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Resumen

Introduccidn: Diversos estudios demuestran que las velocidades de cizallamiento elevadas
provocan activacion plaquetaria. Sin embargo, no esta descrito como se comportan las
plaquetas activadas por cizallamiento ante estimulos posteriores. No esta bien establecido
si las plaquetas después de activarse por cizallamiento en el flujo sanguineo in vivo
responden mas o menos a la subsiguiente accion de agonistas fisiologicos, como el ADP
(adenosine diphosphate ‘difosfato de adenosina’). Esta es la cuestion abordada en el
presente estudio, en el que se remedan in vitro las condiciones del flujo sanguineo en las
arterias no estenoticas.

Material y métodos: Se valora la activacion plaquetaria mediante citometria de flujo. El
cizallamiento se induce en un viscosimetro de cono y plato a una velocidad de 230s~", que
remeda el cizallamiento fisioldgico del flujo sanguineo en las arterias sanas. Como
marcadores de activacion se determinan el antigeno CD62, el complejo glucoproteinas
IIb/1lla en su forma activa y la formacion de los microagregados plaquetarios (MAP).

Se valora el porcentaje de plaquetas activadas espontaneamente y el nimero de los MAP.
Seguidamente, se valora el porcentaje de las plaquetas activadas y los MAP tras estimular
con ADP. En paralelo, se sigue el mismo procedimiento, pero se somete previamente la
sangre a cizallamiento durante 5 min. En estas muestras cizalladas se valora el porcentaje
de las plaquetas activadas y los MAP antes y después de estimular con ADP.

Resultados: El cizallamiento, asi como el ADP, aumentan el porcentaje de las plaquetas
activadas en la sangre. Cuando las plaquetas cizalladas se someten ulteriormente al ADP, el
porcentaje de las plaquetas que se activan resulta significativamente menor que cuando el
ADP estimula directamente las plaquetas en la sangre sin cizallar.

Conclusiones: Las plaquetas sometidas a cizallamiento resultan refractarias a activarse
subsiguientemente por accion de los agonistas, mientras que las plaquetas no cizalladas
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Introduccion

responden adecuadamente a éste. Esta respuesta refractaria in vitro puede representar un
mecanismo de defensa celular que podria evitar in vivo un mayor grado de activacion y
agregacion cuando las plaquetas se enfrentan a un agonista fisiologico en zonas donde
aumente el cizallamiento de la sangre circulante.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos
reservados.

Effect of shear rate and adenosine diphosphate on platelet activation and
microaggregate formation. Evaluation by flow cytometry

Abstract

Introduction: Several studies show that high shear rate cause platelet activation. But the
behaviour of these activated platelets by shear and subsequent stimulus by, for example,
ADP is not well established. This paper investigates an in vitro model of blood flow
conditions in non-stenotic arteries.

Material and methods: Platelet activation is studied by flow cytometry. The shear is
induced in a cone-plate viscometer at 230s~' that mimics the blood flow conditions in
healthy arteries. CD62 and Gpllb/llla in their active form are selected as platelet
activation markers, as well as for the formation of platelet microaggregates (MAP).

The percentage of spontaneously activated platelets and the number of MAP are
determined. The percentage of activated platelets and MAP after stimulating with ADP
is then evaluated. In parallel, the same procedure is followed, but after previously
subjecting blood samples to a shear for 5min. In these sheared samples the percentage of
activated platelets and MAP also are measured before and after stimulating with ADP.
Results: Shearing, as well as ADP, increases the percentage of activated platelets in whole
blood. When the platelets are subsequently subjected to ADP, the percentage of activated
platelets is significantly lower than when the ADP directly stimulates platelets without
shearing.

Conclusions: Platelets subjected to shearing become refractory when they are subse-
quently activated by action of a physiological agonist such as ADP. However the platelets
that are not sheared respond appropriately to this agonist. This refractory response in
vitro may represent a cellular defence mechanism to prevent a greater degree of in vivo
activation-aggregation when platelets are faced with an agonist in areas where the shear
rate increases in the blood flow.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

trombo arterial. En la activacion de las plaquetas, necesaria
para que se produzcan estos fenomenos, intervienen

Actualmente esta bien establecido el papel de las plaquetas
en la patogénesis de la aterotrombosis, proceso en el que
desempenan un papel fundamental. La activacion del
complejo glucoproteinas (GP) llb/llla interviene en la
primera fase de la agregacion plaquetaria por interaccion
con diversos ligandos solubles, principalmente fibrindgeno y
factor de von Willebrand'. La agregacion de las plaquetas
sometidas a baja velocidad de cizallamiento (0 a 1.000s~")
depende, fundamentalmente, del fibrindgeno?; en tanto que
cuando se exponen a un elevado cizallamiento (1.000 a
10.000s~") depende en mayor medida del factor von
Willebrand*>, lo que demuestra que el proceso de forma-
cion de los microagregados plaquetarios (MAP) es funcion de
las condiciones del flujo. El proceso inicial de agregacion
puede conducir a la formacion de los MAP y microtrombos
ricos en plaquetas. La exposicion de CD62 en la superficie
plaquetaria estabiliza este microtrombo inicial y permite su
posterior crecimiento y la formacion de agregados de
plaqueta y leucocito®’. La acumulacion de plaquetas
activadas en el sitio de rotura de una placa aterosclerotica
es el hecho patogénico clave que facilita la formacion del

numerosos factores, entre los que pueden citarse la accion
de agonistas fisiologicos y la velocidad de cizallamiento
(shear rate) causada por el propio flujo sanguineo al pasar
por una arteria estendtica®.

Entre los agonistas fisioldgicos que actlan sobre las
plaquetas, el ADP (adenosine diphosphate ‘difosfato de
adenosina’) desempena un importante papel in vivo en la
hemostasia normal y en la trombosis. Aunque el ADP se
considera un agonista débil, en comparacion con la trombina
o el colageno, resulta un cofactor necesario para la
activacion de las plaquetas por parte de otros agonistas,
por lo que es de gran interés valorar su accion sobre la
activacion de las plaquetas. Esta bien establecido que esta
accion, consistente fundamentalmente en inducir la forma-
cion de agregados, se ejerce fundamentalmente a través de
los 2 principales receptores plaquetarios de ADP®'™°

Actualmente hay un creciente interés en la valoracion de
la funcion plaquetaria bajo diferentes condiciones de flujo.
Segun los diversos autores, el cizallamiento per se puede
activar las plaquetas”'""'2, La mayoria de los investigadores
que trabajan en este campo someten las plaquetas a



Cizallamiento y activacién plaquetaria

157

elevadas velocidades de cizallamiento durante intervalos de
tiempo generalmente cortos. Si los periodos de tiempo son
excesivamente cortos (inferiores a 1 min), las plaquetas solo
pueden formar agregados inestables, ya que en estas
condiciones no llega a expresarse el CD62 en la superficie
plaquetaria®. Por otro lado, cuando se cizallan durante mas
de 20s a velocidades de cizallamiento elevadas, las
plaquetas se agregan irreversiblemente y forman micro-
trombos, que hacen dificil su estudio en el laboratorio. La
activacion y la agregacion plaquetaria se intensifican cuando
se mide en sangre debido a la mayor densidad celular, que
facilita el contacto y el intercambio de célula a célula y a
ciertos agonistas que pueden liberar los hematies durante el
proceso de cizallamiento'®. En concreto, el ADP liberado por
las células sanguineas cuando se someten a fuerte cizalla-
miento desempefa un importante papel en la activacion y
en la formacion de agregados plaquetarios'®. Las condicio-
nes experimentales del presente trabajo tratan de soslayar
los inconvenientes indicados, por lo que se ha elegido una
velocidad de cizallamiento fisioldgica en las arterias sanas
(230s™"), un tiempo de cizallamiento suficiente (5min) y la
sangre (respuesta plaquetaria mas fisioldgica); en estas
condiciones experimentales no se dispone de informacion
acerca de la interaccion de cizallamiento, agonista,
activacion y formacion de los agregados plaquetarios. No
esta bien establecido si el cizallamiento del flujo sanguineo
actUa sinérgicamente con los agonistas fisiologicos, lo que
estableceria un peligroso circulo vicioso en el que en las zonas
estendticas, donde aumenta el cizallamiento del flujo, se
potenciaria la activacion de las plaquetas por posterior accion
de un agonista. Por el contrario, si se observa que las
plaquetas cizalladas en las zonas estendticas resultaran menos
activables por parte de los agonistas fisiologicos, este hecho
supondria un interesante mecanismo antitromboético fisiolo-
gico no descrito en la bibliografia cientifica. El objetivo del
presente estudio es, pues, valorar la accion de un agonista
fisiologico sobre plaquetas previamente cizalladas para
comprobar si éstas se activan en mayor o en menor medida
que las plaquetas sin cizallar. Esta valoracion in vitro trata de
remedar lo que sucede in vivo en las zonas correspondientes al
flujo sanguineo en las arterias no estenoticas.

Material y métodos

Las muestras procesadas provenian de 12 voluntarios que no
recibieron ningln tipo de tratamiento farmacologico con
accion antiplaquetaria o antiagregante. Todos ellos prove-
nian de la plantilla del laboratorio y se los habia expuesto
previamente a los protocolos clinicos y analiticos del
Servicio de Medicina Preventiva del Hospital Universitario
La Fe, y se clasificaron como sanos. Antes de participar en el
estudio, los voluntarios dieron su consentimiento por
escrito, de acuerdo con la declaracion de Helsinki. Las
muestras de sangre anticoagulada con citrato (129 mmol/l;
9:1, por via venosa) se obtuvieron después de un ayuno de
12 h en tubos de vidrio siliconados mediante puncién venosa
de la vena antecubital, se evité al maximo la estasis y se
desech¢ el primer tubo. Dado que las plaquetas se activan
facilmente in vitro, los analisis plaquetarios se iniciaron
antes de los 30 min siguientes a su extraccion, sin agitar, a
temperatura ambiente y en tubos de polipropileno.

Métodos citométricos

Tanto la activacion plaquetaria espontanea como la capaci-
dad de activacion debida al cizallamiento o a la accién del
ADP se valoraron en un citometro de flujo Epics XL-MCL Flow
Cytometer (Beckman-Coulter, Florida, EE. UU.); éste mide
la fraccion de plaquetas positivas (lo que indica la activacion
de una subpoblacion plaquetaria) de acuerdo con las
recomendaciones metodologicas para los analisis citométri-
cos'>. El citémetro se preparé para registrar forward y side
scatter, y para medir las intensidades de la fluorescencia
de los antigenos conjugados con fluorocromo CD61-PE,
CD62-FITC (Immunotech, Marseille, France) y PAC1-FITC
(Becton-Dickinson, California, EE. UU.), que se recogieron
como histogramas en escala logaritmica. Los anticuerpos
utilizados pertenecian al mismo lote. Las muestras se
analizaron por duplicado después de comprobar el alinea-
miento del citometro de flujo con Immunocheck beads
(Beckman-Coulter, Florida, EE. UU.).

Las microparticulas y los microagregados se distinguieron
de las plaquetas en funcion de sus valores de forward y side
scatter, que se relacionan respectivamente con el tamafo y
la complejidad de la membrana celular. De acuerdo con
Matzdorff'®, con la utilizacién de muestras de voluntarios
sanos, se defini6 arbitrariamente en funcion del valor
forward una region que incluia el 90% de los episodios
CD61 positivos. Esta region se defini6 como “region de las
plaquetas”. Inmediatamente por debajo de ésta se esta-
blecié otra region, que incluia el 5% de los episodios CD61
positivos, que se definié como “region de microparticulas” y
por encima se definio otra region que incluia el 5% de los
episodios de mayor tamano, que incluia los MAP. Los
resultados de los microagregados se expresan como su
numero por 5.000 plaquetas analizadas.

La exposicion del CD62 para estimar tanto la exposicion in
vivo del CD62 como la capacidad de las plaquetas de
responder in vitro al ADP o al cizallamiento se valoro por
medio de un método citométrico de doble color descrito
previamente por este grupo'’. Brevemente, consiste en lo
siguiente: 10 ul de sangre citratada se diluyeron en 100 pl de
tampon Hepes (Hepes [10mM], cloruro sodico [150 mM],
cloruro de potasio [5mM], sulfato de magnesio [1mM],
glucosa [10mM] y pH [7,4 y 290 mOsm]). Se anadieron 5 pl
de CD62.FITC y 5 pl de CD61.PE. Después de mezclar
cuidadosamente e incubar durante 20 min en oscuridad, se
ahadieron 1.000 ul de Hepes a cada tubo. Las muestras se
evaluaron inmediatamente en el citdbmetro y se adquirieron
5.000 episodios CD61 positivos (plaquetas).

Para evaluar el complejo GPIlIb/Illa en su forma activa (*)
mediante la utilizacion de un ensayo a un solo color, 10 ul de
sangre citratada se diluyeron en 100 ul de tampoén Hepes. Se
anadieron 4l del anticuerpo que reconoce el complejo
GPIlIb/Illa* (PAC1.FITC). Se anadieron 3 ul de tampon (para
medir las plaquetas activadas espontaneamente in vivo) o
3ul de ADP (concentracion final de 2,5uM para medir las
plaquetas activadas in vitro por el agonista) y se incub6
durante 30min en oscuridad. A continuacion se afadieron
1.000pul de tampon Hepes, las muestras se analizaron
inmediatamente en el citometro y se adquirieron 5.000
plaquetas.

Para estudiar la activacion plaquetaria después de
someter la sangre a cizallamiento y posterior accion del
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ADP, se realizaron 2 ensayos con cada muestra. En el primer
ensayo se determiné el porcentaje de las plaquetas
circulantes activadas espontaneamente y tras estimulacion
con ADP (2,5 uM). En el segundo ensayo se sometio la sangre
a un cizallamiento de 230s~" durante 5min y se valoré la
activacion plaquetaria de esta sangre cizallada. Seguida-
mente se sometid esta sangre cizallada a la accion del ADP
(2,5uM) y se valor6 la activacion plaquetaria en ésta. Con
esta metodologia se obtuvieron datos acerca de la expresion
del CD62, del complejo GPlIb/llla*, y la formacion de los
MAP en la sangre circulante, estimulada con ADP, cizallada, y
cizallada y estimulada.

La velocidad de cizallamiento de la sangre (5min a 2305~
a temperatura ambiente) se indujo con un viscosimetro de
cono y plato Brookfield DVII (Stoughton, England).

El andlisis de datos se realizo mediante el programa
System |l software (Beckman-Coulter, Florida, EE. UU.). Los
resultados se presentan como valor medio + desviacion
estandar. La significacion estadistica de las diferencias se
valoré mediante el test no paramétrico de Wilcoxon vy las
correlaciones se establecieron mediante los coeficientes de
correlacion de Pearson (SPSS for Windows Statistical Softwa-
re, version 15.0, Chicago, Illinois, EE. UU.). La significacion
estadistica se establecio para un valor de p<0,05.

Resultados

Los resultados obtenidos se indican en las tablas 1y 2. En la
tabla 1 puede observarse que el porcentaje de las plaquetas

activadas espontaneamente en la sangre circulante es del
0,32+0,24% para la expresion del complejo GPlIb/llla*, y del
1,18+0,97% para la exposicion del CD62. El nimero de los
microagregados formados espontaneamente en la sangre
circulante es de 114438/5.000 plaquetas. Cuando la
sangre se estimula con ADP, aumentan significativamente
(p<0,001) todos los marcadores de activacion estudiados,
que pasan a ser del 31,37 +10,81% para el complejo GPIIb/
Illa*, del 28,72+ 13,43% para el CD62 y de 202+ 54/5.000
plaquetas para los MAP.

La accion del cizallamiento aumenta significativamente
(p<0,01) la expresion del complejo GPlIb/llla* y del CD62,
que alcanzan valores del 0,4340,25% y del 1,67 +1,34%,
respectivamente. El aumento en el nimero de los MAP por
accion del cizallamiento no alcanza significacion estadistica
respecto a la sangre nativa. La accion del ADP sobre las
plaquetas previamente cizalladas induce una menor activa-
cion que cuando este agonista actlia directamente sobre la
sangre nativa (el 19,01+10,44% frente al 31,37+10,81%
para la expresion del complejo GPlIb/Illa*, y el 16,41+9,14%
frente al 28,724 13,43% en el caso del CD62). No se observan
cambios significativos en relacion con la formacion de los
MAP.

En la tabla 2 se aprecia una correlacion altamente
significativa entre el nimero de los MAP formados esponta-
neamente y los formados in vitro por cizallamiento o por
accion del agonista. La formacion de los MAP por estimula-
cion con el ADP no parece tener correlacion con la expresion
del complejo GPIlIb/Illa*, pero si con la exposicion del CD62
en la plaqueta activada (r = 0,871; p = 0,000).

Tabla 1 Porcentaje de plaquetas activadas (antigenos glucoproteina llb/llla o CD62 positivos) y nimero de agregados
plaquetarios formados espontaneamente, por accion del difosfato de adenosina, por cizallamiento y por cizallamiento mas
difosfato de adenosina

Circulantes espontaneas ADP (2,5 uM) Cizalladas (230s~") Cizallada + ADP

% de GPIIb/llla* positivas 0,32+0,24 31,37+10,812 0,43+0,25° 19,01 +10,44°¢
% de CD62 positivos 1,18+0,97 28,72+13,43? 1,67i1,34b 16,41+9,14°
MAP/5.000 plaquetas 114+ 38 202 +54° 119+43 NS 181+37 NS

NS frente a circulantes.
ADP: difosfato de adenosina; GPIlIb/Illa*: glucoproteinas IIb/Illa en su forma activa; MAP: microagregados plaquetarios; NS: no
significativo.
NS frente a ADP.
#p< 0,001 frente a circulantes.
Pp<0,01 frente a circulantes.
°p<0,01 frente a ADP.

Tabla 2 Estudio de correlaciones (test de Pearson) entre los parametros indicados

r de correlacion p de significacion

MAP circulantes/MAP cizallados 0,913 0,000
MAP circulantes/MAP con ADP 0,987 0,000
MAP con ADP/GPIIb/Illa* y ADP 0,202 0,631
MAP con ADP/CD62 y ADP 0,871 0,000

ADP: difosfato de adenosina; GPIlIb/Illa™: glucoproteinas llb/llla en su forma activa; MAP: microagregados plaquetarios.
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Discusion

Actualmente esta bien establecido que la valoracion de las
plaquetas activas y de su reactividad puede ser de gran
interés clinico, ya que desempenan un papel clave en la
patofisiologia del trombo arterial oclusivo'®2° y pueden
disminuir el riesgo de hemorragia en diversas enfermedades
mediante la estimulacion de la hemostasia primaria y
secundaria®'. Entre los marcadores de activacion plaqueta-
ria mas estudiados figuran la expresion del complejo
GPlIb/Illa* y la exposicion del CD62 en la superficie
plaquetaria. Debido a la presencia de plaquetas activadas,
se forman los MAP circulantes que pueden considerarse
marcadores de activacion y que son un importante factor de
riesgo de trombosis?>23, por lo que su estudio puede ser de
gran interés clinico. La técnica mas adecuada para su
valoracion es la citometria de flujo de sangre, que es la
utilizada para la realizacion del presente estudio.

Los resultados del presente trabajo indican que el
cizallamiento utilizado, a pesar de su escasa entidad
(230s7"), es capaz de activar las plaquetas in vitro. Otros
grupos de trabajo han observado este hecho, pero cuando la
velocidad de cizallamiento aplicada es elevada (1.000 a
10.000s~"), remeda la situacion reoldgica en las arterias
estendticas”?#%. Sin embargo, otros autores han comuni-
cado que las plaquetas reaccionan tanto a las elevadas
condiciones de cizallamiento caracteristicas del flujo arte-
rial como a las bajas condiciones propias del flujo venoso?®,
lo que seria congruente con lo descrito en el presente
estudio.

Parece bien establecido que cuando la sangre se somete a
cizallamiento, los hematies ejercen efectos fisicos y
quimicos sobre las plaquetas e inducen su activacion y la
formacion de agregados?’. Este efecto podria atribuirse a la
hemolisis, que liberaria sustancias activadoras. Sin embar-
go, en estas condiciones experimentales se descartd la
presencia de hemdlisis, al comprobar que la concentracién
de lactatodeshidrogenasa en el plasma sobrenadante de la
sangre cizallada no era mayor que en la sangre nativa. La
activacion plaquetaria observada tras el cizallamiento
tampoco podria atribuirse al contacto de ésta con la
superficie metalica del viscosimetro de cono y plato,
potencialmente trombogénica. En efecto, al mantener las
muestras de sangre durante 5 min dentro del viscosimetro en
reposo, no se aprecié ningun cambio en la funcion
plaquetaria ni en la formacion de los MAP.

Dado que cuando la sangre se somete a cizallamiento se
liberan pequefias concentraciones de ADP?®, es posible que
los resultados observados se deban mas bien a estas
pequehas cantidades de ADP que al propio proceso de
cizallamiento. Sin embargo, esta especulacion resulta
discutible, ya que la concentracion de ADP liberada en
estas condiciones resulta demasiado pequefia como para
activar las plaquetas y formar los MAP observados en este
estudio.

En relacion con la activacion plaquetaria y con la
formacion de los MAP por accion del ADP, los resultados
obtenidos son coherentes con los comunicados por este
grupo en trabajos anteriores?® y confirman el hecho de
que una misma concentracion de ADP estimula en mayor
medida la expresion del complejo GPlIb/llla* que la del
CD62".

En el presente estudio se describe por primera vez en la
literatura médica consultada que las plaquetas activadas
por cizallamiento son refractarias a una posterior activacion
por un agonista fisioldgico como el ADP. Esta observacion es
congruente con lo comunicado por otros autores?’; seg(n
éstos, las plaquetas estimuladas previamente por un alto
cizallamiento se vuelven refractarias al activarse nueva-
mente mediante un cizallamiento posterior.

Como conclusion, los resultados del presente estudio
indican que el cizallamiento ejerce un efecto dual sobre las
plaquetas. Por un lado las activa, lo que facilitaria la
formacion de agregados y, por otro lado, parece actuar
como agente antiactivante y antiagregante al prevenir
la subsiguiente activacion plaquetaria por agonistas.
Este mecanismo, por el que la plaqueta activada mediante
cizallamiento del flujo sanguineo resulta refractaria a
su posterior estimulacion por agonistas fisiologicos, puede
significar un importante mecanismo de defensa contra
la formacion de agregados y trombos en zonas arteriales
estendticas, donde aumenta significativamente el cizalla-
miento.
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