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| sistema hemostatico es un complejo

sistema diseflado y balanceado para

mantener el flujo sanguineo, sellar las

superficies dafladas para minimizar
pérdidas de sangre y promover la restauracion de la
arquitectura vascular normal.’

Las alteraciones en la funcién plaquetaria estdn
asociadas a condiciones patoldgicas que conducen
tanto a disfunciones tromboembolicas como
hemorragicas. Una activacion plaquetaria excesiva
causa trombosis, mientras que la activacién insufi-
ciente causa hemorragia.” Por esta razon, los estu-
dios de activacién y reactividad plaquetaria son re-
levantes en el conocimiento de la fisiopatologia de
la hemostasia y en las estrategias terapéuticas,” par-
ticularmente en la LLA.

Existe un estado protrombdtico en el paciente
con cincer vy, particularmente, en las malignidades
hematolégicas; notablemente, en la leucemia
linfoblastica aguda (LLA), las plaquetas pueden
estar activadas y participar en el desarrollo de com-
plicaciones trombdticas.’

Funcién y estructura de las plaquetas

Las plaquetas proceden de los megacariocitos
medulares adultos.*’
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En la sangre periférica de sujetos sanos, el nu-
mero de plaquetas oscila entre 150 y 400x10° /L,
con una tasa de produccién diaria de 5.5x107 célu-
las/dia. La vida media, en sujetos normales, es de
7-10 dias, desapareciendo de la circulacion por en-
vejecimiento o por consumo en procesos fisiopato-
logicos.

La etapa de activacion es aquélla en la cual las
plaquetas interaccionan con un inductor primario,
como el coldgeno contenido en las estructuras
subendoteliales o la trombina generada por la acti-
vacion de la cascada de la coagulacion.® La estruc-
tura plaquetaria es sumamente compleja y ha sido
descrita en detalle.™®

Desde el punto de vista funcional, las plaquetas
contienen granulos o, granulos densos y lisosomas,
que son liberados al medio extracelular por
exocitosis como consecuencia de la estimulacion
plaquetaria,’ y secretan una gran cantidad de sus-
tancias con efectos bioldgicos, incluyendo el factor
plaquetario 4 (PF4), y el PF4 de baja afinidad (LA-
PF4), y la B-tromboglobulina (B-TG), los granulos

densos plaquetarios contienen nucleotidos de
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adenina (ADP, ATP), serotonina o 5-hidroxitripta-
nina, entre otros.'®"

Citometria de flujo plaquetaria

Desde que las plaquetas fueron identificadas por
primera vez en 1881, ha ocurrido un continuo y
lento progreso en nuestro conocimiento acerca de
su funcion.'* A pesar de que las plaquetas son célu-
las facilmente accesibles para su estudio, si las com-
paramos con células no circulantes del organismo,
existe una notable pobreza de pruebas clinicas uti-
les para el estudio de su funcion.” Entre los princi-
pales métodos utilizados para analizar la funciéon
plaquetaria se cuentan los basados en la agregacion
plaquetaria, los basados en la liberacion de produc-
tos plaquetarios, los métodos basados en el andlisis
microscopico y el analisis por citometria de flujo.
El analisis de las propiedades funcionales de las
plaquetas ex vivo, utilizando las técnicas convencio-
nales, como la agregaciéon plaquetaria y la cuantifi-
caciéon de productos liberados por las plaquetas,
refleja el comportamiento de la poblacion plaque-
taria total en la muestra en estudio. Sin embargo,
diferentes poblaciones en la muestra pueden con-
tribuir de forma diferente al resultado global y no
es posible discriminarlas.'

Se han utilizado diversos métodos para evaluar la
funcion plaquetaria.'*'® Se han empleado técnicas de
citometria de flujo (CMF) para su estudio, aunque
persisten problemas metodologicos que deben ser re-
sueltos.!” La CMF puede ser empleada para los siguien-
tes desérdenes plaquetarios: sindromes pretrombéti-
cos, defectos vasculares, defectos congénitos,
desordenes de la funcion hemostatica, monitoreo de
terapia antitrombética plaquetaria, purpura
trombocitopénica idiopatica o secundaria a drogas,
trombocitopenia auto o aloinmune, entre otras.'®

La CMF proporciona un andlisis multiparamé-
trico de células individuales, constituyendo por ello
una técnica extremadamente util en el estudio de
las plaquetas. Hoy es evidente que el anilisis de las
plaquetas por citometria de flujo es un area de in-
vestigacion de gran interés y con innumerables apli-
caciones clinicas.!®

La citometria de flujo realiza de forma rapida la
medicion de caracteristicas especificas de un nu-
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mero elevado de células. Antes del analisis
citométrico, las células en suspension son marca-
das con un anticuerpo monoclonal fluorescente.
En el citometro, las células suspendidas en fase li-
quida atraviesan una camara de flujo a una veloci-
dad de 1,000 a 10,000 por minuto, a través del haz
de luz de un laser.

Después de la activacion fluorescente del
fludforo a una determinada longitud de onda, un
detector procesa la fluorescencia emitida y las pro-
piedades de dispersion de la luz de cada célula.’”?

En ausencia de un agonista plaquetario exégeno,
la CMF en sangre total determina el estado de acti-
vacion de las plaquetas circulantes, medida por la
union de anticuerpos monoclonales (MoAb), de-
pendientes de su grado de activacién. Ademds
del estudio de la funcién plaquetaria in vivo, la in-
clusion de un agonista exdgeno en el ensayo per-
mite el andlisis de la reactividad de las plaquetas
circulantes in vitro.’

Las ventajas de la CMF en sangre total son las
siguientes: las plaquetas son analizadas directamen-
te en su entorno fisiologico de sangre total, inclu-
yendo globulos rojos y blancos, los cuales interfie-
ren con la activacion plaquetaria. La minima
manipulacion de las muestras previene la activa-
ciéon accidental in vitro y la pérdida potencial de
subpoblaciones plaquetarias. Se puede estudiar tan-
to el estado de activacion de las plaquetas circulan-
tes como su reactividad. La CMF permite la detec-
cion de una amplio espectro de modificaciones en
los antigenos de superficie de la membrana plaque-
taria, dependientes de la activacion de la misma.
Ademas, una subpoblacién, tan pequeiia como 1%
de plaquetas parcialmente activadas, puede ser de-
tectada por este método. Otra ventaja es que se re-
quiere un volumen pequeno de sangre (5.0 uL).”!

Entre las desventajas de la CMF se cuenta el
que solo mide la funcion de las plaquetas circulan-
tes.”

Andlisis de la activaciéon plaquetaria in vivo

Un proceso trombotico in wivo, caracterizado por
un aumento del deposito de plaquetas en lugares
de lesion vascular o activacion endotelial, puede

llevar directamente a un nimero aumentado de
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plaquetas activadas en la circulacion. Un fenotipo
plaquetario activado puede, ademas, reflejar defec-
tos metabolicos intrinsecos, como ocurre en la dia-
betes.”” Para prevenir una activacién plaquetaria
accidental, que puede ocurrir durante la
venopuncion, transporte o almacenamiento de la
sangre, las muestras de sangre total pueden ser
estabilizadas empleando antagonistas de la activa-
cion plaquetaria, o usando fijadores en los casos en
que la realizacion del analisis citométrico no es
factible en un corto periodo de tiempo.*

En diferentes situaciones con activacion plaque-
taria in vivo, la fraccion de plaquetas circulantes
activadas puede ser menor a 1%, existiendo poca
informacién de la sensibilidad de la CMF para de-
tectar la activacion plaquetaria de bajo grado.”?*¢

Analisis de la reactividad plaquetaria in vitro

Agonistas estandarizados, como el ADP, permiten
una graduacion altamente reproducible en la acti-
vacion plaquetaria in vitro. Los ensayos pueden rea-
lizarse bajo condiciones no agregantes, en sangre
total diluida, permitiendo el analisis de incluso
mayor grado de activacion plaquetaria, independien-
temente de las pérdidas celulares selectivas. La ines-
tabilidad plaquetaria limita el analisis de la activa-
cion in vitro, que requiere acortar lo maximo posible
el tiempo desde la venopuncion al andlisis.?>*

En esta investigacion se estudia la hipdtesis de
que los pacientes con LLA desarrollan un estado
hipercoagulable del cual forma parte la activacion
plaquetaria, lo que se traduce en la expresion de
los marcadores de activacion CD61 y CD62P. Adi-
cionalmente se determina la capacidad de discrimi-
nacion de ensayo a bajos niveles de activacion de
las plaquetas.

Materiales y métodos

El presente estudio fue realizado a un grupo de
quince pacientes atendidos por el Servicio de He-
matologia del Hospital Universitario “José Eleute-
rio Gonzélez”, de la UANL, en Monterrey, N. L.
Los pacientes son niftos con diagnostico de LLA-B,
n=13, LLAT (n=2), en diferentes etapas de quimio-
terapia, entre 4 y 17 anos de edad. El valor de refe-
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rencia de la técnica para el laboratorio en la pobla-
cion estudiada fue establecido investigando un gru-
po control de 28 individuos sanos, sin ninguna
enfermedad aguda o cronica, ingesta de farmacos
como el acido acetil salicilico (AAS), que pudieran
afectar a la funcion plaquetaria en los quince dias
previos.

Obtencién de la muestra. Debido a la alta inesta-
bilidad plaquetaria, la obtencion de sangre para el
estudio de la activacion plaquetaria se debe reali-
zar de una manera cuidadosa y estandarizada. El
analisis se realiz6 con un volumen de 3.0 ml de
sangre venosa, de tal forma que se evitara la estasis
venosa, es decir, sin la compresiéon de una ligadura
que induciria de antemano la activaciéon
preanalitica de las plaquetas. Se desecharon los
primeros mililitros porque éstos contienen las
plaquetas activadas. Se depositaron en tubos con
ACD VACUTAINER® de (Becton Dickinson, San
Jos¢, CA) previamente etiquetados y con aguja de
calibre mayor o igual a 21.

Las muestras se tomaron independientemente
del recuento de plaquetas. Asimismo, la muestra
de los individuos sanos se obtuvo mediante pun-
cién venosa siguiendo los pardmetros anteriores.
Se rechazaron aquellos individuos en los que la
toma de muestra fuera traumatica, y los que no
tuvieran un ayuno de doce horas previas a la ex-
traccion, pues se ha demostrado que la lipemia
postpandrial eleva la expresion de P-selectina, aun-
que no afecta a otros marcadores.?

El andlisis de sangre total para el estudio
plaquetario por citofluorometria (CMF) presenta
importantes ventajas con respecto al mas tradicio-
nal estudio en plasma rico en plaquetas (PRP), ya
que, por un lado, el estado de activacion plaqueta-
ria estd modulado metabolicamente por la presen-
cia de leucocitos y eritrocitos y, por otro lado, para
obtener la muestra de PRP se requieren diferentes
manipulaciones, entre ellas la centrifugacion, que
activardan de forma espurea a las plaquetas. Asimis-
mo, esta contraindicado para el estudio plaquetario
la presencia de lisis eritrocitaria ~empleada para el
estudio de otras células por CMF-, ya que la libe-
racion de altas cantidades de ADP induciria una
activacion plaquetaria espurea.”’

Anticoagulante. El citrato sodico es actualmente
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el anticoagulante mas empleado para el analisis
plaquetario. El EDTA y la heparina deben ser evi-
tados, debido a sus efectos en las glicoproteinas y a la
activacion plaquetaria espumea. Ademas, el EDTA
resulta en edema de las plaquetas en un fenémeno
dependiente del tiempo, genera cambios en los recep-
tores PIB/i.e. de la superficie plaquetaria.®
El amortiguador salino fosfato (phosphate saline
buffer-PBS) es el tampoén o buffer recomendado
para la incubacion y lavado de las muestras.
Fijadores. La fijacion previene la subsecuente
activacién plaquetaria artefactual in wvitro. El
paraformaldehido (PFA) a concentraciones de 0.5-
1% es el reactivo tipicamente empleado en solucio-
nes para la fijacion plaquetaria. Hay que tener cui-
dado para evitar la exposicion de plaquetas a altas
concentraciones de paraformaldehido, ya que éste es
hiperosmolar.’ En este estudio se utilizo el PFA a una
concentracion de 1.0% con un pH de 7.0.
Anticuerpos monoclonales. Debido a que diferen-
tes epitopes reflejan diferentes aspectos de la acti-
vacion plaquetaria, es preferible emplear un panel
de anticuerpos monoclonales (MoAbs), que ade-
mas permite delinear un perfil de comportamien-
to correspondiente a la condiciéon patoldgica en
estudio. Los anticuerpos monoclonales son prefe-
ribles a los policlonales en estudio en sangre total,
ya que pueden saturar de forma eficaz todos los
epitopes especificos, y resultan en una menor union
inespecifica. Por tanto, los anticuerpos
monoclonales se estandarizan mas facilmente.*? Se
eligio el panel de anticuerpos monoclonales pro-
ducidos por Becton-Dickinson (B-D San José¢, CA).
Anti-CD61 Anti GPllla - o Anti- Integrina 3. Este
anticuerpo reconoce una proteina de 110 kDa, co-
nocida como GPIlla, subunidad del complejo
GPIIb/IIlay del receptor de la vitronectina (VNR).
Se emplea como marcador panplaquetario, pues
se encuentra en la superficie de todas las plaque-
tas, tanto de las activadas como de aquéllas en re-
poso. El complejo GPIIb/Illa, y el VNR son
integrinas, es decir, complejos glicoproteicos
heterodiméricos que estan implicados en la adhe-
sion celular. Con el antigeno CD41 (GPIIb o
Integrina o, ), el antigeno CD61 forma el comple-
jo GPIIb/Illa, que acttia como receptor para el

fibrinogeno, factor de Von Willebrand (vWf{),
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fibronectina y vitronectina en plaquetas activadas.
Con el antigeno CD51 (cadena dela VNR o o),
el antigeno CD61 forma la VNR que media la ad-
hesion independiente de la activacion, de la
plaqueta a la vitronectina, vWf{, fibrinogeno y
trombospondina. El antigeno CD61 se ha descrito
en las células endoteliales, megacariocitos y en al-
gunas lineas celulares leucémicas.”

Anti-CD62P (Pselectina). El antigeno 62P es co-
nocido como “platelet activation-dependent
granule-external membrana (PADGEM) protein” o
proteina de membrana de los granulos (GMP-140),
es un polipéptido de cadena tinica de 140 kDa . El
antigeno CD62P es una proteina de membrana
asociada con los granulos alfa de las plaquetas. Se
expresa en el interior de los granulos alfa en repo-
so. Una vez que se activa la plaqueta y ocurre la
secrecion de granulos, la membrana de los granu-
los alfa se fusiona a la membrana plasmatica exte-
rior de la plaqueta, y el antigeno CD62P se expresa
en la superficie de la misma.*

Anti-PAC-1 (Receptor del Fibrinégeno Activado). Este
anticuerpo reconoce como epitope el complejo
glicoproteico GPIIb/11a (allb-B,) de las plaquetas
activadas, es decir, el receptor plaquetario para el
fibrindgeno. El complejo GPIIb/Illa es un miem-
bro de la familia de los receptores proteicos
adhesivos heterodiméricos, encontrados en una
variedad de tipos celulares, denominados inte-
grinas. El GPIIb/Illa est4 localizado en la superfi-
cie de las plaquetas en reposo. La activacion pla-
quetaria induce un cambio conformacional
dependiente de los flujos de calcio, en el GPIIb/
[1Ia se produce la exposicion de un sitio finador de
ligandos (LIBS ligand binding site). Cuatro molé-
culas adhesivas son capaces de interactuar con la for-
ma activada de GPIIb/Illa: el fibrindgeno, el factor
de Von Willebrand (vW1) y la vitronectina.**

La union del fibrindgeno al receptor GPIIb/I11a
activado es requerida para la agregacidon plaqueta-
ria. El PAC-1 se une exclusivamente a plaquetas
activadas, reconociendo de forma especifica el re-
ceptor GPIIb/Illa activado. Aproximadamente
unos 45,000-50,000 receptores GPIIb/Illa apare-
cen en la superficie plaquetaria tras su activacion.
El PAC-1 inhibe la agregacion plaquetaria media-
da por el fibrinogeno.’*
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RGDS (Arginina-Glicina-AspartatoSerina). Arg-Gly-
Asp-Ser (RGDS) es una secuencia del aminodcido
en el fibrindgeno reconocido por receptores GPIIb/
[Ila de la plaqueta (GP).* Siendo un antagonista
plaquetario de los receptores IIB/Illa puede cau-
sar la activacion plaquetaria de manera indepen-
diente.”” También, el tetrapeptido, RGDS, de ma-
nera competitiva inhibe la fijacién de PAC-1. Puesto
que PAC-1 es un anticuerpo que reconoce solamen-
te las plaquetas activadas se debe tener cuidado al
manipular la muestra.*

Seleccién de fluorocromos. Existen en el mercado
anticuerpos monoclonales que ya se encuentran
conjugados con un fluorocromo (FITC, PE, PerCP).

Este estudio se basé en las recomendaciones del
protocolo de consenso para la caracterizacion por
citometria de flujo de la funcion plaquetaria,®
empleamos la siguiente combinacion de anticuer-
pos/fluorocromos:

PAC-1 FITC (isocianato de fluoresceina)
CD62P PE  (ficoeritrina )
CD61- PerCP (proteina clorofila peridinina)

Citémetro de flujo. Para el presente estudio se uti-
lizé un citometro de flujo FACScalibur™ (Becton-
Dickinson®), con dos lasers de argon y diodo rojo,
esto permite la utilizacion de cuatro colores simul-
tineamente mediante el pardmetro de fluorescen-
cia adicional FL-4. El software utilizado fue el
CELLQuest™, que permite el andlisis cuantitativo
de los datos, asi como el analisis logaritmico y com-
binaciones de regiones analizadas. Asimismo, el
equipo realiza compensaciones en base a la forma-
cion obtenida. Todos los datos de la manipulacion
permanecen electrénicamente documentados para
su andlisis y comparacién posterior.

Procesamiento de la muestra

El protocolo seguido es una modificaciéon de un
método previamente publicado,” el cual se selec-
ciond tomando en cuenta su confiabilidad, sensi-
bilidad, especificidad y reproducibilidad. Se reali-
zaron algunas modificaciones de este método de
acuerdo a nuestras condiciones de trabajo (tabla
D).

El método esta disefado para minimizar la acti-
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Tabla I. Protocolo de ensayos de determinacion de
activacion plaquetaria por citometria de flujo en
pacientes y controles.

TUBO Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 Anticuerpo 3 Antagonista Muestra

Plaquetario

1 Control de 50 L de
Isotipo IgG-1 sangre sin
PercP | s | s e activar
10 pL
2 CD61 PerCP | -==--- | e RGDS 50 pL de
10 pL 10 MI sangre sin
activar
PAC-1 FITC RGDS 50 pL de
10 pL 10 pL sangre sin
activar

CD62P PE

3 CD61 PerCP
10 pL 10 pL

CD62P PE
10 pL

2 CD61 PerCP PAC-1 FITC RGDS 50 L de
10 pL 10 pL 10 pL sangre

activada

vacion artificial de las plaquetas durante la recolec-
cion de la sangre, brevemente:

1) Recolectar 3 ml de sangre completa por
venopuncion.

2) Descartar los primeros 2 ml de sangre porque
contiene plaquetas activadas.

3) Depositar la sangre en los tubos ACD
Vacutainer®, para recolectar sangre completa.
Desde que se realiza la extraccion de la muestra
hasta que se inicia su estudio no deben pasar
mas de diez minutos.

4) Etiquetar tres tubos Falcon de 12x75-mm de
poliestireno.

5) Anadir 50 uL de ADP (Adenosine diphosphate)
2x10*M (Bio/Data, Inc, Phila, PA, Catalog No.
101312) en un tubo adicional y agregar 0.45 ml
de sangre completa citratada, mezclar suavemen-
te, incubar a temperatura ambiente (20 a 25°C)
por dos minutos.

6) Mezclar suavemente los tubos, sin usar agitacion
mecanica.

7) Incubar de 15 a 20 minutos a temperatura am-
biente (20 a 25°C) en la oscuridad.

8) Anadir 1.0 ml de paraformaldehido a 1% en
frio a cada uno de los tubos. Mantener las célu-
las fijadas a una temperatura de 2 a 8'C en la
oscuridad por espacio de dos horas.

9) Analizar por citometria de flujo.

Adquisicion de datos y analisis

Seleccionar una amplificacion logaritmica segun las
funciones de sus caracteristicas de forward scatter

(FSC) vy side scatter (SSC). En la figuras se pueden
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observar los eventos adquiridos con CD61 PerCP,
CD62P y PAC-1 con una muestra control de san-
gre no estimulada con RGDS y estimulada con ADP
(figuras 1, 2y 3).

La finalidad de la citofluorometria plaquetaria
en este estudio es la de cuantificar una pequena
poblacion de plaquetas “positivas” por expresar
antigenos que estian asociados a la activacion pla-
quetaria. Este método presenta la ventaja de tener
una alta sensibilidad para la deteccion de una ex-
presion aumentada de antigenos por parte de una
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Fig. 1. a) Muestra de sangre control marcada con anti-CD61
PerCP, anti-CD62P PE vy anti-PAC-1 FITC no estimulada con
RGDS (Arginina-Glicina-Aspartato-Serina), mostrando una ac-
tivacion de 0.33%.
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b) Muestra de sangre de paciente con LLA marcada con anti-
CD61 PerCP, anti-CD62P PE vy anti-PAC-1 FITC no estimula-
da con RGDS (Arginina-Glicina-Aspartato-Serina). Se demos-
tr6 activacion plaquetaria de 1.2%.
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Fig. 2. a) Muestra de sangre periférica de paciente control mar-
cada con anti-CD61 PerCP, anti-CD62P PE y anti-PAC-1 FITC
no estimulada con RGDS (Arginina-Glicina-Aspartato-Serina)
diferente proyeccion, mostrando una activacion de 0.33%.
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b) Muestra de sangre periférica de paciente con LLA , con mar-
caje CD61 PerCP, CD62P y PAC-1 FITC no estimulada con
RGDS (Arginina-Glicina-Aspartato-Serina) en diferente proyec-
cion. Se demostré activacion plaquetaria de 1.2%.

pequena subpoblacion plaquetaria. Este método
de porcentajes de células positivas va de la mano
con la intensidad media de fluorescencia (IMF),
debido a que se mide el aumento o disminucion
de expresion de antigenos.

Analisis estadistico
Para tener una interpretacién de los resultados
cuantitativos analizados, se utilizd el método esta-

distico U de Mann Whitney, debido a que la mues-
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Fig. 3. a) Muestra de sangre control con marcada con anti-CD61
PerCP, anti-CD62P PE y anti-PAC-1 FITC estimulada con ADP,

mostrando una activacion de 85.8%.
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b) Muestra de sangre de paciente con LLA marcada con anti-
CD61 PerCP, anti-CD62P PE y anti-PAC-1 FITC estimulada

con ADP que muestra una activacion de 84.5%.

tra recopilada no siguié una distribucién normal.
La comparacion de dos 0 mas muestras se analizo
mediante un analisis de varianza (ANOVA) en los
casos que siguieron una distribucion normal. El
analisis de los datos se realizd con el paquete esta-
distico SPSS (version 10.0). Se considerd un resul-
tado como significativo a un valor de p< 0.05.

Resultados

Se estudié un total de quince nifios con diagnosti-

co de leucemia linfoblastica aguda (LLA B, n=13),
LLA de Células T (n=2), en diferentes etapas de

tratamiento con quimioterapia. Se utilizaron con-
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troles sanos para establecer la técnica a seguir, ha-
ciendo dos variaciones en ambos grupos, se anali-
z6 sangre sin usar ningun activador exdgeno, y usan-
do un activador plaquetario, en este protocolo se
empleo el ADP.

Cuando se analizaron los resultados de ambos
grupos sin estimulacion, se observo que el grupo
de pacientes con LLA tuvo una activacion de 1.2%
comparado con 0.33% en el grupo control (p=
0.032), figuras 1y 2.

Una vez estimuladas las plaquetas con ADP se
obtuvieron los siguientes resultados: el grupo de
pacientes con LLA alcanzé una porcentaje de acti-
vacion de 84.5%, comparado con el grupo control
que exhibio una activacion de 85.8%, no obtenien-
do diferencia significativa, p>0.05 (figura 3).

Discusion

La administracion de regimenes modernos de qui-
mioterapia para el tratamiento de la LLA de la in-
fancia puede asociarse a complicaciones
tromboembolicas significativas, las cuales son mas
frecuentes durante la etapa de induccion de la re-
mision. A lo largo del tiempo se han implicado di-
versos factores en la etiologia del estado
protrombotico observado en esta poblacion; sin
embargo, la administracion de la enzima L-aspara-
ginasa de E. coli es la que parece ser la principal
responsable debido a la comprobada disminucion
de la biosintesis de las proteinas anticoagulantes
naturales que es capaz de producir,* la cual, ade-
mas, puede verse complicada por la presencia de
factores de riesgo protrombético heredados.

En esta investigacion, que incluyod quince pa-
cientes con LLA en distintas etapas de tratamien-
to, se documenté una diferencia significativa en el
porcentaje de activacion plaquetaria del grupo de
pacientes estudiados, cuando se comparé con el
grupo control de 28 individuos sanos. En general,
el grupo de LLA demostré una expresion del mar-
cador de activacion plaquetaria CD62P de tres ve-
ces el observado en los individuos sanos. Lo ante-
rior refleja un estado de reactividad plaquetaria que
podria favorecer el desarrollo de eventos
tromboticos, sobre todo si se agregase alguna (s) de
las variables protrombéticas adicionales referidas
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en los tratados.”

El hecho de que ambos grupos de plaquetas de-
mostraron casi el mismo porcentaje de activacion con
el estimulo del ADP, sugiere que no existen diferen-
cias iniciales inherentes en las plaquetas del paciente
con LLA respecto a las del individuo sano en relacion
asu capacidad de responder a un estimulo agonista.

Hallazgos adicionales de investigacion pudieran
contribuir al entendimiento de este particular esta-
do hipercoagulable del nifio con LLA, por ejem-
plo: a) el grupo de investigacion ha documentado
un claro efecto agonista in vitro de la L-asparagina-
sa en las plaquetas de nifios con LLA* planteando
la interrogante a la que se pretende dar respuesta
en este estudio: puede verificarse in vivo el efecto
agonista plaquetario de los firmacos empleados en
el tratamiento de la LLA; b) la administracion usual
de vincristina al mismo tiempo que de L-asparagi-
nasa y prednisona induce la apoptosis de linfoblas-
tos malignos, con un indice apoptotico de hasta
un 40%.% La apoptosis participa en un numeroso
grupo de fendmenos bioldgicos, incluyendo muy
sefaladamente la trombogénesis, probablemente a
través de la activacion del factor tisular.* La apop-
tosis también puede conducir a la liberacion de
microparticulas conteniendo factor tisular deriva-
do de la circulacion periférica;* ¢) la formacion de
complejos heterotipicos potencialmente
trombogénicos entre plaquetas y células mononu-
cleares ha sido documentada, por lo que al menos
tedricamente es posible la formacion de estos com-
plejos entre las plaquetas y los linfoblastos malig-
nos. Al respecto resulta importante el hallazgo de
que las plaquetas activadas se unen de manera pre-
ferencial a las células mononucleares,* d) existe
evidencia experimental de que los trombos pueden
ser inducidos por bacterias,”® las cuales con gran
frecuencia invaden al paciente neutropénico con
leucemia en fase de terapia de induccion de la re-
mision. Algunos de estos factores resultan particu-
larmente importantes, como la compleja interac-
cién de la L-asparaginasa con los anticoagulantes
naturales y con los agentes quimioterapéuticos
empleados en la LLA, asi como la existencia de un
pool de factor tisular circulante, tal vez accesible a
las plaquetas potencialmente activadas in vivo como
resultado de alguno de los mecanismos descritos.*
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Este estudio sugiere que las plaquetas en el pacien-
te leucémico pueden ser activadas por una o varias
de las diversas circunstancias clinicas y de
farmacoterapia que se desarrollan durante esta fase
del tratamiento en el nifio con LLA, contribuyen-
do de modo variable al desarrollo de fendmenos
tromboticos clinicos o subclinicos.

Resumen

Objetivo. Investigar si los pacientes con LLA desa-
rrollan un estado hipercoagulable con activacion
plaquetaria. Material y métodos. Se incluyeron
quince pacientes con LLA de la infancia, trece de
tipo B y dos de tipo T. El grupo control consistio
de 28 individuos sanos. Ambos fueron estudiados
para la expresion de los antigenos CD61 y CD62P
por citofluorometria. Resultados: El grupo de pa-
cientes con LLA tuvo una activacion plaquetaria
de 1.2%, comparada con 0.33% en el grupo con-
trol (p=0.032). Conclusién: Existe un aumento sig-
nificativo en la expresion del marcador de activa-
cion CD62P, que podria contribuir al estado
protrombotico de la LLA.

Palabras clave: Plaquetas, Citofluorometria, Leu-
cemia linfobldstica aguda.

Abstract

Objective: To determine if platelets from children
with ALL become activated at diagnosis. Material
and methods: 15 children with ALL, 13 type B and
2 type T, were included. The control group con-
sisted of 28 healthy individuals. Both groups were
studied for the expression of antigens CD61 and
CDO62P by cytofluorometry. Results: The ALL
group had a 1.2% platelet activation, compared to
the 0.33% in the control group, (p=0.032). Con-
clusion: A significant increase in the surface expres-
sion of the activation marker CD62P was demon-
strated. This could contribute to the prothrombic
state observed in children with ALL.

Keywords: Platelets, Cytofluorometry, Acute lym-
phoblastic leukemia.
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