LN Plaqueta

Tulasi Geevar

TEMAS TRATADOS

v/ Recuento de plaquetas v/ Pruebas de funcién plaquetaria por citometria
v/ Pruebas de funcién plaquetaria de flujo

Recuento de plaquetas: La sangre se mezcla con un diluyente que causa hemdlisis de los glébulos
rojos. Se llena un hemocitémetro con el liquido diluyente y las plaquetas se cuentan bajo el microscopio,
preferiblemente mediante el uso de contraste de fase, si esta disponible.

Materiales/equipos:

v Cédmara de recuento delgada de fondo plano (hemocitémetro de contraste de fase con regla
de Neubauer)

v Microscopio de contraste de fase equipado con condensador de fase de larga distancia de
trabajo, si esta disponible; de lo contrario, un microscopio 6ptico ordinario

v Pipeta de 20 pl

v Pipeta graduada de 2 ml

v/ Tubo de 12 x 75 mm

v Mezclador mecénico

Reactivo: Fluido diluyente: oxalato de amonio al 1 % en agua destilada. Guardelo en el refrigerador y
siempre filtre justo antes de usarlo.

Muestra: Si la muestra de sangre proviene de una puncién capilar, el sitio de la puncién debe estar limpio
y la sangre debe fluir libremente. Limpie la primera gota de sangre. Si la muestra de sangre proviene de
sangre venosa, debe recogerse en una jeringa de plastico seca (o vidrio siliconado) con una aguja corta
no menor de calibre 21. La aguja debe retirarse antes de que la sangre se coloque en un recipiente de
plastico con EDTA. La sangre y el anticoagulante deben mezclarse suavemente, para evitar la formacién
de espuma, sin demora.

Método: Pipetear 0,38 ml de liquido diluyente en un tubo de ensayo. Llene la pipeta de 20 pl hasta la
marca y limpie el exterior de la pipeta. Vierta el contenido de la pipeta en el liquido diluyente y lave la
pipeta extrayendo la sangre y vertiéndola en el tubo unas cuantas veces. Mezclar durante al menos 10
minutos a mano o, preferiblemente, con batidora mecanica. Llene el hemocitémetro, como se describe
a continuacién. Cubra la cdmara con una placa de Petri durante 10 a 20 minutos para permitir que las
plaquetas se asienten. Deje un trozo de algoddn himedo o papel filtro en el plato para evitar la evapo-
racion. Con un microscopio, cuente las plaquetas en cuadrados grandes de 1 mm (= 0,1 pl). Cuente las
plaquetas en tantos cuadrados como sea necesario para alcanzar un conteo de al menos 100. Las plaquetas
parecen redondas u ovaladas, y su estructura granular interna y su brillo purpura permiten distinguirlas de
los desechos. En el fondo se ven fantasmas de los glébulos rojos que han sido lisados por el oxalato de
amonio. Si no se dispone de contraste de fase, se puede utilizar un microscopio éptico ordinario, siempre
que el condensador esté alejado de la muestra para reducir la intensidad de la luz. Calcule el nimero de
plaquetas por litro de sangre de acuerdo con la siguiente férmula.

Diagnostico de hemofilia y otrostrastornos hemorragicos: Un manual de laboratorio 122



El hemocitémetro: La cdmara de recuento del hemocitémetro, con regla de Neubauer o Neubauer mejo-
rada, estd construida de manera que la distancia entre la parte inferior del cubreobjetos y la superficie
de la cdmara es de 0,1 mm. La superficie de la cdmara contiene dos éreas especialmente rayadas con
dimensiones como se muestra en la Figura 21. El T mm2 central tiene lineas de limite dobles o triples.
En las areas centrales, hay 25 casillas en el Neubauer mejorado y 16 casillas en el fallo Neubauer. Cada
cuadrado tiene un area de 0,04 mm2 (0,2 x 0,2 mm). Estos cuadrados se dividen, a su vez, en cuadrados
mas pequefios, cada uno de 0,0025 mm2 (0,05 x 0,05 mm). Los cuadrantes exteriores del area rayada
son cada uno de 1 mm2 y se dividen en 16 cuadrados.

Calculos:
La férmula para calcular el recuento de células es:
Recuento (células/l) = N x D/A x 10 x 106
Donde N = nimero total de células contadas
D = dilucién
A = 3rea total contada (en mm2)
10 = factor para calcular el volumen en pl a partir del area (en mm?) y la profundidad de la cdmara
(0,1 mm)
10¢ = factor para convertir conteo/ul a recuento/I

Fuentes de error en el recuento de células: Cuando se utiliza sangre capilar, se debe obtener una gota
que fluya libremente. Cuando se utiliza sangre anticoagulada, la muestra debe mezclarse cuidadosamente
invirtiendo el tubo de sangre al menos 20 veces antes de tomar una muestra. No agite el tubo, ya que
al agitar se crea espuma, lo que hace imposible un pipeteo preciso. Incline el tubo bien mezclado en un
angulo de 45° o un poco mas, y pipetee desde el borde del tubo, siguiendo los mismos procedimientos
que para la sangre capilar. Las pipetas para muestras de sangre deben estar limpias y secas. La pipeta
debe llenarse rapidamente y la sangre debe extraerse con precision mediante el uso de un dispositivo
de succiéon de pipeta conectado a la pipeta, llenandola hasta la linea deseada. Si la linea se sobrepasa
ligeramente, el exceso de sangre puede expulsarse tocando el borde de la pipeta con un trozo de papel
filtro o servilleta de papel. Si la linea se sobrepasa, se debe utilizar una pipeta nueva. No debe haber
burbujas de aire en la columna de sangre. El exterior de la pipeta debe limpiarse para eliminar la sangre
(teniendo cuidado de no extraer sangre de la punta) antes de introducirla en el liquido diluyente. Una vez
que el contenido de la pipeta se ha descargado en el diluyente, el liquido diluyente debe introducirse en
la pipeta con una succién constante varias veces, para garantizar que toda la sangre se descargue en el
fluido. El tubo que contiene la sangre diluida debe agitarse suavemente durante al menos dos minutos
con la mano o, preferiblemente, en un agitador mecanico. Una vez agitado el tubo, la cdmara se llena
inmediatamente mediante una pipeta Pasteur o un tubo capilar. La cdmara se llena por capilaridad, con el
flujo de fluido de la pipeta o capilar regulado para que se llene rapida y suavemente. Debe llenarse por
completo, pero el liquido no debe derramarse en el canal de contencién. Deje que las celdas se asienten
en el &rea de conteo durante 10 a 20 minutos, luego continde con el conteo. La cdmara del hemocitémetro
y la cubierta de vidrio deben estar limpias y secas antes de usarlas. Pueden introducirse errores impor-
tantes por huellas dactilares o una pelicula aceitosa. Se debe contar un nimero suficiente de células para
reducir el error debido a la distribucién aleatoria de las células. En la préctica, se deben contar al menos
100 células. Como control adicional de la correcta distribucion de las células en la cdmara, el nimero
de células contadas en cada area (es decir, en los cuadrados grandes) no debe diferir en mas del 10%.
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Controles: Se deben hacer dos diluciones y tomar la media de los dos recuentos; los dos recuentos deben
coincidir dentro del 10%.

Fuentes de error en el recuento de plaquetas: La sangre obtenida por venopuncién es preferible a la
sangre capilar, porque las plaquetas se adhieren a la herida y las diluciones sucesivas de un pinchazo en
el dedo no siempre son reproducibles. Los errores generales del pipeteo y la hemocitometria se descri-
ben anteriormente. Ademas, se debe prestar especial atencién a garantizar que la cdmara de recuento
esté escrupulosamente limpia, ya que la suciedad y los residuospueden contarse como plaquetas. Lave
la cdmara con agua jabonosa, luego enjuague con agua destilada, deje secar y limpie con un pafiuelo sin
pelusa. Aseglrese de que el cubreobjetos esté limpio antes de usarlo. La presencia de grupos de plaque-
tas impide realizar recuentos fiables. Si la muestra contiene grumos, se debe recoger una muestra fresca.
El diluyente de oxalato de amonio debe mantenerse refrigerado y debe desecharse si hay evidencia de
contaminacién bacteriana. El espécimen debe contarse dentro de las tres horas posteriores a la recoleccién.
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Figura 21. Camara de conteo del hemocitometro (a) Neubauer y (b) Neubauer mejorado

Prueba de funcién plaquetaria: La funcion principal de las plaquetas es apoyar la hemostasia mediante
la formacién de tapdn plaquetario en los sitios de la lesion vascular. Cuando el vaso sanguineo se lesiona
y las microfibrillas subendoteliales y las fibras de coldgeno quedan expuestas, las plaquetas se unen a la
pared del vaso, un proceso llamado adhesién plaquetaria. En los sitios de alto cizallamiento, las plaquetas
se unen a los vasos indirectamente con la ayuda de multimeros FVW de alto peso molecular. El FVW se
une al coldgeno expuesto a través de su dominio A3, y las plaquetas se unen al FVW unido al colageno
a través de su receptor GPlba. Las plaquetas también pueden adherirse directamente al coldgeno en el
subendotelio con los receptores de glicoproteina VI (GPVI) e integrina a2|31. Una vez que las plaquetas
se adhieren a la pared del vaso, experimentan una serie de cambios. A través de la reorganizacién del
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citoesqueleto plaquetario, pasan de pequefias estructuras en forma de disco a esferas espiculadas al
desarrollar filopodios. La difusion transversa por la membrana transloca los fosfolipidos procoagulantes
anidnicos, principalmente fosfatidilserina, a la superficie externa de las plaquetas, lo que forma una buena
plataforma para la generacion de trombina. Las plaquetas liberan el contenido que sea alfa (por ejemplo,
fibrindgeno, FV, FVW y factores de crecimiento) y granulos densos (por ejemplo, ADP, ATP, calcio y sero-
tonina). Esto provoca una mayor activacién de las plaquetas. La formacién de tromboxano A2 (TXA,) se
produce a partir del cido araquidénico a través de la fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la TXA,
sintasa. Los agonistas plaquetarios (ADP, TXA, y trombina) se unen a receptores especificos de membrana
e inician la agregacién plaquetaria mediante la activacion del receptor de integrina, a2B3 (GPllb-llla) que
se une al fibrinégeno y/o al FVW para formar el tapén plaquetario. Las anomalias en cualquiera de estas
vias que causan adhesioén, activacion, degranulacién y agregacion plaquetaria pueden causar disfuncion
plaquetaria. Los trastornos plaquetarios incluyen defectos cuantitativos (trombocitopenia) o cualitativos
y pueden ser hereditarios o adquiridos. Los sintomas hemorragicos son principalmente mucocutaneos,
como equimosis, sangrado de encias, hematomas faciles, menorragia, hemorragia posparto y hemor-
ragia gastrointestinal (melena, hematemesis o hematoquecia). Los sintomas pueden ser leves o graves
dependiendo de la anomalia. En la Tabla 33 se muestra una lista de trastornos hereditarios de la funcién
plaquetaria (THFP) con caracteristicas clinicas y de laboratorio destacadas asociadas. Se desconoce la
verdadera prevalencia de los trastornos plaquetarios. Se cree que los trastornos de la funcién plaquetaria
son mas comunes de lo que se creia anteriormente debido al sub-diagnéstico. En las zonas del mundo
donde la consanguinidad es comun, los trastornos autosémicos recesivos como la trombastenia de
Glanzmann y el sindrome de Bernard Soulier tienen una mayor prevalencia. Si bien el diagndstico de la
trombastenia de Glanzmann y el sindrome de Bernard Soulier son relativamente faciles debido al patrén
de agregacién tipico, el diagnéstico de la mayoria de los otros THFP es engorroso y requiere ensayos
complejos. En la investigacion de pacientes con sospecha de DPIP, es importante recopilar una historia
clinica detallada, que incluya antecedentes personales y familiares. Se recomienda encarecidamente el
uso de un BAT validado como el BAT del ISTH. Los antecedentes también deben incluir los anteced-
entes farmacoldgicos, la ingesta reciente de alimentos que posiblemente puedan interferir con la funcién
plaquetaria y la presencia de otras caracteristicas (p. ej., eccema, infecciones recurrentes, casos famili-
ares de mielodisplasia, LMA) y posibles caracteristicas sindrémicas (p. ej., pérdida de audicién, defectos
cardiacos, dismorfia facial u ésea, albinismo) que pueden ayudar en el diagnéstico. Las investigaciones
preliminares de laboratorio deben incluir un hemograma completo, incluido el recuento de plaquetas, el
examen de una muestra de sangre para buscar la morfologia de las plaquetas y otras caracteristicas de
las células sanguineas (ver mas abajo), la determinacién del tiempo de sangrado cutéaneo (descrito en la
seccion 11), las pruebas de cribado para las pruebas hemostéaticas secundarias (TP y TTPA) y el ensayo de
fibrinégeno para excluir otros trastornos de la coagulacién. Se recomienda realizar pruebas de deteccion
de la EVW (es decir, actividad del FVW, antigeno del FVW) al mismo tiempo o antes de un estudio mas
extenso para los trastornos de la funcién plaquetaria. La enfermedad de Von Willebrand, la enfermedad
de Von Willebrand tipo 2B y la enfermedad de Von Willebrand por tipo de plaquetas también pueden
presentarse con macrotrombocitopenia y también deben considerarse en pacientes con recuentos bajos
de plaquetas. Otra prueba sencilla que puede dar una indicacién de la presencia de un defecto en la
funcién plaquetaria es el método de retraccion del codgulo, que se describe a continuacion.

Retraccién del coagulo: La retraccion del coagulo en la sangre entera coagulada puede dar una indicacion
del nimero y la funcién de las plaquetas. Cuando el codgulo se retrae, se expone el suero y se puede
medir el grado de retraccion del codgulo.

Método: Recoja 1 ml de sangre en un tubo de ensayo de vidrio (75 mm x 10 mm) y coléquelo a 37 ° C.
Examine el tubo visualmente hasta que quede un coagulo firme. Dejar reposar a 37 °C durante una hora
mas. Mida la distancia desde la base del tubo hasta el menisco. Retire con cuidado el codgulo con un
palito fino de madera (por ejemplo, un palito de coctel), dejando el suero que se ha extraido del coagulo
en el tubo. Mide la distancia desde la base del tubo hasta el menisco del suero. Divide la distancia del
suero por la distancia total y multiplicala por 100 para obtener un porcentaje.
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Interpretacién: Normalmente, se expresa mas del 40% de suero. Una disminucién de la expresién estd
presente en algunos defectos plaquetarios, en particular la trombastenia de Glanzmann. También puede
ser anormal en la tromobocitopenia grave, el sindrome de Wiskott Aldrich y el sindrome de Stormorken.

Notas: Los tubos y el palillo de madera deben estar absolutamente limpios para evitar que el codgulo
se adhiera al tubo. El codgulo debe retirarse con cuidado y suavidad para evitar que se exprima'y, por lo
tanto, se extraiga més suero.

Recuento de plaquetas, morfologia y examen del frotis de sangre periférica: las pruebas iniciales para
un presunto trastorno de la funcién plaquetaria deben incluir un hemograma completo junto con una
evaluacién del frotis de sangre periférica. Esto ayuda a detectar anomalias en el nimero, el tamafio y
la morfologia de las plaquetas, lo que puede proporcionar pistas importantes para posteriores pruebas
de laboratorio. El recuento de plaquetas se puede medir mediante un método microscépico manual, un
recuento automatizado en analizadores de hematologia y un marcaje inmunolégico basado en citometria
de flujo. La estimacion del recuento de plaquetas en el frotis periférico debe realizarse para confirmar el
recuento de plaquetas, especialmente en casos de macrotrombocitopenia o anisocitosis plaquetaria. En
un frotis bien preparado y tefiido, se cuenta el nimero promedio de plaquetas en 10 campos de inmersién
en aceite (100x). Este valor debe multiplicarse por 15.000 para determinar el recuento de plaquetas/uL.
Es importante revisar el frotis para evaluar los aglomerados de plaquetas, el tamafio de las plaquetas,
la morfologia y la granularidad. Se debe excluir la pseudotrombocitopenia debida a la aglomeracién
de plaquetas dependiente de EDTA y al satelitismo (neutrofilos que forman rosetas con las plaquetas).
Es importante recordar que los aglomerados de plagquetas también se pueden ver en la EVW de tipo
plaquetario o tipo 2B y no deben confundirse con la aglomeracién inducida por EDTA. La EVW de tipo
plaquetaria también puede mostrar plaquetas grandes en el frotis. Un tamafio anormal de las plaquetas
suele ser una caracteristica de los trastornos plaquetarios hereditarios (con o sin disfuncién plaquetaria),
como se muestra a continuacion:

* Plaquetas pequefas: sindrome de Wiskott-Aldrich, trombocitopenia ligada al cromosoma X,
deficiencia de ADAP

* Plaquetas grandes/gigantes: sindrome de Bernard Soulier (gigantes), trastornos relacionados con
MYH9 (gigante), sindrome de plaquetas grises y sindromes de deficiencia de a granulos, EVW
tipo plaquetas, trombocitopenia relacionada con ITGA2B/ITGB3 (variante GT), filaminopatia,
trombocitopenia relacionada con SLFN14, defectos de GATA1, sindrome velocardiofacial

* Plaquetas normales: todos los demas trastornos

El volumen plaguetario medio (VPM) es un pardametro facilmente disponible en los analizadores hematoldgi-
cos de recuento de plaquetas basado en impedancia y proporciona una estimacion sobre el tamafio de las
plaquetas. Los laboratorios deben establecer sus propios rangos de referencia, ya que el VPM puede variar
de un instrumento a otro. Las plaquetas pequefas pueden pasarse por alto facilmente por la microscopia
6ptica y un MPV reducido podria ser una primera pista para un posible sindrome de Wiskott Aldrich.
Varios factores pueden afectar la medicién del MPV e interferir con el recuento de plaquetas basado en
la impedancia, como las anomalias de los glébulos rojos y las plaquetas. La presencia de glébulos rojos
microciticos y fragmentados puede sobrestimar los recuentos de plaquetas, mientras que la presencia
de plaquetas grandes y/o gigantes puede pasar desapercibida, lo que provoca una subestimacion de los
recuentos de plaquetas. En estos escenarios, los recuentos de plaquetas y el MPV no seran confiables.
Es muy util observar concomitantemente el histograma de plaquetas que puede identificar anomalias
en el tamafio de las plaquetas y posibles interferencias/contaminacién. En la macrotrombocitopenia, los
recuentos opticos o fluorescentes de plaquetas proporcionan recuentos de plaquetas méas verdaderos.
En el sindrome de plaquetas grises se pueden observar plaquetas grandes y palidas con citoplasma
gris azulado con granulos azurdfilos ausentes o marcadamente reducidos debido a la deficiencia de
grénulos a. El sindrome de Paris Trousseau muestra plaquetas de grandes a gigantes, algunas de las
cuales muestran granulos A aglomerados/fusionados que forman un granulo grande y aglomerados. La
anisocitosis plaquetaria (es decir, la variaciéon en el tamafio de las plaquetas) y la anisogranularidad (es
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decir, la variacién de la granularidad de las plaquetas) con presencia de plaquetas de aspecto vacio y
palido es una caracteristica clasica de la disfuncién plaquetaria adquirida con eosinofilia (APDE). La DPA
es una diatesis hemorragica transitoria asociada a la eosinofilia, que se presenta con frecuencia en nifios
del sudeste asiatico y se revierte con el tratamiento de la eosinofilia. Las anomalias morfoldgicas también
se pueden observar en otras células sanguineas. Presencia de cuerpos de inclusiéon similares a Dohle en
neutrofilos en trastornos relacionados con MYH9, granulos citoplasméticos gigantes positivos para per-
oxidasa en neutréfilos y/u otros leucocitos en el sindrome de Chediak Higashi, cuerpos de Howell Jolly
en el sindrome de Stormoken y diseritropoyesis en mutaciones de GATA-1.

Medicién de la agregacion plaquetaria mediante agregacién de transmision de luz: La agregometria de
transmision de luz (LTA) es el estandar de oro para las pruebas de funcion plaquetaria. Fue descrito por
primera vez de forma independiente por O'Brien y Born en la década de 1960. El principio se basa en los
cambios en la densidad éptica del plasma rico en plaquetas (PRP) a medida que las plaquetas se activan
y forman agregados. El PRP es turbio debido a la suspensiéon de plaquetas en comparacién con el PPP.
Una vez que se agregan agonistas al PRP, las plaquetas forman agregados y se sedimentan, limpiando asi
el plasma y permitiendo que pase més luz. El cambio en la luz transmitida se mide a lo largo del tiempo
mediante un agregador y se representa graficamente. Al comparar el patrén de respuesta de agregacién
con cada agonista, se puede sospechar y diagnosticar el tipo de trastorno de la funcién plaquetaria. Se
han publicado una serie de excelentes revisiones y guias para las pruebas de funcién plaquetaria y el
diagndstico de los THFP.

Precauciones previas al estudio de la agregacion plaquetaria (variables preanaliticas en la agregacion
plaquetaria): Las muestras de sangre para la LTA deben recogerse después de un breve periodo de des-
canso. Los sujetos deben abstenerse de fumar durante al menos 30 minutos antes y de tomar cafeina al
menos 2 horas antes de la prueba. Se debe documentar un registro de todos los medicamentos, incluidos
los medicamentos nativos/herbales tomados durante los Ultimos 10 dias. Para obtener una lista de farmacos
que pueden interferir con la funcién plaquetaria, consulte las guias de la Sociedad Britanica de Hematologia
sobre las pruebas de funcién plaquetaria a las que se hace referencia a continuacién. Los farmacos que
se sabe que inhiben reversiblemente la funcién plaquetaria (por ejemplo, los AINE) deben suspenderse
al menos 3 dias antes de la toma de muestras. Los farmacos que se sabe que inhiben irreversiblemente la
funcién plaquetaria (por ejemplo, aspirina, tienopiridinas) deben suspenderse al menos 10 dias antes de
la toma de muestras, a menos que su efecto esté siendo investigado especificamente. Lo ideal es que los
pacientes estén en ayunas, preferiblemente después del ayuno nocturno. Si no esté en ayunas, evite tomar
muestras después de las comidas grasosas. Muchos otros componentes dietéticos “normales”, como el
alcohol, las cebollas, el ajo, el pimiento y el jengibre, también pueden inhibir la agregacién plaquetaria.
Esto debe tenerse en cuenta a la hora de evaluar los resultados. La sangre debe extraerse con venostasis
minima o sin venostasis utilizando una aguja de al menos calibre 21 en un anticoagulante tamponado
con citrato de sodio de 109 mM o 129 mM. Los primeros 3-4 ml de sangre extraida deben desecharse o
utilizarse para pruebas distintas de la LTA (por ejemplo, TP/TTPA). Cuando la recoleccién de muestras es
dificil, los tubos con llenado insuficiente solo se pueden usar para excluir defectos graves de la funcién
plaquetaria, como la trombastenia de Glanzmann o el sindrome de Bernard-Soulier.

Preparacion de plasma rico en plaquetas y pobre en plaquetas: Las muestras de sangre deben dejarse
“reposar” a temperatura ambiente durante al menos 15 minutos antes de la centrifugacion. La refrig-
eracién de las plaquetas puede causar activacion y, por lo tanto, las muestras siempre deben mantenerse
a temperatura ambiente. El PRP debe prepararse centrifugando muestras de sangre a 200 g durante 10
minutos a temperatura ambiente (~21 °C) sin utilizar un freno. Para muestras con plaquetas muy grandes,
como el sindrome de Bernard-Soulier, el PRP debe prepararse mediante sedimentacién sanguinea durante
30 minutos. El PRP se retira cuidadosamente, evitando la contaminacién con glébulos rojos o la capa
leucocitaria (la agregacion disminuira si alguno de los dos estd presente), en un tubo de polipropileno
tapado que se mantiene en posicién vertical a 20-25 ° C. El PPP debe prepararse centrifugando sangre
completa, o los tubos de sangre de los que se extrajo el PRP, a temperatura ambiente a 1500 g durante
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15 minutos. Las muestras hemolizadas macroscépicas deben ser rechazadas. Si la muestra es lipémica,
indiquelo en el informe final. Es necesario comprobar el recuento de plaquetas del PRP. Los resultados
de los estudios de LTA pueden ser inexactos cuando el recuento de plaquetas en la muestra de PRP es
inferior a 150 x 109/l. Las muestras con recuentos bajos de plaquetas deben interpretarse con precaucién,
pero se pueden analizar para excluir trastornos graves de la funcién plaquetaria, como la trombastenia de
Glanzmann, el sindrome de Bernard Soulier, la EVW tipo 2B y la EVW plaquetaria. El recuento de plaquetas
de las muestras de PRP NO debe ajustarse a un valor estandarizado con PPP autélogo. El recuento de
plagquetas en PRP en muestras de sujetos con recuento de plaquetas normal (200-600 x 109/1) no afecta a
los resultados de los estudios de LTA. El ajuste del recuento de plaquetas en PRP utilizando PPP autélogo
dentro de este rango puede inhibir la capacidad de respuesta de las plaquetas. Esto se debe probable-
mente a que el PPP puede contener sustancias liberadas por las plaquetas durante el trauma adicional de
la centrifugacion a mayor velocidad utilizada en la preparacion del PPP. Persiste la incertidumbre sobre
cudl es la mejor préactica a seguir cuando el recuento de plaquetas en PRP supera las 600 x 109/l. Para
recuentos de PRP extremadamente altos (>1000 x 109/1), puede ser ventajoso ajustar el recuento de
plaquetas a un nivel més adecuado con el PPP del paciente.

Agentes agregantes o agonistas: Hay dos tipos de agonistas, agonistas débiles y agonistas fuertes. Los
agonistas débiles (por ejemplo, ADP y epinefrina) en concentraciones criticas muestran una onda primaria
inicial de agregacion debido al efecto inducido directamente por el agonista, seguida de una onda
secundaria de agregacién causada por la liberacion de granulos de plaquetas y la sintesis de TXA2. Por
otro lado, los agonistas fuertes (por ejemplo, trombina, coldageno, TXA2) muestran una sola curva sin
distincién entre agregacién primaria y secundaria, ya que estos agonistas inducen directamente la agregacién
plaquetaria, la sintesis de TXA2 y la liberacién de granulos. En la figura 22 se muestran las diferentes fases
de la agregacién plaquetaria, que solo se evidencia con agonistas débiles.
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Tabla 33. Resumen de los agonistas recomendados junto con las concentraciones que se pueden utilizar
como panel inicial y panel ampliado (concentraciones segun las guias de | STH)

Panel inicial y Panel extendido y
Agonista concentracion concentracion
ADP* 2uM 5 uM, 10 uM
Epinefrina* 5uM 10 uM
Coladgeno (Horm o fibrilar tipo 1) 2 pug/ml
Acido araquidénico TmM
Ristocetina (dosis baja) 0.5-0.7 mg/ml
Ristocetina (dosis alta) 1.2-1.5 mg/ml
Péptido activador del receptor de trombina (TRAP)*, - 10 pM
PARI
Tromboxano A2 mimético U46619 - 1uM

*Se deben usar concentraciones més altas si se observan resultados anormales con la concentracién inicial.

Adenosina-5-difosfato (ADP): Se prepara una solucién madre de 1 mM/I de sal disédica en OBS y se
almacena en pequefas cantidades a -40 °C. Esto es estable durante al menos tres meses. Una vez
descongelada, la solucién debe usarse dentro de las tres horas o desecharse. Para su uso, se preparan
diluciones adicionales en OBS. El patrén de respuesta al ADP depende de su concentracién final. A 2
pmol/l, se pueden ver ondas primarias y secundarias claramente definidas: la primera representa el efecto
inducido por agonistas directos y la segunda se debe a la liberacién de ADP enddgeno y a la generacién
de TXA2, que a su vez agrega plaquetas. Por debajo de 2 pmol/Il, un nimero cada vez menor de sujetos
normales muestran una respuesta secundaria, y la onda primaria suele invertirse a medida que el ADP se
degrada enzimaticamente. Por encima de 3 pmol/I, la fase primaria suele ser tan intensa que se enmascara
la distincion entre ella y la fase secundaria. EI ADP induce un cambio en la forma de las plaquetas de un
disco a una esfera puntiaguda. Esto provoca inicialmente un ligero aumento en la densidad éptica de la
suspension plaquetaria, que solo se puede ver si la agregacion primaria esté afectada.

Adrenalina (epinefrina): Se prepara una solucion madre de 1 mM/| de sal de bitartrato en OBS. Debe
almacenarse y utilizarse como para ADR. Con la adrenalina, las concentraciones utilizadas y los patrones
de respuesta son similares a los de la ADR. Sin embargo, en ausencia de una onda secundaria, la onda
primaria no se invierte, ni es tan intensa que la onda secundaria quede enmascarada.

Colageno: Una suspensién muy estable de fibrillas de coldgeno del tendén equino (1 mg/ml), disponible
en Hormon-Chemie, Munich, Alemania, es ampliamente utilizada. Una serie de otros materiales son
igualmente adecuados. Se almacena a 4 °C y debe mezclarse bien inmediatamente antes de la dilucién
en el tampdn envasado con él. Debe utilizarse a una concentracién final de 0,5-2,0 ug/ml en PRP, y las
suspensiones diluidas son estables durante una semana a 4 °C. Con el coldgeno, no se produce una
onda primaria. La respuesta suele definirse por la duracién de la fase de retraso antes del inicio de la
agregacioén y por la intensidad de esta uUltima. Un ligero aumento en la densidad éptica causado por el
cambio de forma precede a la agregacion. El coldgeno de varias fuentes diferentes estd en uso. Tanto
el tipo de coldgeno como la especie a partir de la cual se prepara el preparado (por ejemplo, equino o
bovino) pueden tener un efecto importante en los resultados obtenidos. De hecho, se requiere un rango
de concentraciones més de cien veces, dependiendo del material de origen. Por lo tanto, es importante
seleccionar una fuente adecuada y establecer un rango de referencia local para este material, que debe
ser reevaluado si se cambia la fuente. Para una revisién, véase Jennings et al. (2008).

Ristocetina: A una concentracién final de ristocetina de 1 mg/ml en PRP, generalmente se distinguen
ondas primarias y secundarias distintas, pero por encima de esto el efecto directo es tan intenso que las
dos fases se fusionan. La onda primaria es una medida de la cantidad de FVW presente en el plasma,
mientras que la segunda onda se debe a la liberaciéon de sustancias endégenas.
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Acido araquidénico: El araquidonato de sodio (99% de pureza) se disuelve en OBS a una concentracién de
10mM/1. Las pequefias alicuotas se colocan en viales de vidrio oscurecido que se enjuagan con nitrégeno
para evitar la oxidacién, luego se tapan herméticamente y se almacenan congelados por debajo de -20
° C. La agregacion es generalmente monofasica y esta precedida por una breve fase de retraso.

Reactivos: A continuacién, se muestran algunos ejemplos de concentraciones y diluciones de reactivos

Nota: Estas concentraciones son apropiadas si se afiade una parte a nueve partes de PRP. Las diluciones
se pueden hacer en agua destilada o solucién salina, o segun las instrucciones del fabricante.

v ADP (solucién madre 1000 uM)

Haga una dilucién 1 en 10 = 100 uM (es decir, 0,1 ml de solucién de 10.000 uM + 0,9 ml de OBS). A partir
de esto, haga las concentraciones de trabajo adecuadas: 20 uM (es decir, 0,2 ml 100 pM + 0,8 m| OBS),
concentracion final de PRP de 2-50 uM (es decir, 0,5 ml 100 uM + 0,5 ml OBS), concentracién final de PRP
de 5 pM. En los casos en los que se esta probando la hiperagregabilidad, es posible que se necesiten
fuerzas de trabajo de menor concentracién (por ejemplo, 10 uM, 5 uM).

v Adrenalina (epinefrina): Diluir como para ADP para hacer una fuerza de trabajo de 50 pM. Esto
daré una concentracién final de PRP de 5 pM.

v Coldgeno: Mezclar bien y diluir en OB/otros diluyentes: 1 en 500 (es decir, 0,1 ml de solucién
madre + 4,9 ml de OBS) = 20 pg/ml, concentracién final de PRP de 2 pg/ml

v Ristocetina: Se utiliza hasta en dos concentraciones diferentes en funcion de los resultados
obtenidos. Ristocetina en dosis normales de 15 mg/ml o 12,5 mg/ml, y ristocetina baja en 7,5
mg/ml o 5 mg/ml. Esto dara una concentracién final de PRP de 1,5 mg/ml o 1,25 mg/ml, y una
dosis baja de ristocetina de 0,75 mg/ml o 0,5 mg/ml respectivamente, dependiendo de la con-
centracién utilizada.

Método/procedimiento: Los estudios de LTA deben completarse en un méximo de 4 horas después de
la toma de muestras de sangre. Debido a la refractariedad de las plaquetas a la agregacion después de
la centrifugacion, las muestras de PRP deben dejarse reposar a temperatura ambiente durante al menos
15 minutos antes de la prueba. El PRP debe almacenarse en tubos completos y herméticamente tapados
hasta que se realice la prueba. Antes de comenzar, lleve los reactivos/agonistas a temperatura ambiente.
Prepare diluciones frescas de reactivos si es necesario. Encienda el agregador y la computadora/grabadora
y espere hasta que la temperatura del agregador alcance los 37 °C. Ajuste la velocidad de agitacion a
1000 rpm a menos que el fabricante del agregador especifique lo contrario. Pipetee 450 pl de PRP en
una cubeta de vidrio con una barra de agitacion magnética. El nimero de cubetas utilizadas depende del
numero de agonistas que se van a analizar. Precaliente las cubetas de PRP en los pocillos de incubacién
que rodean el bloque calefactor durante 2-5 minutos. Pipetee 500 pl de PPP en otra cubeta de vidrio sin
barra de agitacién y colocar en el pocillo de referencia en el blanco correspondiente. Se deben utilizar
PRP y PPP autélogos para establecer la transmision de luz del 0% y el 100% en el agregador. Deje correr
durante 1 minuto antes de agregar el agonista. Pipetear 50 ul de agonista en el fondo de la cubeta de
PRP sin producir burbujas. El volumen de agonista afiadido para la LTA debe ser consistente y nunca mas
del 10% del volumen total de la muestra. Una muestra conocida de control debe correrse en paralelo con
la del paciente. La agregacion plaquetaria debe controlarse durante un minimo de 3 minutos después de
agregar un agonista, y hasta 10 minutos para los agonistas que no alcanzan la agregacién maxima a los
3-5 minutos. Repita el procedimiento para cada agonista.

Notas: Si se observa una respuesta anormal con el panel inicial de agonistas, se puede agregar un panel
extendido adicional (Tabla 35) junto con la liberacién de ATP mediante lumiaggregometria (ver mas abajo).
Se deben utilizar concentraciones mas altas de agonistas (por ejemplo, ADP, epinefrina) si se observa una
respuesta anormal en la concentracién inicial. Si no se observa ninguna respuesta de agregacién con el
acido araquidénico, agregue el agonista, analogo del receptor TXA, (TRA), U46619. En los defectos de

Diagnéstico de hemofilia y otrostrastornos hemorragicos: Un manual de laboratorio 130



sintesis de TXA, (deficiencia de COX/TXA, sintasa) o en el efecto de la aspirina, se observa una respuesta
normal con TRA. En los casos de defecto del receptor TXA,, se observan respuestas anormales tanto con
el 4cido araquidénico como con el TRA. Se puede observar una respuesta anormal aislada con epine-
frina en una proporcién de sujetos sanos. Sin embargo, esta puede ser la Unica caracteristica de LTA del
sindrome de plaquetas de Quebec. Cuando se estudia la agregacién plaquetaria como parte de una
evaluacion de la hiperagregabilidad, el ADP y la adrenalina se utilizan en concentraciones mas bajas para
obtener una curva de dosis-respuesta. Las concentraciones utilizadas son: 2 uM, 1 pM, 0,5 uM y 0,1 pM
de concentracién final en PRP. También se realiza una agregacion espontanea antes de probar el resto
de los agonistas. Si las plaquetas se hiperagregan con 0,5 mg/ml de ristocetina, esto indica una posible
EVW de tipo 2B o de tipo plaquetaria. Compruebe la agregacién espontdnea mediante el seguimiento
del PRP en las mismas condiciones de agitacion en el agregador sin afiadir ningln agonista para estimular
la agregacion. Realice estudios de mezcla para diferenciar entre los dos subtipos. Esto se puede hacer
mediante dos métodos. Procedimiento bésico: Mezclar volimenes iguales de plasma del paciente con
plaquetas normales (es decir, 225 pl de PPP del paciente + 225 pl de PRP de control). A continuacion, esta
mezcla se analiza con ristocetina a 0,5 mg/ml. Si hay aglutinacién, sugiere la EVW tipo 2B. La ausencia
de aglutinaciéon puede deberse a una EVW de tipo plaquetario. Es importante tener en cuenta que una
respuesta ausente también puede deberse a la dilucién adicional de PRP.

Procedimiento alternativo: Lavar al paciente y controlar las plaquetas tres veces con PBS-EDTA en tubos de
centrifuga de 15 ml (baja velocidad de centrifugacion para blandir las plaquetas). Resuspender cuidadosa-
mente las plaquetas del paciente en plasma normal y las plaquetas normales en el plasma del paciente.
Ajuste el recuento de plaquetas a 400 x 106 plaquetas granuladas. (Tenga en cuenta que el PBS-EDTA
se prepara agregando 9 mM de EDTA disédico al PBS y ajustando el pH a 7.0. El PBS utilizado contiene
135 mM de NaCl, 2,6 mM de KCI, 8 mM de Na,HPO, y 1,5 mM de KH,PO,, con un pH de 7,4). Repetir
la prueba con ristocetina a 0,5 mg/ml. Las reacciones deben ajustarse a uno de los siguientes patrones.

Tabla 34. Interpretacion de la EVW tipo 2B y de plaquetas

Tubo 1 Plaquetas lavadas del paciente + PPP de Sin aglutinacion Aglutinacion
control
Tubo 2 Plaquetas lavadas del control + PPP del Aglutinacion Sin aglutinacion
paciente
INTERPRETACION EVW Tipo 2 B EVW por tipo de plaquetas

Las guias de la EVW de 2021 favorecen el uso de pruebas genéticas especificas para el diagndstico de
la EVW tipo 2B y de tipo plaquetario. Sin embargo, esto puede no ser factible para muchos laboratorios
debido a las limitaciones de costos. El estudio de mezcla RIPA todavia se mantiene como una de las
pruebas en el algoritmo de diagndstico segin | STH.

Interpretacién e informe de los resultados: El rastreo de la agregaciéon plaquetaria debe evaluarse en
funcién de la presencia de cambio de forma, la duracién de la fase de retraso (algunos agonistas como
el coldgeno pueden tener una fase de retraso mas larga), la agregacién maxima (el método mas conve-
niente y cominmente utilizado para reportar los resultados), la pendiente de agregacién (indica la tasa
de agregacion), el examen visual de los trazados de agregacién (es decir, la desagregacién). dosis bajas
de ADP). La desagregacién con ADP es particularmente llamativa con los defectos P2Y12 heredados.
El PRP preparado de la misma manera a partir de un donante normal sano debe procesarse y correrse
simultdneamente con el paciente como control de los reactivos. Esto es especialmente importante si se
obtienen resultados anormales en el paciente, ya que algunos agonistas son labiles, especialmente una vez
diluidos a concentraciones de trabajo. Los laboratorios clinicos deben establecer intervalos de referencia
apropiados para la concentracién de cada agonista. Los resultados de sujetos normales sanos evaluados
junto con el paciente se pueden utilizar para derivar rangos de referencia. Se requiere mucha precaucion
al interpretar los patrones de agregacién plaquetaria. Una serie de factores técnicos pueden influir en los
resultados. Hay que tener en cuenta que hay una serie de diferencias importantes entre la agregacién
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determinada por nefelometria y la que se produce en el organismo. No obstante, se puede obtener
informacién diagnéstica Util, y en la Tabla 35 se muestran algunos ejemplos de patrones de agregacion.

Tabla 35. La agregacion plaquetaria da lugar a diversos trastornos

Ristocetina | Ristocetina | Acido
Desorden ADP Colageno 1,25 mg/ ml| 0,5 mg/ml | araquidénico| Adrenalina
EVW tipo 1y 2A N N A/R** A N N
EVW tipo 2B N N N H N N
Sindrome de Bernard- N N A A N N
Soulier
Trombastenia de A A N A A A
Glanzmann
Enfermedad por P/N R/N N A R/N P/N
almacenamiento de
plasma combinado
Defecto de la R/N R N A R/A R/N
ciclooxigenasa*

N = Normal; A = Ausente; R = Reducido; H = Respuesta intensificada; P = Solo onda primaria
*O efecto por aspirina
**Puede ser normal en la EVW tipo 1 de tipo silvestre o no mutada

Investigacion adicional de la funcién plaquetaria: Si se observa un patrén de agregacién anormal en un
individuo, es aconsejable repetir la evaluacién al menos una vez mas para comprobar la consistencia de
la anomalia. En presencia de una agregacién anormal, puede ser Util realizar més investigaciones. Estos
incluyen la medicién del contenido de nucleétidos plaquetarios y su liberacion durante la agregacién
plaquetaria. La cuantificacion de las glicoproteinas de membrana se puede realizar para el diagndstico
inequivoco del sindrome de Bernard-Soulier y la trombastenia de Glanzmann (ver més abajo).

Liberacién de ATP por lumiaggregometria: La lumiaggregometria es el método mas utilizado para evaluar
la funcion de liberacion de granulos densos plaquetarios. Tiene la ventaja de que la liberacion de LTA'y
ATP de granulos densos se puede medir simultdneamente. Se basa en el principio de la reaccién lucifer-
ina-luciferasa. Cuando las plaquetas se activan, los granulos densos liberan su ATP y ADP almacenados.
El ATP liberado reacciona con la luciferina en presencia de luciferasa para dar luminiscencia que se puede
cuantificar, en relacion con un estandar de ATP. La secrecién defectuosa de ATP se puede observar tanto en
la deficiencia de granulos densos como en los defectos de secrecién primaria. La distincion entre las dos
entidades requiere pruebas adicionales, como la medicién del contenido total de ATP-ADP plaquetario
mediante ensayos bioluminiscentes, ensayos de liberacién de serotonina con 14C-5-HT radiomarcado,
ensayo de mepacrina mediante citometria de flujo (ver més abajo) o evaluacién de granulos densos
mediante microscopfia electrénica de transmisién de montaje completo.
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Tabla 36. Factores técnicos que influyen en la funcién plaquetaria

Anticoagulante 1/10avo volumen de citrato trisédico.

Hora Comience las pruebas 30 minutos después de la preparacién del PRP.

Complete los estudios dentro de las cuatro horas posteriores a la extraccién de
sangre.

Centrifugacion Deberia ser suficiente para eliminar los glébulos rojos y los glébulos blancos, pero no
las plaquetas grandes.

Debe hacerse a temperatura ambiente, no a 4°C. Las plaquetas grandes se pueden
separar por sedimentacion.

Conteo plaquetario Los recuentos bajos <100 x 10%| provocan respuestas lentas y débiles.

Los recuentos altos >1000 x 10%/| pueden mostrar una respuesta reducida.

pH <pH 7.7 inhibe la agregacién.

>pH 8.0 mejora la agregacion.

Velocidad de mezcla <800 rpm muestra una agregacion reducida.

>1200 rpm rompe los aglomerados de plaquetas.

Hematocrito >55% muestra progresivamente menos agregacion, especialmente inhibicién en la
segunda fase debido al aumento de la concentracién de citrato.

Temperatura <35 °C muestra una disminucién de la agregacién con dosis regulares de todos los
agonistas, pero una mayor respuesta a dosis bajas de ADP.

Lipemia El aumento de quilomicrones provoca una reduccién de la agregacion.

Cubeta sucia Puede causar una agregacion esponténea aparente.

Sin barra de agitacién No hay respuesta sobre la adicién del agente agregante

Burbujas de aire Oscilaciones rapidas y grandes de la pluma antes de la agregacion. También es

causada por un recuento bajo de plaquetas.

Diferencias entre las condiciones in vivo e in vitro para la agregacién plaquetaria: Con los analisis de
sangre in vitro, la sangre se anticoagula, se eliminan los glébulos rojos y los leucocitos, los componentes
vasculares no estan involucrados, la coagulacion no esta involucrada, se selecciona la poblacién plaquetaria,
se retienen los productos de activacion y liberacion de plaquetas, los reactivos utilizados son no fisiolégicos
en composicién y dosis, las plaquetas son inestables fuera del cuerpo, y los farmacos pueden mostrar
efectos méas o menos marcados que in vivo.

Pruebas de funcién plaquetaria por citometria de flujo: La citometria de flujo puede proporcionar
informacion util para el diagnéstico y la clasificacion de los trastornos de la funcién plaquetaria. Se puede
utilizar para el andlisis de los receptores de glicoproteinas, las pruebas de funcién plaquetaria después
de la estimulacién con agonistas, la medicion de la funciéon procoagulante plaquetaria (por ejemplo, la
fijacion de la anexina V) y la evaluacion del contenido de granulos alfa y densos. Las principales ventajas
de la citometria de flujo son el requisito de pequefios volimenes de muestra, se puede realizar en sangre
total y no esté limitada por la trombocitopenia. Esto se vuelve particularmente Util en sujetos pediatricos
y trombocitopénicos.

Anélisis de glicoproteinas de superficie plaquetaria por citometria de flujo: |a trombastenia de Glanzmann,
caracterizada por una allbp3 anormal o ausente, puede detectarse con anticuerpos monoclonales GPllb
(CD41) o CDllla (CDé1) marcados con fluorescencia, y el sindrome de Bernard Soulier, caracterizado por
GP1 b/V/IX anormal o ausente, puede diagnosticarse utilizando anticuerpos dirigidos contra anticuerpos
GPlb (CD42b) o GPIX (CD42a). Ademas, otras THFP menos comunes que afectan a los receptores a2f1
(CD49/CD29), GPIV (CD36) o GPVI también pueden diagnosticarse utilizando los anticuerpos respectivos.
El andlisis de las moléculas de superficie se puede realizar incluso hasta 24 horas después de la recoleccion.
Prueba de activacion plaquetaria por citometria de flujo (PACT). La PACT permite la medicién simultanea
de una amplia gama de diferentes marcadores de activacién de la funcién plaquetaria, lo que permite un
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analisis mas completo de las diversas vias involucradas en la funcién plaquetaria. Las plaquetas pueden
identificarse por sus caracteristicas propiedades de dispersion lateral frontal (FSC) y dispersion lateral (SSC)
y, preferiblemente, mediante la adicién de un receptor de glicoproteina especifico (por ejemplo, CD41).
Algunos de los marcadores de activaciéon mas utilizados son: PAC-1 (anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a la forma de conformacién activada de allbp3), CD62P o P-selectina (uno de los con-
tenidos de los granulos o, puede utilizarse como marcador de la liberacién de granulos o) y CD63 (puede
utilizarse como marcador de la liberacién de grénulos 8). Las pruebas se pueden realizar utilizando una
combinacién de agonistas para dirigirse a diferentes como el ADP, el péptido activador del receptor de
trombina (TRAP) y la convulxina. La expresion de los marcadores de activacién en las plaquetas se mide
(utilizando MFI y/o %) al inicio (antes de afiadir el agonista) y después de la estimulacion del agonista.
Una expresién reducida después de la estimulacion con agonistas sugiere un defecto/anomalia en la via
especifica. Es importante correr una muestra de control simultdneamente de manera similar a LTA.

Fijacion del FVW inducido por ristocetina por citometria de flujo: La funcién del receptor GP1b/V/IX
y el FVW también puede evaluarse mediante citometria de flujo midiendo la expresiéon de FVW en las
plagquetas después de la adicién de dosis normales y bajas de ristocetina. Se puede utilizar un anticuerpo
monoclonal contra el FVW. La mezcla de estudios con plasma de pacientes y plasma de control y viceversa
a dosis bajas de ristocetina puede diferenciar entre el tipo 2B y la EVW por tipo de plaquetas.

Ensayo de captacion y liberaciéon de mepacrina mediante citometria de flujo: El ensayo de captacién
y liberacién de mepacrina también puede utilizarse para evaluar defectos de 6 granulos. La mepacrina
es un derivado fluorescente de la acridina que se une a los nucledtidos de adenosina plaquetaria con
alta afinidad. Después de la incubacion de las plaquetas con mepacrina a 37 °C durante 30 minutos,
es absorbida selectivamente por granulos densos que se pueden medir mediante el aumento de la
fluorescencia mediante citometria de flujo. La funcién de liberacién también puede evaluarse midiendo
la fluorescencia de la mepacrina después de la estimulacién con agonistas (por ejemplo, convulxina o
TRAP). La fluorescencia se mide al inicio del estudio (solo plaquetas), después de la adicion de mepacrina
(plaquetas + mepacrina) y después de la adicion de un agonista (plaquetas + mepacrina + agonista). Se
pueden calcular las relaciones de absorcién y liberacién. La disminucién de la absorcién y liberacion se
observa en la deficiencia de granulos densos, mientras que una absorcién normal con liberaciéon reducida
se observa en los defectos de secrecion.

Actividad procoagulante plaquetaria: Tras la estimulacién simultadnea de las plaquetas con convulxina y
trombina, un subconjunto de plaquetas expresa fosfolipido procoagulante aniénico, fosfatidilserina en la
superficie de las plaquetas activadas. Esto puede evaluarse utilizando anexina V o lactadherina marcada
con fluorescencia, que se une a la fosfatidilserina. La translocacién de fosfolipidos procoagulantes facilita
el ensamblaje de factores de coagulacion para la generacion de trombina en la superficie de las plaque-
tas. La citometria de flujo permite detectar la alteracién (sindrome de Scott) o el aumento de la actividad
procoagulante (sindrome de Stormoken) y sus sindromes asociados.
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Tabla 37a. Resumen de los trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria con caracteristicas clinicas

y de laboratorio

Desorden

Defecto
genético

Recuento y morfologia
de plaquetas/otras
caracteristicas del PBS

LTA

Caracteristicas
adicionales del
laboratorio

Caracteristicas
clinicas
adicionales (+/-
caracteristicas
sindrémicas)

Defectos de los re

ceptores de glicoproteinas

coldgeno

reducida al
coladgeno

citometria de flujo

Tromboastenia de | ITGA2B, Normal Ausencia de La citometria de Hemorragia
Glanzmann ITGB3 respuesta a todos | flujo identifica autosémica
los agonistas, la deficiencia de recesiva grave
excepto la GPllb/GPllla
aglutinacién a la
ristocetina
Trombocitopenia | ITGAZB, Macrotrombocitopenia Respuesta Reduccién de Sangrado
relacionada con ITGB3 con anisocitosis ausente/ la expresién de autosémico
ITGA2B/ITGB3 deficiente a todos| GPllb/ GPllla dominante, de
los agonistas Expresion leve a moderado
excepto la defectuosa de
aglutinacién a la PACT
ristocetina
Sindrome de GP1BA, Macrothrombocytopaenia | Ausencia de La citometria de Hemorragia
Bernard Soulier GP1BB, respuesta flujo identifica autosémica
GP9 aglutinante a la la deficiencia de recesiva,
ristocetina GP1b-IX-V moderada/grave
DiGeorge/ Del22q11.2 | Recuentos de plaquetas Agregacion Reduccién de Paladar hendido,
Sindrome normales/levemente normal/variable | la expresién de defectos
velocardiofacial/ reducidos con plaquetas | (respuesta GP1 b/IX/V por cardiacos,
Sindrome de grandes. reducida a citometria de flujo | facies anormal,
delecién 22q11.2 Ristocetina en discapacidades
~30% de los del desarrollo,
casos) inmunodeficiencia,
sangrado leve a
significativo
Tipo de plaquetas | Mutacién Macrotrombocitopenia, Aumento de Reduccion de Sangrado
EVW de ganancia | grupos de plaquetas la aglutinacion multimeros de autosémico
de funcién con baja FVW de alto dominante, de
en concentracién de | peso molecular leve a moderado
GP1BA ristocetina (reduccién de la
actividad del FVW)
Defectos de los GP6 Normal Respuesta aislada | Deficiencia de Sangrado
receptores de ND de agregacién GPVl o a2|31 por | autosémico

recesivo, leve
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Tabla 37b. Resumen de los trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria con caracteristicas clinicas

y de laboratorio

Recuento y morfologia

Caracteristicas

Caracteristicas
clinicas
adicionales (+/-

puede observar
una respuesta
reducida con
otros agonistas

Defecto de plaquetas/otras adicionales del caracteristicas
Desorden genético caracteristicas del PBS LTA laboratorio sindrémicas)
Anomalias de los receptores acoplados a proteinas G
Defecto del TBXAZR Normal Agregacién Diatesis
receptor TXA2 anormal con hemorrégica
(TP) andlogos AA'y autosémica
TXA2 (U46619) recesiva leve
Defecto del P2Y12 Normal Respuesta de Disminucién de Hemorragia
receptor ADP agregacion la expresién de autosémica
(P2Y12) marcadamente marcadores de recesiva, leve
alterada a ADP activacién en la después de un
(solo onda estimulaciéon de traumatismo/
primaria); agonistas por ADP | cirugia
También se

Defectos de los granulos de plaquetas (aislados/sindrémicos)

Defectos de los granulos alfa

esis

Sindrome de las | NBEAL2 Macrotrombocitopenia; Anomalias Expresién de Autosdémico
plaquetas grises plagquetas grandes con variables y leves; | P-selectina recesivo,
citoplasma gris azulado puede ser normal | disminuida/ sangrado leve,
y ausencia de granulos ausente por mielofibrosis
azurdfilos citometrfa de flujo/| progresiva con
ELISA esplenomegalia
Sindrome de VPS33B, Plaquetas grises grandes | Anomalias La P-selectina Contracturas en
artrogriposis, VIPAS39 variables y leves; | EM esta reducida | flexién, hipotonia,
disfuncién renal y puede ser normal | en algunosy es ictericia
colestasis (ARC) normal en otros colestasica,
acidosis tubular
renal, retraso
del crecimiento,
ictiosis, infeccién,
diatesis
hemorragica leve
Sindrome de Del11923 Plaquetas grandes, variable Gigante fusiond Diatesis
Paris-Trousseau/ | incluyendo | pocas con granulos A un grénulo en EM, | hemorrégica
Jacobsen FL1 fusionados dismegacariopoi- | leve, retraso en

el desarrollo,
defectos
cardiacos,
anomalias
craneofaciales
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Tabla 37c. Resumen de los trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria con caracteristicas clinicas

y de laboratorio

Desorden

Defecto
genético

Recuento y morfologia
de plaquetas/otras
caracteristicas del PBS

LTA

Caracteristicas
adicionales del
laboratorio

Caracteristicas
clinicas
adicionales (+/-
caracteristicas
sindrémicas)

Defectos de granulos densos

liberaciéon reduci-
da de mepacrina
por citometria de
flujo

Reduccién de

la expresion de
CDé3 por ci-
tometria de flujo;
alfa normal y
grénulos densos
por EM

Deficiencia Normal Variable. Puede Disminucién de
aislada de disminuirse a la liberacion de
granulos den- varios agonistas: | ATP por lumi-
sos/6 deficien- ADP, coldgeno aggregometria
cias del alma- y epinefrina, o Reduccién de la
cenamiento normal ADP plaquetaria
combinado y aumento de la
Sindrome HPS1, AP3B1 | Normal Variable relacion ATP/ADP Albinismo oc-
de Herman- (HPS2), Grénulos densos ulocuténeo,
sky-Pudlak HPS3, HPS4, reducidos/aus- inmunodefi-
HPS5, HPS6, entes por TEM de | ciencia, diatesis
DNTBP1 montaje completo | hemorragica
(HPS7), B Reduccion de leve, fibrosis N
LOCI 83 CD63 y dis- pulmonar, colitis
(HPS8) y minucion de granulomatosa y
BLOC1S6 la captacion y neutropenia.
(HPS9) liberacién de me-
Trombocitope- | SLFN14 Macrotrombocitopenia Variable pacrina por ci-
nia relacionada tometria de flujo
con SLFN14
Sindrome de LYST Giant peroxidase Variable Albinismo oculo-
Chediak-Hi- positive cytoplasmic cutaneo variable,
gashi granules in leucocytes; infecciones recur-
lymphohistiocytosis rentes potencial-
mente mortales,
diatesis hemor-
ragica leve
Trastornos ND Pale grey platelets by Variable Ausencia o reduc- | Diétesis hem-
combinados light microscopy cién de granulos orragica leve a
de a-granu- ayd-enTEM,y moderada
los/8-grénulos otras caracteristi-
cas como se ob-
serva en los tras-
tornos de granulos
alfa y densos
Defecto de ND Normal Variable Disminucién de Diatesis
secrecion de la liberacion de hemorragica leve
granulos o ATP por lumi- a moderada.
defecto de aggregometria,
secrecién absorcion normal
primaria de mepacrina con
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Tabla 37d. Resumen de los trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria con caracteristicas clinicas

y de laboratorio

Recuento y morfologia

Caracteristicas

Caracteristicas
clinicas
adicionales (+/-

adherencia
leucocitaria

GT

normal de GPllb/
GPllla Expresién
defectuosa de
PAC1

Defecto de plaquetas/otras adicionales del | caracteristicas
Desorden genético caracteristicas del PBS | LTA laboratorio sindrémicas)
Defectos de los factores de transcripcién
Trastornos RUNX1 Trombocitopenia Agregacion Defecto de Predisposicién a
plaquetarios anormal a secrecién de & desarrollar MDS
familiares con mdultiples granulos y AML
neoplasia agonistas
mieloide maligna
asociada (FPD/
LMA)
Defecto de FLIT Trombocitopenia Reduccion de Defecto de
& granulos la agregacion a secrecion de &
relacionado con coldgenoy TRAP | grénulos
FLI
GATA1 - defecto | GATA1T Macrotrombocitopenia | Reduccién de Reduccién del
la agregacion contenido y
a coldgenoy liberacién de
ristocetina granulos A
Defecto GFI1B Macrotrombocitopenia, | Normal Liberacién Autosdémico
relacionado con diseritropoyesis reducida de dominante
GFI1 B granulos A
Defectos de proteinas de transduccién de sefiales
Defecto de PLA2G4A/ Normal Ausencia de
la fosfolipasa ND/TBXAS1 respuesta con
A2 citosdlica / AA'y respuesta
Deficiencia de normal con TXA,
ciclooxigenasa
/ Deficiencia de
TXAZ sintasa
Defecto de RASGRP2 Normal Respuesta Expresion Hemorragia
CalDAG-GEFI marcadamente normal de GPllb/ | autosémica
reducida/ausente | GPllla Expresién | recesiva grave
a ADP, epinefrina, | defectuosa de
respuesta PAC1
reducida/normal
al coldgeno, TRAP
y ristocetina
Deficiencia de FERMT3 Leucocitosis Patrén similar a Expresion Autosémico

recesivo,
infecciéon
bacteriana grave,
mala cicatrizacién
de heridas,
sangrado intenso

Diagnostico de hemofilia y otrostrastornos hemorragicos: Un manual de laboratorio

138




Tabla 37e. Resumen de los trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria con caracteristicas clinicas

y de laboratorio

Recuento y morfologia

Caracteristicas

Caracteristicas
clinicas
adicionales (+/-

plasminégeno
plaquetario
causante de
protedlisis

de proteinas
a-granuladas y
fibrindlisis

Defecto de plaquetas/otras adicionales del caracteristicas
Desorden genético caracteristicas del PBS LTA laboratorio sindrémicas)
Defectos de las proteinas del citoesqueleto
Sindrome de Wis- | ERA Microtrombocitopenia Disminucién de los | WAS: herencia
kott Aldrich (WAS) subconjuntos de ligada al cromo-
/trombocitopenia células Ty dela soma X; Eczemas,
ligada al cromo- funcién de las célu- | inmunodeficien-
soma X las asesinas natu- cias, neoplasias
rales, disminucién | malignas y autoin-
de los grénulos ay | munidad.
& por TEM
Enfermedad MYH9 Inclusién de Macrothrom- | Normal Autosémico dom-
relacionada con bocitopenia, tipo Dohle inante; Asociacion
MYH9 (anterior- en neutrdfilos variable con hipoa-
mente conocida cusia neurosen-
como sindromes sorial, cataratas y
de Sebastian, nefritis
May-Hegglin,
Fechtner y Ep-
stein)
Defecto de ADAP | FYB Microthrombocytopenia Aumento de la
expresion de P-se-
lectina y PAL-1,
pero alteracién de
la expresion tras la
activacion
Defectos de los fosfolipidos de membrana
Sindrome de TMEM16F Normal Normal Reduccién de la Autosémico
Scott fijacién de anexina | recesivo
por citometria de
flujo
Sindrome de STIM1, Anemia Howell Cuerpos | Normal Unién mejorada Dismorfia faical,
Stormorken ORAI1 alegres a la anexina ictifosis, miopatia
V'y expresion
defectuosa de
PAL-1
Aumento de la actividad fibrinolitica plaquetaria
Trastorno PLAU Trombocitopenia variable | Respuesta Exceso de Sangrado
plaquetario de (duplicacién) anormal con | activador de autosémico
Quebec epinefrina uroquinasa del dominante,

de aparicién
tardia después
de una cirugia/
traumatismo, que
no responde a los
antifibrinoliticos,
pero si a los
antifibrinoliticos
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