtenida en la curva de agregacion, expresada en
porcentgje. (N=8)

Cuando se estimulan los sistemas de ensayo con plasma libre de células, o con
sobrenadantes de eritrocitos, en ausencia de plaguetas, no se obtiene ninguna respuesta

agregante, aungque se estimule el sistema generador con colageno 1 ng/ml. Asimismo,
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cuando sustituimos el colageno por su solvente — suero glucosado-, es decir, en ausencia de

activacion plaquetar, no encontramos actividad reclutadora en ninguin caso.

4.2.1.2. Efecto de los eritrocitos sobre la activacion plaquetaria

Para la valoracion del efecto de los eritrocitos sobre la activacion plaquetaria,
determinamos el grado de liberacién de serotonina, componente de los granulos densos
plaguetarios, descrito como un indice fiable de activaciéon plaguetaria. Se prepararon 1os
sistemas generadores segun se describe en el apartado 3.2.3. de Material y método,
conteniendo plaquetas solas, plaquetas y globulos rojos y sangre total, y se estimularon con
colageno 1 ng/ml. Una vez centrifugada la muestra, se extrajo el sobrenadante, del que se
determind la cantidad de serotonina por radioimnunoensayo. Dichos valores se compararon
con €l valor total de serotonina que contenian las muestras plaquetarias, obteniéndose tras
lisar las plaguetas con triton X-100. El valor de la serotonina, viene expresado en forma de
porcentaje, es decir, el porcentge de serotonina liberada del total de serotonina que poseen
las plaquetas.

Los resultados obtenidos para la activacion plaquetaria, son paralelos a los
obtenidos para €l reclutamiento plaguetario. El porcentaje de liberacién de serotonina en €l
sobrenadante del sistema generador formado por plaguetas solas, fue de 26.44 + 4.27.
Cuando € sistema generador 1o constituia sangre total, los valores de serotonina eran
significativamente superiores a los previos, resultando de 55.84 + 9.72 La liberacion
inducida por € sobrenadante de la muestra con plaguetas y glébulos rojos resultd
significativamente superior a las anteriores: 73.98 + 5.58. La figura 11 muestra las

diferencias descritas, asi como su grado de significacion.

De forma adicional, los experimentos control que hemos realizado en ausencia de
plaguetas, 0 en ausencia de colageno, no han inducido ningin grado detectable de
activacion plaquetaria, lo cual pone de manifiesto que se requiere una activacion plaquetar
previa del sistema generador para que se produzca una modulacién de la activacion o

reclutamiento plaquetario, por parte de los demas componentes de la sangre.
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100 Figura 11. Estudio de la activacién plaquetaria.
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L os resultados previamente expuestos indican que la interaccion eritrocito-plaqueta
produce un marcado incremento en la activacion de las plaquetas, cuando valoramos ésta
como liberacion de serotonina. Por el contrario, parece que la presencia de leucocitos en
reposo, inhibe la activacion plaquetaria. Estos resultados demuestran que la interaccion de
las plaguetas con los otros elementos celulares de la sangre, modula la activacion
plaguetaria.

Nuestro protocolo de estudio, en €l que la medicién de la serotonina liberada se ha
realizado mediante técnicas de radioinmunoensayo, ha obtenido valores comparables a los
que se habian descrito para la medicion de la serotonina marcada con ** C en camara de
centelleo, 1o que constituye una validacién de esta aportacion al sistema bifésico de estudio
dela reactividad plaguetaria.

4.2.2. EFECTO DE LOS ERITROCITOS SOBRE LA REACTIVIDAD DE LAS
PLAQUETAS EN INDIVIDUOS SEPTICOS

Hemos estudiado un grupo de 7 pacientes con sepsis grave y un grupo de 7
pacientes con sepsis no grave, seguin se ha descrito en Material y métodos. Los estudios de

agregacion plaguetaria que se realizan previamente a los de reclutamiento para determinar
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la integridad de las vias de activacion plaguetarias, demostraron que en la mayoria de los
pacientes estudiados existe una disminucién en su capacidad de responder a los diferentes
agonistas plaguetarios empleados —colageno, acido aragquidénico, ADP-, presentando la
mayor disminucion en la respuesta al &cido araguidonico. Estos resultados traducen,
fundamentalmente, los efectos de diferentes farmacos que los pacientes habian recibido
previamente a la extraccion de sangre, asi € 100% habian recibido antibidticos,
predominantemente b-lactamicos, y un 74% habian recibido antitérmicos (AAS, AINESs o
paracetamol), todos ellos farmacos 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 agregacion frente a los agonistas descritos, se encontré dentro de

los val ores esperados para la normalidad.

Las muestras procedentes de pacientes sépticos, han mostrado unos valores para el
reclutamiento plaguetario, similares alos que hemos encontrado en la poblacién normal, de
modo que €l reclutamiento expresado como intensidad maxima de agregacién, producido
por €l sobrenadante del sistema generador compuesto por plaquetas solas, ha sido de 7.33 =
2.45, mientras que €l sobrenadante del sistema generador compuesto por plaquetas y
eritrocitos ha producido una intensidad maxima de 23.83 + 7.03. Cuando analizamos €l
reclutamiento en funcion de que e paciente pertenezca a grupo de sepsis grave o a de

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

Ademas, hemos estudiado € comportamiento de glébulos rojos procedentes de
pacientes sépticos, sobre sistemas generadores y de ensayo constituidos por plagquetas
procedentes de donantes sanos (22.15 + 6.35), no encontrando diferencias significativas con
respecto a comportamiento de eritrocitos procedentes de donantes sanos (25.65 + 5.89).

Este subandlisis se ha realizado con hematies procedentes de 5 pacientes sépticos.

4.2.3. EFECTO DE LAS INTERLEUQUINAS 1B, 6 y 10 SOBRE LA AGREGACION
PLAQUETAR
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Hemos visto que e andlisis de la funcion plaguetar en un proceso fisiopatol 6gico
complgjo, como es la sepsis, esta inmerso de multiples dificultades metodoldgicas que
impiden despegjar multiples variables que pueden artefactuar |os resultados. En ausencia de
un modelo anima de sepsis a nuestro alcance, que siempre podria ver limitados sus
resultados al @ambito de especie, hemos optado por el estudio in vitro, para analizar el efecto
de diferentes interleuquinas sobre la agregacion plaquetaria, y sobre la modulacion que los

eritrocitos gjercen sobre el funcionalismo plaguetar.

Asi, por haber sido descritas como parte del sistema de cascada inflamatoria,
formando parte de un proceso evolutivo, las interleuquinas 1b, 6 y 10, han sido testadas en
su capacidad para modular la agregacion plaguetaria. A continuacion recogemos los

resultados de dichos experimentos.

4.2.3.1. Interleuquina 1p y agregacion plaquetar

Tras incubar plasma rico en plaquetas (PRP) con dos concentraciones diferentes de
interleuquina 1b (10, y 1000 ng/ml) durante 30 minutos, y posteriormente ser estimulados
con ADP 3 M, realizando una agregometria clasica, no hemos observado diferencias entre
laintensidad maxima de agregacion de los dos grupos. Ademas, hemos estudiado un grupo
control, de PRP incubado con €l solvente de |as interleuquinas —seroal bimina humana libre
de endotoxina- , que no ha presentado diferencias con |os dos grupos anteriores en cuanto a

su grado de agregacion. Los resultados corresponden ala mediay desviacion estandar de 5

experimentos.
Interleuquina 1b [ng/ml]
0 10 1000
| maxima de agregacion (%) 58.2 + 3.49 58.2+3.11 59.6 £ 3.78

Tabla 14. Interleuquina 1p y agregacion plaquetar. Se muestra que la incubacion durante 30
minutos en concentraciones diferentes de IL-1b, no modifica la respuesta agregante del PRP ante el
agente inductor ADP. Los valores expresados de la intensidad maxima de agregacion, corresponden
alamediay desviacién estandar; son el resultado de 5 experimentos en cada grupo.
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4.2.3.2. Interleuquina 6 y agregacion plaquetar

Cuando repetimos el experimento descrito previamente, pero realizando las
incubaciones con interleuquina 6, hemos encontrado que ésta, s que modifica los
resultados de la agregacion plaguetaria. Asi, las muestras de PRP incubadas con
seroalbumina humana, es decir, sin interleuquina, presentaron una agregacion maxima de
61 + 1.58; cuando laincubacién se realizo con interleuquina 6 en una concentracion de 10
ng/ml, los resultados para la intensidad méxima de agregacion, fueron de 69.6 £ 4.77, y
para una concentracion de IL-6 de 1000 ng/ml, se obtuvieron valores méximos de
agregacion, de 73.2 £ 5.97. Las diferencias entre los tres grupos, resultaron significativas,

segun muestralafigura 12.
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Figura 12. Interleuquina 6 y agregacién plaguetar. Se muestra como la incubacion previa
durante 30 minutos con interleuquina 6, induce un aumento en la agregacion maxima obtenida tras
estimular las muestras de PRP con ADP 3 M. Este incremento es dosis-dependiente, aumentando
con la concentracion de IL-6. Los resultados se expresan en forma de media de 5 experimentos
diferentes para cada concentracion.
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4.2.3.3. Interleuquina 10 y agregacion plaquetar

También hemos valorado la capacidad de la interleuguina 10 para modificar el
potencial proagregante de las plaquetas. Los resultados obtenidos han sido los siguientes:
cuando se han estimulado plaguetas que no fueron incubadas con IL-10, la agregacion
maxima obtenida fue de 59.2 + 2.17; s las plaguetas fueron incubadas con 10 ng/ml de IL-
10, la intensidad méxima de agregacion resultante fue de 58 + 2.74, y cuando la
concentracion de IL-10 en la incubacion fue de 1000 ng/ml, € valor méximo de agregacion
resultd de 56.8 + 1.92. Se han valorado como diferencias estadisticamente significativas,
aguellas existentes entre las agregaciones de las plaguetas basales sin IL-10, y aquellas
obtenidas de plaguetas incubadas con una alta concentracion de IL-10 (1000 ng/ml), siendo

esta significacion de p<0.01.
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Figura 13. Interleuquina 10 y agregacion. Se muestra como la incubacion del PRP durante 30
minutos en una alta concentracion de IL-10, genera una disminucion significativa (p<0.01) en la
intensidad maxima de agregacion obtenida, tras su estimulo con ADP 3 nmM. Los resultados
expuestos corresponden a la media de 5 experimentos realizados para cada concentracion de L.
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424, EFECTO DE LAS INTERLEUQUINAS 1B, 6 y 10, SOBRE LA
MODULACION ERITROCITARIA DE LA REACTIVIDAD PLAQUETAR

Como hemos descrito previamente, la presencia de los eritrocitos induce un
incremento en el potencial proagregatorio de las plaguetas. Este proceso se puede estudiar
mediante el sistema experimental descrito en el apartado 3.2.5. de Material y métodos. A
continuacion describiremos el efecto de la incubacion previa con las diferentes

interleuquinas estudiadas sobre |a capacidad proagregatoria de los gldbul os rojos.

4.2.4.2. Interleuquina 1 y reactividad plaquetaria

Tras realizar la separacion celular de la muestra de donantes sanos, hemos lavado
los glébulos rojos y a continuacion los hemos incubado durante 30 minutos en
interleuquina 1b a concentraciones de 10 ng/ml y 1000 ng/ml. Posteriormente los hemos
lavado de nuevo, para eliminar la interleuguina que pudiera existir en suspension, o
adherida ala superficie celular, y que podria gjercer su efecto directo sobre las plaquetas. A
continuacion hemos empleado estos eritrocitos para formar los sistemas generadores,
compuestos por plasmarico en plaguetas y eritrocitos. Una vez estimulados con colégeno 1
no/ml y centrifugados, recogemos una parte del sobrenadante para estimular € sistema de
ensayo y estudiar asi el reclutamiento plaquetario. No existen diferencias entre los valores
obtenidos para e reclutamiento plaquetario, entre el grupo de experimentos en los que los
glébulos rojos habian sido incubados con IL-1b, y € grupo de los hematies que no fueron

incubados.

Asimismo, cuando estudiamos la serotonina liberada por el sistema generador, como
indice de activacion plaguetaria, tampoco encontramos diferencias entre las
concentraciones de serotonina contenidas en los sobrenadantes de |os sistemas generadores
compuestos por PRP y eritrocitos no incubados con IL-1b, y los formados por PRP y
eritrocitos incubados con IL-1b; asimismo, tampoco existen diferencias entre los sistemas
generadores compuestos por eritrocitos incubados con diferentes concentraciones de IL-1b.

L os resultados son producto de 5 experimentos, y se exponen en lafigura siguiente:
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Interleuquina 1b [ng/ml]
0 10 1000
Reclutamiento (Imax) % | 21.40 £ 2.97 25.00 + 3.93 22.2 +3.27
Activacion (5-HT) % 75.12 + 15.68 78.65+ 13.24 77.71+11.28

Tabla 15. Interleuquina 1py modulacion de la actividad protrombdtica del hematie. Se
muestra como la incubacion de los hematies con IL-1b, no modifica de forma significativa la
modulacién positiva que ejercen dichos hematies sobre la reactividad plaquetaria, tanto en el
andlisis del reclutamiento, como en € de la activacion plaguetaria medida como el porcentaje de
liberacién de serotonina. Los valores no mostrados para reclutamiento y activacion promovidos por
el PRP, sin la presencia de hematies, son para el reclutamiento 9.6 + 3.44 %, y parala activacion de
49.23 £ 11.37 %. Los resultados expuestos, corresponden a la mediay desviacion estandar para 5
experimentos.

4.2.4.2. Interleuquina 6 y reactividad plaguetaria

Cuando procedemos a valorar la capacidad de la interleuquina 6 para modular €l
potencial proagregante de los eritrocitos, observamos que la incubacion previa de los
eritrocitos durante 30 minutos con IL-6, induce una inhibicion de su capacidad
protrombética, para cualquiera de las concentraciones de IL-6 estudiadas (10 y 1000

ng/ml), tanto paralos estudios de reclutamiento como paralos de activacion plaquetaria.

Asi, cuando € sistema generador esta formado solo por PRP, obtenemos un
reclutamiento (%) de 8 + 2.5; cuando esta formado por PRP + glébulos rojos que no fueron
incubados, € reclutamiento fue de 20.4 + 2.3; cuando los hematies estuvieron incubados
con IL-6 a una concentracion 10 ng/ml, e reclutamiento resulté 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 segun se muestra en lafigura 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 inhibiciéon del potencial
proagregante de los eritrocitos. En la primera barra se muestra el reclutamiento inducido tras
estimular un sistema generador compuesto solo pro plaquetas. Al agregar hematies, se dispara de
forma significativa (p<0.05) € reclutamiento plaguetario, 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 habian sido incubados en IL-6, en los sistemas generadores,
induce una respuesta significativamente menor a la de los eritrocitos sin incubar. Los resultados
expresan lamedia de 5 experimentos.

Cuando analizamos €l efecto de los eritrocitos incubados con IL-6, sobre la
activacion plaquetaria, valorada en funcion de la liberacion de serotonina por parte de las
plaguetas, observamos un efecto paralelo a detectado en e reclutamiento. Asi, cuando €
sistema generador esta formado solo por PRP, obtenemos un porcentaje de liberacion de
serotonina de 50.48 = 9.27 %; cuando esta formado por globulos rojos que no fueron
incubados, la activacion plaquetaria fue de 77.6 + 13 %; cuando los hematies estuvieron
incubados con IL-6 a una concentracion 10 ng/ml, la activacion resultd de 50.86 + 16.77 %;
y para concentraciones de IL-6 de 1000 ng/ml, los valores para la activacion fueron de
51.66 + 13.57 %. Las diferencias resultaron significativas segiin se muestra en la figura
siguiente.
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Figura 15. Interleuquina 6 y activacion plaquetaria. Se puede observar como la presencia de la
IL-6 en sus diferentes concentraciones (10 y 1000 ng/ml), induce una inhibicion del potencial
proagregante de los eritrocitos. En la primera barra se muestra la activacion inducida tras estimular
un sistema generador compuesto sélo por plaguetas. Al afiadir hematies, se dispara de forma
significativala activacion plaguetaria, traduciendo el potencia proagregante de los eritrocitos, como
se puede ver en la segunda barra. En laterceray cuarta barras, se muestra la inhibicion que laI1L-6
gjerce sobre la capacidad proagregatoria de los hematies, obteniendo valores similares a los del
PRP. La diferencia entre la activacion inducida por PRP+GR sin incubar, en comparacion con los
otros tres grupos, resulté significativa (p<0.05). Los resultados expresan la media de 5
experimentos.

Como acabamos de describir, la interleuquina 6, interfiere en la agregacion
plaguetaria por dos mecanismos: gjerce una accion directa sobre las plaguetas, modulando
positivamente su agregacion ante un estimulo inductor (ADP), y por otra via, egerce un
papel inhibidor, a modular negativamente la capacidad proagregante de los hematies, como

pudimos determinar analizando la activacion y el reclutamiento plaguetares.

4.2.4.3. Interleuquina 10 y reactividad plaquetaria

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

gerce un pape inhibidor de la agregacion plaguetaria. A continuacion referiremos los
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resultados obtenidos tras estudiar €l efecto que esta interleuquina tiene sobre la capacidad
proagregatoria de los eritrocitos. Analizando el reclutamiento (%) obtenido por €l sistema
generador formado exclusivamente por PRP, éste fue de 8,6 = 3.56; cuando afadimos
eritrocitos a sistema generador, éste reclutamiento aumenta a 22.56 + 3.67; s los
eritrocitos empleados furon incubados previamente en IL-10, el reclutamiento obtenido fue
de 24.8 £+ 493 s la concentracion de IL-10 era 10 ng/ml, y de 21.34 + 3.95 s la
concentracion 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 (Iynax) % 22.56 + 3.67 24.80 £ 4.93 21.34+3.95
Activacion (5-HT) % 76.22 + 12.68 70.35+11.45 74.81 + 9.22

Tabla 16. Interleuquina 10y modulacién de la actividad protrombética del eritrocito. Se
muestra como la incubacion de los hematies con IL-10, no modifica de forma significativa la
modulacion positiva que ejercen dichos hematies sobre la reactividad plaquetaria, tanto en el
andlisis del reclutamiento, como en el de la activacion plaquetaria medida como el porcentaje de
liberacion de serotonina. Los valores no mostrados para reclutamiento y activacién promovidos por
e PRP, sin la presencia de hematies, son para el reclutamiento 8.6 + 3.56 %, y parala activacion de
47.33 £ 12.87 %. Los resultados expuestos, corresponden a la mediay desviacion estandar para 5
experimentos.

Similares resultados se han obtenido a determinar la activacion plaquetaria en
funcion de la serotonina liberada en los sistemas generadores. Cuando éstos estaban
formados por PRP exclusivamente, la activacion (%) fue del 47.33 + 12.87; s afadimos
eritrocitos a sistema generador, la activacion aumenta a 76.22 + 12.68; s los eritrocitos
empleados fueron previamente incubados en IL-10 con concentraciones 10 y 1000 ng/ml,
los resultados obtenidos para la activacion, 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

desviacion estdndar de 5 experimentos.
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Por tanto, asi como hemos descrito que la IL-10 a altas concentraciones (1000
ng/ml) gerce un efecto inhibidor de la agregacion plaquetaria, no hemos podido describir
un mecanismo indirecto de modulacion de la reactividad plaquetaria a través de los

eritrocitos, por parte delalL-10.

Resultados 164



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

5. DISCUSION
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5. DISCUSION

5.1. MARCADORES DE SUPERFICIE DE ACTIVACION PLAQUETAR EN LA
SEPSIS GRAVE: EXPRESION DE PAC-1Y DE P-SELECTINA

Uno de los objetivos de nuestro estudio ha sido evaluar €l grado de expresion del
marcador de activacion de la superficie plaquetar, receptor del fibrinbgeno GP Ilb-llla
activado (PAC-1), y del marcador de secrecién plaquetar perteneciente a la membrana de
los grdnulos-a, P-selectina (CD62p), en pacientes con sepsis grave y sindrome de
disfuncion multiorganica (SDMO), asi como su relacion con pardmetros clinicos, analiticos

y evolutivos.

Nuestros resultados demuestran que las plaguetas de |0s pacientes con sepsis grave
expresan el marcador de activacion plaguetar PAC-1 en una proporcion 4 veces superior al
mostrado por los pacientes con sepsis no grave, los cuales presentaban un grado de
expresion de PAC-1 similar a grupo de pacientes control. Al valorar las subpoblaciones de
plaguetas, observamos que en la subpoblacion de agregados plaguetares, € grado de
expresion del receptor del fibrindgeno resultd 3 veces superior a que presentan la plaguetas

de la subpoblacion de plaguetas libres.

Tanto el grado de expresiéon de PAC-1 de la poblacién global de plaquetas como €l
de las subpoblaciones de plaguetas libres y de plaquetas agregadas se correlaciond con €l
grado de disfuncion multiorganico medido seguin el score SOFA.

Hemos detectado una correlacion positiva entre la expresion de PAC-1 y
porcentgje de agregados plaguetares, tanto a analizar la expresion de PAC-1 en la
poblacion global de plaguetas, como sus subpoblaciones de plaguetas libres y de plaquetas
agregadas. También se encontrd una correlacion positiva entre la expresion del receptor del
fibrinbgeno y € porcentgje de agregados leucoplaquetares, pero solo a analizar la

subpoblacién de plaquetas agregadas.
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Hemos encontrado una correlacion positiva entre e grado de expresion de plaguetas
PAC-1 positivas y € indice de gravedad APACHE 11, y como hemos descrito, con el grado
de disfuncion multiorganica determinado por el score SOFA. S realizamos € andlisis
segun los oOrganos disfuncionantes, la expresion de PAC-1 en la poblacion total de
plaguetas, se ha correlacionado con € fracaso de cada uno de los érganos analizados.
También esta correlacién positiva se ha encontrado entre el grado de expresiéon de PAC-1
en la poblacion globa de plaguetas y en la subpoblacion de plaquetas libres, y la
mortalidad.

Con respecto al marcador de activacion P-selectina, nuestro estudio ha encontrado
gue las plaguetas de los pacientes con sepsis grave expresan dicho antigeno en una
proporcion 2.5-3.5 veces superior al expresado por los pacientes con sepsis no grave, los
cuales presentan un grado de expresiéon similar alos pacientes del grupo control. Al valorar
la subpoblacion de agregados plagquetares, € grado de expresion de P-selectina resulto 3

veces superior a mostrado por |a subpoblacion de plaguetas libres.

Tanto el grado de expresion de P-selectina de la poblacion global de plaguetas
como el de las subpoblaciones de plaguetas libres y de plaguetas agregadas se correlaciond

con el grado de disfuncion multiorganico medido segun el score SOFA.

Existe una correlacion positiva entre €l grado de expresion de P-selectinay € grado
de expresion del receptor activado del fibrindgeno (PAC-1) en nuestra serie, cuando
estudiamos la poblacién global de plaquetas y la poblacién de plaguetas agregadas. Hemos
detectado una correlacion positiva entre la expresion de P-selectina y € porcentaje de
agregados plaguetares, tanto a analizar la poblacion global de plaguetas, como sus
subpoblaciones de plaguetas libres y de plaquetas agregadas. La misma correlacion positiva
se encontré entre el porcentaje de agregados leucoplaquetares y el PAC-1, pero solo al

analizar la subpoblacion de plaguetas agregadas.

Hemos detectado una correlacion positiva entre el grado de expresion de plaquetas

CD62P positivas y € indice de gravedad APACHE II, asi como respecto a grado de
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disfuncion multiorgénica determinado por € score SOFA. Analizado por O6rganos
disfuncionantes, encontramos que el marcador CD62P, se asocia con la disfuncion

cardiovascular, de la coagulacion, renal, hepaticay del SNC.

Con respecto a la cifra de plaguetas, describimos una correlacion negativa entre ésta
y el porcentgje de plaguetas P-selectina positivas, ocurriendo o mismo con e PAC-1. Es
decir, los pacientes con mayor porcentaje de plaguetas P-selectina positivas o PAC-1

positivas, son aquellos con una trombocitopenia mas acusada.

Los métodos de citometria de flujo actualmente disponibles, como € utilizado en
nuestro estudio, nos informan de porcentgjes de células positivas para un marcador, o lo
gue 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, ocurrié un descenso en la cifra de plaguetas
de un 20 % sobre € valor inicia, con un aumento en e nimero relativo de plaguetas
CD62P positivas, mientras se detecté un descenso del recuento absoluto de plaguetas
CD62P positivas. EI método empleado para determinar los nimeros absolutos de plaguetas
se basa en € empleo de esferas fluorescentes en la citometria de flujo, aplicando € ratio
esfera-plagueta para cuantificar las plaquetas libres, las plaquetas activadas y |os agregados
plaguetares. La explicacion de este autor, es que a mayor grado de activacion plaquetar,
determinado en su experimento por la P-selectina, mayor tendencia existe alaformacion de

agregados plagquetares, y las plaquetas libres disminuiran en la circulacion sanguinea (271).

Si asumimos estos hallazgos parainterpretar nuestros resultados, observamos que en
nuestra serie ocurre un aumento de las plaguetas P-selectina positivas, que posiblemente
traduce un descenso en el nimero absoluto de las mismas, debido a que estas plaquetas
activadas que dejamos de detectar pasarian a formar parte de agregados plaquetares cuya

expresion, como hemos descrito, se encuentra aumentada.
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Aungue, tras los hallazgos descritos previamente, pudiera parecer que el
comportamiento de ambos marcadores (PAC-1 y P-selectina) pudiera solaparse, existen
diferencias en la expresion de dichos antigenos. Si bien de forma global hemos detectado
una correlacién positiva entre los niveles de plaguetas PAC-1 positivas y las plaquetas P-
selectina positivas, en algunos casos ha ocurrido una activacion predominante de la P-
selectina, mientras que en otros casos ha sido el PAC-1 e marcador mayoritariamente

activado.

Lainterpretacion para estos hallazgos es multifactorial, pero principa mente
creemos que es un resultado de la especificidad de estimulo que ha sido reportada para
diferentes marcadores de activacion plaquetar. Asi, la variable combinacion de
agonistas/inhibidores plaguetares que se presentan en una situacion fisiopatoldgica

determinada, modulara la expresién de determinados antigenos de superficie plaquetar.

Entre otros ejemplos bien documentados de la especificidad de estimulo, Alberio y
Dde estudiaron €l andlisis de la activacion plaquetaria por CMF tras el estimulo con
diferentes tipos de colageno presentes en la pared vascular, encontrando lo siguiente: los
colagenostipo I, 111, V y VI, indujeron la secrecién de los granulos alfa e incrementaron la
expresion de la GP l1b-I11a, en contraste, €l colageno tipo IV no indujo esta respuesta en las
mismas concentraciones. La curva dosis-respuesta para la secrecion de grénulos afaindico
gue los colagenos | y 111 eran menos efectivos que los V y VI, y ademés, |a capacidad de
dichos colagenos para activar al GP Ilb-llla fue alin més heterogénea, siendo inducida
unicamente por los colagenos | y VI. Estos datos demuestran que la secrecion de los
granulos afa en las plaguetas humanas, es un proceso diferente de la activacion del GP I1b-
11, y fuertemente dependiente del estimulo empleado (272).

Aunque existe una correlacion positiva entre PAC-1 y P-selecting, los porcentajes
de expresion 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 € PAC-1,
cuando se produce una activacion plaquetar, €l incremento de la expresion de PAC-1, es

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

activacion.

Holmes et al. estudiaron la diferencia entre los umbrales de activacion para la P-
selectinay paralaexpresion de PAC-1 por CMF en sangre total, estimulada con ADPy con
TRAP, encontrando que la induccién de la union del fibrindgeno por e ADP, se encontré
gue es un evento de activacion con bajo umbral (40% de plaguetas se unian al fibrinbgeno
marcado con FITC en respuesta a ADP 0.2 nmiM), mientras que la degranulacion es un
evento con un umbral mayor (33% de plaquetas expresan la P-selectinatras ADP 1 mM). El
tipo de patologia presente y € efecto de diferentes farmacos interfiere en los resultados, asi,
en pacientes con sindromes coronarios agudos y en tratamiento con AAS, encontraron un
aumento de la expresion de P-selectina en respuesta al ADP, comparado con individuos

sanos que recibieron AAS (273).

En otro estudio, Ruf et al. comparan € cambio de forma plaguetar, la unién a
fibrindgeno (PAC-1) y la expresion de P-selecting, tras la estimulacion con ADP y U-
46619, encontrando que la ECs para el cambio de forma es 4 veces menor que la ECs para
launién a fibrindgeno, y 29 veces menor que para la expresion de P-selectina. Estos datos
demuestran que el cambio de forma es un indicador de activacion plaguetar mas sensible
gue launién a fibrindgeno, y éste es mas sensible que la expresion de P-selectina. Ademas
tanto la union a fibrinbgeno como el cambio de forma son procesos reversibles, siendo la
expresion de PAC-1 el proceso que revierte de forma mas precoz. Por otra parte, se ha
descrito que la expresion de P-selectina tras la estimulacion con U 46619 y con trombina,
esirreversible, por lo que ha sido Ilamado el marcador memoria, y se ha propuesto como €l
de mayor utilidad en los estudios clinicos (176).

Esta precoz reversibilidad del PAC-1, con respecto a la irreversibilidad en la
expresion de la P-selecting, podria en parte explicar nuestros hallazgos. El descenso de la
presencia de células PAC-1 positivas a medida que se produce un retraso en €l andlisisdela
muestra, podria estar en relacion también con la ausencia de fijacion. Desde el momento en

el que hemos decidido no aplicar un fijador a la muestra, hemos optado por un andlisis
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citométrico precoz para evitar una activacion plaquetar espirea. En cualquier caso,
asumimos que a no aplicar fijacion, seguramente perdemos a menos parte de la expresion
del receptor del fibrinGgeno.

Hay que tener en cuenta, que el tiempo de expresion que diferentes antigenos
plaguetarios pueden permanecer en la superficie de la membrana plaguetar in vivo, ain no
ha sido adecuadamente determinado, y la sensibilidad para determinar la activacion
plaguetar en los diferentes cuadros clinicos, es materia de debate, asumiéndose que los
diferentes marcadores tienen diferentes potenciales para monitorizar la activacion
plaguetar.

Como han revisado recientemente Escolar et al. hay que tener en cuenta ademas,
gue la presencia de anticoagulante, asi como las condiciones de ausencia de flujo o
agitacion en que se ha desarrollado el experimento, hacen dificil la extrapolacion a

determinados contextos clinicos de |los estudios plaguetarios in vitro (274).

Otro aspecto a considerar que podria artefactuar |os resultados, es la eleccion de los
fluorocromos. Asi, e solapamiento de espectros de emisiéon entre pares de fluorocromos
tales como FITC y PE, solo es parcialmente compensado por e software empleado. Esto
podria llevar a que se produjeran artefactos significativos en la cuantificacion de antigenos
expresados en bajo nimero por plaqueta, especialmente cuando se miden simultaneamente
con antigenos presentes en ata densidad. En la mayoria de los citometros, relativamente
mas cantidad de emisién FITC caera en e cana PE que lo contrario. Por tanto, e cana
FITC debe ser elegido para la cuantificacion de antigenos 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 eleccion de flurocromos.

En nuestra serie existe una correlacion positiva entre la expresion de P-selectina 'y
de PAC-1 en las plaquetas de la poblacion global, asi como en |a subpoblacion de plaguetas

agregadas. Asimismo, se mantiene la correlacion positiva entre ambos antigenos de
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activacion y la variable agregados plaguetares. La interaccion plagueta-plagueta es
dependiente de las glicoproteinas expuestas en la membrana plasmética plaguetaria; €l
receptor del fibrinégeno forma parte fundamental en la coagregacion plaqueta-plagueta,
mientras que la P-selectina se ha descrito como un pivote de la unién plagueta-leucocito.
Por lo que respecta a los agregados |leuco-plagquetares, éstos solo se correlacionan con los
marcadores PAC-1 y CD62P expresados en la subpoblacién de plaguetas agregadas,
traduciendo que solo cuando existe una elevada expresion de dichos marcadores, ocurrira

una formacion de agregados | euco-plaquetares.

Los mecanismos inflamatorios sistémicos en la sepsis son consecuencia de una
infeccion severay contribuyen a desarrollo del sindrome de disfuncion multiorganica. Las
plaguetas estén involucradas en la defensa inflamatoria inespecifica, y la activacion del
sistema plaquetario puede jugar un papel en la patogénesis del SDMO. La funcion
plaguetaria y su interaccion con otras células inflamatorias es fuertemente dependiente de
las glicoproteinas expuestas en la superficie de las plaquetas activadas. El receptor
inducible del fibrindgeno juega un papel central en la agregacion plaquetaria. Durante la
agregacion, las plaquetas se degranulan y expresan multiples glicoproteinas almacenadas en
sus granulos en su superficie, que van a mediar la interaccién plagquetaria con otras células.
Se ha sugerido que las GP de membrana plaquetarias pueden jugar un papel importante en

el desarrollo del SDMO en lasepsis.

Gawaz et al. se han interesado por la aplicacion de la citometria a estudio de las
plaguetas en la sepsis, analizando cambios en las GP de membrana de las plaguetas
circulantes, asi como la adhesion de las plaguetas a los neutréfilos, y a células endoteliales
cultivadas, en los pacientes sépticos. Los resultados sugieren mecanismos de alteracion de
la microcirculacién, mediado por plaguetas, en el SDMO de pacientes sépticos que podrian

apuntar a futuras terapias antiinflamatorias especificas (275).

Evaluaron estos autores la funcion adhesiva de plaguetas en pacientes con SDMO 'y
su relacion con e pronéstico clinico. Los mayores hallazgos fueron los siguientes: 1. las

plaquetas se encuentran activadas en los pacientes sépticos pero una degranulacion
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significativa, detectada por la trombospondina (TSP), sélo fue encontrada cuando existia
SDMO. 2. La adhesion plagueta-neutrofilo 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 plaguetas normales a hiperagregar y a
adherirse a las células endoteliales cultivadas. 4. La inmunofluorescencia-CD41 especifica
de las plaguetas en los neutrdéfilos, es un factor independiente predictor de mala evolucion
clinica, en los pacientes sépticos. Estos datos implican que las plaguetas se encuentran
activadas en e curso de la sepsis. Los resultados que involucran a los leucocitos, los
analizaremos en su apartado correspondiente, limitandonos aqui a analizar los resultados

sobre marcadores de superficie (275).

Describieron también, que el receptor activado para € fibrinbgeno se encontraba
significativamente aumentado en los pacientes sépticos. Ya que €l receptor para €l
fibrindgeno esta presente exclusivamente en la superficie de la plagueta activada, estos
hallazgos significan que las plaguetas se activan en el curso de la sepsis y circulan en un
estado hiperagregable. Ademas, encontraron que los pacientes sépticos con SDMO
mostraron un aumento en la expresion de superficie de TSP, lo cua implica que junto con
la TSP, las plaguetas liberan productos vasoactivos tales como metabolitos del acido
araquidonico, agentes quimiotéacticos o factores relacionados con |as citoquinas, 10s cuales,

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

Nosotros hemos detectado una activacion plaquetar (PAC-1) y una secrecion
plaguetar (P-selectina) en pacientes con sepsis grave, correlacionandose ambos marcadores
con el grado de SDMO seguin €l score SOFA. Como hemos explicado, aunque inicialmente
los valores son menores para el PAC-1, cuando se produce una activacion plaguetar, €l
incremento de la expresion de PAC-1, es mayor que € de la P-selectina, pudiendo asumir
gue ésta es € PAC-1, es més sensible, pues a similares niveles de estimulo, presenta un

mayor aumento en su grado de activacion.

Por otro lado nuestros resultados sobre la secrecion plaguetar no son comparables a

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

por Nosotros.

El méodo descrito por estos autores empleando la citometria de flujo sobre
muestras de PRP, puede haber infraestimado la activacion plaguetaria en pacientes sépticos.
Como sabemos la trombosis es un fendmeno multicelular en € que la interaccion entre
células sanguineas modula €l potencial proagregatorio final de las plaquetas. Por tanto el
método de citometria de flujo en sangre total que hemos aplicado en nuestro estudio, ofrece
unos resultados més reales, por que tiene en cuenta el didogo intercelular en el proceso
trombatico. Aun traduciendo de forma mas exacta la situacion in vivo, a la citometria de
flujo en sangre total para el estudio del proceso trombético podriamos criticarle € no tener
en cuentala presencia de un elemento celular indispensable en latrombosis, que eslacélula
endotelial.

L os 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 analisis citométrico, comparandose ambos resultados
(275). Se ha descrito recientemente, que la citometria de flujo detecta en individuos sanos
un mayor grado de activacion plaguetar en muestras arteriales que en muestras venosas, en
relacion a las condiciones de shear inducidas por los flujos de los diferentes sistemas
circulatorios, arterial y venoso, por 1o que no se deben asumir los resultados de muestras
obtenidas de diferentes origenes (276). Nuestro estudio ha valorado en todos los casos
muestras procedentes de sangre venosa; no se han descrito diferencias en la activacion
plaguetar en las muestras venosas procedentes de catéteres periféricos o de vias venosas

centrales.

En € presente estudio, a igua que en el nuestro, solo se realizé una determinacion
en e dia del ingreso para estudiar la funcién plaguetaria. Determinaciones seriadas en
diferentes momentos, podria ayudar a detectar cambios precoces en la funcion plaguetaria

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 andlisis de porcentajes
de células positivas. Cuando determinamos la intensidad de fluorescencia media (IFM) para
cada subpoblacién —no se muestran los datos- la sensibilidad del ensayo disminuye,

adquiriendo la diferencia entre grupos una menor significacion.

Los resultados de nuestro estudio han encontrado una correlacion positiva entre la
presencia de los marcadores de activacion descritos previamente - PAC-1 y P-sdlectina-,
con € indice de gravedad de | os pacientes medido con laescala APACHE |1, y con & grado
de disfuncion multiorganica medido con e score SOFA. Una de las variables analiticas
medidas, e INR, que se encuentra prolongado en la coagulacion intravascular diseminada,
también se harelacionado con el grado de activacion plaquetar. El alargamiento del INR en
pacientes sépticos con CID, se debe fundamentalmente a un consumo de factores de la
coagulacion, secundario a una activacion excesiva iniciadlmente de la via extrinseca,
mediada por € factor tisular (TF) y e factor Xl de Hageman, que se amplifica
posteriormente con la activacion de la via intrinseca a través de los sistemas de contacto,
activados a su vez por la endotoxina. Nuestros resultados apoyan que la activacion de la
coagulacion se correlaciona con la activacion plaguetar, siendo los pacientes con mayor
grado de CID, los que han presentado una mayor expresion de marcadores de activacion de

superficie plaguetar.

Ladisfuncion cardiovascular y larenal, se han asociado con unamayor expresion de
los marcadores. agregados plaquetares, PAC-1 y CD62P, mientras que la disfuncién
respiratoria se ha correlacionado con un incremento en la expresion de agregados
plaguetares y PAC-1. De forma interesante, la expresion de P-selectinay de PAC-1 se han

correlacionado con la mortalidad, otorgandoles un valor predictivo moderado.

Especulamos con otros autores, que € atrapamiento de microagregados celulares
puede alterar severamente la perfusion organica, siendo un importante paso en el desarrollo

del SDMO. Esta especulacién esta sostenida por la observacion morfoldgica de agregacion
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plaguetaria masiva, y presencia de leucocitos en la microcirculacion en e tejido pulmonar
de pacientes con SDRA, el 6rgano més afectado en el SDMO (4).

Recientes estudios sugieren que la liberacion de granulos alfa se asocia con un
aumento en la formacion de agregados plaquetares irreversibles y con un aumento del
aclaramiento plaguetar, indicando que las plaguetas activadas no permanecen en la
circulacion sino que algunas son aclaradas de forma activa (277). Es més, las
subpoblaciones plaquetarias que expresan un alto nimero de P-selectina en su superficie
pueden ser aclaradas més facilmente de la circulacion. Asi, durante el curso de la sepsis se
produce una activacion plaguetaria y una degranulacion que puede aterar la
microcirculaciéon y la perfusion organica a través de la formacion de microagregados

plaguetares que quedarian atrapados en la microvasculatura (277).

La degranulacion plaguetar, incluye la liberacion de sustancias vasoactivas de
origen plaguetar (metabolitos del &cido araquidonico, serotonina, ATP..) que pueden
agravar ain mas la disfuncion microcirculatoriay €l desarrollo de la disfuncién organica.

La P-selectina puede liberarse de la superficie plaquetar y transformarse en P-
selectina soluble, detectable en plasma. La P-selectina no solo se encuentra en las
plaguetas, sino que también es producida por el endotelio. Un estudio reciente, indica que
la P-selectina soluble procede fundamentalmente de las plagquetas, por lo que podria
emplearse como un marcador de activacion plaquetar. Se ha propuesto un papel para esta P-

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

Matzdorff et al. ha comparado diferentes métodos de anadlisis de la funcion
plaguetar, la agregometria éptica convencional, con e andlisis de la b-TG empleado con
fines de investigacion, y € mas reciente de la citometria de flujo. El andlisis de la b-TG
depende esencialmente de la calidad de la coleccidn de la muestra, y estas muestras deben
ser manipuladas con extremo cuidado para evitar la activacion plaquetar ex vivo. Esto ha
limitado su aplicacion universal en la préctica clinica de rutina. AUn mas, los niveles

plasméaticos de b-TG representan Unicamente una respuesta intermedia de todas las
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plaguetas y no provee informacion sobre las subpoblaciones plaguetarias. Igualmente la
agregometria solo detecta una respuesta media de la poblacion total de plaguetas. La
citometria de flujo presenta la ventaja de que nos da datos a nivel de plaguetas individuales.
L os resultados de este estudio, en el que se valoraba el marcador de superficie P-selecting,
sugieren que el porcentgje de plaguetas con fluorescencia sobre un dintel determinado, se
correlacionan mejor con la activacion plaguetaria, que con la intensidad de fluorescencia
media. Encontrd que la liberacién de b-TG es mas rapida y més sensible a la estimulacion
con dosis bajas de trombina, que la expresion de P-selectina (278). Estos resultados son
sorprendentes desde el momento en que la P-sel ectina esta contenida en los granulos alfa de
las plaguetas. Esto puede ser explicado por un mecanismo de degranulacion que no implica
la fusion inmediata de los granulos afa con la membrana exterior de las plaguetas. Se ha
demostrado que € sistema canalicular conectado a la superficie sufre cambios después de la
estimulacion de las plaguetas con la trombina. Estudios de secciones congeladas de
plaguetas estimuladas sugieren que los granulos alfa se funden con el sistema canalicular

conectado con la superficiey liberan sus contenidos por estavia (277).

Por tanto, la b-TG es un marcador méas sensible de activacion plaquetar que la
expresion de P-selecting, pero la recoleccion de la muestra es muy compleja y la sangre
debe ser manipulada con extremo cuidado. La CMF no es tan sensible como la b-TG pero
la técnica parece menos susceptible a los artefactos ex vivo. La CMF hace posible estudiar
subpoblaciones plaquetarias y correlacionar diferentes parametros con los niveles de

activacion. Estas ventajas promueven su aplicacion en la practica clinica (278).

Aungue la agregometria Optica es un método bien establecido para vaorar la
funcion plagquetar, la expresion de P-selectina por citometria de flujo es un método mas

sensible para detectar niveles bajos de activacion que la agregometria (278).

La técnica de citometria de flujo ha sido empleada para € estudio de la funcion
plaguetar en multiples patologias en las que interesa valorar € estado funciona de las

plaguetas circulantes. Entre los marcadores de activacion estudiados, han sido empleados
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de forma predominante la P-selectina y el receptor del fibrindgeno activado o sus LIBS
(ligand induced binding sites).

Existen diferentes circunstancias clinicas en las que existe un acuerdo en que los
niveles de Gp llbllla se encuentran elevados. Asi, la exposicion de individuos sanos a un
gjercicio intenso, induce una presencia elevada de los niveles de Gp I1bll1a segln se detecta
con citometriade flujo y el anticuerpo PAC-1 (279). Los estudios de plaquetas de pacientes
urémicos indican que la presencia y distribucién del Gp Ilbllla en sus membranas
plasmaticas bajo condiciones basales (antes de la hemodidlisis) no difiere de sujetos
normales controles (280). A pesar de niveles normales, parece existir una ateracion
funcional a nivel de los receptores Gp llbllla en estos pacientes urémicos, segin se
confirma por estudios de union a ligando y estudios de perfusion (281). Una union
aumentada al fibrinbgeno ha sido descrita en plaguetas de pacientes con falo rena. La
infusién de DDAV P a pacientes urémicos parece aumentar |a presencia de formas activadas

de Gp lIblllaen las plaquetas (282).

Diferentes estudios clinicos han reportado niveles basales normales o elevados de
Gp l1b, Gp lllao del complejo Gp IIbllladurante el bypass cardiopulmonar (283). Abrams
et al. empleando e PAC-1, encontraron una presencia elevada en las formas activadas de
Gp libllla en pacientes que sufrieron circulacion extracorporea tras 60 minutos de
exposicion (194). Una presencia elevada de receptor del fibrindgeno activado (LIBS) se
puede observar empleando anticuerpos apropiados. En contraste a publicaciones previas,
dos grupos diferentes reportaron una presencia reducida de Gp llbllla durante el bypass
cardiopulmonar (284). Estos ultimos estudios no midieron la presencia de posibles ligandos
unidos a Gp lIbllla. Una presencia elevada de fibrindgeno unido a las plaquetas ha sido
sugerido que detecta estadios tempranos de activacion plaquetar en pacientes bgo
diferentes condiciones clinicas, sin embargo, en pacientes con enfermedad coronaria no se

detect6 ningn cambio en los niveles basales de Gp I1bll1a o union a fibrindgeno (285).

Han sido descritos niveles normales o elevados de Gpllbllla en pacientes expuestos

a la angioplastia coronaria, 0 después de la implantacién de un stent. Sharf et al. (260)
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detectaron una presencia aumentada de anticuerpos dependientes de activacion en
plaquetas circulantes a través de coronarias dafiadas por la angioplastia. Resultados
similares se encontraron en pacientes que sufrieron la implantacion de un stent coronario
(286). En este estudio se demostré una unién incrementada del factor de von Willebrand en
adicion a la presencia aumentada de formas activadas de Gp llbllla en las plaguetas.
Niveles elevados o normales de Gp Ilbllla, o formas activadas de este complgo, fueron

detectadas en sangre emergente de heridas sangrantes (261).

En variadas circunstancias clinicas ha sido descrito un aumento de la expresion de
P-selectina. La exposicion de sangre a los circuitos y membranas de hemodidlisis causa
activacion plaquetar; los estudios de citometria de flujo en las plaquetas de pacientes
urémicos expuestos a hemodidlisis indicaron que la expresion de P-selectina ocurre desde
los primeros momentos en que la sangre atraviesa €l sistema. Sin embargo, |os nUmeros de
plaguetas activadas no aumentaron progresivamente con € resto de la didlisis. La
activacion de las plaguetas durante los ciclos iniciales se relaciona con |a biocompatibilidad
de las membranas empleadas, y puede ser monitorizado mediante la medida de P-selectina
por citometria de flujo. Se ha hipotizado que las plaquetas més activadas, expresando P-
selecting, serian reclutadas en agregados heterotipicos. Un estudio reciente ha confirmado
dicha hipotesis, y sugiere que una monitorizacion de la activaciéon leucocitaria (CD11b)
seria més Util que la de las Gp plaquetares. El empleo de selectinas solubles también ha
sido aplicado con éxito en la monitorizacion de la activacion celular durante la hemodidlisis
(274).

Existe una controversia sobre la activacion de la P-selectina tras e bypass
cardiopulmonar. Los estudios iniciales fueron incapaces de detectar la expresion de una
cantidad importante de P-selectina (194), mientras otros encontraban una ligera expresion
de la misma (287). Estudios més recientes han encontrado una expresién claramente
elevada de CD62P y CD63 durante €l bypass cardiopulmonar (288). El porcentgje de
plaquetas P-selectina positivas también se encuentra elevado en las muestras obtenidas de
sangre emergente de una herida. Existe un creciente niUmero de publicaciones que detectan

una presencia elevada de P-selectina en relacidon con diferentes condiciones clinicas. Se

Discusion 179



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

emplea frecuentemente la P-selectina como indice de activaciéon, por su ya descrita
estabilidad frente a otros marcadores. Asi, se ha detectado su presencia elevada en
pacientes con sindrome coronario agudo, accidente vascular cerebral, purpura trombotica
trombocitopénica, trombocitopenia inducida por heparina, SDRA, fibrilacion auricular,
fallo cardiaco congestivo, artritis reumatoide, hipercolesterolemia, diabetes mellitus
insulin-dependiente, lipemia postpandrial, shock traumético, en plaquetas de concentrados
de banco de sangre, y en respuesta a diferentes farmacos como tromboliticos, contrastes
radiolégicos y anestésicos voldtiles (261;289-292). Existen también resultados
contradictorios en agunas de las patologias descritas, dependientes frecuentemente del

método empleado.

En ocasiones, parte de la dificultad en la deteccion viene dada por que una vez
activadas, las plaguetas puede ser inmediatamente eliminadas de la circulacion y por tanto
no detectadas. Ademas, la demostracion 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). Asi, subpoblaciones de plaguetas activadas que continuan circulando después
de la expresién de epitopos dependientes de activacion no serian detectables en muestras de

sangre periférica por su dilucién en la circulacion sistémica

El papel de las determinaciones de diferentes glicoproteinas de membrana en el
diagndstico, prondstico, monitorizacion de tratamientos, o para acanzar una mayor
profundidad en la comprension de la fisiopatologia de la enfermedad, es un cuerpo de
conocimiento en continuo crecimiento. Asimismo estan 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 patologia cardiovascular (293). En nuestro interés por la
sepsis grave, este nuevo campo de estudio genético de alteraciones de la hemostasia, abre
un campo de investigacion en una patologia que no ha conseguido disminuir su mortalidad

en los ultimos lustros.
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5.2. AGREGADOS PLAQUETARES Y SEPSIS

La funcion plaquetar es fuertemente dependiente de las glicoproteinas expuestas en
la superficie de las plaguetas activadas. La citometria de flujo nos permite detectar no solo
estas glicoproteinas expuestas, sino también, cuantas de estas plaquetas se encuentran libres

en lacirculacion, y cuantas se encuentran formando parte de agregados plaquetares.

Hemos intentado evaluar la presencia de plaguetas agregadas, como marcador de
activacion plaguetaria en pacientes con sepsis grave y sindrome de disfuncion
multiorganica (SDMO), asi como su correlacién con parametros clinicos, analiticos y
evolutivos.

Nuestro estudio demuestra que los pacientes con sepsis grave y SDMO, presentan
unos niveles de agregados plaguetares significativamente superiores a de los pacientes con
sepsis no grave. Ademas, este valor se correlaciona de forma positiva con e grado de
disfuncion multiorganica medida segun e score SOFA. Los pacientes con sepsis no grave

han presentado un grado de agregacién similar a grupo control.

Hemos encontrado una correlacion positiva significativa entre el porcentgje de
agregados plaguetares y e porcentge de células PAC-1 positivas, tanto al andizar la
poblacion global de plaguetas, como a anaizar las subpoblaciones de plaquetas libres y
plaguetas agregadas. |gualmente ocurre con las células CD62p positivas, que previamente
hemos visto que se correlacionaban con la expresion de PAC-1 en nuestra serie. El hecho
de gue exista una correlacion positiva entre los agregados plagquetares y las plaquetas que
expresen el receptor del fibrinbgeno activado, es congruente, desde e momento en que la
adhesion plaqueta-plaqueta, estd mediada fundamentalmente por los receptores del
fibrindgeno. Asi, a mayor grado de expresion de PAC-1, mas facilmente se formaran

agregados plaguetares.
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Hemos encontrado una correlacion positiva entre e porcentaje de plaquetas
agregadas y el indice de gravedad APACHE I1. También hemos detectado esta correlacion
positiva entre el porcentgje de AP, y € grado de disfuncién multiorganico segun €l score
SOFA, asi como con cada uno de los érganos disfuncionantes.No hemos observado una

correlacion entre agregados plaquetares y mortalidad.

No hemos encontrado otros estudios que investigen los agregados plaguetares en
pacientes con sepsis, aunque si que se ha descrito su presencia en multiples otras

patologias.

Existe una correlacion negativa entre los recuentos de plaguetas de cada paciente y
la cifra de agregados plaquetares, es decir, existe un mayor nuimero de agregados
plaguetares en |os pacientes que presentan trombocitopenia. Matzdorff et al. describen en
experimentos in vitro en muestras de sangre total estimuladas con trombina, que tras la
aplicacion del agonista ocurre una caida del 20% en el vaor inicid de plaguetas,
acompafiada de un incremento en e valor relativo de plaquetas CD62P positivas; las
muestras no agitadas, en las que no se formaron agregados mostraron un aumento del
nimero absoluto de plaquetas CD62P positivas, mientras que las muestras agitadas,
intentan remedar €l shear stress que ocurre in vivo y en las que se formaron agregados,
presentaron un descenso del nimero absoluto de plaquetas CD62P positivas. Estos datos
sugieren que las plaquetas activadas pasan a formar parte de los agregados plaquetares,
disminuyendo €l nimero absoluto de plaquetas activadas presentes en la circulacion como
plaguetas libres, aunque se detecte un aumento del porcentagje de células CD62P positivas
(271).

De hecho, como hemos comentado en €l apartado anterior, € grado de expresion de
P-selectina 'y de PAC-1, result6 significativamente mayor en la subpoblacion de plaquetas
agregadas con respecto a la de plaquetas libres, siendo para ambos 3 veces superior en la
subpoblacién de plaquetas agregadas. Ademés, en esta subpoblacién, el grado de deteccion

de dichos antigenos, con los anticuerpos marcados, pudiera estar disminuido ya que parte
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de los receptores estan ocupados en la cohesion plagueta-plaqueta, o plagueta-leucocito, no

siendo susceptibles de su union por los anticuerpos fluorescentes.

Para dilucidar en parte esta hipétesis, Matzdorff et al. repitieron el experimento con
plasmarico en plaquetas y con colédgeno. Emplearon una dosis de colageno que indujo una
agregacion irreversible, obteniéndo una respuesta similar a la trombina. En el momento en
gue aumentd la transmisién de la luz —por agregometria éptica- disminuy6 €l recuento de
plaguetas, y €l nimero absoluto de plaquetas CD62p positivas, mientras que € nimero de
agregados aumentd. De esta forma, se demuestra que aungue la unién a otras células podria
jugar un papel, la disminucion fundamental en el nimero de plaquetas CD62p positivas se

debe a su interaccion paraformar agregados plaguetares (271).

Desde € punto de vista metodolégico, hemos basado nuestro protocolo, en los
estudios publicados por Jy et al. (259) y por Matzdorff et al. (294).Ambos grupos han
estudiado profusamente € empleo de la citometria de flujo y de los anticuerpos
monoclonales, aplicados a la deteccidn de agregados plaquetares. Asi, la citometria de flujo
se va introduciendo en la préactica clinica, empleandose en ensayos clinicos sobre
enfermedad coronaria, y en otras situaciones clinicas asociadas con la activacion plaquetar
como son la hemoglobinuria paroxistica nocturna, la preeclampsia, la angioplastia
tranduminal percuténea, e sindrome hemolitico urémico y la parpura trombdtica
trombocitopénica (295); sin embargo no hemos detectado estudios que apliquen la
investigacion de agregados plagquetares por citometria de flujo en el contexto clinico de la

sepsis. Por |o que consideramos interesante nuestra aportacion.

Entre otros problemas metodologicos se encuentra el de como la dilucion de la
muestra sanguinea afecta a los resultados finales. Matzdorff et al. realizaron diluciones
progresivas de las muestras de sangre total antes de su andlisis citométrico de |los agregados
plaguetares, diluyéndolas en el buffer PBS a 100 % (sin dilucién), 90 %, 80 %, 50 % y 10
%, encontrando que € numero absoluto de agregados plaguetares, medidos

simultaneamente con fluorosferas, disminuyeron, mientras que los porcentgjes o valores
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relativos de agregados plaquetares se mantuvieron estables a todos los niveles de dilucién
(271).

Es interesante comentar que sobre los valores de |os agregados plaguetares también
influye la velocidad de adquisicion de las células, de forma que si esta velocidad es alta (>
2000 eventos por segundo), se ha descrito un posible artefacto con disminucién 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 determinacion
de los agregados plaguetares, el hecho de que los agregados plaquetares de mayor tamafio
obstruyan las luces del citometro, dificultando su medicién 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 a seguimiento de los cursos
clinicos de la PTT, y fue encontrado Util para la monitorizacion de los tratamientos, asi
como para vaorar la remision de la enfermedad y sus exacerbaciones. Ault et al. (258)
describieron un método para estudiar los agregados plaguetares por citometria de flujo
siguiendo la incubacion de sangre total o plasma rico en plaguetas con un agonista,
observando la formacion de microagregados y de macroagregados plaquetares. Galt et al.
(296) estudiaron los agregados plaguetares 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 més sensible que la agregometria
convencional para detectar estados tempranos de activacion plaguetar; esto se demuestra
por las mucho més bajas concentraciones de agonistas requeridos para producir un efecto
mesurable. Asi, describieron como la DDAVP, que no tiene un efecto detectable por
agregometria Optica, activa a las plaguetas in vitro, iguamente el efecto del plasma de
pacientes con PTT sobre las plaguetas se detecta bien por citometria de flujo y raramente
por agregometria éptica. El método descrito por estos investigadores ha sido aplicado como

una ayuda para monitorizar la evolucion de la PTT, encontrando que los agregados
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plaguetares CD62P positivos se elevaron durante las fases activas de la enfermedad y
descendieron tras la plasmaféresis, normalizandose en la remision. 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 activacion plaguetar en la enfermedad de Alzheimer y en la esclerosis
multiple. Estos hallazgos apoyan el potencial clinico de la citometria de flujo para estudios

de funcion plaguetar.

Han sido Jy et al. (259) quienes también han combinado el método descrito por
Rinder et al. (297) con los descritos previamente, para detectar simultaneamente los
agregados |leuco-plaguetares. Observaron, en estudios in vitro en muestras de sangre total,
gue una mayor concentracion de agonista se correlaciond con mayores porcentgjes de
agregados leuco-plaguetares en una forma dosis dependiente, indicando que la formacion
de agregados leuco-plaquetares es dependiente del grado de activacion plaquetar. In vivo, €
papel de los agregados leuco-plaguetares en la trombosis permanece bao estudio. Sin
embargo, resultados preliminares demostraron que los agregados leuco-plaquetares se
encontraban francamente incrementados (2x-5x) sobre los agregados plaguetares (1.5x-2x)
en los estados tromboticos de la PTT y de la trombocitopenia inducida por heparina,
mostrando que los agregados leuco-plaquetares estdn asociados a estos procesos

trombadticos de forma més prominente que |os agregados plaquetares (259).

Estos estudios coinciden con nuestros hallazgos en la sepsis grave, habiendo
determinado unos incrementos de agregados plaquetares en e grupo de sepsis grave de 2
veces su valor en |os 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 trombéticas. El método que se describié inicialmente para la
deteccion de agregados plaguetares, consistia en que la muestra de sangre se extraia en dos

tubos, uno con EDTA -asumido que liberaba a las plaguetas de los agregados-, y otro con
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un fijador -asumiendo que preservaba los agregados-: € ratio del recuento plaguetar en los
dos tubos se tomaba como un indice de los agregados plaguetares en la circulacion. Por esta
técni ca se detectaron agregados plaquetares elevados en pacientes con insuficiencia arterial,
hipoxemia, enfermedad inflamatoria intestinal e isquemia cerebral (169). Un aumento de
los agregados plaguetares se detecté también, en otros trastornos con alto riesgo de
trombosis. En estudios recientes, durante la realizacion de ecografias cardiacas se detectod
un contraste espontaneo debido a la presencia de agregados plaquetares en las camaras
cardiacas, y estos pacientes presentaron un mayor riesgo de complicaciones

tromboembdlicas (298).

La mayoria de citometros de flujo nos permiten conocer € numero relativo de
plaguetas, plaquetas activadas 0 agregados plaguetares, y no estan equipados para recuentos
absolutos de los mismos, pero los métodos para estos estudios han sido bien establecidos
aunque suponen una sobrecarga dificilmente introducible en e andlisis citométrico rgpido
gue se pretende en e ambito clinico. Por tanto, como consideramos que € recuento
absoluto de plaguetas, plaquetas activadas, agregados plaguetares o microparticulas, puede
ofrecer luz sobre aproximaciones diagnosticas y seguimientos terapéuticos en determinadas
patologias con afectacion de lafuncion plaquetar, entre ellas |a sepsis grave, esperamos que

los nuevos citdbmetros aporten esta tecnologia.

Como hemos descrito previamente, hemos encontrado una correlacion negativa
entre las cifras de plaguetas y el porcentaje de agregados plaguetares, de forma que cuando
encontramos mayor porcentgje de agregados, existe una mayor trombocitopenia. En
pacientes pediatricos que han sufrido qguemaduras graves, y que ademas padecen sepsis, se
ha descrito € valor de un recuento de plaquetas disminuido, como predictor independiente
de la evolucién fatal de la sepsis (299). Mas recientemente Vanderschueren et al. han
descrito en pacientes criticos -con y sin sepsis- ingresados en UCI, que la trombocitopenia
es un marcador de riesgo de mortalidad, independiente de, y complementario a los indices
de severidad establecidos. Describen que tanto un nadir bajo en e recuento de plaguetas,
como unaimportante caida en dicho recuento, predicen un mal prondstico (300). En nuestra

serie, no hemos podido encontrar una asociacion entre cifra de plaquetas y mortalidad.
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El incremento en los agregados plaquetares se correlaciona con los diferentes grados
de disfuncién multiorganica, como hemos descrito. El atrapamiento de microagregados
plaguetares, puede alterar la perfusion organica, considerandose un proceso responsable del
SDMO. Un cuerpo de conocimiento creciente, apoya la hipétesis del paro circulatorio en la
microvasculatura como sustrato del SDMO. Nuestros hallazgos suponen una colaboracion

en este sentido.

5.3. SEPSIS Y AGREGADOS LEUCOPLAQUETARES

Entre los objetivos de nuestro estudio, se encuentra e de profundizar en e papel
fisiopatol 6gico de las interacciones entre los diferentes componentes celulares de la sangre
en € ambito de la sepsis. Asi, en este apartado pasaremos a valorar 10s resultados del

estudio de lainteraccién leucocito-plagueta en |os pacientes sépticos.

Hemos encontrado que la poblacién de pacientes con sepsis grave presenta un
porcentagje de agregados leuco-plaguetares significativamente més elevado que los
pacientes con sepsis no grave, los cuales han presentado un grado de presentacion de

agregados leuco-plaquetares similar a grupo control, y similar también ala poblacién sana.

Detectamos una correlacion positiva significativa, entre el porcentaje de agregados
leuco-plaquetares y el marcador de activacion plaguetar PAC-1, Gnicamente a estudiar la
subpoblacién de plaquetas agregadas.

La misma correlacion positiva se mantiene cuando relacionamos los agregados
leuco-plaguetares con el porcentgje de plaquetas que expresan € marcador de secrecién
plaquetar CD62P o P-selecting, a analizar la poblacion de plaquetas agregadas. No hemos
encontrado una correlacion significativa a analizar las variables agregados leuco-

plaquetares y agregados plagquetares.
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No hemos encontrado una correlacion positiva entre agregados leuco-plaquetares y
grado de disfuncién multiorganica segiin la escala SOFA, ni hemos encontrado correlacion
entre los agregados leuco-plaquetares y e indice de gravedad APACHE 1I. No hemos
observado una correlacién entre los agregados leuco-plaguetares y la evolucién/mortalidad

de los pacientes.

Se han descrito una variedad de métodos para identificar a los agregados leuco-
plaguetares, pero existen diferentes problemas metodologicos. Los estudios con
microscopia optica son no cuantitativos, poco sensibles y no informan sobre las funciones
de los receptores. La citometria de flujo ofrece considerables ventgjas en tales andlisis, pero
el diferente procesado de las muestras, puede influir en el resultado final obtenido. Los
procesos de lavado y centrifugacion, producen pérdida celular, facilitando la formacion de
agregados por activar plaguetas de forma artefactual, asi como por aumentar los contactos
célula-célula. En ocasiones la lisis de eritrocitos es empleada para facilitar e andlisis
citométrico, pero puede liberar grandes cantidades de ADP que active las plaguetas e
induzca una gran cantidad de agregados |eucoplaguetares. La manipulacion celular y lalisis
eritrocitaria podrian incrementar la expresion de integrinas por parte de los leucocitos, y
aumentar los agregados leuco-plaguetares. Finalmente, y de forma importante, la fijacion
de las muestras se ha descrito también como origen de una activacion artefactual de las
plaguetas. Por todo esto, parece deseable estudiar las interacciones plaqueta-leucocito en

muestras de sangre total que emplean una minima manipulacion de la muestra.

Para el andlisis de los agregados leuco-plaquetares hemos empleado € método
descrito por Li et al. que utiliza una técnica bicolor, sin fijacion, en la cual la preparacion
de la muestra se inicia precozmente para minimizar la activacion plaquetaria in vitro. Este
ensayo, parece reflgar la situacion in vivo de forma cercana, ya que se ha intentado
minimizar los artefactos in vitro ocasionados por € manejo y procesado de la muestra;
asimismo e empleo por estos autores de anticuerpos bloqueantes no tuvo influencia en el
porcentaje de agregados leucoplaguetares en las muestras en reposo, por o que o hemos

considerado un método interesante para €l estudio de pacientes sépticos (247).
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La evaluacion metodologica realizada por dichos autores, demostré que las
manipulaciones in vitro de la muestra, tales como la simple fijacion, tanto con
formaldehido como con paraformaldehido, y tanto pre como postincubacion, la lisis
eritrocitaria, y especiadmente la centrifugacion repetida, indujeron la formacion de
agregados leucoplaquetares artefactuales. La fijacion puede revertir la union del
fibrindgeno ala plagueta, y aumentar la expresiéon de P-selecting, pudiendo ambos efectos,
aumentar la formacion de agregados |euco-plaquetares. La union de ciertas proteinas de
membrana a los fijadores aldehidos puede inducir la union entre células, llevando a un
aumento en los agregados leuco-plaquetares. La lisis eritrocitaria, como sabemos, libera
ADP que activa las plaguetas e induce un aumento de los agregados |euco-plaquetares. Sin
embargo, es digno de destacar que € mas importante aumento en e porcentge de
agregados leuco-plaguetares fue inducido por los procesos de lavado y centrifugacion.
Estos procesos podrian inducir una activacion de plaquetas y leucocitos, con aumento de la
expresion de selectinas e integrinas en la membrana celular, lo que conllevaria un
importante incremento de los agregados leuco-plaguetares in vitro, asi como a una

significativay quizas selectiva pérdida de células (247).

Las muestras sin fijacién se demostraron estables durante las primeras 3 horas
después de su preparacion, igual que las muestras fijadas con formaldehido al 0.2 %. Sin
embargo, s las muestras fueron amacenadas durante 6 horas 0 mas, se detectaron
incrementos en el porcentgje de agregados leuco-plaguetares, a pesar de la fijacion, y
ninguno de los métodos empleados mostro resultados aceptables. Asi que los retrasos en el
analisis de la muestra, deben ser evitados, o estandarizados. El andlisis dentro de las 3
primeras horas parece gque provee de mediciones aceptables de |os agregados plaguetares en
muestras de sangre total (247).

Nosotros hemos realizado un experimento paralelo en e 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 extraccion de la sangre. En cualquier caso, en nuestro estudio
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ninguna muestra se ha analizado con un retraso superior alos 10 minutos tras la extraccion.

Se ha descrito que e ADP, la trombina y e PAF, activan a las plaguetas por
diferentes vias mediadas por receptores. Su capacidad para inducir la formacion de
agregados leucoplaguetares varia de forma paralela a su capacidad como agonistas
plaguetares. EI PAF es ademés un potente estimulador de la activacion leucocitaria,
mientras la trombina puede activar a algunas poblaciones leucocitarias. Estos dos agonistas
tienen efectos aditivos sobre la formacion de ALP, mientras que el ADP posee poco efecto
adicional en presencia del PAF. El fMLP activa los neutréfilos pero no tiene un efecto
directo sobre las plaguetas. Sin embargo puede aumentar la formacion de agregados
heterotipicos via la liberacién del PAF y de la catepsina G desde los leucocitos. La
trombina tiene un mas claro efecto aditivo que el ADP sobre laformacion de ALP inducida
por fTMLP. Estos datos sugieren que la estimulacion de cualquier tipo celular, plaquetas o
leucocitos, puede incrementar la formacion de ALP, y que la estimulacion de ambos tipos

celulares es requerida para obtener un nimero maximo de ALP (247).

En nuestro estudio hemos empleado un marcador panplaquetario antiCD42a, que
detecta la GP IX. La identificacion de las plaguetas con anticuerpos anti-Gplb/IX tiene
ventajas sobre €l empleo de anticuerpos anti Gpllb/llla, debido a la posible involucracion
del Gpllb/llla en la interaccion plaqueta-leucocito, ya que alguno de los epitopos de este

complegjo, se pueden ver enmascarados por |os 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 expresion de antigenos especificos plaquetarios en la superficie de los
leucocitos, se encuentra aumentada en la sepsis, pero disminuye cuando existe un sindrome
de disfuncion multiorganica. Los resultados indican un papel fisiopatologico de la
activacion plaquetar y de la formacion de agregados leuco-plaguetares en el curso de la
sepsis y en el desarrollo del SDMO. En otro estudio, e mismo autor determina que la
adhesion plagueta-neutrofilo se encuentra aumentada en pacientes con sepsis, pero que

disminuye dependiendo de la severidad del SDMO, describiendo ademéas como la
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inmunofluorescencia CD41 especifica de las plaguetas en los neutréfilos, es un factor
independiente predictor de mala evolucion clinica, en los pacientes sépticos. Los autores
especulan que un aumento en la adhesion plagueta-leucocito in vivo podria inducir un
aumento del secuestro de estos agregados mixtos en el lecho capilar, produciendo cambios

locales vasoactivos e inflamacion (301).

Estos autores encuentran una reduccion significativa de los agregados leuco-
plaguetares que podria reflgar un aumento en e consumo periférico en la
microvasculatura. Ya que €& SDMO esta asociado con una alteracion de la
microcirculacion, se puede hipotizar que un incremento de la adhesion leuco-plaquetaria 'y
de su secuestro en la sepsis, puede alterar la microcirculacion y contribuir a desarrollo del
SDMO. Los mismos autores han descrito que la interaccion leuco-plaquetar esta
incrementada en la fase temprana de la hemodidlisis, y disminuye a finalizar la sesion de
didisis. Ya que los leucocitos son secuestrados en la vasculatura pulmonar durante la
didlisis, sugieren que la formacién y secuestro de ALP es un fenébmeno que ocurre
realmente in vivo. El hecho de que no se detecte una caida concomitante en el recuento de
leucocitos periférico, podria estar enmascarado por una liberacion reactiva de leucocitos
desde lamédula 6sea (302).

Este estudio no aclara el proceso fisiopatol 6gico que subyace, ni la naturaleza de los
mediadores involucrados en laisquemiay paro microcirculatorio en la sepsisy SDMO. Sin
embargo, el aumento en la activacién plaquetariay en la adhesion leucoplaguetaria sugiere
gue en la sepsisy en e SDMO ocurre un significativo dialogo intercelular. La interaccion
celular aumentada entre plaguetas y leucocitos puede ser importante para €l desarrollo del
SDMO, a facilitar la interaccion plagueta-endotelio por intermedio de los leucocitos
activados. La produccion de 6xido nitrico esta aumentada en los pacientes sépticos, y se ha
demostrado que afecta a la adherencia entre plaguetas y neutréfilos (303). Es mas, los
neutrofilos utilizan el acido araguiddnico que liberan las plaguetas para aumentar la sintesis
de leucotrienos y de otros eicosanoides, y la catepsina G derivada de los neutréfilos, puede
inducir una mayor agregacion y secrecion plaguetaria (304). Ademas, las plaquetas y los

neutréfilos pueden cooperar para aumentar la formacion de factor activador plaguetario
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(PAF) que actia sobre ambos tipos celulares y ofrece € potencia para amplificar la
activacion (305).

Vickerset al. han estudiado también las interacciones entre leucocitos y plaguetas
en la sepsis. Emplearon la citometria de flujo para determinar los marcadores de activacion
celular: CD62P en las plaquetas, y CD11b en los neutréfilos y monocitos. Ademas
midieron la exposicion de factor tisular (TF) en la superficie de los monocitos, y la
formacion de conjugados heterotipicos entre plaquetas y neutrofilos 0 monocitos.
Realizaron su estudio en 47 pacientes, 27 de los cuales eran sépticos, y evaluaron su grado
de disfuncién organica segun la escala SOFA. Cuando compararon los pacientes sépticos
con el grupo control, encontraron que los sépticos presentaban valores significativamente
mas altos de P-selectina, CD11b, sobre monocitos y neutrofilos, y de factor tisular sobre los
monocitos. Pero cuando compararon la formacion de conjugados plaqueta-neutréfilo o
plagueta-monocito, no encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, sépticosy
control. Sin embargo, los agregados plagueta-neutréfilo fueron significativamente méas
elevados en los pacientes sépticos que no evolucionaron a shock séptico que en aquellos
gue si lo presentaron, o que en el grupo control. Considerando todos |os pacientes, € grado
de disfuncion SOFA se correlaciond de forma positiva con el marcador P-selectina, factor
tisular en monocitos, y CD11b, pero no con la formacion de conjugados leuco-plaguetares.
La P-selectina fue dos veces mayor en |os pacientes que fallecieron. Estos datos proveen de
mas evidencias de que las plaquetas y los leucocitos participan en las ateraciones
hemostéticas y en la evolucion a SDMO. El papel de los agregados leuco-plaquetares
permanece bajo estudio, pero Vickers et al. asumen que pueden contribuir al fallo organico

por participar en los procesos de trombosis microvascular y paro microcirculatorio (306).

En nuestra serie, los agregados leucoplaquetares si que se encuentran elevados en
los pacientes con sepsis grave, mientras no lo estan en los pacientes con sepsis no grave; a
igual que en e estudio anterior, no se correlacionan los ALP con el grado de disfuncién
organica, medido por el SOFA. También expusimos los halazgos de Gawaz et al. que
encontraban como a mayor grado de SDMO, menor era la apariciéon de agregados leuco-

plaquetares (301). Una posible explicacion para esta discrepancia puede venir dada por €l
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andlisis puntual que realizamos de la puntuacion SOFA y del andlisis de los agregados, que
podria ser subsanado con determinaciones seriadas que nos tradujeran de forma mas
fehaciente la correlacion entre la evolucion clinicay los parametros analiticos. Ademés, nos
encontramos con € problema més habitual en todos los estudios sobre la sepsis, que es la
estratificacion de los pacientes. Aunque la conferencia de consenso sobre definiciones de
sepsis ha homogeneizado |os conceptos fundamentales, |os diferentes estudios sobre sepsis,
y ain los ensayos clinicos, introducen pacientes con sepsis de distintos origenes
—abdominal, respiratorio, renal...-, con distinta bacteriologia, y con diferentes respuestas

inflamatorias, que dificulta frecuentemente la comprension de |os hallazgos.

Como comentamos anteriormente, hemos encontrado una correlacion positiva entre
los agregados leuco-plaquetares y la presencia de plaguetas P-selectina positivas, y PAC-1
positivas, en la poblacion de plaquetas agregadas, es decir, en las que presentan un mayor
grado de activacion. Aunque de forma tradicional se ha venido implicando a la P-selectina
como principal nexo de uniodn entre plaquetas y leucocitos, € receptor Gp I1b-111a también
juega un papel (307). Sanderson et al. empleando antagonistas anti-Gpllb-I11a encuentran
gue éstos pueden llevar alainhibicién de laformacion de agregados plaquetares, y también
alainhibicion o potenciacion de los agregados |euco-plaquetares en funcién de la dosis y
tipo de agonista empleado para inducir la activacién plaquetar. La inhibicién de los
agregados leuco-plaquetares implica que € Gp llb-ll1la juega un papel en la formacién de
los agregados leuco-plaguetares bajo ciertas circunstancias, mientras que la potenciacion de
los agregados, implica que las plaguetas activadas, son aln capaces de adherirse a los
leucocitos incluso cuando la agregacion plagquetar esta alterada. Esto ocurre posiblemente a
través de la P-sdlectina de las plaquetas activadas, unidas al receptor PSGL-1 de los

leucocitos (308).

La determinacién de agregados |euco-plaquetares se ha empleado para el estudio de
otras patologias que, como la sepsis, su fisiopatologia 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 diagnéstico, de control

terapéutico o prondstico. Asi, han sido estudiados con especial interés por su elevada
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incidencia en la enfermedad coronariay su tratamiento —angioplastia y/o stent-, en laque se
han encontrado niveles elevados; su empleo como marcador de infarto de miocardio est4
bajo estudio, ya que aunque presenta una elevada sensibilidad, su especificidad es baja, y
muchos pacientes con enfermedades infecciosas y/o inflamatorias también mostraran
niveles altos de agregados leuco-plaquetares. Sin embargo, su alto valor predictivo
negativo, hace necesarios més estudios que valoren dicha variable como util en la
valoracion inicia de los dolores torécicos. Otras situaciones patologicas valoradas son: la
preeclampsia; lainfluenciade lahemodidisisy del tipo de membrana/filtro empleado sobre
la formacidn de agregados leuco-plaguetares; el efecto de la circulacién extracorpérea; la
formacion de agregados en los concentrados de plaquetas y en la plaquetaferesis, o la

influencia de f&rmacos como la aprotinina (309-312).

La asociacion de leucocitos y plagquetas ha sido detectada en diferentes model os de
lesion tisular. Los neutréfilos se acumulan alrededor de los trombos ricos en plaquetas en
los sitios de hemorragia. Las plaguetas pueden ademas ser reclutadas por los neutréfilos
hacialos tejidos inflamados durante la migracién de los neutréfilos através del endotelio, y
las plaquetas se asocian a los fagocitos mononucleares durante las fases tempranas de la
aterosclerosis experimental. La interaccion de las plaquetas con los leucocitos puede
facilitar las funciones de ambos tipos celulares en las vias inflamatoria y hemostatica. Por
egjemplo, los neutréfilos y las plaquetas pueden emplear intemediarios lipidicos derivados

del otro tipo celular para sintetizar nuevos leucotrienos (86).

Aungue las plaguetas liberan proteinas que son gquimiotacticas 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
plaguetas estimuladas con trombina, y fijadas, se pueden unir a neutréfilos y monocitos en
una manera dependiente del calcio. Las plaguetas no estimuladas no se unieron a nigun tipo
leucocitario. La asociacién de plaguetas activadas con monocitos estd mediada por |a union
de la trombospondina al receptor CD36 (GplV), que se encuentra en la superficie de ambas
células. Sin embargo, la naturaleza molecular de la interaccion entre plaguetas activadas y

los neutrofilos, ha permanecido poco claro (313).
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La P-selectina 6 GMP-140, es una glicoproteina de membrana encontrada en los
granulos secretores de ambos tipos celulares, plaquetas y células endoteliales. Tras la
activacion plaquetaria por agonistas, tales como la trombina, la P-selectina es rgpidamente
redistribuida por la superficie celular durante la degranulacion. EIl GMP-140 pertenece a la
familia de selectinas de los receptores de la pared vascular que comparten una similaridad
en su secuenciay en la organizacion de sus dominios. Las otras selectinas conocidas son la
ELAM-1, un receptor de las células endoteliales para neutréfilos 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 nédulos linféticos periféricos. El hecho
de que estas dos moléculas dirijan la adhesién de los leucocitos a otras paredes vasculares,

sugiere que la P-selectina pueda tener una accion similar (86).

Hamburger et al. demostraron como los neutréfilos humanos se unen de manera
calcio-dependiente a la P-selectina purificada, e inmovilizada en pléstico. Posteriormente
describieron que la adhesion de los neutrdfilos a endotelio estimulado con activadores
rapidos tales como la histamina, estd mediado a menos en parte por la P-selecting, y
demuestran que la P-selectina esta involucrada en la union entre plaguetas activadas y

neutrdéfilos (86).

La P-selectina es un mediador de la adhesién del neutréfilo a la superficie del
endotelio activado, y se ha demostrado que también promueve la adherencia de los

neutréfilos ala superficie de las plaquetas activadas (86).

La capacidad de las plaquetas fijadas para adherirse a los neutrofilos, de forma P-
selectina-dependiente, indica que las plaguetas una vez activadas no requieren una
actividad metabdlica adicional para su unién. Los neutréfilos no necesitan estar
metabdlicamente activos, por que las plaquetas activadas interaccionan con neutréfilos
fijados. Ademas, los neutrdfilos no requieren una activacion previa para adherirse a la P-
selectina purificada, o0 a la P-selectina unida a plaquetas o0 a células endoteliales activadas
(314).

Discusion 195



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

Diferentes estudios indican que los productos liberados desde las plaguetas
activadas pueden promover la activacion, adherencia, agregacion y fagocitosis de los
neutrofilos. Otros productos pudieran inhibir ciertas funciones de los neutrofil os tales como
la produccién de superoxidos. EI metabolismo transcelular de los intermediarios lipidicos
de un tipo celular a otro ha sido también bien documentado. Se desconoce s € contacto
directo entre plaguetas y neutrofilos facilita el papel modulador de los productos solubles
(315-318).

Los monocitos también se unen a plaquetas y a endotelio, sugiriendo que la P-
selectina promueve la adhesion monocitaria a estas células. En estudios preliminares,
encontramos gue la linea monocitoide U937 se une a plaquetas estimuladas de una manera
Ca-dependiente y gque esta intereccion adhesiva es inhibida por anticuerpos anti-P-selectina
(313;319).

Larsen et al. también reportaron que la P-selectina media la unién entre plaguetas
activadas y neutréfilos o monocitos. Promoviendo la unidn rgpida entre leucocitos y
plaguetas activadas y entre leucocitos y endotelio activado, la P-selectina puede facilitar la

comunicacién entre las respuestas hemostésica e inflamatoria ante lalesion tisular (320).

Vallés et al., realizaron un estudio de las interacciones plaqueta-neutréfilo como
parte de su interés en los eventos celulares y bioquimicos iniciales en el proceso
trombdético. El sistema experimental empleado les permite realizar una evaluacion
independiente de la activacion y del reclutamiento plaguetario, asi como la influencia que
gercen sobre este proceso, los neutréfilos sin estimular bajo condiciones de estrecho
contacto durante un breve intervalo de tiempo. Demostraron que los neutrofilos humanos
disminuyen de forma marcada la activacion plaquetaria, determinada por la serotonina

liberada, y el reclutamiento plaquetario, inducidos por el coldgeno o latrombina (321).

Los neutréfilos humanos no estimulados, van a regular a la bgja la reactividad
plaguetaria durante €l primer minuto tras la estimulacion con agonistas plagquetarios.Esto

fué demostrado en un sistema in vitro, que evalud de forma independiente la activacion
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plaguetariay €l reclutamiento. Este método puede ser valido como un modelo in vitro para
el estudio de los eventos trombéticos y hemostéticos més tempranos. Una vez que el
agonista es afiadido, las plaquetas y los neutréfilos se aproximan y posteriormente se
separan. El fluido sobrenadante que contiene los productos liberados de las células es
entonces empleado para estudiar € reclutamiento plaguetario y la activacion plaquetaria.
Asi, este sistema evalUa los eventos mas tempranos, que ocurren durante el primer minuto

tras su estimulacion (321).

Se eligieron trombina y colageno para estos estudios como inductores de la
agregacion plaguetaria. El resultado experimental conseguido por estas autoras indica que
la inhibicion que ejerce e neutréfilo sobre la reactividad plaguetaria inducida por €l
colageno o la trombina, fue especifica del estimulo empleado. A niveles similares de
activacion de plaquetas solas, la inhibicién de los neutréfilos sobre la liberaciéon de
serotonina fue mayor en muestras estimuladas con trombina, que en muestras estimuladas
con colageno. Aln mas, a bajas concentraciones de neutrofilos, la inhibicion resulté méas
eficiente con coldgeno que con trombina. Se realizaron nuevas observaciones sobre la
participacion de los metabolitos de los eicosanoides en estas interacciones célula-célula.
L os productos plaguetarios de la lipooxigenasa, 12S-HETE o su derivado 12S,20-DiHETE,
originados en e metabolismo transcelular entre plaguetas y neutréfilos no estimulados,
redujeron el efecto inhibitorio de los neutréfilos cuando e sistema era estimulado con
trombina (321).

La inhibicién que gjercen los neutréfilos sobre la reactividad plaquetaria segun se
estudia en este sistema in vitro, podria tener implicaciones para la comprension de los
eventos tempranos en la trombosis y en la hemostasia. Los datos sugieren que los
neutrofilos poseen la capacidad de modular € inicio y la propagacion del trombo

plaquetario en desarrollo.

Los resultados descritos son probablemente un reflgjo de lo siguiente: los
neutrofilos que se emplearon estaban sin estimular, las plaquetas estaban atamente

estimuladas con agonistas especificos, se facilitdé un contacto méximo entre células, y la
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duracién del contacto plagueta-neutrofilo fue breve, de forma que simulase los eventos

tromboti cos mas tempranos.

Dos circunstancias bajo las que la eficacia de los neutréfilos en bloguear la
reactividad plaquetaria resulté aumentada, fueron las siguientes. cuando el metabolismo de
la lipooxigenasa fué bloqueada por ETYA, y cuando la adhesiéon plaqueta-neutréfilo se
bloqued por los anticuerpos anti-P-selectina. Sugieren estas autoras, que la inhibicién
neutrofilica de la reactividad plaquetaria, podria operar de forma maxima via fase fluida
entre células (321).

Los estudios de cardiopatia isqguémica evidencian que existe una correlacion
positiva entre e numero de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y e riesgo de
enfermedad vascular (322). Un elevado recuento de PMN se asocié con un mayor riesgo de
infarto agudo de miocardio, asi como de su recurrencia (323). Posteriores estudios,
mostraron una respuesta funcional incrementada tanto ex vivo como in vivo a la activacién
de PMN en diferentes manifestaciones clinicas de enfermedad cardiaca isquémica y
sugirieron un papel activo para estas células en la progresion de la oclusion vascular (324).
En modelos animaes de infarto de miocardio, la depleccion de PMN, la supresion
farmacologica de PMN o la inhibicion de la adhesion de células endoteliales y leucocitos
PMN, redujeron la extension de la lesion tisular aguda, asi como la mortalidad siguiendo a
la isqguemia-reperfusion (325). Aungue han sido reportadas diferentes interacciones entre
plaguetas y PMN en estudios in vitro, la observacion de que PMN activados inducen
activacion plaquetaria, puede dotar de cierta plausibilidad a papel de los PMN en la

trombogénesis.

De forma particular, los PMN activados producen y liberan reactivos oxidantes,
leucotrienos inflamatorios, y enzimas lisosomicas proteoliticas, que pueden inducir
directamente un dafio vascular e influenciar €l estado de activacién de las plaquetas y de las
células endotelia es (326;327).
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En estudios in vitro, la catepsina G purificada, en concentraciones comparables a
aquellas determinadas en supernatantes de 5x10° PMN activados por 1 mvl de fMLP (20-
500 nM), ha demostrado que induce la agregacion plaquetaria, formacion de tromboxano,
liberacion del contenido de los granulos, elevacion del calcio intraplaquetario y activacion

de la proteinquinasa C (328).

De forma similar a otras enzimas proteoliticas, la catepsina G modifica las
glicoproteinas de superficie de la plagueta (Gp): induce un clivagje de la Gplb, anivel de los
aminoéacidos Leu275-Tyr276. De estaforma, el sitio de unién del factor de von Willebrand
a la glicoproteina Gplb desaparece, pero el sitio de unidén a la trombina permanece.
Ademés, la catepsina G induce un aumento en la exposicion del Gpllbllla en su forma
activada, que permita la union del fibrindgeno. La catepsina G se demostré ademas que
induce € clivaje del extremo amino-terminal del receptor de la trombina, @ menos en dos
puntos diferentes. Pheb55-Trp56, y después del Argdl, activando de esta forma a receptor
de latrombina (329).

La activacion plaquetaria inducida por los PMN a través de la catepsina G, ha sido
propuesta como e mecanismo por el que, por un lado, los PMN contribuyen en los eventos
trombdticos, y por otro lado, las plaguetas estan involucradas en los fendmenos
inflamatorios (330).

Sin embargo, como una actividad proteolitica intacta de la catepsina G es esencial
para su actividad activadora plaquetaria, la amplia presencia de antiproteinasas en plasma,
podria virtualmente abolir la actividad de la catepsina G. De hecho, diferentes
antiproteinasas como la afal antitripsina, o la eglinaC, previenen la activacion
plaguetaria 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 plaguetas en
poblaciones celulares mixtas. Se ha propuesto, que en estas condiciones, se crea un
microambiente cercano entre PMN y plaguetas, de forma que los enzimas son protegidos

contralos inhibidores de proteasas (328).
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La microscopia electronica evidencié multiples puentes establecidos entre PMN y
plaquetas, lo cual apoya la sugerencia de que un contacto célula-célula seria el responsable
para lareducida eficacia de las antiproteasas. De hecho, |a adhesion plagueta-PMN, resulto
fuertemente inhibida por un anticuerpo anti-P-selectina, con un concomitante efecto
inhibitorio aumentado de |as antiproteinasas sobre la activacion plaguetaria inducida por los
PMN (331). Asi, laadhesion plagueta-PMN mediada por |a P-selectina, puede resultar en la
formacién de un microambiente “secuestrado” entre membranas celulares adyacentes,
requiriéndose grandes cantidades de antiproteinasas para prevenir la actividad de la
catepsina G liberada anivel local (330).

Como hemos mencionado con anterioridad, la interacciéon PMN-plaqueta incluye
una cooperacion bioquimica que consiste en parte de las reacciones de la secuencia
denominada metabolismo transcelular del &cido araquidonico. Las plaquetas activadas
aumentan la sintesis del leucotrieno B4 por parte de los PMN activados, a proveer acido
araquidonico. Las plaguetas, pueden ademés contribuir ala produccién de leucotrieno C4 'y
de lipoxina, a metabolizar el leucotrieno A4 derivado de los PMN. Los PMN, por otro
lado, pueden proveer de acido araquidénico libre alas plaquetas activadas, para aumentar la

sintesis de productos de las vias de la ciclooxigenasay de la 12-lipooxigenasa (330-331).

La adhesion directa célula-célula juega un papel esencia en lainteraccién funcional
plagueta-PMN. Incluso, este fendmeno pudiera tener una relevancia fisiopatol 6gica, desde
el momento en que las plagquetas activadas en el lugar de dafio vascular pudieran jugar un
importante papel en el reclutamiento de leucocitos en el lugar del trombo en formacién, en
e cual, los leucocitos acumulados pueden contribuir a una mayor activacion plaguetaria y
en ultimo lugar a deposito de fibrina (332).

Las plaguetas activadas se adhieren a la superficie vascular dafiada, pudiendo
incluso reemplazar a las células endoteliales al controlar los procesos de reclutamiento y
migracion de los leucocitos a través de la pared vascular. Estos eventos pueden contribuir al
mantenimiento de la integridad del vaso y del tegjido, pero podrian ademas jugar un rol

desconocido en la patogénesis de la enfermedad inflamatoriay trombdtica.
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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 interaccion entre PMN y
la P-selectina a rangos de flujo fisioldgicos, como se puede estudiar en modelos in vitro
formados por bicapas fosfolipidicas conteniendo P-selecting, se ha demostrado que tienen
un alto ritmo de asociacién-disociacion. De acuerdo a este modelo experimental, este tipo
de interaccién llevaria a una adhesion célula-célula inestable, visualizada de forma clésica

por el proceso de “rolling” delos PMN sobre las células que expresan P-selectina (333).

Diferentes estudios realizados en condiciones dinamicas, mostraron un “rolling” de
los PMN sobre plaguetas inmovilizadas, dependiente de la P-selectina (334). Ademés, Yeo
et al. sugirieron por primera vez que un mecanismo desconocido, pero dependiente de la
activacion de los PMN, es necesario ademés de la P-selectina, para que ocurra una adhesion
estable, y se cuestionaron sobre la identidad de los receptores involucrados en dicho

mecanismo desconocido (335).

Muy recientemente, diferentes grupos de investigadores mostraron que bgo
condiciones de flujo, la adhesion firme de los PMN a las plaguetas adherentes, ocurria a
grandes niveles de shear: en estas condiciones la adhesion de los PMN a la superficie
plaguetaria, se caracteriza por una interaccion de tipo “rolling” dependiente de la P-
selecting, mientras la adhesion estatica, es mediada por la beta-2-integrina Mac-1
(CD11b/CD18). De hecho, la P-selectina no es € Unico receptor de los PMN en las
plaguetas. El fibrinbgeno expresado en la superficie plaguetaria, puede funcionar ademéas
como un receptor que una alos PMN. De forma reciente, la molécula de adhesién 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 adhesion de
PMN a plaquetas activadas en mezclas de células en suspension sujetas a una rotacion a
alta velocidad, puede ser modelada como una adhesion en cascada en € que intervengan un
primer paso dependiente del reconocimiento de la P-selectina, seguido de un refuerzo en la
adhesion mediado por el CD11b/CD18 (341).
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Ademas, de acuerdo con la observacion de que la adhesion PMN-plagueta resulta
prevenida por inhibidores de las tirosin-quinasas, se ha postulado que una sefia
intermediaria dependiente de las tirosin-quinasas pudiera gjercer una actividad reguladora
de laadhesividad de la beta-2-integrina (341).

Una cascada de adhesién en multiples pasos fué caracterizada en primer lugar en la
adhesion de los PMN al endotelio. En este modelo, el proceso de “rolling” mediado por la
P-selectina culmina en la adhesién firme dependiente de las moléculas de adhesion ICAM

expresadas en la superficie del endotelio alas beta-2-integrinas de los PMN (342).

De forma diferente a lo que ocurre con las moléculas de adhesion involucradas en
los pasos de “rolling”, que no requieren una sefial de activacion para reconocer € ligando,
las beta-2-integrinas requieren una regulacion funcional para resultar competentes para
unirse a su contra-receptor. Esto implica que una sefia intermediaria de activacion de las
beta-2-integrinas es realizada desde la superficie de las células endoteliales hacia los PMN
en los pocos segundos entre e movimiento de “rolling” y la fijacién firme. Para explicar
este proceso de sefidlamiento existen dos hipdtesis que no se excluyen entre ellas. la
primera es que la union alas P-selectinas induce una sefial de activacion yuxtacrina a través
de lipidos autacoides y gimioatractantes unidos a la membrana de las células endoteliales.
La segunda posibilidad es que la union de la E-selectinaalos PMN, podria per se inducir la
sefia responsable parala activacion del Mac-1 (330).

De hecho, las plaguetas activadas expresan no solo P-selectina, sino también
diferentes ligandos de las b-2-integrinas, incluyendo €l fibrinégeno y la ICAM-2. Ademas,
liberan factor activador plaguetario, nucledtidos de adenina y las quimioquinas ENA-78,
GRO-dfay € péptido activador de los neutréfilos-2. Todos estos productos liberados por
las plaguetas 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,

delos PMN sobre la superficie adherente de las plaguetas (330).
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La evidencia de experimentos previos demuestra que la P-selectina en ocasiones
sOla, y otras veces en combinacion con quimioquinas, es capaz de generar diferentes
respuestas por parte de los PMN, sugiriendose que estas respuestas son disparadas
directamente por moléculas de adhesion, mientras otras, requieren la integracion con
sefia es adicionales dependientes de las quimioquinas. Esta evidencia experimental incluye
la observacion 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
mecani smos intimos de la interaccion entre leucocitos y plaquetas, o cual nos puede ayudar
a comprender cada vez mejor los fendmenos de la respuesta inflamatoriay de latrombosis.
Nuestro estudio intenta ser una aportacion a la comprension de estos fenémenos en €l

ambito de la sepsis.

5.4. TROMBOSIS COMO FENOMENO MULTICELULAR: SEPSIS, PLAQUETAS
Y ERITROCITOS. PAPEL DE LAS INTERLEUQUINAS 13,6 Y 10

La patogénesis de la microtrombosis vascular, estudiada de forma tradicional en la
patologia coronariay cerebrovascular, pero también en la microtrombosis que acompafia a
la sepsis grave, se ha interpretado como una forma anémala de hemostasia, en la cual las
plaguetas interactian con el subendotelio, llevando a una adhesion, activacion, agregacion
y reclutamiento plaguetar, acompafiado de una formacién de fibrina, por activacion

simultanea de la cascada de la coagul acion.

Los estudios sobre la evoluciéon del trombo muestran siempre la participacion de
diferentes estirpes celulares, que se adhieren a endotelio. Las plaquetas forman el corazon
del trombo, aglutinandose con eritrocitos, neutréfilos y finamente, monocitos. La
participacion fisica de multiples células se pensd en un principio que era un fendmeno
pasivo. Sin embargo, diferentes estudios in vitro que estudiaron por separado las

interrelaciones entre células endoteliales, eritrocitos y neutrdéfilos, con plaguetas, llevaron a

Discusion 203



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

considerar al fendmeno trombético, como un grupo de eventos multicelulares. El contacto
celular y diferentes niveles de estimulos patologicos, dirigen e desarrollo y la
reversibilidad de la trombosis. Marcus ha planteado la hipétesis de que las respuestas
trombdticas e inflamatorias estén ligadas bioquimicamente como partes de un mecanismo
global de defensa del huésped. El comportamiento fisico y biolégico de una célula, puede
verse dlterada de forma importante por la presencia de otra célula. Esta alteracion puede
deberse al contacto directo entre células, o al efecto de los productos secretados por uno o

mas tipos celulares, especialmente tras su activacion por un agonista especifico (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 s mismas. Asi, la biosintesis transcelular de los eicosanoides a través de
precursores e intermediarios es una forma importante de la comunicacion célula-célula.
Este fendmeno ha sido mostrado recientemente en eritrocitos, neutrdéfilos, plaquetas, células
endoteliales y células de musculo liso. El concepto de metabolismo transcelular, ayuda a
explicar cuestiones clinicas de la enfermedad trombética, hasta ahora inexplicadas (345-
347).

La existencia de interacciones plagueta-eritrocito que modulen las funciones de
ambos, estan descritas en la literatura y las hemos comentado en la introduccion.
Recordemos que e tiempo de sangria esta prolongado en pacientes anémicos, y la
correccion de la anemia resulta en una normalizacién del tiempo de sangria
Tradicionalmente esto se ha atribuido Unicamente a ADP liberado desde los eritrocitos
dafados, ahora sabemos que la correccion es debida a las propiedades metabdlicas de los
eritrocitos, que estimulan la activacion y € reclutamiento plaquetario. Esta actividad

metabdlica esta provocada por la proximidad del eritrocito a una plagueta activada.

El sistema desarrollado por las Dras. Santos 'y Vallés, que nosotros describimos en

el apartado de material y método, permite una evaluacién por separado de la activacion y
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del reclutamiento plaguetario; esta capacidad es particularmente ventgjosa pues el
reclutamiento puede ser e componente mas importante de la reactividad plaguetaria,
especialmente en la trombosis. Los experimentos con suspensiones combinadas de
plaquetas y eritrocitos estimuladas con colageno, trombina o € ionéforo A23187,
mostraron que los eritrocitos intactos incrementaron la liberacion de serotonina por parte de
las plaquetas. Estos resultados ocurrieron incluso cuando el ADP eritrocitario fue eliminado
por procedimientos enzimaticos, cuando € sistema fue tratado con aspirina, o cuando se
aplicaron simultaneamente |os dos procesos previos. Ademas, |os eritrocitos aumentaron la
hidrélisis del acido araquidénico de los fosfolipidos plaquetarios. Esto resulté en un
aumento en la liberacién de eicosanoides y acido araguidénico libre, por parte de la
plagueta a la fase fluida. De forma importante, este efecto eritrocitario sobre la liberacion
de &cido araguidénico provee de un sustrato para € metabolismo transcelular. Un gjemplo
de este metabolismo transcelular seria la capacidad de un neutréfilo estimulado en un
trombo en formacion para generar leucotrieno B4 a partir de este acido araquidonico
liberado. Esta reaccion representa una via por la cua 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 metabdlico”, € cual,
convenientemente estudiado y comprendido, favoreceria la obtencidon de metodol ogias para
el control farmacol 6gico del trombo y de su propagacion. De todo |o apuntado previamente,
consideraremos a los eritrocitos como células prohemostéticas y protrombéticas
(123;234,265;268;297).

Nosotros hemos aplicado el sistema experimental descrito por las Dras. Vallés 'y
Santos, para estudiar la interaccion eritrocito-plaqueta en el contexto de la sepsis. Dicho
sistema se desarrolla en dos fases, y evalUa el efecto de los eritrocitos sobre laliberacion de
granulos densos plaquetares (activacion), y sobre la capacidad proagregante de los

liberados celulares (reclutamiento).

En primer lugar hemos desarrollado dicho sistema experimental en nuestro
laboratorio, para lo cua hemos analizado muestras de donantes sanos, encontrando |os

mismos resultados descritos en la literatura. Asi, cuando la muestra de plaguetas es
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estimulada por € sobrenadante procedente de la estimulacién con coldgeno 1 ng/ml de una
mezcla de plaquetas y gobulos rojos, la agregacién plaquetaria, que nos da una medida del
reclutamiento plaquetar, es significativamente mayor que cuando el sobrenadante procede
de la estimulacion de una muestra de plaguetas solas. Asimismo, cuando la muestra
estimulada es de sangre total, la capacidad proagregatoria obtenida es mayor a la obtenida

con plaguetas solas, pero menor a la obtenida exclusivamente con plaquetas y hematies.

Estos resultados confirman que los eritrocitos incrementan la actividad agregatoria
de las plaguetas. Al mismo tiempo, parece que la presencia de los leucocitos, a menos en
estado de reposo, gerce un papel inhibitorio sobre dicha agregacion. Este tema fue
estudiado por las Dras. Vallés y Santos, encontrando que la inhibicién que gerce €l
neutrofilo sobre la reactividad plaquetaria inducida por € coléageno o la trombina, fue
especifica del estimulo empleado. Las diferencias inducidas por los distintos agonistas se
pudieron observar también en la regulacion de los eicosanoides que participan en las
interacciones plaqueta-neutréfilo. La inhibicion que eercen los neutrdfilos sobre la
reactividad plaguetaria segun estudia este sistema in vitro, podria tener implicaciones para
la comprension de los eventos tempranos en la trombosis y en la hemostasia. Los datos
aportados por estas autoras sugieren que los neutrofilos poseen la capacidad para modular

e inicio y la propagacion del trombo plaquetario en desarrollo (321).

Siguiendo con los resultados de nuestro estudio, hemos analizado la activacion
plaguetaria, a través de la determinacion de la liberacion de serotonina, componente de |os
granulos densos plaguetarios, descrito como un indice fiable de activacion plaquetaria. Los
resultados obtenidos son paralelos a los obtenidos para el reclutamiento plaguetar. El
porcentgje de liberacidn de serotonina en € sobrenadante del sistema generador formado
por plaguetas y globulos rojos, fue significativamente superior a la serotonina detectada en
el sobrenadante de los sistema generador formado sOlo por plaguetas. Las muestras
procedentes de los sistemas con sangre total han mostrado un grado de liberacion de
serotonina significativamente mayor que el de las plaguetas, pero menor que el sistema

formado por eritrocitosy plaguetas.

Discusion 206



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

Nuestros resultados se corresponden con lo publicado en la literatura, pero
destacamos que la descripcion inicial de la técnica, redizaba la cuantificacion de la
serotonina liberada por medio del marcaje isotépico de las plaguetas con **C-serotonina,
mientras que nosotros hemos realizado la cuantificacion de la serotonina por técnicas de
radioinmunoensayo (RIA). Por tanto, nuestro estudio representa una aportacion interesante
por lo gue supone una validacion de dicha técnica de radioinmunoensayo aplicada a la

determinacion de la serotonina liberada en andlisis de activacion plaquetar.

Hemos tenido que limitar el estudio que pretendiamos inicialmente, pues la mayoria
de los pacientes recibieron farmacos inhibidores de la funcién plaquetar. En los pacientes
gue pudimos analizar, hemos encontrado que tanto la actividad reclutadora como de
activacion plaguetar, no presenta diferencias significativas con la poblacion sana
Asimismo, los glébulos rojos procedentes de pacientes sépticos, no presentaron diferencias
significativas en su capacidad proagregatoria, a compararlos con los eritrocitos

procedentes de la poblacién sana.

La situacion metabdlica de los eritrocitos, viene modulada en cada contexto clinico,
y en €l caso de la sepsis, por la presencia de otras células sanguineas y vasculares, al mismo
tiempo que por mediadores humorales, procedentes en su mayoria de dichas células. Las
células sanguineas y endoteliales gercen por tanto un efecto debido a contacto intimo
célula-célula, y ademas los gradientes de mediadores humorales que constituyen el
microambiente de los eritrocitos, colaboran en la modulacion de dicho efecto. El resultado
de esta combinacion de estimulos, potenciadores e inhibidores, parece que no afecta de
forma significativa a la capacidad proagregatoria de los eritrocitos, a menos en la

poblacion que nosotros hemos estudiado.

Empleando & mismo procedimiento experimental, se ha descrito que en
determinadas circunstancias fisiopatolOgicas, los eritrocitos presentan una capacidad
proagregatoria incrementada, generando per se una situacién de riesgo protrombdtico. Asi
en los pacientes con hipercolesterolemia, los eritrocitos presentan una capacidad

incrementada para estimular la sintesis de tromboxano A, (TXA,) de las plaquetas;
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sabemos que esta sustancia tiene propiedades vasoconstrictoras, pudiendo favorecer los
procesos isquémicos. EI mismo incremento de la sintesis de TXA; en presencia de
eritrocitos, se detecto en pacientes hipertensos y en los fumadores, siendo este aumento en
e caso de los fumadores, dependiente del nimero de cigarrillos/dia consumidos. Cuando se
estudian los pacientes diabéticos, encontraron que los eritrocitos incrementan
significativamente el reclutamiento plaguetario y la sintesis de TXA; por las plaguetas,
comprobandose que estos efectos eran debidos a la especial susceptibilidad de las plaquetas
diabéticas a efecto protrombético de los eritrocitos, y ala mayor respuesta de |as plaguetas
de los pacientes a su propio liberado celular. Los pacientes con mal control metabdlico y
tiempos largos de evolucion de la enfermedad presentan una mayor tendencia a la
hiperfuncién trombocitaria. Teniendo en cuenta que el reclutamiento plaquetario es una
etapa esencia en e crecimiento del trombo, su aumento podria favorecer las
complicaciones trombdticas en estos pacientes; de ahi nuestro interés en profundizar en este
aspecto de la interaccion plaqueta-eritrocito en el contexto protrombotico que es la sepsis
(123; 135; 264-269).

Con animo de profundizar en los mecanismos reguladores del proceso trombatico
en e contexto de la sepsis, estudiamos en e mismo sistema experimental, €l papel de las
interleuquinas (IL) 1b, 6 y 10 sobre la agregacion plaquetaria, y sobre la capacidad

proagregatoria de los eritrocitos.

Hemaos detectado que laincubacién de plasma rico en plaquetas con dosis crecientes
de interleuquina-6, durante 30 minutos, indujo un aumento en la agregacion plaguetar,
dosis-depediente, segin pudimos determinar por agregometria éptica. Por su parte, la
incubacion de plasma rico en plaquetas con dosis de 10 ng/ml de interleuguina-10, produjo
un descenso en la agregacion plaquetar, que se hizo significativo con dosis de 1000 ng/ml.
No hemos observado, por técnicas de agregometria optica, un efecto de la interleuquina-1b

sobre la agregacion plaguetar.

Se ha descrito en la sepsis, una respuesta inflamatoria, en la que diferentes

mediadores son liberados desde multiples 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 estimulos potenciadores e inhibidores, entre los cuaes se
encuentran la interleuquina-6 y la interleuquina-10, respectivamente. El status funcional de
las plaquetas vendra mediado por el balance entre estimul os potenciadores e inhibidores de
la funcidn plaguetar. Los pacientes con sepsis no son homogéneos desde el punto de vista
inflamatorio, es decir, ha sido descrita una respuesta inflamatoria diferente segiin € germen
causante de la sepsis, 0 segun e foco de la infeccion, de forma que € timing en la
liberacion de los diferentes mediadores se modificara sustancialmente. Nuestros resultados
gue no encuentran variaciones entre la poblacion séptica y los controles, hay que
entenderlos como limitados a la poblacién estudiada. De forma que en otras presentaciones
clinicas de la sepsis, podria existir una respuesta inicial diferente a la hallada por nosotros,
en funciéon de que predominara un estimulo potenciador u otro inhibidor de la funcion

plaguetar.

La interleuquina-6 es una citoquina fundamentalmente proinflamatoria, que se ha
correlacionado con la mortalidad en diferentes estudios, asi Hack et al. y Goldie et al. han
descrito como niveles de IL-6 en |os sueros de pacientes sépticos superiores a 1000 ng/ml y
3000 ng/ml respectivamente, se asociaron a un incremento de la mortalidad. Sélo en
aguellos pacientes con valores extremadamente elevados de IL-6, esta citoquina alcanza
una correlacion con lamortalidad (348;349).

La interleuquina-10 ha sido descrita de forma tradicional como una citoquina
antiinflamatoria, aungque también posee algun efecto inmunoestimulador. LalL-10 inhibe la
expresion del factor tisular en las células mononucleares; el factor tisular es el principal
responsable de la activacion de la via extrinseca de la coagulacion. De forma interesante,
recientemente se ha realizado un estudio acerca del mejor pronéstico de la sepsis en las
mujeres, encontrando, entre otros multiples mecanismos fisiopatol 6gicos posibles, que las
mujeres presentan una mayor produccion de IL-10 gque los hombres, en presencia de un
estimulo inflamatorio similar (350-352).
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No ha sido €l objetivo de nuestro estudio, pero se nos presentainteresante el andlisis
de la asociacion en los pacientes sépticos entre los niveles de interleuquinas y los
marcadores de activacion plaguetar, aunque en un proceso multifactorial, como esla sepsis,
un mediador forma parte de un complejo entramado, dificilmente justificando por si mismo
los eventos finales del proceso séptico. Este es €l origen del fracaso de los ensayos clinicos
en sepsis, que se centran en el aporte de una molécula consumida, o en la inhibicién de un

factor proinflamatorio.

Siguiendo con los resultados obtenidos en nuestros experimentos, hemos
determinado €l efecto que la incubacion con las interleuquinas 1b, 6 y 10 produce sobre la
capacidad proagregatoria de los eritrocitos, determinando que la incubacion de eritrocitos
durante 30 minutos con la interleugquina-6, ha resultado en una inhibicion significativa de la
capacidad protrombética de los eritrocitos, medida tanto por una disminucion del
reclutamiento plaguetar, como por una disminucion de la activacion plaguetar determinada
através de la liberacion de serotonina. Dicha inhibicion ha sido independiente de las dosis
de interleuquina-6 empleadas. Tanto la incubacion con interleuquina-1b como con
interleuquina-10, no ha producido ningun efecto detectable sobre la capacidad

protrombotica de los eritrocitos.

Los resultados mostrados son especiadmente interesantes, pues asi como
previamente hemos descrito el papel modulador que gercen la interleuquina 6 y la
interleuquina 10 sobre la funcion plaguetar, que son potenciador e inhibidor
respectivamente, ahora describimos cOmo una misma citoquina, la interleuquina 6 puede
gjercer ambos papeles. Es decir, la interleuquina-6 directamente sobre la plaqueta, induce
una activacion de la misma, pero através de su efecto sobre los eritrocitos, observamos que

€jerce una modulacién negativa de la capacidad proagregante de los mismos.

Ante los resultados obtenidos, en los que se detecta una interaccion entre una
citoquina y la capacidad proagregatoria del eritrocito, seria 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 e Human Erythrocyte Chemokine Receptor (HECR), que se ha
identificado como el antigeno del grupo sanguineo Duffy —Duffy Antigen Receptor for
Chemokins (DARC)-, que constituye €l receptor de superficie para el parasito de la maaria
Plasmodium vivax, y progresivamente se ha ido describiendo como receptor de un grupo de
proteinas. el Melanoma Growth Stimulating Activity (MGSA), e 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 e mecanismo de accion de la IL-6 sobre la funcién proagregante de la

plagueta, y dilucide si estaimplicado dicho receptor .

Estos hallazgos, nos ayudan a profundizar en los didlogos intercel ulares que ocurren
en una situacion fisiopatol 6gica compleja como es la sepsis, en laque ya el contacto célula
célula, o los mecanismos de comunicacion humoral entre células, regulan una respuesta
final dela que podria depender la evolucion del paciente. Nuestros estudios experimental es,
dan algo més de luz a las interacciones eritrocito-plagueta en el contexto clinico de la
sepsis, pero no introduce este sistema experimental a neutréfilos ni monocitos, células
pivotes del sistema inmunoldgico, que juegan un papel fundamental en la respuesta
inmunolégica de la sepsis. Asimismo, tampoco se esta teniendo en cuenta a la célula
endotelial, cuya lesidén/activacion ha demostrado que puede iniciar todo € proceso que
desencadena en la trombosis microvascular y en el paro circulatorio, que serian el sustrato

anatomopatol 6gico de la disfuncién multiorganica (355;356).

Por otro lado, los resultados obtenidos en nuestros experimentos presentan las
limitaciones de las técnicas empleadas. Asi, se ha descrito que en los concentrados de
plaguetas conservados en bancos de sangre, a medida que pasan los dias los leucocitos van
liberando citoquinas, detectandose niveles elevados de las siguientes citoquinas, factor de
necrosis tumoral-a, interleuquinas 1b, IL-6, e IL-8, demostrandose un aumento paralelo en
los marcadores de activacion plaguetar (P-selectind) determinado por % de células positivas
y por intensidad de fluorescencia media. Aplicando técnicas de citometria de flujo se ha
detectado en experimentos in vitro sobre plasma rico en plaguetas, que la interleuquina 1b

induce la expresion de P-selectina en plaguetas no activadas y potencia tanto la expresion
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de P-selectina como la internalizacion del Gp Ib en las plaquetas activadas con trombina, y
sugiere que la interleuquina-1b puede provocar la activacion plaquetar en concentrados de
plaguetas (357).

La sepsis se asocia con alteraciones hemodinamicas y de la microcirculacion. Estos
cambios son en parte debidos a la respuesta inflamatoria sistémica generada por la
infeccion. Diferentes estudios han aportado que los glébulos rojos de |os pacientes sépticos
presentan una disminucion 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: aspiracion por micropipeta, filtracion por microporo, observacion de
eritrocitos sometidos al fuerzas de cizallamiento, estando aceptado que la deformabilidad es
un determinante importante del flujo sanguineo, especialmente en la microcirculacion. El
comportamiento bioquimico y biomecanico de los globulos blancos también esta 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
filtracion celular, 1o cual es una medida de la reologia celular a nivel microvascular, de los
cambios de la agregacion de eritrocitos y su deformabilidad, la deformabilidad de los
leucocitos y las interacciones leucocito-plagueta durante la sepsis. La viscometria confirmé
gue los glébulos rojos de los pacientes septicos presentan una deformabilidad disminuiday
una agregacion eritrocitaria incrementada; igualmente detectaron un descenso en la
deformabilidad de los leucocitos. Las interacciones plagqueta-leucocito, determinadas por
CMF emplando los marcadores plaquetarios CD41 y CD63, y e marcador leucocitario
CD66b, detect6 una elevacion de los marcadores de activacion plaquetar y de los agregados
leuco-plaguetares en los pacientes sépticos. Todos estos hallazgos justifican que se hubiera
detectado una mayor viscosidad en la sangre total de los pacientes sépticos; dicha alteracién
reoldgica puede contribuir a la presencia de un flujo sanguineo aterado en la

microvasculatura de los pacientes con sepsis (358).
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A las anormalidades reol6gicas que se detectan en el experimento descrito, habra
gue afadir la unién entre los componentes de la membrana de las células sanguineas, con
sus correspondientes receptores en la membrana del endotelio. Recientemente, se ha
publicado ademés, que la endotoxina per se promueve la adhesién de los globulos rojos a
endotelio (359). Todos estos datos apoyan la hipotesis del paro circulatorio en la

microvascul atura, como sustrato de la disfuncién multiorganica en la sepsis.
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6. CONCLUSIONES

1. Enlos pacientes con sepsis grave, hemos encontrado una elevacion significativa en los
marcadores de activacion plaguetaria estudiados, con respecto a la sepsis no grave.
Dichos marcadores de activaciéon son: € receptor para € fibrindgeno (GP llbllla
activado o PAC-1), e marcador de secrecion plaguetar P-selecting, € indice de
agregados plaquetares y € indice de agregados leucoplaquetares. Esto supone gue las
plaguetas en la sepsis grave circulan en un estado de mayor activacion, induciendo una
situacion protrombodtica en la vasculatura. Ademas, de forma interesante, la P-selectina,
el PAC-1vy € indice de agregados plaguetares, se han correlacionado con € grado de
disfuncion multiorganica medido con la escala SOFA. También la expresion 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 ala activacion
plaguetar en el complejo proceso de la disfuncion multiorganica, apoyando la hipbtesis
de la trombosis microvascular y el paro circulatorio como sustrato del sindrome de

disfuncion multiorganica.

2. Los eritrocitos incrementan la reactividad plaguetaria, determinada tanto por un
aumento en la activacion, como en el reclutamiento plaguetario; es decir, confirmando
los datos de la literatura, € eritrocito es una célula con potencial protrombotico.
Mientras la interleuguina 1b no ha presentado efectos sobre la agregacion plaguetar,
hemos encontrado que la interleuquina-6 indujo un aumento dosis-dependiente en la
agregacion plaguetar, demostrando una accion estimuladora de la funcién plaquetar. Por
su parte, la incubacién de plaquetas con dosis atas de interleuquina-10, produjo un
descenso en la agregacion plaquetar, es decir, posee una accion inhibidora de la funcion
plaguetar. Estudiando e papel de dichas interleuquinas sobre la capacidad
protrombética de los hematies, encontramos que mientras las IL-1b e IL-10, no han

producido ningun efecto detectable sobre dicha capacidad, de forma interesante, la
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incubacion de eritrocitos con interleuquina-6, ha resultado en una inhibicion
significativa de la capacidad proagregante de estos eritrocitos, medida tanto por un
descenso en la activacion, como en € reclutamiento plaguetar. Nuestros resultados,
ponen de manifiesto la complgiidad del coloquio intercelular en la sepsis, y en
particular nos muestran como mediadores derivados del leucocito activado, van a
modular no sblo la funcién plaquetar, sino también |a comunicacion entre eritrocitos y
plaquetas.
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