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Algunas consideraciones sobre la fisiologia pla-
quetaria

Se define como hemostasia al conjunto de mecanis-
mos fisiologicos que aseguran el mantenimiento de
la integridad del sistema vascular frente a la injuria.
Se trata de un proceso dinamico, que tiene que re-
solver la hemorragia en vasos sanguineos muy di-
ferentes (tanto anatomico como fluido dinamicos),
limitandose al sito de la lesion. Resulta de la coope-
racion de tres sistemas que actuan de manera coordi-
nada balanceando entre mecanismos de activacion e
inactivacion: las proteinas de la coagulacion (protei-
nas plasmaticas solubles), las plaquetas (elementos
formes en suspension) y el endotelio vascular (su-
perficie que limita la pared vascular).
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Las plaquetas vigilan la pared vascular durante
aproximadamente diez dias para luego ser removi-
das de la circulacion por los macrofagos del sistema
reticulo-endotelial. Constituyen la primera linea de
defensa en los vasos de pequeno calibre). Vistas
en perspectiva, las plaquetas deberan ser capaces
de tomar contacto con la pared vascular normal sin
activarse, de reconocer las caracteristicas del dano
de la pared vascular, de detener su marcha, de ad-
herirse a la zona lesionada (en un sistema de alta
presion y alta velocidad de flujo) y de pegarse unas
con otras para ir construyendo un coagulo hemosta-
tico que pueda permanecer en el lugar s6lo mientras
sea necesario®. En este contexto se definird como
respuesta optima a aquélla que previene la pérdida
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de sangre sin producir oclusion de la luz vascular.
Los mecanismos moleculares que median esta res-
puesta son aquéllos que han sido perpetuados por
la seleccion natural para resolver injurias vascula-
res en un sistema de alta presion y alta velocidad de
flujo. Los peces y las aves tienen como componente
celular plaquetas nucleadas. En los mamiferos las
plaquetas han evolucionado a elementos anucleados
que disponen de herramientas sustancialmente mas
complejas®.

El endotelio intacto (desde un punto de vista fisico y
bioquimico) libera 6xido nitrico y prostaciclina. En
las plaquetas, estas sustancias activan vias de sefia-
lizacion inhibitorias, que aseguran el estado de inac-
tivacion no-adherente. En sitios de injuria vascular,
las plaquetas emplean receptores (glicoproteinas de
membrana GPVI y GPIb-1X-V) acoplados a moti-
vos de activacion basados en inmuno-receptor de
tirosina (ITAM) y receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), para censar y responder a cambios en su
microambiente, como lo seran la exposicion de pro-
teinas de la matriz extracelular y la activacion del
sistema de coagulacion®. La estimulacion de estos
receptores dispara cascadas de sefializacion intrace-
lulares, incluyendo las dependientes de la elevacion
del calcio citosolico, que promueve modificaciones
dramaticas del citoesqueleto, secrecion de granulos
intraplaquetarios y, de manera fundamental, el cam-
bio en la conformacion de las integrinas desde un
estado de baja afinidad a otro de alta afinidad por
sus ligandos (activacion desde adentro hacia afue-
ra)®. Las integrinas son los principales receptores
plaquetarios que sostienen las interacciones pla-
quetas-matriz extracelular (adhesion plaquetaria) y
plaqueta-plaqueta (agregacion plaquetaria). La inte-
grina allbB3 es la mas abundante de las expresadas
en la superficie de las plaquetas. allbBf3 media la
uniodn a varias proteinas plasmaticas, incluyendo el
fibrindgeno y el factor de von Willebrand (VWF), lo
que constituye la base molecular de los mecanismos
de agregacion y adhesion plaquetarias. No obstante,
para la formacion de un tapon hemostatico estable
se necesita que la activacion de allbP3 sea sostenida
en el tiempo. Esto se logra gracias a la co-estimu-
lacion de las vias de sefalizacion autdcrina/para-
crina de los agonistas plaquetarios tromboxano A2
(TXA2) y ADP®. El ADP es liberado a partir de los
granulos densos plaquetarios y genera la activacion
sostenida de la integrina, mediante su union al re-
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ceptor plaquetario P2Y 12 acoplado a una proteina
G inhibitoria®.

No obstante, estas habilidades adquiridas por las
plaquetas de los mamiferos tienen sus costos. La
patologia arterial vaso-oclusiva (coronaria, cere-
bral y periférica) constituye la principal causa de
morbi-mortalidad del mundo desarrollado. En estas
enfermedades subyacen dos procesos patologicos
generales que involucran a las plaquetas: la ateros-
clerosis que se desarrolla a lo largo de varios afios y
la trombosis aguda en lesiones aterosclerdticas da-
nadas”. La comprension de las bases moleculares
que sostienen la respuesta hemostatica ha permitido
el desarrollo terapéutico aplicado a la prevencion y
tratamiento de estas patologias, siendo su principal
objetivo la disminucion de la activacion patologica
de las plaquetas.

La disminucion severa del nimero de plaquetas o
su hipofuncion, sea congénita o adquirida, se aso-
cian a diatesis hemorragica de intensidad variable.
Las alteraciones congénitas de la funcion plaque-
taria (ACFP) constituyen probablemente la causa
mas frecuente de sangrado®. Se trata de un grupo
heterogéneo de alteraciones asociadas a defectos en
los receptores de las proteinas adhesivas, receptores
de agonistas solubles, granulos plaquetarios, vias de
activacion, y fosfolipidos de membrana®. El diag-
nostico correcto de estas alteraciones es de suma
importancia para individualizar el manejo clinico
apropiado del paciente, para estimar de manera real
la prevalencia de estos desordenes y profundizar el
conocimiento de los mecanismos hemostaticos de
las plaquetas.

Aspectos metodolégicos de la APMO

La agregacion plaquetaria por método Optico
(APMO) es el método de referencia y el mas utiliza-
do en la identificacion y diagnodstico de las alteracio-
nes de la funcion plaquetaria®.

El ensayo clasico, desarrollado en forma indepen-
diente por Born y O’Brien a principios de los afios
sesenta, se basa en medir el aumento de la transmi-
sion de luz de una muestra de plasma rico en plaque-
tas (PRP), plaquetas lavadas o filtradas, mantenida
en agitacion, e inducir la agregacion de manera in-
dividual con sustancias capaces de activar las pla-
quetas, llamadas agonistas plaquetarios (equivalen-
te al estimulo liberado en el sitio de la injuria)?,
El fibrindgeno necesario para establecer el puente
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de union entre plaquetas es aportado por el plasma.
El agregdmetro esta conectado a un sistema que ird
registrando el aumento de transmitancia en funcion
del tiempo. Se considera que las respuestas obteni-
das in vitro correlacionan con lo que ocurre in vivo 'y
que, por lo tanto, son de significacion clinica.

Los agonistas que se emplean en primera linea son:
ADP, adrenalina, coldgeno, acido araquidonico y
ristocetina. La respuesta inicial al estimulo con
ADP y colageno es el cambio de forma, que refleja
la movilizacion de calcio intracelular. Se evidencia
como una disminucion efimera de la transmitancia
y es independiente de la activacion de allbB3. En
el caso particular del colageno, antecede al cambio
de forma una etapa de latencia. Cuando la integrina
comienza a activarse (de adentro hacia afuera), la
transmitancia aumenta y la curva comienza a dibu-
jarse hasta alcanzar un valor maximo, estable, que
expresado en % constituye el valor de agregacion o
amplitud maxima para el agonista empleado. Para
el colageno y el 4cido araquidonico se observa una
curva con pendiente unica. Para agonistas débiles
como el ADP y la adrenalina se obtienen curvas
bifasicas, donde la primera ola resulta de la inte-
raccion del agonista con su receptor (GPCRs) y la
segunda ola del funcionamiento de los mecanismos
de amplificacion del estimulo inicial (secrecion de
granulos plaquetarios y sintesis de TXA2). Evaluar
la respuesta bifasica es clave, por su mayor sensibi-
lidad para detectar alteraciones leves de la funcion
que pueden quedar enmascaradas con los otros ago-
nistas. En el caso de la ristocetina a alta concentra-
cion (1.2 mg/mL) la respuesta también es bifasica,
con una primera ola que resulta de la activacion y
agregacion a partir de la interaccion VWF-GPIb-
IX-V y una segunda ola dependiente de la interac-
cion allbp3-fibrindgeno.

Ademas del porcentaje de agregacion maxima, otros
parametros como el cambio de forma, el tiempo de
inicio, la pendiente o velocidad de agregacion, la
presencia de agregacion reversible, deben ser teni-
dos en cuenta al momento de realizar la valoracion
del comportamiento funcional de la muestra.

Si se obtienen patrones anormales de agregacion,
se puede recurrir al uso de “agonistas especiales”,
que permitiran una mejor caracterizacion de la al-
teracion. Dentro de este grupo se encuentran: factor
activador plaquetario (PAF), forbolmiristato acetato
(PMA), ionoforo de calcio, andlogos estables del
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TXA2 (U46619) y péptidos activadores de los re-
ceptores de trombina (SFLLRN para PAR1 y GYP-
GKEF para PAR4).

La APMO es un ensayo laborioso, afectado por
variables pre-analiticas y analiticas que deben ser
cuidadosamente controladas por personal experi-
mentado. Se han desarrollado métodos alternativos
para medir la agregacion en PRP o sangre entera
(agregometria de impedancia, agregometria en pla-
ca de 96 pocillos, citometria de flujo) alguno de los
cuales son mas rapidos y amigables. Sin embargo,
a pesar de estas ventajas no han sido ampliamente
adoptados y, a diferencia de la APMO, no aportan
informacion diagnostica adicional, como el cambio
de forma, la agregacion secundaria y la presencia
de agregacion reversible, que ayudan en la identifi-
cacion de los defectos en la funcion plaquetaria?.
Existen aparatos llamados lumiagregémetros, que
pueden medir al mismo tiempo la transmision de luz
y la liberacion de granulos densos a partir del regis-
tro de la luminiscencia generada por la secrecion de
ATPy el reactivo luciferina-luciferasa que se agrega
al PRP de la muestra en estudio’?. Es una meto-
dologia de mayor sensibilidad para la deteccion de
los desordenes plaquetarios mas comunes, que se
caracterizan por anormalidades en los mecanismos
de secrecion.

Las pautas de estandarizacion para la APMO son de
publicacién muy reciente, pese a ser el método de
referencia y el mas utilizado desde hace mas de 40
aflos. En 2008 el Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorio (CLSI) aprob6 su guia para la imple-
mentacion de los estudios de APMO!. En 2010 se
publico la guia de consenso de América del Norte,
que incluye recomendaciones para determinar ran-
gos de referencias para la APMO y para el enfoque
en la interpretacion de los resultados obtenidos?.
En julio de 2006 el Subcomité de Fisiologia Plaque-
taria de la ISTH formo un grupo de trabajo, cons-
tituido por 11 expertos, con el objetivo de elaborar
una serie de recomendaciones de consenso a fin de
estandarizar la APMO. Como paso inicial, el gru-
po de expertos organizé la mayor y mas detallada
encuesta mundial sobre APMO". Esta encuesta
confirmo6 la gran variabilidad en la practica de esta
metodologia, aseverando la necesidad de estandari-
zacion. La informacion reunida en la encuesta con-
tribuy6 al desarrollo de las pautas metodologicas
para la APMO que fueron publicadas en 2013,
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En general las guias clinicas y de laboratorio se ela-
boran en base a la revision de la evidencia regis-
trada en la literatura médica y cientifica. Debido a
la cantidad insuficiente de estudios relevantes que
compararan diferentes metodologias empleadas en
la APMO (lo que hubiera permitido el desarrollo de
guias basadas en la evidencia), el grupo de exper-
tos decidio utilizar el método RAND!9. El método
RAND se emplea para obtener el consenso formal
de grupos de expertos, sobre la validez de las in-
tervenciones en el cuidado de la salud, cuando la
evidencia cientifica es escasa y/o heterogénea. La
guia de recomendaciones del grupo de trabajo sobre
la estandarizacion de APMO incluye 70 recomen-
daciones agrupadas en 8 secciones: utilidad clinica,
variables pre-analiticas, toma de muestra, prepara-
cion del PRP y del plasma pobre en plaquetas, eva-
luacion de la calidad del PRP, metodologia, eleccion
de agonistas y evaluacion e informe de resultados.
Cada recomendacion tiene una calificacion de con-
senso que define la clasificacion de la recomenda-
cion como inapropiada, incierta y apropiada.

Se sugiere enfaticamente la lectura de las guias de
la ISTH. A continuacién se mencionaran solo al-
gunas de las recomendaciones que conforman las
diferentes secciones. A nivel de utilidad clinica se
considera que la APMO so6lo deberia emplearse
en pacientes con clinica de sangrado en quienes se
sospecha un desorden de la funcion plaquetaria (no
en pacientes con tratamiento antiagregante ni en la
identificacion de sujetos con riesgo de trombosis).
En la toma de muestra se deberia utilizar como anti-
coagulante tanto citrato 109 como 129 mM, siempre
que éste fuere de uso sistematico. E1 PRP se debe-
ria preparar por centrifugacion a 200 g durante 10
min, a temperatura ambiente, sin utilizar freno. Si la
muestra contiene macropalquetas, el PRP se deberia
preparar mediante sedimentacion. EI PPP se deberia
preparar por centrifugacion de sangre entera o de los
tubos a partir de los cuales fue removido el PRP, a
1500 g durante 15 min a temperatura ambiente. Es
necesario realizar el recuento de plaquetas del PRP.
Los resultados de la APMO podrian ser imprecisos
cuando el recuento de plaquetas del PRP es menor
de 150x10°/L. El PRP con bajo recuento de pla-
quetas puede ser analizado para excluir desérdenes
severos de la funcion plaquetaria (trombastenia de
Glanzmann, sindrome de Bernard-Soulier, enferme-
dad de VW tipo 2B y tipo plaquetario). Los PRP no
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deberian ser ajustados a un valor estandar con PPP
(se aclara que la mejor practica es incierta, cuan-
do el valor de plaquetas excede las 600x10°/L y que
una publicacion reciente demuestra que la tanto la
muestra nativa como la ajustada son validas!'”, pero
que las anormalidades en la funcion plaquetaria son
mas frecuentes usando un valor estandar ajustado de
plaquetas tanto en controles como pacientes). Las
concentraciones minimas de agonistas que deberian
emplearse son: ADP 2 uM, ADR 5 uM, colageno 2
ug/mL, péptido de activacion de PAR1 10 uM, ana-
logo del TXA2 1 uM, acido araquidonico 1 mM,
ristocetina 1.2 mg/mL y si ésta es normal se deberia
analizar nuevamente empleando ristocetina entre
0.5-0.7 mg/mL, pero, si la agregacion con ristoce-
tina 1.2 es anormal, deberia repetirse a una concen-
tracion de 2 mg/mL.

Utilidad clinica de la APMO

En 2009 se publico un estudio prospectivo para eva-
luar la utilidad diagnodstica de APMO en pacientes
derivados para evaluacion por sangrado®. Se inclu-
yeron 229 pacientes (en quienes se habia descartado
trombocitopenia y enfermedad de VW) y 105 con-
troles sanos. Mediante el empleo de intervalos de
referencia (con validacion previa), se determino que
las alteraciones de la funcion plaquetaria evaluadas
por APMO fueron mas frecuentes en el grupo con
desorden de sangrado clinicamente evidente. Ade-
mas, la relacion de probabilidad de tener un desor-
den de sangrado se incrementd (OR 32) cuando la
agregacion estuvo disminuida con dos o mas ago-
nistas. El analisis de las curvas ROC sefial6 que la
APMO tiene alta especificidad y moderada sensibi-
lidad para detectar defectos primarios de la funcion
plaquetaria. En este sentido, el 50% de pacientes
con desorden de sangrado y alteracion de la funcion
plaquetaria tenian agregacion normal (el diagnosti-
co se realizdé por lumiagregometria o microscopia
electronica). La disfuncion plaquetaria mas comun
fueron los defectos primarios de la secrecion (74%).
Ese mismo afio también se publicaron los resultados
de otro estudio que evaluod la utilidad diagnostica
de la APMO y el ensayo de liberacion de serotoni-
na en pacientes con desordenes leves de la funcion
plaquetaria’?. Como intervalo de referencia se uti-
liz6 el percentil > a 2.5% elaborado a partir de las
respuestas para los diferentes agonistas de un gru-
po control de 299 individuos sanos. Se determind
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que el 13.7 % del grupo control, tenia agregacion
plaquetaria anormal de manera conjunta con ADR
10 pg/mL y ADP 4 uM. Esta combinacion no fue
considerada, per se, como criterio de alteracion de
la funcion plaquetaria. Sin embargo, un hallazgo
muy interesante fueron los altos valores predictivos
negativos tanto para el ADP (95%, si ADP=4 uM
produce agregacion irreversible) como para la ADR
(93% si agregacion con ADR=10 uM es > a 42%),
lo que significa que la probabilidad de que un pa-
ciente tenga una alteracion de la funcion plaqueta-
ria, si sus agregaciones con ADP y/o ADR son nor-
males, en muy baja. Sobre un total de 213 pacientes
con sangrado cutdneo mucoso congénito, 85 fueron
diagnosticados con defectos de la funcion plaqueta-
ria. Las alteraciones en la agregacion se asociaron
de manera constante con alteraciones en la secre-
cion plaquetaria. Sin embrago un 14 % de pacientes
tuvieron de manera aislada defectos en la secrecion
sin alteraciones en el patrén de agregacion.

En 2014 se publicaron los resultados de una encues-
ta mundial dirigida a evaluar el manejo diagnostico
en pacientes con sospecha de ACFP!D, Participa-
ron 202 laboratorios (de 37 paises) miembros de la
ISTH y otras sociedades nacionales de hemostasia y
trombosis. El primer punto destacado por la encues-
ta es que existe en todo el mundo un gran interés en
el diagnostico de las ACFP. Otra observacion inte-
resante es que las habilidades metodologicas para el
estudio de la funcion plaquetaria se han expandido.
Aunque la APMO sigue siendo el pilar diagnosti-
co, una amplia gama de técnicas que incluye la ci-
tometria de flujo, la lumiagregometria y otras mas
sofisticadas como la microscopia electronica y el
analisis molecular, ahora se utilizan en laboratorios
especializados en todo el mundo. Para la mayoria de
los encuestados las primeras pruebas de deteccion,
después del recuento de plaquetas en sangre, son
la evaluacion morfoldgica de un frotis de sangre,
la APMO, y la prueba PFA-100. Las utilizadas en
una segunda etapa son citometria de flujo (64,7%) y
el analisis genético molecular (36,4%). Una ultima
consideracion es el nimero relativamente grande de
pacientes que se someten a estudios por sospecha
de ACFP cada afio (> 14000 en todo el mundo) y el
numero relativamente elevado en los que se confir-
ma este diagndstico (> 5700 cada afio). De acuerdo
a lo reportado por esta encuesta, los diagnosticos
mas frecuentes son las alteraciones en la respuesta
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a la activacion por ADP y ADR, que, en conjunto,
reciben la denominacion de “sefializacion defectuo-
sa de Gi” (defectos en la via a2 adrenérgica 13.4%,
defectos en la via de ADP 17,9%), seguidos por los
defectos en la secrecion o defectos en la respuesta
al colageno.
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