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LAS METASTASIS DE TUMORES MALIGNOS SON UNA DE LAS CAUSAS MAS
FRECUENTES DE MUERTE TANTO EN HUMANOS COMO €N ANIMALES DE comPARTA
CON CANCERs LAS PLAQUETAS JUEGAN UN PAPEL IMPORTANTE EN EL
ASENTAMIENTO Y DESARROLLO DE LAS MISMASs POR TANTOy LA MODULACION
DE LA ACTIVIDAD PLARUETARIA PODRIA REDUCIR LA PREVALENCIA Y GRAVEDAD
DE ESTASs

METASTATIC DISEASE 15 ONE OF THE MOST COMMON CAUSES OF DEATH BOTH
IN HUMAN AND IN COMPANION ANIMALS AFFECTED WI1TH CANCER. PLATELETS
FPLAY AN IMPORTANT ROLE IN TUMOR PROGRESSION AND METASTASIS. YIODULATION
OF PLATELET ACTIVITY MAY REDUCE THE PREVALENCE AND SEVERITY OF THOSE

COMPLICATIONS.

n este trabajo se evallan los

PRESENTACION?
efectos de las neoplasas
malignas, inflamaciones

crénicas y un quimioterapico

frecuentemente utilizado, en la
funcionalidad plaquetaria, mediante la
técnica de agregometria.

INTRODUCCIAN

Las plaquetas o trombocitos, las
mas pequenas de las células sanguineas,
ademas de su conocido papel en la
coagulacion sanguinea desempefian
otra serie de importantes misiones
segun se ha puesto de manifiesto en
las Ultimas décadas. En primer lugar,
las plaquetas interactlan con otras
células inflamatorias, como neutréfilos
y macréfagos, modulando la actividad
de éstas en ambos sentidos. Ademads,
su intervencion se ha demostrado como
decisiva en diversos procesos
patoldgicos, como el sindrome de distrés
respiratorio o la enfermedad de Crohn
en humanos.

Por otra parte, ciertos aspectos de
las metdstasis de tumores malignos
necesitan de la presencia y actividad
plaguetaria para desarrollarse. Segun
se ha descrito ampliamente en la
literatura especializada, al inyectar
células tumorales a animales de
experimentacion, su asentamiento y
desarrollo (metdstasis) se reducia
notablemente si el animal habia sido
previamente privado de sus plaquetas,

o si la actividad de éstas se atenuaba
mediante ciertos farmacos. Estas
reducciones, que en ocasiones
superaron el 90%, no se han
reproducido de forma satisfactoria en
pacientes humanos o caninos con
tumores espontaneos, sin que hasta el
momento se hayan aclarado
completamente las causas.

En base a lo expuesto, la
investigacion de la actividad plaquetaria,
de las condiciones patolégicas que la
exacerban o atendan y de los farmacos
capaces de inhibir su actividad, es de
gran importancia tanto en oncologia
como en otros campos de la medicina.

La investigacion clinica, esto es, en
pacientes reales con enfermedades de
presentacion espontanea no inducidas
experimentalmente, puede aportar una
considerable informacién a ciertos
campos de la medicina humana,
especialmente a la oncologia, ya que
gran parte de las investigaciones en ese
sentido se realizan fundamentalmente
en roedores de laboratorio, con células
tumorales procedentes de cultivos
celulares, con lo que la situacion asf
creada puede llegar a alejarse de la
realidad clinica. La incidencia de cancer
en los animales de compafia va en
aumento, posiblemente por estar
sometidos a nuestras mismas condi-
ciones de vida y medioambientales, por
lo que las observaciones realizadas en
ellos pueden aportar una valiosa
informacion para el estudio de dicho
proceso morboso en los humanos.



Paralelamente, ha aumentado el nimero
de animales de compafiia que reciben
tratamientos quirdrgicos y/o
farmacoldgicos para sus neoplasias
malignas y el estudio de su respuestas
y evolucion no debe desaprovecharse.

Hasta el momento no abundan los
estudios comparativos entre la actividad
plaguetaria 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
inflamacion crénica “per se” es también
capaz de inducir cambios en la citada
actividad plaguetaria, en un intento de
evidenciar la influencia del cuadro
inflamatorio asociado a muchos de los
procesos neoplasicos.

Por ultimo, la actividad y nimero
plaguetario son dos factores que se ven
afectados por el empleo de vincristina,
un alcaloide extraido de una planta, la
Catharanthus roseus G Don (antes
Vinca rosacea Linn.) frecuentemente
empleado como agente quimioterapico
en el tratamiento de diversas neoplasias
y como estimulante de la produccién
de plaguetas en las trombocitopenias
inmuno-mediadas (TIM), procesos en
que el propio organismo destuye las
plaguetas, dando lugar a graves
complicaciones hemorrdagicas (Yeon,
1974; Jackson y Edwards, 1977; Green
et al., 1982). Los alcaloides de la Vinca
ejercen su accién como agentes
antimicrotubulares y como tales se les
clasifica. Siendo los microtubulos unas
estructuras muy abundantes y altamente
funcionales en el citoesqueleto de la
plaqueta, es logico pensar que el empleo
de este compuesto en un paciente
pueda producir alteraciones en la
morfologia y actividad éstas células
(Steinhertz, 1976, Bee, 1980; Stenberg
et al, 1995).

Crefmos por tanto necesario
comparar la actividad plaquetaria antes
y después de la administracion 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 TIM, e
indirectamente su potencial efecto
inhibidor o modulador en el
establecimiento y desarrollo de
metastasis.

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
investigacion 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
Investigacion 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 afios, dirigidas por
el citado Profesor Couto y el Profesor
Gary Kociba, este ultimo del
Departamento de Biociencias.

ORJETIVOS

1.- Determinar los efectos de la
inflamacion crénica sobre la agregacion
plaquetaria del perro.

2.- Estudiar la agregacion plaquetaria
en perros con neoplasias malignas.

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

4.- Evaluar el efecto de la vincristina
a dosis terapéuticas sobre la funcionalidad
plaquetaria de perros con cancer.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO:

Este estudio se compone de dos
partes bien diferenciadas, tanto desde
el punto de vista de los pacientes
estudiados, como de la interpretacion
y estudio de los resultados obtenidos.
La primera parte consistié en la
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comparaciéon de los efectos en la
agregacion plaquetaria de neoplasias
malignas e inflamaciones crénicas entre
si y con un tercer grupo de control
formado por animales sanos. En la
segunda, se evaluaron los efectos de la
vincristina en 7 pacientes caninos con
linfoma maligno (LSA), es decir cada
uno de estos perros fue comparado
consigo mismo antes y después de la
administracion del citado farmaco.
Ambas partes, por tanto, se describen
por separado.

T« EFECTOS DE NEOPLASIAS
MALIGNAS Y PROCES0OS
INFLANMATORIOS CRANICOS
EN LA AGREGACIAON
PLAQUETARIA £EN PERROS.

MATERIAL Y METODOS

Todos los animales incluidos en el
estudio fueron pacientes del Hospital
Veterinario Docente de la Universidad
del Estado de Ohio (UEO).

La actividad plaquetaria puede
evaluarse por distintos medios, que
podemos simplificar en tres grupos. El
primero y por mas tiempo empleado es
la agregacion plaquetaria “in vitro” , que
consiste en hacer reaccionar a las
plaguetas mediante ciertas substancias
biolégicas llamadas agonistas, de manera
que con un aparato llamado agregémetro
podamos determinar la capacidad de
respuesta a dichos agonistas. Este método
puede realizarse en sangre completa o
en plasma rico en plagquetas, obtenido
por separacion de la mayor
parte de éstas del resto de

Variable Media SD Media SD p-valor 9|ementos formes.
Plaquetas (ul) 289,000 79,353 331,714 8973426 0.6
1/2TMaxAg ADP 0.3 031 0.19 0.11 048 A
B ! ! El segundo método de
12TMaxAgCoL 117 117 0.81 0.76 0.25 s . .
evaluacion es la citometria
1/2 T Max Ag AA 145 282 0.36 034 0.50 . 2 .
de flujo, técnica muy
Slope ADP 54.29 3187 27.86 1228 0.02* .
sensible que detecta los
Slope COL 52.43 4551 2143 2263 0.06 . L, .
cambios morfoldgicos que
Slope AA 34.86 34.10 19.00 11.34 025 . |
Max ADP 6043 3076 3257 2329 003* expzrlmen’iqn . 0s
Max COL 52.43 45,51 2757 3437 0.04* trom_ OCltOS a ,lnlloar su
Max AA 67.71 3099 4214 31.44 003* aCtl\/Id.a,d' POr UItlmO' |a
deteccion de marcadores

TALKLA 1. MEDIAS Y DESVIACIONES TIPICAS (SD) DE
RECUENTOS PLAQUETARIOS EN PRO, TIEMPO HASTAH

de actividad plaquetaria,

LA MITAD DE LA AGREGACION MAXIMA FENDIENTE Y

N°de raza edad sexo diagndstico Pit/pL
caso (afios)

1 Collie 6 H T 390000
2 Délmata 8 HE Sarcoma 284000
3 Labrador retriever 11 MC HSA 312000
4 Golden retriever HE LSA 326000
5 Shar-Pei HE HSA 200000
6 Mestizo 15 HE MC Il 290000
7 Boxer 6 H ADC man 340000
8 Caniche 7 HE ADC man 360000
9 Basset Hound 10 HE Sarc histiocitico 326000
10 Beagle 10 HE HP 310000
" 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 BDC he atocel. 364000
15 Mestizo 12 MC BDC he atocel. 338000
16 Labrador retriever 10 HE Schwannoma mal. 298000
17 Labrador retriever 10 M MC Il 225000
18 Golden retriever " HE HP 392000
19 Cocker Spaniel 10 HE MC Il 375000
20 Airedale terrier 14 HE HSA metastdtico 220000
21 Golden retriever 4 MC MCil 200000

TARELA 2« PACIENTES CON NEOPLASIAS MALIGNAS (GRUFO X).
H= HEMERA, M= MACHO, HE= HEMERA ESTERILIZADA,
MC= mACHO CASTRADO, PLT= PLAQUETAS, ADC= ADENOCARCINOMA

MALIGNO, CT= CARCINOMA DE CELULAS TRANSICIONALES,
HEFA= HEMANGIOSARCOMA, HP= HEMANGIOPERICITOMA,
LSf= LINFOSARCOMA, MC= mASTOCITOMA. 1y 11, 111= GRADO 1,11 & 1M1

como lo son por ejemplo las p-selectinas,
consiste en determinar en la superficie
plaquetaria la existencia de determinadas
proteinas que solo se exteriorizan al
activarse estas células. Al ser estas dos
técnicas de introduccion relativamente
reciente, no se disponia de suficientes
datos comparativos en la literatura
veterinaria, por lo que optamos por la
agregometria “in vitro” técnica que
ademas habia sido utilizada en numerosas
experiencias anteriores por el grupo
investigador de Facultad de Medicina
Veterinaria de la UEO con que
desarrollamos nuestras investigaciones.

a) Seleccién de pacientes. Los
perros de este estudio se incluyeron en
uno de los tres grupos siguientes:

Grupo 1. Dieciséis perros sanos,
llevados al Hospital Veterinario Docente
de la UEO para chequeos y/o
procedimientos quirdrgicos rutinarios.

Grupo 2. Seis perros con
enfermedades inflamatorias crénicas
(Tabla 2).

Grupo 3. Veintiln perros con
neoplasias malignas, confirmadas por
diagndstico citoldgico y/o histopatoldgico
(Tablas 1y 2).

Ninguno de los pacientes aqui
incluidos habia recibido medicacion alguna
durante las Ultimas tres semanas y habfa
ayunado al menos doce horas antes de
la extraccion de la muestra.

b) Toma de muestras. A cada uno
de los animales se les extrajo al menos
4’5 ml. de sangre de una vena yugular,

AGREGACION MAXIMA.LOS ASTERISCOS INDICAN
SIGNIFICACION ESTADISTICA
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poniendo especial cuidado en realizar
una puncién limpia y no someter a estrés
al paciente durante el proceso. No
obstante, si la manipulacion necesaria
producia excitacién o temor evidente,
el paciente era excluido del estudio. La
muestra asi obtenida se depositd
cuidadosamente en un tubo de cristal
siliconizado con 0,5 ml de citrato sddico
al 3,8% (Venoject, Terumo, Elkton, Md,
EE UU).

¢) Obtencién de plasma rico en
plaquetas (PRP). Una vez obtenida, la
muestra se centrifugé 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
continuacion, 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.

d) Obtencion de plasma pobre
en plaquetas (PPP). Una vez extraido
el PRP, el resto de la muestra era
nuevamente centrifugado, ahora a 3000
rom, durante 20 minutos, y el
sobrenadante era igualmente
almacenado en un tubo de polistireno.

e) Recuento plaquetario. Cada
muestra de PRP fue sometida a 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).

f)Método de agregacion
plaquetaria. La agregacion se realizd
utilizando un método turbidimétrico en
un agregometro de 4 canales vy
autocalibrable PAP-4 Platelet
Aggregation Profiler (Bio-Data
Corporation, Horsham, PA, EE UU),
siguiendo las instrucciones del
fabricante. La velocidad de rotacién de

los pocillos se ajusté a 900 r.p.m. y se
colocaron 200 pL alicuotas de PRP en
3 tubos de cristal de fondo plano
siliconizados ( Bio-Data Corp., Horsham,
PA, EE UU). En los mismos se dejo
incubar la muestra a 37° C durante 3-
5 minutos. Seguidamente, se colocaron
200 uL de PPP en otro tubo de iguales
caracteristicas con el fin de establecer
los datos de referencia de agregacion
al 100%. A continuacion, se colocé una
barrita agitadora imantada y siliconizada
en cada uno de los 3 tubos de PRP, que
se insertaron en los pocillos del
agregdmetro donde previamente se
habfan colocado microadaptadores para
tubos pequenos.

La agregacion se indujo usando 20 uL
de cada uno de los siguientes agonistas:
ADP a una concentracion 2 x 10-4 M, COL
a una concentracion de 0,19 mg/mly AA
a una concentracion de 5 mg/ml, todos
ellos obtenidos comercialmente (Bio-Data
Corp., Horsham, PA, EE UU). El patrén de
agregacion se obtuvo durante al menos 10
minutos. Siempre que la muestra lo permitio,
la prueba se repetia al menos una vez,
excluyéndose del estudio aquellas que
presentaron patrones de agregacion
claramente diferentes entre las repeticiones.

g) Paradmetros estudiados. Se
estudiaron los siguientes parametros: Mitad
del tiempo transcurrido desde la adicién de
cada agonista hasta la agregacion maxima
(172 T Ag Max); pendiente (Slope), nimero
sin unidad calculado por el agregdémetro y
agregacion maxima obtenida (Ag Max),
expresada en tantos por ciento del
incremento de transmision de luz a través
de la muestra. Los valores obtenidos fueron
analizados estadisticamente por métodos
adecuados.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se resumen
en las tablas 1 a 3. Todas las muestras
agregaron en presencia del ADP pero
la respuesta a los otros dos agonistas
fue menos uniforme. En todos los casos,
la potencia de la prueba, esto es, la

ARTICULOS

TIPO HISTOLOGICO N °DE
CASO

CARCINOMAS 7
T 1
ADC tiroideo 2
ADC hepatocel. 2
ADC mamario 2
SARCOMAS 9
HSA 4
HP 2
Sarcoma histocitico 1
Sarcoma indiferenciado 1
Schwannoma 1
N. HEMATOPOYETICAS 5
LSA 1
MC 4

2

TOTAL 1

TARLA X. CLASIFICACION HISTOLOGICA
DE LOS TUMORES.
LEYENDA: VER TAELA 2
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Los
TROMEOEMEOLISMOS
cComMmo COmMPLICACIAN

EN PACIENTES
CANINOS CON
CANCER NO ESTHAN
TAN AMPLIAMENTE
DESCRITOS £N
PERROS COMO LO
ESTAN EN PACIENTES
HUMANOS
AFECTADOS DE
DICHA ENFERMEDAD

FACIENTE CANIND AFECTADO DE
LINFOMA
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probabilidad de detectar diferencias
entre los grupos estudiados, expresada
en tantos por ciento fue inferior al valor
deseado de 0'800. En todos los casos
en que el valor de la potencia es inferior
a 0’800, los resultados negativos deben
evaluarse con reservas.

DISCUSION

En nuestro estudio no encontramos
diferencias significativas en los patrones
de agregacion entre ninguno de los tres
grupos estudiados.

Sin embargo, las diferencias entre
grupos podrian haber sido significativas
si se hubiesen evaluado mas pacientes
caninos con enfermedades inflamatorias
crénicas. Esto no pudo conseguirse
debido a la dificultad de encontrar este
tipo de pacientes en un Hospital
basicamente de referencia, en el que la
mayoria de los pacientes han sido
sometidos a varios tratamientos antes
de ser remitidos al mismo.

Si bien en un estudio realizado sobre
100 perros con cancer sin alteraciones
hemostéticas aparentes desde el punto
de vista clinico, 83 presentaron
anomalias en alguna prueba de
coagulacion, no se evalu6 aqui la
funcionalidad plaquetaria (Madewell et
al, 1980). En un estudio mas reciente
(McNeil et al, 1997), se demostro la
existencia de una mayor agregabilidad
plaquetaria en sangre completa de
perros con cancer. Los mecanismos por
los que los tumores malignos ejercen
su influencia en los sistemas de
coagulacion no han sido
completamente aclarados, aunque
varios se han propuestos y confirmado
experimentalmente (Gassic et al, 1976;
Honn et al 1986; Waltz, 1992 ). La
agregacion plaquetaria inducida por
células tumorales se ha puesto de
manifiesto tanto en vivo como “in
vitro”; la intensidad de la agregacion
parece ser directamente proporcional
a la capacidad de metastatizar del tumor
(Honn et al, 1992). Ademas, los
recuentos plaguetarios y los tiempos de
supervivencia estan influenciados por

el tipo y extension del tumor (O'Donnell
et al, 1981). Otros mecanismos
asociados a tumores e involucrados en
el desarrollo de metastasis pueden no
afectar directamente a las plaquetas,
sino actuar directamente sobre las
interacciones célula tumoral-célula
endotelial-matriz extracelular. El bloqueo
de esta fase es uno de los objetivos de
los tratamientos antimetastasicos
(Schneider et al, 1994).

Los tromboembolismos como
complicaciéon en pacientes caninos con
cancer no estan tan ampliamente
descritos en perros como lo estan en
pacientes humanos afectados de dicha
enfermedad. Se han propuesto tres
mecanismos como explicacion de este
proceso:

a) Dano al endotelio vascular, bien
por traumatismo directo de las células
tumorales, menos deformables que las
células normales, que al quedar
encajadas en estrechos capilares dan
lugar a la activacion del sistema de
coagulacién asi como al
desencadenamiento de diversas
reacciones inflamatorias, o por la
presencia de vasos intratumorales con
endotelio incompleto.

b) Agregacion plaquetaria inducida
por células tumorales cuya intensidad,
como se describe mas arriba, vendria
determinada por tipo y extension del
tumor.

¢) Activacion directa de la
coagulacion, bien desencadenando
primariamente la cascada o bien
suprimiendo los anticoagulantes naturales
(Schneider et al, 1994).

En la especie humana, la aparicion
de cuadros tromboembdlicos puede
preceder, e incluso hacer sospechar la
existencia de un proceso canceroso, meses
o aflos antes de que este Ultimo sea
detectable por cualquier método
diagnostico. La prevalencia de
tromboembolismos en pacientes
humanos cancerosos es mas alta en ciertos
tipos de tumores, como los
adenocarcinomas gastricos secretores de
mucina y otros tumores mamarios,



prostaticos o pancraticos. (Schneider et
al, 1994; Rickles y Edwards, 1983).

Por tanto, el tipo, extension y
vascularizacion del tumor, grado de
alteracion del endotelio vascular
intratumoral y traumatizacién del
endotelio por parte de las células
tumorales, junto con la presencia o
ausencia de metéastasis pueden haber
afectado en mayor o menor grado a la
funcion plaquetaria y ser parcialmente
responsables de la variabilidad existente
dentro los perros incluidos en el grupo
3 (Weiss et al, 1988). Debe ademas
considerarse el hecho de que la
agregometria puede no poseer la
sensibilidad suficiente para detectar
todo tipo de alteraciones de la funcién
plaquetaria.

Como se apunto antes, en nuestro
estudio no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los
tres grupos evaluados, si bien un mayor
numero de pacientes con enfermedades
inflamatorias cronicas podria haber dado
lugar a diferente resultado, por lo que
parece verse en la mayoria de estos, ya
que en varios casos mostraron una
mayor agregabilidad que la apreciada
en los pacientes de los restantes grupos
y la Unica variable en que se observo
significacion estadistica fue en este
sentido. Sin embargo, y basandonos
estrictamente en nuestros resultados,
la presencia de inflamaciones crénicas
no parece afectar la agregacién
plaquetaria en perros, aunque estudios
futuros evaluando un mayor nimero
de pacientes de esta especie usando
agregometria y demas técnicas “in vitro”
u otros métodos para detectar la
presencia de plaquetas circulantes en
estado activado daria muy
probablemente otros resultados
(Mannaioni et al, 1997).

Nuestros hallazgos contrastan con
los obtenidos en un estudio previo en
el cual se observé hiperagregabilidad
en perros con neoplasias malignas
mediante agregometria en sangre

completa (McNeil et al, 1997). Las
citadas diferencias se deben
probablemente al empleo de diferente
metodologia (agregometria en sangre
completa o en plasma rico en plaquetas).
No debemos olvidar el hecho de que
no existe el método ideal para
evaluacion de funcién plaquetaria y que
en ningun caso de los dos estudios, los
pacientes mostraron alteraciones
hemorragicas o tromboembolismos
clinicamente apreciables, por lo que es
dificil determinar si evidentemente hay
anomalias en la funcién plagquetaria de
perros con neoplasias malignas. En
consecuencia, el empleo de las nuevas
técnicas antes descritas, conjuntamente
con la agregometria en plasma rico en
plaguetas o en sangre completa, pueden
ser el Unico camino razonable para dar
una respuesta precisa a la existencia o
no de anomalias en la funcién
plaguetaria de perros con cancer.

=2« EFECTOS DE LA
VINCRISTINA SORRE LA
AGREGHACION
PLAQUETARIA EN PERROS
CON LINFOMA

Como se describe en la
introduccion, esta parte del estudio tiene
por objeto evaluar los efectos de una
dosis terapéutica de vincristina en la
agregacion plaquetaria de perros con
LSA, una frecuente neoplasia de células
linfaticas. Pero el hecho que determina
el disefo y ejecucion de este aspecto
en nuestra investigacion es una
observacion realizada por uno de los
autores de la misma (C. G. Couto) en
base a la cual, al administrar vincristina
a perros con trombocitopenias
inmunomediadas, alguno de estos
animales mostraba un agravamiento
transitorio del cuadro hemorragico, a
pesar del aumento apreciable del
ndmero de trombocitos en sangre. En
un intento de responder a esta incégnita
discutida desde hace afios, decidimos
observar el efecto del farmaco en una
situacion clinica que, si bien es diferente,
podria aportar una interesante informacion.

ARTICULOS
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Hemos de aclarar que evaluar funcion
plaquetaria en perros trombocitopénicos,
usando plasma rico en plaquetas, conllevaria
la extraccion de unos volimenes de sangre
dificilmente obtenibles sin comprometer en
muchos casos la vida de estos pacientes.
Recordemos que solo evaluamos en nuestro
trabajo pacientes con duefio que acudian
al Hospital Docente de la OSU y que en
ningin momento se emplearon animales
de experimentacion.

MATERIAL Y METODOS

Seleccién de pacientes. Siete perros,
presentados a consulta en el Servicio de
Oncologia y Hematologia del Hospital
Veterinario Docente de la OSU se
seleccionaron de acuerdo a los siguientes
criterios: Todos fueron diagnosticados de
LSA por examen cito y/o histologico; dicha
neoplasia se hallaba en todos los casos en
fase de remisién, esto es no presentaban
sintomatologia clinica alguna relacionada
con el citado proceso; estaban sometidos
a un protocolo quimioterdpico que incluyese
vincristina (Vincristina, sulfato, Oncovin, Elly
Lilly and Co., Indianapolis, IN EE UU), habian
ayunado por lo menos 12 horas previas a
la obtencién de la primera muestra y no
presentaban ninguna otra anomalia clinica
ni hematolégica.

La primera muestra (Pre-VCR) era
extraida de la yugular después de completar
un examen fisico sin incidencias. Tras la
obtencién de un hemograma completo y
perfil bioguimico normales, se les administro
VCR a una dosis de 0'5 mg/m2, en forma
de bolo intravenoso, utilizando a tal fin una
vena cefdlica. Una hora més tarde se extraia
la segunda muestra (Post VCR) de la otra
yugular.

Seis de los pacientes habian sido
diagnosticados de LSA multicéntrico y el otro
de LSA gastrointestinal. Los siete recibian un
protocolo poliquimioterapico denominado
COAP (Cidlofosfamida, VCR, arabinésido de
citosina y prednisona).

El procesamiento de las muestras y el
método de agregacion fueron idénticos a
los descritos en los apartados

correspondientes de la seccién | de este
articulo. El andlisis estadistico consistid en
una prueba de Wilcoxon para datos
pareados.

RESULTADOS

Se resumen en la tabla 1y se
describen en las figuras 1 a 3.

DISCUS1ON

Hemos observado una disminucion
significativa tanto en la agregacion maxima
como en la pendiente tras la administracion
de una dosis terapéutica de VCR a perros
con LSA. Estos resultados contrastan con
los descritos por Mackin et al (1995) en
perros normales a los que se les habia
administrado VCR. Aungue la metodologia
en dicho estudio fue similar a la empleada
por nosotros, diversos factores fueron
diferentes. Por ejemplo, sélo uno de los
agonistas (ADP) se empled en ambos
estudios e incluso en este caso, las
concentraciones finales utilizadas fueron
diferentes. Ademés, los intervalos de tiempo
en que se obtuvieron las muestras fueron
notablemente diferentes. Estos autores
extrajeron sangre de sus perros entre uno
y diez dias tras la administracion del farmaco,
mientras que nosotros lo hicimos una hora
después. El retraso en la obtencion de las
muestras puede dar lugar a la liberacion de
nuevas plaquetas, quizé mas competentes
desde el punto de vista hemostatico. Los
cambios inducidos por la VCR ocurren
rapidamente (Stemberg et al, 1995) y
ademas esta demostrado que el farmaco
que nos ocupa estimula la liberacion de
plaquetas desde los megacariocitos (Green
et al, 1985). Debido a estos efectos, puede
tener lugar la liberacién de nuevas y més
activas plaquetas sin que se produzca un
incremento apreciable de éstas en perros
con TIM ya que las plaquetas afectadas
podrian ser fagocitadas por los macréfagos.
Estos ultimos, al ingerir plaguetas
conteniendo VCR pueden experimentar
una disminucién de su actividad fagocitica,
siendo éste el mecanismo de accion
propuesto para la VCR en TIM. Como
comentamos mas arriba, los efectos
negativos de la VVCR no tienen que dar lugar



necesariamente a hemorragias espontaneas
en perros no trombocitopénicos, si bien
esto es factible en animales con un bajo
recuento plaquetario.

La irreversibilidad de la disfuncion
plaquetaria inducida por VVCR ha sido bien
documentada, asi como su correlacion con
un progresivo deterioro morfologico
(Stemberg, 1995). La realizacién de un
estudio en el cual las muestras se extraigan
a intervalos determinados durante las 24-
48 horas siguientes a la administracién de
farmaco, puede aclarar estos aspectos. Sin
embargo, el ser nuestro estudio realizado
en animales de compafia en régimen
ambulatorio, no era ése un disefio practico
ni factible. Nuestros resultados soportan la
observacion clinica de que la VCR puede
inducir hemorragias espontaneas transitorias
debido a una alteracién funcional en las
plaquetas.
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