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RESUMEN

Con el fin de estudiar el efecto hemostético del crioprecipitado en la trombopa-
tia urémica, asi como profundizar en el conocimiento de sus mecanismos de ac-
cién, a ocho pacientes hemodializados con trombopatia urémica se les extrajeron
muestras de sangre para realizar estudios de perfusién in vitro. Se estudiaron: 1) El
efecto de la adicién.in vitro de crioprecipitado sobre la hemostasia primaria; 2) El
posible papel del incremento cuantitativo de factor Von Willebrand (FvW) y/o de
factor VIl (FVIlI) en la mejoria de la hemostasia inducida por el crioprecipitado.
A fin de averiguar el posible papel hemostético que jugaban los fragmentos de
membrana o vesiculas plaquetarias presentes en el crioprecipitado se compardé el
efecto sobre la interaccién plaqueta-subendotelio del crioprecipitado filtrado con
el crioprecipitado normal. -

La adicién de crioprecipitado mejoré los pardmetros que cuantifican la interac-
cion plaqueta-subendotelio (porcentaje de superficie cubierta: de 13,1 £ 7,1 %
a 21,8 + 8,5 %, p <0,01, y porcentaje de trombo: de 3,2 £2,6% a
8,4+ 43 %, p<0,01). La adicién in vitro de 1 U/ml de FWW o de 1 U/ml de
FVIIl mads 1 U/ml de FvW no mejoraron significativamente los pardmetros anterio-
res. No se observaron diferencias significativas en la interacién plaqueta-subendo-
telio en los estudios de perfusion realizados con crioprecipitado normal o filtrado.

Nuestros resultados in vitro confirman que el crioprecipjtado mejora la hemos-
tasia primaria en la trombopatia urémica y que ello es debido a una mejoria del
funcionalismo plaquetario. Esta mejorfa no es atribuible al incremento de los nive-
les plasméticos de FvW y/o de FVIII, ni tampoco a los fragmentos de membrana
plaquetaria presentes en el crioprecipitado. Este efecto hemostético podria deberse
a los multimeros de alto peso molecular del FvW y/o al efecto de otras proteinas
adhesivas presentes en el crioprecipitado.
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urémica. Membrana plaquetaria.
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Introduccidn

" EFFECT OF CRYOPRECIPITATE ON PRIMARY HAEMOSTASIS IN URAEMIC

THROMBOPATHY :
SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effect of cryoprecipitate on primary
hemostasis in uremic thrombopathy and to elucidate its possible mechanisms of
action. Blood samples were obtained for perfusion experiments in vitro from 8
hemodyalisis patients with uremic thrombopathy. We have studied: The effect of in
vitro addition of cryoprecipitate on primary hemostasis. Moreover, we studied the
role of the increase of plasma levels of von Willebrand factor (vWF) and/or Fac-
tor Vill (FVIII) on the hemostatic effect of cryoprecipitate. To elucidate the possible
effect of platelet membrane fragments present in cryoprecipitate in its hemostatic
effect we have compared the effect of filtered cryoprecipitate (in order to eliminate
these platelet fragments) to normal cryoprecipitate on platelet-subendothelium in-
teraction. _

In vitro addition of cryoprecipitate improved platelet-subendothelium interac-
tion (percentage of covered surface: from 13,1+ 7,1 % to 21,8 + 8,5 %,
p < 0,01; and the percentage of thrombi from 3,2 + 2,6 % to 8,4 + 4,3 %,
p < 0,01). In vitro addition of 1 U/ml of vWF or 1 U/ml of vWF plus 1 U/ml of

Vil did not improve platelet-subendothelium interaction. There were no differen-

ces in platelet-subendothelium interaction between perfusions performed with the
addition of filtered and non-filtered cryoprecipitate.

These results in vitro confirm that cryoprecipitate improves primary hemostasis
in uremic thrombopathy and that this is due to an enhancement of platelet func-
tion. This improvement cannot be adscribed to the cuantitative increase of plasma
levels of vWF and FVIIl or to the presence of platelet membrane fragments. A role
for high molecular weight multimers of VWF and/or the effect of other adhesive
proteins present in cryoprecipitate might explain the hemostatic effect of cryopreci-
pitate in uremic thrombopathy.

Key words: Cryoprecipitate. Factor VIIi. von Willebrand factor. Uremic thrombo-
pathy, Platelet membrane.

podria‘ser debido al incremento de los niveles plas-
maticos del complejo FVIII-FVW o a la presencia de
multimeros de alto peso molecular de este Gltimo

Cuando el plasma es congelado y posteriormente
descongelado a 4° C se obtiene una fraccién criopre-
cipitable. Este crioprecipitado es rico en factor VIII
(FVIIl), factor Von Willebrand (FvW), fibrinégeno y
fibronectina, aunque también contiene pequenas
cantidades de todos los factores plasméticos'. Por
ello se ha utilizado cldsicamente en el tratamiento de
la hemofilia A, la enfermedad de von Willebrand y
la hipo o disfibrinogenemia .

Janson y cols. describieron que la administracién
de crioprecipitado acortaba el tiempo de sangria y
mejoraba las complicaciones hemorrégicas en siete
pacientes urémicos, aunque el efecto era pasajero,

desapareciendo a las 24-36 horas de su administra-

cién?. Aunque no se conoce su mecanismo de
accion, se ha postulado que su efecto hemostético
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factor>. Recientemente se ha descrito la presencia de
vesiculas y fragmentos de membrana plaquetaria en
el crioprecipitado, sugiriendo que podrian ser res-
ponsables del efecto hemostético del crioprecipita-
do*. En este sentido se ha demostrado en estudios
experimentales que la administracién de vesiculas de
membrana plaquetaria inducia un descenso del tiem-
po de sangria en conejos trombopénicos y qué este
efecto se debia a una accién directa de estas vesicu-
las en la zona de sangrado ®. . o

El objetivo del presente trabajo ha'sidg estudiar el
efecto de la administracion de crioprecipitado sobre
la hemostasia primaria in vitro en la trombopatia uré-
mica, asi como investigar los posibles mecanismos
de accién a través de los cuales actia el criopreci-
pitado.



Pacientes y métodos

A) Paéientes

Se estudiaron ocho pacientes con insuficiencia re-
nal crénica terminal en programa de hemodialisis y
trombopatia urémica, cinco hombres y tres mujeres,
con una edad media de 52 * 12 afos (intervalo
veintitrés y sesenta y tres aios) y un tiempo de estan-
cia en hemodidlisis de 61 + 47 meses (intervalo 9-
122 m). Todos los pacientes tenian historia clinica
previa de didtesis hemorragica y una alteracién del
funcionalismo plaquetario: tiempo de sangria prolon-
gado y una agregacién plaquetaria inducida por risto-
cetina'disminuida. En todos los pacientes las pruebas
habituales de coagulacién (tiempo de protrombina,
tiempo de activacién de tromboplastina, tiempo de
trombina y fibrinégeno) eran normales y el recuento
plaquetario era superior a 110 X 10%/.

B) Diseno experimental

A estos pacientes se les extrajo sangre para los ex-
perimentos de perfusién in vitro antes de iniciar la
sesiéon de hemodialisis. Ninguno de estos pacientes
habia recibido transfusién de sangre o derivados en
los dltimos dos meses ni farmacos que alteraran la
funcién plaquetaria en los quince dias previos a los
estudios.

Se desarrollaron cuatro_protocolos:

Protocolo I: Estudio de perfusién después de la adi-
cién in vitro de crioprecipitado (cantidad equivalente
a 1 U/ml de factor Von Willebrand). Con el fin de
investigar el papel que jugaba el aumento cuantitati-
vo de los niveles plasmaticos de FvW y FVIII se lleva-
ron a cabo otros dos protocolos experimentales. Pro-
tocolo 1I: Perfusién después de la adicion in vitro de
1 U/ml de FVW altamente purificado. Protocolo Il:
Pertusion después de la adicion in vitro de 1 U/ml de
FvW més 1 U/ml de FVIII. Protocolo IV: Con el fin
de averiguar el posible efecto hemostitico de frag-
mentos de membrana o vesicula plaquetarias presen-
tes en el crioprecipitado se realizaron estudios de
perfusion tras la adicién in vitro de crioprecipitado
normal, y después de una filtracién en un filtro de
ésteres de celulosa con un poro de 0,22 um (Millex
GS, Millipore, Molshelm, Francia) y centrifugacién a
12.000 X g, a fin de eliminar estos restos celulares.

La agregacion plaquetaria frente al ADP, colageno
y ristocetina se determiné por el método fotométrico
de Born®, en un lumiagregémetro Aggrecoder PA
3210 (DIC, Kyoto, Japén).

Para los experimentos de perfusién la sangre recién
extraida fue vertida en tubos de polipropileno que
contenian una solucién CCD como anticoagulante
(citrato 1 M, éacido citrico 7mM, dextrosa 0,14 M,
pH 6,5) (1:9, v:v). Los experimentos de perfusién se
realizaron con sangre anticoagulada en camaras de

CRIOPRECIPITADO EN LA TROMBOPATIA UREMICA

plastico con un diametro de 1,3 mm y una longitud
de 7,2 cm, desarrollada por Baumgartner’, en cuyo
eje se insertaron segmentos de aorta abdominal de
conejo, previamente digeridos en a-quimotripsina,
de unos 14 mm de longitud. El flujo de sangre se ob-
tuvo bombeando [a sangre a través de una bomba
peristaltica (Renal Systems, Minneapolis, Minn, USA)
a unos 140 ml/min (coeficiente de cizallamiento
800 seg™'). Después de diez minutos de perfusién a
37° C los segmentos fueron lavados con tampén fos-
fato salino, fijados con glutaraldehido-formaldehido
durante una hora, deshidratados en etanol e impreg-
nados e incluidos en JB-4 (Polysciences, Warrington,
Penn, USA). Posteriormente, los segmentos fueron
cortados para microscopia Optica y tefidos con azul
de toluidina.

La interaccién plaqueta-subendotelio se cuantificé
mediante evaluacién morfométrica, segin el método
de Baumgartner®, utilizando un sistema de anlisis

. semiautomatizado (MOP-20, Kontron, Messegerate

GmBH, Munchen, RFA)®. De los pardmetros evalua-
dos se consideraron el porcentaje de superficie vas-
cular cubierta por plaquetas y el porcentaje de trom-

bo (definido como agregados con una altura superior

a 5 um). Estos parametros se expresaron como por-
centaje sobre la longitud total del vaso explorado.
Los datos se expresan como media * DS, salvo

-que se exprese lo contrario. Para el anélisis estadisti-

co se utilizé el test no paramétrico de Wilcoxon para
datos apareados. Se consideraron estadisticamente
significativos valores de p < 0,05.

Resultados

Protocolo 1: Con respecto al control, la adicién in
vitro de crioprecipitado mejoré significativamente los
pardmetros que cuantifican la interaccién plaque-
ta-subendotelio in vitro: porcentaje de superficie cu-

Tabla I. Agregacién plaquetaria in vitro e
interaccién plaqueta-subendotelio
registrados con o sin adicién de
crioprecipitado

Control Crioprecipitado

‘Agregacion plaquetaria:
ADPQ2uM) (%) ........... 24,6 + 14 33,8
Colégeno (5 pg/ml) (%) .. ... 34,8 £ 13 46,2
Ristocetina (0,8 mg/ml) (%) 30,4 + 12 38,8

Interaccion P-SE:
Superficie cubierta (%)
Trombo (%)

21, 8,5 **
8, 4,3+

’

P-SE: Plaqueta-subendotelio. Media £ DS. * p < 0,05 y ** p < 0,01, res-
pecto al control (n = 8).
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INTERACCION PLAQUETA-SUBENDOTELIO
‘TRAS ADICION DE CRIOPRECIPITADO
25
*|
20| u
E
t]
H 15 b -1
z
T
©
Y
]
S *
.9 10 -
1=}
£
Q
&
a
3 5L
0
Control . CPT
/
D Sup. cub. total % Trombo

INTERACCION PLAQUETA-SUBENDOTELIO
TRAS ADICION DE F. VON WILLEBRAND

20
-T

- 154

£

g

+1

X

<

5

5 10 p

[}

<3

.9

=

@

a

A

2 5
0

FvW

_' Trombo

Control

D Sup. cub. total

Fig. 1.—Interaccién plaqueta-subendotelio tras la adicién in vitro
de crioprecipitado. CPT: Crioprecipitado. Sup. cub. total:
Superficie cubierta total. * p < 0,01 (n = 8).

bierta por plaqueta (p < 0,01) y porcentaje de trom-
bo (p < 0,01) (fig. 1). Asimismo mejord la agrega-
cién plaquetaria in vitro frente al ADP (p < 0,05),
colageno (p < 0,05) y ristocetina (p < 0,05) (tabla 1).
" Protocolo 11: La adicién in vitro de 1 U/ml de fac-
tor Von Willebrand altamente purificado no mejoré
significativamente la interaccion plaqueta-subendote-
lio (porcentaje de superficie cubierta: 13,6 + 5 % vs
15+8,7%, p=NS, y trombo 4,4+ 3,1 % vs
5% 3,7 %, p = NS) (fig. 2).

Protocolo 1lI: La adicién in vitro de 1 U/ml de FvW
mas 1 U/ml de FVIII tampoco mejoré significativa-
mente la interacciéon plaqueta-subendotelio (por-
centaje de superficie cubierta: 14 £ 7,9 % vs

Tabla II. Interaccién plaqueta-subendotelio tras la

adicién de crioprecipitado normal y
crioprecipitado filtrado

Interaccién P-SE Control CPT-N CPT-F
Superficie cubierta (%) ... 11,3 £ 7,4 19,7 £+ 8* 22,1 + 8,3 *
Trombo (%) ............. 029219 79+4* 76+4,2*

P-SE: plaqueta-subendotelio. CPT-N: crioprecipitado normal. CPT-F: crio-
precipitado filtrado. Media + DS. * p < 0,01 respecto al control (n = 8).
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Fig. 2.—lInteraccién plaqueta-subendotelio tras la adicién in vitro
de 1 U/ml'de factor Von Willebrand (FvW) (n = 8).

13,3 +7,1%, p=NS, y trombo: 4 3,2 % vs
3,5 % 3,3 %, p=NS) (fig. 3).

Protocolo 1V: La adicién in vitro de crioprecipita-
do normal y filtrado mejoraron la interaccién plaque-
ta-subendotelio respecto al control, pero no se obser-
varon diferencias significativas en esta interaccién
entre la adicién de crioprecipitado normal vy filtrado
(tabla Il, fig. 4).

Discusion

Nuestros resultados in vitro demuestran que la ad-
ministracién de crioprecipitado mejora la hemostasia
primaria en la trombopatia urémica, confirmando los:
hallazgos de Jason y cols. observados in vivo'. Asi-
mismo la mejoria de la interaccién plaqueta-suben-
dotelio y de la interaccién plaqueta-plaqueta (trom-
bo), asi como de la agregacién plaquetaria in vitro
frente a diversos agonistas demuestran que este efec-
to es debido a una mejoria del funcionalismo plaque-
tario.

El mecanismo por el cual el crioprecipitado ejerce
su accién hemostatica en los pacientes urémicos no
esta aclarado. No se han descrito alteraciones de los
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Fig. 3.—interaccién plaqueta-subendotelio tras la adicién in vitro
de 1 U/ml de factor VIl (FVIll) més 1 Ufml de factor Von
Willebrand (FvW) (n = 8).

niveles de fibrindgeno, factor Vill o factor Von Wille-
brand en estos pacientes, asi como tampoco altera-
ciones en la estructura multimérica en plasma de este
altimo factor . El hecho de que la adicién in vitro de
factor Von Willebrand y factor VIl no haya mejorado

la interaccion plagueta-subendotelio en nuestro estu--

INTERACCION PLAQUETA-SUBENDOTELIO TRAS ADICION DE
CRIOPRECIPITADO NORMAL Y CRIOPRECIPITADO FILTRADO
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Fig. 4.—Interaccién plaqueta-subendotelio tras la adicién in vitro
de crioprecipitado normal (CPT-N) y crioprecipitado filtrado
(CPT-F). * p < 0,017 respecto al control (n = 8).
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dio descarta, en principio, que el efecto hemoststico
del crioprecipitado sea debido al aumento cuantitati-
vo de estos factores plasméticos. Se ha sugerido que
el efecto hemostético del crioprecipitado podria de-
berse a los multimeros de alto peso molecular del
factor Von Willebrand presentes en el mismo 3. Nos-
otros no podemos ni confirmar ni desmentir este as-
pecto, ya que el factor Von Willebrand purificado
que se utilizé en los experimentos de perfusién no
contenia estos multimeros de alto peso molecular, ya
que éstos se pierden en el proceso de purificacién 1.

El hallazgo de vesiculas y restos de membranas
plaquetarias en el crioprecipitado® y las evidencias
experimentales de que éstas podrian jugar un papel
hemostético en determinadas condiciones experi-
mentales > han llevado a sugerir que el efecto hemos-
tatico del crioprecipitado podria atribuirse a las
mismas. Sin embargo, el hecho de que el crioprecipi-
tado desprovisto de estos fragmentos mejore la inte-
raccién plaqueta-subendotelio de forma similar al
crioprecipitado normal va en contra de esta hipéte-
SIS.

Recientemente se ha descrito una disminucién de
los niveles de fibronectina en la uremia ', Dado que
el crioprecipitado es rico en esta proteina adhesiva’,
es razonable considerar que el efecto hemoststico
del crioprecipitado en la uremia pueda deberse al au-
mento cuantitativo de la misma.

Por todo ello podemos concluir que la administra-
cién de crioprecipitado mejora la hemostasia prima-
ria en la trombopatia urémica y que ello es debido a
una mejoria del funcionalismo plaquetario. Este efec-
to hemostatico no puede ser atribuido a un aumento
cuantitativo de los niveles plasmaticos de factor VIl
o factor Von Willebrand, ni tampoco a las vesiculas
o fragmentos de membrana plaquetaria presentes en
el crioprecipitado. Ello podria explicarse por el efec-
to de los multimeros de alto peso molecular del fac-
tor Von Willebrand y/o al efecto de otras proteinas
adhesivas presentes en el crioprecipitado, tales como
la fibronectina.

Bibliografia

1. Johnson AJ, Aronson DL y Williams WJ: Preparation and cli-*
nical use of plasma and fractions. En Hematology. Williams
W], Beutler E, Ersler ) y Rundles RW (eds.). McGraw-Hill.
1561-1583. New York, 1977.

2. Janson PA, Jubelirer S), Weinstein M] y Deykin D: Treatment
of the bleeding tendency in uremia with cryoprecipitate. N
Engl Med 303:1318-1322, 1980.

3. Deykin D: Uremic bleeding. Kidney Int 24:698-705, 1983.

4. George JN, Pickett EB y Heinz R: Platelet membrane micro-

" particles in blood bank fresh frozen plasma and cryoprecipi-
tate. Blood 68:307-309, 1986.

5. McGill M, Fugman DA, Vittorio N y Darrow C: Platelet
membrane vesicles reduced microvascular bleeding times in
thrombocytopenic rabbits. J Lab Clin Med 109:127-133,
1987.

169



A. CASES y cols.

170

Born GVR: Aggregation of blood platelets by adenosine di-
phosphate and its reversal. Nature 194:927-929, 1962.
Baumgartner HR: The role of blood flow in platelet adhe-
sion, fibrin deposition and formation of mural thrombi. Mi-
crovasc Res 5:167-169, 1973.

Baumgartner HR y Mugli R: Adhesion and aggregation:
morphological demonstration and quantitation «in vivo» and
«in vitro». En Gordon JL (ed.). Platelet in Biology and Patho-;
logy. Elsevier. pp 23-60. Amsterdam, 1976.

Escolar G, Bastida E, Castillo E y Ordinas A: Development of

10.

11.

N

a computer program to analyze the parameters of plate-
let-vessel wall interaction. Hemostasis 16:8-14, 1986.
Weinstein M y Deykin D: Comparison of factor Vlll-related
Von Willebrand factor proteins prepared from human cryo-
precipitate and factor VIIl concentrate. Blood 53:1095-1105,
1974.

DeGiorgio LA, Maffucci G, Toscano G, Gironi A, Vignoli S y
Seghieri G: Plasma fibronectin in normolipidaemic and hy-
perlipidaemic uraemic patients treated with haemaodialysis.
Clin Chim Acta 168:281-286, 1987.



