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RESUMEN

La hemostasia es un proceso fisioldgico que se produce en 2 fases, la primaria y secundaria,
en la primera se forma el tapén plaquetario que empieza segundos después de la lesion del
vaso; el objetivo de la investigacion fue especificar las diferentes pruebas de laboratorio en
la valoracion la hemostasia primaria, asi como también las causas que producen las
alteraciones, cuantitativas y funcionales de las plaquetas. El presente trabajo tuvo un enfoque
cualitativo, de tipo descriptivo, con un disefio documental, no experimental, de cohorte
transversal y de tipo retrospectivo. La informacion fue extraida de diferentes bases
cientificas como: Elsevier, Google académico, Medigraphic, Scielo, Science Direct y
PubMed, con una poblacion conformada por 65 articulos cientificos, en el que se aplico
criterios de inclusion y exclusion, obteniendo una muestra de 30. En la investigacion se
evidencié que las diferentes pruebas utilizadas en el diagnostico de trastornos de la
hemostasia primaria se basan en métodos y tecnicas convencionales manuales y
automatizadas, como el recuento de plaquetas, morfologia plaquetaria, tiempo de sangria,
retraccion del coagulo, prueba de resistencia o fragilidad capilar y actividad del cofactor de
ristocetina y técnicas mas avanzadas, como el analizador de la funcién plaquetaria o PFA 'y
la agregacion plaquetaria. También se demostré que las causas de las trombocitopenias y
trombocitopatias son de origen hereditario o adquirido durante su vida. En conclusion, las
mencionadas pruebas evaltan la funcionalidad de las plaguetas, factor Von Willebrand y la

pared vascular, siendo estas fundamentales para la valoracion de las coagulopatias.

Palabras claves: Hemostasia primaria, plaquetas, factor Von Willebrand, pared vascular,

pruebas de laboratorio.



ABSTRACT

Hemostasis is a physiological process that occurs in two phases, primary and secondary.
In the first one, the platelet plug is formed, which begins seconds after the vessel injury;
the objective of the research was to specify the different laboratory tests in the assessment
of primary hemostasis, as well as the causes that produce the quantitative and functional
alterations of the platelets. The present work had a qualitative, descriptive approach, with
a documentary, non-experimental, cross-sectional cohort, and retrospective design. The
information was extracted from different scientific databases such as: Elsevier, Google
academic, Medigraphic, Scielo, Science Direct and PubMed, with a population of 65
scientific articles, in which inclusion and exclusion criteria were applied, obtaining a
sample of 30. The research showed that the different tests used in the diagnosis of primary
hemostasis disorders are based on conventional manual and automated methods and
techniques, such as platelet count, platelet morphology, bleeding time, clot retraction,
capillary resistance or fragility test, and ristocetin cofactor activity, and more advanced
techniques, such as platelet function analyzer or PFA and platelet aggregation. It was also
demonstrated that the causes of thrombocytopenias and thrombocytopathies are of
hereditary origin, such as Bemard-Soulier syndrome, or acquired during their lifetime,
such as immune thrombocytopenic purpura. In conclusion, the mentioned tests evaluate
the functionality of platelets, Von Willebrand factor and the vascular wall, being these

fundamental for the evaluation of coagulopathies.

Keywords: Primary hemostasis, platelets, Von Willebrand factor, vascular wall,

laboratory tests.

SOPKERLY YESEMIA

PIRd by:
Mgs. Kerly Cabezas
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La hemostasia primaria tiene como finalidad la formacion del trombo blanco con la
intervencion de los trombocitos, pared vascular y proteinas plasmaticas como factor de Von
Willebrand (FVW) y fibrindgeno. Las plaquetas son partes citoplasmaticas sin nlcleo que

provienen de la segmentacion de precursores medulares denominados megacariocitos®.

Posteriormente a la lesion del endotelio el colageno es expuesto, los trombocitos se activan
y se fijan a ella, a través de la glicoproteina VI y FVW, mediante la glucoproteina Ib/IX/V
en su membrana. De igual modo se desgranulan, liberando agonistas plaquetarios, activando
asi a otros trombocitos. Los cuales se agregan unos con otros, mediante la unién de las
glucoproteinas 11b/111a, con cooperacion del fibrindgeno, de esta manera se forma el trombo

plaquetario?.

Segun la Federacion Mundial de Hemofilia desde el afio 1999 hasta el 2020 se presentaron
un total de 393.658 pacientes identificados con desérdenes de la coagulacion en todas las
regiones del mundo, de los cuales 241.535 con hemofilia A o0 B y de tipo desconocido,
87.729 con enfermedad de Von Willebrand (EVW) y 64.394 con varios trastornos

hemostaticos®.

La EVW es un trastorno hemorragico ordinario en los individuos, se extiende por todo el
mundo. Esta enfermedad se distingue por sangrados en la piel y en las membranas mucosas,
perjudica principalmente al proceso inicial de la hemostasia en la interaccion de las
plaquetas, factor de VVon Willebrand y endotelio vascular. La incidencia a escala global

oscilade 1 en 100y 1 en 10.000 personas*®.

Presenta una prevalencia de un 1 % de la poblacion en general. Se calculan 620.000 pacientes
que presentan sintomas a nivel mundial, de esta cifra cerca del 80 % residen en estados en
vias de progreso. En los Estados Unidos, alrededor de 125 personas por cada millon de
individuos manifiestan EVW con manifestaciones clinicas. En una investigacion realizada

en Italia anunciaron una prevalencia del 0,9 %, cerca de 8,2 casos por 1000 residentes®.
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Se distinguen 3 variedades fundamentales de EVW. De los individuos diagnosticados, el
tipo 1 presentan el 70 al 80 %, el tipo 2 presenta el 5 al 15 % y el tipo 3 presentan menos del
5%. La frecuencia de este Gltimo es de 1-5 por cada millon de residentes en Europa, mientras
que en Suecia e Israel de 3 por milldn. En Chile presentan una prevalencia del 2,71 y en
Venezuela del 1,75 por millon de individuos®.

Otro trastorno de la primera etapa de la hemostasia es la trombocitopenia inmune que se
observa en individuos de todas las etnias y razas. La incidencia en la poblacién adulta en los
Estados Unidos se calcula alrededor del 3,3 por 100.000 al afio. La prevalencia de este
trastorno es de 9,5 por cada 100.000 habitantes. En una investigacion donde se analiz6 datos
de la Comision de Atencion Médica de Maryland, se determind que la prevalencia de la
trombocitopenia inmune fue de 9,5 por 100.000 nifios con una edad de 1 a 5 afios; en nifios
de 6 a 10 afios fue de 7,3 por 100.000 y en nifios de 11 a 12 afios fue de 4,1 por 100.000.

La trombastenia de Glanzmann se distingue por una herencia autosdmica recesiva que se
encuentra presente a escala mundial, principalmente predomina en Asia, donde la endogamia
es comun. Se desconoce la prevalencia e incidencia exacta, en términos de distribucion
global, se han notificado aproximadamente 100 neonatos con este trastorno, presenta alta

incidencia en la poblacion judia-iraqui, en Jordania, Israel, Italia y Arabia Saudita®.

El sindrome de Bernard-Soulier se clasifica como el séptimo trastorno hemorragico mas
habitual que se hereda cuando los progenitores trasmiten un gen defectuoso en un par de
cromosomas autosémicos y se presenta en su forma recesiva. Se han informado que ocurre
en casi exclusivamente en hijos de padres consanguineos; en la parte norte del continente
americano, Japon y en el continente europeo, presenta una prevalencia en menos de 1 por
1,000.000. La incidencia de este sindrome puede ocurrir en mas de 1 por 1,000.000 debido
a que a menudo se diagnostica erroneamente cuando el paciente no manifiesta hallazgos

clinicos comunes o cuando los resultados de laboratorio no son concluyentes®.

En Ecuador, de acuerdo con los datos recopilados por Programa Nacional de Sangre hasta
diciembre de 2019 se registraron 814 pacientes, 116 poseen enfermedad de VVon Willebrand,
599 presentan hemofilia A, 78 presentan hemofilia B y 21 pacientes han desarrollado

inhibidores, los mismos que son asistidos en 17 hospitales ubicados en diversas provincias;
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Santo Domingo, Tungurahua, Imbabura, Pastaza, EI Oro, Bolivar, Esmeraldas, Santa Elena,

Pichincha, Azuay, Guayas, Loja y Manabi®°.

En una investigacion realizada en el Hospital Alfredo Noboa Montenegro que tiene como
tema “Prevalencia de la hemofilia en la provincia Bolivar”, se determind que del 100% de
los pacientes estudiados, el 10% tienen enfermedad de Von Willebrand y el 90% tienen
hemofilia A,

En Chimborazo, Becerra J en su investigacion titulada “Caracterizacion clinica y de
laboratorio en la enfermedad de Von Willebrand”, determiné que las manifestaciones
clinicas de la EVW se identifican por sangrados mucocutaneos de intensidad variable, en
otras palabras, alterna periodos hemorragicos con periodos asintomaticos, esto complica el
diagnostico de la enfermedad, generalmente la severidad de la hemorragia se asocia con el
nivel de disminucion del factor de Von Willebrand, sin embargo, no esta correlacionada con

la magnitud del tiempo de sangrado ni con su presencia'?.

En la investigacion realizada por Becerra J se establecio que las concentraciones del factor
de Von Willebrand se halla reducidas en un 25% en personas con grupo sanguineo O en
comparacion con los otros grupos, siendo esta la caracteristica clinica mas importante;
ademas para un diagnostico definitivo se requiere concentraciones reducidas de este factor

en sangre, en mas de una vez, con antecedentes de sangrado e historia familiar positivo!?,

A través de este trabajo, se pretende especificar las pruebas de laboratorio empleadas con el
fin de diagnosticar trastornos de la hemostasia primaria como son las anomalias plaquetarias

y vasculares, ya sea de origen constitucional o adquirido.

En el Capitulo | de la investigacion se encuentra los antecedentes, planteamiento del
problema, justificacion y los objetivos que se buscan alcanzar con la basqueda bibliografica
con relacion a las pruebas de laboratorio en la valoracion de la hemostasia primaria y las

causas de las alteraciones plaquetarias.

En el Capitulo 11 se describe todo lo referente al marco teérico; hemostasia, hemostasia

primaria, protagonistas claves de la hemostasia primaria como la pared vascular, el factor de
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VVon Willebrand y las plaquetas, fisiologia de la hemostasia primaria, pruebas de laboratorio

que valoran la hemostasia primaria y las alteraciones plaquetarias.

En el capitulo 111 se detalla la metodologia del trabajo de investigacion en el cual se describe
el enfoque, nivel, disefio, secuencia temporal, cronologia de los hechos, poblacion, muestra,
criterios de inclusion y exclusion. El capitulo IV contiene los resultados y discusién. En el
capitulo V se describe las conclusiones.

Es importante sefialar que la hemostasia primaria es un proceso fisiol6gico normal y forma
parte del mecanismo hemostatico del cuerpo cuando se lesionan los vasos circulatorios, por
lo tanto, se vincula con la formacién de un tapon plaquetario. Las alteraciones de esta se
manifiestan como un defecto en la cantidad o capacidad de las plaquetas que puede provocar
un sangrado excesivo o prolongado tras una lesion que puede considerarse una enfermedad
0 patologia. Por ejemplo, estas afecciones incluyen una trombocitopenia y trastornos
plaquetarios hereditarios*®.

Debido a la presencia de estas patologias en la hemostasia primaria, pueden presentarse los
cambios hemostaticos iniciales que tienen las siguientes caracteristicas; la tendencia al
sangrado de forma espontanea o aparece inmediatamente si hubo un trauma previo, suele
manifestarse como: hematomas, petequias, un sangrado prolongado por cortes, fatiga,
cefalea, agrandamiento del bazo®. Segiin American Cancer Society estos signos y sintomas

se presentan por un recuento bajo de las plaquetas de acuerdo con los rangos normales'*

¢Es necesario distinguir las diferentes pruebas de laboratorio en la valoracion de la

hemostasia primaria?

La presente investigacion tiene una magnitud importante debido a la exploracion de primera
linea, la cual estd limitado a un sin nimero de examenes. Si se solicita una prueba de
coagulacién se excluyen sistematicamente las coagulopatias, el estudio inicial puede revelar
inicialmente una trombocitopenia 0 EVW, que requiere un estudio especial, o puede

indicar trombocitopatias®.

La hemostasia primaria puede verse afectada por una variedad de alteraciones en las

plaguetas, las cuales cumplen con un mecanismo importante de defensa del cuerpo contra
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las hemorragias, las alteraciones pueden ser congénitas (desde el nacimiento) y adquiridas
(a lo largo de la vida), los trastornos mas frecuentes que se pueden presentar son;

trombocitopenia y la enfermedad de von Willebrand?®.

El presente trabajo contiene una extensa investigacion sobre las diferentes pruebas que
valoran la hemostasia primaria; serd de gran aporte a la sociedad beneficiando a individuos
de ambos sexos de cualquier rango de edad que presentan trastornos de la hemostasia

primaria como anomalias plaquetarias y vasculares, de origen congénito o adquirido.

El objetivo de la presente investigacion fue especificar las diferentes pruebas de laboratorio
en la valoracion de la hemostasia primaria, la cual estuvo planteada por los siguientes

objetivos especificos:

e Analizar los métodos y técnicas utilizados en el diagndstico de trastornos de la
hemostasia primaria.

e Distinguir las causas que producen alteraciones cuantitativas y funcionales de las
plaquetas.

e Interpretar los resultados de laboratorio que se presentan en patologias mas

frecuentes de la hemostasia primaria.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Hemostasia

Se presenta como un mecanismo fundamental de proteccion necesario del cuerpo, para
preservar la integridad del revestimiento vascular evitando la pérdida de sangre en el
momento en que los vasos sanguineos se lesionan, restablece la circulacién sanguinea una
vez que se ha reparado la lesion. Estas se dividen para su estudio en hemostasia primaria,
secundaria o fase plasmatica de la coagulacion y fibrindlisis?®.

Hemostasia primaria

Aborda sobre el desarrollo de la formacion del trombo blanco que empieza segundos después
de la lesion cuando interactian los trombocitos y la pared vascular, bloqueando el flujo
sanguineo hacia los capilares, arteriolas y venas. Los trombocitos que habitualmente
recorren en forma inactiva se fijan a la pared del vaso lesionado, liberando el contenido de
sus granulos e interactuan con otras plaquetas para formar la base del tapdn hemostatico
primario. Existen varios procesos que ocurren en el transcurso de la lesion vascular y que

permite la creacion de un tapdn plaquetario®®*.

Protagonistas claves de la hemostasia primaria

Pared vascular: Se encuentra en contacto con la sangre a través del endotelio, este esta
compuesto por una capa Unica de células de revestimiento endotelial, mientras que el
subendotelio esta compuesto de tejido conectivo y células de musculo liso; es rico en
colageno y factor de Von Willebrand. El endotelio es tromborresistente cuando esta expuesto
a la sangre, debido a que genera diversas moléculas que impiden la activacion de

trombocitos, regula de forma negativa la coagulacion o tiene accion profibrinolitica®*®,

El factor Von Willebrand: Se menciona como una glicoproteina sintetizada por células
endoteliales y megacariocitos. Se presenta en la sangre de forma multimérica, facilita la
unién y agregacion de las plaquetas en los pequefios vasos sanguineos en un entorno de alto

flujo de sangre'®*®,
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Plaquetas: Son fragmentos citoplasmaticos anucleadas de 1-3 um de diametro, tienen la
forma de disco biconvexo. La trombopoyesis es la formacion de nuevos trombocitos dura
aproximadamente 7 dias, se lleva a cabo en la médula 6sea y la hormona trombopoyetina es
responsable de su regulacién. Se distinguen 4 estadios progresivos, megacarioblastos;
elemento inmaduro, promegacariocito, megacariocito granular, y el megacariocito liberador

de plaquetas; el tiempo de vida de estas es menor de 12 dias!®!°. (Anexo 1)

Juegan un rol esencial dentro de la hemostasia y la patogénesis de la aterotrombosis. Tras la
rotura de una placa de ateroma, estas expresan diversas proteinas que intervienen en su
adhesion a la pared vascular lesionada y a la interaccion con plaquetas recién incorporadas,
formando el trombo blanco. Se sintetizan y liberan diversos agonistas, como son: difosfato

de adenosina, trombina y el A2 tromboxano 2°.

Fisiologia de la hemostasia primaria

Iniciacion: Establece un conjunto de cambios morfoldgicos, permitiendo la liberacion y la
agrupacion de las plaquetas; estas transformaciones son inicialmente cambiables. Los
trombocitos discoides cambian su forma a esférica, desarrollan seudépodos, los granulos se
ubican en el centro y se contactan con pliegues de la membrana, ocasionando la liberacion
de sustancias activas, potenciando asi la etapa de activacion plaquetaria; las plaquetas
adheridas, el endotelio dafiado y los eritrocitos, liberan ADP, esto permite que nuevos

trombocitos se unan y formen el tapon plaquetario®®.

Extension: La activacion plagquetaria es un proceso complicado, comienza en la superficie
celular debido a interacciones entre un agonista y su receptor plaquetario. El dafio endotelial
activa el sistema de coagulacién y produce cantidades pequefias de trombinay estas al unirse
con el colageno presenta una alta proporcion de ADP, desencadena la desgranulacion de los

trombocitos'®.

Tras la activacion, el trombocito libera el material de los granulos alfa y densos, en la
segunda fase, los lisosomas secretan su contenido y compuestos de oxidacion del acido
araquiddnico. La liberacion de sustancias activas como ADP, fibrin6geno, trombospondina,
y FVW por los trombocitos incrementa la adhesién y la agregacion de estos, ayuda a la

coagulacion plasmatica y aumenta la tonalidad vascular y la vasoconstriccion®®.
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Perpetuacion: La glucoproteina I1b/Illa no se adhiere al fibrindgeno de los trombocitos no
estimulados. Aunque, después de su activacion plaquetaria, la glucoproteina I1b/111a padece
una transformacion estructural que la cambia en un captador de alta compatibilidad para el
fibrindgeno. El cual, establece conexiones entre trombocitos adyacentes, lo que conduce a

la agregacion plaquetaria®®. (Anexo 2)

Pruebas de laboratorio

Conteo plaquetario y morfologia de las plaquetas

Se determina mediante equipos automatizados, y los rangos normales son de 150.000 a
400.000 por mm?. La observacion microscopica del extendido sanguineo es fundamental
para corroborar el nimero de plaquetas obtenido por el equipo y buscar posibles
interferencias y anomalias probables®®.

Recuento por el método directo: Es el recuento del nimero de plaquetas por milimetro
cubico de sangre; procedimiento en el cual se utiliza la camara de Neubauer y un liquido de
dilucion?t.

Técnica de Brecher Cronkite

Tabla 1. Composicidon del reactivo de dilucion y técnica de Brecker Cronkite

Reactivo de dilucion Oxalato de amonio 1% (solucion hipotonica)

Oxalato de amonio 19
Agua destilada 100 mL

Procedimiento

Realizar una dilucion de sangre; 1:200 o 1:20 con una solucién hipotonica, aspirar la
sangre hasta la marca 1.0. Por ultimo, se aspira liquido hasta la sefial 101, apartar el tubo
aspirador y obturar los extremos de la pipeta. Mezclar inmediatamente por 2 a 3 minutos,
desechar las primeras 6 0 7 gotas y se procede a cargar en la cAmara de Neubauer. Dejar
sedimentar por un tiempo de 20 minutos en una placa Petri, cuyo fondo tenga papel filtro
humedo. Finalmente se va a contar con el lente objetivo de 40 x en las mismas

cuadriculas para eritrocitos y se procede a calcular?®

21



Formula:

N x 200 x 10 x 400
80

# de plaquetas por mm3 =

Técnica de Rees Ecker

Tabla 2. Composicion del reactivo de dilucion y técnica de Rees Ecker.

Composicion del reactivo de Rees Ecker

Azul de Cresil Brillante 1g/L
Sodio Citratado 38 g/L
Formol Neutro 22 mL
Agua Destilada 978 mL

Procedimiento

Depositar en un tubo de ensayo 1,98 mL de liquido de Rees Ecker, pipetear 20
microlitros de sangre junto al liquido diluyente, luego tapar con papel de parafina y
agitar. La sangre estard diluida 100 veces (1/100). Cargar la mezcla en la cdmara de
Neubauer y colocar dentro de una placa de Petri, cuyo fondo tenga papel filtro hiumedo,
tapar y dejar durante 15 minutos. Colocar el filtro de luz verde en el microscopio optico
y empezar el recuento con el lente de 40x, las plaguetas se visualizan como puntos negros
rodeados de un halo blanco, que se distingue al mover el tornillo micrométrico, debido

a que poseen birrefringencia?®.

Formula

NxD x10x400
80

# de plaquetas por mm3 =

Recuento por el método indirecto: Se utiliza el extendido de sangre periférica para el
conteo de plaquetas por milimetro cubico, bajo el microscopio se observa la morfologia
plaquetaria. Este método es una forma de evaluacién cualitativa de las plaquetas en la

muestra de sangre?®?.
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Técnica

e Extraer sangre con EDTA o Heparina

e Hacer una extensién sanguinea posteriormente usar una tincion hematoldgica

Giemsa 0 Wright para tefiir la muestra de sangre.

e Colocar una gota de aceite de inmersion para visualizar la muestra en el microscopio

con lente de 100X.

e Contabilizar la cantidad de plaquetas presentes en 10 campos microscopicos.

e Calcular la media de la cantidad de plaquetas contabilizadas en los 10 campos

microscopicos?2. (Anexo 3)

Formula

3:

Media del # de plaquetas contadas

x 10000

# de plaquetas por mm

Resultados

# de campos microscopicos

Valores normales de plaquetas: 150.000 a 400.000 por mm?3

Alteraciones cuantitativas:

Alteraciones cualitativas:

e Trombocitosis: > 400.000
e Trombocitopenia: < 150.000
e Trombocitemia: > 1000000

Macro plaquetas
Micro plaquetas

Agregados plaquetarios

Tiempo de sangria

Determina el tiempo que requiere en detenerse la salida de sangre causada por la incisién

ejecutada en pequefios vasos sanguineos superficiales?®. Se clasifican en dos técnicas

importantes que a continuacion se detallaran:
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Técnica de Duke

Se empieza desinfectando con torundas de alcohol al 80% el I6bulo de la oreja, luego con
una lanceta pinchar el I6bulo de la oreja, posteriormente se recoge cada gotita de sangre con
un papel filtro, cada 30 segundos. Es muy importante que no se toque la herida con el papel
debido a que se puede romper el trombo plaquetario. El tiempo de hemorragia es
contabilizado por un crondémetro, desde que se ha puesto en marcha éste hasta que cese la
hemorragia®®. (Anexo 4)

Resultado normal: 1-3 minutos.

Técnica de Ivy

Primero, desinfectar la zona del antebrazo con alcohol al 80%, después se va a colocar en el
brazo el esfigmomandmetro bajo presion continua de 40 mmHg. A continuacion, se realiza
1incision en el antebrazo con una lanceta desechable (1 milimetro de ancho por 1 centimetro
de largo). Por ultimo, iniciar el cronémetro y usar papel de filtro para absorber las gotas de
sangre que se forman cada 30 segundos, pero no tocar el borde de la herida para evitar la

separacion del coagulo; hasta que la sangre deje de fluir?*. (Anexo 5)

Resultado normal: 2-5 minutos

Prueba de resistencia o fragilidad capilar (prueba de Rumpel-Leede)

La prueba de Rumpel-Leede es una técnica que evalla la tenacidad que presentan las paredes
capilares a la anoxia y al incremento de la presion intracapilar. Utilizada para el diagndstico
del Dengue y diferentes trastornos hemorragicos por el aumento de la fragilidad?.

Técnica

Se empieza dibujando un circulo de aproximadamente 5 cm de diametro delante del
antebrazo, cuyo borde superior estd 5 cm por debajo del pliegue del codo. Luego ubicar en

el brazo elegido el manguito del esfigmomanometro y posteriormente insuflar aire en el

interior de este, hasta ejercer una presion semejante a la presion arterial media del paciente,
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mantener la presion durante un tiempo de 5 minutos. Finalmente se retira el manguito del
esfigmomandmetro y se contabiliza la cantidad de petequias que se han presentado en el
interior del circulo®. (Anexo 6)

Resultados

Las petequias aparecen como pequefias manchas rojas en la piel.
e Negativo: menor a 10 petequias.
e Dudoso: si indica la presencia de 10 a 20 petequias.

e Positivo: mayor a 20 petequias.

Prueba de retraccion del coagulo (método de MacFarlane)

Es un método cuantitativo que evalta la capacidad de las plaquetas para retraer el coagulo;
depende principalmente de la funcion normal de los trombocitos y de la fibrina, sucede por

la interaccion entre los seuddpodos de los trombocitos y las cadenas de fibrina??.

Técnica

La prueba de retraccion del codgulo se ejecuta colocando 5 ml de sangre no anticoagulada
en un tubo de vidrio graduado e insertando un alambre con maltiples espirales en su extremo
inferior. Posteriormente se incuba el tubo a 37 °C durante 1 hora, transcurrido el tiempo, se
retira el alambre con el coagulo adherido. Por Gltimo, leer el volumen del suero que queda

en el tubo, reflejando el resultado como porcentaje??. (Anexo 7)

Formula

Volumen sobrante

% de retraccion del coagulo = Volumen inicial x 100

Resultados

e Retractil: 40-65%; el codgulo de sangre se separa completamente del tubo.
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e Irretractil: menor al 40%; permanece el coagulo pegado a las paredes del tubo?2?.

Actividad del cofactor de ristocetina (FVW:RCo)

La prueba FVW:RCo evalta el potencial del FVW para aglutinar plaquetas normales
adheridas con formaldehido en presencia del antibidtico cofactor de ristocetina. La cantidad
de aglutinacién incitada por la ristocetina se encuentra asociada con la proporcion del FVW,

por ultimo, se establece como porcentaje de actividad mediante un agregémetro?®,

Técnica

El plasma fresco recogido con un anticoagulante de tipo citrato (muestra) se procesa
realizando diluciones en solucion salina tamponada 1:2 del plasma de control y 1:4 del
plasma en analisis. Posteriormente, utilizando el agregometro se realiza un anélisis de las
plaquetas activadas con buffer salino y se procede a incubar por 1 minuto. Luego se agrega
la ristocetina, posterior a los 45 segundos se agrega las diluciones anteriores. Por ultimo, el
agregometro origina una curva de agregacion plaquetaria en porcentaje y tiempo. La presente

prueba es capaz de confirmar la presencia de la EVW 28, (Anexo 8)

Resultados normales: 56 % (56 Ul/dL) a 187 % (187 Ul/dL).

Recuento de plaquetas por el método de impedancia

Las células son consideradas como particulas absolutamente resistivas y no conductoras en
este método. En el momento en que las células estan suspendidas en una solucion
electrolitica y pasan por medio de una abertura, se detecta el cambio en la impedancia
eléctrica en esa area. Este método puede ser utilizado para obtener el tamafio y el nimero de
células debido a que cada una de las células proporciona una sefial de impedancia, la cual es

proporcional al volumen de las células detectadas??.

El analizador dispone de un software que tiene incorporado una formula con el fin de que la

doble coincidencia sea rectificada. Si bien, la correccion del conteo no define si el pulso
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grande se debe al paso de dos células pequefias 0 una célula, debido a que no es el camino
para rectificar el volumen celular. Los pulsos adquiridos posibilitan proyectarlos en una

distribucion normal y observarlos en el analizador hematoldgico como histogramas??.

Posibles interferencias

e Recuento de plaquetas grandes como glébulos rojos lo cual podria dar como
resultado una trombocitopenia falsa.

e Una falsa trombocitopenia puede ser causada por la presencia de agregados
plaquetarios y a la formacion de satelitismo en la muestra de sangre.

e Laincompatibilidad con anticoagulantes como el EDTA da como resultado una falsa
trombocitopenia

e EIl conteo de fragmentos o hematies displasicos pueden causar una falsa
trombocitosis.

e Los hematies microciticos son contados como plaquetas, debido a que pueden poseer

el mismo tamario?Z.

Analizador de la funcién plaquetaria o PFA-100

Se utiliza como una opcion adicional a las pruebas fundamentales de coagulacion. Facilita
una valoracion veloz de la funciéon de los trombocitos a través de un proceso que usa

cantidades minimas de sangre con el anticoagulante citrato de sodio?.

Técnica

Las muestras sanguineas utilizadas se absorben mediante un capilar en el cartucho del
equipo, ademas se hallan a su paso una membrana recubierta de colageno y epinefrina, o con
colageno y adenosindifosfato. Los cartuchos de PAI constan de un almacén de muestra, un
capilar y una membrana cubierta por medio de 2 miligramos de equina-colageno de tipo | y
10 mg de bitartrato de epinefrina, mientras que el cartucho de ADP contiene colageno de

tipo | con 50 miligramos de adenosina 5’difosfato?.
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Esta membrana provoca la union, activacién y agregacion plaquetarias, lo que desencadena
la obstruccion de la abertura central de 150 pm y la interrupcion del flujo sanguineo; el
instrumento calcula el tiempo necesario para bloquear el orificio central con un trombo

plaquetario®. (Anexo 9)

Resultados: Si no se cierra la abertura después de 300 segundos, se informa como "sin

cierre"?,

Agregacion plaquetaria

El principio de la pruebaes utilizar sustancias agonistas para inducir la adhesion y
agregacion plaquetaria in vitro; el método de medicion mas comunmente utilizado es
la turbidimetria, donde se agregan agonistas (ADP, epinefrina) a través de un plasma rico o

pobre en plaquetas .

Técnica:

La muestra sanguinea obtenida con citrato de sodio, se centrifuga a 1000 rpm por 15 minutos,
adquiriendo PRP, este plasma se pone en un recipiente a 37°C entre una celda solar y una
fuente de luz. Para obtener el PPP se va a centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos. Una vez
obtenido PRP y PPP se afiade un agonista plaquetario; adenosindifosfato, epinefrina,
colagena, trombina, ristocetina y el acido araquidonico, con el que se agregaran las
plaquetas. Cuanto mayor es la agregacion plaquetaria, mayor es la transmision de luz
y viceversa. Por ultimo, la agregacion plaguetaria va a generar una curva de acuerdo con el

porcentaje y tiempo®!. (Anexo 10)

Resultados

e Valores Normales: 30% al 64,5%

e Hiperagregacion plaquetaria: Mayor al 80%
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Alteraciones Plaquetarias

Trombocitopenias hereditarias

Recuento de plaquetas moderadamente bajo y disfuncién plaquetaria; poco o ningun
sangrado clinico. No se puede sospechar su origen genético sin antecedentes familiares, ya
sea porque se hereda de forma recesiva, la trombocitopenia hereditaria pertenece a un gran
grupo de enfermedades raras, mutaciones germinales en la formacion del trombo

plaquetario®.

Trombocitopenias amegacariociticas congénita: Se trata de una insuficiencia poco comdn
de la médula 0sea que se presenta al nacer con trombocitopenia hipomegacariocitica y sin
otras caracteristicas fisicas. Este trastorno somatico recesivo es provocado por diversas

mutaciones del gen c-MPL, que provocan una disfuncion del receptor de trombopoyetina®.

Trombocitopenia con ausencia de radio: Es un trastorno genético que provoca el bajo
recuento de plaquetas y anomalias 0seas; especificamente por la ausencia bilateral del radio.
En la medula dsea, el nUmero de megacariocitos se reduce, asi como tambien se presenta un
gran aumento de las concentraciones del receptor de la trombopoyetina. La trombocitopenia
por defecto del radio tiene un patron genético especifico que requiere una combinacion, y se

presenta como una rara variante de un solo alelo®.

Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS): Se le identifica por ser un trastorno genético
recesivo que esta vinculado al cromosoma X. Excepto en casos raros, el WAS se caracteriza
clinicamente por microtrombocitopenia, moderada o grave y por una susceptibilidad a

infecciones por inmunodeficiencia®.

Enfermedad relacionada con el gen MYH9 (MYH9-RD): Se presenta como una patologia
autosémica dominante, debido a la presencia de la alteracion del gen MYH9 en donde se
codifica la cadena pesada I1A sin miosina. Mdsculo (proteina NMM-11A) implicado en la

contractilidad citoesquelética®.
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Trombocitopatias hereditarias

Defectos en la membrana plaquetar

Alteraciones en las glicoproteinas de la membrana de los trombocitos provocan
imperfecciones en la interrelacion entre la pared vascular y las plaquetas, de igual manera

en la relacion plaqueta-plaqueta®.

Sindrome de Bernard-Soulier (SBS): Se presenta como una forma recesiva autosdmica
ocasionada por los cambios en la composicidn genética en 4 genes que codifican las cadenas
de las glucoproteinas Ib alfa y beta, y la glucoproteina IX, que va a delimitar la ausencia de
los complejos glicoproteicos GP 1b/1X/V, mientras que SBS adquirido presenta un defecto
de agregacion plaquetaria inducida por farmacos como el antibidtico ristocetina o el veneno

botrocetina, este proceso requiere suficiente interaccion entre los complejos del FVW?,

Trombastenia de Glanzmann: Es un trastorno recesivo autosomico, su principal causa es
la carencia del complejo GP a2bb3, que impide la formacion del tapén plaquetario. Se
presenta por diversas mutaciones en donde van a codificar secciones de GP a2bb3, estas van
a localizarse en el cromosoma 17. Cabe mencionar que, al presentarse esta alteracion

plaquetaria, no se va a poder unir correctamente al fibringeno®®.

Defectos de los granulos plaquetarios

Deficiencia de almacenamiento de granulos densos delta: Carencia en los granulos
densos del contenido de ADP y serotonina. Esta alteracion autosémica dominante hereditaria
pueden asociarse a enfermedades como: sindrome de Hermansky-Pudlak, albinismo

oculocutaneo, sindrome de Chédiak-Higashi®®.
Sindrome de la plaqueta gris: Esta enfermedad hereditaria se presenta de forma recesiva

0 autosémica dominante, se identifica por la incompetencia de los trombocitos para acumular

proteinas a los granulos alfa; otorgandole una apariencia gris en el extendido sanguineo®®.
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Trastorno plaquetario de Quebec: Revela una alteracion dominante autosémica en donde
se produce una degradacién anormal de varias proteinas presentes en los granulos o a causa
de un aumento del activador del plasmindgeno. Esta alteracion se caracteriza por la carencia

de agregacion plaquetaria provocada por la epinefrinal®.

Enfermedad de VVon Willebrand

Es el trastorno méas habitual de la hemostasia, ocasionado por alteraciones hereditarias del
FVW. Esta enfermedad se presenta de forma recesiva o autosémica dominante, perjudica a
individuos de ambos sexos. EI FVW posee una doble tarea: por un lado, interfiere en la union
de plaquetas y, por otro lado, es el responsable de conservar los niveles del factor VIII en

circulacion actuando como molécula transportadora®.

Actualmente se han clasificado tres tipos con subtipos diferentes de esta enfermedad. La
variante 1 presenta una reduccion parcial en los niveles circulantes del FVW, la EVW tipo
2 abarca las variantes de la enfermedad y puede presentar niveles normales o disminuidos
de FVW, el tipo 3 es una forma severa de la enfermedad asociada con la escasez del FVW

plasmético. En el cromosoma 12 se encuentra el gen del FVW?™°.

Trombocitopenias y trombocitopatias adquiridas

Trombocitopenias centrales: En tales casos, la produccion de plaquetas en la medula 6sea
falla, pese a que el tiempo vital promedio de los trombocitos en la sangre es de 7 a 9 dias.

La deficiencia medular puede ser causada por alteraciones que influyen a la trombopoyesis*®.

Trombocitopenias aloinmunes: Los trombocitos poseen diversos complejos antigénicos
como los antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad y varios de la tipificacion ABO
aptos de alentar la sintesis de anticuerpos. Las plaguetas presentan antigenos concretos
nombrados PLA, localizados en establecidos epitopes de la glucoproteina Illa. Los
anticuerpos anti-HLA o los sistemas anticuerpo-farmacos son aptos de fijar complemento y

ocasionar la destruccion plaquetaria®®.
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Trombocitopenia neonatal: Se presentan en infantes criticamente enfermos,
principalmente en prematuros, que presentan coagulacion intravascular diseminada o sepsis.
En varios nifios los trombocitos progenitores no tienen el antigeno plaquetario PLA-1 dando
origen a un sindrome en el que el paso de plaquetas PLA-1+ del nifio a la progenitora provoca

la presencia de anticuerpos que actiian contra las plaquetas en la madre!®%.

Purpura postransfusional: No tienen el antigeno PLA-1 en la membrana de los
trombocitos, estos pacientes poseen la opcidon de ser sensibilizados por medio de la
transfusion de sangre PLA-1+. Los signos clinicos son pocos, y Unicamente tienen como

problema la destruccion inmediata de las plaquetas transfundidas®®.

Trombocitopenia inducida por farmacos o TIF: Este trastorno es la causa frecuente de
conteos bajos de plaguetas. Los mecanismos responsables de la TIF engloban una reduccién
en la produccién (supresion medular) o una elevacion en la destruccion (por mecanismos

inmunes)°8.

Trombocitopenia inmune primaria

La trombocitopenia inmune primaria (PTI) es una anomalia adquirida que afecta a adultos e
infantes produciendo una trombocitopenia causada por el sistema inmunitario. Presenta las
siguientes caracteristicas: 1) presencia de una trombocitopenia periférica; 2) en la médula
Osea existe la presencia de megacariocitos; 3) deteccion de autoanticuerpos que atacan a las

plaquetas; 4) carece de la afeccion subyacente?®.

Trombocitopenias complejas

Purpura trombdética trombocitopénica: Puede tener una causa genética familiar por la
carencia de la enzima proteasa ADAMTS13 responsable de la ruptura del FVW. Esta enzima
codifica mutaciones genéticas que identifica defectos severos de la proteasa. La variante
adquirida puede originarse sin una causa identificable o manifestarse en un cancer, en

enfermedades autoinmunes o en el uso de medicamentos?®®.
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Sindrome hemolitico urémico: Presenta manifestaciones clinicas, se distingue por la
existencia de anemia microangiopatica hemolitica, trombocitopenia e insuficiencia renal
aguda. El SHU se desarrolla después producirse un dafio en la célula endotelial. Este dafio
endotelial conducira a una activacion de las plaquetas con la posterior agrupacion plaquetaria
y el desarrollo de trombos en la microcirculacion. Aquellos microtrombos causaran el
blogueo de la luz vascular y, por ende, isquemia tisular. Adicional, la anemia hemolitica se
origina cuando los eritrocitos atraviesan estos trombos plaquetarios y se fragmentan®.
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA

Enfoque de la investigacién.

Tiene un enfoque cualitativo porque que se caracterizo por la recoleccion de datos, donde se
obtuvo informacién de libros, articulos cientificos, documentos de medios que garantizaron
su autenticidad y que ofrecieron una investigacion certera y veridica sobre las pruebas de

laboratorio en la valoracion de la hemostasia primaria.

Tipo de Investigacion.

Segun el Nivel

La investigacion fue de nivel descriptivo en vista de que se analizd y detalld las
caracteristicas de cada una de las pruebas de laboratorio que fueron necesarias para la
valoracion la hemostasia primaria mediante la basqueda de informacion en diferentes bases

de datos ya sea de libros, articulos cientificos, revistas actualizadas y relevantes.

Segun el disefio

El presente trabajo fue de disefio documental, no experimental dado que permitio el estudio
del tema propuesto donde se amplié, profundiz6 y correlacion6 con otros estudios
semejantes de publicaciones previas con avances cientificos/tecnologicos, la informacion
que se utilizé para la propuesta de este tema se obtuvo de diversas fuentes bibliograficas,
actualizadas y de relevancia con caracter cientifico en el que hicieron mencion a las pruebas

de laboratorio en la valoracion de la hemostasia primaria, sin manipulacion de variables.
Segun la secuencia temporal
Esta investigacidn fue tipo transversal debido a que su caracteristica fue la recoleccion de

datos en un periodo de tiempo determinado y Unico, con un solo grupo de resultados y sin

ningun grupo de controles.
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Segun la cronologia de hechos

El trabajo de investigacion fue de tipo retrospectivo por razones de que el estudio se empezd
siguientes a los hechos, los datos de diversos estudios se hallan registrados en distintas
revistas cientificas y publicaciones confiables, veridicas y asociadas a las pruebas de

laboratorio en la valoracion de la hemostasia primaria.

Poblacion

Para esta investigacion el total de la poblacion fue establecida con 65 fuentes bibliograficas,
primordialmente articulos cientificos actualizados y relevantes en bases de datos como
Elsevier, Google académico, Medigraphic, Scielo, Science Direct y PubMed, que
contribuyeron con informacion acerca de las pruebas de laboratorio para la valoracion de la

hemostasia primaria.

Muestra

Para conformar la muestra se selecciond 30 fuentes bibliograficas, especificamente articulos
cientificos que fueron sometidos a criterios de inclusion y exclusion. Estos correspondieron
a publicaciones de articulos e investigaciones confiables y veridicas relacionadas al tema a
tratar, que se hallan en bases de datos como Elsevier, Google académico, Medigraphic,

Scielo, Science Direct y PubMed.

Criterios de inclusion:

e Articulos cientificos con informacion actualizada y relevante acerca de las diferentes
pruebas de laboratorio para la valoracion de la hemostasia primaria.

e Articulos cientificos y libros en distintos idiomas, debido a que diversas
investigaciones referentes al tema se encuentran dichos idiomas.

e Articulos Cientificos de los ultimos 10 afios de haber sido publicados pero vigentes

en informacion.
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Criterios de exclusién:

e Articulos cientificos cuyos contenidos demostraron informacion poco relevante o no
vigente, también se descartaron articulos cientificos mal documentados o
incompletos.

e Atrticulos cientificos que no se hallaron en las bases cientificas.

e Articulos cientificos que cuentan con més de 10 afios de haber sido publicados.

Métodos y procedimientos

Se selecciond las fuentes bibliograficas tomando en cuenta el titulo y resultados del estudio,
para establecer el grado de correlacion con el tema a abordar. Posteriormente se efectud una
lectura critica de las investigaciones realizadas por los investigadores y profesionales.
Después se escogid dichas fuentes bibliograficas que cumplen con los criterios de inclusion
y exclusion. Finalmente, este trabajo de investigacion fue elaborado a partir de las fuentes

de informacion seleccionadas.

Técnicas y materiales

Se emple6 fundamentalmente la revision de distintas fuentes bibliograficas para la
recoleccion informacion certera y veridica que hizo posible la ejecucion de la investigacion.
Los materiales englobaron cada una de las fuentes bibliograficas de las cuales se recopilaron

los articulos.

Consideraciones éticas

Este trabajo investigativo fue de recopilacion bibliografica por lo que, no se toma en cuenta
las consideraciones éticas. Sin embargo, se cumple con todas las normas de anti-plagio y de

fundamentos bioéticos establecidos.
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Estrategia de basqueda bibliogréafica

DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA

:

Planteamiento del problema a
investigar
Exploracion de fuentes

de informacion

!

Base de datos cientificas: Elsevier,

Google académico, Medigraphic,

Scielo, Science Direct, PubMed y
Ministerio de Salud Publica del

Ecuador.

Cumple con los criterios de
inclusion: 30
Contiene informacion ligada al
objetivo de la investigacion,

publicados en los ultimos 10 afos.

|

Articulos seleccionados: 30
Elsevier (2), Google académico (7),
Medigraphic (4), Scielo (11), Science
Direct (2) y PubMed (4).

!

Analisis critico, parafraseo de la
informacion, y citas siguiendo las

pautas de Vancouver:

Los articulos seleccionados se visualizan en el
Anexo 11

N\
\

Especificar pruebas de laboratorio para la

valoracion de la hemostasia primaria

Identificacion de conceptos: Plaquetas,
Hemostasia primaria, Trombocitopenia,

trombocitopatias, FVW.

Seleccion del idioma: revistas en el

idioma espafiol e inglés

l

Revisadas: 65 revistas cientificas
Elsevier (3), Google académico (14),
Medigraphic (8), Scielo (25), Science
Direct (4), PubMed (11).

¢

Ejecutar criterios de inclusion y exclusion

para la eleccion de articulos y libros

l

No cumple con los criterios de
inclusion: 35

Documentos poco relevantes para el
presente trabajo investigativo y superan

los 10 afos de publicacion.
}

Articulos excluidos: 35
Elsevier (1), Google académico (7),
Medigraphic (4), Scielo (14), Science
Direct (2), PubMed (7)
b

Articulos descartados: 35
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Métodos y técnicas utilizados en el diagnéstico de trastornos de la hemostasia primaria.

Pruebas de
N° Autores Poblacion Laboratorio Metodos/Técnicas Trastorno
Recuento de Plaquetas Manual
Enfermedad de Von
. Tiempo de Sangria Manual: técnica de Duke
1 | Nieto C, et al®. 4,092 P g Willebrand
Recuento de plaquetasy | Manual: extendido sanguineo
morfologia plaquetaria Sindrome de Bernard-
2 | Campo M, et al*. 305 . . . - [
P Agregacion plaquetaria Automatizado: agregometria Soulier
3 Mora J, et al*. 723 Recuento de plaquetas Manual Trombocitopenia Inmune
Primaria
Recuento de plaquetasy | Manual: extendido sanguineo Trombocitopenia Inmune
4 | GarcialL, et al®. 200 morfologia plaquetaria Primaria
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Rodriguez L, et al*. 126 Agregacion plaquetaria Automatizado: agregometria Sindrome de la plaqueta
gris
Mendoza Y*. 312 Prueba de retraccion del | Manual Tromboastenia
coagulo
Recuento de plaquetas Manual
Heller P, et al*. 114 Automatizado: contador Trombocitopenias
Morfologia plaquetaria hematoldgico automatizado hereditarias
(Sysmex XS1000i)
Agregacion plaquetaria Automatizado: turbidimétrico de
Born
Mesa L, et al*’. 192 Agregacion plaquetaria | Automatizado: turbidimétrico de Trombocitopenias

Born
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9 | Gonzélez & Arpa®, 75 Prueba de resistencia o | Manual: técnica de Rumpel- Trombocitopenia
fragilidad capilar Leede inducida por dengue
Recuento de plaquetas Manual

10 | Gutiérrez C, et al®®. 64 Trombocitopenia
Prueba de resistencia o | Manual: técnica de Rumpel- inducida por dengue
fragilidad capilar Leede

11 | Hernandez E, et al®°. 155 Actividad del cofactor de | Manual: determinacion Enfermedad de Von
ristocetina semicuantitativa Willebrand

12 | Wieland I, et al*. 20 Analizador de la funcion | Automatizado: PFA-100 El sindrome de Von

plaquetaria

Willebrand adquirido

Disfuncion plaquetaria
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Discusion

Varios autores*®*#3 coinciden en que el recuento de plaquetas por método indirecto
(extension sanguinea) es una de las pruebas globales que se utilizan para la evaluacion de la
hemostasia, dado que en pacientes normales refleja el equilibrio presente entre la produccion
en médula 6sea y los trombocitos en circulacion periférica, ademas de determinar su nimero,
tamafio y forma. Mientras que otros autores*?#®4° realizaron el conteo de plaquetas en
camara de Neubauer. También, Heller P, et al*® determiné el volumen plaquetario a través
del contador hematol6gico (Sysmex XS1000i), lo que facilito la clasificacion en base al
tamano plaquetario.

Otra de las pruebas importantes en la valoracion de la hemostasia primaria es el tiempo de
sangria. Nieto C, et al*® menciona en su estudio que el tiempo de sangria es una medida del
componente plaquetario y vascular, ademas concluyd en que la causa que ocasiono la
prolongacion del tiempo de sangria por el método de Duke fue la enfermedad de Von
Willebrand.

Varios autores concuerdan en que la evaluacion de la funcion plaquetaria se realiza mediante
agregacion plaquetaria*#+447 En la investigacion realizada por Heller P, et al*, la prueba
agregacion plaquetaria se efectu6 por el método turbidimétrico de Born, donde se hizo uso
de un lumi-agregdémetro, en el cual se incubd el plasma rico en plaquetas de controles y
pacientes, con los diferentes agonistas ADP, epinefrina, ristocetina, acido araquidonico,
colageno, y FVW. La prueba de agregacion se ejecutd unicamente en los casos gque tenian

cantidades de PRP superiores a 100.000 plaquetas por mm?®,

Rodriguez L, et al* en su estudio ejecutado a 126 mujeres con pérdidas fetales recurrentes
concluyo6 que el diagndéstico del sindrome de plaquetas pegajosas se realiza a través de la
técnica de agregometria que establece el porcentaje de agregacion por turbidimetria en

presencia de epinefrina y de los agonistas ADP a diferentes concentraciones.

La retraccion del codgulo depende esencialmente de la fibrina y de la funcién normal de los

trombocitos. Mendoza Y*° en su investigacion realizada a 312 pacientes, en la que se efectud
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la prueba de retraccion del codgulo manual, obtuvo como resultado que; 12 de las muestras

fueron parcialmente retractiles. Esté técnica se realiza por el método manual.

En la investigacion realizada por Gonzéalez & Arpa*® a 75 pacientes, la prueba de Rumpel-
Leede fue positiva en 12 casos; mientras que, en el estudio realizado por Gutiérrez C, et al*®
a 64 pacientes, 52 pacientes dieron positivo, presentando mas de 20 petequias en el circulo
de 5 cm de didmetro, por tal motivo el conteo de plaquetas present6 valores bajos, en los
individuos que poseen dengue, indicando una trombocitopenia inducida por dengue.

La prueba actividad del cofactor de ristocetina semicuantitativa calcula la habilidad del FVW
para aglutinarse con plaquetas normales. Segun, la investigacion realizada por Hernandez E,
et al*®a 155 pacientes; el FVW y las plaquetas interact(ian con un antibidtico, la ristocetina,
también menciona que el uso de esta se suspendio en pruebas clinicas debido a que causa
trombocitopenia, si bien ain se utiliza en las pruebas de laboratorio, dado que es, la prueba

funcional mas aceptada para el FVW.

Segln Wieland I, et al®! dentro del PFA-100, las muestras sanguineas se absorben a elevadas
velocidades por medio de un capilar en el cartucho del equipo y en su travesia se hallan con
una membrana que contiene una capa de colageno-epinefrina, o con colageno junto con
ADP. Esta membrana provoca la unién de plaquetas, activacion y formacion de agregados
plaquetarios. Se reporta el tiempo (segundos) que requieren los agregados plaquetarios en

obstruir el orificio; despues de 300 segundos, se informa como «sin cierre».
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Tabla 4. Causas que producen alteraciones cuantitativas y funcionales de las plaquetas.

Género
2 |2
N° Autores Poblacion | = E Alteraciones Causas
[&]
2 S s .
s |8 Cuantitativas/funcionales
Macro plaquetas Desorden relacionado al gen MYH9
46
1 | Heller P, etal™. 114 62 | 52 Micro Plaquetas Mutacion del gen WAS (Wiskott-
Aldrich).
Macro plaquetas Mutacion heterocigota compuesta en el
2 | Regueiro A, et al®2. 1 1 - Trombocitopenia gen NBEAL?2
Reduccion de los granulos a en
plaquetas y megacariocitos
Rodriguez B, Diaz L, Santa Trombocitopenia
3 | M3, 1 1 - Macro plaquetas desagregadas Mutaciones Genéticas
Plaquetas gigantes e inclusiones
4 | Conte G, Lbépez M, Alarcon 3 1 2 tipo cuerpos Dohle Mutaciones del gen MYH-9.
P>, Trombocitopenia
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Aldana A, et al®®.

47

32

15

Trombocitopenia

Presencia de autoanticuerpos dirigidos

contra las plaquetas

Pinilla A, et al’®.

Trombocitopenia

Farmacos:

Ceftarolina
Daptomicina

Bueno M, et al®’.

Trombocitopenia

Tamoxifeno

Letrozol

Martinez E, et al®®.

Trombocitopenia

Aloanticuerpos plaquetarios

reacciona con un antigeno de

plaquetas

que

las

Tirupathi K, et al*®.

200

112

88

Trombocitopenia

Sepsis, Asfixia al nacer
Prematuridad

Intra-retraso uterino
Hiperbilirrubinemia
Sindrome de dificultad
respiratoria

Sindrome de aspiracion de
meconio

Bajo peso al nacer.

10

Saldafia C, et al®.

250

129

121

Trombocitopenia

Prematuros
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Discusion

En la tabla 2 se evidencian las diferentes causas presentes en las alteraciones cuantitativas y
funcionales de las plaquetas; segn Heller P, et al*® en su investigacion realizada a 114
pacientes, el 80% de las familias presentaron macro plaquetas causada principalmente por el
desorden asociado al gen MYH9, el 2% tuvieron micro plaquetas ligada al cromosoma X
que se diagnosticd tras el descubrimiento de una mutacién del gen Wiskott-Aldrich y el 18%

presentd plaquetas de tamafio normal.

De acuerdo con el andlisis realizado por Regueiro A, et al®?, el sindrome de plaquetas grises
(SPG) se caracteriza por presentar las siguientes alteraciones; macro trombocitopenia y
disminucion de los granulos alfa en plaquetas y megacariocitos, estas son causadas por una
mutacion heterocigota o homocigota compuesta en el gen NBEALZ2 que codifica la proteina

parecida a neurobeachina 2.

A través del estudio realizado por Rodriguez B, et al® sobre un caso de trombocitopenia con
ausencia de radios se determind la presencia de trombocitopenia y macro plaquetas
desagregadas, encontrando como causas de estas alteraciones, las mutaciones genéticas. Este
trastorno se hereda frecuentemente como un patrén recesivo autosémico, sin embargo, se ha
demostrado heterogeneidad genética. También indicé que perjudica a menos de 1 individuo

por cada 100.000 individuos, sin hacer diferencia entre sexos.

Conte G, et al®* en un estudio realizado a una paciente de 51 afios se demostroé que la
trombocitopenia, macro plaquetas gigantes e inclusiones citoplasmaticas en leucocitos tipo
cuerpos de Dohle son alteraciones de la trombocitopenia hereditaria relacionada a gen

MYHQ; la causa de estas alteraciones son las mutaciones del gen MYH-9.

En la investigacion realizada por Aldana A, et al® se expone que la pdrpura
trombocitopénica idiopatica tiene como alteracion plaquetaria a la trombocitopenia causada
por la existencia de autoanticuerpos dirigidos hacia las plaquetas. La incidencia de este
trastorno se establece en 4 a 10 casos por cada 100,000 nifios por afio, predominando en

nifios de 2 a 8 afos.
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Otra de las causas de la trombocitopenia es la induccién de farmacos. En la investigacion
realizada por Pinilla, et al®® a 2 individuos se determind que la causa de la trombocitopenia
esta asociada a la ceftarolina y la daptomicina utilizados para tratar endocarditis infecciosa
por Staphylococcus aureus meticilin-resistente (SARM). Bueno, et al®’ menciond en su
investigacién que el tratamiento con tamoxifeno y letrozol provoca que los pacientes
desarrollen trombocitopenia, ademas cita que tras la retirada del farmaco causante se

recupera paulatinamente los valores normales de las plaquetas.

Martinez, et al®® define como trombocitopenia aloinmune del feto y el neonato como aquella
procedente de la formacién de aloanticuerpos plaquetarios especificos de la madre que
reacciona con un antigeno de las plaquetas fetales/neonatales de origen paterno que
encamina a la fragmentacion de estas. También hace mencién que el responsable de la
incompatibilidad materna en el 75% de los casos es el antigeno HPA-1a, en segundo lugar,
el involucrado es el HPA-5b con el 16% de los casos y el tercer lugar lo ocupa el HPA-15 b

con un 4%.

Segun Tirupathi, et al®® existen varios procesos patologicos que pueden causar
trombocitopenia en los neonatos, entre las causas significativas son; asfixia al nacer, sepsis,
intra- retraso uterino, prematuridad, hiperbilirrubinemia, peso insuficiente al nacer,
sindrome de dificultad respiratoria y sindrome de aspiracion de meconio. En el estudio
realizado por este autor a 200 bebés, se determino que la sepsis fue la causa mas frecuente
de trombocitopenia neonatal; estuvo presente en 97 bebés, la asfixia en 40, el sindrome de
dificultad respiratoria en 14, la hiperbilirrubinemia en 39 y el sindrome de aspiracion de

meconio en 10 bebés.

La trombocitopenia es una condicién comin en los neonatos prematuros; ocasionada por la
médula dsea inmadura que produce insuficientes plaquetas o a una destruccion acelerada de
estas. Saldafia, et al®® denota que la presencia de trombocitopenia (recuento de plaquetas por
debajo de 150.000 cel/ml) en el primer dia de vida de los neonatos prematuros es un factor

de riesgo para presentar ductus arterioso persistente.
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Tabla 5. Resultados de laboratorio en patologias méas frecuentes de la hemostasia primaria.

Género
y ° o Prueba de Resultados )
Autores Poblacion | £ = Edad ) B Patologia
E = laboratorio X
g8 | §
> LL
e Trombocitopenia no
De <1 a>18 | Recuento de plaquetas y | 84.736  plaguetas especificada
Martinez L, et 25 13 12 | aflos morfologia plaquetaria por mm?® e Trombocitopenia
al®t. secundaria
Rodriguez C, et 31 18 13 | De 0 a 13| Recuento de plaquetas 11.079  plaquetas | Trombocitopenia inmune
al®2, anos por mm?3 primaria
Romero A, et al %3, i . Tecnica de Duke: > Trombocitopenia inmune
1 - 1 | 75afios Tiempo de sangria P
6 minutos.
Gutiérrez C, et 64 27 37 |De 1 a 74 | Prueba de resistencia o Positivo Trombocitopenia inducida por
al*. afos fragilidad capilar dengue
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Ferrer E®* 1 1 | 32 afios Prueba de resistencia o Positivo Trombocitopenia inducida por
fragilidad capilar dengue
Alayon C, et al®®. 1 - | 80 afios. Prueba de retraccion del Irretréctil Purpura trombocitopénica
coagulo inmunoldgica
. 51 > i
Wieland 1, et al®*. 20 16 De 19 a| Analizador de la funcién | 390 segundos e El sindrome de Von
21.3 afios plaguetaria (Sin cierre) Willebrand adquirido
e Disfuncion
plaquetaria
Ghariani I, et al®®. : .
5 - | De 50 a 75 | Analizador de la funcion Sindrome de Von Willebrand
~ . > 300 segundos
afios plaquetaria adquirido
i - . Hi bilidad | Sind d I tas
Rodriguez M, et 126 126 | De 18 a 40 | Agregacion plaguetaria iperagregabilida indrome e  plaqueta
al*, afios plaquetaria pegajosas
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i ., . Hi ili i I
10 Ez?uwel D, et De 3 y 17 | Agregacién plaquetaria iperagregabilidad | Sindrome  de  plaquetas
1°7, N laguetaria egajosas.
a afios plaquetari pegaj
Toro M .. .1 Ul/dL. Enfermedad de Von
oro M & 18 afos Actividad del cofactor de 5.1 Ul/d
11 | Aguilar A%, . _ Willebrand
ristocetina
i .. Enf Vi
12| Martin M & 29 afos Actividad del cofactor de nfermedad de on
Partida A%, <9,9 U/dL | Willebrand tipo 2A

ristocetina
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Discusion

En la tabla 3 denota la interpretacion de los resultados de laboratorio que se presentan en
patologias mas frecuentes de la hemostasia primaria ya sean estos heredados o adquiridos a
lo largo de su vida.

En un estudio realizado por Martinez et al®* a 25 pacientes, 20 menores de un afio y 5
mayores a 18; reportd en el recuento de plaquetas un promedio de 84.736 plaquetas por mm?®
interpretandose como una trombocitopenia leve. Con respecto al diagnoéstico, los pacientes
fueron clasificados de la siguiente manera; el 80% (20) de los pacientes con trombocitopenia
no especificada, mientras que el 20% (5) sobrante con trombocitopenia secundaria. De esta

investigacién podemos deducir que la trombocitopenia es habitual en menores de 1 afio.

Mientras que en el estudio realizado por Rodriguez C et al® a 31 pacientes que presentaron
trombocitopenia inmune primaria, el nimero promedio de plaquetas fue de 11.000 plaquetas
por mm?. Presentaban <20.000 plaquetas por mm3 el 83,8% de pacientes al diagndstico y el
13% presentd trombocitopenia severa; <5.000 plaquetas por mm?®. Ademas, los resultados
de la prueba de hemoglobina iniciales fueron anormales, por lo tanto, se efectué un analisis

de meédula 6sea, el cual ratific el inicio de la trombocitopenia.

Una de las pruebas de laboratorio que analizan las distintas rutas de la coagulaciéon es el
tiempo de sangria, Romero et al® en el analisis de un caso clinico obtuvo como resultado en
la técnica de Duke un tiempo de 6 minutos; siendo los valores normales de 1-3 minutos,

detectandose en la paciente una trombocitopenia inmune.

En la investigacion realizada por Gutiérrez et al*® a 64 pacientes, 27 hombres y 37 mujeres,
con un intervalo de edad de 1 a 74 afios; la prueba de Rumpel-Leede fue positiva en 12
pacientes, también en el andlisis clinico realizada por Ferrer E® a una paciente se reportd
que esta prueba fue positiva, presentando mas de 20 petequias (pequefias manchas
hemorrégicas) dentro del circulo. Ademas, la prueba de torniquete positiva fue el Unico
elemento clinico considerablemente asociado al dengue, mediante el recuento de leucocitos
y plaquetas se determinG leucopenia y trombocitopenia entre los pacientes con esta

infeccioén.
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La prueba de retraccion del coagulo evalua la funcién de las plaquetas. En un anélisis clinico
realizado por Alayon C, et al%® se obtuvo el siguiente resultado; prueba de retraccion del
coagulo irretractil, indicando una funcion anormal de las plaquetas. En conjunto con
resultados obtenidos de diversas pruebas, el diagndstico del paciente fue purpura

trombocitopénica inmunoldgica.

Seguin Ghariani I, et al®® el PFA-100 ofrece una valoracion rapida y sencilla de la funcion
plaquetaria, en un analisis realizado por Wieland I, et al®! a historias clinicas de 20 pacientes,
dos individuos presentaron resultados prolongados en el PFA > 300 segundos indicando el
tiempo requerido por los agregados plaquetarios en obstruir el orificio; después de 300
segundos, se informa como «sin cierrex». Junto con los resultados del analisis sistematico de
las variables de Von Willebrand y el analisis de multimeros; un individuo fue diagnosticado
con sindrome de VVon Willebrand adquirido, y el otro con disfuncion plaquetaria.

En una investigacion realizada por Rodriguez M, et al** a 126 mujeres con un intervalo de
edad de 18 a 40 afios se obtuvo los siguientes resultados en a prueba de agregacion
plaquetaria; 27 fueron positivas a la investigacion de hiperagregabilidad plaquetaria con
difosfato de adenosina y epinefrina, representando el 21 % de positividad en la poblacion
analizada. Ademas, Esquivel D, et al ® en su estudio cita que la hiperagregabilidad es una

particularidad del sindrome de las plaquetas pegajosas.

Finalmente, la prueba FVW: RCo calcula la capacidad del FVW en aglutinar plaguetas
adhiriéndose al receptor de la glucoproteina Ib, en presencia de la ristocetina. En un andlisis
clinico realizado por Toro & Aguilar®® a una paciente embarazada diagnosticada con EVW
tipo 3 se obtuvo el siguiente resultado en esta prueba; 5,1 Ul/dL, indicando mayor frecuencia
de existir complicaciones hemorragicas durante el embarazo. En su analisis clinico Martin
M & Partida A% obtuvo como resultado de la prueba FVW: RCo <9,9 Ul/dL siendo (til para
el diagnostico de EVW tipo 2, también menciona que los niveles normales del FVW: RCo
son de 50-150 Ul/dL.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Por medio de esta investigacion se identifico las diferentes pruebas que se utilizan
para el diagndstico de los trastornos de la hemostasia primaria, estas se basan en
métodos, técnicas manuales y automatizadas como el conteo plaquetario, morfologia
de plaquetas y tiempo de sangria, siendo estas las mas utilizadas. También se cuenta
con la prueba de retraccion del codgulo, prueba de resistencia o fragilidad capilar y
actividad del cofactor de ristocetina, hasta técnicas mas automatizadas como el PFA-

100 y la agregacion plaquetaria.

La causa de las alteraciones cuantitativas o trombocitopenias hereditarias es la
presencia de diversas mutaciones genéticas que ocasionan una produccion
plaquetaria ineficaz. En cambio, las causas de las alteraciones funcionales o
trombocitopatias hereditarias comprende una serie de defectos hereditarios que se
mencionan a continuacion; disminuciéon en los granulos o en los trombocitos,
plaquetas gigantes, micro y macro plaquetas, siendo esta la alteracion plaquetaria
mas comun. Por otro lado, las causas mas frecuentes de las trombocitopenias y
trombocitopatias adquiridas son inducidas por farmacos, enfermedades autoinmunes,

asfixia al nacer, sepsis, prematuridad, hiperbilirrubinemia y bajo peso al nacer.

A través de los articulos analizados se evidencio que la patologia mas comun en la
hemostasia primaria es la trombocitopenia, que se caracteriza por presentar valores
inferiores a 150.000 plaquetas por mm?®, mientras que valores prolongados (> 6
minutos) en la prueba tiempo de sangria indica estados trombocitopénicos. Mediante
la prueba de resistencia o fragilidad capilar un resultado afirmativo denota que los
capilares sanguineos son mas propensos a romperse, manifestandose como petequias
que son propias de una trombocitopenia inducida por dengue. Si en la prueba
retraccion del coagulo da un resultado “irretractil” indica que el coagulo de sangre

no se contrae sugiriendo posibles trastornos hemorragicos.
Finalmente, resultados prolongados del PFA-100 (> 300 segundos) sugieren que las

plaquetas tardan mas de lo normal en activarse y formar el tapon plaguetario, lo cual

puede indicar una posible disfuncién plaquetaria. Un resultado de hiperagregabilidad
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plaquetaria puede sefialar una respuesta exagerada de las plaquetas a agruparse y
formar coagulos sanguineos de manera excesiva, este hallazgo puede ser indicativo
del sindrome de plaquetas pegajosas. Un resultado disminuido (5,1 Ul/dL.) en la
prueba actividad del cofactor de ristocetina sefiala una reduccion en la capacidad del
FVW para aglutinar plaquetas, especialmente asociada a la enfermedad de Von
Willebrand.
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ANEXOS

Anexo 1. Trombopoyesis
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Fuente: https://morfofisiologiadelasangre.weebly.com/formacioacuten.html

61


https://morfofisiologiadelasangre.weebly.com/formacioacuten.html

Anexo 2. Fisiologia de la hemostasia primaria

INICIACION Vaso sanguineo

Plaquetas en reposo

Colégeno’

W

~

FWW

ADP, serotoning,
EXTENSION mnégeno, trombina

Trombo plaquetario

Fuente: https://filadd.com/doc/fisiologia-de-la-hemostasia-pdf-fisiologia-y
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Anexo 3. Presencia de plaquetas en extendido sanguineo tefiido con Giemsa

Fuente: https://laboratoriohematologiadefelipe.blogspot.com/2015/08/recuento-de-

plaguetas.html
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Anexo 4. Tiempo de sangria-Método de Duke

Fuente: https://hematologiavanessalopez.wordpress.com/2015/04/15/practica-34-metodo-

de-duke-tiempo-de-sangria/
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Anexo 5. Tiempo de Sangria-Método de Ivy

Fuente: https://issuu.com/annaezquivel4/docs/manuaall/s/14178356
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Anexo 6. Prueba de resistencia o fragilidad capilar (prueba de Rumpel-Leede)

Fuente: https://practicasdehematologiaycitologia.wordpress.com/2015/05/08/prueba-de-

rumpel-leede/
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Anexo 7. Prueba de retraccion del coagulo (método de MacFarlane)

Fuente: https://andreaperezde.blogspot.com/2014/10/retraccion-del-coagulo-objetivo-

termino.html
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Anexo 8. Inserto para la valoracion del cofactor de ristocetina
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Anexo 9. Analizador de la funcion plaquetaria o PFA-100

Orificio 150 um

Membrana

Epinefrina

Cubierta de colageno

Factor
von Willebrand

s EFItrOcito

Capilar 200 pm

Fuente: https://www.medigraphic.com/pdfs/medlab/myl-2013/myl1311-12b.pdf
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Anexo 10. Esquema de la agregacion plaquetaria en plasma rico en plaquetas

Fuente: https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci arttext&pid=S0186-

48662018000200007
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