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Abreviaturas

pL: microlitro, microlitros

ADP: adenosin difosfato

AMPc: adenosin monofosfato ciclico
APC: proteina C activada

CLSI: Clinical & Laboratory Standard Institute
COX-1: ciclooxigenasa 1

COX-2: ciclooxigenasa 2

EPCR: receptor endotelial de la proteina C
FVa: factor cinco activado

FVII: factor siete

FVlla: factor siete activado

FVllla: factor ocho activado

FIX: factor nueve

FlIXa: factor nueve activado

FX: factor diez

FXa: factor diez activado

FXI: factor once

FXla: factor once activado

FXIII: factor trece

FT: factor tisular

GP: glicoproteina

PARSs: receptores activados por proteasas



PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PPP: plasma pobre en plaquetas

PRP: plasma rico en plaquetas

tPA: activador tisular del plasminégeno

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta

uPA: activador del plasmindgeno tipo uroquinasa o uroquinasa



Introduccioén

Las plaquetas tienen como funcién principal crear un tapon temporal para evitar
grandes pérdidas de sangre cuando hay un dafio en los vasos sanguineos y
cumplen otras funciones en el cuerpo, tales como el reclutamiento de leucocitos al
sitio de lesion en el vaso sanguineo, para evitar posibles infecciones, su
participacion en el proceso de coagulacion y fibrindlisis. Por ello es de gran

relevancia evaluar su correcta funcionalidad para descartar alguna anormalidad.

Las pruebas de funcionalidad plaquetaria son examenes que no se realizan de
rutina, su uso es restringido a laboratorios especializados y tienen la limitante de la
variabilidad del método en si. Principalmente se realiza a personas con
presentacion clinica de diatesis hemorragica. Una de las pruebas mas utilizadas
por su relativa baja complejidad de realizacion es la prueba de agregacion

plaquetaria en plasma rico en plaquetas por transmision de luz.

Para este método no hay un rango de valores de referencia internacionales
estrictamente aceptado que permitan la comparacion de los porcentajes de
agregacion obtenidos, por lo que el analisis que se realiza principalmente es
cualitativo (con las graficas de agregacidon obtenidas), o bien, comparando los
porcentajes de agregacion con datos de publicaciones internacionales. De ahi la
importancia de establecer valores de referencia propios de cada laboratorio, como
asi lo indican guias internacionales como la CLSI (del inglés “Clinical & Laboratory

Standard Institute).



En el presente trabajo, se realiza una verificacion de los valores de referencia del
porcentaje de agregacion plaquetaria obtenidos por el método de Born
(agregacion plaquetaria por el método de transmision de luz), realizada a 44
individuos, todos participantes voluntarios que asistieron a campafias de donacion
realizadas por el Laboratorio Clinico de la Universidad de Costa Rica durante el
afo 2017. Ademas, con 12 muestras se analizaron algunas variaciones al método,
tomando en consideracion las variables analiticas criticas del proceso (tiempo de

analisis, concentracion de plaguetas y concentracion de agonista).



Marco tedrico

Hemostasia

La hemostasia es el proceso de equilibrio fisiologico que tiene como objetivo
preservar la integridad de los vasos sanguineos, minimizando la pérdida excesiva
de sangre en caso de algun dafio vascular y manteniendo la fluidez de la sangre
en condiciones normales. Este equilibrio se logra por medio de vias de regulacion,
manteniendo a las plaquetas en un estado quiescente cuando no hay injurias y por
otro lado el control de los componentes del sistema de coagulacion inactivos. Si se
perturba este estado de equilibrio se pueden dar problemas de sangrado o
trombosis. El primero se da si no se logra un sellado correcto del dafio en los
vasos, por un defecto en la formacion del coagulo o por una destruccion prematura
de los tapones; y el segundo, por una desregulacion de los estimulos
protrombdéticos (Fredenburgh & Weitz, 2017). Los componentes de este sistema
son principalmente el endotelio vascular, las plaquetas, el sistema de coagulacion

y el sistema fibrinolitico.

Endotelio vascular

Es una capa de células que delimita la superficie interna de los vasos, separando
la sangre de los vasos sanguineos, que contienen componentes protrombaoticos.
Participa activamente en el control de la hemostasia, inhibiendo a las plaquetas,
suprimiendo la coagulacién, promoviendo la fibrindlisis y modulando el tono
muscular y la permeabilidad de los vasos sanguineos (Fredenburgh & Weitz,

2017). Ademas de su funciébn anticoagulante, también tiene capacidad



procoagulante, al sintetizar el inhibidor del activador de plasminégeno | (PAI-1), el
factor de von Willebrand, los receptores activados por proteasas (PARS) y algunas

veces el factor tisular (Aird, 2013).

Inhibiciéon plaquetaria

Las células del endotelio vascular liberan prostaciclina y 6xido nitrico a circulacion,
gue ademas de funcionar como potentes vasodilatadores, inhiben a las plaquetas
estimulando a la adenilato ciclasa y de esta forma aumentan los niveles
intracelulares de adenosin monofosfato ciclico (AMPc). EI AMPc estimula a una
proteina quinasa dependiente de AMPc, la cual fosforila a las proteinas G de la
familia Ras y Rho, que inhiben la liberacibn de calcio de compartimentos
intracelulares y la modulacién del citoesqueleto para el cambio estructural de las
plaguetas (Smolenski, 2012). Ademas, estas células expresan en su superficie
CD39, una ecto-adenosin difosfato asociada a membranas, la cual atenta la
activacion de las plaquetas por medio de la degradacién del adenosin difosfato

(ADP) (Fredenburgh & Weitz, 2017).

Actividad anticoagulante

Las células endoteliales producen proteoglicanos de heparan sulfato, los cuales se
unen a la antitrombina circulante y aceleran el rango al cual inhiben a la trombina 'y
a otras enzimas de coagulacion (Van Hinsbergh, 2012).

Las células endoteliales también modulan la generacién de la trombina,
expresando trombomodulina y el receptor endotelial de la proteina C (EPCR) en

sus superficies. La trombomodulina se una a la trombina y altera su especificidad



enzimatica y se convierte en un potente activador de la proteina C. La proteina C
activada (APC) funciona como un anticoagulante, inactivando los factores V
activado (FVva) y VIII activado (FVIIla). La proteina S actia como un cofactor en
esta reaccion y el EPCR potencia esta via, uniéndose a la proteina C y
presentandola al complejo trombina-trombomodulina, para su posterior activacion.
La proteina C ademas funciona como un regulador de la inflamacion y preserva la

funcion de barrera del endotelio vascular (Fredenburgh & Weitz, 2017).

Actividad fibrinolitica

El endotelio vascular promueve la fibrindlisis sintetizando y liberando tPA y uPA; la
accion de estos compuestos permite convertir el plasmindégeno en plasmina, cuya
funcidén se explicard mas adelante. La liberacion del tPA se da principalmente en
respuesta a un estimulo, como por ejemplo la trombina y la bradiquinina; la uPA se
produce en casos de inflamacion y reparacion de dafio vascular. Las células
endoteliales también producen el inhibidor del activador del plasminégeno-1, el

cual regula a la tPA y a la uPA (Fredenburgh & Weitz, 2017).

Modulacién del tono muscular y la permeabilidad de los vasos sanguineos

Ademas de la produccion de vasodilatadores como el Oxido nitrico o la
prostaciclina, las células endoteliales también producen péptidos reguladores
conocidos como endotelinas, las cuales son sustancias vasoconstrictoras. Se ha
visto que las uniones entre células endoteliales afectan directamente la
permeabilidad endotelial, donde situaciones como la vasodilatacién, altas

concentraciones de heparina o una severa trombocitopenia, pueden aumentar la



permeabilidad endotelial, que contribuye a problemas de sangrado (Saenz,
Valverde & Rodriguez, 2016).

El endotelio y las plaquetas pueden colaborar con los procesos de coagulacion y
fibrindlisis, junto con otros componentes, cuando asi sea requerido (Hoffman &

Monroe, 2001).

Coagulacion

Existen diferentes modelos para explicar el proceso de la coagulacion. Entre ellos
el modelo de la cascada de la coagulacion y el modelo celular. A continuacion se
explicara el modelo celular, el cual ocurre en tres fases: la iniciacion, la

amplificacion y la propagacion (Ver Figura 1).

Iniciacidn

Cuando hay una lesioén en el endotelio, las células que expresan factor tisular (FT)
son expuestas a la sangre; el FT es una proteina transmembrana que actda como
receptor y cofactor del Factor siete (FVII). Cuando el FVII se une al FT se
convierte en FVlla, formando el complejo FVIIa/FT, que es catalizador de la
activacion del Factor diez (FX) y del Factor nueve (FIX). El Factor diez activado
(FXa) formado en la célula portadora de FT interactda con su cofactor, el FVa, con
el fin de crear complejos de protrombinasa y generar pequefias cantidades de
trombina en las células que expresan FT. El FIX no actta en la célula portadora
del FT y no juega un papel importante en la fase de iniciacién de la coagulacién. Si

hay plaquetas adheridas cerca del sitio donde se encuentran las células
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portadoras de FT, el Factor nueve activado (FIXa) puede difundir a la superficie,
unirse a receptores de plaquetas, interactuar con su cofactor Factor ocho activado
(FVllla) y activar al FX directamente en la superficie de las plaguetas (Hoffman &

Monroe, 2001).

Amplificacidn

Cuando hay un dafo en la vasculatura, las plaquetas se adhieren a componentes
de la matriz extravascular, como el colageno o factor von Willebrand. Este proceso
de adhesion activa parcialmente a las plaquetas, ademas de localizarlas cerca del
sitio de la lesién. Las pequefias cantidades de trombina generada por las células
portadoras de FT amplifican la sefial procoagulante, que mejora la adhesion de las
plagquetas, su posterior activacion y que activan a los factores V, VIl y Xl. La
trombina actda en la superficie de la plaqueta "preparandola” para ensamblar el
complejo procoagulante (Hoffman & Monroe, 2001).

La trombina es un potente activador plaquetario que actia por la via de los
receptores tipo proteasa. Durante su activacion las plaquetas liberan el FV los
granulos alfa hacia la superficie. Luego el FV es activado por la trombina o el FXa.
Algunas de las moléculas de trombina unidas a otros receptores como la
glicoproteina (GP) Ib/IX, permanecen activas y pueden activar otros factores de la
coagulacion en la superficie de la plaqueta. EI complejo factor von Willebrand-FVIli
se une a la plaqueta y es adherido de manera efectiva por la trombina, para que
pueda activar al FVIII y liberarlo del factor von Willebrand; el FVllla permanece
unido a la superficie de la plaqueta. Cuando las plaguetas estan activadas y tienen

adherido a su superficie los factores V y VIII activados, puede darse a cabo el
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ensamblaje de complejos procoagulantes y la produccién a gran escala de
trombina (Hoffman & Monroe, 2001).

Propagacion

En la fase de propagacion los complejos tenasa y protrombinasa se ensamblan en
la superficie de las plaquetas y se genera trombina a gran escala. Las plaquetas
expresan diversos receptores para los factores IX, Xy XI.

El complejo tenasa (FVllla/FIXa), se ensambla cuando el FIX llega a la superficie
de la plaqueta. El FIXa puede difundir hacia otras superficies desde su sitio de
activacion en las células portadoras de FT ya que no se ve inhibido rapidamente
por inhibidores de proteasas. También, el FIX se puede unir a las plaquetas
activadas, lo que facilita su activacion por la trombina y permite proveer mas de
este factor en la superficie de la plaqueta. El complejo FVIlla/FIXa activa al FX, lo
gue permite que el resultante FXa forme un complejo con su cofactor, el FVa. El
complejo FXa/FVa puede entonces producir la trombina necesaria para formar un
tapdn de fibrina (Hoffman & Monroe, 2001).

Finalmente, ocurre el proceso de retraccion del coagulo. Luego de formado el
trombo el citoesqueleto de las plaquetas permite que el codgulo sea estabilizado y
fijado, evitando asi que este sea acarreado por el flujo sanguineo y forme émbolos

posteriores (Saenz, Valverde & Rodriguez, 2016).
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Figura 1. Esquema del modelo celular de la coagulacidn: iniciacion (A),
amplificacion (B), propagacion (C) (Modificado de Hoffman, 2007).

Sistema fibrinolitico

El proceso de fibrindlisis tiene como funcién principal el degradar la fibrina por
medio de la plasmina. La plasmina es generada a partir del plasmindgeno por la
accion del tPA o del uPA. La plasmina primeramente se une a la fibrina en los
sitios de lisina y arginina y por medio de su actividad proteolitica forma fragmentos

de tamafio intermedio, que luego podran ser degradados por la plasmina. Se ha
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visto que las plaguetas pueden participar del proceso de fibrindlisis, ya que estas
pueden unir al plasminégeno en su membrana, sin embargo, se desconocen los
receptores involucrados en este proceso (Mutch, 2013).

Plaguetas

Las plaquetas son fragmentos anucleados de forma discoide con dimensiones de
aproximadamente 3,0 x 0,5 um y un volumen promedio de 7-11 fL, con una vida
media aproximada de 7 a 10 dias y son formados a partir del citoplasma de los
megacariocitos (Hartwig, 2006; Italiano & Hartwig, 2018; Saenz, Valverde &
Rodriguez, 2016). La formacién de las plaquetas inicia cuando el citoplasma de
los megacariocitos maduros empieza a erosionarse en un polo y a formar multiples
prolongaciones similares a pseuddpodos, las cuales se extienden y elongan para
producir tdbulos finos. Conforme estos tdbulos van creciendo, se ramifican y
desarrollan diferentes densidades a lo largo, esto produce formas similares a
cuentas de rosario llamadas proplaquetas (Italiano & Hartwig, 2018).

La maduracién de las plaguetas en las puntas de las proplaquetas termina cuando
un microttbulo se separa del grupo de microtdbulos y se enrolla en una espiral.
Para completar la construccion de las plaquetas maduras, una vez distribuidos los
componentes del citoesqueleto, los brotes deben llenarse con organelas y
granulos. Los granulos son enviados a las plaquetas por medio de las vias de
microtubulos. Una vez que los granulos y organelas entran en la plagueta
naciente, no pueden regresar al eje de las proplaquetas, debido a un mecanismo

de atrapamiento final (Italiano & Hartwig, 2018).
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Finalmente, las plaquetas son liberadas directamente a la circulacion. Se sugiere
que su liberacibn es posible mediante un mecanismo de extensién de las
proplaquetas dentro del hueso en los sinusoides de la médula 6sea (Italiano &
Hartwig, 2018).

Cuando ocurre un dafio en los vasos sanguineos, se expone la matriz
subendotelial. Las plaguetas llegan al sitio del dafio y se adhieren a las proteinas
expuestas de la matriz; las plaquetas adheridas ademas de liberar sustancias
agonistas que reclutan a otras plaquetas (epinefrina, trombina, ATP, colageno y
tromboxano A2) (Flores, Ramirez, Meza & Nava, 2014), también promueven la
generacion de trombina y la subsecuente formacién de fibrina. Finalmente, las
plaquetas se agregan para formar un tapén que sella el dafio en la vasculatura
(Saenz, Valverde & Rodriguez, 2016).

Las plaquetas tienen dos principales estructuras de almacenamiento: los granulos
densos o granulos delta y los granulos alfa. Una plagueta contiene de seis a nueve
granulos densos y de 70 a 90 granulos alfa. Los granulos densos almacenan ADP
y ATP, altas concentraciones de calcio y serotonina, los cuales son necesarios
para el proceso de agregacion y vasoconstriccion. Por su parte, los granulos alfa
contienen sustancias que regulan la hemostasia y los procesos inflamatorios,
como el factor von Willebrand, FV, FVII, factor de crecimiento derivado de
plaguetas y alfa-2-antitripsina (Rendu & Brohard, 2001).

Las plaquetas, en estado normal se mantienen en constante movimiento dentro de
los vasos por el flujo de sangre. Si llega a suceder un dafio en algun vaso, las
plaquetas circulantes empezaran a frenar sobre la pared vascular y se activaran y

adheriran, formando un tapon poco estable, pero lo suficientemente fuerte para
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detener el sangrado de manera momentanea (LOpez & Macaya, 2013). Estas

etapas del proceso seran desarrolladas a continuacion.

Adhesidn

La adhesidon de las plaguetas a la matriz subendotelial es el primer paso en la
hemostasia primaria. El factor von Willebrand y el colageno expuesto luego de un
dafio a la vasculatura, forman una asociacion entre si, sirviendo como sitio de
unién para las plaquetas. Las plaquetas, que han disminuido su velocidad,
interaccionan con estos compuestos y se adhieren (Jurk & Kehrel, 2005). La capa
de plaquetas formada promueve la generacién de trombina y la subsecuente
formacion de fibrina. Estos eventos se dan a cabo por medio de interacciones de
distintos receptores en las plaquetas, como por ejemplo el a2f31 y la glicoproteina
(GP) VI, que se unen al colageno, y las GP Ib/IX/V, Iba y lIb/llla, que se unen al
factor von Willebrand (Jurk & Kehrel, 2005) (Fredenburgh & Weitz, 2017) [Ver

Figura 2].

Activacién y secrecién

La adhesion de las plaquetas al colageno y al factor von Willebrand inicia una
serie de vias que terminan en la activacion plaquetaria. Estas vias inducen a la
ciclooxigenasa-1 (COX-1), la cual transforma al acido araquidénico en
protaglandina G2, precursor del tromboxano A2. También inducen a la liberacién
de ADP de los granulos densos, a la liberacion de calcio del sistema tubular y la
movilizacion de estos granulos a la superficie de la plagueta (Michelson,

2013;Rendu & Brohard, 2001). El tromboxano A2 es un potente vasoconstrictor
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gue de igual forma que el ADP, activa las plaquetas y las recluta al sitio de dafo
vascular; este proceso termina en una expansion del tapon plaquetario. Para que
el tromboxano A2 y el ADP puedan activar a las plaquetas, deben unirse a sus
receptores en la superficie de las plagquetas. El receptor del tromboxano A2 es un
receptor ligado a una proteina G; este receptor no estd Unicamente en la superficie
de las plaquetas, sino que también se encuentra en las células endoteliales, por
eso es que puede actuar como un vasoconstrictor ademas de activador
plaquetario (Fredenburgh & Weitz, 2017).

El ADP interacciona con receptores ligados a las proteinas G en la superficie de
las plaquetas. Algunos granulos también contienen ATP, el cual puede contribuir al
reclutamiento de otras plaquetas en el sitio de sangrado. A pesar de actuar por
medio de vias diferentes, tanto el ADP como el ATP al ser liberados aumentan los
niveles de calcio dentro de las plaquetas; esto hace que se induzca un cambio en
su forma por medio de un rearreglo del citoesqueleto, movilizacion, liberacion de
granulos y la subsecuente agregacion plaquetaria. Las plaguetas activadas
promueven el proceso de coagulacion induciendo el movimiento de la
fosfatidilserina desde la bicapa interna de fosfolipidos hacia la capa externa. La
exposicién de este fosfolipido es esencial para el ensamblaje de complejos de
factores de coagulacion ( Fredenburgh & Weitz, 2017; Jurk & Kehrel, 2005).

Las plaguetas activadas proveen una superficie donde se puedan ensamblar los
factores de la coagulacién, ademas promueven la formacion de fibrina y la
subsiguiente estabilizacion que libera FV, FXI, fibrinbgeno y FXIIl. En el proceso
de activacion plaquetaria, estas liberan proteinas de adhesion, como el factor von

Willebrand, la trombospondina y la fibronectina (las cuales aumentan la adhesion
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de las plaquetas en el sitio de dafio), ademas, liberan factores de crecimiento,
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) (Fredenburgh & Weitz, 2017; Jurk &

Kehrel, 2005).

Agregacion

La GP lIb/llla media las uniones entre plaquetas que se dan cuando hay formacion
de grumos de plaquetas. Cuando las plaguetas se empiezan a activar, la GPIIb/llla
sufre una transformacioén conformacional, la cual hace que mejore la afinidad por
sus ligandos (fibrinégeno y factor de von Willebrand). Cuando el factor de von
Willebrand es sometido a una ruptura, este expone sus dominios de union a
plaguetas, lo que permite la interaccién con la GP llb/llla activada. De manera
similar, la uniébn de la GP llb/llla con el fibrinbgeno lleva a un cambio
conformacional que expone nuevos sitios de union. Las moléculas divalentes de
fibrindbgeno y las multivalentes de factor de von Willebrand sirven como puentes y
unen a plaquetas adyacentes (Fredenburgh & Weitz, 2017; Jurk & Kehrel, 2005;
Michelson, 2013).

Una vez unidas a la GP llIb/llla, el fibrinbgeno y el factor von Willebrand inducen
seflales que aumentan la activacion de las plaquetas, que resulta en la activacion
de mas receptores de la GP llb/llla, creando un proceso de retroalimentacion
positiva. Por dltimo, la fibrina une los agregados de plaquetas y los ancla a la
pared del vaso sanguineo en el sitio de la lesion (Fredenburgh & Weitz, 2017;

Jackson, 2007; Michelson, 2013; Saenz, Valverde & Rodriguez, 2016).
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Figura 2. Estructura de la plagueta: receptores, granulos y citoesqueleto
(Modificado de Hoffman, 2017).

Pruebas de funcion plaquetaria

Las pruebas de funcionalidad plaguetaria detectan si existe algun defecto primario
o adquirido en estas, en algunos casos independientemente del numero de
plaguetas. Ademas se pueden utilizar para evaluar la eficiencia de algun
tratamiento como las terapias de antiagregacion.

Estas pruebas no se realizan de rutina, sino que se aplican en pacientes con
clinica asociada a problemas plaquetarios o aquellos a los que se les esté dando
una terapia que pueda afectar la manera en la que estas funcionan.

Dentro de las pruebas mas conocidas estan: tiempo de sangrado, agregacion

plaquetaria en plasma y sangre total, andlisis en equipo automatizado (PFA-100,
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PFA-200), tromboelastografia, citometria de flujo, microscopia electrénica y

liberacién de granulos.

Tiempo de sangrado

Es una prueba antigua que fue relacionada con disfuncion plaquetaria por Duke en
1910. Luego, fue estandarizada por Ivy en el afio 1940, donde definio la presion
ejercida y el largo y la profundidad de la cortada. La prueba consiste en aplicar
presion en el brazo del paciente con ayuda de un mandémetro, seguidamente se le
hace una incisibn de 5 mm de largo y de 1 mm de profundidad en el antebrazo. A
partir del momento en el que se realiza el corte en la piel, se cuenta el tiempo que
tarda en formarse un coagulo en la herida que permita que se detenga el sangrado
En la actualidad existen dispositivos comerciales que contienen bisturi e
implementos estériles para su realizacion (Lordkipanidzé, 2016).

Esta prueba evalla la parte de la hemostasia en la que estan involucradas las
plaguetas y algunas proteinas del plasma, como el factor von Willebrand. El
inconveniente de esta prueba, a pesar de no utilizar equipo muy sofisticado, es
gue no es reproducible, es muy invasiva, consume mucho tiempo y puede no
detectar algunos trastornos plaquetarios. Debido a estos inconvenientes, esta
prueba ha caido en desuso y ha sido reemplazada por otras pruebas

(Lordkipanidzé, 2016).

Agregacion plaquetaria con sangre total
Esta prueba consiste en medir el cambio en la impedancia eléctrica que resulta

luego del proceso de agregacion plaquetaria, en respuesta a agonistas. Utiliza
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sangre diluida en solucion salina y electrodos colocados dentro de esta soluciéon
(Solomon, Traintinger, Ziegler, Hanke, Rahe-Meyer, Voelckel & Schéchl, 2011).
Tiene la ventaja de que no necesita un proceso de separacion del plasma, lo que
reduce el riesgo de activacion de las plaquetas o de pérdida de subpoblaciones de
estas (Aradi, Storey, Komacsi, Trenk, Gulba, Kiss, Huber, 2014), pero tienen otras
variables que pueden influir en los resultados, como por ejemplo el hematocrito, la

concentracion de las plaquetas y el anticoagulante utilizado (Lordkipanidzé, 2016).

Analizador de funcién plaquetaria

El PFA-100, actualizado recientemente a PFA-200, es un equipo automatizado
para evaluar la funcidn plaquetaria, que utiliza cartuchos con diferentes agonistas.
Un volumen pequefio de muestra (sangre total) es aspirado por una membrana
recubierta de agonistas plaguetarios, hasta que la apertura es completamente
ocluida por un tapon plaquetario, lo que el sistema reporta como "tiempo de cierre"

(Lordkipanidzé, 2016).

Tromboelastografia

Este ensayo se utiliza para evaluar el cambio en la viscoelasticidad del coagulo
gue se forma en sangre total al ponerla en contacto con un activador de la
coagulacion. Utiliza una copa precalentada donde se coloca la muestra y un pin
gue se sumerge dentro de la muestra de sangre. La copa y el pin, luego de
agregada la muestra, tienen un movimiento oscilatorio. En una muestra de
sangre normal anticoagulada, el pin no se va a ver afectado, pero conforme se va

desarrollando el coagulo, este muestra una resistencia hacia el movimiento del
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pin; esta resistencia es traducida en una computadora como una curva,
representando la fuerza del coagulo formado (Chen & Teruya, 2009). La retraccién
del codgulo (disociacion de las hebras de fibrina por el proceso de fibrindlisis),
disminuye la resistencia al movimiento y se traduce como una disminucion de la
fuerza, por lo que la curva disminuye (Bolliger, Seeberger, & Tanaka, 2012).

La fuerza viscoelastica esta dada por la interaccion entre los receptores activados
de la GP lIb/llla y la polimerizacion de la fibrina durante la generacion endégena
de trombina y también de la degradacion de la fibrina por el proceso de fibrindlisis

(Bolliger et al., 2012).

Citometria de flujo

La citometria de flujo consiste en hacer pasar las células de manera individual por
uno o varios laseres (que indican el tamafio y la granularidad de las plaquetas);
también se puede medir la intensidad de diferentes marcadores fluorescentes que
se unen a componentes especificos de las plaquetas. Esto permite que se puedan
estudiar aspectos de funcionalidad plaguetaria en respuesta a distintos agonistas.
Tiene la ventaja que utiliza sangre total, ademas de que usa un volumen muy
pequefio de muestra (escala de microlitros) y da un resultado en un periodo corto
de tiempo (Ramstrém, Sodergren, Tynngard, Lindahl, & Lindahl, 2016). Otra
ventaja es que pueden analizarse muestras de pacientes con trombocitopenia, ya
gue se puede realizar la prueba independientemente de la cantidad de plaquetas

(Frelinger et al., 2015).
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Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electronica permite observar las diferentes estructuras internas de
las plaquetas, que permite detectar defectos en estas y relacionarlo a patologias.
Para la examinacion de las muestras estas deben ser procesadas, pasando por
pasos de fijacion, deshidratacion, endurecimiento con una resina, corte ultrafino y
coleccion en rejillas de cobre o niquel. Un haz de electrones pasa a través de la
muestra y luego es enfocada en una placa fotografica, o que crea una imagen de
la muestra, que permite analizar los detalles de las plaquetas (Clauser & Cramer-

Bordé, 2009).

Liberacién de grdnulos

En un espectrofotometro es posible medir la liberacién de los granulos densos
luego de la activacion de la plagueta al utilizar una luciferasa de libélula. Ademas,
otras sustancias como las presentes en los granulos alfa, pueden ser medidas por
citometria de flujo, cuando se liberan y se mantienen en la superficie (Rand,

Leung, & Packham, 2003).

Agregacion plaquetaria en plasma

Existen distintos métodos de cuantificacion de la agregacién plaquetaria en
plasma, por ejemplo el optico, el de impedancia y el de luminiscencia. El método
optico descrito por Born en 1962) es uno de los mas utilizados (Linnemann,
Schwonberg, Mani, Prochnow, & Lindhoff-Last, 2008). Este método consiste en
colocar la muestra (plasma rico en plaquetas) en un agregémetro acoplado a un

espectrofotometro y medir el cambio en la transmision de luz al formarse un
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agregado de plaquetas luego de agregar un agonista; estos cambios son
graficados por el equipo y se observa una curva, donde el &rea bajo esta indica el
porcentaje de agregacion plaquetaria. Se considera que el PRP permite el 0% de
transmision de luz, es decir, el 0% de agregacion, mientras que el PPP permite el
100% de transmisién de luz, equivalente al 100% de agregacion plaquetaria
(Linnemann et al., 2008).

La agregometria debe realizarse bajo ciertas condiciones, con el fin de llevar a
cabo la reaccién de manera Optima. Entre las condiciones esta: control de la
temperatura a 37°C, concentracion de plaquetas entre 200 000 y 300 000
plaquetas/uL, volumen de agonista que no supere el 10% del volumen de plasma
para no diluir la muestra (por ejemplo, 5 pL de agonista en 500 yL de muestra) y
tiempo de andlisis de la muestra (no mayor a 4 horas luego de obtenida la
muestra) (Breddin, 2005; Linnemann et al., 2008).

Algunos de los agonistas que se han utilizado para este método son adenosin
difosfato (ADP), epinefrina, acido araquiddnico, ristocetina y colageno (Montiel,

2003).

Agonistas

En el Cuadro | se resume el mecanismo de los agonistas mas utilizados en la

prueba de agregacion plaquetaria por el método de transmisién de luz.
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Cuadro I. Agonistas mas utilizados en la prueba de agregacion plaquetaria y su

mecanismo de accion

Agonista

Mecanismo de accion

ADP

El ADP se une a receptores de membrana de las plaquetas que estan
acoplados a proteinas G. Uno de estos receptores, el P2Y,, activa a la
fosfolipasa C, induce un cambio conformacional e inicia la agregacion

plaguetaria por medio de movilizacién de calcio (Zhou & Schmaier, 2005).

Epinefrina

La epinefrina actla sobre receptores alfa adrenérgicos, causando la
inhibicién de la adenilato ciclasa. Esto hace que se libere calcio del reticulo
endoplasmico por medio del inositol-3-fosfato; esta liberacion de calcio

induce la agregacion plaguetaria (Zhou & Schmaier, 2005).

Acido araquidénico

El acido araquidonico induce la activacion plaguetaria al transformarse en
tromboxano A2 por otros estimulos, esto lleva a la activacion de
receptores internos y a la liberacion de calcio y al posterior proceso de
agregacion (Cattaneo, 2009).

La ristocetina, un antibiodtico, es una sustancia que induce la sintesis de

Ristocetina tromboxano A2, haciendo que las plaquetas se activen y continlen hacia
el proceso de agregacion (Cattaneo, 2009).
Las plaguetas se unen al colageno por medio de receptores especificos,
Colageno activando a la plaqueta por medio de cascadas de fosfolipasas C. Esta

activacion resulta en la movilizacion de calcio y la subsecuente agregacion

de las plaquetas (Sangkuhl, Shuldiner, Klein, & Altman, 2011).

En este estudio se utilizaron como agonistas el ADP y la epinefrina, ya que estos

dos son los agonistas que mayormente se ven alterados en la poblacion (ya sea

por defectos hereditarios o adquiridos).
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Drogas antiagregantes

Tienopiridinas (Clopidogrel, Prasugrel)

Es una droga antiplaquetaria que funciona como antagonista de los receptores de
ADP (principalmente del P2Y3), por lo que evita la activacion de las plaquetas,
ademas no permite la degranulacion y evita la activacion del receptor GP llb/llla.
Es una prodroga y necesita activarse a nivel de higado por medio del citocromo P-

450. Afecta la curva de agregacion plaquetaria del ADP (Jaffer & Weitz, 2017)

Aspirina

Es una de las drogas mas utilizadas a nivel mundial. Funciona inhibiendo de
manera irreversible a la COX-1 (ciclooxigenasa 1), por lo que la plaqueta es
incapaz de producir tromboxano A2. También es capaz de evitar la secrecion de
los granulos densos (Ruiz, 2006). En cantidades muy elevadas, puede inhibir
también a la COX-2 (ciclooxigenasa 2); este compuesto inicia la sintesis de la
prostaciclina, que es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacion
plaquetaria. La COX-1, y en parte la COX-2, participa en la sintesis prostanoides
en otras células, por lo que también se afecta la produccion de estos (Warner,

Nylander, & Whatling, 2011).

Situacion en Costa Rica de la prueba de agregacion plaquetaria

En Costa Rica la prueba de agregacion plaquetaria no es una prueba rutinaria,
sino que se realiza en el caso de pacientes con sospecha clinica de alguna

defecto que relacione a las plaquetas, ya sea primario (como la trombastenia de
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Glanzmann y el sindrome de Bernard Soulier) o adquirido (por ejemplo, trastornos
mieloproliferativos crénicos, sindromes mielodisplasicos, disfuncion hepdtica,
paraproteinemia o aquellos observados en terapias con medicamentos como la
aspirina, los antagonistas del receptor del ADP [tienopiridinas] o inhibidores de la
GP lIb/llla) (Sharathkumar & Shapiro, 2008). En los casos de estudio de pacientes
que poseen tratamiento con antiagregantes, el cual es uno de los estudios mas
importantes, el objetivo principal es saber si este ha sido 6ptimo y es funcional.

En el sector publico, la prueba se realiza en el Hospital San Juan de Dios, en el
Hospital México y en el Hospital Nacional de Nifios. Ademas, se realiza en el
Centro de Investigacion en Hematologia y Trastornos Afines (CIHATA), de la
Universidad de Costa Rica. En los hospitales se realiza la prueba en pacientes con
sospecha clinica de alguna enfermedad relacionada con una afeccion en las
plaguetas. En el CIHATA, la prueba se realiza principalmente en pacientes adultos
que estan consumiendo terapia de antiagregantes como el clopidogrel o la
aspirina.

En Costa Rica, en el afio 2014, se realiz6 un trabajo acerca de la prueba de
agregometria plaquetaria en plasma, realizada en el Hospital de Nifios en
poblacion pediatrica (Lopez, Cartin, Calvo, Suarez & Navarrete, 2014). Es el Gnico
trabajo publicado de agregacion plaquetaria que existe en el pais. En este se
habla de que esta prueba puede utilizarse para la deteccion de defectos
plaguetarios, ademas de recalcar la importancia de la estandarizacion de esta.
Como en el pais no existen intervalos de referencia de porcentajes de agregacion
plaguetaria estrictamente aceptados, los valores obtenidos con los diferentes

agonistas se comparan con valores establecidos en publicaciones cientificas en el
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extranjero, o bien, se compara el comportamiento obtenido en las graficas de
agregacion con las esperadas segun lo estipulado en la literatura, siempre de la

mano con la historia clinica del paciente y su sintomatologia.

Valores a nivel internacional

Existen pocas publicaciones a nivel internacional del establecimiento de los
valores de referencia del porcentaje de agregacion plaquetaria realizada por el
método de transmision de luz.

En el presente trabajo, se utilizardn como referencia dos publicaciones realizadas
en América Latina y una publicacion realizada en Canadad. La primera
publicacion, escrita por Mesa y colaboradores, utiliz6 192 participantes, todos
donantes aceptados por el banco de sangre; el Unico criterio de exclusién que
mencionan es el no haber consumido algun farmaco 10 dias atrds. No detallan la
concentracion de los agonistas utilizados. Los valores de referencia obtenidos
fueron calculados utilizando los percentiles 2,5 y 97,5; dichos valores se detallan a
continuacion: ADP: 44.1-86.7%, EPI: 50.8-80%.

La segunda publicaciéon fue escrita por Falcone y Granero, donde utilizaron 63
individuos; no se detallan los criterios de inclusién y exclusion. La concentracion
de ADP utilizada fue de 5 pmol/L y de epinefrina de 10 umol/L. Los valores
obtenidos fueron calculados utilizando los percentiles 2, 5y 97,5, para los limites
inferior y superior, respectivamente. Los valores obtenidos de valores de
referencia de porcentaje de agregacion plaquetaria se detallan a continuacion:

ADP: 49-87%, EPI: 42-85%.
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La tercera publicacion fue escrita por Hayward y colaboradores; se utilizaron los
datos de 171 individuos, escogidos para donacion sanguinea. Los criterios de
exclusién que se mencionan son el haber padecido algin problema de sangrado
anteriormente o el haber consumido algun antiinflamatorio no esteroideo en los
altimos 7 dias. Utilizaron ADP con una concentracion de 5 pmol/L y epinefrina con
una concentracion de 6 pmol/L. Los valores obtenidos fueron calculados utilizando
pruebas no paramétricas (sin detalle). Los valores de referencia de porcentaje de
agregacion plaquetaria obtenidos se detallan a continuacién: ADP: 41-97%, EPI:

9-101%.

Valores de referencia

Segun algunas instituciones, principalmente el Clinical & Laboratory Standars
Institute (CLSI), se recomienda que cada laboratorio defina sus propios valores de
referencia de las pruebas que se realicen, para asi tener datos mas confiables de
los valores que se obtienen. Algunas guias, como la EP28-A3c, de la CLSI,
definen que para el establecimiento de valores de referencia se debe tener la
participacion de al menos 120 sujetos de estudio, los cuales deben ser personas
saludables. Esta definicion de “saludable” sigue siendo un parametro muy
subjetivo y no tiene una definicion universal. Algunos estudios utilizan sujetos al
azar que cumplan con el criterio que ellos definen de saludables, otros utilizan
sujetos aceptados para donacion sanguinea, pues estos pasan primero por una
evaluacion de su salud. El utilizar donantes de sangre como poblacion para el

establecimiento de valores de referencia es un buen filtro, pues se selecciona a la
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parte “sana” de la poblacion; aunque tiene el inconveniente de que cada
evaluacion es dependiente del lugar donde se realice el proceso de donacion, es
decir, que no existe una estandarizacion de la seleccion por donantes de sangre
(CLSI & IFCC, 2008).

Los valores de referencia se obtienen a partir del analisis de individual de
participantes, luego estos valores son agrupados y se observa la distribucion de
los datos de manera estadistica. Finalmente, se calculan los valores de referencia.
(Solberg, 1987).

Para que los diferentes individuos puedan participar en el estudio, estos deben
estar de acuerdo con un consentimiento informado que se les brinda antes de que
formen parte del estudio. En este documento se debe indicar que el personal de
laboratorio tiene permitido la obtencién de muestras biolégicas, ademas que la
informacion brindada por los sujetos y los valores de laboratorio obtenidos se
utilizaran para la determinacion de los valores de referencia (CLSI &IFCC, 2008).
Las variables preanaliticas y analiticas deben ser tomadas en consideracion antes
de empezar el estudio. Para mejorar la reproducibilidad de los datos y la
estandarizacion de estos es necesario describir las variables preanaliticas, pues
es en estas donde ocurre la mayoria de los errores. Estas variables incluyen todos
los aspectos antes de analizar una muestra, desde la seleccién de participantes
hasta la obtencion y transporte de la muestra. Las variables analiticas incluyen la
variabilidad en el método utilizado, el control del equipo, reactivos, estandares de
calibracion y los métodos de célculos. Estas variables deben ser controladas con
el fin de garantizar la trazabilidad y confiabilidad de los resultados obtenidos

(Ozarda, 2016).
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Para la obtencion de los valores de referencia se debe hacer un analisis
estadistico de los datos. Se recomienda el uso de percentiles para el
establecimiento de los valores de referencia, donde se usa el percentil 2,5 como
limite inferior y el percentil 97,5 como limite superior; esto principalmente para
valores con una distribucion no normal. Aun asi, para grupos de muestras con
distribucidon normal, se pueden utilizar pruebas no paramétricas, pues se ha visto
que los resultados obtenidos de ambas formas son muy similares entre si (CLSI &
IFCC, 2008).

Existe también el concepto de verificacion de los valores de referencia, que
funciona como comparacién con otros valores de referencia ya definidos. La
ventaja de la verificacion es que se necesitan al menos 20 sujetos, por lo que es
mas sencillo y rapido de realizar. La verificacion se puede hacer comparando con
manuales de usuario o publicaciones cientificas. Al igual que en los estudios de
establecimiento de valores de referencia, los sujetos participantes deben pasar por
un proceso de seleccion, con criterios de inclusién y exclusién, como el caso del
establecimiento de valores de referencia (CLSI & IFCC, 2008).

La verificacion consiste en analizar los datos obtenidos y observar cuantos de
estos se encuentran dentro del intervalo que se esta utilizando como referencia. Si
dos datos 0 menos se salen del intervalo, estos valores pueden ser usados como
valores de referencia para la metodologia que se esta estudiando. En el caso de
que tres 0 mas datos no entren en el intervalo de referencia, se debe continuar
con la determinacion de valores para recolectar mas datos; se recomienda que se
continle hasta obtener 120 valores, con el fin de determinar los intervalos de

referencia (Horowitz, 2008).
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Justificacion

Las plaquetas son importantes en el proceso de hemostasia, pues evitan que se
den grandes pérdidas de sangre al formar un tapdn mientras otros componentes
de la coagulacion actdan sobre el dafio. Ademas, en los ultimos afios se ha visto
gue tienen otras funciones, como el reclutamiento de leucocitos al sitio de lesion
(Cimmino, Fischetti, & Golino, 2017; Smyth, Mcever, Weyrich, Morrell, Hoffman,
Arepally & Becker, 2009).

La agregacion plaquetaria permite evaluar en un periodo corto de tiempo, la
funcionalidad de las plaquetas, ademas de su baja complejidad de realizacion
(Arenas, De La, Estrada, & Weber, 2010). Pese a que no detecta todos los casos
de anomalias funcionales, es usada como primera opcion de diagndstico, pues
sigue siendo el estandar de oro (Cattaneo, 2009; Lordkipanidzé, 2016).
Instituciones internacionales como la CLSI, instan a los laboratorios a establecer
sus propios valores de referencia para las pruebas que en estos se realizan. La
prueba de agregometria no cuenta con valores de referencia estrictamente
establecidos y su interpretacién se hace principalmente de manera cualitativa con
las curvas de agregacion. Por lo tanto el establecimiento de estos valores
mejoraria la interpretacion de los datos.

Para el establecimiento de valores de referencia en una prueba se necesita al
menos 120 datos, lo cual para algunos laboratorios es un proceso laborioso, por lo
gue existe una alternativa con la recoleccion de al menos 20 datos, que es la
verificacion, donde se puede utilizar valores de estudios previos de revistas

cientificas como base de comparacion (Howard, 2008). En este estudio se realiza
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una verificacion con tres publicaciones cientificas como alternativa al
establecimiento de valores de referencia (proyecto del que se deriva este estudio).
Ademas, como esta metodologia aun no estd completamente estandarizada,
también es importante el estudiar posibles variaciones al método que permitan

obtener resultados optimos.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar los valores de referencia para la prueba de agregometria
plaquetaria realizada en el Centro de Investigacion en Hematologia y
Trastornos Afines (CIHATA), e interferentes relacionados a la prueba, a
partir de plasma de donantes que asistieron a campafias de donacion de
sangre del Laboratorio Clinico de la Universidad de Costa Rica durante el
aflo 2017, para la obtencion de intervalos de referencia aplicables en la

practica clinica del CIHATA.

Obijetivos especificos

Verificar los valores de porcentaje de agregacion plaquetaria a partir de
plasma de los participantes del estudio (utiizando ADP y epinefrina como
agonistas), con valores de publicaciones cientificas, con el fin de obtener
rangos de referencia para utilizarlos en la practica clinica del CIHATA.
Comparar los porcentajes de agregacion plaquetaria obtenidos con
respecto a los reportados en la literatura para la valoracién de la
aplicabilidad de estos en el laboratorio.

Describir las posibles variaciones en los porcentajes de agregacion
plaquetaria con respecto al tiempo de analisis, concentracion de plaquetas
y concentracion de agonista en 12 de las muestras de los participantes del

estudio, para la estandarizacion de estas variables en el método.
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Metodologia

Reclutamiento de participantes

Para el estudio se escogieron 44 individuos, todos donantes de sangre que
asistieron a algunas campafias de donacion realizadas por el Laboratorio Clinico
de la Universidad de Costa Rica durante el afio 2017. Los individuos fueron
participantes voluntarios, aceptados para la donacion sanguinea y pasaron por el
proceso de consentimiento informado (Ver Anexo #2), el cual fue aplicado por la
Dra. Mariela Solano Vargas. El estudio posee el permiso del Comité Etico

Cientifico de la Universidad de Costa Rica (Ver Anexo #1).

Criterios de inclusion y exclusion

Los individuos participantes del estudio fueron escogidos fuera de la sala de
donacién, mientras esperaban a ser atendidos para la respectiva entrevista. Se
aceptaron aquellos elegidos al azar fuera de la sala y que se aceptaron para la
donacion sanguinea. Se rechazaron aquellos individuos escogidos para el estudio
pero que no fueran aptos para la donacién segun la entrevista (Anexo #3) o
aguellos que pasaron la entrevista pero luego de un hemograma preliminar en un
contador hematolégico, tenian valores por debajo de los limites inferiores
establecidos segun su sexo, como la concentracién de hemoglobina, el conteo de
leucocitos, el porcentaje de linfocitos, el porcentaje de neutréfilos o el nimero de

plaquetas.



35

Obtencion de las muestras

Los participantes fueron llevados a camillas especiales para donacion sanguinea y
luego de la perforacion con la aguja de donacion (calibre 16), se llenaba una bolsa
accesoria, que se utiliza como filtro para los primeros mililitros de sangre. Esta
bolsa estaba adaptada a un capuchén, para la obtencién de muestras de sangre
con la utilizacion de tubos al vacio con anticoagulante. A partir de las bolsas
accesorias se obtuvieron de 4 a 6 tubos de sangre por cada participante, los
cuales contenian citrato de sodio; cada tubo tenia una capacidad de 3,5 mL y
contenian una concentracion de citrato de sodio de 3,2%. Los tubos se

transportados en constante movimiento hasta su llegada al laboratorio.

Preparacion de las muestras

Los tubos de sangre obtenidos se centrifugaron a 145 g por 10 minutos para
recolectar el plasma rico en plaquetas (PRP), se separd en tubos de plastico y
fueron mantenidos en constante agitacion hasta el momento de su andlisis. Una
vez separado el PRP, los tubos con sangre citratada fueron centrifugados a 1300
g durante 10 minutos para obtener el plasma pobre en plaquetas o PPP y se
separdé en tubos de plastico.

Se utiliz6 el contador hematolégico Sysmex XT 1800i, se cuantificé la
concentracion de plaquetas en el PRP. Si la concentracion de plaquetas era mayor
a 250 000 plaquetas/uL, se realizd la dilucién respectiva con el PPP. No se

cuantificé el PPP.
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Determinacion de los porcentajes de agregacion

Una vez estandarizada cada muestra a la concentracion escogida de 250 000
plaquetas/uL (valor que se utiliza en el CIHATA), se procediéo a determinar los
porcentajes de agregacion plaquetaria mediante la técnica de Born, con la
utilizacion del equipo CHRONO-LOG modelo 490 2D y los agonistas ADP vy
epinefrina. Se colocaron 500 pL de la dilucién en un tubo de vidrio con un agitador
magnético metdlico, para mantener la muestra en agitaciéon constante, y en otro
tubo sin agitador se colocaron 500 pL del respectivo PPP del participante. Ambos
tubos se incubaron en el equipo por 5 minutos, para que cada muestra llegase a
37°C. Luego se colocé cada tubo en su respectivo pocillo (el PPP en el pocillo de
blanco y el tubo con agitador en el pocillo de prueba) y se agregaron 5 pL de ADP
en el tubo de prueba. Se control6 la agregacion por 5 minutos. El procedimiento se
repitié utilizando epinefrina en vez de ADP, la cual se preparé reconstituyendo una
alicuota de 50 pL en 450 pL de solucion salina. Los valores del porcentaje de
agregacion plaquetaria se almacenaron para su analisis estadistico, utilizando el
programa SPSS. La concentracién utilizada de los agonistas se detalla en el
Cuadro 1.

Cuadro Il. Concentracién de ADP y epinefrina utilizada en el ensayo de
agregacion plaquetaria por el método de transmision de luz

_ Concentracion inicial Concentracion final
Agonista
(mmol/L) (umol/L)
ADP 1 10
Epinefrina 1 10

Nota: la concentracion inicial es la concentracion en el vial de almacenamiento, la
concentracion final es la concentracion luego de agregada la alicuota en el PRP.
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Variaciones al método

Para 12 muestras elegidas al azar, en caso de contar con volumen suficiente de
plasma (tanto de plasma rico como de pobre en plaquetas), luego de determinar
cada valor de porcentaje de agregacion con la metodologia convencional, se hizo
alguna de las siguientes variaciones al método: se omitié la dilucion, se determiné
el porcentaje de agregacion luego del tiempo establecido en la literatura (4 horas)

o se agrego el doble del volumen de agonista.

Analisis de datos

Para la verificacion de los porcentajes de agregaciéon obtenidos, primero se
eliminaron los valores desviados, con el programa SPSS. Después se vieron
cuantos datos se salian de los intervalos de las publicaciones cientificas, ademas
se utilizaron graficos de dispersion para observar la distribucion de los datos.
Luego, con el programa estadistico SPSS, se determind la normalidad de los
datos (con la prueba de Shapiro-Wilk y el uso histogramas) y después se
calcularon los percentiles 2,5y 97,5 con el fin de obtener datos comparables con
los de los articulos cientificos. El analisis de los datos con respecto a los valores
de referencia de las publicaciones se hizo de manera descriptiva.

En la Figura 3 se muestra un esquema resumen de los pasos metodoldgicos del

proyecto, tanto experimentales como estadisticos.
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muestras muestras
Separacion PRP A Cuantificaciaon PRP

agregacion plaquetaria.
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Figura 3. Esquema de la metodologia de la obtencion de valores de porcentaje de
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Resultados

Luego que se agregd cada uno de los agonistas a la muestra de plasma de cada
participante, se obtuvo el porcentaje de agregacion plaquetaria. Como se observa
en la Figura 4, los plasmas cambiaron de turbio a claro, con algunos grumos de
plaguetas (agrupados blanquecinos observables a simple vista), indicando que el

proceso de agregacion se llevo a cabo.

Figura 4. Cambio en la turbidez de la muestra luego de realizada la prueba de
agregacion plaquetaria. A la izquierda se observa el PPP; a la derecha el PRP
luego de ser agregado un volumen de agonista.

Se obtuvieron, ademas, las curvas de agregacion plaguetaria, proporcionadas por

el software del agregémetro (Ver Figura 5)
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Figura 5. Curvas de agregacion plaquetaria obtenidas por el método de
transmision de luz, utilizando ADP (azul) y epinefrina (negra) como agonistas

Se analizaron los 44 datos de porcentaje de agregacion plaquetaria utilizando ADP
y epinefrina (EPI), obteniendo el promedio, desviacién estandar y coeficiente de
variacion que se muestran en el Cuadro lll.

Cuadro lll. Promedio (X), desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV)
de los porcentajes de agregacion plaguetaria obtenidos mediante el método de

transmision de luz, utilizando ADP y epinefrina como agonistas

Agonista X DE CVv
ADP 65,73 19,30 29
Epinefrina | 35 59 30,48 85
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Con el programa SPSS, se detectaron y eliminaron los valores desviados (Ver

Figura 6). Para ADP se detectaron 2 valores y para epinefrina no se detecto

ninguno.

100

Porcentaje de agregacion (%)

o
g I
i

Porcentaje de agregacién (%)

257
o

T
ADP

T
Epinefrina

Figura 6. Distribucion de los datos de porcentaje de agregacion plaquetaria con
los agonistas ADP (izquierda) y epinefrina (derecha), obtenidos por el método de
transmision de luz

Se calcularon los nuevos valores de promedio, desviacion estandar y coeficiente

de variacion, obteniendo los resultados mostrados en el Cuadro IV.

Cuadro IV. Promedio (X), desviacion estandar (DE) y coeficiente de variacion (CV)
de los porcentajes de agregacion plaguetaria obtenidos mediante el método de
transmision de luz, con el uso de ADP y epinefrina como agonistas, luego de

eliminados los valores desviados

Agonista X DE CVv
ADP 63,12 15,38 24
Epinefrina | 55 59 30,48 85
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Luego de eliminar los valores desviados de las listas de trabajo se procedio a
evaluar la normalidad de los datos realizando la prueba de Shapiro-Wilk, con el

programa SPSS. En el Cuadro V se muestran los datos para la evaluacion.

Cuadro V. Datos de la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los
valores de porcentaje de agregacién obtenidos

Agonista Significancia
ADP 0,083
EPI 0,000

Nota: los grupos de valores con una significancia mayor a 0,05 son considerados

valores con una distribucién normal.

Se procedio a realizar un histograma de los valores obtenidos (Ver Figura 7) para

evaluar la normalidad mediante figuras.
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Figura 7. Histograma de los valores de porcentaje de agregacion plaquetaria
obtenidos por el método de transmision de luz. A la izquierda se observan los

valores utilizando ADP como agonista y a la derecha epinefrina
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Para la verificacion de los valores de referencia se hicieron dos graficos de

dispersion (Ver Figura 8 y Figura 9), para observar cuadntos datos entraban en el

intervalo de los valores de referencia de las publicaciones cientificas mencionadas

en la seccion “Marco Teorico”.
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Figura 8. Grafico de dispersiéon de los porcentajes de agregacion plaquetaria
obtenidos por el método de transmision de luz, con el ADP como agonista. Las
lineas punteadas representan los valores superiores e inferiores de las
publicaciones cientificas utilizadas como comparacion: roja (Falcone & Granero),

verde (Mesa et al.), negra (Hayward et al.)
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Figura 9. Grafico de dispersién de los porcentajes de agregacion plaquetaria
obtenidos por el método de transmision de luz, con la epinefrina como agonista.
Las lineas representan los valores superiores e inferiores de las publicaciones
cientificas utilizadas como comparacion: roja (Falcone & Granero), verde (Mesa et
al.), negra (Hayward et al.)

Con estos datos se calcularon los percentiles 2,5 y 97,5, obteniendo los resultados
desplegados en el Cuadro VI.

Cuadro VI. Valores de referencia del porcentaje de agregacion plaquetaria
obtenidos utilizando el método de transmision de luz

Percentil ADP EPI
2.5 28,00 1
97,5 91,62 96,13

Se realizo un calculo de la cantidad de mujeres y hombres que participaron del

estudio, donde se descartan aquellos casos en los que no habia suficientes datos
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de porcentaje de agregaciéon por algin inconveniente durante el experimento y

aguellos sujetos que fueron diferidos de la donacién sanguinea (Cuadro VII)

Cuadro VII. Distribucién de los sujetos de estudio por sexo

Caracteristica Mujeres Hombres Total de sujetos
Cantidad 32 23 55
Diferidos 4 3 7

Eliminacién por falta
3 1 4
de datos
Trabajo 25 19 44
Edad promedio 27 29 28
Conteo de
366 000 380 000 372 000

plaquetas/pL

Con agquellas muestras cuyo volumen era suficiente, se les realizaron las
variaciones al método (evaluacion de la agregacion en el plasma no diluido,
agregar doble volumen de agonista para duplicar su concentracion y el andlisis del
plasma 5 horas luego de obtenida la muestra). Los valores de porcentaje de

agregacion plaquetaria obtenidos se detallan en el Cuadro VIl




por el método de transmision de luz

Sujeto ADP EPI (f‘DP EPI ADP 5 EPI5 pla':nliz no pIasEnI:zI:l no
oble doble horas horas o o
diluido diluido

1 74 73 85 62 - - - -

2 78 43 75 52 78 79 72 72

3 98 69 91 74 80 74 - -

4 72 6 72 13 68 4 84 4

5 97 17 70 20 - - 84 30

6 78 92 75 66 - - - -

7 84 6 79 20 76 21 89 61

8 79 12 72 18 - - - -

9 36 15 - - - - 68 66

10 78 21 83 18 64 11 89 25

11 59 9 72 24 - - 73 6

12 45 14 41 13 78 15 - -

(-): No se realizo la variacion
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Cuadro VIII. Datos de porcentaje de agregacion basales y luego de alguna variacion de 12 sujetos del estudio, obtenidos
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Discusion
Para la comparacion de resultados, se utilizaron tres publicaciones de
establecimiento de valores de referencia para la prueba de agregometria: la
publicacion realizada por Mesa y colaboradores, la escrita por Falcone y Granero y
la publicacion de Hayward y colaboradores (explicadas en la seccion “Marco
tedrico”). Para ambos casos de agonistas, mas de tres valores de porcentaje de
agregacion plaguetaria se salen de los intervalos estipulados en las publicaciones
cientificas, por lo que estos valores no pueden ser utilizados como referencia. Se
debe continuar con la recoleccion de datos para establecer los valores de
referencia para esta prueba, como lo indican las guias (CLSI & IFCC, 2008)
(Howard, 2008).
Los valores de porcentaje de agregacion plaquetaria obtenidos para el ADP
mostraron una distribucion normal, mientras que los obtenidos para la epinefrina
no. Segun lo establecido en la guia de la CLSI en el afio 2008, para variables con
distribucion normal se pueden calcular los valores de referencia utilizando los
limites superior e inferior o utilizando métodos no paramétricos, como los
percentiles; para los datos con distribucién no normal se deben usar métodos no
paramétricos.
Para el caso del ADP, se puede observar que ambos valores de porcentaje de
agregacion plaquetaria se alejan de los valores reportados por Mesa, et al.
Falcone & Granero y Hayward et al. De ambos valores, el valor superior es el que

menos se aleja de lo reportado.
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Con respecto a los valores de porcentaje de agregacion de epinefrina, se puede
observar que estos difieren con lo reportado en las publicaciones cientificas de
Mesa y Falcone & Granero, pero para el caso de la publicacion de Hayward, se
puede observar gue son mas similares entre si, principalmente el valor superior.

Cuadro IX. Valores de referencia de porcentaje de agregacion plaquetaria para los
agonistas ADP y epinefrina (EPI) obtenidos por el método de transmision de luz

. ADP valor | ADP valor EPI valor EPI valor
Trabajo . . . : i ;
inferior superior inferior superior
Analisis 28 91,62 1 96,13
Falcone & Granero 49 87 42 85
Mesa et al. 44.1 86,7 50,8 80
Hayward et al. 41 97 9 101

En el caso de los histogramas, el de ADP muestra una ligera tendencia a la
normalidad, mientras que en el caso de la epinefrina no se observa una tendencia
a la normalidad, sino que hay valores desviados hacia la izquierda.

Como se observa en los coeficientes de variacion (Cuadro 1V), la variabilidad de
los resultados es mayor en el caso de la epinefrina, por ello el intervalo de valores
de referencia es tan amplio, como se observa en el estudio de Hayward et al.
Estas variaciones pueden deberse al tipo de poblacién en estudio, pues los
sujetos fueron escogidos completamente al azar, ademas el Unico filtro que se
tuvo fue la entrevista (en la que se utilizaban variables como infecciones recientes,
consumo de medicamentos [en especial aspirina] y conductas sexuales de riesgo)
y los valores de hemoglobina, hematocrito y porcentaje de neutréfilos y linfocitos
del paciente (que se miden antes de aceptarlo para la donacion); no se toman en

consideracion otras caracteristicas como la dieta, el ejercicio y el fumado,
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variables que pueden afectar la agregacion plaguetaria (Lordkipanidz, 2016; Miller,
2014).

Se puede notar que se tiene una mayor participacion de mujeres que de hombres,
aunque esta diferencia no es significativa. De lo que no se tiene un control es de
los grupos etarios y etnias que participan del estudio, lo cual podria influir en los
datos obtenidos (Miller, 2014); lo que se conoce es que la mayoria de la poblacién
que particip6 en el estudio eran jovenes menores de 30 afios (promedio 28).
También, se puede observar que el promedio del conteo plaquetario permite la
realizacion del estudio, el cual se realiz6 utilizando una concentracién de 250 000
plaquetas/yL, aunque se ha visto que no es necesaria esta dilucion (Cattaneo,
2009; Linnemann & Schwonberg, 2008). La limitante que pudo presentarse era la
concentracion baja de plaquetas (menor a 100 000 plaquetas/pL), concentracion a
la cual no se puede realizar el método de agregacion plaquetaria en plasma, pues
los resultados pueden verse alterados (Cérdova, Vargas et al.,, 2011). Esta
variable no se analiz6 en este estudio.

El alto porcentaje de la poblacién que agregd pobremente con epinefrina se ha
visto en otras publicaciones cientificas, en las cuales se ha observado que
frecuentemente hay individuos que no agregan correctamente con este agonista,
sin tener ninguna patologia de fondo detectada (Gresele et al., 2015). Ademas se
deben considerar cuestiones metodoldgicas, como la manipulacién del PRP para
la realizacion de la dilucién (que se comentara mas adelante). Se debe continuar
con la recoleccion de datos para evaluar este comportamiento, pues la cantidad de

datos no es suficiente para sacar alguna conclusion.
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Con respecto a las variaciones realizadas al método (volumen doble de agonista,
no dilucién del plasma y tiempo de analisis): en el caso del aumento de la
concentracion, este no mostré una diferencia con los valores base de cada sujeto,
por lo que parece que la concentracion de agonista que se utiliza es la adecuada.
En el caso de la muestra no diluida, el porcentaje de agregacion aumento en la
mayoria de las muestras, principalmente en el caso de la epinefrina, esto puede
deberse a que, como mencionan Linnemann & Schwonberg y Cattaneo y
colaboradores, al diluirse el PRP con el PPP se inhiba la agregacion plaquetaria
por presencia de sustancias inhibitorias en el PPP, liberadas de las células
sanguineas luego del centrifugado de los tubos a mayor velocidad (segundo paso
de centrifugacion), ademas hay mayor manipulacion del PRP aumentando la
probabilidad de activacién y consecuente agregacion de las plaquetas

Con respecto al tiempo de andlisis, se puede observar que en el caso del ADP no
hay una gran diferencia al analizar la muestra a las 5 horas, aunque en la mayoria
de los casos hubo una disminucion de los porcentajes de agregacion. Por lo tanto,
es mejor analizar las muestras maximo 4 horas luego de recolectadas, como
menciona Lordkipanidz. En el caso de la epinefrina se puede observar que se
obtuvo aumento, disminucién y cambios pequefios en los porcentajes de
agregacion. Con estos datos no se puede concluir el comportamiento de las
muestras a esta variacion, por lo que se deben analizar plasmas de otros sujetos.
Cabe destacar que, a pesar de los valores obtenidos, las muestras deben
analizarse en el menor tiempo posible, con el fin de obtener valores mas
confiables de lo que sucede de manera in vivo en el paciente, ademas de

manipular la muestra lo menos posible.
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Con respecto a los estudios de agregaciéon plaquetaria en Costa Rica, hay poca
informacion acerca de esta y solamente hay un trabajo publicado por Lopez y
Cartin, donde mencionan que esta prueba permite detectar algunos defectos
plaguetarios en nuestra poblacién. Ademas, al igual que lo observado en este
estudio, se recalca la importancia de la estandarizacion de la metodologia
siguiendo lineamientos de guias internacionales. Hasta la fecha en el pais no hay
estudios publicados acerca de valores de referencia de porcentaje de agregacion

plaquetaria.
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Conclusiones

Al haber mas de tres datos que no entraron en el intervalo de los valores de
referencia de las publicaciones cientificas utilizadas, no se pueden verificar
los valores de porcentaje de agregacién obtenidos. Se debe continuar con
la determinacion de valores hasta obtener 120 datos como minimo, para
establecer los valores de referencia para esta prueba.

Existe una diferencia entre los valores de porcentaje de agregacion
reportados por otros autores y los observados en este estudio, pudiendo
deberse a las diferentes estandarizaciones que se hacen al método entre
cada laboratorio.

Segun los datos obtenidos el utilizar muestras de plasmas no diluidos
mejora los datos de porcentaje de agregacion plaquetaria, probablemente al
evitar la inhibicion por sustancias liberadas durante la centrifugacion a altas
velocidades y al disminuir la manipulacién del plasma.

Para el caso del ADP el analizar las muestras luego del tiempo
recomendado (4 horas luego de obtenida la muestra) disminuye un poco los
valores de porcentaje de agregacion plaquetaria con respecto a los valores
obtenidos durante este tiempo.

El aumento de la concentracion de agonista no mostré un cambio notable
con respecto a los valores bases de cada individuo respectivo, por lo que se
pueden seguir utilizando las concentraciones anteriormente establecidas.
Todos los valores que se obtengan de porcentajes de agregacion deben ser

interpretados con las guias internacionales y criterios médicos, ademas de
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valorar las curvas obtenidas y tomar en cuenta las variables preanaliticas y
analiticas que puedan afectar los resultados, pues valores bajos en el
porcentaje pueden no estar correlacionados con alguna patologia (como lo
observado en el caso de la epinefrina).

Al igual que lo mencionado en el trabajo del afio 2014 en poblacion
pediatrica en Costa Rica, se observé que es necesaria la estandarizacion
del meétodo de agregacidon plaquetaria en plasma siguiendo las
recomendaciones de guias internacionales, para obtener los resultados

Optimos y asi mejorar la deteccién de defectos plaquetarios.
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Limitaciones y recomendaciones

El estudio tiene la limitacion que por cada campafia de donacion, se pueden
analizar entre 5 y 6 muestras de plasmas, por el tiempo que se invierte separando
las muestras y analizando cada agonista. Ademas, las campafias de donacion
realizadas por el Laboratorio Clinico de la Universidad de Costa Rica, solamente
se realizan cada dos semanas, limitando ain mas la cantidad de muestras que se
pueden analizar mensualmente.

Ademas, la mayoria de la poblacion que participa del estudio es proveniente del
Gran Area Metropolitana, por lo que puede no representar a la totalidad de la
poblacién del pais.

El estudio de las variaciones al método tiene la limitante de no poderse realizar en
la totalidad de las muestras, ya que estos dependian del volumen que sobrara
luego de analizar los plasmas en las condiciones establecidas. Ademas, al ser el
estudio una derivacion de un proyecto de investigacion mas grande de
establecimiento de valores de referencia, se deben obtener los porcentajes de
agregacion con otros agonistas (colageno, acido araquidoénico y ristocetina), por lo
que es mas limitado el volumen de plasma “sobrante”.

Al no poder verificar los valores de referencia, se recomienda continuar con el
estudio y evaluar los resultados cuando se tengan los 120 valores que se
necesitan para el establecimiento de los valores de referencia. Los valores
obtenidos son un primer corte que da una vision exploratoria del comportamiento

de los valores de la prueba de agregacion plaquetaria. Ademas estos valores
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servirAn como guia para evaluar el comportamiento de la agregacién plaquetaria

con epinefrina, que no se pudo realizar en este estudio.

También, es recomendable siempre correr un control de plasma normal (lo cual no
se realiz6 en este estudio), para asegurar la confiabilidad de los datos obtenidos

(Favaloro, 2009).

Otra recomendacion es evaluar plasmas diluidos hasta llegar a concentraciones
menores a 200 000 plaquetas/uL con diferentes agonistas, para observar el
comportamiento a bajas concentraciones plaquetarias y valorar si el método puede

ser aplicable a pacientes con conteos bajos de plaquetas.
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Anexo #1

3\ UNIVERSIDAD DE V Vicerrectoria de
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Mariela Solano Vargas
Investigadora
Centro de Investigacion en Hematologia y Trastornos Afines

El Comité Etico Cientifico (CEC) en su sesién No.48, celebrada el 15 de febrero de
2017 someti6 a consideracion el Proyecto de Investigacion "Determinacién de
valores de referencia para las pruebas de agregonometria y de coagulacién
realizadas en el CIHATA".

Después del andlisis respectivo, el Comité acuerda:

AcuerdoN°6: Se acuerda declarar aprobado el Proyecto de Investigacién
"Determinacion de valores de referencia para las pruebas de agregonometria
y de coagulacion realizadas en el CIHATA” de la Investigadora Mariela
Solano Vargas.

Quedamos en la entera disposicién de colaborar ante cualquier consulta.
Sin més por el momento, se suscribe cordialmente,

N

M.Sc. Alfonso Chacén Mata
Presidente Comité Etico Cientifico

dha

Ce  GanssjoCientifico, CIHATA: S i
M.Se. Dario Hernéndez. Gestor de proye: oosma para
Archivo/consecutivo.

Tel: 2511-1350 | Fax: (506) 2224-9367 | Cormreo electronico vi@vinv.ucrac.er [Portal de Investigacion:
www.vinv.ucr.ac cr. Direccion: Cuarto piso de la Biblioteca Demetrio Tinoco. Sede Rodrigo Facio



Anexo #2

Cédigo (o nimero) de proyecto:

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION Centro de Hematologia y Trastornos
COMITE ETICO CIENTIFICO Afines (CIHATA)
Teléfono/Fax: (506) 2511-4201/ (506) 2224-9367

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(para ser sujeto de investigacion)

Implementacién de valores de referencia en agregometria

Nombre de la Investigadora Principal: Mariela Solano Vargas )

Nombre del/la participante:

Al

Firma de sujeto participante:
Comité Etico Cientifico - Universidad de Costa Rica — Numero de sesién en que fue aprobado el proy

PROPOSITO DEL PROYECTO: En el Centro de Investigacién en Hematologia y
Trastornos Afines (CITHATA) de la Universidad de Costa Rica, realizard un estudio sobre
una prueba de laboratorio que mide la funcién de unos elementos de la sangre llamados
plaquetas. Establecer los valores normales que se deben obtener en esta prueba es
importante porque muchos pacientes la requieren y porque se ve influenciada por factores
como la temperatura, cuanto se dura en tomar la muestra, los medicamentos que toman,
entre otros. A causa de no conocer aun los valores normales, cuesta mucho relacionar
cuando la prueba esté alterada por que realmente las plaquetas no funcionan o porque otra
condicién del paciente o al realizar la metodologia no est4 funcionando. Esta prueba es
necesaria para el apoyo en el diagnéstico de algunas enfermedades relacionadas con
sangrados o con trombos en la sangre, por lo que saber los valores de referencia y qué
factores la afectan permitirén un resultado adecuado que sirve para que médicos tomen
decisiones importantes acerca de tratamiento con los pacientes afectados, por lo que usted
contribuiria a determinar dichos valores normales de la prueba.

Este proyecto serd financiado por la Universidad de Costa Rica, toda la informacién
adquirida ser4 confidencial y el estudio durara 2 afios en el cual se analizaran las muestras
de los participantes. Dichos datos se manejaran en una base de datos del centro y su analisis
y publicacién de resultados seran totalmente an6nimos. Los registros de resultados,
consentimientos informados estaran resguardados en el CTHATA.

;QUE SE HARA?: Si la persona acepta participar en este estudio, tendra que llenar un
formulario donde se recolectardn algunos datos de informacién personal y de su estado de
salud. Luego se obtendran 2 tubos de 4 ml con la sangre del participante, lo que consiste en
una toma de sangre convencional como cuando se va a la clinica o el EBAIS, la persona
encargada limpiar4 la zona con alcohol, posteriormente pincha la vena resaltada, extrae los
dos tubos de tapén celeste, los retira, saca la aguja y pone un algodén o curita en la zona.
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A partir de estas muestras se obtendra plasma para asi calcular el porcentaje de agregacién
de sus plaquetas. Este procesamiento se debe hacer el mismo dia, el anélisis de datos se
hard cuando se complete la totalidad para anélisis estadisticas.

B. RIESGOS:

La participacion en este estudio no significara ningtin dafio grave, solamente se podra sentir
una molestia general que implica la toma de sangre y, a veces, un morete en el sitio de la
puncién. Este proceso lo realizard personal experimentado y calificado del CIHATA o de
un centro de salud.

C. BENEFICIOS:

Como resultado de la participacion usted no obtendra un beneficio directo, sin embargo si
contribuye con la determinacién de los valores de referencia de la prueba llamada
agregometria, importante para el abordaje de ciertas enfermedades o seguimiento de
tratamiento en algunos pacientes. 2

De esta manera los investigadores podran conocer més acerca de la enfermedad en algunas
personas y ayudarén a los médicos especialistas a la hora de interpretar las pruebas de sus

pacientes.

D. VOLUNTARIEDAD:

Su participacién en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a participar o a
discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que esta decisién afecte la calidad
de la atencién médica (o de otra indole) que requiere.

E. CONFIDENCIALIDAD:

Su participacién en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en una
publicacién cientifica o ser divulgados en una reunién cientifica pero de una manera
anénima.

F. MUESTRAS BIOLOGICAS:

Las muestras obtenidas para esta investigacion podrian transferirse a otros investigadores
del Centro, bajo el Acuerdo de Transferencia de Material Bioldgico (MTA).

G. INFORMACION:

Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con la Dra. Mariela
Solano Vargas ella debe haber contestado satisfactoriamente todas sus preguntas. Si
quisiera mas informaciéon mas adelante, puedo obtenerla llamando a (Mariela Solano
Vargas) al teléfono (88847392) en el horario (L-V de 8am -4pm), o al CIHATA de la
universidad de Costa Rica al teléfono (22231385). Ademés, puedo consultar sobre los
derechos de los Sujetos Participantes en Proyectos de Investigacién a la Direccién d
Regulaciéon de Salud del Ministerio de Salud, al teléfono 22-57-20-90, de lunes a viernds

de 8 am. a 4 pm. Cualquier consulta adicional puede comunicarse a la Vi o l'JS Sk
2 ‘\\QQ,“S 3 T4 ,?/0
Firma de sujeto participante: S ¢4 2.4

Comité Etico Cientifico - Universidad de Costa Rica— Numero de sesion en que fue aprobado el proyecto:
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Investigacion de la Universidad de Costa Rica a los teléfonos 2511-4201 ¢ 2511-5839, de
lunes a vienes de 8 am. a 5 p.m.

H. Usted NO perder4 ningun derecho legal por firmar este documento.

I.  Usted recibird una copia de esta férmula firmada para su uso personal.

CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacién descrita en esta férmula, antes de firmarla (Se me
ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas en forma adecuada).
Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este estudio

Nombre, cédula, lugar y firma del sujeto fecha
Nombre, cédula, lugar, firma del/la testigo fecha
Nombre, cédula, lugar, firma de la investigadora que solicita el consentimiento fecha

NUEVA VERSION FCI — APROBADO EN SESION DEL COMITE ETICO CIENTIFICO (CEC) NO. 149 REALIZADA EL
4 DE JUNIO DE 2008.
CELM-Form.Consent-Inform 06-08

w
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Firma de sujeto participante:
Comité Etico Cientifico - Universidad de Costa Rica— Ntmero de sesién en que fue aprobado el pmyecto IR




Anexo #3

BANCO pE SANGRE aruro | B INS

UNIVERSIDAD p: COSTA RiCA Oficina de Bienesta

RE-239 CUESTIONARIO PARA DONANTES DE SANGRE Version 04

Estimado donante de sangre: este documento debe ser llenado en forma individual y privada.
La informacién que nos suministre es totalmente confidencial. Si tiene alguna pregunta, no dude
en consultarle al entrevistador.

INFORMACION PERSONAL DEL DONANTE

Foghins: (= Shiccwl, ]

Nombre Compl

N° de identificacién: Naclonalidad; ] Costarricense Sexo: [ Masculino
| e e Ve ] Femenino

Fecha de nacimiento: Edad: Estado Civil:

Lugar de domicilio:

Ocupacién v oficio: Correo electrénico:

Teléfonode Residencia: ___ Celular: Fax:

POR FAVOR, CONTESTE LAS SIGUIENTES PREGUNTAS

Marque su respuesta en la casilla de la derecha

1. ;Ley6 y entiendi6 el material informativo que se le entreg6 previamente? SI NO
2. ;Tiene alguna duda? ) SI NO
El dia de hoy

3. ;Se siente bien de salud? SI NO
4. (Esté t do algiin medi to? ;Cudl? SI NO

En las dltimas 24 horas

5. ;Ha ingerido bebidas alcohélicas? SI NO
En las dltimas 48 horas

6. ;Ha tomado medicamentos como Alka Seltzer, Tabcin, Aspirina? S1 NO
En los iltimos 3 dias

7. (Ha ido al dentista? Si NO
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RE-239 CUESTIONARIO PARA DONANTES DE SANGRE Version 04

En las dltimas 4 semanas

8. ;Ha tenido gripe u otros sintomas (malestar general, dolor de cabeza, fiebre, cansancio) Si NO
9. ;Ha recibido v ? Si su resp es SI, indique cual: b | NO
En los dltimos 12 meses

10. ; Le han practicado alguna cirugia?

Si la respuesta es afirmativa, hace cuanto tiempo y que tipo de cirugia: SI NO
11. ;Ha estado internado en algiin centro para pacientes psiquiditricos o en alguna 4 SI NO
cércel por mas de 72 horas?

12. ;Ha recibido algiin tipo de transfusién de sangre o de productos sanguineos? S1 NO
13. ;Ha recibido algtin trasplante o implante de érganos y tejidos? SI NO
14. ;Se ha realizado algiin tatuaje, recibido acuputura, punzado accidentalmente o se ha SI NO
perforado la piel con aretes?

15. ;Ha tenido tuberculosis? Si NO
16. ;Ha tenido o tiene alguna enfermedad de transmision sexual como sifilis o gonorrea? SI NO
17. ;Ha presentado de manera constante diarrea intensa, pérdida de peso, SI NO
ganglios inflamados, tos persistente de evolucion crénica, fiebre?

18. ;Ha estado en contacto directo con la sangre de otra persona? | NO
19. ;Ha tenido contacto sexual con més de una persona? SI NO
20. ;Ha tenido contacto sexual (anal, vaginal, oral) con o sin proteccién con personas que Sl NO
cobran por sexo?

21. ;Ha tenido contacto sexual con alguien que tenga VIH/SIDA o que haya tenido un resulltado S NO
positivo en una prueba para VIH/SIDA?

22. ;Ha tenido contacto sexual con alguien que haya usado jeringas para consumir drogas? S NO
23. ;Ha tenido contacto sexual o ha vivido con alguna persona con hepatitis? SI NO

Alguna vez usted:

24. ;Ha donado sangre o algiin componente sanguineo?
;Cuando doné por iltima vez? (mes y afio): Si NO
:Durante y después de la donacién se sintié bien?

25. ;Se ha inyectado o ha consumido drogas ilegales? S1 NO
26. ;Recibi6 dinero, drogas u otro pago a cambio de sexo? SI NO
27. ;Ha tenido hepatitis? SI NO
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239 CUESTIONARIO PARA DONANTES DE SANGRE

Version 04

Alguna vez usted:
28. ;Ha padecido paludismo (malaria)?;Ha visitado recientemente zonas con casos de Malaria?
29. ;Ha sido picado por los chinches chupa sangre (triatominos) o ha tenido mal de Chagas?

30. ;Ha tenido algin tipo de cdncer o tumor?
En caso afirmativo, favor indique de que tipo:

31. ;Ha recibido algiin tratamiento de quimioterapia o radioterapia?
32. ;Ha padecido de asma o alergias?

33.;Le han diagnosticado Diabetes?
Si su respuesta es afirmativa ;Utiliza insulina como tratamiento?

34.;Ha tenido problemas de Presi6n Arterial?
35. ;Tiene alguna enfermedad del corazén o de los pulmones?
36. ;Ha presentado sangrados anormales, o alguna enfermedad de la sangre?

37. ;Se ha realizado la prueba del HIV (virus causante del SIDA)?
En caso afirmativo, indique cuil fue el resultado (positivo o negativo):

38. ;Ha padecido alguna enfermedad que no esté indicada aquf como hemofilia,
alcoholismo u otras? En caso afirmativo, indique cudl:

Sl

SI

Si

SI

S
I

ST

SI

SI

NO

Si usted es Donante Femenina, por favor responda las siguientes preguntas
39. ;Estd menstruando el dia de hoy?

40. ; Estd usted embarazada o ha sufrido algiin aborto reciente?

41. ;Estd en perfodo de lactancia?

42. ;Ha tenido contacto sexual con un hombre que alguna vez haya tenido relaciones
con ofro hombre?

Si

SI

S1

SI

NO

NO

NO

NO

Si usted es Donante Masculino, por favor responda la siguiente pregunta

43. ;Ha tenido contacto sexual con otro hombre alguna vez?

SI
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RE-240 - CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre Completo:

Documento Confidencial

Version 03

Fecha:

Estimado Donante:

A continuacién se enlista una serie de aspectos que deben ser de su conocimiento para continuar con el
proceso de donacién, por favor lea la informacién atentamente:

DOY MI CONSENTIMIENTO PARA QUE
1. Se realice la extraccién de mi sangre y se utilice en la transfusion de otras persona.

2. Se utilicen mis datos personales con el fin de notificar cualquier resultado importante referente a la donacién.
3. Se use mi derecho de imagen al captar, emitir, reproducir y publicar imgenes y videos y sin limite temporal
en cualquier medtio, soporte o formato, en medios de comunicacién, péginas web del Laboratorio Clinico UCR.

DECLARO QUE

—

. He recibido la informacion necesaria para la compresién de:

- El proceso de donacién y la forma de extraccién de la sangre.
- Las razones por las cuales es necesaria la informacién solicitada en el cuestionario, los posibles
motivos de exclusién de la donacién y la importancia del consentimiento informado.
- Las razones por las cuales se puede excluir la sangre donada para su transfusién en pacientes.
- El compromiso del Banco de Sangre de ofrecerme la informacién obtenida de los andlisis de sangre
en caso de que fuera importante para mi salud.
2. He comprendido toda la informaci6n que me han suministrado.
3. Toda la informaci6n que he suimistrado en el cuestionario y la entrevista es verdadera.
4. Fl Banco de Sangre ha garantizado la confidencialidad de toda la informacién que he suministrado.

’

Firma

Cédula

Espacio para uso exclusivo del Banco de Sangre

Examen médico
Pesozit > i b e n(Ke) Grupo ABO:
Estatura: (m) Rh:
Temperatura: LUERE) El donante ha sido:
Frecuencia Cardiaca: (ppm) Aceptado [
Presién Arterial: (mmHg)  Diferido [ ]
Hemoglobina: (g/dL) Rechazado [
Hematocrito: (%) Tiempo:_____

Razén:

Entrevistador:

Flebotomista:

Responsable:

Ex_traccién
Brazo:
Duracién: (min)
Volumen: (mL)
Tipo de bolsa:
# Segmento de bolsa:
PA final: (mmHg)
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