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Algunas consideraciones sobre la fisiología pla-
quetaria
Se define como hemostasia al conjunto de mecanis-
mos fisiológicos que aseguran el mantenimiento de 
la integridad del sistema vascular frente a la injuria. 
Se trata de un proceso dinámico, que tiene que re-
solver la hemorragia en vasos sanguíneos muy di-
ferentes (tanto anatómico como fluido dinámicos), 
limitándose al sito de la lesión. Resulta de la coope-
ración de tres sistemas que actúan de manera coordi-
nada balanceando entre mecanismos de activación e 
inactivación: las proteínas de la coagulación (proteí-
nas plasmáticas solubles), las plaquetas (elementos 
formes en suspensión) y el endotelio vascular (su-
perficie que limita la pared vascular).

Las plaquetas vigilan la pared vascular durante 
aproximadamente diez días para luego ser removi-
das de la circulación por los macrófagos del sistema 
retículo-endotelial. Constituyen la primera línea de 
defensa en los vasos de pequeño calibre(1). Vistas 
en perspectiva, las plaquetas deberán ser capaces 
de tomar contacto con la pared vascular normal sin 
activarse, de reconocer las características del daño 
de la pared vascular, de detener su marcha, de ad-
herirse a la zona lesionada (en un sistema de alta 
presión y alta velocidad de flujo) y de pegarse unas 
con otras para ir construyendo un coágulo hemostá-
tico que pueda permanecer en el lugar sólo mientras 
sea necesario(2). En este contexto se definirá como 
respuesta óptima a aquélla que previene la pérdida 
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de sangre sin producir oclusión de la luz vascular.
Los mecanismos moleculares que median esta res-
puesta son aquéllos que han sido perpetuados por 
la selección natural para resolver injurias vascula-
res en un sistema de alta presión y alta velocidad de 
flujo. Los peces y las aves tienen como componente 
celular plaquetas nucleadas. En los mamíferos las 
plaquetas han evolucionado a elementos anucleados 
que disponen de herramientas sustancialmente más 
complejas(2).
El endotelio intacto (desde un punto de vista físico y 
bioquímico) libera óxido nítrico y prostaciclina. En 
las plaquetas, estas sustancias activan vías de seña-
lización inhibitorias, que aseguran el estado de inac-
tivación no-adherente. En sitios de injuria vascular, 
las plaquetas emplean receptores (glicoproteínas de 
membrana GPVI y GPIb-IX-V) acoplados a moti-
vos de activación basados en inmuno-receptor de 
tirosina (ITAM) y receptores acoplados a proteína G 
(GPCRs), para censar y responder a cambios en su 
microambiente, como lo serán la exposición de pro-
teínas de la matriz extracelular y la activación del 
sistema de coagulación(3). La estimulación de estos 
receptores dispara cascadas de señalización intrace-
lulares, incluyendo las dependientes de la elevación 
del calcio citosólico, que promueve modificaciones 
dramáticas del citoesqueleto, secreción de gránulos 
intraplaquetarios y, de manera fundamental, el cam-
bio en la conformación de las integrinas desde un 
estado de baja afinidad a otro de alta afinidad por 
sus ligandos (activación desde adentro hacia afue-
ra)(4). Las integrinas son los principales receptores 
plaquetarios que sostienen las interacciones pla-
quetas-matriz extracelular (adhesión plaquetaria) y 
plaqueta-plaqueta (agregación plaquetaria). La inte-
grina αIIbβ3 es la más abundante de las expresadas 
en la superficie de las plaquetas. αIIbβ3 media la 
unión a varias proteínas plasmáticas, incluyendo el 
fibrinógeno y el factor de von Willebrand (VWF), lo 
que constituye la base molecular de los mecanismos 
de agregación y adhesión plaquetarias. No obstante, 
para la formación de un tapón hemostático estable 
se necesita que la activación de αIIbβ3 sea sostenida 
en el tiempo. Esto se logra gracias a la co-estimu-
lación de las vías de señalización autócrina/pará-
crina de los agonistas plaquetarios tromboxano A2 
(TXA2) y ADP(5). El ADP es liberado a partir de los 
gránulos densos plaquetarios y genera la activación 
sostenida de la integrina, mediante su unión al re-

ceptor plaquetario P2Y12 acoplado a una proteína 
G inhibitoria(6).
No obstante, estas habilidades adquiridas por las 
plaquetas de los mamíferos tienen sus costos. La 
patología arterial vaso-oclusiva (coronaria, cere-
bral y periférica) constituye la principal causa de 
morbi-mortalidad del mundo desarrollado. En estas 
enfermedades subyacen dos procesos patológicos 
generales que involucran a las plaquetas: la ateros-
clerosis que se desarrolla a lo largo de varios años y 
la trombosis aguda en lesiones ateroscleróticas da-
ñadas(7). La comprensión de las bases moleculares 
que sostienen la respuesta hemostática ha permitido 
el desarrollo terapéutico aplicado a la prevención y 
tratamiento de estas patologías, siendo su principal 
objetivo la disminución de la activación patológica 
de las plaquetas.
La disminución severa del número de plaquetas o 
su hipofunción, sea congénita o adquirida, se aso-
cian a diátesis hemorrágica de intensidad variable. 
Las alteraciones congénitas de la función plaque-
taria (ACFP) constituyen probablemente la causa 
más frecuente de sangrado(8). Se trata de un grupo 
heterogéneo de alteraciones asociadas a defectos en 
los receptores de las proteínas adhesivas, receptores 
de agonistas solubles, gránulos plaquetarios, vías de 
activación, y fosfolípidos de membrana(9). El diag-
nóstico correcto de estas alteraciones es de suma 
importancia para individualizar el manejo clínico 
apropiado del paciente, para estimar de manera real 
la prevalencia de estos desórdenes y profundizar el 
conocimiento de los mecanismos hemostáticos de 
las plaquetas.

Aspectos metodológicos de la APMO
La agregación plaquetaria por método óptico 
(APMO) es el método de referencia y el más utiliza-
do en la identificación y diagnóstico de las alteracio-
nes de la función plaquetaria(8).
El ensayo clásico, desarrollado en forma indepen-
diente por Born y O´Brien a principios de los años 
sesenta, se basa en medir el aumento de la transmi-
sión de luz de una muestra de plasma rico en plaque-
tas (PRP), plaquetas lavadas o filtradas, mantenida 
en agitación, e inducir la agregación de manera in-
dividual con sustancias capaces de activar las pla-
quetas, llamadas agonistas plaquetarios (equivalen-
te al estímulo liberado en el sitio de la injuria)(10). 
El fibrinógeno necesario para establecer el puente 
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de unión entre plaquetas es aportado por el plasma. 
El agregómetro está conectado a un sistema que irá 
registrando el aumento de transmitancia en función 
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 significación clínica.
Los agonistas que se emplean en primera línea son: 
ADP, adrenalina, colágeno, ácido araquidónico y 
ristocetina. La respuesta inicial al estímulo con 
ADP y colágeno es el cambio de forma, que refleja 
la movilización de calcio intracelular. Se evidencia 
como una disminución efímera de la transmitancia 
y es independiente de la activación de αIIbβ3. En 
el caso particular del colágeno, 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 máximo, estable, que 
expresado en % constituye el valor de agregación o 
amplitud máxima para el agonista empleado. Para 
el colágeno y el ácido araquidónico se observa una 
curva con pendiente única. Para agonistas débiles 
como el ADP y la adrenalina se obtienen curvas 
bifásicas, donde la primera ola resulta de la inte-
racción del agonista con su receptor (GPCRs) y la 
segunda ola del funcionamiento de los mecanismos 
de amplificación del estímulo inicial (secreción de 
gránulos plaquetarios y síntesis de TXA2). Evaluar 
la respuesta bifásica es clave, por su mayor sensibi-
lidad para detectar alteraciones leves de la función 
que pueden quedar enmascaradas con los otros ago-
nistas. En el caso de la ristocetina a alta concentra-
ción (1.2 mg/mL) la respuesta también es bifásica, 
con una primera ola que resulta de la activación y 
agregación a partir de la interacción VWF-GPIb-
IX-V y una segunda ola dependiente de la interac-
ción αIIbβ3-fibrinógeno.
Además del porcentaje de agregación máxima, otros 
parámetros como el cambio de forma, el tiempo de 
inicio, la pendiente o velocidad de agregación, la 
presencia de agregación reversible, deben ser teni-
dos en cuenta al momento de realizar la valoración 
del comportamiento funcional de la muestra.
Si se obtienen patrones anormales de agregación, 
se puede recurrir al uso de “agonistas especiales”, 
que permitirán una mejor caracterización de la al-
teración. Dentro de este grupo se encuentran: factor 
activador plaquetario (PAF), forbolmiristato acetato 
(PMA), ionóforo de calcio, análogos estables del 

TXA2 (U46619) y péptidos activadores de los re-
ceptores de trombina (SFLLRN para PAR1 y GYP-
GKF para PAR4).
La APMO es un ensayo laborioso, afectado por 
variables pre-analíticas y analíticas que deben ser 
cuidadosamente controladas por personal experi-
mentado. Se han desarrollado métodos alternativos 
para medir la agregación en PRP o sangre entera 
(agregometría de impedancia, agregometría en pla-
ca de 96 pocillos, citometría de flujo) alguno de los 
cuales son más rápidos y amigables. Sin embargo, 
a pesar de estas ventajas no han sido ampliamente 
adoptados y, a diferencia de la APMO, no aportan 
información diagnóstica adicional, como el cambio 
de forma, la agregación secundaria y la presencia 
de agregación reversible, que ayudan en la identifi-
cación de los defectos en la función plaquetaria(11).
Existen aparatos llamados lumiagregómetros, que 
pueden medir al mismo tiempo la transmisión de luz 
y la liberación de gránulos densos a partir del regis-
tro de la luminiscencia generada por la secreción de 
ATP y el reactivo luciferina-luciferasa que se agrega 
al PRP de la muestra en estudio(12). Es una meto-
dología de mayor sensibilidad para la detección de 
los desórdenes plaquetarios más comunes, que se 
caracterizan por anormalidades en los mecanismos 
de secreción.
Las pautas de estandarización para la APMO son de 
publicación muy reciente, pese a ser el método de 
referencia y el más utilizado desde hace más de 40 
años. En 2008 el Instituto de Estándares Clínicos y 
de Laboratorio (CLSI) aprobó su guía para la imple-
mentación de los estudios de APMO(13). En 2010 se 
publicó la guía de consenso de América del Norte, 
que incluye recomendaciones para determinar ran-
gos de referencias para la APMO y para el enfoque 
en la interpretación de los resultados obtenidos(14). 
En julio de 2006 el Subcomité de Fisiología Plaque-
taria de la ISTH formó 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 organizó la mayor y más detallada 
encuesta mundial sobre APMO(15). Esta encuesta 
confirmó la gran variabilidad en la práctica de esta 
metodología, aseverando la necesidad de estandari-
zación. La información reunida en la encuesta con-
tribuyó al desarrollo de las pautas metodológicas 
para la APMO que fueron publicadas en 2013(11).
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En general las guías clínicas y de laboratorio se ela-
boran en base a la revisión de la evidencia regis-
trada en la literatura médica y científica. Debido a 
la cantidad insuficiente de estudios relevantes que 
compararan diferentes metodologías empleadas en 
la APMO (lo que hubiera permitido el desarrollo de 
guías basadas en la evidencia), el grupo de exper-
tos decidió utilizar el método RAND(16). 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 científica es escasa y/o heterogénea. La 
guía de recomendaciones del grupo de trabajo sobre 
la estandarización de APMO incluye 70 recomen-
daciones agrupadas en 8 secciones: utilidad clínica, 
variables pre-analíticas, toma de muestra, prepara-
ción del PRP y del plasma pobre en plaquetas, eva-
luación de la calidad del PRP, metodología, elección 
de agonistas y evaluación e informe de resultados. 
Cada recomendación tiene una calificación de con-
senso que define la clasificación de la recomenda-
ción como inapropiada, incierta y apropiada. 
Se sugiere enfáticamente la lectura de las guías de 
la ISTH. A continuación se mencionarán solo al-
gunas de las recomendaciones que conforman las 
diferentes secciones. A nivel de utilidad clínica se 
considera que la APMO sólo debería emplearse 
en pacientes con clínica de sangrado en quienes se 
sospecha un desorden de la función plaquetaria (no 
en pacientes con tratamiento antiagregante ni en la 
identificación de sujetos con riesgo de trombosis). 
En la toma de muestra se debería utilizar como anti-
coagulante tanto citrato 109 como 129 mM, siempre 
que éste fuere de uso sistemático. El PRP se debe-
ría preparar por centrifugación a 200 g durante 10 
min, a temperatura ambiente, sin utilizar freno. Si la 
muestra contiene macropalquetas, el PRP se debería 
preparar mediante sedimentación. El PPP se debería 
preparar por centrifugación 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 podrían ser imprecisos 
cuando el recuento de plaquetas del PRP es menor 
de 150x109/L. El PRP con bajo recuento de pla-
quetas puede ser analizado para excluir desórdenes 
severos de la función plaquetaria (trombastenia de 
Glanzmann, síndrome de Bernard-Soulier, enferme-
dad de VW tipo 2B y tipo plaquetario). Los PRP no 

deberían ser ajustados a un valor estándar con PPP 
(se aclara que la mejor práctica es incierta, cuan-
do el valor de plaquetas excede las 600x109/L y que 
una publicación reciente demuestra que la tanto la 
muestra nativa como la ajustada son válidas(17), pero 
que las anormalidades en la función plaquetaria son 
más frecuentes usando un valor estándar ajustado de 
plaquetas tanto en controles como pacientes). Las 
concentraciones mínimas de agonistas que deberían 
emplearse son: ADP 2 uM, ADR 5 uM, colágeno 2 
ug/mL, péptido de activación de PAR1 10 uM, aná-
logo del TXA2 1 uM, ácido araquidónico 1 mM, 
ristocetina 1.2 mg/mL y si ésta es normal se debería 
analizar nuevamente empleando ristocetina entre 
0.5-0.7 mg/mL, pero, si la agregación con ristoce-
tina 1.2 es anormal, debería repetirse a una concen-
tración de 2 mg/mL.

Utilidad clínica de la APMO
En 2009 se publicó un estudio prospectivo para eva-
luar la utilidad diagnóstica de APMO en pacientes 
derivados para evaluación por sangrado(18). Se inclu-
yeron 229 pacientes (en quienes se había descartado 
trombocitopenia y enfermedad de VW) y 105 con-
troles sanos. Mediante el empleo de intervalos de 
referencia (con validación previa), se determinó que 
las alteraciones de la función plaquetaria evaluadas 
por APMO fueron más frecuentes en el grupo con 
desorden de sangrado clínicamente evidente. Ade-
más, la relación de probabilidad de tener un desor-
den de sangrado se incrementó (OR 32) cuando la 
agregación estuvo disminuida con dos o más ago-
nistas. El análisis de las curvas ROC señaló que la 
APMO tiene alta especificidad y moderada sensibi-
lidad para detectar defectos primarios de la función 
plaquetaria. En este sentido, el 50% de pacientes 
con desorden de sangrado y alteración de la función 
plaquetaria tenían agregación normal (el diagnósti-
co se realizó por lumiagregometría o microscopía 
electrónica). La disfunción plaquetaria más común 
fueron los defectos primarios de la secreción (74%).
Ese mismo año también se publicaron los resultados 
de otro estudio que evaluó la utilidad diagnóstica 
de la APMO y el ensayo de liberación de serotoni-
na en pacientes con desórdenes leves de la función 
plaquetaria(19). Como intervalo de referencia se uti-
lizó 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 determinó 
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que el 13.7 % del grupo control, tenía agregación 
plaquetaria anormal de manera conjunta con ADR 
10 µg/mL y ADP 4 µM. Esta combinación no fue 
considerada, per se, como criterio de alteración de 
la función plaquetaria. Sin embargo, un hallazgo 
muy interesante fueron los altos valores predictivos 
negativos tanto para el ADP (95%, si ADP=4 µM 
produce agregación irreversible) como para la ADR 
(93% si agregación con ADR=10 µM es > a 42%), 
lo que significa que la probabilidad de que un pa-
ciente tenga una alteración de la función plaqueta-
ria, si sus agregaciones con ADP y/o ADR son nor-
males, en muy baja. Sobre un total de 213 pacientes 
con sangrado cutáneo mucoso congénito, 85 fueron 
diagnosticados con defectos de la función plaqueta-
ria. Las alteraciones en la agregación se asociaron 
de manera constante con alteraciones en la secre-
ción plaquetaria. Sin embrago un 14 % de pacientes 
tuvieron de manera aislada defectos en la secreción 
sin alteraciones en el patrón de agregación.
En 2014 se publicaron los resultados de una encues-
ta mundial dirigida a evaluar el manejo diagnóstico 
en pacientes con sospecha de ACFP(11). Participa-
ron 202 laboratorios (de 37 países) 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 diagnóstico de las ACFP. Otra observación inte-
resante es que las habilidades metodológicas para el 
estudio de la función plaquetaria se han expandido. 
Aunque la APMO sigue siendo el pilar diagnósti-
co, una amplia gama de técnicas que incluye la ci-
tometría de flujo, la lumiagregometría y otras más 
sofisticadas como la microscopía electrónica y el 
análisis molecular, ahora se utilizan en laboratorios 
especializados en todo el mundo. Para la mayoría de 
los encuestados las primeras pruebas de detección, 
después del recuento de plaquetas en sangre, son 
la evaluación morfológica de un frotis de sangre, 
la APMO, y la prueba PFA-100. Las utilizadas en 
una segunda etapa son citometría de flujo (64,7%) y 
el análisis genético molecular (36,4%). Una última 
consideración es el número relativamente grande de 
pacientes que se someten a estudios por sospecha 
de ACFP cada año (> 14000 en todo el mundo) y el 
número relativamente elevado en los que se confir-
ma este diagnóstico (> 5700 cada año). De acuerdo 
a lo reportado por esta encuesta, los diagnósticos 
más frecuentes son las alteraciones en la respuesta 
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