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GLOSARIO DE ABREVIATURAS.

1/2 T Ag Max: Mitad del tiempo transcurrido hasta la agregacién méxima.

AA: Acido araquidénico.

AAP: Anticuerpos antiplaquetas.

ADP: Adenosin difosfato.

Ag Max: Agregacién méxima expresada en tantos por ciento.
- AMP-c: Adenosin-monofosfato ciclico.

APICT: Agregacién plaquetaria inducida por células tumorales.
COL:.V Colég'eno.v ) | | |
HVD: 'HOSpital Veterinario Docente.

MC: Megacariocito.

NK: Células asesinas, natural killers

PIT: Parpura idiopética trombocitopénica.

PPP: Plasma pobre en plaquetas.

PRP: Plasma rico en plaquetas.

rpm: Revoluciones por minuto.

SC: Sangre completa.

SCA: Sistema canalicular abierto

SMEF: Sistema mononuclear fagocitico.

STD: Sistema tubular denso

TIM: Trombocitopenia inmuno mediada.

TxA,: Tromboxano A,.

UEOQ: Universidad del Estado de Ohio.

VCR: Vingcristina.
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1.- INTRODUCCION
Y OBIETIVOS.




~ Introducci6n y objetivos.

1. 1.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La incidencia de anomalfas hemostdticas asociadas a neoplasias
malignas es muy elevada tanto en el perro como en el hombre. En el primer
caso, los cuadros tromboembdlicos, de coagulacién intravascular
diseminada, o hemorragicos son una frecuente complicacién de los
pacientes caninos con cancer y en ocasiones la causa directa de la muerte o
eutanasia del animal. En el perro, el periodo comprendido entre el
diagndstico de la enfermedad maligna y la muerte del animal es
generalmente mds corto que en el humano, debido frecuentemente a la
eutanasia, siendo esta una de las posibles causas de que la incidencia de
manifestaciones clinicas sea menor en aquella especie. Las manifestaciones
histopatolégicas son también menos notorias debido al menor nimero de
estudios post-mortem. Sin embargo, tanto unas como otras se presentan con
notable frecuencia en la clinica canina (Madewell et al., 1980; Couto, 1984;
O’Keefe y Couto, 1988).

Otro fenémeno intimamente relacionado con la actividad y nimero
de plaquetas es la incidencia de metéstasis. En 1963, Gassic y colaboradores
demostraron en animales de experimentacién que aquellos individuos con
trombocitopenias inducidas presentaban una dréstica reduccién en la
presentacion de metdstasis tras la inyeccién de células tumorales. En afios
sucesivos éste y otros autores demostraron que con solo atenuar la
agregabilidad plaquetaria se obtehian los mismos resultados. Asi, la
administracién de prostaciclinas o sus derivados a roedores de laboratorio en
los que se inducian metdstasis experimentalmente, ha dado lugar a
espectaculares reducciones en la incidencia de las mismas, a veces hasta del
94 % (Honn et al., 1981, 1986; Schneider et al, 1994). Paralelamente, varios:
grupos investigadores han notificado hiperagregabilidad en pacientes
humanos y caninos con cdncer debido a la actividad agregante plaquetaria de

ciertas células tumorales (Tanaka et al, 1986). Recientemente, un grupo de
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Introduccion y objetivos.

investigadores ha encontrado hiperagregabilidad plaquetaria en un conjunto

“de perros afectados de variadas neoplasias malignas, sin atender al tipo
histolégico, y postula que dicho fendmeno pueda ser total o parcialmente
debido a la cronicidad del proceso (McNiel et al, 1997). Por otra parte, es
también conocido que la actividad trombogénica de diversos tipos de células
tumorales estd directamente relacionada con el tipo histolégico de tumor
(Gassic et al, 1976).

Otras enfermedades no neoplésicas se han relacionado con una
funcién plaquetaria anormal en el perro y el hombre ( Schaffer, 1985; Di
DiMino et al, 1985; et al, 1989; Willis et al, 1989). En los tltimos afios, las
plaquetas han sido incluidas entre las células inflamatorias y se han
realizado numerosos estudios, principalmente en relacién a los grénulos y
moléculas de superficie plaquetarios, que ponen de manifiesto su

importante papel en el contexto de las células inflamatorias.

La familia de las selectinas, importante grupo de moléculas de
adhesién entre las que destaca la P-selectina, se ha revelado como decisiva
en la respuesta inflamatoria leucocitica (Furie y Furie, 1996). La existencia de
plaquetas activadas en diversos procesos inflamatorios, como el sindrome de
distrés respiratorio, la enfermedad inflamatoria intestinal crénica, etc., esta
ampliamente documentada, asi como el papel de estas células sanguineas en

dichos procesos (Mannaioni et al., 1997).

Hasta el momento son muy escasos los estudios comparativos entre la
actividad plaquetaria de pacientes caninos o humanos con neoplasias no
tratadas y pacientes con cuadros inflamatorios crénicos no tratados, con

objeto de comprobar si la presencia de la inflamacién crénica “per se” es

también capaz de inducir cafibios en la citada actividad plaquetaria, en un

intento de evidenciar la influencia del cuadro inflamatorio asociado a

muchos de los procesos neoplasicos.
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Por dltimo, la actividad y nimero plaquetario son dos factores que se

ven afectados por el empleo de vincristina, un alcaloide de la Catharanthus

roseus G Don (antes Vinca rosacea Linn.) frecuentemente empleado como
égente Ciuimioterépico en el tratamiento de diversas neoplasias y en el de las
trombocitopenias inmuno-mediadas, en este ultimo caso como
protrombocitico (Yeon, 1974; __Green‘ et al., 1982) o estimulador de la
megacariocitopoyesis (Jackson y Edwards, 1977). Los alcaloides de la Vinca
ejercen su accién como agentes antimicrotubulares y como tales se les
clasifica. Siendo los microtiibulos una estructura muy abundante en el
citoesqueleto de la plaqueta, es 16gico pensar que el empleo. de este
compuesto en un paciente trombocitopénico pueda producir alteraciones en
la morfologia y actividad plaquetaria ( Steinhertz, 1976, Bee, 1980; Stenberg et
al, 1995). |

Creemos necesario comparar la actividad plaquetaria antes y después
de la administracién de vincristina a dosis terapéuticas en pacientes reales,
con el fin de evaluar potenciales alteraciones plaquetarias funcionales, de
gran interés en pacientes caninos y humanos con trombocitopenias
inmuno-mediadas, e indirectamente su potencial efecto inhibidor o

modulador en el establecimiento y desarrollo de metéstasis.

En el Hospital Veterinario Docente de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad del Estado de Ohio (Estados Unidos de
América) se vienen desarrollando varias lineas de investigacién sobre
cancer, tanto dentro de la Unidad de Oncologia y Hematologia, dirigida por
el Profesor Couto y perteneciente al Departamento de Ciencias Clinicas
Veterinarias, como en cooperacién con el Departamento de Biociencias de la
misma Facultad o el Hospital de Cancer e Instituto de Investigaciévn Arthur

G. James, también perteneciente a la Universidad de Ohio. Este trabajo se ha

encuadrado dentro de una serie de investigaciones que se iniciaron hace

varios aflos, dirigidas por el citado Profesor Couto y el Profesor Gary Kociba,

este tltimo del Departamento de Biociencias.
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1. 2.- OBJETIVOS

1.- Determinar los efectos de la inflamacién crénica sobre la agregacién

plaquetaria del perro.

2.- Estudiar la agregacién plaquetaria en perros con neoplasias

malignas.

3.- Realizar un estudio comparativo sobre la actividad plaquetaria en

‘ambos procesos patolégicos.

4.- Evaluar el efecto de la vincristina a dosis terapéuticas sobre la

funcionalidad plaquetaria de perros con cancer.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA




Revisién bibliogréfica.
2.1-LA PLAQUETA: MORFOLOGIA Y FUNCION.

Las plaquetas o trombocitos son células sanguineas derivadas de los
megacariocitos (MC) de la médula dsea y otros tejidos extramedulares. Sobre
ambos tipos celulares actian sistemas reguladores que intervienen tanto en
el desarrollo de las progenitoras como en la diferenciacién final, si bien la
mayoria de la informacién disponible a este respecto procede de modelos

experimentales murinos (Gerwitz y Schick, 1994).

En las dltimas décadas se han producido importantes avances en el
conocimiento de las plaquetas y su interaccién con las paredes vasculares
dentro de su papel fundamental en la coagulacién sanguinea (White, 1971).
Ademds de estas funciones, las plaquetas participan en el proceso
inflamatorio y de reparacién tisular que acontece a continuacién del dafio
endotelial. Con este fin, estas pequefias células sanguineas colaboran
estrechamente con los diversos tipos de leucocitos. Las plaquetas activadas
segregan substancias quimiotécticas que facilitan la unién de los leucocitos al
endotelio vascular y su posterior extravasacién, y participan en la
estimulacién o inhibicién de la respuesta inflamatoria de los leucocitos. Por
otra parte, los trombocitos disponen de una variada gama de potentes
substancias proinflamatorias, lo que permite considerarlas como células
mediadoras y efectoras en la inflamacién. Su capacidad de interactuar con
bacterias, parésitos y otros elementos extrafios es posiblemente un vestigio
filogenético que explica la presencia de mecanismos destructores

dependientes de Ig E en éstas células (Klinger, 1997).

Giulio Bizzozero en 1882 fue el primero en caracterizar su
participacién funcional en la coagulacién sanguinea y Ramén y Cajal, en
1896, quien detect6 su capacidad fagocitica. Esta actividad coaguladora fue la
Unica atribuida a las plaquetas durante -;nés de 50 afios, y es a partir de la
década de los 60 cuando se las relaciona con procesos de defensa contra
infecciones y en reacciones inflamatorias (White, 1971). Desde finales de los

80 se ha aceptado de forma generalizada su papel mediador y efector en la
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inflamacién, especialmente a partir de los descubrimientos mds recientes en
relacion al contenido de sus granulos de almacenamiento, y han pasado de
mero “cemento réparador” de lesiones endoteliales vasculares a ser
consideradas como un importante y activo miembro del “entramado

inflamatorio intercelular” (Klinger, 1997).

Los trombocitos en sangre completa (SC) o en suspensién de plasma
rico en plaquetas (PRP) presentan una tipica morfologia discoide biconvexa,
en cuya superficie pueden apreciarse indentaciones correspondientes a
aberturas de comunicacién con el exterior de la célula a través del sistema de
canaliculos abiertos (SCA). Con la finalidad de simplificar su compleja
estructura y correlacionarla fisiolégica y bioquimicamente con los aspectos
tratados en nuestro estudio, dividiremos a esta célula en las cuatro zonas
propuestas pbr White (White, 1971, 1994).

En primer lugar la zona periférica incluye a su vez tres dominios
estructurales: la cubierta externa, la unidad de membrana y la regién

submembranosa.

La cubierta externa o glucocdlix es rica en glucoproteinas, muchas de
las cuales actiian como receptores de diversos agonistas y participan tanto en
los procesos de adhesién como de agregacién, funciones de las que nos

ocuparemos mads adelante.

La unidad de membrana no presenta variaciones destacables con
respecto a la membrana de otros elementos formes, si bien se le atribuye una

importancia critica en el proceso de la homeostasis.

La regiéon submembranosa forma una “barrera” que en condiciones
normales no presenta organoides citoplasmdticos, compuesta por filamentos
cortos de actina que, segin algunos investigadores, intervienen en el
mantenimiento de la forma discoide y en la emisién de seudépodos
(Schollmeyer et al, 1978). Otros investigadores sugieren que estos filamentos

se interconectan con las porciones transmembranosas de los receptores de
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membrana y generan la fuerza necesaria para moverlos una vez unidos a

sus ligandos especificos (White et al, 1990).

En segundo lugar la zona de sol-gel constituye la matriz o
citoesqueleto de la plaqueta, que estd formada por tres tipos de fibras: los
subfilamentos de membrana, los microfilamentos y los microtibulos
circulares. Estos tdltimos son los de mayor impbrt’ancia y se encuentran
formando grupos de 8 a 24 con un perfil circular, en los extremos polares de
la célula lentiforme. Su funcién durante la adhesién y agregacién

plaquetaria es controvertida (White, 1994).

En tercer lugar la zona de organoides citoplasmaticos, en la que cabe
destacar la presencia de dos tipos de grénulos. Los granulos alfa son unas
singulares organelas secretoras que a su vez presentan compartimentacién y
que adquieren su contenido proteico por dos mecanismos diferentes:
Biosintesis a nivel predominantemente megacariocitico y vestigial a nivel
plaquetario, y por endocitosis y pinocitosis tanto a nivel de MC como de

plaqueta circulante.

La relacién de substancias alfa-granulares continua aumentando e
incluye diversas proteinas adhesivas, como factor von Willebrand (FvW)
fibrinégeno y trombospondina, proteinas plasméaticas como Ig G y albtimina,
mitégenos celulares como beta-tromboglobulina y factor plaquetario 4,
factores de coagulacién como factor V e inhibidores de proteasas como alfa 2-
macroglobulina y alfa 2-antiplasmina. Mas recientemenfe, enla capa interna
de estos granulos se ha demostrado la existencia de importantes receptores
fisiolégicos, incluyendo la glucoproteina IIb/IMa (GP IIb/Ila) y la P-selectina
(Harrison y Cramer, 1993). La carencia o escasez de estos granulos determina

el sindrome de la plaqueta gris.

En esta zona se encuentran ademads lisosomas, mitocondrias y cuerpos.

densos, probablemente depésitos de reservas no metabdlicas de nucleétidos
de adenina, serotonina, pirofosfato y calcio segregados por las plaquetas
durante la reaccién de liberacién. Estos cuerpos densos estdn ausentes en

enfermos con el sindrome de Hermansky-Pudlak, enfermedad de depésito
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caracterizada por la agregacién defectuosa “in vitro” y un cuadro clinico

hemorrédgico “in vivo” (White, 1994).

Por ultimo, los sistemas de membranas: El sistema de canaliculos
abiertos (SCA), originado a partir de la membrana del megacariocito, lo
constituyen- una serie de invaginaciones tortuosas que a modo de tineles
atraviesan el citoplasma, apreciables tanto en las células en reposo como
activas. Son verdaderas “calles de dos vias”, por su doble capacidad de endo y
exocitosis, que participan en los procesos de liberacién o secrecién de
substancias almacenadas en los grdnulos alfa, captacién de substancias
plasméticas a almacenar en dichos granulos y via de entrada de bacterias y

otros patégenos fagocitados.

El sistema tubular denso (STD) es un residuo del reticulo
endoplédsmico de la célula madre (MC). Es el organoide mds importante en el
metabolismo del 4cido araquidénico (AA) y ademas parece desarrollar un
importante papel en la estabilidad microtubular. Ambos sistemas tubulares
presentan interconexiones a través de fenestraciones presentes en el SCA, a

las cuales se conectan los canales del STD (White, 1971).

2. 1. 1.- Mecanismos de adhesién, activacién, secrecién y agregacién

plaquetaria.

Al producirse una alteracién del endotelio vascular, las plaquetas
participan en la hemostasia a través de cuatro mecanismos bdsicos. La
adhesién a la zona dafiada es un mecanismo pasivo que conlleva la
interaccién de estas células con la matriz vascular subendotelial pero no con
substancias existentes en el plasma y que no requiere gasto energético para la
plaqueta. Para que este proceso tenga lugar, parece necesaria la activacién
previa de las plaquetas, constituyendo asi uno de los- mecanismos
reguladores que evitan la interrupcién del flujo sanguineo cuando el

endotelio vascular no ha sido dafiado. Esta activacién es inducida por la

actuacién de diversos agonistas sobre receptores especificos de membrana, -
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los cuales a través de los llamados “mensajeros secundarios” transmiten las
correspondientes sefiales a los efectores intracelulares (Bennet, 1992;
Blockmans et al., 1995). También se ha sugerido que la adhesion plaquetaria
preceda a ia activacién y sea al menos en parte responsable de esta (Ruggeri,
1993, 1994 ).

En respuesta a diversos estimulos activadores, las plaquetas pierden
su morfologia discoide y en pocos segundos desarrollan largos seudépodos.
Este cambio de forma viene acompafiado por la notable secrecion de
substancias adhesivas y proinflamatorias, en la también llamada reaccién de
liberacién y activando el principal receptor para las proteinas adhesivas, la
GPIIb/MMa. Las plaquetas pueden ser activadas por diversos agonistas que
interactuan con receptores especificos de su membrana plasmética. Estos
receptores consisten en un solo polipéptido con un dominio terminal
extracelular, siete dominios hidréfobos transmembranosos y un dominio
intracelular C-terminal, en conexién con las enzimas encargadas de generar
los mensajeros citoplasméticos secundarios. El tromboxano A, (TxA,) ,
sintetizado a partir del-AA liberado en el proceso, la secrecién del ADP y de
otras substancias como calcio, serotonina, factores plaquetarios 3 y 4,
fibrinégeno plaquetario, enzimas proteoliticas y ATP, que son vertidos al
exterior a través del SCA, potencian la accién de los agonistas (Hawiger, 1992,
Blockmans et al., 1995). |

Una vez activadas, las plaquetas adheridas a la zona dafiada
‘comienzan a interactuar con substancias plasrhéticas y con otras plaquetas,
dando lugar al fenémeno de agregacion. Para ello, las plaquetas también
disponen de receptores més o menos especificos que se encuentran
estructurados en las distintas glucoproteinas de la membrana celular,
algunos de los cuales intervienen ademéis en los dos eventos antes

mencionados (Bennet, 1992).

11
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2. 1. 2- Receptores plaquetarios.

La glucoproteina Ib/IX (GPIb/IX) es la de mayor importancia en el
proceso de adhesién en condiciones de alto rozamiento. Es un heterodimero
no covalente compuesto por la GPIb (pm =170.000) y la GPIX (pm=17.000). La

primera de ellas, GPIb, es a su vez otro heterodimero formado por la GPlalfa .

y GPIB, ligadas por un puente disulfuro. Cada uno de estos componentes es
por si mismo una proteina integrante de la membrana, anclada en esta por
un dominio transmembranoso. Todo el complejo estd a su vez ligado al

citoesqueleto de la plaqueta en reposo mediante una asociacién proteica

ligada a la actina. Cada plaqueta tiene unos 25.000 complejos GPI/IX. Todo

esto se observa al microscopio electrénico como un cilindro flexible con
dominios globosos en cada extremo y una longitud total de 60 nm (Bennet,
1992) (Fig. 1).

La glucoproteina Ib alfa contiene un amino-terminal con zonas de
unién para el FvW y para la trombina. La GP Ib8, codificada por un gen
distinto al de la GP I-alfa, tiene un p.m. de 19.000 y al parecer es el substrato
de la “protein-quinasa” dependiente del AMP-c (Bennet, 1992).

La GP IX tiene un peso molecular de aproximadamente 17.000 y su
funcion es atin desconocida. Ciertas anomalias congénitas en la GP Ib/IX son
las responsables del sindrome de Bernard-Soulier, trastorno de la
coagulacién en humanos, que ademds cursa con trombocitopenia y plaquetas
anormalmente grandes, que no aglutinan en presencia de ristocetina incluso

después de afiadir FvW normal (Bennet, 1992).
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Fig 1. Esquema del complejo de adhesién GPIb/IX, consistente en tres
glucoproteinas ligadas a la membrana, en donde destaca morfolégica y

funcionalmente la subunidad alfa de la GPIb (Adaptado de Bennet, 1992).
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Este factor (FvW) se sintetiza en los megacariocitos 'y en las células
endoteliales, y puede presentarse formando multimeros cuyo peso
molecular oscila entre 500 y 10.000 kDa. Los mayores, que se encuentran en
las plaquetas y en el endotelio vascular, y solo de forma transitoria en sangre
normal, son los més eficaces a la hora de promover adhesién y agregacién
plaquetaria. Cuando en sangre se ligan a componentes subendoteliales,
especialmente coldgeno tipo IV, experimentan wuna transformacién
estructural que les permite unirse al receptor plaquetario GPIb. Igualmente,
las fuerzas de alto rozamiento antes mencionadas podrian inducir estos
cambios estructurales (Ikeda et al., 1991; Ruggeri, 1993, 1994).

Esta unién activa a la plaqueta e induce la sefial intraplaquetaria
necesaria para la expresién de uno de los mds importantes complejos
proteicos de .membrana, la glucoproteina IIb-Illa (GPIIb/IMa) (Blockmans et
al., 1995). Este otro heterodimero calcio-dependiente estd compuesto por dos
glucoproteinas, la primera de las cuales es una molécula de dos cadenas con
un pm=136.000, que a su vez se disocia en una cadena pesada (p.m.=125.000),
llamada GPIb-alfa y otra cadena ligera (p.m.=23.000) la GPIIb8. La GPIII-alfa
estd compuesta por una sola cadena y tiene un peso molecular de 90.000. Al
microscopio electrénico, GP Ha/IIlb tiene una cabeza globosa con dos colas

flexibles ancladas en la membrana Bennet, 1992) (Fig 2).

14

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Revisi6n bibliografica.

gplb

00z ‘leNbia easjoliq)

BUBD UBID 3P Sewled Se 9p PepISIsAun &

VYNION3T N3 VO
_\ NOIOLLId3Y /_

MEMBRANA PLAQUETARIA

gplila

REGION DE
UNION A LAS
CADENAS

QIO W
NOINN 3G OININOQ

15

tica de la glucoproteina IIb/Ila

a

Fig. 2. Representacién esquem

(Adaptado de Bennet, 1992)..



Revisién bibliografica.

Una vez activada la plaqueta, las GPII y GPIII alfa actian como un
receptor multifuncional con diversos dominios funcionales, entre los que
destacan los que servirdn de unién para al menos cuatroc importantes
proteinas adhesivas: fibrindgeno, fibronectina, vitronectina y FvW. Ademas,
posee un sitio de insercién a la membrana y un lugar de anclaje al esqueleto
intracelular. La ausencia o conformacién anormal de GPIIb-Tlla da lugar a la
trombastenia de Glanzmann, desorden hereditario de la membrana
plaquetaria, bien descrito en humanos y caracterizado por una deficiente
agregacién plaquetaria y ausencia de fibrinégeno en los granulos alfa de las
plaquetas (George y Nurden, 1994). Estas dos glucoproteinas asf activadas se
unirdn también al FvW a través de la secuencia tripeptidica arginina-glicina-
dcido aspartico del C-terminal del FvW. Este complejo da lugar a la
expansion celular y a la adhesién plaquetaria irreversible (Fig 3) (Bennet,
1992).

La trombina es otro potente estimulante plaquetario, inductor de
cambios en la forma, agregacién plaquetaria y secrecién desde los granulos
densos, granulos alfa y lisosomas. Se acopla con un receptor extraplaquetario
N-terminal y un dominic C intracitopldsmico, como fue puesto de
manifiesto por Vu et al. en 1991. Una vez activada la plaqueta, los receptores
se internan en la misma como endosomas, con lo que la célula pierde su
capacidad de reaccionar ante la trombina. Igualmente, este agonista también
puede unirse a GPIb, pero sin que se haya evidenciado respuesta funcional

alguna (Yamamoto et al, 1991).

La adhesién de las plaquetas al coldgeno del tejido conectivo induce
cambios en la forma y liberacién de substancias a partir de los granulos
densos, y son varios los receptores implicados, como los GP Ia Ha, GP IV y
GPVI de modo directo, y la GPIIbIla a través del FVvW y la fibronectina
(Coller et al, 1989); sin embargo se desconocen  estudios que evidencien

enteramente este mecanismo.

Para el ADP parece existir un solo receptor del tipo P,T purinico, que

aun no ha sido enteramente identificado, postuldndose que sea una proteina
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con un peso molecular de 43 kDa. Contrariamente a esta afirmacion,
Colman (1986) propone la existencia de dos receptores diferentes. En ciertas
condiciones experimentales el ADP es capaz de inducir agregacién
plaquetaria y otros fenémenos intracitopldsmicos, pero “in vivo” actia

unicamente en la agregacién secundaria.

De igual modo, la epinefrina o adrenalina induce agregacién primaria
en condiciones experimentales, en concentraciones muy superiores a las
normalmente existentes en sangre circulante, probablemente a través del
ADP, lo cual podria significar que su accién sea mas bien sensibilizante para
la de otros agonistas a través de receptores alfa, (Seen et al, 1993). Ademais,
han sido descritos receptores para la serotonina (Salzman et al, 1991), TxA,y
endoperoxidasa ciclica (Takahara et al., 1990; Dorn, 1991), factor de activacién
plaquetario (Chau y Jii, 1989), vasopresina (Inaba et al, 1988), y las
prostaglandinas I,, D, (Miller y Gorman, 1979) y E, (Eggerman et al, 1986).

Una vez acoplados los agonistas a sus correspondientes receptores,
estos transmiten la sefial por medio de enzimas generadoras de mensajeros
secundarios. Estos sistemas son la adenilato-ciclasa, la fosfolipasa-C y la
fosfolipasa-A,, siendo los correspondientes mensajeros generados por éstas
el inositol (1,4,5) trifosfato el calcio, el diacilglicerol, las prostaglandinas y
TxA,, y el AMP-c (Blockman et al., 1994).

17

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Revisi6n bibliogréfica.

AGONISTA

\o

RECEPTOR
ESPECIFICO

PROTEINA G PLAQUETA

‘ gplib/liia

FIBRINOGENO

CAZ+

Fig 3. Descripcién esquemdtica del proceso de agregacién plaquetaria
(Adaptado de Bennet, 1992).
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2. 2.- METODOS DE EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD
PLAQUETARIA.

2. 2. 1.- Métodos clinicos._

El tiempo de hemorragia o de sangria de la mucosa bucal es el test
clinico més cominmente empleado en la practica clinica ante la sospecha de
una disfuncién plaquetaria en pacientes caninos con recuentos plaquetarios
normales y con signos clinicos compatibles con un trastorno hemorrégico
primario. Suele emplearse un dispositivo especialmente disefiado para tal
fin (Couto, 1992).

2. 2. 2.- Agregacion plaquetaria “in vitro”.

Durante los ultimos treinta afios, la agregacién plaquetaria “in vitro”
ha sido la técnica laboratorial més comtnmente empleada para detectar
aumentos o disminuciones de la actividad agregante de estas células. Este
test puede realizarse en SC o PRP por el método de impedancia eléctrica, o
en PRP mediante el método turbidimétrico que mide la transmisién de un
haz de luz. Ninguna de las técnicas muestra claras ventajas sobre la otra.
Tanto en literatura humana como veterinaria, ambos métodos han sido
descritos y ampliamente utilizados (Ingemar-Wojensky, 1984; Abbate et al.,
1986; Collins et al., 1994).

A.- Método de impedancia. Con este método y usando SC, al contar
con la presencia de los restantes elementos formes, podria considerarse que
trabajamos en una situacién mds préxima al proceso de coagulacién “in
vivo”, pero hace mas dificil evaluar a las plaquetas de forma separada, por la
incuestionable influencia que hematies, y especialmente leucocitos, tienen
en el proceso de coagulacién sanguinea. Ofrece la ventaja adicional de poder

evaluar la secrecién de ATP por parte de la plaqueta (Abbate et al, 1986).

B.- Método turbidimétrico. Este método, descrito por Born en 1962,

implica la utilizacién de PRP, aportando informacién parcial de lo que seria
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el proceso de coagulacién “in vivo”, pero por el contrario elimina la
influencia de los restantes elementos formes, facilitando la evaluacién de la
funcién plaquetaria con una mayor independencia. Uno de los posibles
inconvenientes de este método reside en que en el proceso de obtencién del
PRP se pueda actuar de forma selectiva sobre esta poblacién celular y no

incluir las plaquetas de mayor tamafio (Remaley et al., 1989).

La agregometria “in vitro" tiene aplicaciones clinicas en el diagnéstico
de diversas coagulopatias de origen plaquetario, como la antes mencionada
trombastenia de Glanzmann o el sindrome de Bernard-Soulier (Remaley et
al., 1989).

La respuesta trombocitica “in vitro” a distintos tipos y concentraciones
de agonistas ha sido estudiada por numerosos autores en el humano, en
distintés especies de animales de experimentacion y domésticos, y
cdmparando distintas razas de perros entre si (Clemmons y Meyer, 1984;
Jancinova et al., 1991; Soslau et al., 1993; Giolino et al., 1993).

C.- Citometria de flujo. Este método detecta plaquetas circulantes
activadas determinando cambios que tienen lugar en la morfologia celular,
basédndose en las diferentes propiedades de difusién de la luz existentes entre
discocitos y esferocitos, en la expresién del fibrinégeno ligado a la plaqueta,
la conformacidén de neoantigenos especificos en el fibrindgeno o en su
receptor plaquetario y en la expresién de proteinas granulares como la P-
selectina en la membrana celular como resultado del proceso de secrecién

plaquetario (Ruf y Patschke, 1995).

D.- Marcadores de actividad plaquetaria. Recientemente, se han
descrito diversos marcadores inmunolégicos de la actividad plaquetaria. Se
trata de anticuerpos que reconocen antigenos que aparecen en las plaquetas
activadas pero no cuando se encuentran en reposo. Algunos de estos
marcadores de activacién se encuentran en moléculas transportadas a la
superficie durante el proceso de activacién; otros son ‘epitopos que aparecen
en las plaquetas activadas tras ciertos cambios conformacionales en las

glucoproteinas de la membrana.
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a) P-selectina (GMP-140): Como ya mencionamos mdas arriba, esta
molécula adhesiva se encuentra en los granulos alfa de la plaqueta y en los
componentes de membrana de los cuerpos de Weibel-Palade de las células
endoteliales, orgdnulos que almacenan el FvW endotelial. Al liberarse el
contenido de los mismos, se transloca a la superficie plaquetaria. Esta

molécula es responsable de la adhesién de las plaquetas activadas a

monocitos y granulocitos.

b) Sitio de unién del fibrinégeno al receptor GPIIb/IIIa. Este epitopo
aparece en la superficie del citado receptor como consecuencia de los cambios

morfolégicos que acontecen al activarse la plaqueta.
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2.3.- PLAQUETAS Y ENFERMEDAD

La funcién plaquetaria ha sido evaluada en diversas enfermedades y

especies, con resultados variables (Myrup et al., 1991; Kukaszyk et al., 1992

Thomas et al, 1992). Describimos a continuacién solo aquellas situaciones de

especial interés o relevancia para nuestra experiencia.

2.3.1.- Cancer y funcionalidad plaquetaria.

Las anomalias hemostdticas asociadas a una enfermedad tumoral
pueden atribuirse a la propia patogenicidad del cancer, a los efectos directos o
indirectos del tratamiento quimioterdpico y/o a la disfuncién organica

secundaria al tumor primario o sus metastasis (O’Keefe y Couto, 1988).

En el paciente con céncer, la hiperagregabilidad plaquetaria se puede
asociar a tres importantes procesos: fendmenos tromboembdlicos,

coagulopatias y metastasis.
“A.- Enfermedad tromboembélica.

Entre los distintos tipos de alteraciones paraneopldsicas, o
complicaciones del cancer que ocurren a distancia del tumor, y que pueden
estar mediadas por hormonas, inmunoglobulinas u otros mediadores
humorales, - se encuentran diversas alteraciones de la coagulacién. Ya
Trousseau describié en 1865 una mayor incidencia de trombosis venosas en
pacientes con cédncer, habiéndose descrito un conjunto de enfermedades
tromboembdlicas paraneoplésicas en la red venosa, arterial o en ambas, bajo

la denominacién de sindrome de Trousseau (Naschitz et al, 1993).

La existencia de perfiles de coagulacién indicando un aumento en la
activacién constituye un hallazgo comin en pacientes humanos afectados
de cancer. La presencia del fibrinopéptido A, un producto de degradacién del
fibrinégeno e indicador sensible de activaciéon de la coagulacién de bajo

grado, se observé en practicamente todos los pacientes humanos con

22

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Revisi6n bibliogrfica.

leucemias agudas y/o con tumores sdlidos (O’Keefe y Couto, 1988). Aunque
en la literatura sobre animales de compafiia con tumores no hemos
encontrado datos similares con relacién a este fibrinopéptido, si que hay
evidencia del aumento de activacién a través de las proteinas de la
coagulaciéh (O’'Donnell et al, 1981; Madewell et al., 1980).

Se conocen como estados hiperagregables al conjunto de problemas
clinicos, pobremente definidos, que predisponen a un paciente a padecer
trombosis de manera inusual. Se clasifican como primarios, si obedecen a
desérdenes intrinsecos o directos de las protefnas responsables de la
coagulacién o la fibrinolisis, y secundarios, si incluyen anomalias de la
coagulacién y la fibrinolisis inducidas por neoplasias malignas, prefiez,
farmacos contraceptivos de uso oral o en el sindrome nefrético. Ademds,
esta situacion de hiperagregabilidad se presenta en desérdenes
mieloproliferativos, hemoglobinuria ‘paroxistica nocturna o
trombocitopenia inducida por heparina, anomalias de vasos sanguineos y
reologia (Schafer, 1985). | |

Los tromboembolismos son tnicamente superados por las
infecciones como causa de nﬁuerte en enfermos con cancer. En ocasioﬁes, la
alteraciéon circulatoria se detecta con antelacién, precediendo a las
manifestaciones clinicas del cancer en meses e incluso afios, hasta el punto
de que una tromboflebitis migratoria superficial inexplicada se acepta como
signo clinico-patolégico sospechoso de la presencia de una neoplasia

maligna oculta (Schafer, 1985).

Igualmente, otro dato referenciado es la presencia de niveles
anormalmente altos de productos de degradacién de la fibrina asociados a
anomalias en la funcién plaquetaria, aunque no se ha justificado esta
relacion (Rickles y Edwards, '1983). -

La formacién exacerbada de fibrina en pacientes con cancer ha
impulsado a varios grupos de investigadores a buscar substancias con
actividad procoagulante en extractos de diversos tejidos neoplasicos (Gordon

y Lewis, 1978). En estos estudios se ha encontrado, a partir de varios tumores

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004




Revisién bibliogrifica.

humanos y animales, un producto: el procoagulante de céncer A. Ante la
duda de si este producto se encontraba tanto en tejidos normales como
tumorales o era exclusivo de estos ultimos, se procedié al analisis
experimental en cultivos de fibroblastos transformados en medio libre de
suero, y se evidencié que el citado procoagulante de cdncer A era producido

por las células malignizadas (Gordon y Lewis, 1978).

De modo indireéto, es también interesante la observacidon realizada
por van Giezen y Jansen en 1992, sobre la disminucién de la actividad
fibrinolitica de diversos cultivos celulares tras la administracién de
dexametasona, lo que no se correspondia con un estado pretrombético, como
cabria esperar en pacientes tratados con la misma. La administracién de este
- farmaco no se correlacioné con la alteracién de ninguno de los parametros
medidos en el sistema de coagulacion, pero si con una inhibicién de la

- agregacion plaquetaria.

Otro dato significativo es la variabilidad de los tromboembolismos
dependiendo del tipo histolégico del tumor, pues la incidencia media, que
varfa entre un 5% y un 15% segtn los distintos autores (Ambrus et al., 1975),
puede mostrar un notable aumento en ciertos tumores, como el carcinoma

pancredtico, en el que se puede llegar hasta un 50% (Schafer, 1985).

Si bien se han diagnosticado tromboembolismos en perros con
neoplasias malignas, s6lo se dispone de datos en descripciones de casos

aislados, por lo que su incidencia es desconocida (McNeil et al, 1997).
B.- Alteraciones cuantitativas de las plaquetas.
a) Trombocitopenias.

La incidencia de complicaciones hemostaticas en pacientes humanos
con cancer es muy elevada. Asi, en algunas poblaciones el 92% de los
pacientes mostraron resultados anormales en alguno de los pardmetros de
coagulacién sanguinea evaluados. De los casos descritos, un 4% a un 11% de
los pacientes humanos con tumores padecen trombocitopenia, que en

algunos estudios ha sido de hasta un 27%, sin que la produccién plaquetaria
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estuviera significativamente disminuida. En estos casos, se evidencié una
mayor destruccién celular junto a fenémenos de activacién y secrecién
(Rickles y Edwards, 1983).

En medicina veterinaria también se han descrito anomalias en el
mismo sentido. En un estudio de 100 perros con distintas neoplasias en el
que se investigaron diversas pruebas rutinarias de coagulacién, 83
presentaron alteraciones en una o més de ellas. En 36 se observd
trombocitopenia sin evidencia clinica de hemorragia. De los 41 casos con
neoplasias linfohematopoyéticas, 21 eran trombocitopénicos, al igual que 12
de los 59 restantes con tumores sélidos (Madewell et al., 1980). En este trabajo
se indicaron distintas causas como responsables de la reduccién cuantitativa

de las plaquetas, entre las que figuran:

1.- Disminucién de la produccién plaquetaria, debida a una de las
siguientes causas: mieloptisis, sindromes mielodisplasicos, tumores

estrogeno-secretores y drogas antitumorales (Helfand, 1988).

2.- Aumento de la destruccién plaquetaria. Entre sus causas se citan:
Trdmbocitopem’as inmuno-mediadas (TIM), acortamiento del periodo de

supervivencia de la plaqueta (O’Donnell et al. 1981) y microangiopatia.

3.- Incremento del consumo plaquetario. La causa mas comun es la
coagulacién intravascular diseminada (CID), mecanismo patogénico en el
_que tiene lugar una activacién intravascular de la coagulacién sanguinea,
simulténeamente a la activacion del sistema fibrinolitico, como resultado de
la exposicién de la sangre a superficies anormales o a la entrada de material

trombégeno.

La subsecuente formacién de trombina da lugar a una agregacién
plaquetaria generalizada y a la polimerizacién de fibrina (Slappendel, 1988).
También, tumores que inducen directa o indirectamente hemorragias

pueden causar trombocitopenias transitorias.

4.- Secuestro plaquetario. Frecuente en caso de neoplasias esplénicas

entre las que destacan el linfosarcoma, hemangiosarcoma y hemangioma. La
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esplenomegalia y los tumores vasculares no esplénicos diseminados pueden

inducir trombocitopenia, al secuestrar un gran nidmero de plaquetas
(Helfand, 1988).

b) Trombocitosis y trombemias.

Tanto en pacientes humanos como caninos con céncer se han descrito

trombocitosis, que pueden obedecer a las siguientes causas:

1.- Trombocitosis idiopatica maligna o trombemia. M4s comin en
tumores sélidos, se desconoce el mecanismo - de produccién, si bien se
especula con la posible liberacion de algin factor estimulante, pues el ritmo
de produccién aumenta, independientemente de la leve a moderada

reduccion del tiempo de supervivencia de las plaquetas.

2.- Desérdenes mieloproliferativos. Estos incluyen un amplio grupo
de anomalias de la médula 6sea que producen células sanguineas de modo
inadecuado. Asi como en humanos con leucemia mielégena croénica,
policitemia vera o trombocitemia ha sido diagnosticada trombocitosis, esta
también se ha descrito en perros con leucemia megacariobldstica, o con

enfermedad mieloproliferativa megacarioblastica (Helfand, 1988).

3.- Estados de sobrecompensacién. Est4 suficientemente demostrado el
hecho de que la trombocitopenia actia como estimulo inductor de
trombocitosis, y que la magnitud de la respuesta megacariocitica es
“proporcional al grado de trombocitopenia (]ackson y Edwards, 1977). En los
procesos cancerosos se producen frecuentes situaciones trombocitopénicas
que pueden desencadenar trombocitosis reactivas, entre los que se incluyen
respuestas a la trombocitopenia por CID crénica, por quimioterapia, como las
observadas en tratamientos con cisplatino, dacarbacina o arabinésido de

citosina, y en casos de hemorragia tumoral aguda (Helfand, 1988).

4.- Trombocitosis inducida por los alcaloides de la Vinca. Dosis altas de
vincristina y otros alcaloides del grupo dafian las plaquetas y acortan el
tiempo de supervivencia de las mismas (Steurer et al., 1988), pero desde la

década de los 60 se observé que los mismos farmacos, a dosis bajas,
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produciah un aumento del ndmero de trombocitos sin una disminucién
previa (Robertson y McCarthy, 1969). Investigaciones sucesivas demostraron
que esta trombocitosis era el resultado de aumentos en la
megacariocitopoyesis y trombocitopoyesis. Una probable explicacién a este
fenémeno podria estar en el hecho de que los citados alcaloides induzcan
ciertos dafios o alteraciones plaquetarias, de tal manera que estas células
dejen de ser reconocidas o detectadas por el sistema regulador de la

trombopoyesis (Jackson y Edwards, 1977).

5.- Esplenectomia. Este procedimiento quirtrgico produce en el perro
trombocitosis de hasta 1.000.000 de células por uL, fenémeno que necesita
frecuentemente meses o afios para normalizarse. Sin embargo, los perros
esplenectomizados como tratamiento a TIM, no presentan esta respuesta de

forma rutinaria (Helfand, 1988)

6.- Deficiencia de hierro. La trombocitosis es un hallazgo comin tanto

en humanos como en perros con anemia ferropénica (Helfand, 1988).

C.- Alteraciones cualitativas de las plaquetas.

a) Cuadros neoplasicos asociados a una funcién plaquetaria -

disminuida.

No siempre es posible encontrar una correlacién entre malignidad y
funcién plaquetaria anormal, como tampoco la disfuncién plaquetaria lo
hace con alteraciones en el tiempo de hemorragia o la manifestacién clinica
de pérdida de sangre (O’Keefe y Couto, 1988). Sin embargo han sido descritas

diversas situaciones asociadas a alteraciones de la funcién plaquetaria:

1.- Cuadros mieloproliferativos y mielodispldsicos. Estos conllevan, de
forma inherente, malfuncién plaquetaria, siendo la més frecuente de ellas la
agregacién plaquetaria dificultada o impedida. Igualmente se han descrito
defectos en la adhesién, reduccién de la actividad de factor plaquetario 3, y

un menor almacenamiento de diversos constituyentes normales de la
plaqueta (Helfand, 1988).
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2.- Trombocitopatia inducida por alcaloides de la vinca (Helfand,
1988). Aunque incluida en esta seccién, por su importancia en este trabajo se

tratard en un apartado especifico.

b) Trombocitopatias congénitas del perro. Existen diversas alteraciones
funcionales en los trombocitos cuya aparicién estd determinada

genéticamente.

1.- Trombopatia trombasténica canina. Desorden hereditario
diagnosticado en Otterhounds, con caracteristicas comunes a la trombastenia
de Glanzmann y al sindrome de Bernard-Soulier humanos. Las plaquetas de
los animales afectados muestran incapacidad para agregar en presencia de
estimulos fisioldgicos y no se produce retraccién del codgulo. Estas
manifestaciones trombasténicas se deben a una reduccién (heterozigosis) o
ausencia (homozigosis) de las proteinas de membrana GP Ila/Ib. Ademads,
una proporcién variable de las plaquetas de estos enfermos son
anormalmente grandes, y con caracteristicas morfoldgicas similares a las del
sindrome de Bernard-Soulier. Clinicamente se presenta como sangrado de
las superficies mucosas, que se exacerba con manipulaciones quirirgicas,

trauma y estrés.

2.-Trombopatia canina. Alteracién autosémica del Basset Hound y el
Foxhound, con cuadros hemorrdgicos clinicamente detectables
(especialmente otohematomas en el Basset), debida a una alteracién
metabdlica del AMP-c. Curiosamente, estas plaquetas no presentan
alteraciébn morfofuncional alguna en reposo ni durante las fases de
activacién y secreciéon. El andlisis ultraestructural de sus componenies
tampoco presenta anomalias. El mencionado trastorno metabdlico del AMP-

¢ se traduce en disfuncién celular y consecuentes hemorragias.

2. 3. 2.- Plaquetas y metastasis.

La metdstasis del cdncer es un proceso altamente coordinado en el

cual ciertas subpoblaciones fenotipicas de células tumorales poseen la
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capacidad de invasividad y crecimiento autonémico en lugares distantes al
tumor primario. Estas células interactuan especificamente con células
circulatorias del huésped, como neutréfilos, linfocitos y plaquetas, asi como

con células endoteliales, fibras musculares lisas y/o fibroblastos.

La interaccién de las células neopldsicas con los componentes
estructurales- acelulares, como la membrana basai o la matriz extracelular,
son esenciales en este proceso (Honn et al., 1992). Posiblemente otros
fenémenos, como la angiogénesis, jueguen también su papel, aunque este
punto no esta totalmente clarificado. Los datos acumulados indican que la
habilidad de las células tumorales para interactuar con las plaquetas es uno
de los muchos determinantes necesarios para el establecimiento y desarrollo

de metdstasis (Honn et al., 1992).

- En varios experimentos se ha demostrado la capacidad de agregacién
plaquetaria de diversos tipos de células tumorales humanas o animales
(Tanaka et al, 1986), y que dicha capacidad presentaba una amplia

correlacién con su potencial metastasico '(Gassic et al., 1976).

La primera observacién significativa en este sentido fue la realizada
por Gassic et al. en 1968, quienes comprobaron que después de inyectar

células tumorales a ratones, los individuos trombocitopénicos presentaron

un porcentaje de metdstasis significativamente menor que el lote de control, -

existiendo una reduccién directamente proporcional a la intensidad de la
trombocitopenia. En aquel momento, se desconocia el papel que los
trombocitos podian desempefiar en la instauracién y desarrollo de

metdstasis, si bien se establecieron algunas hipétesis a este respecto.

A partir de este hallazgo, varios grupos evidenciaron la complejidad
del mecanismo de la metéstasis, centrandose en la relacién célula tumoral-
plaqueta- célula endotelial (Honn et al., 1986). Las plaquetas intervendrian

en el proceso a los siguientes niveles:
1.- Estabilizando la parada de las células neoplasicas en los vasos.

2.- Estimulando la proliferacién de estas células.

29

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Revisién bibliogréfica.

3.- Promoviendo la extravasacién de las mismas, al potenciar la

retraccién de las células endoteliales.

4 - Potenciando la interaccién de la.célula tumoral con la matriz
extracelular (Honn et al., 1992).

Las metdstasis hematdgenas se desarrollan a partir de células
cancerigenas detenidas en la microcirculacién que sobreviven al fenémeno
de detencién y anclaje. Tanto estas células como los vasos resultan dafiados,
desarrollindose una respuesta inflamatoria y una activacién de la
coagulacion, lo que conjuntamente con la angiogénesis juega un importante

papel en la fisiopatologia del proceso (Weiss et al., 1988).

Las células tumorales se introducen en la circulacién sanguinea por
“sembrado pasivo” o por movimientos activos. Los vasos sanguineos
neoformados (angiogénesis) son normalmente de tipo fenestrado, y por
tanto més permeables, lo que facilita el paso de las células al torrente

circulatorio sin necesidad de alteraciones degenerativas.

En algunos tumores, como los sarcomas, la sangre circula por cisuras
vasculares delimitadas por vasos sanguineos, con lo cual la siembra celular
se realiza directamente, sin necesidad de alterar la membrana basal vascular.
En ciertas localizaciones anatémicas, como son los capilares pulmonares, la
membrana basal es muy fina y practicamente carece de haces de coldgeno, lo

que facilita el trasiego celular.

Por dltimo, en las inflamaciones producidas por la interaccién célula
tumoral-endotelio participan leucocitos y macréfagos que a través de
fenémenos heteroliticos facilitan tanto la vehiculacién hacia sangre como la
extravasacién de las primeras. En este sentido, estd demostrada la relacién
entre la capacidad de las células cancerigenas para segregar colagenasa 1V,
que degrada el coldgeno IV de la membrana basal, y la capacidad de la

neoplasia en cuestién para invadir tejidos y metastatizar (Weiss et al., 1988).

Agregacién plaquetaria inducida por células tumorales (APICT): Los

elementos formes:-sanguineos poseen un mayor o menor grado de capacidad
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de deformacién para adaptarse a capilares de menor didmetro, especialmente
los monocitos, cuyas propiedades reolégicas les permiten circular por vasos
de menor didmetro sin quedar atrapados. Las células tumorales son menos
deformables y parecen incapaces de compensar reoldégicamente su mayor
diametro. La entrada a los capilares requiere de la célula tumoral la
transformacion de su forma esférica en cilindrica, para lo que es ayudada por
el plasma que acttia como lubricante entre ésta y la pared, pero una vez en
transito, la tendencia a recuperar su forma esférica hace que se desplace al
plasma y entre en rapido contacto con las células endoteliales, lo que

provoca la parada de aquella (Weiss et al., 1988).

En un corto periodo de tiempo (1-2 ininutos) puede observarse la
unién de la célula tumoral con la célula endotelial, y un inicio de asociacién
plaquetaria. Dependiendo del tipo de célula tumoral que se trate, entre los 2
y 10 minutos siguientes se produce una clara agregacion plaquetaria, lo cual
sugiere que una interaccién especifica induce la activacién plaquetaria. Las
células tumorales extienden numerosos pseuddpodos citoplasmaéticos
provocando la liberacién de mediadores quimicos y la activacién tumoral
(Honn et al., 1992).

La interaccién brusca de células tumorales y vasos sanguineos induce
una reaccidn inflamatoria mediada por polimorfonucleares neutréfilos,
macréfagos, linfocitos, y linfocitos NK. Las interacciones directas entre
plaquetas y leucocitos se establecen a través de la P-selectina y el fibrinégeno,
credndose un microambiente comin que permite o facilita la transferencia

de mediadores. Por un lado, los polimorfonucleares neutréfilos liberan una

serie de radicales toxicos para las células tumorales que juegan un .

imporfante papel en la destruccién de las células detenidas. Por otro, esta
reaccion inflamatoria parece promover la invasién por parte de las células
cancerosas supervivientes, al dafiar también los tejidos normales (Weiss et
‘al., 1988; Klinger, 1997).

Ademas, las plaquetas podrian actuar como “escudos protectores” de

las células cancerosas y protegerlas de los diversos mecanismos que impiden
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el asentamiento y desarrollo de las metéstasis, hasta que se complete el
proceso de extravasacién (Honn et al, 1981). Se han descrito dos patrones
diferentes en este proceso: la migracién activa, y la parada y proliferacién. En
la primera, seguirfan las rutas de migracién de los leucocitos del huésped; en
la segunda, seria el crecimiento del tumor el que alterando la pared vascular
permite la extravasacién. Una vez desplazado el endotelio, las células
tumorales contactan con la lémina basal y aumenta notablemente el
numero de células en mitosis. En este punto, las células obtienen sus
nutrientes por procesos de difusién, constituyendo micrometéstasis, y a
partir de aqui se inicia la neovascularizacién, que dara lugar a las metéstasis

con didmetros superiores a 1 mm (Weiss et al., 1988).

El amplio conocimiento de los mecanismos expuestos, hace que el
bloqueo de esta interaccién se haya convertido en el objetivo primordial de

numerosos grupos de investigacién (Gordon et al, 1979; Honn et al., 1986).

Muchos experimentos farmacolégicos han demostrado que la potente
actividad antimetastésica de diversas substancias estd en intima relacién con
su capacidad inhibidora de la APICT y que esta capacidad es esencial para el
establecimiento de metdstasis. Este hecho se ha demostrado utilizando
péptidos sintéticos o anticuerpos monoclonales anti APICT, que inhiben o

suprimen las metéstasis cancerosas (Honn et al., 1992).

Honn y colaboradores fueron los primeros en demostrar que la
prostaciclina, un metabolito del d4cido araquidénico primariamente
sintetizado por las células del endotelio vascular, reducia notablemente el
numero de metdstasis pulmonares y prevenia completamente la
implantacién de células meldnicas B, en el higado de ratones inoculados
experimentalmente. A partir de estos datos, se llevaron a cabo numerosas
investigaciones sobre la prostaciclina y otras substancias andlogas, en la
mayoria de los cuales se detectaron actividades inhibidoras que actian sobre
la interaccién célula tumoral-plaqueta-célula endotelial (Schneider et al.,
1994) .
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2. 3. 3.- Plaquetas e inflamacién.

La importancia de las plaquetas en el proceso inflamatorio ha sido
puesta de manifiesto en los ultimos afios, principalmente en base a estudios
de la interaccién entre plaquetas y leucocitos, especialmente tras la
utilizacién de nuevas técnicas como la citometria de flujo y los marcadores
dé actividad plaquetaria. Sin embargo, son muchos los aspectos del proceso

que atin se desconocen.

Diversas investigaciones recientes indican la existencia de
propiedades proinflamatorias de los trombocitos, tales como la liberacién de
mediadores flogisticos, atraccion de otras células inflamatorias, quimiotaxis y
modulacién de la actividad celular en el proceso. Ademas hay evidencia de
que las trombosis microvasculares y un estado procoagulante intervienen en
la patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal crénica, cuya
existencia puede ser soépechada en casos de recuentos plaquetarios
anormalmente altos (Collins et al, 1994). En basé a estos datos, se realizaron
estudios de activacién y agregacién plaquetaria, los cuales mostraron una
activacién plaquetaria' aumentada en base a la deteccion de diversas
proteinas granulares en plasma y la expresion de marcadores de superficie

como la P-selectina (Collins y Rampton, 1997).

Otros cuadros inflamatorios cursan también con estados de
hiperagregabilidadnplaquetaria, y con un elevado nimero de plaquetas
circulantes, y en ciertas patologfas, como algunas enfermedades pulmonares,
se ha demostrado la participacién de los trombocitos en las respuestas
vasculares y perivasculares, y su participacién via humoral en la formacién

de tromboembolismos (Bowers, 1989).

En la actualidad se ha demostrado que los trombocitos, los
granulocitos neutréfilos 'y, en menor grado, los monocitos tienen la
capacidad de interactuar entre si, tanto aisladamente como en sangre
completa, produciéndose adhesiones no solo plaqueta-plaqueta, sino
también plaqueta-leucocito, tras la expresion de la proteina granular de

membrana 140 (GMP-140) o P-selectina, lo que se demostr6 al inhibirse esta
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unién utilizando un anticuerpo monoclonal especifico (Rinder et al, a y b,
1991). De igual modo se observé que los cambios de forma experimentados
por los leucocitos al inicio de la inflamacién (“rolling”) estdn mediados por
la P-selectina (Nash, 1994; Norman et al., 1995), y la ausencia de esta
molécula adhesiva en animales de experimentacién da lugar a una marcada
incapacidad para la produccién de este “rolling” leucocitario (Frenette et al,
1995). Al parecer, la P-selectina un vez expresada estimula la actividad del

Factor Tisular monocitico (Furie y Furie, 1996).

La activacion plaquetaria inducida por leucocitos es otro evento del
proceso inflamatorio investigado en el contexto que nos ocupa, en el que
juéga un importante papel el factor de agregaciéon plaquetario (Zhou et al.,
1992)

2. 3. 4.- Trombocitopenias inmuno-mediadas y actividad plaquetaria.

A- La trombocitopenia inmuno-mediada (TIM) es una causa
frecuente de fallo en -la hemostasia primaria del perro, que puede ser
desencadenada por una gran variedad de causas. Independientemente de
éstas, el mecanismo patogénico es muy similar en los distintos casos: Altos
niveles de anticuerpds anti-plaquetas (AAP), destruccién plaquetaria
aumentada a cargo del sistema mononuclear fagocitico (SMF) y una marcada
reduccién de la vida media de las plaquetas. Si la destruccién plaquetaria
excede la produccién compensatoria de los megacariocitos medulares, tiene
lugar la trombocitopenia. La purpura idiopética trombocitopénica (PIT)
humana, en su forma crénica, es muy parecida desde el punto de vista
clinico a la TIM canina, por lo que es frecuente extrapolar resultados de
aquella a esta (Mackin, 1995 a).

La vida media de una plaqueta canina es de 8 a 12 dias, a partir de los
cuales son eliminadas de la circulacién por macréfagos tisulares, y es en el
bazo donde este fenémeno se produce mds activamente. Ademds, este

6rgano almacena en su circulacién aproximadamente un tercio del total de
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plaquetas circulantes, cuyo nimero normal es de 200.000 a 500.000 por pL
(Helfand, 1988). Desconocemos la existencia de estudios sobre la duracién

media de las plaquetas en perros con TIM.

Los AAP estin en su mayoria dirigidos hacia los complejos
glucoprotéicos GPIIb/Ia o bien hacia GPIb/IX, en donde, como hemos
expuesto anteriormente, se localizan importantes receptores desde el punto

de vista funcional (Fujisawa et al., 1993).

En la especie humana se han descrito disfunciones plaquetarias en
pacientes con PIT, aunque su prevalencia es desconocida (Balduini et al.,
1987; George 'y Shattil, 1991). Sin embargo hay muy poca informacién sobre
funcién plaquetaria en perros con TIM. En la préictica clinica no es posible
predecir la aparicién de hemorragias en base al recuento plaquetario de un
paciente, y es frecuente que a pesar de presentar un numero similar de
plaquetas, unos perros muestran una mayor tendencia a padecer
hemorragias que otros, por lo que puede sospecharse que existan trastornos
funcionales. En el estudio realizado por Kristensen et al., empleando un
método indirecto de evaluacién, se observé que empleando suero de perros
con TIM se inhibia la funcién plaquetaria “in vitro” de trombocitos extraidos
de perros sanos. Sin embargo, los resultados obtenidos no permitieron
establecer correlaciones con las presentaciones clinicas, lo que podria indicar
que la combinacién de un escaso nimero de plaquetas y su hipofuncién
puedan ser responsables de la intensidad del cuadro hemorrédgico
(Kristensen et al, 1994).

El proceso de captacién y destruccién celular por parte del SMF se ve
favorecido por el aumento de AAP ligados a las membranas plaquetarias y
por los receptores macrofagicos relacionados con la subunidad Fc (fragmento
cristalizable) de las moléculas de inmunoglobulinas que se encuentran
unidas a las plaquetas. La destruccién plaquetaria se inicia con la unién de
los citados receptores de los macréfagos a las plaquetas recubiertas de
anticuerpos. Como se ha indicado con anterioridad, el bazo es un muy activo

en la destruccion inmuno-mediada de las plaquetas. El SMF esplénico
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procesa los antigenos plaquetarios fagocitados para presentarlos a los

linfocitos productores de anticuerpos, ampliando asf la respuesta“inmune"

(Mackin, 1995 a).

La TIM estimula la trombocitopoyesis, si bien en ocasiones los AAP
pueden reaccionar de forma cruzada con los megacariocitos, por lo que la
ausencia de trombocitopoyesis puede significar una lesién megacariocitica
mediada por los mismos anticuerpos, en cuyo caso el descenso del niimero
de plaquetas serfa mucho més notable y duradero. El examen de la médula
Osea de estos pacientes suele mostrar cambios degenerativos como cariolisis,

citoplasmas espumosos, vacuolizaciones y escasas granulaciones (Mackin,
1995 a).

En los casos en que la TIM aparece de forma espontinea sin que
pueda establecerse causa distinta a la autoinmune, se habla de una TIM
primaria. En cambio, cuando la destruccién plaquetaria mediada por
anticuerpos esta relacionada con otros agentes morbosos, farmacos, factores
mediocambientales, etc., nos encontramos con una TIM secundaria (Tabla 1)
(Helfand et al., 1985). En la practica no es fécil establecer estas categorias ya
que son numerosas las causas que pueden estar implicadas en el proceso
(Handagama y Feldman, 1988). Desde el punto de vista clinico, ni en
medicina humana ni veterinaria parece existir una clara correspondencia
entre el grado de trombocitopenia y el de hemorragia. La existencia de
plaquetas mayores y més activas desde el punto de vista hemostatico, en base
a un mayor valor plaquetario medio en trombocitopenias inmuno-
mediadas podria explicar la relativamente baja incidencia de hemorragias

con un desenlace fatal (Lewis y Meyers, 1996).
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Antibiéticos Medicacién cardiovascular
Cefalotina Digitoxina
Novobiocina Digoxina
Oxitetraciclina Nitroglicerina
Ristocetina o Metildopa
Estreptomicina Levodopa
Penicilina Hidralazina
Eritromicina Quinidina
Meticilina Diuréticos
Rifampicina Derivados tiacinicos

Agentes antimicrobianos Hormonas
Sulfonamidas Estrégenos
Dinitrofenol Varios
Quinina | ’ ' Sulfato de protamina

Arsenicales organicos Heparina
Dapsona - Fenobarbital

Agentes antiinflamatorios Diazepan
Paracetamol Acido para- aminosalicilico
Acido acetil-salicilico - Despiramina
Fenilbutazona Sales de oro

Clorfeniramina
Lidocaina

Tabla 1. Firmacos asociados a aumento de la destruccién plaquetaria.
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2. 3. 5.- Ehrlichiosis canina y funcion plaquetaria.

Ehrlichia canis, E. platys, E. chaffensis, E ewingii, y otras especies del
género rickettsia han sido descritas como causantes en el perro de un cuadro
caracterizado por trastornos hemdticos, teridencias hemorrégicas,
linfadenopatia, esplenomegalia, anomalias oculares,” y otras alteraciones,

menos frecuentes.

La ehrlichiosis canina cursa frecuentemente con una o mds de las
siguientes alteraciones hematoldgicas: trombocitopenia, leucopenia, anemia
no regenerativa, monocitosis y linfocitosis. Ademds, un numero
considerable de pacientes manifiestan anomalias en las proteinas séricas,
especialmente hiperglobulinemia- e  hipoalbuminemia. Menos
frecuentemente se han descrito trombocitopatias y anemias Coombs
positivas, procesos en los que, al menos en parte, intervienen factores
humorales. También se ha detectado la secrecidén, por parte de los leucocitos
afectados por E. canis, de un factor inhibitorio de la migracién plaquetaria,
diferente de los anticuerpos anti-plaquetas descritos por Waner et al. en 1995,
que contribuye a la trorhbocitopatia. Estos factores inhiben la formacién de
seudopodos plaquetarios, dando lugar a células redondeadas, agrupadas y
escasamente funcionales. Ademads, la hiperglobulinemia tiene un efecto

inhibitorio sobre las capacidades migratoria y adhesiva de las plaquetas.

Si bien los pacientes afectados por estas Rickettsias no suelen presentar
alteraciones en los test de coagulacién rutinarios, la trombocitopenia y/o
trombocitopatia es a veces suficientemente grave como para producir
tiempos de sangrado y de retraccién del codgulo anormalmente prolongados
(Green, 1995). Estos pacientes trombocitopénicos suelen mostrar también un
cierto nimero de megatrombocitos en sangre, lo que se relaciona con
aumentos de actividad y megacariocitopoyética, y ademds presentan

esplenomegalia con mayor frecuencia que los no trombocitopénicos (Pierce,
1977).

Las infecciones por E. platys son poco frecuentes y se caracterizan por

la presentaciéon de trombocitopenias ciclicas, que raramente presentan
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sintomatologia, ni siquiera la derivada de esta -alteracién plaquetaria
(Wilson, 1992). Sin embargo, un estudio sobre agregacién plaquetaria en
perros con esta infeccién mostré signos de activacion plaquetaria,
evidenciados por una menor agregabilidad “in vitro” (Gaunt et al., 1990),
que fue puesta de maniﬁesto de manera aun mas concluyente pdr Harrus et

al. en 1996, en perros infectados experimentalmente con E. canis..

2. 3. 6.- Estados urémicos y funcién plaquetaria.

En pacientes humanos y caninos con sindrome urémico, se ha
observado una mayor tendencia a padecer hemorragias. Se ha comunicado
la existencia de una disminucién de la sensibilidad trombocitica a los
diversos agonistas empleados en la agregacién plaquetaria “in-vitro”, que se
corregia parcialmente tras someter al paciente humano a hemodialisis o
dialisis peritoneal. Esta disminucién se comprobé que estaba relacionada con
una menor capacidad secretora de AA endégeno, lo cual sugeria la presencia
de un inhibidor de la liberacién de AA que se eliminaria parcialmente por
dialisis. Ademads, se aprecié una reduccién en el contenido de ADP en las
plaquetas de pacientes humanos urémicos, sugiriendo un defecto en la
capacidad de almacenaje de las mismas (Di Minno et al., 1985). Sin erﬁbargo,
los resultados obtenidos por Forsythe y colaboradores en 1989 no detectaron
diferencias entre pacientes caninos urémicos y el lote control, planteandose
la posibilidad de algun trastorno existente que no sea detectable por el
método de impedancia para evaluar la agregacién plaquetaria en sangre
completa. De igual forma, el obtener recuentos plaquetarios
significativamente mds altos en los perros urémicos, podria deberse a una

respuesta compensatoria por un defecto de funcién plaquetaria no detectado

y enmascarar una deficiente agregacién plaquetaria (Forsythe et al., 1989).
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2. 4.- EFECTOS DE LA VINCRISTINA SOBRE NUMERO Y FUNCION
PLAQUETARIA.

La VCR es un alcaloide obtenido de la planta Catharantus roseus G.
Don, antes llamada Vinca rosacea, cuyas propiedades medicinales para tratar
el escorbuto hemorrégico, dolores de muelas, heridas crénicas y diabetes son
conocidas desde muy antiguo. Sin embargo, la gran importancia de este
farmaco se basa en el hecho de estar dotado de importantes propiedades
citotoxicas. Al igual que los restantes miembros del grupo, este alcaloide
desarrolla su accién interactuando con la tubulina, que integra los
microtibulos celulares. Estos organoides juegan un importante papel en la
formacién del huso acromatico durante la mitosis, asi como en el transporte

intracelular, la secrecién, la neurotransmisién y el mantenimiento de la

estructura celular. Los alcaloides de la vinca son también capaces de

intervenir en otras actividades biolégicas, al competir en el transporte
intracelular de aminoécidos, en la inhibicién de la sintesis de purinas, la
inhibicién de DNA y RNA y la sintesis 'proteica, asi como en la inhibicién de
la glucolisis, la disrupcién de la integridad y funciones de la membrana

plasmatica, etc. (Rowinsky y Donehower, 1996).

2. 4. 1.- Efectos cuantitativos de la VCR sobre las plaquetas.

En 1969, Robertson y McCarthy notificaron la aparicién de
trombocitosis en dos pacientes cancerosos en tratamiento con VCR, que no
podia explicarse por el efecto de la droga sobre el proceso neopldsico. Estos
investigadores fueron capaces de repetir el fenémeno experimentalmente en
ratas Wistar. Este efecto de la VCR fue propuesto como tratamiento de las
trombocitopenias (Choi, 1972; Yeon et al, 1974), si bien el efecto contrario ha
sido también notificado (Ratzan 1972). Sub.secuentemente, el fendémeno se
comprobo clinica y experimentalmente por varios grupos investigadores

(Ahn et al., 1974), y se recomienda el uso clinico de la VCR en pacientes
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humanos y caninos refractarios a otros tratamientos (Mackin, 1995, b; George
et al, 1996). Lo mdas sorprendente de estas investigaciones era que la
trombocitosis no era precedida por trombocitopenia y por tanto no podia ser
explicada como un mecanismo corhpensatorio hiperreactivo a la supresién
medular que el agente quimioterdpico podria inducir. Mas tarde se demostré
que la tombocitosis era = resultado de megacariocitopoyesis y
trombocitopoyesis aumentadas por mecanismos entonces no clarificados

(Jackson y Edwards, 1977).

Considerando los efectos nocivos de la VCR a dosis mas altas que las
terapéuticas, Jackson y Edwards (1977) postularon la hipétesis de que la VCR
a dosis terapéuticas pudiera producir cambios plaquetarios tales que les
| permitiera circular libremente pero sin ser reconocidas por los mecanismos
reguladores. De esta forma se detectarfa una trombocitopenia funcional qué
acelerarfa la produccién plaquetaria. Los mismos autores comprobaron
experimentalmente en roedores que la aparicién de trombocitosis tras la
administracion de dosis terapéuticas de VCR era suprimida si se les
administraban plaquetas normales, pero no si las plaquetas administradas

habfan sido tratadas previamente con VCR (Jackson y Edwards, 1977).

Lds estudios de Fujisawa et al. (1993) indicaron que el aumento del
nimero de plaquetas como respuesta a la VCR es independiente y no afecta
a los niveles de AAP, lo que sugiere que este agente acttie disminuyendo la
actividad eliminadora de los macréfagos, a través de los receptores Fc
monociticos. Otros proponen que la VCR altere la funcién fagocitica de los
macréfagos disminuyendo su capacidad para ensamblar los microtibulos. Al
ser la VCR tomada rdpidamente por las plaquetas (Stemberg et al, 1994), las
células del SMF al fagocitarlas incluirfan una dosis comparativamente alta
del fairmaco, con lo que se deteriorarfa la funcién fagocitica de las mismas
(Mackin, 1993 b). Basados en esta hipétesis, varios investigadores emplearon
plaquetas cargadas con alcaloides de la vinca en el tratamiento de la PIT

humana, pero las experiencias realizadas por Helfand y cols (1984),
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administrando plaquetas cargadas con VCR a pacientes caninos con TIM no

dieron los resultados teéricamente esperados (Couto, 1986).

La Sociedad Americana de Hematologia en una revisién reciente,
concluyé que los alcaloides de la vinca pueden producir un aumento
transitorio del recuento plaquetario en dos tercios de los pacientes, durante
un periodo de 1 a 3 semanas de duracién. Un recuento normal sostenido,
que no requiera tratamiento durante al menos tres meses, ocurre en menos
de un 10% de los pacientes. El tinico alcaloide especificamente nombrado fue

la vinblastina (George et al., 1996).

Después de la primera comunicacién de Green y colaboradores (1982),
varios investigadores clinicos recomendaron el uso de la VCR en el
tratamiento de la TIM canina en aquellos casos refractarios al tratamiento
con corticosteroides, o cuando éstos estén contraindicados, si bien se
récomienda observar la posible aparicién de efectos secundarios (Green et al.,
1982; Williams y Maggio-Price, 1984; Jans et al., 1990; Mackin, 1995 b;
Fineman, 1996).

2. 4. 2.- Efectos cualitativos de_la vincristina en la funcionalid‘ad‘

plaquetaria.

Como se mencioné de forma breve en apartados anteriores, la
administracion de VCR a dosis terapéuticas produce disfunciones
plaquetarias tanto en humanos como en animales de experimentacién. De
27 pacientes tratados con VCR y evaluados por Steinhertz et al. (1976
después de la ultima dosis de este farmaco, se observé una marcada
reduccion de la agregacién plaquetaria “in vitro”, que en algunos casos se
prolongé hasta 4 semanas post-tratamiento. En ningtn caso se observaron
alteraciones de otros pardmetros de la coagulacién (Steinhertz et al; 1976).
Stenberg y colaboradores (1995) demostraron la induccién, de forma
irreversible, de alteraciones morfolégicas y funcionales en plaquetas

murinas tras la administracién “in vivo” de VCR. Por el contrario, Mackin
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et al (1995) evaluaron, mediante el método turbidimétrico, el efecto de una
sola dosis de VCR sobre la agregacién plaquetaria de perros sanos sin

encontrar diferencias significativas atribuibles a la administracion del

farmaco
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Material y métodos.

Este trabajo se realizd en el Departamento de Ciencias Clinicas
Veterinarias de la Universidad del Estado de Ohio (Estados Unidos de
América). Los animales estudiados en todos los grupos fueron pacientes
ambulatorios del Hospital Veterinario Docente (HVD) de la citada

Universidad.
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3. 1.- SELECCION DE PACIENTES.

Péra alcanzar los objetivos propuestos en nuestro estudio se
establecieron 4 grupos de perros, uno de control ytres de prueba, de acuerdo
con los criterios de inclusién més adelante especificados para cada uno de
ellos. Estos criterios fueron cumplidos por un total de 131 perros, 21 de los
cuales mostraron signos de estrés que no permitieron una venopuncién
limpia y precisa, por lo que no se incluyeron en el estudio. Ademds, otros 58

fueron excluidos por uno o més de los motivos siguientes:
-Lipemia persistente a pesar del ayuno.
-Hemdlisis aparente o sospechable.
-Recuento plaquetario inferior a 200.000 plaquetas por puL.
- Curvas de agregacién aberrantes y/o inconsistentes.

Grupo 1.- Los criterios para la inclusién en este grupo fueron los

siguientes:

1.- Estado de salud normal, confirmado por examen fisico y

laboratorial.
2.- No haber recibido tratamiento alguno en las tltimas 3 semanas.
3.- Ayuno de al menos doce horas previo a la toma de muestras.

El grupo qued6 constituido por 16 perros considerados sanos. Las
distribuciones de razas, edades y sexo fueron similares a las de los restantes
grupos y no presentaron variaciones significativas con los mismos. Todos
eran perros adultos, con edades comprendidas entre uno y once afios, de
ambos sexos, castrados y no castrados. El recuento plaquetario dio valores
comprendidos entre 206.000 y 336.000 plaquetas/pL, con una media de
288.875 plaquetas/uL, que igualmente no presentd diferencias significativas

al compararlas con las del resto de los grupos.
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Grupo 2.- Lo constituyeron seis perros, presentados al HVD vy
diagnosticados de cuadros inflamatorios crénicos (Tabla 2). Los criterios de

inclusién en este grupo fueron:

1.- Diagnéstico clinico y/o histopatolégico de un proceso inflamatorio

crénico de al menos 6 semanas de duracién.

2.- No haber recibido tratamiento durante al menos tres semanas

previas a la toma de muestras.
3.- Ayuno de al menos doce horas previo a la toma de muestras.

Los casos 1 y 4 presentaban dos cuadros similares granulomatosos, en
ambos asociados a osteomielitis, afectando a la falange proximal del dedo III
en el primero, y al metacarpiano IV en el segundo. El caso 3 presentaba una
peritonitis por cuerpo extrafio (gasa) afectando a omentos. La peritonitis del
caso 6 se localizé6 proxima a linea alba, en la zona centroabdominal,
afectando fundamentalmente a omentos, sin que pudiera establecerse un
diagndstico etiolégico definitivo. El caso n° 5 present6é una herida fistulizada
desde la regién costal, sin afectacién 6sea, que evolucioné satisfactoriamente

tras reseccidén quirtrgica en bloque. La pioderma profunda del caso n° 2 era

generalizada.

olden retriever HE Granuloma 260000
2 Mestizo 6 MC Pioderma crénica 250000
3 Golden retriever 12 M Peritonitis focal 340000
4 Gran danés 7 HE Granuloma 410000
5 Caniche - .16 HE Herida fistulosa 400000
6 Border Collie 9 HE Peritonitis focal 350000

Tabla 2. Distribucidon de los pacientes con cuadros inflamatorios crénicos

(Grupo 2). HE = hembra esterilizada. M=macho. MC=macho castrado. Plt= Plaquetas.
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Grupo 3.- En el se incluyeron 21 perros con neoplasias malignas,
diagnosticadas citolégica o -histolégicamente, -atendidos en el servicio de
Oncologia y Hematologia del HVD de la UEO (Tablas 3 y 4).

Los criterios de seleccién en este grupo fueron los siguientes:
1.- Caracter de malignidad de los tumores.

2.- No haber sido tratado previamente el proceso tumoral con

quimioterapicos.

3.- No haber recibido tratamiento alguno durante al menos tres

semanas previas a la toma de muestras.

4.- Ayuno de al menos doce horas previo a la toma de muestras.

CARCINOMAS

CT

ADC tiroideo

ADC hepatocel.

ADC mamario

SARCOMAS

HP

Sarcoma histiocitico

Sarcoma indiferenciado

Schwannoma

N. HEMATOPOYETICAS

7

1

2

2

2

9

HSA 4
2

1

1

1

5

LSA 1
4

MC

TOTAL 21

Tabla 3. Clasificacion histolégica de los tumores. Leyenda: Ver Tabla 4.
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1 390000
2 Délmata 8 HE Sarcoma 284000
3 Labrador retriever 11 MC HSA 312000
4 Golden retriever 7 HE LSA 326000
5 Shar-Pei 7 HE HSA 200000
6 Mestizo 15 HE MC III 290000
7 Boxer 6 H ADC mam 340000
8 Caniche 7 HE  ADC mam 360000
9 Basset Hound - 10 HE . Sarc histiocitico 326000
10  Beagle 10 HE HP 310000
111 Mestizo 5 MC HSA 396000
12 Golden retriever 11 HE ADC tiroideo 460000
13 Teckel miniatura 15 MC  ADC tiroideo 379000
14  Mestizo 2 HE ADC hepatocel. 364000
15 Mestizo 12 MC  ADC hepatocel. 338000
16  Labrador retriever 10 HE Schwannoma mal. 298000
17 Labrador retriever 10 M MCII 225000
18  Golden retriever 11 HE HP 392000
19 Cocker Spaniel 10 HE MCII 375000
20 Airedale terrier 14 HE HSA metastatico 220000
21  Golden retriever 4 MC MCI 200000

HE= hembra esterilizada, MC= macho castrado, Plt= plaquetas, ADC= -adenocarcinoma

maligno, CT= carcinoma de células transicionales,

Tabla 4. Pacientes con neoplasias malignas (Grupo 3). H= hembra, M= macho

HSA=

hemangiosarcoma,

hemangiopericitoma LSA= linfosarcoma, MC= mastocitoma. I, II, IlI= grado LIl o IIL

HP=
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Los dos hemangiopericitomas se consideraron malignos en base a su
comportamiento. El caso n°10 tuvo que ser sometido a una amputacién de la

extremidad afectada al haber recidivado agresivamente tras una primera

reseccion. Al caso n°® 17 se le extirpé un primer tumor de la regién carpiana

derecha y, a los 2 meses, present6 una metdstasis en cerebro, que se volvié a

extirpar. El schwannoma fue histolégicamente clasificado como maligno.

Grupo 4.- Lo constituyeron 8 perros con neoplasias malignas

sometidos a tratamientos quimioterdpicos que incluyeron VCR, sola o en

combinacién con otros agentes, en sus respectivos protocolos (Tabla 5). Este -

grupo no se sometidé a comparacién con los tres anteriores, sino que formd
una unidad aparte, en el que cada uno de los pacientes incluidos fue

comparado consigo mismo antes y una hora después de la administracién de
VCR.

Se seleccionaron de acuerdo a los siguientes requisitos:

1.- Perros con neoplasia maligna diagnosticada citolégica y/o

histolégicamente.

2.- Neoplasia en fase de remisién, esto es, tras haberse producido una

desaparicién o reduccién de la masa tumoral (Couto, 1992). -

3.- Pacientes que hubieran recibido al menos una dosis de VCR con

anterioridad al estudio.

4.- Animales que no tuvieran ninguna otra anomalia clinica o

hematolégica.

5.- Ayuno de al menos doce horas, previo a la toma de muestras.
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olden retriever COAP
2 Golden retriever 7 HE LSA COAP
3 Pastor aleman 9 MC  HSA metastat. VAC
4 Shetland sheepdog 11 MC [LSAGI COAP
5 Labrador retriever 10 MC LSA COAP
6 Shar Pei 11 MC LSA COAP
7 Mestizo 9 MC LSA COAP
8 Pequinés 7 HE LSA COAP

Tabla 5. Pacientes incluidos en el Grupo 4. HE=hembra esterilizada, MC=
macho castrado, HSA= hemangiosarcoma, LSA linfosarcoma, COAP= ciclofosfamida,

vincristina, arabinésido de citosina y prednisona, VAC=vincristina, doxorrubicina y

ciclofosfamida.
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'3.2.- MATERIAL Y METODOLOGIA EMPLEADOS (GRUPOS 1,2 Y 3)

a) Toma de muestras. A cada uno de los animales se les extrajo al
menos 4’5 ml de sangre de una vena yugular, poniendo especial cuidado en
realizar una puncién limpia y no someter a estrés al paciente durante el
proceso. No obstante, si la manipulacién necesaria produéia excitacién o
temor evidente, el paciente era excluido del presente estudio. La sangre se
obtuvo con una jeringa de polipropileno de 6 ml y una aguja de 20 G
(Monoject, Sherwood ‘Medical, St. Louis, MO, EE UU). La muestra asf
obtenida se deposité cuidadosamente en un tubo de cristal con 0,5 ml de
citrato sodico al 3,8% (Venoject, Terumo, Elkton, Md, EE [8]8)

b) Obtencién de plasma rico en plaquetas (PRP). Una vez obtenida, la
muestra se centrifugd a 900 rpm durante 5 minutos, con una centrifugacién
adicional de dos minutos a 1100 rpm si aun habia hematies visibles en la
capa superior. A continuacién el sobrenadante era cuidadosamente extraido
con una pipeta de puntas desechables de polipropileno, y transferido a un
tubo de polistireno con tapa, donde se dejaba reposar durante una hora a

temperatura ambiente.

¢} Obtencién de plasma pobre en plaquetas (PPP). Una vez extraido el
PRP, el resto de la muestra era nuevamente centrifugado, ahora a 3000 rpm,
durante 20 minutos, y el sobrenadante era igualmente almacenado en un

tubo de polistireno.

d) Recuento plaquetario. Cada muestra de PRP fue sometida 2
recuento plaquetario en un hemocitémetro de Neubauer modificado y un
microscopio de contraste de fase, empleando ademds un sistema manual de

dilucién (Unopette, Becton and Dickinson, Rutherford, New Jersey, EE UU).

e) Método de agregacién plaquetaria. La agregacién se realiz6
utilizando un método turbidimétrico en un agregémetro de 4 canales y
autocalibrable PAP-4 Platelet Aggregation Profiler (Bio-Data Corporation,

Horsham, PA, EE UU), siguiendo la’s instrucciones del fabricante. La

52

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Material y métodos.

velocidad de rotacién de los pocillos se ajusté a 900 rpm y se colocaron 200
uL alicuotas de PRP en 3 tubos de cristal de fondo plano siliconizados ( Bio-
Data Corp., Horsham, PA, EE UU). En los mismos se dejé incubar la muestra
a 37° C durante 3-5 minutos. Seguidamente, se colocaron 200uL de PPP en
otro tubo de iguales caracteristicas con el fin de establecer los datos de
referencia de agregacién al 100%. A continuacién, se colocé una barrita
agitadora imantada y siliconizada en cada uno de los 3 tubos de PRP, que se
insertaron en los pocillos del agregémetro donde previamente se habian

colocado microadaptadores para tubos pequefios.

La agregacion se indujo usando 20 pL de cada uno de los siguientes
agonistas: ADP a una concentracién 2 x 10* M, COL a una concentracién de
0,19 mg/ml y AA a una concentracién de 5 mg/ml, todos ellos obtenidos
comercialmente (Bio-Data Corp., Horsham, PA, EE UU). El patrén de
agregacién se obtuvo durante al menos 10 minutos. Siempre que la muestra
lo permiti6, la prueba se repetia al menos una vez, excluyéndose del estudio

aquellas que presentaron patrones de agregacion claramente diferentes entre

las repeticiones.

f) Pardmetros estudiados. Se estudiaron los siguientes parametros:
Mitad del tiempo transcurrido desde la adicién de cada agonista hasta la
agregacion méaxima (1/2 T Ag Max); pendiente, ntimero sin unidad
calculado por el agregémetro y agregacién méxima obtenida (Ag Max),
expresada en tantos por ciento del incremento de transmisién de luz a través

de la muestra.
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3. 3.- MATERIAL Y METODOLOGIA ESPECIFICOS DEL GRUPO 4.

En el caso de los perros incluidos: en el grupo 4, una vez realizado el
examen fisico y obtenidos los resultados del hemograma, en los que no se
detectaron anomalias en ninguno de ellos, se extrajo la primera muestra de
sangre (Pre VCR) de acuerdo al punto a) del apartado anterior. A
continuacién, se le administré a cada paciente una dosis de 0.5 mg/ m? de
VCR (Oncovin, Elly Lilly and Company, Indianapolis, IN, EE UU) en un
bolo via intravenosa, utilizando una vena cefdlica. Una hora maés tarde se
procedi6 a  tomar la segunda muestra (Post VCR) siguiendo el
procedimiento antes descrito. Con ambos grupos de muestras se siguieron

los mismos pasos [dei b) al f)] del apartado anterior.
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Material y métodos.

3. 4.- ANALISIS ESTADISTICO.

3.4.1.-Grupos 1,2 y 3.

Para aquellas variables que presentaron una distribucién normal,
dentro de cada grupo de pacientes se estimaron medias y desviaciones
estindar para cada uno de dichos grupos. Se determinaron asimismo
intervalos de confianza al 95% para las medias. Para compafar a estas
ultimas se utilizé6 el contraste de la F correspondiente al andlisis de la
varianza a una via. Cuando el contraste fue significativo, se analizaron las
diferencias por parejas utilizando el test de Tuckey de comparaciones
muiltiples. En aquellos casos en que no hubo normalidad, y esta tampoco fue
alcanzada con la transformacion logaritmica de los datos, se analizaron los
datos mediante métodos no paramétricos. En cada grupo se estimé la
mediana y los percentiles 25 y 75. Se compararon finalmente las
distribuciones mediante el test de Kruskal-Wallis. En todos los casos se

considerd que las diferencias eran significativas cuando P < 0.0 5.

3. 4.2.- Grupo 4.

Cada grupo de resultados, antes y después de la adicién de VCR, fue
sometido a una prueba de normalidad. Aquellos datos que presentaron
distribucién normal se analizaron con una prueba t pareada. Los restantes
resultados, que no estaban normalmente distribuidos, se analizaron
mediante una prueba de Wilcoxon. En todos los casos se consideré que las

diferencias eran significativas cuando P <0.0 5.
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Resultados.
4.1.- RESU&:(I‘ADOS—CORRESPON DIENTES A LOS GRUPOS 1,2 Y 3: -

Se evaluaron en total 43 perros. Dieciséis pertenecientes al grupo lo
de control y considerados sanos, seis al grupo 2, con enfermedades
inflamatorias crénicas y 21 con neoplasias malignas, que integraban el grupo
3. No hubo diferencias estadisticamente sigrﬁficati,vas en cuanto a edad y

sexo entre los 3 grupos.

El pardmetro empleado para medir la intensidad de la reaccién fue la
agregacion maxima (Ag Max), expresada en tantos por ciento del incremento
en la transmisién que experimenta un haz de luz que atraviesa la muestra
durante la fase de agregacion. Se la considerd positiva siempre que el valor
obtenido superase el 10%. La velocidad y ritmo de produccién de la reaccion
se evaluaron mediante la pendiente de la curva de agregacién, nimero
c;arente de unidad calculado automdticamente por el agregémetro, y el
tiempo transcurrido hasta que la agregacién llegara a la mitad de su

intensidad méxima (1/2 T Ag. Max.), expresado en minutos.

Los valores obtenidos fueron comparados entre si por los
procedimientos estadisticos descritos en la seccién de Material y Métodos.
Ademds, los recuentos plaquetarios obtenidos de cada muestra, también
fueron analizados estadisticamente. Se consider6 un resultado

estadisticamente significativo cuando P<0'05.

En cada variable fue calculada la potencia, esto es, la probabilidad de
detectar diferencias entre los grupos estudiados, expresada en tantos por
ciento. En todos los casos en que el valor de la potencia es inferior a 0’800, los

resultados negativos deben evaluarse cuidadosamente.

Los resultados obtenidos se describen en las Tablas 6 y 7.
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Tabla 6. Datos no paramétricos obtenidos de los grupos 1, 2 y 3. P 25=
percentil 25; P 75= Percentil 75. P-valor correspondiente a la prueba de Kruskal-Wallis.
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Resultados.

4. 1. 1.- Agregacién maxima

a) ADP.- Las plaquetas de todos los animales estudiados agregaron en
" presencia del ADP (Ag Max > 10%), aunque la intensidad con que se produjo
esta fue muy variable entre los miembros de los 3 grupos. Tres de los perros
del grupo 2 (50%) presentaron agregacién maxima (100%), fenémeno que
solo se observd en otro perro, perteneciente al grupo 3. Veintitrés de las

muestras (53'48%) agregaron por encima del 50% (Tabla 6 y Grafica 1). No

hubo diferencias significativas entre los 3 grupos (P=0"130). La potencia para

esta constante fue de 0'279.

b) COL.- Siete muestras procedentes de perros del grupo 1 (43'75%) y
otras siete del grupo 3 (33'33%) no respondieron al COL (Ag Max < 10%),
observdndose este hecho en una sola muestra del grupo 2 (16'66%). Dos
muestras del grupo 3 (9'52%) y una del grupo 2 (16'66%) mostraron el 100%
' de'agregacién frente a este agonista. Se obtuvo una agregacién superior al
50% para 24 muestras (55'81%) del total (Tabla 6 y Gréfica 2). Las diferencias
existentes entre los 3 grupos no fueron estadisticamente significativas (P=
0’311). El valor de la potencia fue de 0'066.

¢) AA.- La respuesta fue en general més escasa frente al AA, en donde
las plaquetas de seis pacientes del grupo 1 (37'5%), dos pacientes del grupo 2
(33'33%) y ocho del grupo 3 (38"09%) no agregaron al ser estimuladas por este
agonista. Dos de las muestras procedentes del grupo 2 (33'33%) y una del
grupo 3 (4'76%) reaccionaron con la maxima intensidad al AA. Solo diez
pacientes del total de los evaluados (23'25%) en los tres grupos agregaron por
encima del 50% (Tabla 6 y Graéfica 3). No hubo diferencias estadisticamente

significativas P=(0'641). La potencia obtenida con esta variable fue de 0"177.

4. 1. 2.- Pendiente.

a) ADP.- La pendiente para este agonista no tuvo valores superiores a
50 para las plaquetas procedentes de individuos del grupo 1, pero si para las

de tres pacientes (50%) del grupo 2 y otros 3 del grupo 3 (14'28%) (Tabla 6 y
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Resultados.

Grifica 4). Sin embargo las diferencias resefladas carecieron de significacién

estadistica (P=0"332). La potencia dio un valor-de 0"349.

b) COL.- Las curvas obtenidas (Pendiente COL) tras la adicién de este
agonista son ma4s irregulares que en el caso anterior (Tabla 6 y Grafica 5), y
tampoco . presentan significacién estadistica (P=0'478), con un valor de la

potencia de 07082.

¢} AA.- En este caso, las plaquetas procedentes de los pacientes del
grupo 2 (valor de la media=1'468) mostraron un ritmo de agregacién
(Pendiente AA) mas alto que las del grupo 3 (valor de la media=0'968). Las
muestras del grupo 1 tomaron un valor intermedio con respecto a los dos
anteriores (valor de la media=1'196) (Tabla 7 y Grafica 6). El andlisis de la
varianza demostré que existen diferencias estadisticamente significativas
cuando se compararon los resultados de los tres (P= 0'029). Al efectuar el Test
de Tuckey a estos tres grupos de resultados, solo se obtuvo significacion
estadistica al comparar el 2 y el 3. El valor de la potencia para esta variable
fue de 0'524.

4. 1. 3.- Tiempo hasta la mitad de la agregaciéon maxima.

a) ADP.- Todas las muestras agregaron rapidamente, en un tiempo
(/2 T Ag Max ADP) inferior a medio minuto, exceptuando una del grupo 1
(6'25%), una del grupo 2 (16'66%) y otra del grupo 3 (4'76%) (Tabla 6 y Grafica
7). Las diferencias entre los 3 grupos no fueron significativas (P=0994). La

potencia tuvo un valor de 0°049.

b) COL.- Con este agonista, la reaccién plaquetaria (1/2 T Max Ag COL)
fue mucho mas lenta en la mayoria de los casos. Las plaquetas de nueve
perros del grupo 1 (56'25%) necesitaron més de 3 minutos para agregar, y lo
mismo ocurrid con cuatro del grupéu 2 (66'66%) y con diez del grupo 3
(47°61%) (Tabla 6 y Grafica 8). De nuevo no hubo significacién estadistica
(P=0818).
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Resultados.

¢) AA.- Todos los animales del grupo 1 (100%) agregaron en menos de
medio minuto (1/2 T Max Ag AA). Un solo paciente del grupo 2 (16'66%) y

cuatro del grupo 3 (19'04%) tenian: plaquétas que necesitaron mdas de este

tiempo para reaccionar (Tabla 6 y Grafica 9). No hubo significacion estadistica

(P=0"406). El valor de la potencia fue de 0'083.

blioteca Digital, 2004

Tabla 7. Datos paramétricos de los grupos 1,2y 3.

Los recuentos plaquetarios de cada uno de los grupos no presentaron

diferencias significativas entre si (Tabla 7 y Gréfica 10), y los intervalos de
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confianza aparecen parcialmente solapados, por lo este pardmetro no parece

presentar ninguna caracteristica especifica respecto a los procesos estudiados.
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Resultados.

4. 2.- RESULTADOS CORRESPONDIENTES AL GRUPO 4.

Se evaluaron los mismos pardmetros de la agregacién plaquetaria “in
vitro” que en el caso anterior, asi como los recuentos plaquetarios, de ocho
perros con neoplasias malignas, antes y una hora después de la

administracién de VCR a dosis terapéuticas-

Los datos obtenidos en el grupo 4 se describen en las Tablas 8 y 9.
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Resultados.

S

Tabla 9. Datos no paramétricos del grupo 4.

4. 2. 1.- Agregaciéon maxima.

a) ADP.- Las plaquetas de todos los pacientes del grupo agregaron
frente a este agonista antes de la administracién de VCR (Ag Max ADP Pre
VCR>10%), hecho que no se produjo en dos de ellos en la medicién Post
VCR. Excepto en el paciente n° 8, que no experimentd cambios, todos los
animales evaluados mostraron una clara reduccién en la intensidad con que
agregaron sus plaquetas frente a este agonista, tras recibir su correspondiente
dosis de VCR (Tabla 8 y Grafica 11). Dicha réductién tuvo una clara
significacién estadistica (P=0"002).

b) COL.- Tras la adicién de este agonista, dos de las muestras (pacientes
2y 8) no agregaron antes ni después de la administracién de VCR. Otras dos,
que si presentaron agregacién Pre VCR, mostraron una completa inhibicién
del proceso tras recibir los pacientes el formaco en cuestién. En el resto de las
muestras analizadas también se observé un mayor o menor grado de
reduccién en el porcentaje agregatorio Post VCR con respecto al Pre VCR
(Tabla 8 y Grafica 12). Sin embargo, no se obtuvo significacién estadistica al

comparar los resultados (P= 0'060). La potencia tuvo un valor de 0'568.

¢) AA.- Nuevamente, las plaquetas de todos los pacientes del grupo
agregaron frente a este agonista (en seis de los casos por encima del 50%) y en
todos ellos, exceptuando otra vez al n° 8, se produjo una clara reduccién en

la intensidad de la reaccién. En dos de ellos (1 y 2) ocurrié que Ag Max Post
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VCR<10% (Tabla 8 y Grifica 13). Las diferencias apreciadas~ fueron
significativas (P=0"013).

4. 2. 2.- Pendiente.

a) ADP.- El ritmo de reaccién de las plaquetas tras la adicién del
agonista en cuestién se redujo en todos los casos, en algunos de forma
notable (5y 7), y guardando gran semejanza con la reduccién experimentada
por el porcentaje de agregaciéon méxima (Tabla 8 y Gréfica 14). Las diferencias

obtenidas fueron estadisticamente significativas (P=0'032).

b) COL.- Aquellos pacientes que reaccionaron positivamente a la
adicién de COL (todos excepto n° 2 y n° 8) redujeron notablemente su ritmo
de reaccién a este agonista en las muestras tomadas tras la administracién de
VCR (Tabla 8 y Grifica 15). Esta reduccién fue significativa (P=0"026)

¢) AA.- Cinco de las muestras Post VCR (1, 3,4, 5 y 7) disminuyeron
su ritmo de agregacién en relacién a las Pre VCR, dos (2 y 8) lo aumentaron
muy ligeramente, y una (6) no experiment6é cambios (Tabla 8 y Gréfica 16).

Las diferencias resefiadas no fueron significativas (P= 0'138).

4. 2. 3.- Tiempo hasta la mitad de la agregacién maxima.

a) ADP.- El tiempo de agregacion se redujo en 3 de los pacientes (1,2 y

6), especialmente en el n° 2 en el que, de un minuto en la toma Pre VCR

‘pas6 a 15 sgs en la Post VCR, se mantuvo constante en tres de ellos (3, 7y 8),

y aument6 levemente en los dos restantes (4 y 5) (Tabla 9 y Gréfica 17). No se

obtuvo significacion estadistica (P=0'094).

b) COL.- En este caso el tiempo de agregacién se redujo en cinco de las
muestras (1, 2, 3, 4 y 7), en grado variable. Una no presenté cambios (8) y las
dos restantes experimentaron un ligero aumento (Tabla 8'y Gréfica 18). El

estudio careci6 de significacién estadistica (P= 0'625).
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Resultados.

¢)-AA.- Las plaquetas de cinco de los pacientes (1, 2, 4, 6 y 7) mostraron
una cierta reduccién en el tiempo de agregacion, que en el caso n° 1 pasé de
7’8 minutos a reaccionar de forma inmediata. Los tres restantes prolongaron
el tiempo de agregacion de forma moderada, exceptuando el paciente n° 3,
cuyas plaquetas pasaron de un 1/2 T Ag Max Pre VCR= 0’3 min a uno de 7
min Post VCR (Tabla 9 y Grdfica 19). Los resultados no fueron
estadistiéamente significativos (P= 07945).

4. 2. 4.- Recuentos plaquetarios.-

Exceptuando al paciente n° 3, que experimenté un pequefio descenso
(de 262.000 Pre VCR a 253.000 Post VCR), los restantes animales
experimentaron un moderado a ligero aumento en el recuento de estos
elementos formes (Tabla 8 y Grifica 20), que no fue estadisticamente

significativo (P= 0'090).
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te en respuesta al ADP.
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Pendiente en respuesta al AA
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1/2 Tiempo hasta Ag Max en respuesta a COL
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1/2 Tiempo hasta Ag Max en respuesta a AA
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Plaquetas (/uL)

Grafica 10: Recuentos plaquetarios
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Ag Max (%)

Grafica 11: Agregacion maxima en respuesta a ADP
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Ag Max (%)

Grafica 12: Agregacion maxima en respuesta al COL
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Ag Max (%)

Grafica 13: Agregacion maxima en respuesta al AA
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Pendiente en respuesta al ADP
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te en respuesta al COL

Pendien

Grafica 15
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te en respuesta al AA
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Grafica 16
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1/2 Tiempo hasta Ag Max en respuesta a ADP

Grafica 17
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t agg chart

1/2 Tiempo hasta Ag Max en respuesta al COL
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1/2 Tiempo hasta Ag Max en respuesta al AA -

Grafica 19
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Discusion.

5. 1.- IDONEIDAD DEL METODO.

La agregometria plaquetaria por turbidimetria en PRP ha sido
utilizada rutinariamente como método de evaluacién de la funcionalidad de
estas células sanguineas (Mackin, 1995) tanto en investigacién oncolégica y
hematolégica como en la practica clinica (Remaley et al, 1989; George y
Shattil, 1991; Relford, 1992). Hemos preferido este método de evaluacién por
evitar las influencias de otros elementos formes, pues si bien la
manipulacién necesaria para la obtencién de PRP podria influir de algun
modo en los resultados, no es menos cierta la ejercida por los neutréfilos, los
hematies y la concentracién de estos (Clemmons et al.,, 1983; Ingemar-
Wojensky, 1984; Abbate et al., 1986; Nguyen et al, 1995). Ademads, el empleo
de tiempos de centrifugacién mas cortos y mayor velocidad, minimiza la
obtencién de poblaciones de plaquetas no representativas, obteniéndose

valores mas elevados de volimenes plaquetarios medios (Clemmons et al,
1983). '

La inhibicién de la agregacién plaquetaria frente al ADP y epinefrina
por la adicién de eritrocitos ha sido puesta de manifiesto experimentalmente
grupo de investigadores, si bien la inducida por el COL no parecié verse
afectada. Los hematies pueden interferir con la agregacién plaquetaria por
diversos mecanismos. En primer lugar, estas células sanguineas pueden
liberar ADP, que puede estimular la agregacién plaquetaria de un modo
directo, como se describi6 en la revisién bibliografica y por otra parte pueden
competir con la epinefrina, otro agonista capaz de inducir agregacién “in
vitro”. Ademds, se ha considerado la posibilidad de interferencia mecdanica

con la colisién plaqueta-plaqueta (Balduini et al., 1988).
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5.2.- AGREGACION PLAQUETARIA EN PERROS CON PROCESOS
INFLAMATORIOS CRONICOS.

Desconocemos la existencia de estudios en este sentido, si bien como
manifestamos en la seccién de revisién bibliografica, diversos cuadros
especificos humanos han sido estudiados por citometria de flujo y
marcadores inmunolégicos, pudiendo incluso cursar con hiperagregabilidad
debida a la presencia de mediadores de la inflamacién. Procesos como la
enfermedad de Crohn pueden tener como etiopatogenia infartos
microvasculares multifocales debidos la mencionada hiperagregabilidad,
puesta de manifiesto por turbidimetria “in vitro” y por citometria de flujo
(Collins et al., 1994; Collins y Rampton, 1997).

Al analizar estadisticamente nuestros resultados solo hemos
encontrado significacién estadistica (P=0"029). al evaluar la pendiente para el
AA (Tabla 7 y Gréfica 6). Hemos de tener en cuenta que la potencia (o
posibilidad de detectar diferencias significativas, expresada en tantos por
ciento) de todas las pruebas estuvo por debajo del valor deseado de (0’800),
por lo que los resultados negativos deben estudiarse con precaucién. Uno de
los principales motivos a los que puede deberse este valor de la potencia es el
bajo nimero de pacientes incluidos en el grupo. Al ser el Hospital
Veterinario Docente de la Universidad del Estado de Ohio un centro de
referencia, fue extremadamente dificil conseguir animales que cumplieran

los requisitos de inclusién establecidos para el estudio.

En todo caso, un 50% de los pacientes del grupo 2 respondieron con la
intensidad méxima al ADP, y en general mostraron mayor capacidad para
_reaccionar frente a este agonista que los animales incluidos en los dos grupos
restantes. Ademds, esta reaccidn se llevé a cabo en general en un tiempo mas
corto, y con un mayor ritmo de agregacion. Respecto al coldgeno, el Grupo 2
presentd el mayor porcentaje de muestras. que agregaron frente a este
agonista; y la respuesta al AA, en genefal débil, fue superior al 60 % en la
mitad de las muestras procedentes del Grupo 2. Si bien no podemos

afirmarlo debido al escaso nimero de muestras, los pacientes con
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inflamaciones crénicas diversas parecen poseer plaquetas hiperagregables en
relacién al comportamiento observado en las procedentes de perros
normales. Este hecho corroborarfa lo manifestado en estudios de procesos
inflamatorios més especificos. La participacién activa de los trombocitos
como células inflamatorias puede tener lugar de forma habitual en cualquier
situacién de esta indole, y presentar una mayor reactividad en todas sus
funciones, como respuesta a mediadores inflamatorios liberados por ellas
mismas o cualquier otro tipo celular implicado (Nash, 1994; Mannaioni,
1997). Por tanto, los estados anormales de coagulacién detectados en procesos
neoplasicos, podrian, al menos en parte, deberse a la concurrencia de
inflamacién. La razén por la cual no se manifiestan estados hiperagregables
en muchas ocasiones podria ser la utilizacién de antiinflamatorios,
esteroides o no, que atenuarfan o anularfan la capacidad de respuesta por
parte de los trombocitos (Schaffer, 1995). La clarificacién del proceso por el
cual se produce esta hiperagregabilidad, en la cual podrian intervenir otras
células inflamatorias, justificaria el desarrollo de investigaciones posteriores,
aumentando el niimero de casos a estudiar, y complementando el estudio
con otros métodos como la citometria de flujo y la detecciéon de marcadores
de actividad plaquetaria. Ademds, la agregometria en sangre completa podria
aportar interesante informacién, pues debemos considerar los efectos que

sobre la agregacién plaquetaria puedan tener los leucocitos (Zhou et al.,
1992).
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5 3. AGREGACI(’)N. PLAQUETARIA EN PERROS CON
NEOPLASIAS MALIGNAS.

Al estudiar los resultados obtenidos en el grupo 3 y compararlos con
los correspondientes al grupd control, no hemos obtenido diferencias con
significacién estadistica en ninguno de ellos. En general, los valores medios
. obtenidos tienden a ser menores en el grupo 3 que en el grupo 1, lo cual
supondria una menor agregabilidad, o bien que las plaquetas de estos
pacientes hayan sido activadas previamente y se hubiesen producido
microagregaciones en alguna etapa del procedimiento anterior a la
agregometria, si bien no se observaron agregaciones espontdneas en la fase
previa a la adicién de agonistas ni microagregados durante el recuento
celular. Estos resultados contrastan. con los de diversas investigaciones
llevadas a cabo en pacientes humanos y caninos con cdncer (Gassic et al,
1976; Honn, 1988, 1992: ), entre ellas con el trabajo recientemente publicado
por McNeil y colaboradores (1997), en donde el grupo de pacientes con céncer
por ellos estudiado mostrd una mayor y mas répida agregabilidad
plaquetaria en respuesta al COL, pero sin embargo, la reaccién al ADP fue en

general menor en ambos grupos que la observada por nosotros.

Esta aparente diferencia puede ser debida a varios factores. En primer
lugar, al hecho de que el citado grupo investigador trabajé con sangre
completa y no con PRP, y la presencia de los restantes elementos formes
ejerce una clara influencia sobre la medicién (Ingemar-Wojensky, 1984).
Ademas, se ha puesto de manifiesto una mayor agregabilidad plaquetaria
para el COL cuando se utiliza SC en lugar de PRP, en muestras procedentes

de una misma extraccién (Abbate et al., 1986).

En ambos estudios los pacientes incluidos en el grupo de enfermos
presentaban muy diversos tipos de neoplasias y en ninguno de los dos se ha
empleado criterio de clasificacién o subagrupamiento en base a las
- caracteristicas histopatoldgicas del tumor o el grado de afeccién clinica del
paciente. La capacidad agregante plaquetaria y la actividad trombdgena

varian notablemente de unos tumores a otros, segin se ha demostrado
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experimentalmente con diversas estirpes,;celula.res:_, tumorales humanas y
murinas (Gassic et al.,, 1976; Tanaka et al., 1986). Si ademés tenemos en
cuenta que aun no se han dilucidado completamente los mecanismos de
influencia de las neoplasias malignas sobre los de coagulacién y metéstasis,
no seria extrafia la existencia de un comportamiento diferente entre -dos
grupos heterogéneos de perros portadores de tumores malignos. Ambas
investigaciones se realizaron con pacientes afectados de tumores
espontaneos, y por lo tanto no es facil subdividirlos desde el punto de vista
practico, ya que tendrian que considerarse, ademds del tipo histolégico,
factores tan diversos como el grado de invasién local, la existencia o no de
metéastasis, el grado histolégico, la concurrencia de complicaciones
inflamatorias y/o infecciosas del propio tumor, o la concurrencia de otros
procesos morbosos no relacionados con este. Incluso se ha evidenciado la
influencia de distintas concentraciones de hematies en muestras de SC
(Clemmons et al, 1983), por lo que los valores de hematocrito,
frecuentemente anormales en pacientes cancerosos (Couto, 1986), podrian
constituir un factor de variacién. El disefio de un sistema de valoracién de
estas y otras posibles variables seria un paso previo extremadamente util a la
hora de analizar la valiosa informacién que los tumores espontaneos
pueden aportar. Ademas, la investigaciéon en este sentido se enriqueceria
enormemente con la cooperacién de varios hospitales universitarios que

coordinasen sus investigaciones de modo que sus datos fueran comparables.
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5. 4.- COMPARACION ENTRE LOS GRUPOS 2 Y 3.

Solo se obtuvo significacién estadistica para la pendiente tras la
adicién de ADP, en donde el valor de esta variable en el grupo 3 fue
significativamente menor que la misma en el grupo 2. En la totalidad de
variables restantes, medianas y percentiles o medias, desviaciones esténdar e
intervalos de confianza arrojaron valores. también mas bajos para el grupo 3
que para el grupo 2, y aunque no se obtuvo significacién estadistica, en
algunos casos el valor de P fue préximo al deseado de 0°05. La ausencia de
significacién estarfa notablemente afectada por el escaso ntmero de perros
que integran este grupo, haciendo pensar que si las circunstancias que
limitaron el tamafio de la muestra se pudiesen subsanar en experiencias
posteriores, los perros con cuadros inflamatorios crénicos podrian tener
plaquetas hiperagregables. La existencia de estados hiperagregables o
vprotrombéticos ha sido descrita en varias enfermedades inflamatorias
crénicas mediante la deteccién de marcadores inmunolégicos de activacion,
y cambios morfoldgicos en las plaquetas activadas, detectables por citometria
de flujo (Collins et al, 1994; Klinger, 1997; Mannaioni et al, 1997).
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5. 5- EFECTOS DE LA VCR SOBRE LA AGREGACION -

PLAQUETARIA EN PERROS CON CANCER.

Eri nuestro estudio ~hemos observado una disminucion de la
agregacion primaria, representada por la pendiente como en la secundaria,
expresada como agregacién maxima (Ag Max %), y un aumento en el tiempo
de agregacién de las plaquetas tras la administracién de VCR . La citada
disminucién en la agregacién primaria tuvo significacién estadistica en las
curvas obtenidas tras la adicién de ADP y COL (Tabla 9 y Graficas 14 y 15),
pero no en las correspondientes al AA (Tabla 9 y Gréfica 16). Tras la adicién
de este dltimo agonista se produjo una reduccién en la pendiente de cinco
de los pacientes evaluados, de forma menos notable que en los casos
anteriores, pero los tres restantes experimentaron un discreto aumento. Las
agregaciones secundarias fueron claramente mdas débiles en las muestras
Post-VCR que en las Pre-VCR. En las correspondientes a ADP y AA, esta
reduccién fue estadisticamente significativa, y aunque no lo fue para COL, el
valor de P era de 0"06, solo muy ligeramente mds alto que el deseado de 005,
y con un valor de la potencia de 0’568 que, como se ha comentado en varias

ocasiones, induce a admitir la significacién estadistica también para este caso.

Nuestros resultados estdn en la linea de las observaciones realizadas
por Matera et al. (1994) mediante la adicién “in vitro” de VCR a PRP de
humanos sanos, siendo también la turbidimetria ‘el método de evaluacion.
Sin embargo, contrastan con los obtenidos por Mackin y cols. (1995) tras la
administracién de VCR a perros sanos. Si bien el sistema de agregometria
utilizado por estos ultimos autores es el mismo que el nuestro, diversos
factores fueron diferentes entre los dos estudios. En la experiencia de Mackin
se emplearon solo dos de los agonistas usados por nosotros (ADP y COL)
pero a concentraciones diferentes y un tercero distinto y por tanto. no

comparable.

Sin embargo, creemos que la diferencia puede deberse a otro factor: el
tiempo transcurrido desde la administracién de la VCR y la obtencién de las

muestras, ya que Mackin y su grupo realizan las extracciones entre 24 horas y
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diez dias déspués "de haber.administrado el firmaco. Por ejemplo, este
retraso en la extraccién podria permitir la liberacién de nuevas plaquetas,
‘més activas. Los cambios inducidos por la VCR en las plaquetas ocurren de
forma rédpida (Stemberg et al, 1994), y ademias esta droga estimula la

liberacion de las citadas células por parte de los MC. Por tanto, al efectuarse la

medicién a partir de las 24 horas de la administracién del formaco, daria

tiempo a que las plaquetas afectadas por este fuesen fagocitadas por
macréfagos, o bien enmascaradas o sustituidas por otras mas recientemente
liberadas, quiza poseedoras de una mayor capacidad funcional, como
mecanismo compensatorio a la permanencia en el torrente circulatorio de
una cierta cantidad de trombocitos hipo o afuncionales. Este fenémeno
pasaria inadvertido en pacientes no trombocitopénicos, ya que como se vio
en la revisién bibliografica no es probable que produzca hemorragias, pero
no debe subestimarse en pacientes con TIM. En estos pacientes podria, en
ciertas ocasiones, darse la situacién de que las plaquetas circulantes con
actividad disminuida por la VCR, que ademés estin siendo fagocitadas por
los macréfagos, resulten insuficientes para desarrollar una adecuada
actividad hemostatica y hasta tanto no sean sustituidas, permitir un
aumento en la intensidad de hemorragias existentes, o la aparicién de las

mismas.

La irreversibilidad de la disfuncién plaquetaria inducida por la VCR
ha sido bien documentada de forma experimental, asi como la correlacién de
ésta con la aparicién de cambios morfolégicos en estas células (Stenberg et al,
1995). Por tanto, no es rﬁuy probable que las plaquetas afectadas puedan

recuperar su funcionalidad en perros con TIM.

Los resultados obtenidos en este estudio, podrian servir de apoyo y
explicacién a la mencionada observacién clinica de hemorragias. transitorias

tras la administracién del citado alcaloide a perros con TIM (Couto, 1986).

Otro aspecto de gran importancia en relacién a los resultados
obtenidos es la influencia que la droga pueda tener en la interaccién entre

plaquetas, células tumorales y endotelio vascular. La administracién de
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férmacos antitrombéticos, .como la prostaciclina (PGL) o sus derivados o
andlogos mds estables, reduce espectacularmente la incidencia de metéstasis
en modelos experimentales (Ho;in et al, 1981, 1986, 1992; Schneider et al,
1994). Sin embargo, y salvo contadas excepciones, los resultados obtenidos en
pacientes humanos y caninos con substancias antitrombéticas son mucho

menos espectaculares (Hamilton et al, 1987; Tzanakakis et al, 1993).

Considerando su via de administracién, ritmo de metabolizacién y.

posibles efectos adversos, la VCR no es una droga practica para usar a largo
plazo como inhibidora de metastasis. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que la administracién a corto plazo de este firmaco puede prevenir el

desarrollo de metéastasis, ademads de su efecto citotdxico.

En resumen conviene sefialar que los resultados obtenidos en nuestro
estudio sugieren la existencia de un incremento en la agregabilidad
plaquetaria en perros con procesos inflamatorios crénicos, en relacién a la
observada en perros sanos y con procesos neopasicos malignos, aunque
dicho incremento no alcance, para todos los pardmetros considerados en
ambas comparaciones-, una significacién estadistica por las razones expuestas
a lo largo de este capitulo. No obstante conviene destacar en este sentido las
diferencias estadisticamente significativas que se presentan entre perros
afectados por cuadros inflamatorios crénicos y perros con neoplasias
malignas; el ritmo de agregacién plaquetaria medido en PRP por el método

turbidimétrico tras la adicién de AA es mayor en el caso de los primeros.

También conviene sefialar que en nuestro estudio no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en la agregacién plaquetaria,

determinada por turbidimetria en PRP, entre perros con céncer y sanos.

Por otra parte quedan suficientemente probados los efectos de la
administraciéon de vincristina a perros con céncer sobre la agregacién
plaquetaria cuando esta es determinada en PRP por el método
turbidimétrico. Dichos efectos consisten en la inhibicién de la agregacién
plaquetaria primaria y secundaria, detectada una hora después de

administrar el citado fadrmaco. Estos efectos deben tenerse en cuenta a la hora
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de emplear este alcaloide en perros con TIM ya que la disminucién de la
actividad plaquetaria en perros trombocitopénicos puede dar lugar a

hemorragias espontaneas.
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Conclusiones

1%- La agregaciéon plaquetaria, medida por turbidimetria’ en plasma
rico en plaquetas, no presenta diferencias estadisticamente significativas

entre perros con procesos inflamatorios crénicos y perros sanos.

2%~ La agregacién plaquetaria, medida por turbidimetria en plasma
rico en plaquetas, no presenta diferencias estadisticamente significativas

entre perros con neoplasias malignas y perros sanos.

3.- La agregacién plaquetaria, determinada en plasma rico en plaquetas
por el método turbidimétrico frente al ADP presentd un ritmo de agregacién
mayor en el grupo de perros afectados de cuadros inflamatorios crénicos que

en los afectados de neoplasias malignas.
4°.- La administracién de vincristina a perros con céncer determina

una inhibicién de la agregacién plaquetaria primaria y secundaria una hora

después de la citada administracion..
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Resumen.

Las alteraciones hematoldgicas. asociadas: a neoplasias malignas del
hombre y los animales domésticos son relativamente comunes, ya sea como
frecuente complicacién del proceso maligno, o como hallazgo laboratorial de
desconocida significacién clinica, destacando entre ellas las relacionadas con
funcién plaquetaria. Ademds, estas células sanguineas desempefian un labor
de importancia creciente en la enfermedad metastdsica. El estudio de la
agregacién plaquetaria en plasma rico en plaquetas por turbidimetria es un
método valido y ampliamente utilizado para evaluar la funcionalidad de los
trombocitos en distintas situaciones morbosas. Se ha postulado la posibilidad
de que la cronicidad frecuente en la mayoria de los procesos neoplasicos
pueda ser en parte, responsable de las alteraciones funcionales a menudo
observadas. En el presente estudio, hemos evaluado la agregacion
plaquetaria frente al ADP, COL y AA en veintiin perros de varias razas y
edades, con neoplasias malignas, comparédndola con la de seis perros con
procesos inflamatorios crénicos y dieciséis animales sanos, que actuaron
como grupo control. La intensidad de reaccién, medida por la pendiente de
la curva de agregacién, al emplear AA como agonista, fue significativamente
mayor (P=0'029) para el grupo de perros con inflamaciones crénicas al
compararlo con los afectados de cancer. Si bien no se obtuvieron valores
significativos desde el punto de vista estadistico para las restantes variables,
en la mayoria de los casos, los valores procedentes del grupo de perros con
cuadros inflamatorios crénicos fueron mds altos que los de aquellos
afectados de cancer, mostrando los animales sanos unos valores a menudo
intermedios entre los grupos antes mencionados.

Paralelamente, se evalué la funcién plaquetaria antes y una hora

‘después de la administracién de 0’5 mg/kg. de vincristina en ocho perros
con tumores espontdneos en fase de remisién, mediante el mismo método.
Las respuestas al ADP y COL fueron significativamente mas bajas tras la
administracién de VCR (P=0'032 y P=0'013, respectivamente). La agregacin
méxima tras la administracion de VCR también se redujo de forma

significativa frente a ADP y AA (P=0'002 y P=0"013 respectivamente).
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Summary.

Hematologic abnormalities are a common finding in man and
domestic animals affected with cancer, either as a frequent complication -of
the malignancy, or as laboratory findig with or without clinical significance.
Among them, special interest is focused on those related with hyper or
hypofunctional platelets, of growing interest since it plays an extremely
important role in the process of metastases. Turbidimetric evaluation of
’plételet-rich plasma samples is a validated method for assesing platelet
function in man and animals with different diseases, and the effects of
different drugs. Platelet hyperfunction has been found in man and animals
with malignancies, and the possible role of chronicity has been considered.

We have evaluated platelet function in response to ADP, COL, and
AA in 21 dogs with malignancies of different histological classification in
comparisson with 6 others with chronicities and a third group of 19 healthy
dogs serving as control. The slope of the aggregation curve in response to
ADP was significantly higher in dogs with chronic diseases than in any of
the other groups. No statistical significance was obtained for the rest of the
variables studied, but in general, values obtained from vthe dogs with
chronicities were higher than those with malignancies. Values obtained
from platelets of healthy dogs were usually between the other two groups.

Vincristine is a plant alkaloid widely used both as a chemotherapeutic
drug in various types of cancer, and as protrombocytic in dogs affected of
immune thrombocytopenia. Platelet aggregation was also evaluated before
and after administration of 0.5 mg/ m?’ of vincristine in 8 tumor-bearing dogs
(7 with lymphoma and 1 with hemangiosarcoma). Aggregation was
performed with the same procedure as previous groups, and ﬁsing the same
agonists. The slopes for aggregation in response to ADP and COL were
significantly lower after administration of vincristine (P=0.032 and P= 0.026
respectively). Maximal aggregation was significantly lower in response to
ADP and AA (P= 0.002 and 0.013 respectively).
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