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Efectos de la biocompatibilidad de las
membranas sobre la funcién plaquetaria

A. Martin-Malo, F. Velasco, D. Castillo, E. Andrés, R. Pérez, A. Torres y P. Aljama -
Hospital Regional Reina Sofia. Cérdoba.

RESUMEN

La interaccion de la sangre con las membranas de diélisis induce activacién
plaquetaria. Al no modificarse con la anticoagulacién sistémica, la betatromboglo-
bulina (BTG) constituye un excelente pardmetro para cuantificar dicha activacion
durante la didlisis. En este trabajo se han comparado los niveles plasmiticos de
BTG con otro marcador bien establecido de biocompatibilidad, como es el grado
de leucopenia inducido por la didlisis. Se estudiaron 10 pacientes con insuficien-
cia renal crénica en programa de hemodidlisis que fueron tratados secuencialmen-
te con tres tipos diferentes de membranas: cuprofin (CU), etilen-vinil-alcohol
(EVAL) y poliacrilonitrilo (AN-69). Se determinaron las concentraciones de BTG y
neutrdfilos a los cero, quince y sesenta minutos en la linea arterial y a los quince
minutos en la linea venosa. Con membranas de CU se observé un descenso de los
neutrdfilos a los quince minutos (19 % del valor inicial), que coincidié con un
incremento de la concentracion de BTG (A + 11 %; p < 0,005). Con EVAL se
obtuvo un descenso moderado de los neutréfilos (59 % del basal, p < 0,05) y un
ascenso de la BTG (A + 8 %; p < 0,05). Con AN-69 no se objetivaron modifica-
* ciones significativas de los neutréfilos ni variaciones de los niveles de BTG (+3 %,
NS). Se demostré una buena correlacion entre descenso de los granulocitos e in-
cremento de las cifras de BTG a los quince minutos de la didlisis en los pacientes
tratados con CU (r = —0,86; p < 0,01) y EVAL (r = —0,69; p < 0,05). En con-
clusion, el grado de activacién plaquetaria durante la hemodiélisis expresada por
los niveles plasméticos de BTG depende del tipo de membrana utilizada y consti-
tuye un excelente pardmetro para evaluar la biocompatibilidad.

Palabras clave: Betatromboglobulina. Biocompatibilidad. Funcién plaquetaria.
Hemodiilisis.

EFFECT OF MEMBRANE BIOCOMPATIBILITY ON PLATELET FUNCTION
SUMMARY

The interaction between blood and dialyser induces platelet activation resulting
from deficient biocompatibility. Since systemic anticoagulation does not modify
Beta-thromboglobulin (BTG) concentrations, this parameter is a reliable guide to
platelet activity during hemodialysis (HD). We have therefore related the plasma
BTG levels with another well known index of biocompatibility such as the
neutrophil count changes during HD. We studied ten regular HD patients treated in
sequence with cuprophan (CU), ethylene-vinyl-alcohol (EVAL) and polyacrylonitrile
(AN-69) membrane dialysers. BTG plasma levels (RIA) and neutrophil counts were
p < 0.005). EVAL induced a moderate leukopenia (59 %) and BTG rose slightly
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the starting value) which was associated with a significant increase in BTG (A 11 %;
p < 0.005). EVAL induced a moderate leukopenia (59 %) and BTG rose slightly
(A 8 %; p < 0.05). With AN-69 there were no significant changes in neutrophils
and BTG concentrations remained stable (3 %; NS). Considering CU and EVAL data
as a whole, the decrease in neutrophil counts correlated with the BTG rise
(r = —0.86; p < 0.001). We conclude that the degree of platelet activation during
HD estimated by plasma BTG levels depends on the type of dialyser membrane and
constitutes a useful parameter for evaluating the biocompatibility.

Key words: Beta-thromboglobulin. Biocempatibility. Hemodialysis. Platelet

function.

Introduccion

Kaplow y Goffinet describieron en 1968 la apari-
cién de una neutropenia intensa, precoz y transitoria
en los primeros minutos de la dialisis '. Este fenéme-
no ha sido ampliamente estudiado, pero sus meca-
nismos etiopatogénicos permanecen adn controverti-
dos % 3. Se ha observado que el descenso maximo
de los granulocitos se produce entre los cLuince y los
veinte minutos de iniciada la dialisis ' *°. Esta neu-
tropenia se asocia con un incremento notable de la
adhesividad granulocitaria, normalizéndose ambos
parametros a los sesenta minutos del comienzo de la
sesion de hemodialisis 7%, Estos resultados se han
confirmado en estudios efectuados in vitro e in
vivo & 2.

Se ha atribuido esta leucopenia a una activacion
de la via alterna del sistema del compiemen-
to > % 1 con una generacién de anafilotoxinas
C3ay C5a ''"'3, principalmente esta Gltima, que pa-
rece jugar un papel primordial en la induccién de la
neutropenia de la dialisis "> '*. Las anafilotoxinas
pueden provocar su efecto por una accién directa so-
bre los receptores de membrana de estas célu-
las 1>’ '®, incrementando la actividad quimiotactica,
la adhesividad y agregacién granulocitarias '* 5. A
su vez, estos neutrofilos activados pueden estimular la
actividad plaquetaria aumentando la produccién de
otros agentes quimiotacticos que favorezcan la capa-
cidad agregante de los neutréfilos 7 '8,

Por otra parte, el contacto de la sangre con superfi-
cies extrafas estimula la actividad y agregacion pla-
quetaria '°. Se ha descrito aparicién de trombopenia
durante la dialisis 2°, aunque estos resultados no han
sido confirmados por otros autores 2! ?2, Sreeharan
y cols. ?* estudiaron la funcién plaquetaria en pa-
cientes urémicos tratados con membranas de cupro-
fan y policarbonato, encontrando una buena correla-
cién entre grado de trombopenia y alteracién de la
agregacién plaquetaria, dependiendo de la composi-
cion biolégica de la membrana utilizada 2. Es un
hecho bien conocido que la activacién del sistema
de contacto, aparte de iniciar la cascada de la coagu-
lacién, pone en funcionamiento la estimulacién de
otros sistemas proteoliticos, como son la fibrindlisis,

la activacién del sistema kalicreina-kinina y el del
complemento *. Sin embargo, la incidencia y seve-
ridad de estas alteraciones plaquetarias y sus posibles
repercusiones sobre la produccién de leucopenia por
las membranas de dialisis permanece en debate > 2°.
La betatromboglobulina (BTG) es un excelente paré-
metro para valorar la actividad plaquetaria # y, ade-
mas, tiene la peculiaridad de que sus concentracio-
nes apenas se modifican por la anticoagulacién sisté-
mica con heparina . '

El objetivo de este trabajo fue estudiar las variacio-
nes de los niveles de BTG durante la didlisis y su
posible interrelacion con la neutropenia inducida por
diferentes membranas con distinto grado de biocom-
patibilidad.

Material y métodos

Se estudiaron 10 pacientes con insuficiencia renal
crénica en programa de hemodiilisis periddica. Se
trataba de siete mujeres y tres hombres, con una
edad media de 47,1 afos, con un rango de variacién
que oscilaba entre dieciséis y sesenta y seis afos. La
estancia media en hemodialisis era de 31,7 £ 17,9
meses. Estaban siendo rutinariamente dializados con
membranas de cuprofan. Ningun paciente era diabé-
tico, su enfermedad de base no habia cursado con
sindrome nefrético y no presentaban patologia inter-
currente. No estaban tomando ningln farmaco que
pudiera alterar la funcién plaquetaria.

Todos los enfermos se dializaban tres veces por se-
mana en sesiones de cuatro a cinco horas de dura-
cién. El flujo sanguineo oscilaba entre 210 y
300 ml/min. El flujo del liquido de didlisis era de
500 mi/min. La temperatura durante la dialisis se
mantenia entre 36 y 37° C. En todos los casos el ac-
ceso vascular fue una fistula arteriovenosa de Cimi-
no-Brescia. Se utilizaron agujas revestidas de silicona
(Terumo Corp.). La anticoagulacién del paciente fue
con heparina, segln las necesidades de cada sujeto.

Todos* los pacientes fueron tratados secuencial-
mente con tres diferentes tipos de membranas: cu-
profan (Gambro Lundia Mayor 11,5 W.), etilenvinilal-
cohol (EVAL, Kf 101) y poliacrilonitrilo (AN-69, Hos-
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pal H12-10). Cada enfermo recibi6 siempre la misma
dosis de heparina con las tres membranas utilizadas.

Las muestras sanguineas fueron tomadas de la li-
nea arterial después de haberse heparinizado al en-
fermo: predidlisis (tiempo 0), a los quince y a los se-
senta minutos del inicio de la didlisis. Se realizaron
tomas de la linea venosa a los quince minutos. En
cada tiempo se efectué recuento de leucocitos y pla-
quetas y determinacién de BTG.

La sangre extraida para cuantificacién de BTG fue
inmediatamente transferida a tubos de poliestireno
previamente enfriados que contenfan EDTA e inhibi-
dores plaquetarios (Trombotec, Abbot). Después de
agitar las muestras suavemente, se colocaban en un
bano de hielo durante treinta minutos. Posteriormen-
te se centrifugaba a 2.000 g. y a 4° C por un periodo
de tiempo de quince minutos. A continuacién, del
plasma pobre en plagquetas resultante se tomaron

0,5 c.c. y se volvia a centrifugar de nuevo en las mis-:

mas condiciones descritas anteriormente. Esta mues-
tra se almacenaba a —70° C hasta el momento de su
analisis. La determinacién de BTG fue realizada por
RIA (The Radiochemical Center, Amersham, UK). Los
datos fueron calculados utilizando un contador gam-
ma con microprocesador. El recuento de leucocitos
se hizo en un Coulter «S» y el calculo de neutréfilos
se realiz6 sobre 200 células.

Veinte sujetos sanos, 10 mujeres y 10 hombres,
con edades comprendidas entre los veinticinco y los
Cuarenta y cinco anos, sirvieron como controles.

Los andlisis estadisticos empleados fueron la t de
Student y la regresién lineal.

Resultados

Los niveles plasmaticos de BTG en los controles
sanos eran 33,6 = 15 ng/ml. Los pacientes con insu-
ficiencia renal crénica presentaban unos valores pre-
dialisis de BTG notablemente elevados con respecto
a los controles (133,8 = 51,2 ng/ml.; p < 0,001),
con un rango de variacién que oscilaba entre los
77,2 y los 190 ng/ml.

Durante la dialisis con membranas de cuprofan se
observé un descenso brusco de los granulocitos a los
quince minutos del comienzo de la dialisis (19 % del
valor inicial; p < 0,001). Esta neutropenia coincidié
en el tiempo con un incremento sustancial de la con-
centraciéon plasmatica de BTG de 111,3 £ 11,2 a
123,8 £ 12,6 ng/ml. (A 10,75 £ 2,2; p < 0,005,
fig. 1). Esta elevacion era mayor en la linea venosa,
pero sin llegar a alcanzar significacién estadistica
con respecto a la arterial (fig. 1).

A los sesenta minutos el nimero de granulocitos se
habia normalizado. Sin embargo, los niveles de BTG
permanecian ain elevados (141,3 £ 15,1 ng/ml.,
fig. 1). Existia una excelente correlacién entre des-
censo de granulocitos e incremento de BTG a los
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Fig. 1.—Variaciones de los niveles de BTG expresados en ng/ml.

con membranas de cuprofin (CU). El trazo grueso representa las

determinaciones en la linea arterial y el trazo fino las de la linea
venosa. ** p < 0,01,

quince minutos con las membranas de cuprofan
(r=-0,86; p < 0,01, fig. 2). -

Cuando los mismos pacientes fueron dializados
con membranas de EVAL se observé una disminu-
cién significativa de los neutréfilos a los quince mi-
nutos de la didlisis, pero de menor intensidad que la
encontrada con cuprofdn (59 % del valor inicial;
p < 0,01). Simultineamente se objetivé un aumento
en la concentracién plasméatica de BTG de -
102,5 + 8,1 a 111,5 £ 10,1 ng/ml., que equivalia a
un incremento porcentual del 8,3 = 3,4 %
(p < 0,05, fig. 3). La concentracién de BTG era
practicamente idéntica en las lineas arterial y venosa
(fig. 3).

A la hora se habian normalizado los granulocitos,
pero persistian aln elevadas las cifras de BTG al
compararlas con los valores basales (p < 0,05,
fig. 3). No existian diferencias entre los quince y los
sesenta minutos.

Con esta membrana también se encontré una bue-
na correlacién entre descenso de los neutréfilos e in-
cremento de los niveles plasmaticos de BTG a los
quince minutos del comienzo de la dialisis
(r=—-0,69; p < 0,05). Estos resultados se expresan
graficamente en la figura 4.

Estos mismos sujetos no presentaban modificacio-
nes en el nimero de neutréfilos a los quince minutos
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Fig. 2.—Correlacion lineal entre descenso de granulocitos e incre-
mento de la concentracién plasmética de BTG con cuprofén (CU)

a los quince minutos, expresados en porcentaje de cambios.

de la dialisis cuando se dializaban con AN-69 (98 %
del valor basal). Tampoco se hallaron variaciones en
“la concentracién de BTG en ese momento del estu-
dio (A 3,1 £ 1,1 NS; fig. 5). En la linea venosa se
detect6 un descenso de los niveles plasmaticos de

esta proteina que no fue estadisticamente significa-

tivo.

En la figura 6 se representan las variaciones por-
centuales de los granulocitos y la BTG, respectiva-
mente, con las tres membranas evaluadas, observan-
dose una estrecha relacién entre estos dos parame-
tros. Hay que destacar que a los sesenta minutos se
objetivé un ascenso de las cifras de BTG con los tres
tipos de dializadores (fig. 7), pero este incremento
s6lo fue estadisticamente significativo con CU vy
EVAL.

Las plaquetas descendieron con las membranas de
cuprofan de 194.800 = 70.600 a 167.200 £ 55.780
(p < 0,05). Con EVAL y AN-69 permanecieron cons-
tantes a lo largo del estudio.

Discusion

La BTG es una proteina tetramérica con un peso
molecular de aproximadamente 35.800 daltons 2°
que es secretada por los alfagranulos de las plaquetas
cuando se produce una activacién plaquetaria %>, Se
han descrito valores elevados de BTG en pacientes
con insuficiencia renal crénica, diabetes mellitus, in-
farto de miocardio, sindrome nefrético, etc. 2%+ 27- 28,
El incremento de los niveles plasmaticos de BTG en
la uremia se ha atribuido a la incidencia de mdltiples
factores, entre los que cabria destacar una disminu-
cién del catabolismo renal de esta proteina 27+ 28, Se
ha encontrado una buena correlacién entre descenso
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Fig. 3.—Valores plasmdticos de BTG en ng/ml. con membranas

de etilen-vinil-alcohol (EVAL) en linea arterial (trazo grueso) y li-

nea venosa (trazo fino) a los quince y sesenta minutos del inicio de
la didlisis. * p < 0,05.
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Fig. 4.—Grdfica de correlacion lineal entre disminucion de neu-

tréfilos y elevacién de BTG con etilen-vinil-alcohol (EVAL) en por-

centaje de cambios a los quince minutos del comienzo de la se-
sién de hemodialisis.

del aclaramiento de creatinina y aumento de la con-
centracién plasmatica de BTG 2°, En todos los pa-
cientes incluidos en este estudio existia una eleva-
cion de esta proteina prediélisis y este ascenso era
muy significativo al compararlo con los controles.
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Fig. 5.—Niveles plasméticos de BTG con AN-69 en ng/ml. en li-
neas arterial (trazo grueso) y venosa (trazo fino).

La existencia de una degranulaciéon plaquetaria
con liberacién de factores intracelulares ha sido des-
crita durante la diélisis 2 3°. Varios autores han en-
contrado cifras elevadas de BTG en sujetos urémicos
con diferentes tipos de tratamiento 2! 22 28. 30
También se han publicado elevaciones de esta pro-
tefna durante la diélisis con membranas de cupro-
fan 21 39, Sreen y cols. 22 observaron que los enfer-
mos urémicos tratados con diélisis peritoneal no pre-
sentaban modificaciones en los niveles plasmaticos
de BTG. Sin embargo, los pacientes en hemodiélisis
convencional tenfan un incremento de esta proteina
durante la dialisis %%, Estos datos sugieren que el tipo
de membrana utilizada puede jugar un papel primor-
dial en el grado de activacion plaquetaria representa-
da por las variaciones de BTG intradialisis 2.

La BTG es un excelente parametro para evaluar es-
ta actividad plaquetaria durante la dialisis, ya que su
concentracion apenas se modifica con la hepariniza-
cién sistémica 2. El factor plaquetario 4, que esta
también localizado en los alfagrénulos y es un mar-
cador de actividad plaquetaria <°, es de poca utilidad
en los estudios de pacientes en hemodiilisis, ya que
sus valores se alteran enormemente con la hepari-
na 2°. Por esta razén, en este trabajo se determiné
anicamente la BTG. Aunque hubiese variaciones de
los niveles de BTG con la heparina, no interferirian
con nuestro estudio intradidlisis, ya que las muestras
consideradas como basales, tiempo 0, se extrajeron
con el paciente previamente heparinizado.
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Fig. 6.—Cambios observados en el nimero de granulocitos y ni-

veles plasméticos de BTG a los quince minutos de la didlisis con

las tres membranas: cuprofan (CU), etilen-vinil-alcohol (EVAL) y

AN-69. Los valores se representan en porcentaje de cambios.
***p < 0,001, ** p < 0,01, *p < 0,05.
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fig. 7.—Variaciones porcentuales de las cifras de BTG a los quin-
ce y sesenta minutos con cuprofin (CU), etilen-vinil-alcohol
(EVAL) y AN-69.

Adler y cols. *° observaron un menor grado de .

agregacion plaquetaria y niveles plasmaticos mas
bajos de BTG predialisis en pacientes tratados con
dializadores de poliacrilonitrilo a largo plazo en
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comparacion con individuos dializados con membra-
nas de cuprofan o acetato de celulosa. Estos autores
atribufan estos resultados a una menor estimulacion
de la actividad plaquetaria con membranas mas bio-
compatibles.

Al ponerse en contacto la sangre con superficies
extranas se producen una serie de fenémenos biol6-
gicos escalonados que se pueden resumir brevemen-
te en tres etapas: adsorcién de las proteinas plasmati-
cas a estas superficies con cambios importantes de su
estructura molecular, reacciones complejas que po-
nen en marcha el sistema de la coagulacién y una
activacion de las plaquetas con fenémenos de agre-
gacion vy liberacion de factores intracelulares con
gran actividad quimiotactica - 3'. Esta capacidad
trombogénica de los diferentes materiales extrafos,
en nuestro caso las membranas de diilisis, viene en
gran parte reflejado por las caracteristicas fisicoqui-
micas de cada dializador. Se ha dado una gran im-
portancia a la carga eléctrica de su superficie. Se
pensaba que cuanto mayor era la carga negativa mas
biocompatible era la membrana *2. Actualmente se
considera mas importante la existencia de una alta
dispersién y un bajo grado de energia polar de la su-
perficie como factores estructurales adecuados para
alcanzar un buen nivel de biocompatibilidad *3.
Aunque estos datos son vélidos en el laboratorio, hay
que tener en cuenta que la energia de estas superfi-
cies se calcula tomando como referencia clave el
«dngulo de contacto», que durante la hemodialisis
no puede ser medido por la presencia de una capa
de proteinas que cubre completamente la superficie
de la membrana % 34, Realmente es la composicién
estructural de esta «segunda membrana» la que va a
definir la biocompatibilidad del dializador. Estudios
in vitro realizados por Falkenhagen y cols. > encon-
traron una estrecha relacién entre disminucion de
leucocitos y agregacion plaquetaria con la adsorcion
de proteinas a la membrana, utilizando como indice
el fibrinégeno marcado con 1-125. Por otra parte,
cuando se han analizado mediante microscopio elec-
trénico de barrido cortes seriados de membranas de
cuprofan, en los primeros minutos de la didlisis se ha
observado una interaccién plaqueta-leucocito for-
mando agregados mixtos sobre su superficie *°.

Recientemente, Hakim y cols. 2° han publicado la
aparicién de trombocitopenia transitoria en pacientes
dializados con membranas de cuprofan asociada a
una elevacion del tromboxano B2, detectdndose si-
multdneamente un incremento de los niveles de C3a
des-Arg. Cuando los pacientes utilizaban dializado-
res de polimetilmetacrilato no se observaba trombo-
citopenia ni activacién plaqguetaria, con un ascenso
menor de la concentracién de C3a des-Arg; sugirien-
do que la estimulacién de la funcidn plaguetar y la
trombopenia estaban intimamente relacionadas con
fa activaciéon del complemento de una forma se-
mejante a la leucopenia de la dialisis.

En nuestro estudio se encontré un notable incre-
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mento en los niveles de PTG con el cuprofén a los
quince minutos del inicio de la didlisis, coincidiendo
con el maximo grado de neutropenia (fig. 6). Exis-
tiendo una relacién inversa entre ambos pardmetros
(r = —0,86; fig. 2).

A los sesenta minutos, los granulocitos habian recu-
perado sus valores iniciales; sin embargo, las cifras
de BTG permanecian atn en ascenso (figs. 1y 7).
Estos resultados probablemente puedan explicarse
por un retraso en el catabolismo de la BTG al no
eliminarse por las membranas de didlisis debido a su
alto peso molecular #°. Hay que tener en cuenta que
la vida media de esta proteina en los sujetos sanos
con funcién renal normal es de aproximadamente
unos cien minutos 2°. Es légico pensar que esta vida
media esté muy alargada en los enfermos urémicos,
ya que su principal via catabdlica es la renal.

Cuando se utilizaron membranas mas biocompati-
bles (AN-69) no hubo neutropenia (fig. 6) y no se
modificaron las concentraciones de BTG (figs. 5y 7),
esto es, no existia actividad plaquetaria. Con el EVAL
se detecté un descenso importante de los granuloci-
tos a los quince minutos, pero de menor intensidad
que con el cuprofan (fig. 6). Simultineamente en el
tiempo se observé un incremento significativo de las
cifras de BTG (fig. 3), que también era menor que el
encontrado con el cuprofan (figs. 6 y 7). Esto es,
cuando una membrana presentaba un ligero descen-
so de los neutréfilos, el incremento de los niveles de
BTG era moderado. En todos los casos existia una
buena correlacién entre neutropenia y aumento de la
actividad plaquetaria, representado por un incremen-
to en los niveles Plasméticos de BTG (fig. 6).

Poley y cols. *” han documentado la capacidad de
ciertos componentes del sistema del complemento,
especificamente los productos de la activacién del
C3, C3a y C3a des-Arg, para inducir agregacién pla-
quetaria y liberacion de serotonina en plaquetas hu-
manas. Por otra parte, el zimosdn, que activa la via
alterna del complemento, produce agregacion y acti-
vacién plaquetaria 38,

La activacién del complemento, en concreto la ge-
neraciéon de anafilotoxinas C5a y C5a des-Arg, se
asocia con neutropenia y liberacién de productos in-
tragranulocitarios que pueden a su vez causar esti-
mulacién de la funcién plaguetaria '’ '®. A la inver-
sa, la neutropenia puede ser secundaria a la activa-
cion de las plaquetas. Probablemente la estimulacion
de los granulocitos y plaquetas puede interrelacio-
narse mutuamente amplificando la accién del C5a
sobre la induccién de la leucopenia.

Creemos que se puede concluir que la neutropenia
de la dialisis estd intimamente correlacionada con la
actividad plaquetaria, reflejado por las variaciones de
la concentracién de BTG. Por otra parte, los cambios
producidos en los niveles de BTG intradialisis consti-
tuyen un buen parametro para valorar la compatibili-
dad-de los diferentes materiales biolégicos utilizados
en la circulacién extracorpérea.
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