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Agregometria plaquetaria: el estudio de la agregacion de las plaquetas
y la disfuncién plaquetaria
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RESUMEN

La funcién plagquetaria y su homeostasis resultan claves en diferentes momentos de las enfermedades crénicas y ante urgencias médico-
quirdrgicas. Los medios tecnoldgicos mediante los cuales podemos conocer su actuar se han modificado en los ultimos afios, sin ser
complejos ni de un alto costo econémico. Su principal obstaculo para convertirse en instrumentos de uso frecuente para los médicos es su
correcta interpretacion; todos ellos se basan en la fisiologia elemental. En esta revisién se presentan argumentos didacticos que permiten
comprender mejor la traduccion directa de su fisiopatologia para su aplicacién directa.
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ABSTRACT

The platelet function and its homeostasis are the key at different times of chronical illnesses and undisputably in the presence of medicosurgical
emergencies. The technological media through which we can get to how these act has been modified in the last years without these being
complex and of a high economic cost, their main obstacle to become frequently used instruments for doctors is their correct interpretation,
all of them are based in the elemental physiology. In this review we present didactic arguments that allow us to better understand the direct
translation of their physiopathology for their direct application.

Key words: aggregometry, platelets, platelets disfunction, cytometrics flow, bleeding time.

as plaquetas son células sanguineas que tienen
un papel central en la hemostasia normal, en la
trombosis, en varios trastornos hemorragicos y
en algunos eventos trombdticos hereditarios o adquiridos.
Es, por lo tanto, indispensable la comprension y el estudio
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minucioso de la funcion plaquetaria para identificar los
diferentes grados y tipos de disfuncién o hiperfuncion de
las plaquetas y para la vigilancia de la efectividad de los
tratamientos antiplaquetarios modernos.

La historia del estudio de la funcion plaquetaria se remonta
amas de 100 afios, cuando las plaquetas se identificaron como
células circulantes de caracteristicas unicas con participacion
clave en la hemostasia y la trombosis;' sin embargo, a pesar
de esta descripcion temprana, en la mayor parte del siglo XX
solo se dispuso del conteo manual de plaquetas, observacion
de su morfologia en el frotis de sangre periférica y el tiempo
de sangrado. Uno de los principales problemas en el estudio
de la funcién plaquetaria es la dificultad para simular la
hemostasia in vitro ya que las plaquetas son sensibles a
la manipulacion y se activan de manera artificiosa en los
tubos de vidrio. La mejor comprension de la fisiologia de
la hemostasia y la coagulacion facilito el desarrollo de un
método de medicion objetiva y de mayor exactitud de la
funcion de las plaquetas: la agregometria plaquetaria.?
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Origen y estructura plaquetaria

Las plaquetas son las células sanguineas de menor
tamafio y tienen varias caracteristicas que las distinguen
de otras células: /) Las plaquetas se derivan de los
megacariocitos a través de un proceso endomitdtico, mas
que por duplicacion celular directa.* 2) El desarrollo de
las plaquetas se realiza de manera predominante bajo
el control de la trombopoyetina que, a diferencia de
la eritropoyetina, se sintetiza en o6rganos diferentes al
rifion e higado, como el musculo liso y la médula o6sea.
La trombopoyetina se elimina por las plaquetas, por lo
que la disminuciéon en el numero de estas aumenta las
concentraciones de trombopoyetina circulante.* 3) Las
plaquetas son células anucleadas con forma discoidea de
aproximadamente 0.5 x 3.0 um. Los principales organelos
que contienen son mitocondrias, lisosomas, peroxisomas,
granulos (cuerpos) alfa y granulos densos. Los granulos
alfa contienen gran nimero de factores que intervienen
en la coagulacion, como selectina P, factor V, factor VIII,
factor de von Willebrand, trombospondina, fibronectina,
fibrinégeno, B-tromboglobulina, factor plaquetario 4 y
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF por sus
siglas en inglés). Los granulos densos almacenan adenosin
difosfato (ADP), calcio y serotonina. El citoplasma puede
contener otras sustancias, como: serotonina, epinefrina,
norepinefrina, 6xido nitrico y citocinas.’ (Figura 1)

Ligandos Trombospondina
Factor V Fibronectina
Factor VIII Fibrindgeno

B Tromboglobulina Selectina P

Fvw PDGF

Factor IV plaquetario  Epinefrina

Figura 1. Principales receptores y ligandos de las plaquetas.

Las plaquetas participan en la hemostasia y la trombosis
por adherencia al endotelio vascular dafiado. Su interaccion
con el ambiente y con otras plaquetas representa procesos
complejos que se inician en la superficie de la membrana
plaquetaria, por lo que ésta proporciona una interfase
reactiva entre las plaquetas y su medio externo mediante
receptores en la superficie, decisivos en la transduccion de
sefiales y los estimulos externos al interior de la plaqueta.®

La activacion plaquetaria se lleva a cabo mediante la
interaccion entre los diferentes receptores de membrana
y un gran numero de moléculas pequefias, enzimas y
complejos proteicos macromoleculares que inducen
contraccion del citoesqueleto de la plaqueta. El cambio
en su forma discoide a la forma esférica con extensiones
(pseuddpodos) que facilitan la adhesion con el endotelio
y entre otras células, la interaccidon con otras plaquetas y
liberacion del contenido de sus granulos.® Son varios los
estimulos responsables de la secuencia de eventos que
conducen a la activacion plaquetaria e incluyen: trombina,
tripsina, colagena, ADP, epinefrina, metabolitos del acido
araquidodnico, factor activador de plaquetas y epinefrina.
Algunos de los principales receptores plaquetarios de
membrana son los siguientes:

Receptores de ADP: el adenosin difosfato juega un
papel central en la hemostasia al actuar como cofactor
esencial de la activacion plaquetaria. El ADP esta presente

Granulos
densos

ADP
Calcio
Serotonina
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en altas concentraciones en los granulos densos y se libera
por activacion plaquetaria y ejerce un reforzamiento para
la agregacion plaquetaria.’

Receptores de epinefrina: la estimulacion plaqueta-
ria por epinefrina ocurre sin cambios en la forma de la
plaqueta y esta mediada por receptores o,-adrenérgicos.
Hay estudios farmacoldgicos que sugieren que se expre-
san aproximadamente 300 receptores de este tipo en cada
plaqueta.®

Receptores de serotonina: la serotonina (5-hidroxi-
triptamina, 5-HT) es otra molécula pequefia capaz de
estimular y activar a las plaquetas. Las plaquetas activas
liberan serotonina de los granulos densos, lo que amplifica
la respuesta plaquetaria a través de receptores especificos
5-HT,, .}

Receptores de tromboxano A ,: diversos agonistas de
la activacion plaquetaria generan sefales para la activa-
cion de fosfolipasa A,, que separa al acido araquidénico
de los fosfolipidos de la membrana, el cual se metaboliza
en sustancias activas en las plaquetas e incluyen a los
tromboxanos (TX) y su precursor PGH,, que estimula el
cambio de forma, la secreciony la agregacion plaquetaria.
De estos, el TX A, es el de mayor potencia y reconoce
receptores especificos en las plaquetas.’

Receptores de vasopresina: la vasopresina interactia
con las plaquetas para inducir cambios de forma, secrecion
de los granulos y agregacion.

Receptor del factor activador de plaquetas (FAP): es
Unico entre los agonistas plaquetarios porque es el inico
fosfolipido que estimula las plaquetas en concentraciones
nanomolares. Este agonista se sintetiza por varias células
inflamatorias y las propias plaquetas e induce cambios de
forma, secrecion y agregacion. '

Receptores de trombina: la trombina es uno de los
mas potentes activadores de plaquetas.

Receptores de colagena: varias proteinas de la mem-
brana plaquetaria participan en la activacion y adhesion
que induce la colagena: GP la-1la, GPIV, GP VIy GP V. !!

Receptores para la adhesion plaquetaria: la partici-
pacion de las glucoproteinas (GP) de la superficie de la
membrana es critica para la adhesion de las plaquetas al
subendotelio expuesto (colagena, fibronectina y factor de
von Willebrand) y para la interaccion con otras plaquetas
y componentes de la sangre (fibrindgeno y factor de von
Willebrand). Se enumeran de la I (de mayor tamaio) a la
IX (mas pequefia).'? Pertenecen a la familia de las integri-

nas, que son complejos proteicos heterodiméricos a/p."*
La glucoproteina mas abundante es la IIb/Illa (allb/B,),
que es la responsable de la union al fibrindgeno, colagena,
protrombina, factor de von Willebrand, trombospondina
y vitronectina, y principal promotor de la agregacion pla-
quetaria.'* El complejo GP Ib-IX-V es el segundo receptor
plaquetario mas abundante y participa principalmente en
la adhesion plaquetaria al subendotelio mediante la union
al factor de von Willebrand (FvW).!> También promueve
la unién a la trombina y facilita la activacion de otras
plaquetas.

Funcién plaquetaria

La hemostasia primaria es el proceso inicial de la coa-

gulacion y tiene el objeto de crear un tapon plaquetario

en respuesta a dafio al endotelio vascular y consiste en
tres fases: adhesion, activacion, secrecion y agregacion
plaquetaria. En condiciones normales, las plaquetas no
tienen contacto con la matriz de tejido conectivo del
subendotelio vascular. Cuando se rompe la integridad
endotelial, se exponen fibras de colagena, FvW y otras
proteinas de la matriz subendotelial,'® y es la interaccion
de las plaquetas con estas sustancias la que proporciona
la superficie para la adhesion plaquetaria y sirve como
un fuerte estimulo para la activacion de las plaquetas.

En condiciones de gran friccion por flujo sanguineo (ar-

terias y capilares), esta interaccion consiste de manera

primordial en la unién de la GP Ib al FvW, que se adhiere

a la colagena subendotelial.'”'® En condiciones de baja

friccion, la GP la/lla puede unirse de manera directa a

la colagena.

La unidn de los receptores de la superficie de las plaque-
tas a sus ligandos activa varias reacciones bioquimicas en
cascadas de sefializacion intracelular a través de segundos
mensajeros, como las tirosino cinasas, el calcio, la fosfo-
lipasa C, el fosfoinositol 3 cinasa y el AMP ciclico, entre
otros." Esta sefializacion produce cuatro cambios mayores
en las plaquetas:

1. Elrearreglo del citoesqueleto de actina causa aplanamien-
to de las plaquetas y extension de pseudopodos (filopodos
y lamelopodos) para sellar el defecto endotelial.

2. La activacion de la fosfolipasa A, libera acido ara-
quidénico de los fosfolipidos de la membrana y se
convierte en prostaglandinas y tromboxano A (TXA),?
que, ademads, aumenta la vasoconstriccion e inducen
un taponamiento local
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3. Los granulos intracelulares se unen con el sistema
canalicular abierto de la membrana y liberan su con-
tenido en el plasma circundante. Los granulos densos
liberan ADP y serotonina, entre otras sustancias, que
interactian con los receptores celulares de superficie
de otras plaquetas, amplificando la activacion y esti-
mulando la agregacion.'¢2!

4. La activacion plaquetaria conduce a un incremento
en la concentracion de GP IIb/IIla en la membrana e
induce cambios en su conformacion, lo que permite
su union a fibrindgeno soluble y agregacion de las
plaquetas' También se efectta la activacion plaque-
taria por la trombina y la epinefrina circulantes, cuyos
efectos se realizan a través de receptores especificos.
La agregacion plaquetaria se regula de manera pri-
maria por la unién de GP IIb/Illa a fibrinégeno y
en menor medida a FvW y fibronectina®® y puesto
que estas moléculas son polivalentes, pueden fungir
como uniodn entre varias plaquetas a la vez. Esta union
plaqueta-fibrin6geno-plaqueta inicia el proceso de
agregacion del codgulo de plaquetas. Una vez que se
forma el coagulo de plaquetas se estabiliza mediante
el desarrollo de una red circundante de fibrina a tra-
vés de la cascada de la coagulacion, proceso que se
inicia de manera simultanea con la activacion de las
plaquetas. Ademas, las plaquetas juegan una funcioén
decisiva en la activacion y regulacion del proceso
de la coagulacion. Las membranas de las plaquetas
activadas contienen el fosfolipido fosfatidilserina en
concentracion abundante, que funciona como cofactor
paralaunion y activacion de los factores de la coagu-
lacion. También, las plaquetas son fuente de factores
de coagulacién que se secretan de los granulos alfa
y de calcio de los granulos densos. Por ultimo, el
factor Va unido a plaquetas se mantiene en relativa
“proteccion” para no ser desactivado por el complejo
proteina C/S.'6-23

Agregometria plaquetaria

La medicion de la agregacion de las plaquetas o agrego-
metria plaquetaria fue descrita en 1962 por Born** como
una técnica para estimar la cinética de la agregacion de
las plaquetas por medio de turbidometria (medicion de
la turbidez o densidad optica). El método se convirtid de
manera rapida en el patron de referencia para el estudio
de la funcion plaquetaria.

En la actualidad existen dos métodos diferentes para
el estudio de la agregacion plaquetaria: el método optico
original con plasma rico en plaquetas (PRP) y el método
de impedancia con sangre completa.

Agregacion de plasma rico en plaquetas por método
optico

Este estudio mide en tiempo real la agregacion
de las plaquetas en una muestra de PRP mediante
aclaramiento 6ptico. Esta prueba requiere un agregometro
(espectrofotometro) en el que se deposita la muestra de
PRP en un recipiente o cubeta de incubacion a 37°C, que
se encuentra entre una fuente de luz y una fotocelda de
medicidon que calcula la densidad optica o turbidez del
PRP. La preparacion del PRP requiere la separacion de los
eritrocitos y leucocitos del plasma y las plaquetas en una
muestra de sangre completa, mediante centrifugacion lenta
(1000 rpm) durante 15 minutos. También se requiere la
preparacion de una muestra de plasma pobre en plaquetas
(PPP), que se obtiene por centrifugacion rapida (3000
rpm). La calibracion de la trasmision de la luz a través
del PPP (plasma claro) se ajusta al 100%; la transmision
de luz a través del PRP (plasma turbio u opaco) entonces
se ajusta a 0%.% (Figura 2)

Después, se agrega una de varias sustancias conocidas
por su efecto agonista sobre las plaquetas, con la finalidad
de inducir agregacion de las plaquetas y simular in vitro
lo que sucede in vivo. En un estudio de rutina se incluyen:
epinefrina, ADP, colagena, acido araquidonico, trombina
y ristocetina (un antibiotico que estimula la agregacion
por aumento de la union de FvW a la GP Ib). Mientras se

PPP. La
trasmision
delaluzes
del 100%

50%

PRP. La
trasmision
delaluzes
del 0%

0%

Figura 2. Calibracion y grafica de a trasmision de la luz con PRP
y PPP.
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realiza este proceso, la luz pasa a través de la cubeta con
el PRP y se captura por el detector o fotocelda en el lado
opuesto. Conforme las plaquetas se agregan en respuesta
al agonista, el PRP se aclara y se transmite mayor cantidad
de luz. La transmision de la luz se mide en tiempo real y
se grafica el porcentaje del aclaramiento de la muestra; a
mayor agregacion plaquetaria, mayor transmision de la
luz y viceversa.? (Figura 3)

Su graficacion genera una curva de la agregacion
plaquetaria en porcentaje y tiempo. Se debe estudiar un
agente agregante (agonista) a la vez. Los agonistas que
comunmente se utilizan son ADP, epinefrina, colagena y
ristocetina; es comun que en algunos centros se utilice al
acido araquiddnico y serotonina como agentes agregantes;
sin embargo, el tlltimo ha caido en desuso. La curva tipica
de la agregacion plaquetaria tiene cinco fases distintas
con dos curvas. (Figura 4) 226

100%

Jiréi“'lu,.w

3 '
o Incremento de

50% H la densidad
Optica (menor
I i 1 transmision de
szt I?f::; 2 la luz.
0% SIREEIIIIIIIIE

Figura 4. Curva tipica de la agregacion plaquetaria en PRP con
epinefrina o ADP. La flecha indica la dilucion del PRP al agregar el
agobiata. El numero 1 agregacioén primaria, el niUmero 2 meseta y
nuamero 3 agregacion secundaria.

1. Incremento inicial de la transmision de la luz
atribuible a dilucion del PRP por el agonista que
afade.

2. Discreta disminucién de la transmision conforme
las plaquetas cambian de forma.

100%
N Y:Sj’:’D
Q%@ SO
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R T 50%
A Ty
2o
DO D
Fuente de luz D o
Ty 8D 0%
Plasma rico en Gréfica
plaguetas
Epinefrina I;\
= —
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= '
@) o
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o EEEE A
Agregacion Gréfica
plaquetaria

Figura 3. Esquema de la agregacioén plaquetaria en plasma rico en plaquetas. En la figura superior se ejemplifica la falta de trasmision
de la luz a través del plasma turbio. En la figura inferior se induce agregacion plaquetaria con la adicion de un agonista (epinefrina); por
eso se agregan las plaquetas y permiten el paso de la luz y se grafica en porcentaje.
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3. Incremento agudo inicial de la transmision
conforme las plaquetas se agregan (agregacion
primaria).

4. Meseta breve o disminucion de la agregacion.

5. Agregacion secundaria que se estimula por la
secrecion de los granulos plaquetarios.

6. En la mayoria de los individuos esta respuesta
bifasica se observa con concentraciones bajas
de ADP y epinefrina. Las curvas que se generan
con otros agonistas (colagena, ristocetina) son
tipicamente unimodales con una sola curva.

(Figura 5)
100% I = I
1
B
50%
0% 11

Figura 5. Curva monofasica en agregometria con colagena o
ristocetina.

Este método tiene varias limitaciones inherentes;
consume tiempo, es laborioso y complejo, por lo
que se requiere un equipo humano bien adiestrado
y con experiencia en la realizacion de la técnica. La
interpretacion de los resultados también requiere
experiencia y conocimiento de la técnica y fisiologia
y fisiopatologia de la hemostasia y la coagulacion. La
muestra debe obtenerse por punciéon venosa directa y
se colecta en tubos con anticoagulante a base de citrato
(tubos para tiempos de coagulacién con tapdon de
color lila). La prueba se debe realizar en las tres horas
después de obtener la muestra. La centrifugacion puede
dafiar o activar las plaquetas y no se debe realizar en
muestras hemolizadas, lipémicas o con contaminaciéon
por eritrocitos.?” 2

La agregometria en PRP es sensible a la cifra de
plaquetas. Como en otros estudios de la funcion plaquetaria,
la trombocitopenia menor de 100x10°/L o la trombocitosis
mayor de 400x10°/L pueden alterar los resultados y se
debe tener en cuenta para su interpretacion. En el caso de
la cifra de plaquetas > 400x10°/L se recomienda diluir la
muestra con PPP (aproximadamente a 200x10°/L). ¥ Este
ajuste, sin embargo, agrega una variable adicional, ya que
el PPP contiene nucleodtidos de adenina que pueden inhibir
la agregacion plaquetaria por ADP o colagena.”

Las dosis de los agentes agregantes pueden variar en
los diferentes centros. Las dosis estandarizadas son las
siguientes: la epinefrina, por lo regular, se utiliza en dos
dosis, la dosis alta en concentracion de 2.5x107 y la dosis
baja en concentracion de 2.5x10°. De manera similar,
el ADP también se utiliza en dos concentraciones, la
dosis alta en concentracion de 2.0x107° y la dosis baja de
2.5x10°%; la colagena se utiliza en concentracion final de
0.19 mg/mL; ristocetina en concentracion de 1.25 mg/mL
y acido araquidonico en concentracion de 0.5 mg/mL.%°
Los valores normales de la agregacion plaquetaria con
los diferentes agonistas se describen en el Cuadro 1y los
patrones normales de las curvas con cada agonista de manera
individual se muestran en la Figura 6.

Agregometria en sangre completa por método de im-
pedancia

En 1980, Cardinal y Flower®! desarrollaron un método por
el que la agregacion plaquetaria se puede medir en sangre
completa mediante impedancia eléctrica, en donde se co-
loca una muestra de sangre en una cubeta o recipiente a
37°C, se colocan dos electrodos de platino a distancia fija
y entre los electrodos se aplica una corriente eléctrica.’?
La adicion de un agonista (ADP, epinefrina, colagena
o ristocetina) estimula la agregacion de las plaquetas
en la superficie de los electrodos, lo que impide el flujo

Cuadro 1. Valores normales de agregacion plaguetaria segun
cada agonista

Agonista Concentracion Agregacion (%)
ADP 5uM 68-88

10 uM 71-88
Acido araquidénico 0.5 mM 74-99
Colagena 2 pg/mL 70-94
Epinefrina 5uM 78-88
Ristocetina 1.25 mg/mL 87-102
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Figura 6. Curvas normales de agregometria plaquetaria en PRP con espectrofotometria.

de la corriente eléctrica. El aumento en la resistencia al
flujo de electricidad es proporcional a la agregacion de
las plaquetas en torno a los electrodos y se genera una
curva de agregacion.’® Este método elimina varias de las
variables confusas en la preparacion de PRP, ya que no
se requiere, ademas de ser mas simple y facil de realizar.
En estudios comparativos se reporta que esta técnica pro-
porciona resultados similares a los que se obtienen con
el método clasico (turbidimétrico) y que es superior para
vigilar tratamientos antiplaquetarios y en el diagnostico y
seguimiento de estados de hiperactividad plaquetaria (por
ejemplo: sindrome de la plaqueta pegajosa)3+37

Aligual que la agregometria convencional, la agregacion
por impedancia en sangre completa es relativamente
insensible a la presencia de agregados de plaquetas.
Este examen también requiere de técnicos expertos y es
significativamente mas costoso.

Agregometria plaquetaria en la practica clinica

La utilidad de estos estudios es muy amplia; sin em-
bargo, hay que destacar que los resultados no son
especificos de algun trastorno en particular y que, por
el contrario, puede haber sobreposicion de entidades

con un mismo patrén de agregacion plaquetaria. Por lo
anterior, se requiere el conocimiento amplio de todas las
variables que intervienen en el desarrollo de la prueba
y los resultados posibles.

La agregometria plaquetaria no se debe utilizar como
estudio general sin una indicacion o sospecha especifica.
Ante una trombocitopenia menor a 100x10°L, la
agregometria plaquetaria no dara resultados validos o
confiables y se debera esperar hasta tener una cifra de
plaquetas mayor para realizar la prueba.*®

El estudio de los trastornos funcionales de las
plaquetas se puede dividir de manera general en trastornos
hereditarios o primarios y adquiridos o secundarios. Los
defectos primarios de la funcidon plaquetaria son muy
raros; por el contrario, los trastornos adquiridos son
muy comunes y se asocian con enfermedades frecuentes
en la practica clinica.’® A continuacion se describen
los padecimientos mas frecuentes y las graficas de la
agregometria plaquetaria correspondientes.

Disfuncién plaquetaria primaria (hereditaria)
Sindrome de Bernard Soulier: es un trastorno hereditario
autosomico de la adhesion plaquetaria, en el que las
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plaquetas carecen de las glicoproteinas de membrana GP
Ib, V y IX. Funcionalmente las plaquetas estan impedidas
para la unién con el FvW y, por tanto, no se lleva a cabo
la adhesion plaquetaria. Las manifestaciones clinicas
principales son sangrado facil (al minimo trauma),
epistaxis, petequias, pirpura e hiperpolimenorrea.*#*4! Los
hallazgos de laboratorio muestran un patron de adhesion
alterado y agregacion anormal con ristocetina (Figura 7);
el frotis de sangre periférica contiene plaquetas gigantes
y trombocitopenia leve en la mayoria, pero no en todos
los pacientes.*'** Si solo se estudia la adhesion plaquetaria
y la agregacion con ristocetina, se puede diagnosticar de
manera equivocada como sindrome de Bernard Soulier
a un paciente con enfermedad de von Willebrand. La
diferencia solo se puede establecer al estudiar la actividad
de coagulacion del factor VIII (VIII:c), el factor VIII
antigénico y la actividad del cofactor VIII: FvW.#
Enfermedad de von Willebrand (EvW): es un trastorno
variable del FvW, que puede ser cuantitativo o cualitativo
y que fue descrito por primera vez en 1926 por Erik von
Willebrand en Suecia.* La enfermedad de von Willebrand
es la coagulopatia hereditaria mas comun en todo el mundo,
con incidencia de 1 a 4%,* sin aparente predominio étnico
o racial.* Esta enfermedad es el trastorno hemorragico
primario de mayor frecuencia e importancia clinica. Su
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diagnéstico no siempre es sencillo y requiere tres criterios:
antecedentes de hemorragia, disminucion en la cantidad
o alteracién funcional del factor de von Willebrand y
demostrar su patron hereditario.*’” La presentacion clinica
es muy variable entre individuos pero por lo general es
consistente entre familias y es caracteristica la hemorragia
“plaquetaria” (sangrado al minimo traumatismo,
hemorragia mucocutanea, menorragia). Los casos de
enfermedad leve pueden estar asintomaticos, excepto en
situaciones de reto hemostatico (traumatismo o cirugia,
incluso con procedimientos menores). Los casos severos
pueden parecer clinicamente idénticos a la hemofilia.

El factor de von Willebrand se produce en las células
endoteliales y en los megacariocitos; actua mediante la
unidn a la colagena subendotelial a través de la adhesion
con la GP Ib y GP IIb/Illa de las plaquetas. También
participa de manera crucial en la coagulacion, al proteger
al factor VIII:c de la degradacion proteolitica de la
proteina C, por lo que aumenta la vida media de factor
VIII circulante.*®

La enfermedad de von Willebrand se puede dividir
en tres tipos principales. El tipo 1 es una deficiencia
cuantitativa de los multimeros de todos los tamaios del
factor de von Willebrand; el tipo 2 consiste en déficit
cualitativo y cuantitativo de los multimeros de alto peso
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Figura 7. Agregometria de un paciente con sindrome de Bernard Soulier. La curva de la agregacion con ristocetina también es caracteristica

de la enfermedad de von Willebrand.
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molecular del factor de von Willebrand (en la mayoria
de los subtipos) y el tipo 3 se caracteriza por la ausencia
casi completa del factor de von Willebrand. Cada tipo
consiste en varios subtipos.* El estudio de un paciente
en quien se sospecha enfermedad de von Willebrand
requiere realizar pruebas in vivo e in vitro. El tiempo de
sangrado se utiliza para valorar la hemostasia primaria,
pero este estudio in vivo carece se sensibilidad en casos
leves y tiene pobre reproducibilidad. La determinacion
de la actividad del cofactor del factor de von Willebrand
ristocetina mide la actividad funcional del factor de von
Willebrand. Este estudio utiliza ristocetina para inducir
un cambio conformacional en el factor de von Willebrand
presente en el plasma del paciente que agrega las plaquetas
mediante la unién a su receptor, la GP Ib (Figura 7).
También se requiere la cuantificacion del factor de von
Willebrand antigénico mediante métodos inmunoldgicos
y el analisis de los multimeros de factor de von Willebrand
por inmunoelectroforesis en gel de agarosa.
Trombastenia de Glanzmann y atrombia esencial. Los
trastornos primarios de la agregacion plaquetaria son:
la trombastenia de Glanzmann y un sindrome aun mas
raro llamado atrombia esencial.®® En estos trastornos las
plaquetas carecen de la GP IIb/Illa y son incapaces de
efectuar la union entre GP IIb/Illa y fibrindgeno y, por
tanto, la agregacion plaquetaria. Las caracteristicas clinicas
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son las comunes a todos los pacientes con disfuncion
plaquetaria y la tendencia hemorragica disminuye en
severidad con la edad, como sucede con la mayoria de los
defectos primarios de la hemostasia. Las caracteristicas de
laboratorio incluyen un tiempo de sangrado prolongado,
ausencia total de la agregacion primaria inducida por ADP,
trombina, colagena y epinefrina (Figura 8), deficiencia de
factor 3 plaquetario y retraccion del coagulo anormal.®3!52
Latinica diferencia con la atrombia esencial es que en esta
entidad la retraccion del coagulo es normal.™

Enfermedad de la poza de almacenamiento: los
trastornos de la agregacion secundaria son mas comunes
que los de la agregacion primaria, y el mas comun en esta
categoria es la enfermedad de la poza de almacenamiento
y puede formar parte de otros sindromes congénitos,
como el sindrome de Wiskott-Aldrich, el sindrome de
Chediak-Higashi, el sindrome de Hermansky-Pudlak
y el sindrome de trombocitopenia y ausencia de radio
(sindrome TAR). En esta entidad hay deficiencia de los
granulos densos, que se puede detectar por microscopia
electrénica y en la agregometria hay ausencia de la
curva de agregacion secundaria con ADP y epinefrina,
aunque la curva primaria estd presente. La agregacion
con colagena es marcadamente aplanada o estd ausente
(Figura 9). La hemorragia es variable pero puede ser
muy severa.’*%
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Figura 8. Agregometria plaquetaria de un paciente con trombastenia de Glanzmann.
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Figura 9. Agregometria plaquetaria de un paciente con enfermaedad de la poza de almacenamiento.

Disfuncién plaquetaria adquirida

La disfuncion plaquetaria adquirida es la causa mas fre-
cuente de hemorragia, ya que muchos de los pacientes con
alguno de estos trastornos, en ocasiones sin diagnosticar,
son operados o sufren trauma y sangrados profusos. En el
Cuadro 2 se refieren las principales causas de disfuncion
plaquetaria adquirida.

Disfuncion plaquetaria en uremia: la disfuncion
plaquetaria se presenta en casi todos los pacientes con
uremia’® y se atribuye al aumento en la circulacion de los
acidos guanidinosuccinico o hidroxifenélico que interfieren
con la actividad del factor plaquetario 3.°"*® Ambas
sustancias son dializables y la dialisis puede corregir o
mejorar la funcion plaquetaria en estos pacientes. También
se puede encontrar anormalidad en la interaccion entre el
factor de von Willebrand y los receptores de membrana,
principalmente con la GP IIb/IIla, lo que sugiere un defecto
funcional en la interaccion adhesiva.>* Sin embargo, los
patrones de las graficas de la agregometria plaquetaria
no son uniformes o caracteristicos y se puede encontrar
cualquier combinacion de defectos (Figura 10).

Disfuncion plaquetaria en insuficiencia hepdtica: es
muy frecuente la disfuncidon plaquetaria en pacientes

con insuficiencia hepatica aguda y crdénica y sus causas
pueden ser multifactoriales. La mayoria de los casos con
enfermedad hepatica croénica tienen activacion primaria
del sistema fibrinolitico (fibrinolisis primaria), que
resulta en aumento de los productos de degradacion de
la fibrina (PDF’s), que afectan gravemente la funcion de
las plaquetas, por bloqueo de sus receptores de superficie
y por disminucién de la unién de fibrinégeno con la
GP IIb/11Ia.*"%? Otra causa de disfuncidén plaquetaria
en enfermedad hepatica es el aumento en el numero
de plaquetas viejas circulantes, como lo sefiala la
disminucion del volumen plaquetario medio (VPM) es
estos pacientes; presumiblemente son plaquetas con menor
actividad hemostatica.®® En los pacientes con insuficiencia
hepatica aguda o crénica hay defectos de la agregacion
secundaria o alteraciones tipo enfermedad de la poza
de almacenamiento (Figura 9) que se manifiestan por
curvas de agregacion aplanadas para colagena, trombina
y ristocetina, y ausencia de las curvas de agregacion
secundaria con ADP y epinefrina.®!

Si el paciente con enfermedad hepatica ingiere
alcohol con abuso, la funcién plaquetaria se afecta
en mayor proporcion. La ingestion de dosis altas de
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Cuadro 2. Principales causas de disfuncién plaquetaria adquirida

Medicamentos:
Aspirina y AINE'’s
Anticuerpos monoclonales (anti GP lIb/Illa)
Alcohol

Uremia

Enfermedad hepatica

Paraproteinemias:
Mieloma multiple
Macroglobulinemia de Waldenstrom
Gamopatia monoclonal

Enfermedades autoinmunes:
Enfermedades de la colagena vascular
Anticuerpos anti-plaquetarios
Trombocitopenias autoinmunes.

Productos de degradacion de la fibrina (y fibrinogeno):
Hepatopatia
Coagulacién Intravascular diseminada
Fibrinolisis.

Sindromes mieloproliferativos

Sindromes mielodisplasicos

Cirugia cardiaca con circulacion extracorporea

AINE’s: antiinflamatorios no esteroides
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Figura 10. Agregometria plaquetaria de un paciente con uremia
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alcohol, aun sin enfermedad hepatica, puede inducir un
defecto tipo enfermedad de la poza de almacenamiento,
con disminucion de ATP y ADP por efecto directo del
alcohol y de AMP por inhibicién de la adenil ciclasa.
También se altera la sintesis de prostaglandinas, TXA,y
la disponibilidad del factor 3 plaquetario.®

Disfuncion plaquetaria en paraproteinemias: muchos
pacientes con mieloma multiple, macroglobulinemia de
Waldenstrom o gamopatias monoclonales presentan de
manera asociada un trastorno de la funcidén plaquetaria.
Esto se debe a que las paraproteinas envuelven o cubren
a las plaquetas e impiden el contacto de los receptores de
membrana con sus ligandos. Esta disfuncion plaquetaria
también puede suceder con hiperprotreinemias de
origen benigno.®>% La mayoria de los pacientes con
paraproteinemias malignas manifiestan disfuncion
plaquetaria significativa con sangrado y alteracion
difusa de la agregometria plaquetaria (Figura 11). Estas
alteraciones son reversibles de manera parcial con
plasmaféresis o posterior al control de la actividad de las
células plasmaticas con tratamiento especifico.” ¢
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Figura 11. Agregometria plaquetaria de un paciente con mieloma multiple.

Disfuncion plaquetaria en mielodisplasia y sindromes
mieloproliferativos: la alteracion de la funcion plaquetaria
es frecuente en los sindromes mieloproliferativos:
trombocitemia esencial, metaplasia mieloide agnogénica,
policitenia vera, leucemia mieloide cronica y en los
mielodisplasicos: anemia resistente, anemia resistente
con exceso de blastos y anemia sideroblastica.® " Los
patrones de agregacion plaquetaria que se asocian con
estos sindromes por lo general no son caracteristicos y se
puede presentar casi cualquier combinaciéon de curvas en
la agregometria plaquetaria. Los mas frecuentes son los
defectos de la agregacion con epinefrina, seguida de la
hipoagregabilidad para ADP.%% 7071

Disfuncion plaquetaria en cirugia cardiaca: 1os pacientes
que se someten a circulacidén extracorpdrea presentan la
disfuncion plaquetaria mas severa de todos los trastornos
adquiridos y es la principal causa de hemorragia trans y
postoperatoria en cirugia cardiaca.” " Son muchos los
factores que se asocian con estas alteraciones plaquetarias:
a) pH, b) cifra de plaquetas, ¢) hematdcrito, d) fairmacos, ¢)
PDF’s, f) manejo de la bomba de circulacion extracorporea
(velocidad, tiempo, anticoagulacion, calcio), g) oxigenacion,

h) hipotermia.”’*™ Se ha demostrado desgranulacion
selectiva de plaquetas en este tipo de cirugia; sin embargo, no
se han establecido con precision todos los mecanismos que
pueden estar involucrados. Sea cual sea el o los mecanismos
responsables, el grado de disfuncion plaquetaria en
circulacion extracorpdrea es severa y se presenta en todos los
pacientes.”* > Ademas, con mucha frecuencia, los pacientes
ingieren farmacos antiagregantes plaquetarios (por ejemplo:
aspirina, clopidogrel, dipiridamol, AINES) que interfieren
con la funcion plaquetaria y presentan mayor hemorragia
trans y postoperatoria que los pacientes que no ingieren
estos farmacos, por lo menos durante los 10 dias previos a
la intervencion quirtrgica.

Disfuncion plaquetaria inducida por farmacos:
son numerosos los farmacos de uso comun que causan
disfuncion plaquetaria significativa y hemorragia, pero es
mucho mayor el numero de medicamentos que interfieren
con la funcién de las plaquetas y que se demuestra por
estudio de la agregometria plaquetaria. Esta revision se
limita a los farmacos de uso mas comun en la practica
clinica y que se relacionan con aumento del riesgo de
hemorragia anormal.
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Los tres mecanismos mas importantes por medio de
los cuales los farmacos alteran el funcionamiento de las
plaquetas, en orden de frecuencia son: a) interferencia del
farmaco con la membrana o receptores de las plaquetas,
b) inhibicion de la biosintesis de prostaglandinas, y c)
interferencia con la actividad de la fosfodiesterasa.”® "’

Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) son
los farmacos con actividad antiplaquetaria de uso mas
frecuente, y entre ellos destacan por su mayor consumo:
aspirina, ibuprofeno, indometacina, sulfinpirazona,
colchicina, dipirona y metamizol. Cualquier AINE
puede inducir disfunciéon plaquetaria clinicamente
importante, y todos actian mediante la inhibicion de
las vias de la sintesis de prostaglandinas.” La aspirina
se utiliza para la supresion farmacologica de la funcion
plaquetaria mediante la inhibicion de la ciclooxigenasa,
y como consecuencia se inhibe la sintesis de TXA,.
Este farmaco también inhibe la sintesis endotelial de
prostaciclina; sin embargo, la selectividad inhibitoria
es de aproximadamente 70% para la ciclooxigenasa de
plaquetas y 30% para la ciclooxigenasa del endotelio, y
asi predomina el efecto antitrombotico sobre el efecto
procoagulante.”%? También algunos farmacos que se
utilizan en psiquiatria inducen disfuncion plaquetaria
como las fenotiazinas (clorpromazina, trifluoperazina,
antidepresivos triciclicos y los inhibidores de la recaptura
de serotonina).

Varios farmacos que se utilizan en la medicina
cardiovascular interfieren con la funcién de las plaquetas
y son causa muy frecuente de hemorragia anormal,
entre las que se incluyen: clofibrato, dipiridamol, acido
nicotinico, papaverina, propranolol, antagonistas de
los canales del calcio (nifedipina, verapamil, diltiazem,
amlodipino), bloqueadores B-adrenérgicos, nitroprusiato
de sodio y trimetorfan.?*# Esta clase de farmacos es de
suma importancia, ya que muchos de los pacientes que se
someten a cirugia cardiaca aumentan su riesgo de sangrado
trans y postoperatorio por el consumo de alguno de estos
farmacos, solos o en combinacion, en la mayoria de los
casos. 5688

Los antibidticos también inducen disfuncion plaquetaria,
y entre los que mas destacan son las penicilinas,
principalmente nafcilina, ampicilina, carbenicilina (el
mas frecuente) y ticarcilina. La gentamicina y otros
aminoglucésidos también son capaces de interferir con la
funcién plaquetaria.

Entre otras drogas de uso frecuente que también repre-
sentan riesgo de disfuncion plaquetaria y hemorragia se
encuentran los anestésicos locales (incluida la cocaina)
y los gases anestésicos, antihistaminicos, dextranes, fu-
rosemida, guayacolato de glicerol (base para la mayoria
de jarabes antitusivos), nitroprusiato, vincristina y vin-
blastina.*

Los medicamentos que se utilizan para el tratamiento
de los sindromes coronarios agudos y en el manejo trans
y postangioplastia coronaria merecen mencidn aparte por
su mecanismo de accion, frecuencia de uso y riesgo de
hemorragia severa.

Inhibidores del receptor GP IIb/I1Ia: son tres los
farmacos de esta categoria que estan disponibles para
aplicacién intravenosa: abciximab, tirofiban y eptifi-
batide. Abciximab es un anticuerpo monoclonal anti
receptor IIb/I11a, tirofiban es un inhibidor no peptidico
y eptifibatide es un heptapéptido ciclico no inmunogé-
nico que se deriva de veneno de serpiente.®-*? El riesgo
de hemorragia es inherente al mecanismo de accion;
sin embargo, este riesgo es mayor (2 a 3 veces) cuando
se combinan con aspirina, clopidogrel, heparina y anti-
coagulantes orales (por lo general se combinan 2, 3 y
hasta 4 de estos farmacos en un mismo paciente).”*** La
mayoria de los episodios de sangrado se presentan en las
angioplastias coronarias en el sitio del acceso vascular,
aunque son frecuentes las hemorragias de tubo digestivo
y en el sistema nervioso central. El bloqueo del receptor
IIb/I11a induce un estado trombasténico con afeccion
principalmente de la agregacion plaquetaria mediada
por fibrinégeno. También se presenta trombocitopenia,
en ocasiones grave, con el uso de estos farmacos, lo que
aumenta la morbilidad de manera significativa y el riesgo
de hemorragias fatales.”

Tienopiridinas: las tienopiridinas clopidogrel y
ticlopidina son farmacos con amplia prescripcidén en
enfermedad cardiovascular que antagonizan de manera
selectiva, y diferente a la aspirina y AINES, el efecto de
ADP. Ambos farmacos inhiben la agregacion plaquetaria
ex vivoy prolongan el tiempo de sangrado in vivo. El grado
de prolongacioén del tiempo de sangrado es equivalente o
mayor al que produce la aspirina y el efecto de la combi-
nacién de tienopiridina y aspirina es aditivo. Las curvas
de agregometria muestran una clara inhibicion para ADP
y epinefrina, mientras que las respectivas para trombina
y colagena son normales.’® %
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Hiperfuncion plaquetaria: los estados de hiperactividad
plaquetaria hereditarios o adquiridos son responsables de
un numero importante de eventos trombdticos arteriales
y algunos venosos. Uno de estos estados es el defecto
Wein-Penzing, una deficiencia en la via de la lipoxige-
nasa con incremento compensador de los productos de
la cicloxigenasa (TX,,, PGE, y PGD,) que se asocia con
infartos de miocardio en gente joven, apenas descrito en
1991 y con solo algunos pocos reportes. '

Otro defecto con hiperfuncién plaquetaria, muy comun
y de facil diagnostico y tratamiento es el sindrome de la
plaqueta pegajosa (SPP), responsable de gran numero de
episodios de trombosis arterial y venosa (hasta 14% de los
casos de trombofilia primaria) con morbilidad y mortalidad
significativas.!®: 12 Se hereda con caracter autosémico
dominante!® y las principales manifestaciones clinicas son
trombosis coronaria y vascular cerebral en personas jovenes
sin otros factores de riesgo cardiovascular, aunque puede
haber episodios tromboticos arteriales y venosos en cual-
quier sitio.!* 1% Los criterios de diagnostico descritos por
Mammen'!® se sefialan en el Cuadro 3. El método de estudio
consiste en realizar agregometria plaquetaria en PRP con la
adicion de ADP y epinefrina a diferentes concentraciones
(Cuadro 4). Se considera diagnostico de hiperactividad
plaquetaria y SPP con:

Cuadro 3. Sindrome de la plaqueta pegajosa: criterios de diag-
noéstico

Tipo I:

Hiperagregabilidad a epinefrina y ADP.

Tipo Il

Hiperagregabilidad a epinefrina nicamente.
Tipo IlI:

Hiperagregabilidad a ADP unicamente.

Diagnostico sospechoso:
Hiperagregabilidad a solo un agonista a una concentracion e
historia de trombosis.

Cuadro 4. Concentraciones de los agonistas y valores normales
de la agregometria

Agonista Variacion normal
(porcentaje de agregacion)
EPI: 11x10°% M 39 -80%
EPI: 1.1 x10% M 15-27%
EPI: 0.55 x10°% M 9-20%
ADP: 2.34 x10° M 7.5-55%
ADP: 1.17 x10° M 2 - 36%
ADP: 0.58 x10¢ M 0-12%

EPI: epinefrina

1. Historia de trombosis ¢ hiperagregabilidad pla-
quetaria a dos concentraciones de un agonista, o

2. Historia de trombosis e hiperagregabilidad pla-
quetaria a una concentracion de dos agonistas, o

3. Historia de trombosis e hiperagregabilidad pla-
quetaria a una concentracion de un agonista, y al
repetir la prueba se obtienen los mismos resultados.

Su tratamiento consiste en la administracion de an-
tiagregantes plaquetarios, principalmente aspirina, y es
de suma importancia verificar el efecto farmacolégico
(antiagregante) en la agregometria plaquetaria.

Otras pruebas de la funcién plaquetaria

Conteo de plaquetas: el primer examen que se debe rea-
lizar en un paciente en quien se sospecha alglin trastorno
plaquetario es la biometria hematica completa con conteo
especifico de plaquetas. La mayoria de los analizadores
sanguineos modernos realizan este conteo de manera
muy precisa y rapida mediante impedancia eléctrica. Sin
embargo, el patron de referencia internacional continta
siendo el conteo manual con microscopia por contraste de
fase, aunque este método es impreciso con coeficientes de
variacion de 15 a 25%.

Tiempo de sangrado: esta técnica que describié Duke
en 1912 y luego refinada por Ivy'? fue el primer estudio
in vivo de la funcion plaquetaria. Su principal ventaja es
que estudia la hemostasia de manera natural y no requiere
equipo especializado. Sin embargo, es poco reproducible,
es invasivo, de baja sensibilidad y es impractico para rea-
lizarlo durante un procedimiento quirargico, ademas que
requiere personal técnico con experiencia. Es una buena
primera opcidén como estudio de escrutinio para identificar
pacientes con defectos plaquetarios severos.'%®

Citometria de flujo: la citometria de flujo en sangre
completa es una herramienta de laboratorio poderosa y
relativamente nueva para valorar el nimero de plaquetas,
la proporcion de plaquetas activadas y en funcidn, hipo
o hiperreactividad plaquetaria, agregados de plaquetas-
leucocitos, microparticulas plaquetarias y recambio
plaquetario.!” Hay ensayos de disefio especifico para
vigilar el tratamiento con antagonistas de GP IIb/I1la, asi
como para el diagndstico de deficiencias de glucoprotei-
nas de la superficie de las plaquetas, enfermedad de la
poza de almacenamiento y trombocitopenia inducida por
heparina.''
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Otros estudios: existen otros estudios y analizadores
con indicaciones especificas (PFA-100) o que valoran la
coagulacién y la hemostasia en conjunto como el trom-
boelastografo, hemostatometro y el TSA (Thrombotic
Status Analyzer), pero cuya discusion va mas alla del
objetivo de este trabajo.
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