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Introduccion

Las plaquetas tienen un papel principal en la hemos-
tasial. Su participacién comienza con su adhesién a
la matriz subendotelial, continia con su extensién,
activacion y agregacién sobre la zona de lesién, y fi-
naliza proporcionando una superficie celular éptima
que activa la coagulacién y favorece la formacién de
un trombo estable que evita la hemorragia y facilita
la reparacién del vaso. Asi, la disminucién severa del
namero de plaquetas o su hipofuncién congénita o
adquirida facilita la hemorragia.

Por otra parte, se ha demostrado que las plaquetas
también desempefian un papel preponderante en la
fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares
mads comunes, incluyendo los sindromes coronarios
agudos, el infarto cerebral, la enfermedad vascular pe-
riférica y la diabetes mellitus?. Por ello, la terapia an-
tiplaquetaria es una herramienta bésica en la preven-
cién y tratamiento de la patologia aterotrombdética, la
primera causa de muerte en la sociedad occidental.

La importancia de las funciones que desempenan las
plaquetas justifica que, desde su identificacién por Bi-
zzozero, haya existido un interés creciente en el desa-
rrollo de pruebas de laboratorio que permitan valorar
su funcionalidad. Puesto que estas funciones son muy
diversas, complejas y estan influidas por mdltiples va-
riables, es muy dificil que una sola prueba sea capaz
por si misma de informar de todas las potenciales dis-
funciones de las plaquetas. Nuestro objetivo es hacer
una breve revisién de estos ensayos de funcién plaque-
taria y su potencial utilidad en distintos contextos.

Métodos de analisis de la funcion plaquetaria:
ensayos clasicos y nuevas técnicas

La bateria de pruebas de funcién plaquetaria es ac-
tualmente amplia y diversa (Tabla 1).

Ensayos clasicos
Tiempo de hemorragia

El tiempo de hemorragia (TH), desarrollado por Duke
en 1910 y modificado por Ivy, es el ensayo mas anti-
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guo usado para la valoracién de la funcién de las pla-
quetas®. El TH es un ensayo simple que evalta in vivo
el funcionamiento global de la hemostasia primaria,
en la que participan las plaquetas y otras células san-
guineas y componentes de la pared vascular. Consis-
te en medir el tiempo que tarda en detenerse la he-
morragia después de realizar una pequefa incisién
en la cara anterior del antebrazo. La variabilidad de-
pendiente de la forma de realizar la incisién disminu-
ye con la aplicacién de un sistema estandar equipa-
do con dos pequenas cuchillas estériles y desechables
(Simplate II®, Organon Technika Co.). EL TH normal
oscila entre 2 y 10 minutos, y se prolonga hasta mas
de 30 minutos en pacientes con defectos plaqueta-
rios o con enfermedad de von Willebrand (EvW) se-
vera. En pacientes con trastornos moderados, el TH
es muy variable, puede ser normal hasta en un 50%
de ellos, e incluso variar considerablemente de un dia
a otro en el mismo paciente.

En la década de los setenta se extendi6 el uso del
TH en el ambito de la cirugia, a raiz de los estudios
de Harker*, mostrando que el TH se correlaciona con
la cifra de plaquetas y con la tendencia hemorragica
en pacientes con trombocitopenia inmune y en en-
fermos urémicos. Sin embargo, la revisién de su uti-
lizacién puso de manifiesto sus limitaciones técnicas,
pobre reproducibilidad, caracter invasivo y escasa
sensibilidad. A finales de los noventa se retiré la re-
comendacién de su empleo para predecir la hemorra-
gia quirdrgica, sin que esto se haya traducido en un
aumento de las complicaciones hemorragicas en ciru-
gia, del nimero de transfusiones, o en un cambio re-
levante en la préctica clinica®®.

A pesar de sus limitaciones metodolégicas y de
no tener valor prondstico en el dmbito quirtrgico,
el TH ofrece una valoracién global de la hemostasia
primaria. En la investigacidn sobre su utilidad poten-
cial atn hay aspectos por aclarar, como por ejem-
plo si la forma de realizarlo (antebrazo u otra locali-
zacién, con o sin presién en el antebrazo) modifica
su capacidad de predecir la hemorragia al menos en
ciertos grupos de pacientes, o qué caracteristicas de
las plaquetas (contenido granular, proteinas plaque-
tarias, polimorfismos en receptores plaquetarios) in-
fluyen de forma relevante en el TH y pueden expli-
car en parte su variabilidad interindividual®. Por ello,
quiza es prematuro desechar completamente su uti-
lizacién.
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Tabla 1. Pruebas de funcion plaquetaria

Prueba

Tiempo de hemorragia

Agregacion en plasma
rico en plaquetas
(PRP)

Agregacion en sangre
total (ST)

Lumiagregometria
(PRP 0 ST)

Ensayos bioquimicos
de proteinas de
activacion

Ensayos bioquimicos
de metabolitos de
acido araquiddnico

Unién con ligandos
radiactivos

Citometria de flujo

Andlisis genomico

Aspecto valorado

Duracién de hemorragia in vivo tras incision
estandar

Agregacion entre plaquetas valorada por
cambio de transmision de luz del PRP tras
activacion con agonistas y a bajo flujo

Agregacion entre plaquetas valorada por
cambio de impedancia en ST tras adicion de
agonistas

Agregacion entre plaquetas (cambio de
transmision de luz si PRP o impedancia si
ST) y liberacién de ATP/ADP por aumento de
luminiscencia

Concentracion de proteinas granulares en
suero, o plasma (basal o tras activacion
plaquetaria)

(PF4, B-TG, sCDAOL, etc.) medida por
ELISA/RIA

Concentracion de TxB2 o 11-dehidro-TxB2 en
plasma, suero u orina, medida por ELISA/RIA

Unién especifica de ligandos radiactivos
(anticuerpos, proteinas adhesivas, agonistas)
a receptores

Unidn de ligandos marcados con
fluorocromos a plaquetas, usando un
citometro de flujo;

cuantificacion de agregados entre plaquetas
0 entre plaquetas y leucocitos

Identificacion de alteraciones moleculares en
genes que codifican proteinas plaquetarias

Ventajas

Prueba de hemostasia fisioldgica

Muy versatil (agonistas/dosis)
Es el método de referencia
Diagndstico

Versatil
Menos volumen de STy sin
manipulacion

Informativo de agregacion y secrecion
granular

Cuantitativos y sensibles
Ensayos comerciales muy
estandarizados

Cuantitativo y sensible

Ensayos comerciales estandarizados
(AspirinWorks®)

Método de referencia para efecto de
aspirina

Cuantitativos y muy sensibles

Poco volumen de muestra (ST, PRP,

0 plaquetas lavadas); muy versatil
(identificacion de receptores;
marcadores de activacion, agregados
celulares, microparticulas, etc.); uso
cada vez mas extendido

Requieren poco volumen de ST; es
posible el envio a otros laboratorios;
muy sensibles; diagndsticos

Desventajas

Poco reproducible, insensible, invasivo

Laborioso, caro, personal cualificado

Exige alto volumen de sangre y manipulacion
previa

Respuesta plaquetaria en condiciones no
fisiologicas

No valido si hay trombopenia intensa
Limpieza de electrocitos (no en los nuevos
equipos)

Menos sensible que agregacion estandar en
PRP

No detecta la segunda onda

Las mismas de la agregacion

Requieren una estricta obtencion y
manipulacion de las muestras; laboriosos y
caros

Requieren una estricta obtencion y
manipulacion de las muestras (sobre todo si
PRP estimulado); largos y caros; alta influencia
de funcion renal (11-d-TxB2)

Muy laborioso y caro; personal e instalaciones
autorizadas para uso de radiactividad

Personal cualificado; reactivos caros; los
citometros son equipos caros y delicados

Personal cualificado; equipos caros y
delicados

No excluyen la demostracién de alteracion
funcional

Agregacion plaquetaria

Elestudio de la agregacién plaquetaria es el método de
referencia y el mas usado en la identificacién y diag-
néstico de la disfuncién plaquetaria’®. El ensayo cla-
sico, desarrollado de forma independiente por Born
y O’Brien a principios de los afios sesenta, se basa en
medir el aumento en la transmisién de luz a través de
una muestra de plasma rico en plaquetas (PRP) man-
tenido en agitacién, tras inducir la agregacién con un
agonista (ADP, coldgeno, epinefrina, etc.). El PRP del
paciente es la muestra mds opaca (0% de transmi-
sién de luz 0 0% de agregacién) y su plasma pobre en
plaquetas (PPP) la méxima transparencia alcanzable
(100% de agregacién). El patrén de agregacion mas
clasico es bifdsico, con una primera onda que corres-

ponde a la respuesta primaria al agonista afadido, y
una segunda onda en la que intervienen los agonistas
producidos y/o secretados de los granulos in situ por
las propias plaquetas. Esta respuesta bifdsica puede
quedar enmascarada cuando se usan concentraciones
muy altas de agonistas que inducen respuestas pri-
marias muy intensas. Ademds de la amplitud de la
agregacion (porcentaje de agregacién maxima), otros
pardmetros como el tiempo de inicio, o lag time, y la
pendiente o velocidad de agregacién también son ca-
racteristicos de la respuesta plaquetaria a cada ago-
nista. Su valoracién también puede informar de alte-
raciones funcionales especificas.

La gran ventaja de la agregacién plaquetaria es su
flexibilidad en cuanto a los agonistas y concentracio-
nes posibles, lo que nos permite obtener informacién
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Tabla 1. Pruebas de funcién plaquetaria (cont.)

Prueba Aspecto valorado

Disminucién del recuento de plaquetas tras

Plateletworks®-ICHOR — .
la activacion con agonistas

Tiempo de formacion de un trombo

PFA-100® oclusivo sobre membrana trombogénica en
condiciones de alto flujo
Agregacion de plaquetas sobre bolas

VerifyNow® cargadas con fibrindgeno, en respuesta a
agonistas

Impact® AdheS{op y agregaclorl a alto flujo sobre
superficie trombogénica

Gorog Thrombosis Formacion de trombo y degradacion

Test® fibrinolitica

Hemostasis Analysis Fuerza contractil plaquetaria, elasticidad del

System® (HAS) trombo, generacion de trombina

Tromboelastografia Velocidad y calidad de la formacion del

(TEG®, ROTEM®) trombo
Generacion de
trombina
(Thrombinoscope®)

Incremento de fluorescencia proporcional a la
generacion de trombina

Ventajas

Simple y répido; poco volumen de ST;
ensayo comercial disponible; posible
en laboratorios clinicos

Simple y répido; poco volumen de ST;
posible en laboratorios clinicos
Amplia experiencia de uso

Simple y rapido; poco volumen de
ST; posible en laboratorios clinicos
Versétil (varios modelos)

Simple y rapido; poco volumen de ST;
posible en laboratorios clinicos

Simple y rapido; poco volumen de ST;
posible en laboratorios clinicos

Simple y rapido; poco volumen de ST;
posible en laboratorios clinicos

Simple y répido; poco volumen de
sangre total, plasma o PRP plasma;
posible en laboratorios clinicos

Desventajas

Método indirecto, depende de la respuesta de
agregacion

Inflexible; caro; muy dependiente de
hematocrito, F"W y recuento plaquetas; no
especifico, insensible a deficiencias moderadas

Simple y rapido; poco volumen de
ST; posible en laboratorios clinicos
Licencia FDA para monitorizacién de
antiagregantes

Inflexible; caro; no especifico; limitada
experiencia

En vias de comercializacion; limitada
experiencia

Requiere sangre fresca no anticoagulada;
informa basicamente de la funcion
procoagulante; limitada experiencia

Contempla basicamente la funcién
procoagulante; limitada experiencia

Contempla basicamente de funcion
procoagulante (salvo uso de agonistas);
limitada experiencia de uso

Contempla basicamente de funcion
procoagulante; escasa estandarizacion;
requiere estricta manipulacion de muestras;
personal cualificado; limitada experiencia

relevante sobre distintos aspectos de la bioquimica
y funcién plaquetaria. Ademas, el ensayo muestra
una buena relacién dosis-respuesta y es compatible
con varios tipos de anticoagulantes (citrato, hepari-
na, ACD-A, PPACK). Existen varios modelos de agre-
gbémetros (Aggrecorder II de Menarini Inc., Platelet
Aggregation Profiler® PAP-8E de Bio/Data Co., Chro-
no-Log M700 de Chrono-Log Co.) que facilitan la
realizacién y estandarizacién de la técnica y que per-
miten el andlisis simultdneo de varias muestras y el
registro informatizado de los resultados. Algunos de
estos equipos pueden medir al mismo tiempo trans-
misién de luz y luminiscencia, los llamados lumiagre-
gbémetros, y asi analizan simultdneamente la agrega-
cién plaquetaria y la secrecién de nucleétidos de los
granulos plaquetarios durante la segunda onda de
agregacion’.

Entre las limitaciones de la agregacién plaqueta-
ria, destaca en primer lugar que mide la respuesta
plaquetaria bajo condiciones no fisiolégicas, en una
muestra de plaquetas aisladas de otras células san-
guineas, con una agitacién moderada equivalente a
una baja velocidad de turbulencia o shear rate, y tras
la adicién exdgena de un(os) agonista(s) a dosis arbi-
trarias. Ademas, se trata de un procedimiento caro,
laborioso y relativamente complejo que requiere per-
sonal entrenado en su realizacién. El volumen de san-
gre necesario es grande cuando se requiere ensayar
multiples agonistas y concentraciones, y su uso esta
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limitado en caso de trombocitopenia. Por dltimo, dis-
tintas variables, independientes del individuo evalua-
do, pueden afectar la respuesta de agregacién, tales
como el grado de activacién inducido al extraer la
muestra, el tipo de anticoagulante, el tiempo transcu-
rrido desde la extraccién de la sangre, la contamina-
cién del PRP con hematies o lipidos, el pH y la tem-
peratura de la muestra al inicio del ensayo, y el ajuste
o no de la concentracién de plaquetas. El impacto de
todas estas variables y la ausencia de controles de ca-
lidad validados para los distintos tipos de agregé-
metros existentes dificultan la reproducibilidad de
la agregacién plaquetaria intra- e interlaboratorios”®.
Recientemente, la ISTH ha instado a la creacién de
un grupo de trabajo en agregacién plaquetaria, con el
objetivo de promover la estandarizacién y reproduci-
bilidad del ensayo.

Ademas de la agregacion plaquetaria en PRP, se han
desarrollado métodos para valorar la agregacién pla-
quetaria en sangre total anticoagulada. El mas clasico
emplea la tecnologia de la impedancia, y se basa en
medir el cambio en la resistencia o impedancia eléc-
trica entre dos electrodos a medida que las plaquetas,
activadas con un agonista, se adhieren y agregan so-
bre ellos!. Esta técnica tiene las ventajas de usar una
muestra més fisiolégica y no manipulada, necesitar
menos volumen de sangre, ser mds rapida y poder
combinarse también con luminiscencia para medir si-
multdneamente la secrecién granular. Por el contra-
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rio, con este método no se observan las dos ondas de
agregacion, y la correlacién entre agregacién y secre-
cién es peor que con la agregacién plaquetaria en PRP.
La agregacién en sangre total también puede verse
influida por las variables relevantes en la agregacién
plaquetaria en PRP, como la extraccién de la mues-
tra, anticoagulante, tiempo postextraccién de la san-
gre, etc. Existen comercialmente varios modelos de
instrumentos para medir la agregacién plaquetaria en
sangre total, multicanal, computerizados, y con cube-
tas/electrodos desechables y preparados para distin-
tos agonistas y aplicaciones diagndsticas o de moni-
torizacién de antiagregacién (Multiplate® Dynobyte
Medical de Hart Biologicals).

Otra forma de valorar la agregacién plaquetaria en
sangre totales mediante la comparacién del recuen-
to plaquetario en la sangre anticoagulada antes y des-
pués de la adicién de un agonista. La agregacién in-
ducida por el agonista provocard una disminucién
proporcional en la cifra de plaquetas, que podemos
medir con contadores celulares automaticos o me-
diante citometria de flujo!!. Se han comercializado
ensayos (Plateletworks® e Ichor Full Blood Counter,
Helena Biosciences) para valorar de forma rapida la
agregacién plaquetaria en sangre total, basados en
la diferencia de recuento entre una muestra de sangre
recogida en EDTA y otra recogida en citrato y activa-
da con ADP o coldgeno.

Ensayos bioquimicos

Ademads del TH y de la agregacién, clasicamente se
han usado varios ensayos bioquimicos para estudiar
distintos aspectos de la funcién plaquetaria’?. Asi, la
activacién y secrecién se puede valorar con inmu-
noensayos, ELISA o RIA, que miden la concentracién
de proteinas granulares (B-tromboglobulina, factor
plaquetario 4 [PF4], factor de crecimiento derivado
de plaquetas [PDGF]) en el sobrenadante de las pla-
quetas estimuladas. La secrecién granular puede tam-
bién valorarse usando plaquetas cargadas con “C-se-
rotonina antes de la estimulacién con los agonistas®.
Este ensayo de liberacién de serotonina sigue siendo
de referencia en el diagnédstico de patologias como la
trombocitopenia inducida por heparina, causada por
anticuerpos que en presencia de heparina provocan
la activacién y agregacién de las plaquetas via PF4.
Otros métodos bioquimicos clasicos son los ensayos
de unién con ligandos plaquetarios (ADP, trombina,
factor de von Willebrand [FvW], fibrindgeno, colége-
no) marcados radiactivamente (**], *H, C), que per-
miten la cuantificacién de los receptores de estos li-
gandos en la superficie plaquetaria’?. Finalmente, la
medida por RIA o ELISA de los niveles de segundos
mensajeros proagregantes como el tromboxano A, o
inhibidores de la agregacién como el AMPc ayuda a

conocer el estado de activacién de las plaquetas y el
funcionamiento de estas vias enzimaticas clave para
el proceso de la activacién plaquetarial®>. La medida
de la sintesis de tromboxano A, durante la coagula-
cién de una muestra de sangre o en PRP tras la acti-
vacién con un agonista es generalmente considera-
da el método de referencia para verificar el efecto de
la aspirina.

Microscopia electronica

La microscopia electrénica ha sido una herramien-
ta de gran utilidad para el conocimiento basico de la
morfologia, estructura y bioquimica plaquetaria, asi
como de los cambios que experimentan las plaquetas
durante su activacién. Igualmente, esta metodologia
tiene valor en el estudio de pacientes con defectos o
caracteristicas congénitas o adquiridas que afectan la
ultraestructura plaquetaria o el nimero o contenido
granular'. Generalmente, los protocolos de micros-
copia electrénica de plaquetas son laboriosos y com-
plejos y en ellos se usan secciones finas de plaquetas
fijadas en las que se pueden ver la mayoria de los or-
ganulos y elementos estructurales. No obstante, al-
gunos organulos como los granulos densos se pueden
distinguir con facilidad usando preparaciones no fija-
das ni tefiidas, lo que simplifica el procedimiento y fa-
cilita su uso para el estudio de pacientes con sospecha
de deficiencias en este tipo de granulos®. En los ulti-
mos afios ha habido un gran avance en microscopia
y andlisis de imagen, y se han desarrollado sistemas
que permiten visualizar en tiempo real la formacién
de un trombo i vivo. Con ellos, se estd empezando
a conocer mejor la dindmica de la interaccién de las
plaquetas con otras células y con el sistema de coagu-
lacién durante la formacién del trombo®.

Citometria de flujo

La introduccién de la citometria de flujo ha sido in-
equivocamente uno de los mayores avances en el es-
tudio de las plaquetas's. El citémetro de flujo anali-
za a gran velocidad las caracteristicas de tamafo y
dispersién de luz de cada tipo celular, asi como de
la intensidad de fluorescencia que emiten las células
problema tras su incubacién con anticuerpos u otros
ligandos marcados con fluorocromos. En los proto-
colos aplicados al estudio de plaquetas que usan PRP
o plaquetas lavadas persiste el riesgo de activacién
artificial durante la manipulacién de las muestras.
Sin embargo, en los ensayos actuales se usa mayo-
ritariamente sangre total anticoagulada, con citrato u
otros anticoagulantes compatibles segtn el parame-
tro a evaluar, y diluida para minimizar la formacién
de agregados. La sangre se incuba simultdneamente
con dos anticuerpos marcados con fluorocromos dis-
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tintos, lo que permite seleccionar especificamente la
poblacién de plaquetas e identificar aquellas positi-
vas para el pardmetro evaluado. El andlisis de ima-
gen y numeérico se realiza de forma rapida con pro-
gramas especificos.

En los dltimos afos, la mayor disponibilidad co-
mercial de reactivos, incluso en formato de kits co-
merciales con todos los componentes necesarios,
hace de la citometria de flujo una metodologia muy
versatil para el estudio de las plaquetas y su uso se
ha extendido mucho con mdltiples fines'. Su princi-
pal limitacidn es que sigue siendo un procedimiento
caro, laborioso y que requiere experiencia para mini-
mizar la variabilidad intra- e interlaboratorios.

Nuevos métodos automatizados

La mayoria de ensayos de funcién de las plaquetas
comentados arriba presentan el inconveniente de ser
laboriosos y complejos, poco reproducibles y requie-
ren personal cualificado. Por ello, su uso se restringe
a laboratorios especializados y son dificiles de apli-
car al estudio de todos los pacientes con sospecha de
alteraciones plaquetarias congénitas o adquiridas, o
con el objetivo de monitorizar la eficacia de la terapia
antiagregante. Como alternativa a esos métodos, en
los dltimos veinte afos se han desarrollado nuevos
ensayos con equipos compactos que intentan repro-
ducir in vitro la respuesta hemostatica y pueden ser
realizados de una forma rapida, con un volumen de
sangre pequefio y sin una alta especializacién de los
operadores'®?. El valor de estas nuevas herramientas
tanto en estudios bésicos plaquetarios como para el
diagnédstico y manejo de pacientes en distintas situa-
ciones clinicas estd siendo objeto de intensa investi-
gacién. En la Tabla 1 se listan estos nuevos ensayos,
algunos de los cuales se comentan brevemente a con-
tinuacion.

PFA-100

El analizador de funcién plaquetaria (PFA-100%,
Dade-Behring) valora automaticamente la adhesién
y agregacion plaquetaria inducida simultdneamente
por una alta velocidad de flujo y por una mezcla de
coldgeno con ADP o con epinefrina®. Esencialmen-
te, una muestra de sangre (0,8 mL) anticoagulada con
citrato se dispensa en el reservorio de un cartucho
desechable que contiene un capilar dirigido hacia una
membrana con un orificio de 150 pm de didmetro. La
membrana estd recubierta de coldgeno y ADP (col-
ADP) o con coldgeno y epinefrina (col-Epi). Al iniciar
el ensayo, un vacio constante (40 mbar) hace que la
sangre circule a alto flujo (4000-6000 s*) por el capilar
hasta atravesar el orificio de la membrana del cartu-
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cho. El alto flujo, que per se induce activacidn, la pre-
sencia de coldgeno, que promueve la adhesién de las
plaquetas via GP Ib/IX y la activacién inducida por
el ADP/epinefrina de la membrana y por los compo-
nentes intraplaquetarios liberados in situ provocan la
formacién de un trombo plaquetario que termina por
impedir el flujo de sangre a través del orificio. Asi, la
respuesta hemostatica se expresa como el tiempo ne-
cesario para obstruir el flujo (TO). Algunos autores
han propuesto para el TO la definicién de TH in vitro.
Conceptualmente, TO muy largos estarian asociados
a hipofuncién plaquetaria y tiempos muy cortos a hi-
perreactividad. El equipo estd disefiado para cuantifi-
car s6lo TO inferiores a 300 s; superado este tiempo
el ensayo se corta automaticamente y el resultado se
expresa como TO > 300 s. Otros pardmetros del en-
sayo son la velocidad y volumen maximo de sangre
que atraviesa la membrana.

EI PFA-100 ofrece simplicidad y rapidez, escaso re-
querimiento de sangre y la valoracién de la respues-
ta hemostatica bajo condiciones de alto flujo. Por el
contrario, es un equipo inflexible (sélo dos tipos de
cartuchos), de limitada sensibilidad frente a trastor-
nos leves por la intensa activacién que induce, y con
una pobre especificidad. Se ha demostrado que mul-
tiples variables, aparte de la funcién plaquetaria in-
trinseca, pueden afectar sensiblemente el resultado
del PFA-100, en particular, la cifra de plaquetas, el
hematocrito y el contenido de FvW en la muestra
de sangre. Asi, un TO normal con ambos cartuchos
practicamente excluye la existencia de un trastor-
no severo de la hemostasia primaria pero no des-
carta un trastorno moderado. Un TO anormal no es
diagnéstico y requiere confirmacién con otras prue-
bas??2. A pesar de la gran cantidad de estudios reali-
zados en los Gltimos afios con el PFA-100, sigue sien-
do muy controvertida la fiabilidad de esta prueba en
el diagnéstico de pacientes con alteraciones de fun-
cién plaquetaria, especialmente si son moderadas, y
para predecir complicaciones trombdticas o hemo-
rrdgicas en pacientes de riesgo, en particular aque-
llos con tratamiento antiagregante. Las recomenda-
ciones mads recientes consideran el PFA-100 como un
ensayo opcional en la evaluacién rutinaria de la dis-
funcién plaquetaria?.

VerifyNow®

El sistema VerifyNow®, denominado hasta hace poco
Ultegra-RPFA® (Accumetrics Inc.), se basa en el mis-
mo principio que la agregacién plaquetaria, es decir,
la medida del cambio en la turbidez o la transmisién
de luz a través de una muestra de sangre como con-
secuencia de la formacién de agregados de plaquetas
inducida con un agonista®. Sus grandes ventajas fren-
te a la agregacién plaquetaria son el uso de un peque-
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fio volumen de sangre total anticoagulada, simplici-
dad, completa automatizacién del ensayo y rapidez.
Béasicamente, el sistema es un fotémetro compacto
automadtico en el que se insertan unos cartuchos de
plastico con muestras de sangre. Estos cartuchos in-
cluyen bolas recubiertas de fibrindgeno que sirven de
soporte de la agregacién, y un agonista plaquetario
que varia segln el tipo de prueba. Iniciado el ensayo,
el detector mide automadticamente (16 veces) la trans-
misién de luz a través de la muestra, y calcula la ve-
locidad de aglutinacién en funcién de la pendiente
de cambio de la absorbancia. El resultado se imprime
automadticamente expresado en unidades arbitrarias
de respuesta al agonista.

El disefio de este sistema se ha enfocado particu-
larmente a la monitorizacién de la terapia antiagre-
gante, y ha sido aprobado por la FDA para esta apli-
cacién. Hasta la fecha se han comercializado tres
modalidades de ensayo: a) VerifyNow® IIb/Illa, di-
rigido a la monitorizacién de la terapia con antago-
nistas de GP IIb/Illa; b) VerifyNow Aspirin® para va-
lorar el efecto de la aspirina; c) VerifyNow P2Y °®
para el control del tratamiento con antagonistas del
receptor de ADP denominado P2Y,,. Los estudios
comparativos en sujetos sanos y pacientes en trata-
miento antiagregante han encontrado una buena co-
rrelacién del ensayo VerifyNow® (Aspirin y IIb/I11a)
con la agregacién plaquetaria o los ensayos de unién
de ligandos radiactivos a GP IIb/Illa. La utilidad po-
tencial de este ensayo en contextos distintos a la te-
rapia antiagregante (diagndstico de pacientes con de-
fectos plaquetarios, prediccién de hemorragia, etc.)
esta por evaluar?®,

Impact®: analizador de cono y placa

El Impact® (DiaMed), nueva versién del antiguo vis-
cosimetro de cono, es otro equipo compacto y auto-
matizado que intenta reproducir la hemostasia mi-
diendo la adhesién y agregacién plaquetaria bajo
condiciones de alto flujo (1800 s?)**. En este caso,
una pequefla muestra de sangre anticoagulada (130
ul) se dispensa en una placa de poliestireno (en la
versién previa recubierta de coldgeno o matriz extra-
celular). En la placa se coloca entonces un cono que
se hace girar a gran velocidad generando un alto flu-
jo que induce la adhesién y agregacién de las plaque-
tas a la superficie trombogénica de la placa. El instru-
mento dispone de un microscopio y realiza de forma
automatica la tincidén y andlisis de imagen de las pla-
quetas adheridas y agregadas. Los resultados, obte-
nidos en sélo 6 minutos, se expresan como superfi-
cie media cubierta y tamafio medio de los trombos
formados. Existe una versién modificada del equipo,
Impact®, que permite la modificacién de la velocidad
de flujo y que estd concebida para valorar la agrega-

cién plaquetaria inducida por agonistas. En esta ver-
sién la sangre problema se preincuba con dosis bajas
de agonistas (ADP 0,75 uM, TRAP 5 wM, o &cido ara-
quidénico 0,275 mM; 1 minuto con suave agitacién),
lo que induce trombocitopenia en la muestra por la
formacién de microagregados. La sangre se ensaya
entonces con Impact® y el resultado se compara con
el obtenido en paralelo en otra muestra no tratada
con el agonista. La activacién con esas dosis bajas de
agonista induce una disminucién significativa y tran-
sitoria en la adhesién de las plaquetas a la superficie
trombogénica de la placa.

En el ensayo Impact®, la adhesién es dependiente
del hematocrito y del recuento plaquetario, con dis-
minuciones significativas por debajo de valores del
30% y de 25-10%/L, respectivamente®. Asimismo, la
reducida adhesién observada con muestras de sangre
de pacientes con trombastenia de Glanzmann (TG),
con afibrinogenemia, y con EvW tipo III, pone de ma-
nifiesto la relevancia que tiene en este ensayo la in-
movilizacién de fibrinégeno y FvW en la placa, y la
interaccién de estas proteinas con sus receptores GP

[Ib/Illa y GP Ib/IX.
Otros ensayos

Ademaés de los comentados arriba, durante los lti-
mos afos se han desarrollado otros equipos y ensa-
yos, la mayoria de ellos usados sélo con fines de in-
vestigacién basica (Tabla 1). El Gorog Thrombosis
Test® es un equipo multicanal que realiza una valo-
racién conjunta de la funcién plaquetaria y la trom-
bolisis bajo condiciones de alto flujo®. La participa-
cién de las plaquetas en la generacién de trombina
se puede valorar ahora mediante fluorimetria usan-
do sustratos fluorescentes de trombina y software es-
pecificos®. La tromboelastografia es una vieja técnica
de valoracién de la formacién del trombo, incorpora-
da recientemente en equipos automatizados (TEG®,
ROTEM® Gamma). Tradicionalmente usada en el
ambito quirdrgico como marcador del riesgo de he-
morragia, la aplicacién en tromboelastografia de ac-
tivadores plaquetarios que inducen agregacién mds
que coagulacién (Thrombelastograph Platelet Ma-
pping System® que usa ADP y 4cido araquiddnico)
amplia la potencial utilidad de estos equipos en la va-
loracién de la terapia antiagregante!®”. Por ultimo,
el Hemostasis Analysis System® (HAS) es un equipo
que mide, tras inducir la coagulacién de una muestra
de sangre con calcio u otros agentes, la fuerza gene-
rada por las plaquetas en la retraccién del codgulo, la
elasticidad del codgulo y el tiempo de generacién de
trombina. El ensayo HAS ofrece asi una valoracién
global de la hemostasia y puede ser potencialmente
util para monitorizar terapias procoagulantes y anti-
coagulantes?®.
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Tabla 2. Aplicaciones clinicas potenciales de las pruebas de funcion plaquetaria

Identificacion y diagndstico de disfuncidn plaquetaria congénita (TG, SBS, storage pool disease, etc.)

Caracterizacion de disfuncion plaquetaria adquirida (uremia, sindromes mieloproliferativos, leucemia aguda y sindromes mielodisplasicos, bypass

cardiopulmonar, cirrosis, consumo de drogas, etc.)

Identificacion de alteraciones de FWW (EvW) y fibrindgeno (afibrinogenemias)

Identificacion de pacientes de alto riesgo de hemorragia quirdrgica; requerimientos transfusionales en pacientes quiriirgicos

Deteccion de estados de hiperactivacion plaquetaria (adquirida o congénita) asociados a mayor riesgo trombético

Monitorizacion de terapia antiagregante estandar (aspirina; antagonistas de GP IIb/Illa; antagonistas de receptores de ADP; etc.)

Evaluacion de nuevos farmacos antiplaquetarios/antitromboticos

Monitorizacion de terapia pro-hemostatica estandar (desmopresina, concentrados de FWW, rFvIl)

Evaluacion de nuevos farmacos pro-hemostaticos

Valoracion de donantes de plaquetas

Valoracion de requerimientos de transfusion de plaquetas en pacientes trombopénicos; valoracion de eficacia transfusional

Control de calidad de concentrados de plaquetas estandar

Evaluacion de nuevos de productos plaquetarios

Utilidad clinica de los métodos de analisis
de la funcion plaquetaria

Tradicionalmente, las pruebas de funcién plaqueta-
ria han tenido como objetivo primario el diagnésti-
co de pacientes con disfuncién de la hemostasia pri-
maria, que manifiestan tendencia o mayor riesgo de
hemorragia. Adicionalmente, existe en la actualidad
un interés creciente en el uso de estas pruebas para
la identificacién precoz de pacientes con alto ries-
go trombdtico por una hiperreactividad plaquetaria
sostenida. El interés se extiende a que estos ensayos
también pueden ser aplicables a la monitorizacién de
la terapia antiplaquetaria (aspirina, clopidogrel, anti-
GP IIb/1lla), y de los tratamientos prohemostaticos
(desmopresina [DDAVP], FvW, etc.). En el dmbito de
la medicina transfusional se pueden emplear en la va-
loracién de donantes de plaquetas, para el control de
calidad in vitro de productos plaquetarios (estandar o
nuevos productos plaquetarios) y para la indicacién y
valoracién de la transfusién de plaquetas en pacien-
tes trombopénicos. A continuacién, comentaremos
brevemente estas aplicaciones de las pruebas de fun-
cién plaquetaria (Tabla 2).

Identificacion y diagnéstico de pacientes
con anomalias de hemostasia primaria
Como para cualquier otra patologia, la investigacién

de un trastorno hemorrdgico conlleva la realizacién
rigurosa de la historia clinica y el examen fisico del
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enfermo. Las caracteristicas clinicas observadas son
clave para diferenciar un desorden de la hemostasia
primaria (trombocitopenia, disfuncién plaquetaria,
EvW) de un trastorno de la coagulacién (p. €j., hemo-
filia)®®. En particular, la presencia de petequias y de
hemorragia espontanea, excesivo e inmediato en si-
tuaciones de riesgo (lesidn, cirugia, intervencion den-
tal, parto, etc.) son signos indicativos de disfuncién
de la hemostasia primaria. Por el contrario, hemar-
trosis, hematomas intramusculares y una hemorra-
gia retrasado ante maniobras de riesgo apunta hacia
un trastorno de la coagulacion. El siguiente nivel es la
realizacion del panel bésico de pruebas de laborato-
rio que ayudan a discriminar ambos tipos de altera-
ciones. Este panel incluye a) hemograma y en su caso
extension de sangre para confirmar la trombocitope-
nia o la alteracién morfolégica de las plaquetas; b)
pruebas de coagulacién (APTT, PT y TT), que infor-
man sobre posibles trastornos de la coagulacién a in-
vestigar con ensayos mas especificos, y c) andlisis del
FvW realizando el FVIII coagulante, FvW antigénico
y cofactor de ristocetina, puesto que la EvW es la al-
teracién de la hemostasia primaria maés frecuente y
su sintomatologia es muy similar a la de los trastor-
nos plaquetarios®.

El TH ha sido hasta los afios noventa una prueba
muy empleada en el estudio de pacientes con sos-
pecha de anomalias en la hemostasia primaria®. Sin
embargo, incluso realizado bajo condiciones contro-
ladas, su variabilidad es muy considerable y su sen-
sibilidad pobre. El TH puede ser normal hasta en un
50% de los pacientes con EvW o con defectos pla-
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quetarios de secrecién®. Su sensibilidad en pacientes
en hemodiélisis ronda el 20%, y en pacientes con his-
toria de hemorragia mucocutdneo personal y familiar
es del 30%%.

Como hemos mencionado arriba, algunos nuevos
instrumentos automatizados se asemejan in vitro al
TH, entre ellos los equipos PFA-100 e Impact. En la
mayoria de estudios realizados, el ensayo PFA-100
ofrece una alta sensibilidad, alrededor del 80%, en la
deteccién de pacientes con EvW, aunque tiene escaso
valor en la caracterizacién de la severidad y tipo de
la enfermedad. Su sensibilidad también es muy alta
frente a defectos severos de receptores plaquetarios
(TG o sindrome de Bernard Soulier [SBS]), pero me-
nor y muy variable (<560% en promedio) en deficien-
cias granulares y de secrecién, y en alteraciones de
la sefalizacién plaquetaria que normalmente cursan
con clinica hemorrdgica moderada®?. En un estudio
de 148 pacientes con hemorragia mucocutaneo here-
ditario, Quiroga et al. han demostrado que la sensibi-
lidad del PFA-100 en este ambito es baja (30%) y no
superior a la del TH?. En mujeres con menorragia,
sintoma habitual en las mujeres sometidas a histerec-
tomia, la monitorizacién con PFA-100 puede ser atil
y coste-efectiva por la alta incidencia de EvW y tras-
tornos plaquetarios en este grupo de enfermos™.

La mayor limitacién de la prueba PFA-100 es su fal-
ta de especificidad, y su uso no permite discriminar
por ejemplo entre una EvW y un trastorno plaqueta-
rio. Igualmente, un patrén de tiempo largo con col-
Epi y normal con col-ADP puede corresponder tanto
a un paciente con un defecto plaquetario de almace-
namiento (storage pool disease) como a un individuo
que ha tomado aspirina. El significado de encontrar
prolongado sélo el TO de col-ADP es desconocido y
s6lo puede ser clarificado con una investigacién usan-
do otras técnicas. En conclusién, si en un paciente
se obtiene un resultado de PFA-100 normal, practi-
camente podemos excluir un trastorno severo en la
hemostasia primaria, pero no uno moderado. Por el
contrario, un resultado de PFA-100 anormal no indi-
ca necesariamente una disfuncién de la hemostasia
primaria, ni excluye la necesidad de nuevas pruebas
para precisar el diagnéstico. En la mayoria de los ca-
sos, una buena historia clinica y la accesibilidad a un
laboratorio capaz de realizar otras pruebas mas espe-
cificas hacen prescindible el ensayo PFA-100, y sélo
en circunstancias contrapuestas esta prueba puede
tener un valor clinico relevante®?!.

La experiencia clinica con el ensayo Impact en el
diagnéstico de pacientes con EvW y defectos plaque-
tarios hereditarios es muy limitada, pero se ha encon-
trado un resultado anémalo en pacientes con TG, EvW
o afibrinogenemia. La adicién a las muestras de san-
gre de FvW o fibrindgeno antes de la prueba y el uso
de la versién modificada del ensayo (Impact-R, preac-

tivando la muestra con agonistas plaquetarios) puede
ayudarnos a discriminar entre estas patologias®.

En general, para la caracterizacién de un defec-
to plaquetario congénito hay que recurrir al uso de
pruebas clasicas, comUnmente agregacién plaqueta-
ria (en PRP o sangre total), ensayos bioquimicos, ci-
tometria de flujo, y mas raramente microscopia elec-
trénica.

Las deficiencias congénitas de los receptores adhe-
sivos principales son relativamente féciles de identi-
ficar por el patrén de agregacién en respuesta a dis-
tintos agonistas®. Asi, en la TG (deficiencia de GP
[Ib/11la), las plaquetas no agregan, o la agregacién esta
muy disminuida, en respuesta a ADP, epinefrina, co-
lageno, acido araquidénico o trombina (TRAP), pero
si aglutinan en respuesta a ristocetina. Por el contra-
rio, en el SBS (deficiencia en GP Ib/IX/V) no hay aglu-
tinacién con ristocetina, pero las plaquetas agregan
en respuesta al resto de agonistas. Este mismo pa-
trén se da en pacientes con EvW, excepto en el tipo
IIb, donde la aglutinacién con ristocetina es anormal-
mente alta, y serd la medida de los niveles de FvW y
el estudio de su estructura multimérica lo que permi-
ta discriminar entre SBS y EvW. La ausencia de agre-
gacién especificamente a un solo agonista, muy poco
frecuente excepto en el SBS, orienta hacia la deficien-
cia en el paciente del receptor para ese agonista. Asi,
se han identificado algunos pacientes con carencia de
GP Ja/Ila o de GP VI y ausencia de agregacién en res-
puesta a coldgeno, algunos enfermos cuyas plaquetas
muestran una agregacién muy disminuida y reversi-
ble con ADP por alteraciones congénitas en los re-
ceptores P2Y ,, y en una familia japonesa se encontrd
una agregacion deficiente especifica con acido araqui-
dénico y andlogos de tromboxano causada por una
mutacién en el receptor de este prostanoide®. Las
anomalias del patrén de agregacién en pacientes con
trastornos plaquetarios de secrecién (storage pool di-
sease; deficiencias de granulos alfa y/o densos) o de
la senalizacién intraplaquetaria no son homogéneas.
Muchos presentan ausencia o disminucién significa-
tiva de la segunda onda de agregacién en respuesta a
ADP, epinefrina, coldgeno o acido araquidénico, se-
cundaria a la carencia de liberacién de nucleétidos de
los granulos. Sin embargo, en otros pacientes el pa-
trén de agregacion es normal. Para el diagndstico de
estos pacientes los ensayos de agregacién son insufi-
cientes, y normalmente se recurre a ensayos bioqui-
micos y/o de citometria de flujo (ver més adelante).

La agregacién plaquetaria también se usa frecuen-
temente en el estudio de alteraciones plaquetarias
adquiridas®®. Asi, en pacientes cirréticos nosotros he-
mos demostrado una hipoagregacién con ristocetina
causada por el déficit adquirido de GP Ib*. En pa-
cientes urémicos se ha descrito una agregacién dis-
minuida y reversible en respuesta a ADP, epinefrina,
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coldgeno y acido araquidénico, y respuestas norma-
les con trombina y ristocetina. Sin embargo, no suele
haber correlacion entre las alteraciones de agregacién
en estos pacientes y la causa de la enfermedad renal,
su severidad, y las complicaciones hemorragicas. En
pacientes con enfermedades mieloproliferativas no
es infrecuente un patrén de agregacién disminuida a
multiples agonistas, en particular a epinefrina, lo que
se ha relacionado en algunos estudios con un déficit
adquirido en el nimero de receptores o2-adrenérgi-
cos®. Algunos de estos enfermos muestran, sin em-
bargo, una agregacién normal, e incluso un patrén de
agregacién espontanea. Por Gltimo, mencionar que la
hemorragia en algunos pacientes no trombopénicos
con leucemia aguda o sindromes mielodisplasicos se
ha relacionado con una situacién adquirida de dis-
funcién plaquetaria. En estos pacientes también se ha
encontrado una agregacién disminuida en respuesta
a ADP, epinefrina o coldgeno®.

La citometria de flujo es actualmente una técnica
habitual en los laboratorios especializados en plaque-
tas, aunque rara vez se emplea de forma aislada sino
en combinacién con otras. Con esta técnica es relati-
vamente sencillo y fiable la confirmacién del diagnés-
tico del SBS o la TG empleando anticuerpos o ligan-
dos especificos para los complejos Ib/IX y [Ib/I1Iat6".
Los nuevos ensayos de citometria permiten cuanti-
ficar la densidad de estos receptores, y asi identifi-
car pacientes en heterocigosis. Mas dificil es su uso
en la identificacién de defectos de otros receptores
(ADP, epinefrina, coldgeno o tromboxano A,), cuyo
nivel de expresién puede ser inferior a la sensibili-
dad del equipo (unas 500 copias/plaqueta). En estos
casos hay que recurrir a ensayos de unién con liga-
dos radiactivos. La citometria de flujo también se usa
comunmente en el diagndstico de trastornos plaque-
tarios congénitos de la secrecién (storage pool disea-
se). El método consiste en marcar las plaquetas con el
compuesto fluorescente mepacrina, que se une espe-
cificamente a los nucledtidos de adenina en los gra-
nulos densos, y luego se cuantifica la fluorescencia
en la poblacién de plaquetas en el citémetroV. Esta
misma técnica es valida para la identificacién de tras-
tornos adquiridos de almacenamiento de nucleéti-
dos en granulos densos, como por ejemplo ocurre en
algunos pacientes con coagulacién intravascular di-
seminada, sindrome hemolitico urémico, trastornos
mieloproliferativos, o leucemias o sindromes mielo-
displasicos®.

Existen protocolos de citometria de flujo para va-
lorar la activacién plaquetaria en respuesta a los dis-
tintos agonistas: algunos basados en la exocitosis de
proteinas granulares (P-selectina, CD63, etc.) reco-
nocidas con anticuerpos especificos, otros en el cam-
bio de conformacién de la GP IIb/Illa (identificable
con el anticuerpo PAC-1 o con fibrinégeno marca-
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do con un fluorocromo). Estos protocolos son aplica-
bles en el diagnéstico de anomalias congénitas o ad-
quiridas de la sefializacién intraplaquetaria’, aunque
no nos permiten identificar la proteina anémala con-
creta. Por dltimo, la identificacién de la externaliza-
cién de fosfolipidos negativos por citometria de flu-
jo usando anexina-V marcada con un fluorocromo se
ha aplicado en el diagnéstico de anomalias congéni-
tas de la actividad plaquetaria procoagulante como el
sindrome de Scott'*.

Como se comenté arriba, los laboratorios espe-
cializados en plaquetas suelen contar también con
una bateria de ensayos bioquimicos para confirmar
el diagnédstico de disfuncién plaquetaria (liberacién
de nucledtidos, captacién-liberacién de serotonina,
medida de segundos mensajeros por ELISA o RIA,
identificacion de proteinas de sefializacién por Wes-
tern-blot). Junto a éstos, en los Gltimos afios hemos
asistido a una expansién exponencial del uso de pro-
cedimientos moleculares para la identificaciéon pre-
cisa de los elementos plaquetarios alterados. La ex-
plicacién de estos métodos estd fuera del objeto de
esta revisién, pero sirva como ejemplo de su utilidad
nuestra identificacién de la alteracién molecular sub-

yacente en un paciente con sindrome de Hermans-
ky-Pudlak®.

Prediccion de Ia hemorragia en pacientes quiriirgicos

La hemorragia excesiva no es un riesgo irrelevante en
pacientes sometidos a cirugia, especialmente consi-
derando que un 3-5% de ellos son portadores de una
alteracién congénita o adquirida de la hemostasia pri-
maria, EvW o disfuncién plaquetaria. Ademas, es co-
nocido que algunos tipos de cirugia, como el bypass
cardiopulmonar, inducen un estado de hipocoagula-
bilidad. En el dmbito de la cirugia siempre ha existi-
do un notable interés en la utilizacién de ensayos o
instrumentos para la valoracién rapida de la hemos-
tasia preintervencién.

Como se menciond arriba, estd suficientemente de-
mostrado que el uso rutinario del TH en todos los
pacientes carece de valor como marcador de la he-
morragia quirdrgica®®. No obstante, su sensibilidad
alcanza el 75% en pacientes quirdrgicos con historia
de hemorragia previa®.

EI PFA-100 también se ha ensayado en este contex-
to. Asi, de 1.342 pacientes de cirugia de tiroides, se
encontraron TO de PFA-100 alargados en un 2,7%
de los enfermos¥. En otro estudio prospectivo recien-
te, Koscielny y et al*® estudiaron preoperativamente
a 5.649 pacientes, de los cuales un 11,2% resultaron
tener historia de hemorragia. En este tltimo subgru-
po, se obtuvo un resultado anormal con PFA-100 en
el 40% de los casos. En sélo 9 pacientes sin histo-
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ria de hemorragia se obtuvo un resultado de PFA-100
anémalo y en ninguno se identificé un desorden pla-
quetario. Estos resultados ilustran que el uso rutina-
rio precirugia del ensayo PFA-100 no es coste-efecti-
vo ni aporta m4s valor que la historia clinica. En todo
caso su uso potencial deberia restringirse al subgrupo
de enfermos con historia de hemorragia.

La experiencia en el uso de Impact como marcador
de la hemorragia quirtrgico es anecdética. En un es-
tudio de 50 pacientes sometidos a cirugia cardiaca, se
ha observado una correlacién negativa significativa
entre el porcentaje de adhesién plaquetaria obtenida
con Impact antes de la intervencién y el volumen de
hemorragia quirtrgica®. Son necesarios nuevos estu-
dios con este equipo antes de establecer su valor pre-
dictivo en este ambito.

En conclusién, el uso indiscriminado de los ensa-
yos de funcién plaquetaria para predecir la hemorra-
gia quirGrgica no es actualmente coste-efectivo. La
historia clinica, prestando especial atencién al histo-
rial de hemorragia y a la medicacién reciente, junto
con el examen fisico del enfermo siguen siendo los
elementos clave en la identificaciéon de aquellos pa-
cientes con alto riesgo de hemorragia excesivo.

Identificacion de pacientes con hiperfuncion
plaquetaria y/o alto riesgo trombotico

Actualmente no hay ninguna duda del papel clave
que desempenan las plaquetas en la patologia atero-
trombdtica?, y por ello es relevante disponer de prue-
bas que permitan identificar de forma sencilla y fia-
ble a los individuos con hiperfuncién plaquetaria.
Sin embargo, hasta ahora pocos estudios prospecti-
vos han evaluado el valor de las diferentes pruebas
de funcién plaquetaria disponibles para predecir la
trombosis.

En el estudio prospectivo Caerphilly, que incluye
a 2000 pacientes con un seguimiento de 10 afios, se
constatd que ni el TH ni la agregacién plaquetaria, en
PRP o sangre total, se correlacionan con la ocurren-
cia de infarto de miocardio o cerebral en estos suje-
tos®. Analogamente, en el estudio Northwick Park la
agregacién plaquetaria con ADP o epinefrina tampo-
co se correlacionaba con el desarrollo de enfermedad
isquémica coronaria®. Aunque estos datos sugieren
que la agregacién plaquetaria no es til para predecir
la ocurrencia de eventos cardiovasculares, el recien-
te estudio de Yee et al.*® muestra que la agregacién
con dosis bajas de agonistas, en particular epinefrina,
identifica de manera reproducible a individuos sanos
con fenotipo de hiperreatividad plaquetaria mante-
nida en el tiempo (aproximadamente el 15% de los
individuos estudiados). Estos resultados reabren el
debate acerca del valor potencial del ensayo de agre-

gacién plaquetaria como marcador del riesgo trom-
bético.

Varios protocolos de citometria de flujo se estdn
aplicando en la deteccién de activacién plaquetaria
sistémica en situaciones clinicas diversas?. Asi, usan-
do citometria de flujo se han identificado niveles au-
mentados de plaquetas activadas (P-selectina, PAC-1,
etc.), agregados monocito-plaqueta y microparticulas
plaquetarias en enfermos sometidos a intervencién
coronaria percutdnea, con infarto de miocardio, en-
fermedad coronaria estable, angina inestable, bypass
cardiopulmonar, isquemia cerebrovascular, TIA, en-
fermedad vascular periférica, enfermedad renal, sin-
dromes mieloproliferativos, Alzheimer y otros. Mi-
chelson et al. han mostrado que la cuantificacién de
agregados monocito-plaqueta es un marcador mds
sensible de hiperactivacién plaquetaria sistémica que
la P-selectina®.

Aunque en general los nuevos equipos automatiza-
dos se han disefiado principalmente para identificar
la hipofuncién plaquetaria, potencialmente podrian
ayudar a predecir la trombosis. Asi, se ha descrito
que los pacientes con infarto de miocardio con eleva-
cién del segmento ST muestran en el PFA-100 un TO
del col-ADP acortado que correlaciona con la seve-
ridad del infarto*. Anadlogamente, los pacientes con
enfermedad cardiovascular estable y TO mds cor-
tos (<91 s) triplican el riesgo de eventos trombéti-
cos en comparacién con aquellos con TO mas largos
(>91 s)*. Otro estudio reciente ha encontrado tiem-
pos de PFA-100 acortados en los pacientes sometidos
a intervencién percutdnea coronaria que sufren a cor-
to plazo eventos trombdticos®. Sin embargo, los da-
tos disponibles en este aspecto son atn escasos, y es
necesaria una mayor evidencia obtenida de nuevos
estudios prospectivos para ratificar el aparente valor
predictivo de la trombosis arterial del test de col-ADP
en el sistema PFA-100.

Monitorizacion de Ia terapia antiagregante

El tratamiento con farmacos antiplaquetarios cons-
tituye la base del manejo clinico de los pacientes
con patologia aterotrombética, la primera causa de
muerte en la sociedad occidental. Aunque el con-
cepto de resistencia a estos farmacos es controver-
tido, estd reconocido que existe gran variabilidad
entre los pacientes en la respuesta a estos tratamien-
tos, que ademds no estan libres de riesgo hemorra-
gico*. Consecuentemente, hay un interés crecien-
te en la monitorizacién de la terapia antiagregante,
con el objetivo Gltimo de poder individualizar el tra-
tamiento para conseguir la maxima eficacia anti-
trombédtica minimizando el riesgo hemorrdgico. La
cuestién clave, atn no resuelta, es si alguno de los
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ensayos de funcién plaquetaria disponibles es ca-
paz de predecir la respuesta clinica y la ocurrencia
de eventos trombdticos en los pacientes. Como co-
mentamos a continuacién, algunos estudios, en ge-
neral con pocos pacientes, apuntan en este sentido,
pero por ahora no hay evidencia concluyente de que
el resultado de resistencia a antiagregantes obtenido
en el laboratorio pueda ser considerado marcador fi-
dedigno de riesgo de trombosis. Tampoco hay estu-
dios que muestren que la dosificacién de las terapias
en funcién de los resultados de laboratorio mejore
la evolucién clinica de los enfermos. Mientras que
estudios amplios no establezcan inequivocamen-
te esta relacién, no estid recomendada la monitori-
zacién rutinaria de las resistencias a antiagregantes
con pruebas de funcién plaquetaria, ni el cambio de
terapia en los enfermos en funcién de los resultados
de las mismas.

Monitorizacion de aspirina

La aspirina es el farmaco antiagregante mas usado y
estd demostrada su capacidad para reducir hasta en
un 25% el riesgo de muerte vascular o eventos vascu-
lares mayores en pacientes de alto riesgo. El término
resistencia a aspirina es controvertido y se han usado
en general dos acepciones®: 1) la observacién clini-
ca de eventos cardiovasculares en los enfermos a pe-
sar del tratamiento con el farmaco; 2) el hallazgo en
el laboratorio de que las plaquetas de los individuos
tratados mantienen su reactividad in vitro. La falta de
una definicién Unica justifica la gran variacién en la
incidencia de resistencia a aspirina descrita en la lite-
ratura (5-65% de los enfermos tratados).

Dado que la diana de la aspirina es la enzima ci-
clooxigenasa-1 (COX-1), el ensayo mds obvio para
valorar su efecto es cuantificar la generacién de trom-
boxano (Tx) A, en los individuos tratados, midiendo
con inmunoensayos sus metabolitos estables: a) TxB,
en suero o PRP estimulado con 4cido araquidénico;
b) 11-dehidro-TxB, en orina. Un estudio ha sugeri-
do que una concentracién alta de 11-dehidro-TxB,
(>34 ng/mmol creatinina) se asocia a mayor riesgo de
eventos trombéticos en pacientes tratados con dosis
bajas de aspirina®. Nosotros hemos mostrado que en
sujetos sanos los niveles de 11-dehidro-TxB, postra-
tamiento son muy dependientes de los niveles pre-
aspirina®.

La agregacién plaquetaria es otro de los métodos
clasicos usados en la monitorizacién de la respuesta a
aspirina. Aun considerando sus limitaciones metodo-
légicas, varios estudios han descrito que la persisten-
cia de agregacién (inducida con 4cido araquidénico
y/o ADP en PRP, o inducida con ADP y/o coldgeno en
sangre total) a pesar de la aspirina se asocia a una ma-
yor tasa de eventos trombdticos cardiacos en pacien-
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tes con enfermedad coronaria estable y de reoclusién
arterial postangioplastia®.

También se ha desarrollado algin protocolo de ci-
tometria de flujo para monitorizar la terapia con as-
pirina usando &cido araquidénico como agonista,
pero estas técnicas han sido poco usadas en este con-
texto!.

En cuanto a los equipos compactos, el PFA-100 se
ha empleado en numerosos estudios de resistencia
a aspirina’. Genéricamente, la aspirina produce en
los sujetos respondedores un alargamiento selectivo
del TO del cartucho col-Epi, mientras que no afecta
al TO de col-ADP. La limitacién de esta prueba, como
hemos comentado arriba, es que su resultado puede
estar influenciado por muchas variables independien-
tes de la aspirina. Asi, otros grupos y nosotros hemos
comprobado que hasta un 30% de los sujetos norma-
les muestran con este ensayo un patrén de resistencia
a dosis bajas de aspirina?. En pacientes, el porcenta-
je de resistencia medido con el PFA-100 es mayor que
con otras pruebas* y su valor clinico esta por aclarar.
Asi, mientras algunos estudios sugieren que el en-
sayo PFA-100 no es informativo respecto de la inci-
dencia de eventos trombdticos en pacientes con en-
fermedad coronaria, otros han mostrado asociacién
entre el resultado del ensayo PFA-100 y la incidencia
de accidentes isquémicos cerebrales recurrentes'®*.

El sistema VerifyNow Aspirin® ha sido especifica-
mente diseflado para la monitorizacién del efecto de
la aspirina, y en EE. UU. ha sido autorizado por la
EDA para este fin. El sistema actual emplea 4cido ara-
quidénico como agonista, lo que aumenta su espe-
cificidad respecto a la aspirina. En estudios con pa-
cientes y voluntarios sanos este ensayo ha mostrado
muy buena correlacién con la agregacién plaqueta-
ria®. Los datos sobre su valor clinico son atin muy es-
casos. No obstante, en un estudio con 151 pacientes
con enfermedad coronaria estable sometidos a an-
gioplastia no urgente, se encontré que los pacientes
identificados como resistentes con VerifyNow Aspi-
rin® triplicaban el riesgo de mionecrosis, elevacion de
creatinina quinasa-MB, postangioplastia®®. Otro estu-
dio prospectivo en pacientes estables con enferme-
dad coronaria mostré tras un afio de seguimiento que
aquellos con patrén de resistencia a aspirina con Veri-
fyNow Aspirin® duplican el riesgo de eventos isqué-
micos. Estos datos son sugerentes del potencial valor
clinico de esta prueba, pero son necesarios muchos
maés estudios confirmatorios antes de recomendar su
uso clinico rutinario.

La experiencia con el ensayo Impact® en la moni-
torizacién de antiagregacién es ain anecdética. Dos
estudios recientes han mostrado concordancia entre
Impact® y agregacién plaquetaria en la deteccién de
resistencia a aspirina en sujetos sanos y pacientes so-
metidos a angioplastia®.
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Monitotizacion de clopidogrel

Clopidogrel es una tienopiridina de segunda genera-
cién que inhibe irreversible y especificamente el re-
ceptor de ADP P2Y,, y representa, combinado con
aspirina, la terapia de eleccién en la prevencién de la
trombosis del stent y en la prevencién de eventos car-
diovasculares mayores en pacientes de alto riesgo. Se
ha constatado una considerable variabilidad en la res-
puesta de los pacientes a esta terapia y, dependiendo
del criterio usado, entre un 4-30% de los pacientes
tratados se consideran resistentes. Como en el caso
de la aspirina, el fenémeno de resistencia a clopido-
grel es complejo y en él se han implicado miultiples
mecanismos®.

La agregacién plaquetaria ha sido el método usa-
do en muchos estudios para valorar el efecto del tra-
tamiento con clopidogrel, pero el criterio de resis-
tencia con esta técnica no estd bien establecido. La
diferencia en la agregacién plaquetaria inducida con
5 uM y 20 uM ADP antes y después del tratamien-
to se ha empleado como criterio para clasificar a los
pacientes tratados con clopidogrel®: no respondedo-
res si diferencia < 10% con ambas dosis de ADP; res-
pondedores intermedios si diferencia < 10% con 20
uM ADP; respondedores si diferencia > 10% incluso
con 20 uM ADP. Sin embargo, no siempre es posible
la medicién pre-tratamiento. Por ello, muchos defien-
den que el efecto del clopidogrel sobre la agregacion
no se debe valorar de forma dicotémica, sino como
un pardmetro continuo que muestra una gran varia-
bilidad entre enfermos®. Aparte de otras limitaciones
ya mencionadas, la agregacién plaquetaria presenta
en este caso un inconveniente de especificidad ya que
en la agregacién inducida con ADP no sélo interviene
el receptor P2Y , diana del clopidogrel, sino también
los otros receptores del nucleétido (P2Y,, P2X)). Esto
podria explicar en parte la heterogeneidad en la res-
puesta de agregacién con ADP en los pacientes trata-
dos con clopidogrel.

La citometria de flujo es una metodologia de uso
creciente en la monitorizacién de clopidogrel. En-
tre los protocolos de citometria usados con este fin,
se encuentra la medida de marcadores de activa-
cién plaquetaria inducida con ADP (P-selectina o GP
[Ib/Illa activada con el anticuerpo PAC-1) o la medi-
da del porcentaje de agregados entre leucocitos y pla-
quetas®. Recientemente, se ha desarrollado un nuevo
protocolo que consiste en la medida por citometria
en sangre total de la fosforilacién intraplaquetaria
de la proteina estimulada por vasodilatadores VASP
(VASP-P) en respuesta a la estimulacién con PGE,.
Para ello se usa un detergente que hace permeable
la membrana plaquetaria y un anticuerpo anti-VASP-
P especifico marcado con un fluorocromo®. Esta fos-
forilacién PKA-dependiente esta mediada por el au-

mento en la concentracién de AMPc que induce el
prostanoide. En presencia de ADP, la activacién de
P2Y , via G, inhibe la sintesis de AMPc y con ello la
fosforilacién de VASP. Sin embargo, en los pacientes
con clopidogrel P2Y, estd bloqueado y el ADP es in-
capaz de reducir la fosforilacién de VASP por PGE,.
El ensayo es asi mas especifico de P2Y ,, ya que P2Y,
no interviene en este proceso. Otra ventaja es que las
muestras de sangre se pueden fijar tras la activacién
con los agonistas, lo que permite demorar el anélisis
o remitirlo a un laboratorio especializado.

El ensayo VerifyNow P2Y ® ha sido disefiado
para la monitorizacién del efecto de antagonistas de
P2Y ,, y también emplea la combinacién de ADP y
PGE, como estimulantes plaquetarios para aumentar
su especificidad. La presencia de una concentracién
baja de PGE, (22 nM) tiene como objetivo disminuir
el aumento del calcio intracelular via P2Y, y, por tan-
to, la contribucién de este receptor en la respuesta de
agregacion de las plaquetas sobre las bolas recubier-
tas de fibrinégeno. Adicionalmente, el ensayo evalta
en paralelo la agregacién inducida con TRAP, propor-
cionando asi un valor de comparacién interna muy
util cuando no se dispone de la respuesta del pacien-
te preclopidogrel?.

Otros métodos potencialmente vélidos para la mo-
nitorizacién de la terapia con clopidogrel, pero con
los que hay muy poca experiencia, son la trombo-
elastografia, Plateletworks o Impact®?. El equipo
PFA-100 es relativamente insensible al efecto del clo-
pidogrel, probablemente por la alta concentracién de
ADP y coldgeno que se usa en el sistema.

Varios estudios en pacientes han investigado el va-
lor de la monitorizacién de clopidogrel con los dis-
tintos ensayos de funcién plaquetaria en relacién con
la evolucién clinica de los enfermos®. Asi, el estu-
dio CREST, y algunos otros estudios con un nimero
pequenio de enfermos, ha mostrado que la alta reac-
tividad plaquetaria residual posclopidogrel, valorada
mediante agregacién plaquetaria, GPIIb/IIla activada
y VASP-P, incrementa significativamente el riesgo de
trombosis subaguda del stent. En el estudio prospec-
tivo EXCELSIOR, con 802 pacientes que recibieron
600 mg de clopidogrel 2 h antes de la implantacién
de un stent, se ha observado que una mayor agrega-
cién residual con 5 uM ADP incrementa hasta sie-
te veces y de forma independiente el riesgo de even-
tos cardiacos mayores a los 30 dias posintervencién.
Asimismo, se ha descrito que los pacientes con do-
sis bajas de clopidogrel sometidos a angioplastia que
mostraban mayor agregacién residual con ADP pre-
sentan un mayor riesgo de eventos isquémicos pos-
procedimiento®.

Estos datos que sugieren un potencial valor pronds-
tico de las pruebas de funcién plaquetaria en el con-
texto del tratamiento agudo y crénico con clopidogrel
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deberan ser confirmados en nuevos estudios prospec-
tivos, incluyendo nimeros altos de pacientes.

Monitorizacion de antagonistas de GP IIb/Illa

Los antagonistas de la GP IIb/Illa, integrina clave en
el proceso de agregacién plaquetaria, se han conver-
tido en un tratamiento comdn en la prevencién de
complicaciones trombdticas en pacientes sometidos
a cateterismos o enfermos que se presentan con sin-
drome coronario agudo. En la monitorizacién de su
efecto se han usado ensayos cldsicos como la agrega-
cién plaquetaria, la citometria de flujo o los ensayos
de unién con anticuerpos anti-GP IIb/Illa, y también
las nuevas técnicas automatizadas'®'?. En el caso de la
agregacion plaquetaria se pueden usar distintos ago-
nistas, aunque tipicamente se utiliza ADP 20 uM en
sangre anticoagulada con PPACK. En cuanto a los mé-
todos de citometria, se emplean protocolos directos
de unién de ligandos contra GP IIb/Illa (anticuerpos,
fibrinégeno, péptidos RGD), marcados con fluorocro-
mos o técnicas indirectas como la medida de la unién
de anticuerpos anti-LIBS inducida por los antagonis-
tas o la agregacién valorada por dispersién de luz. El
sistema VerifyNow?® IIb/Il]a se disefié originalmente
con este fin. La reactividad plaquetaria observada con
esta prueba en pacientes tratados con abciximab u
otros antagonistas de GP IIb/Illa se correlaciona muy
bien con la agregacién plaquetaria®. El estudio mul-
ticéntrico prospectivo GOLD mostré en 500 pacien-
tes sometidos a cateterismo una asociacion significa-
tiva entre los resultados con VerifyNow® IIb/Illa y
el riesgo de eventos trombdticos cardiacos®. El sis-
tema PFA-100 es muy sensible al bloqueo de GP IIb/
[IIa con antagonistas, observandose TO > 300 s en la
gran mayoria de los enfermos tratados. Su resultado
correlaciona bien con la agregacion plaquetaria y con
los ensayos de unién de anticuerpos contra GP IIb/
[IIa%. Es destacable que un estudio ha descrito que un
TO < 300 s en el PFA-100 se asocia en los pacientes
tratados con antagonistas de GP IIb/Illa con mayor
incidencia de eventos trombdticos cardiacos™. Tanto
en sujetos normales como en pacientes sometidos a
angioplastia o implantacién de stent carotideo, se ha
visto que los antagonistas de GP IIb/Illa provocan de
forma dosisdependiente una disminucién muy pro-
funda de la adhesién plaquetaria medida con el equi-
po Impact que correlaciona bien con la disminucién
en la agregacién plaquetaria®.

Monitorizacion de la terapia prohemostatica
Como en el caso de la terapia antiagregante, los ensa-

yos de funcién plaquetaria son potencialmente ttiles
para monitorizar las terapias prohemostaticas usa-
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das actualmente, como por ejemplo DDAVP, o fac-
tores de crecimiento plaquetarios. También en este
caso la cuestién clave, no resuelta, es si estos ensayos
pueden ser predictivos de la eficacia clinica del trata-
miento, en este caso la prevencién de la hemorragia.

La alta sensibilidad del sistema PFA-100 a los nive-
les de FvW es una ventaja de cara a su uso en la eva-
luacién del efecto de DDAVP?. En sujetos sanos la
DDAVP acorta los TO de col-ADP y Col-Epi. Esta co-
rreccién también se ha observado en algunos pacien-
tes con trastornos plaquetarios de la secrecién. Asi-
mismo, se ha descrito que DDAVP normaliza los TO
en pacientes con EvW tipo [ que responden al far-
maco, aumentando sus niveles de FvW plasmaticos,
pero no lo hace en aquellos con niveles bajos de FvW
plaquetario. En pacientes con EvW severa, el trata-
miento con concentrados de FvW no siempre acor-
ta los TO del PFA-100, lo que se ha relacionado con
ausencia en estos farmacos del perfil normal de mul-
timeros de FvW. Una observacién interesante es que
en sujetos sanos la DDAVP acorta el TO tras el trata-
miento con antiagregantes. Todos estos datos sugie-
ren que la monitorizacién de DDAVP con el PFA-100
pudiera tener valor clinico. Sin embargo, hasta la fe-
cha no hay estudios que hayan evaluado el valor pre-
dictivo del acortamiento de los TO en el PFA-100 en
relacién con la incidencia de hemorragia en enfermos
tratados con DDAVP por defectos plaquetarios o de
FvW, o como terapia de prevencién de la hemorragia
secundario a antiagregantes®.

Hemodonacion y hemoterapia

Las pruebas de funcién plaquetaria son potencialmen-
te Gtiles en distintas facetas de la medicina transfu-
sional®. Asi, estudios recientes en los que se ha em-
pleado el sistema PFA-100 han demostrado que una
proporcién relevante de donantes de sangre exhiben
una disfuncién plaquetaria, probablemente por inges-
ta no reconocida de inhibidores plaquetarios”. Esta
observacién puede ser especialmente relevante si se
trata de donantes de plaquetas por aféresis, ya que la
hipofuncién de la unidad transfusional de plaquetas
resultante puede comprometer su valor para prevenir
la hemorragia en el enfermo transfundido con ella.
En multiples estudios se han usado pruebas de fun-
cién plaquetaria (agregacion, citometria, ensayos de
unién, etc.) para valorar in vitro los cambios en los
concentrados de plaquetas durante su almacenamien-
to en el banco de sangre'?. Estos estudios han pues-
to de manifiesto los cambios metabdlicos (disminu-
cién de glucosa, aumento del pH, cambios en pO,
y pCO,), la activacién progresiva (aumento de P-se-
lectina y CD63) y la pérdida de funcionalidad in vitro
(respuesta al choque osmotico, agregacién, unién de
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FvW y fibrindgeno) que experimentan las plaquetas
durante su almacenamiento estandar (22 °C y agita-
cién suave) en el banco de sangre'®.

Por dltimo, aunque las pruebas de funcién plaque-
taria no se usan rutinariamente en la indicacién de la
transfusion de plaquetas ni en la valoracién de su efi-
cacia, un estudio reciente con pocos pacientes ha em-
pleado el sistema PFA-100 con este objetivo®.

Conclusiones

La bateria de pruebas de funcién plaquetaria es actual-
mente amplia y diversa. A las mas clasicas, como el TH
ya en desuso, la agregacién y algunos ensayos bioqui-
micos, se han unido en pocos afios metodologias de
gran versatilidad como la citometria de flujo y buen ni-
mero de equipos automatizados que valoran diferentes
aspectos de la biologia de las plaquetas. Estos Gltimos
ofrecen la posibilidad de una aplicacién rutinaria fuera
de los laboratorios especializados, por su sencillez, ra-
pidez, y no requerir de personal altamente cualificado.
Por otra parte, a la aplicacién clédsica de estas pruebas
en el diagnéstico de alteraciones congénitas y adquiri-
das de hipofuncién plaquetaria, se unen ahora otras no-
vedosas como la identificacién de pacientes con hiper-
funcién plaquetaria y riesgo trombético, o la posible
monitorizacién de la terapia antiagregante. Estas nue-
vas aplicaciones son potencialmente de gran trascen-
dencia social y econémica por la dimensién de las en-
fermedades cardiovasculares en nuestra sociedad. Sin
embargo, aln es necesario realizar estudios amplios,
prospectivos y aleatorizados que establezcan el valor
predictivo de las actuales o futuras pruebas de funcién
plaquetaria en estos contextos. Hasta entonces, su uso
rutinario no esta justificado.
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