Andlisis de las pruebas de laboratorio
que miden trastornos de la Coagulacién

1I. FUNCION PLAQUETARIA

El interés por los trastornos de la hemos-
tasia dependientes de disfuciones cualitati-
vas de las plaquetas ha aumentado gracias
a las descripciones de los métodos utilizados
para su estudio (7, 70, 12, 18, 21, 24).

Las plaquetas son fragmentos del cito-
plasma de los megacariocitos —miden alre-
dedor de 7 micras clibicas—, por lo tanto
son anucleadas y no contienen DNA. Asi-
mismo, contienen una variedad de organelas
entre las que sobresalen los grinulos alfa
—que son los mas numerosos y semejan
lisosomas—, los grinulos densos y las mi-
tocondrias (30).

Las plaquetas son metabélicamente acti-
vas y su funcién depende de la sintesis con-
tinua de ATP por medio de la glicolisis y
de Ia fosforilacién oxidativa. El 809 de la
glucosa incorporada por las plaquetas es
metabolizada anaerébicamente y el restante
209% a través del metabolismo oxidativo
(22). Las funciones plaquetarias que de-
penden de la generacién de ATP incluyen la
retraccién del codgulo, la agregacién plaque-
taria inducida por ADP, la reaccién de libe-
racién, la incorporacién de serotonina y epi-
nefrina, y el transporte activo de potasio,
glicina, acido glutimico y 4cido alfa aminoi-
sobutirico en la plaqueta (6).

La plaqueta posee dos compartimientos
o “'pooles” de nucledtidos, uno es el pool
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metabélico que puede ser marcado con ma-
terial radioactivo y no es expulsado de la
plaqueta durante la fase de liberacion. El
otro es el pool no metabélico o de depésito,
que no puede ser marcado con ningin ma-
terial radioactivo y que es expulsado durante
Ia fase de liberacién. Aproximadamente dos
tercios del total del ATP y ADP de la pla-
queta pertenecen al pool de depésito (22).
Luego de una lesién del endotelio de la pa-
red basal, las plaquetas de adhicren a la
estructura subendotelial, principalmente a
las fibras coligenas. Esta adhesividad pla-
quetaria al coligeno conlleva una serie de
interacciones durante las cuales las plaquetas
liberan algunos de sus constituyentes. Ense-
guida se sucede la formacién de agregados
de plaquetas que producen un tapén hemos-
titico temporal, y por Wltimo una activa-
cién del mecanismo de la coagulacién de la
sangre mediante la cual produce agregacion
ulterior de las plaquetas (24).

Por lo tanto la plaqueta lleva a cabo
funciones como adhesividad, agregacién, li-
beracién, formacién de trombina y retraccién

del codgulo.

La adhesividad “in vivo"”, se lleva a ca-
bo en la membrana basal, las microfibrillas
y el coligeno, dependiente en este dltimo
de los grupos epsilon-amino libres de la
molécula de colageno (29). Evidencias re-
cientes también indican que un factor plas-
matico —factor von Willebrand—, media
la adhesién de las plaquetas al coligeno
subendotelial y la membrana basal, expues-
tas cuando se rompe un vaso (23).
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La agregacion se refiere a la adhesién
de las plaquetas entre cllas con la formacién
del tapon plaquetario en el sitio de la lesién
vascular (22). La habilidad de las plaque-
tas a agregarse parece controlada por nive-
les de AMP ciclico en la plaqueta. Mu-
chos inhibidores de la agregacién plaqueta-
ria trabajan en la via del sistema adenil-ci-
clasa-fosfodiesterasa (20).

La reaccién de liberacién es la expul-
sién al medio celular del material depositado
en los granulos de las plaquetas, y se divide
en tres fases: induccidn, transmisidn intra-
celular y expulsién (22).

La liberacién es un proceso ripido ac-
tivo, en el cual el ADP se acompafia por ¢l
ATP, la serotonina, ¢l factor plaquetario 4
y el calcio. Este material proviene de los
grinulos densos y recibe este proceso el
nombre de liberacién I. La trombina o una
alta concentracién de particulas de tejido
conectivo, pueden inducir liberacién de en-
zimas como la beta-glucuronidasa de los grd-
nulos alfa. Este proceso, llamado liberacion
IT, ocurre miés lentamente (30).

Durante la fase de liberacién hay una
alteracién de Ja membrana plaquetaria y se
hace disponible una lipoproteina de super-
ficie —el factor 3 plaquetario—, que cata-
liza las interacciones del sistema intrinseco
de la coagulacién (13). Aparecen hilos de
fibrina en la superficie del tapén plaqueta-
rio, se produce una consolidacién del mismo
y luego de esta las plaquetas se contraen ha-
ciendo al codgulo impermeable. Esta retrac-
cién es llevada a cabo por una proteina con-
tractil de la plaqueta, la trombostenina (11).

Considerando la complejidad de la he-
mostasia primaria, no es sorprendente que
el proceso pueda ser afectado en varias vias
(2), pudiéndose dividir los desérdenes pla-
quetarios cualitativos en dos grupos: con-
génitos y adquiridos.

Dentro de los congénitos tenemos aque-
llos aislados como la trombastenia de Glanz-
man, la trombocitopatia A (deficiencia del
pool de depésito), la trombocitopatia B
(sindrome tipo aspirina) y el sindrome de
Betnard - Soulier. Ademdis se encuentran
aquellas asociadas a otras afecciones congé-
nitas como el sindrome de Wiskott-Aldrich,
anomalia de May-Hegglin, sindrome de
Ehlers-Danlos, sindrome de Marfan y osteo-
génesis imperfecta.

Las adquiridas generalmente son asocia-
das a otro tipo de afecciébn como uremia,
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cirrosis hepdtica, macroglobulinemia, leuce-
mia mielocitica crénica, mielofibrosis, poli-
citemia vera y trombocitemia hemorrdgica:
asimismo tenemos aquellas asociadas a fir-
macos y productos toxicos.

Luego de esta breve introduccidon sobre
los mecanismos de accién de la plaqueta y
de sus defectos cualitativos, podemos hacer
un andlisis de las prucbas que miden la fun-
cibn plaquetaria.

Tiempo de sangrado

Esta prueba mide todos los procesos es-
pecificos de la funcién plaquetaria (4),
siendo hasta la fecha la prueba de mas
valor en este sentido, pues mide “in wvivo”
la adhesién, la agregacion y la liberacion
como una respuesta del organismo a la lesion
vascular (22).

Desdichadamente, esta es una de las prue-
bas del laboratorio de coagulacién que tiene
mas factores de error, muchos de los cuales
se ha logrado evadir usando el método para
el tiempo de sangrado de Ivy (12), que usa
una presion constante en el brazo —A40
mmHG—, con una herida de 1 mm de pro-
fundidad por 1 ¢cm de largo.

El error mis coman consiste en no prac-
ticar una herida suficientemente profunda,
lo que da un sangrado leve aun en sujetos
con anomalias del ntmero o de la funcién
de las plaquetas.

Debe tenerse la precaucién de hacer la
incisién en una zona del antebrazo donde no
haya mucha vascularizacién, pues si se corta
una vénula no se produce la ausencia de
sangrado transitorio después del corte —por
la contraccién capilar—, sino que la sangre
aparece inmediatamente en mayores cantida-
des, pero con la salvedad de que el sangra-
do se detiene antes.

Existe un aparato para llevar a cabo la
prueba que nos da una herida con las di-
mensiones apuntadas, lo que ayuda a eli-
minar en gran parte los errores inherentes
de la prueba (19).

Un alargamiento del tiempo de sangrado,
con normalidad del TTP y TP, nos indica
una disminucién del nimero de plaquetas o
una alteracién funcional de Ias mismas. Pero,
una normalidad del tiempo de sangrado no
excluye una anormalidad funcional de las
plaquetas, pues hay algunas anomalias pla-

uetarias que no dan aumento del tiempo
e sangrado (26).
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Adhesividad plaguetaria

Una de las funciones de las plaquetas es
su adhesién a los bordes de las heridas y
ademds una plaqueta con otra.

En algunos casos no se ha podido esta-
blecer correlacién entre parimetros que ca-
racterizan la2 coagulacién sanguinea y la adhe-
sividad plaquetaria. Esto es evidente en dos
sindromes hereditarios; la enfermedad de
von Willebrand (4) y la trombastenia de
Glanzman, en I25 que se encuentran facto-
res de la coagulacién mis o menos norma-
les con adhesividad alterada.

La adhesividad plaquetaria se mide "/
vitro” por una técnica que consiste en pe-
sar sangre —en condiciones estrictamente
controladas—, a través de un filtro formado
por una columna de perlas de vidrio, man-
teniendo un flujo constante de sangre por
medio de una bomba de infusién.

Se hace un conteo de plaquetas antes y
después del pasaje de la sangre a través
de la columna, expresindose la adhesividad
plaquetaria como el porcentaje de plaquetas
que se adhieren a Ia superficie de vidrio.

El método mds recomendable es el basa-
do en el de Hellem (10), que tiene la ven-
taja de no requerir sangre tratada previa-
mente con anticoagulantes, Los valores nos-
males reportados son de 84.8 =+ 11.3%.

Existe ademas un método "in vivo” (3)
para medir la adhesividad plaquetaria, pero
que presenta los mismos inconvenientes que
el tiempo de sangrado, con la ventaja de que
es mis fisiolégico que el método “in vitro”.

Agregacién plaguetaria

El principio de la agregacion plaqueta-
ria se basa en el cambio de densidad optica
que se sucede en un plasma rico en pla-
quetas cuando se produce la agregacién de
las mismas.

Se coloca plasma rico en plaquetas en
un recipiente a través del cual se dirige una
fuente de luz constante. Con la temperatura
de 37°C y con una agitacién regulada de las
plaquetas, la agregacién permitirdi un au-
mento de la transmision de la luz a través
del plasma, ¢l cual puede demostrarse gri-
ficamente,

La agregaciin plaquetaria puede ser pro-
vocada por varios agentes, existiendo cuatro
que son los de mis utilidad clinica: coli-
geno, adrenalina, ADP y ristocetina.
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La agregacion “in vitro” requiere de cal-
cio extracelulas y fibrindgeno, ¢s dependiente
fuertemente de la temperatura y necesita agi-
tacion mecinica de las plaquetas (1).

Tl coligeno, es uno de los componentes
subendoteliales que reacciona "in vivo” cau-
sando adhesion de las plaquetas y final-
mente su agregacion. En el agregémetro una
dilucién de una suspensién de coligeno se
afiade a una alicuota de plasma rico en pla-
quetas y se observan los cambios de agre-
gacién que tienen lugar después de un pe-
riodo de espera. La liberacién de ADP es
la que provoca la agregacién, por lo tanto,
la agregacién causada por el coligeno es
una medida indirecta de la liberacién de
ADP por las plaquetas, y de la capacidad de
estas para agregarse en respuesta al ADP.

El coligeno induce la agregacion a tra-
vés de un proceso de fagocitosis plaqueta-
ria (22).

La adrenalina ejerce una accién directa
sobre las plaquetas y provoca una respucsta
de agregacién primaria. Aun cuando la adre-
nalina misma puede provocar agregacién, sc
observa una segunda fase originada por la
liberacion de ADP de las plaquetas (16).
Mediri por lo tanto, anormalidades en Ia res-
puesta primaria, la liberacién y la capa-
cidad de las plaquetas para responder al
ADP.

La adrenalina induce la liberacién a
través de receptores especificos de mem-
brana (22).

El ADP provoca una agregacién direc-
ta sin perfodo de espera y, segin la concen-
tracibn de ADP utilizado, puede delinearse
una segunda fase de agregacién causada por
la liberacién de ADP por las plaquetas, la
cual es inducida a través de receptores espe-
cificos de membrana (22).

La ristocetina es un antibidtico con un
gran poder agregante. Su modo de accién
es diferente al de los otros agentes agre-
gantes, pues requiere de la presencia de fac-
tor von Willebrand para que tenga lugar su
efecto sobre la agregacion de las plaquetas
(27, 25). Por lo tanto, es de gran utilidad
para el estudio de pacientes con enferme-
dad de von Willebrand pues es posible cuan-
tificar factor von Willebrand del cual son
deficientes estos pacientes (27).

Las plaquetas en la trombostenia de
Glanzman no se agregan en respuesta a nin-
guno de los agentes agregantes —excepto
la ristocetina (22, 28)—, o sea se carac-
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terizan en el agregémetro por la imposibili-
dad de agregacién en respuesta a ADP,
coligeno y adrenalina.

En las anomalias de liberacién (trombo-
citopatia B), la deficiencia de este grupo
depende de la incapacidad de las plaquetas
en liberar nucleétidos endégenos en respues-
ta a ADP, adrenalina y coligeno. Por lo
tanto, en el agregmetro observamos uni-
camente una respuesta primaria al ADP y
a la adrenalina y no hay respuesta de agre-
gacién al coligeno.

El agregébmetro por si solo no puede dis-
tinguir el grupo de anomalias de libera-
cién y ¢l grupo de almacenamiento del fon-
do comin (trombocitopatia A), pues el
comportamiento es idéntico. Para su diferen-
ciacién se requiere establecer cuantitativa-
mente los nucledtidos del fondo comiin de
almacenamiento o estudios de liberacion de
serotonina (18).

Factor 3 plaquetario

La actividad procoagulante de las pla-
quetas (F,P) aumenta e interviene cuando
las plaquetas se agregan con el coligeno y
el ADP. El F,P cataliza la generacién de
protrombina y del coigulo de fibrina, con
lo cual se consolida el tapén plaquetario
(26).

El F,P puede hacerse disponible en la
plaqueta intacta por modificacién de la mem-
brana, lo cual se produce en circunstancias
como la agregacién plaquetaria secundaria y
el contacto con caolin o celite (21).

El ¥,P actGa en dos lugares en el desa-
rrollo del activador intrinseco de la pro-
trombina, para lo cual suple una superficie
catalitica para la interaccion de los factores
de Ia coagulacién. En realidad el término
factor-3-plaquetario es erréneo, pues este
no es un factor bioquimico y su naturaleza
quimica es desconocida (13).

Una prueba “in vitro” que mida verda-
deramente el F;P —lo cual no es posible
actualmente—, revelaria la eficiencia de las
plaquetas en su contribucién a la formacién
del activador intrinseco de la protrombina.

Los sistemas que se usan “in vitro” para
medirlo se basan en el principio de que la
actividad del F,P, o sus derivados se mani-
fiesta por un acortamiento del tiempo de coa-
gulacién, comparado con un blanco de bo-
fer, pero estos sistemas no son completa-
mente adecuados.
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Los métodos mis usados (9, 21) usan
veneno de la vibora de Russel. El veneno
coagula el plasma en presencia de la lipo-
proteina plaquetaria disponible; pero cuan-
do las plaquetas se incuban en presencia de
caolin, que produce modificacién de la mem.-
brana, el tiempo de coagulacién se acorta y
esto es tomado como una medida del F,P,
pero permanece desconocido si este acorta-
miento indica especificamente la habilidad
de las plaquetas en catalizar la formacién
del activador intrinseco de la protrombi-
na (13).

Si en lugar de poner a las plaquetas
en presencia de caolin, para medir la dispo-
nibilidad de F,P, se destruyen las plaquetas
por procedimientos mecinicos o bien por
congelamiento y descongelamiento ripidos,
se pone en evidencia la mdxima actividad
que poseen las plaquetas (15).

Una comparacién entre disponibilidad y
I'\P total ayudaria al diagnéstico diferencial
de trombocitopatias por mala liberacién, de
aquellas con defecto de depésito.

Pero, una deficiencia de produccién o
liberacién puede verse aun cuando haya una
liberacién normal de ADP (8).

Factor plaguetario 4

Entre los clementos expulsados durante
la fase de liberacién, se encuentra una pro-
teina de bajo peso molecular que es el FP,,
una proteina estable al calor y liberada du-
rante los estadios iniciales de la coagulacién.

Este compuesto antagoniza la accién de
la heparina y su investigacion constituye un
eficaz examen de la reaccibn de liberacién.
Asi mismo, el aumento es indice de consu-
mo plaquetario, como en la coagulacién in-
travascular crénica o aguda y en el trom-
boembolismo. (17).

Incorporacién de serotonina

Se basa este método en afiadir 5-hidroxi-
triptamina marcada con Carbono-14 a un
plasma rico en plaquetas. A diferentes inter-
valos de tiempo se toman alicuotas de la
mezcla, se centrifugan a alta velocidad y se
mide la **C-5HT en el sobrenadante. Este
procedimiento va a dar una curva de por-
centaje de incorporacién de serotonina de
plaquetas, teniendo su utilidad en la dife-
renciacién de plaquetopatias con defecto de
liberacién de aquellas con defecto de depé-
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sito, pues la caracteristica comin de ambos
tipos de trombocitopatia es la ausencia de
agregacidén secundaria y una disminucion de
la reaccién de liberacién (18).

Se comprobado que las plaquetas de pa-
cientes con defecto de depésito incorporan
SHT en una proporcién menor ?ue las pla-
quetas ncrmales, mientras las plaquetas de
pacientes con defecto de liberacién llegan
a niveles normales de saturacion. (18).

Estudios plaquetarios en pacientes con
defecto de almacenamiento han llevado a la
conclusién de que estos pacientes tienen una
deficiencia de las organelas especificas en
las cuales se cree que los nuclebtidos y la
SHT se almacenan juntos.

Del estudio de las diferentes pruebas
que se usan para el estudio de las plaque-
tas, podemos deducir que para el diagnos-
tico preciso de la disfuncion plaquetaria es
necesario efectuar el miximo de eximenes
pues su clasificacion depende de ello, debi-
do a la heterogeneidad que presentan las
anomalias cualitativas plaquetarias. No es
posible hacer una clasificacién basados uni-
camente ¢n la agregacion, pues los otros pa-
rimetros son complementarios y el conjunto
es el que nos llevari a un diagnéstico ver-
dadero.
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