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d QUE ES LA HEMOSTASIA?

e Conjunto de interacciones entre sangre y pared vascular.

* Permite:
- detener la hemorragia
- mantener la sangre en estado fluido
- remover el coagulo y reparar el vaso sanguineo

e La coagulacion de la sangre es un proceso dinamico y complejo en el que
participan numerosas proteinas plasmaticas conocidas como factoresy
cofactores de la coagulacion. La mayor parte de los factores circulan como
zimogenos que, al ser activados, adquieren actividad enzimatica de
serinoproteasas. Los cofactores de la coagulacion circulan como pro-
cofactores que necesitan activacion enzimatica.



Tabla 1. Caracteristicas de los factores de coagulacion

Manifestacion clinica
Proteina Sintesis Caracteristicas PHM Vida Nivel de Nivel Hemomragia Trombosis
(kD) miedia referencia hemostatico
(horas)
Factor tisular  fibrobl.adventica,  Protintegr. memb 47 7
CML
Inducible Monoc |
CE, PMN, plag?
Micropartioulas
Flbrindgens Hepatocitos sustrato 340 72-120 180-400 mg/dl S0-B0 g dl + +
Protrarmbina Hepatocitos Sennoprobeasa (act. ) 69 L-72 A0=1200% 40% * -
Dependiente vit K
Factor V Hepatocitos Cofactor 330 12-36 70-120% 10-20% + +
Factar V11 Hepatocitos Sermoprobeass (st 48 -6 A0-120% 25% + -
Dependients vit K
Factor VIIT SER, Sinusoide Cofactor 240 10-14 50-150% 22-40% ko &
hegsti
Factor IX Hepatocitos Sernoproteasa {act. ) 57 16-20 50-150% 20-25% +++ -
Dependiente vit K
Factor X Hepatocitos Sennoproteass (act. ) 59 20-60 70-1200% 20-25% + +
Dependiente vit K
Factor XI Hepatocitos Sennoproteasa (act.) 160 48-72 30-150% 20% +- +
Factor XI1 Hepatocitos Serinoproteasa (act. ) a0 60-80 S0-1500% 15-20% +
Fese contacto
Factor XIII Hepatocitos Transpeptidasa 320 72-200 B0-120% 3-5% +
JAFM Hepatocitos Fate contacto 110 1
Precalicreira Hepatocitos Sennoproteass {act. ) as ?
Fase contacto
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Modelo de cascada de coagulacion

e Conocida como modelo de activacion en cascada: vias extrinseca e intrinseca
(modelo de Mc Farlane, 1964).

» Segun este modelo, la coagulacion se inicia como dos secuencias de
reacciones lineales e independientes entre si, una por la activacion del factor
de contacto (XIl), a lo que se denominod "via intrinseca", y otra a través del
factor VIl y el factor tisular, a lo que se denominé "via extrinseca", que
terminan en una via comun con la activacion del factor X.

 La activacion de cualquiera de las dos vias resulta en la produccion de
grandes cantidades de trombina y la subsecuente formacion de fibrina. Los
factores de la coagulacion estan en la circulacion en forma inactiva o pre-
enzimatica (zimoégenos) y se convierten en su forma activa, en presencia de
lesiones del endotelio vascular.



Modelo de cascada de coagulacion

L

Figura 1. El modelo de cascada clasica de la coagulacién
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Modelo de cascada de coagulacion: via
intrinseca

* Era llamada asi porque todos sus componentes estaban presentes en la
sangre.

* La presencia de cargas negativas, del vidrio por ejemplo, inicia el
proceso a traves de la activacion del FXIl que, con los componentes del
llamado sistema de contacto, genera la activacion del FXI a FXla, capaz
de activar al FIX a FIXa, que llevaria luego a la activacion del FX a FXa.



Modelo de cascada de coagulacion: via
extrinseca

* Necesita la exposicion de un componente externo a la sangre, como el
factor tisular (FT) o tromboplastina tisular de la pared vascular, para
iniciar la activacion.

* La activacion se inicia por |la presencia de FT, capaz de provocar la
autoactivacion del FVII a FVlla, que luego activaria el FX a FXa



Modelo de cascada de coagulacion

* Ambas vias de activacion llevan a la formacion de factor Xa y confluyen en una via
final comun. El FX puede ser activado por dos complejos enzimaticos muy
importantes:

a) El complejo tenasa intrinseco, constituido por FIXa como enzima, FX como
sustrato, FVIlla como cofactor, fosfolipidos anidnicos e iones Ca++.

b) El complejo tenasa extrinseco, constituido por FVlla como enzima, FX como
sustrato, FT como cofactor indispensable, fosfolipidos anidnicos e iones Ca++.

El FXa, generado por cualquiera de las dos vias, es el protagonista principal de la.
generacion de Flla (trombina), al ser la enzima que forma el complejo protrombinasa,
conformado por el Fll como sustrato, el FVa como cofactor, fosfolipidos anidnicos e
iones Ca++.

Si bien la teoria de la cascada es valida “in vitro”, estas reacciones enzimaticas
descriptas ocurren “in vivo”, pero en un contexto de interacciones algo mas -
colmfolejas, no solo entre los componentes plasmaticos, sino tambien con superficies
celulares.



Modelo celular

Propuesto en 2001 (modelo celular de Hoffman y Engelman).

Incorpora a las células en la activacion del sistema de coagulacion (plaguetas, monocitos y
células endoteliales).

Estas celulas juegan diferentes roles en el proceso de activacion y formacion de un trombo. El
proceso requiere la participacion inicial de al menos 2 células: una, que es la fuente del factor
tisular, y las plaquetas.

En este modelo las proteinas y los factores de coagulacion del sistema son necesarios para la
respuesta fisiologica a la injuria, pero las células son las que regulan su duracion, intensidad y
localizacion de la formacion del coagulo.

Se tiene en cuenta que la trombina actua diferente de acuerdo a la concentracion en que esté
presente: en la primera etapa de iniciacion se generan pequefas cantidades de trombina que
es insuficiente para formar un coagulo de fibrina estable, pero que es imprescindible para
activar el sistema; en la segunda etapa de propagacion ocurre sobre las plaquetas activadas.
Aqui las plaguetas estan especializadas para ensamblar los complejos de factores de
coagulacion del plasma denominados tenasa gFIXa - FVIlIa) y protrombinasa (FXa - FVa); la
ultima etapa es E\ de “explosion de trombina” y es cuando se produce suficiente cantidad de
trombina para transformar el fibrindgeno en fibrina.



Fisiologia de la hemostasia

Hemostasia primaria Hemostasia secundaria Fibrindlisis
» Vasoconstriccion (inmediata). = Activacion de los factores de coagulacion. | = Activacion de la ibnnohisis (minutos).

= Adhesion plaquetana (segundos). | = Formacion de malla de hbrina (minutos). | = Lisis del coagulo (horas).

= Agregacion plagquetana {minutos).
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* La primera etapa es la denominada hemostasia primaria, que estd compuesta por el componente vascular y por las

plaquetas que formaran inicialmente el trombo plaquetario.
* Enla etapa secundaria participan los diferentes factores de coagulacion hasta llegar a la trombina, enzima clave que

transforma al fibrindgeno para que forme la malla de fibrina.
* Finalmente, la tercera etapa la compone el sistema fibrinolitico, encargado de lisar a la fibrina por medio de la otra

enzima fundamental del sistema, la plasmina




Hemostasia primaria

. a) Hemostasia primaria
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GONZALEZ-VILLALVA, Adriana et al . Fisiologia de la hemostasia y su alteracion por la coagulopatia en
COVID-19. Rev. Fac. Med. (Méx.), Ciudad de México, v.63, n. 5, p. 45-57, oct. 2020



Hemostasia primaria

Fase vascular

* El endotelio sano produce las principales moléculas antitromboticas, sintetiza
moléculas antiplaguetarias, anticoagulantes y antiinflamatorias, se producen
oxido nitrico (NO) y prostaciclina (PGI2) que son vasodilatadores e inhiben a
las plaguetas y las mantienen en reposo.

* Después de la ruptura del vaso sanguineo ocurre la vasoconstriccion para
evitar una mayor pérdida de sangre. El endotelio al romperse, libera al factor
de von Willebrand (vVWF) contenido en los cuerpos de Weibel-Palade, que se
requiere para que las plaquetas se activen y se adhieran al colageno. También
se libera factor tisular que sera importante para iniciar la coagulacion.



Hemostasia primaria

Plaquetas

Normalmente no se adhieren al endotelio ni entre ellas, porque se repelen por su carga negativa.
Cuando el endotelio se rompe, queda expuesto el colageno, las plaquetas se activany se adhieren a
él con ayuda del vVWEF, a través de la glucoproteina Ib/IX/V en su membrana.

Al activarse, las plaguetas forman prolongaciones y sus glucoproteinas cambian su configuracion, lo
gue les permite la adhesion y agregacion. También se degranulan, liberando agonistas plaquetarios
contenidos en sus granulos 0, lo que activa a otras plaguetas. La P-selectina que estaba en |la
membrana de los granulos ay 8, queda en la superficie plaguetaria y permite la union con el
endotelio y los leucocitos. Las plaquetas se agregan entre si, a través de la union de las
glucoproteinas llb/llla, con ayuda del fibrinégeno, formando asi el coagulo primario.

Ademgs sintetizan tromboxano A2 (TXA2), otro agonista plaquetario que participa en la agregacion
secundaria.

Este primer coagulo es I,élbil,fpero es importante porque las membranas plaquetarias sirven para que
se recluten y activen ahi los factores de la coagulacion y se inicie la fase de hemostasia secundaria.

Ademas, las plaquetas proporcionan a traves de sus granulos a los factores de la coagulaciony los
factores de crecimiento necesarios Para que se inicien la coagulacion, la cicatrizacion y la reparacion
del vaso danado, y promueven la inflamacion.



Hemostasia secundaria

b) Inicio de la coagulacién
(microdosis de trombina)

EI TF inicia la coagulacién, se forman microdosis
de trombina que activan a mas plaquetas y a
los factores V, VI, X1y XIIL El inhibidor del factor
tisular (TFI) se puede unir al Xa para bloquear al
TF e impedir la coagulacién.

¢) Propagacion de la coagulacién

En esta fase se producen macrodosis de trombina que

- inducen la formacion de fibrina para hacer una malla que
estabilice el coagulo, gracias al factor Xlla. La regulacién anti-
trombética se da por la trombomodulina (TM), las proteinas C
y S (PCy PS)y la antitrombina (AT).

GONZALEZ-VILLALVA, Adriana et al . Fisiologia de la hemostasia y su alteracion por la coagulopatia en
COVID-19. Rev. Fac. Med. (Méx.), Ciudad de México, v.63, n. 5, p. 45-57, oct. 2020




Hemostasia secundaria

* Consiste en la formacion del coagulo secundario o definitivo, con la
formacion de una malla de fibrina para darle estabilidad. Los factores
de la coagulacion se activan convirtiéndose en proteasas de serina que
van activando a otros factores. Las reacciones se dan de forma
simultanea y sobre membranas celulares; primero sobre la membrana

endotelial y luego sobre la membrana plaquetaria, debido a que
expresan fosfolipidos anionicos.

* Algunos de los factores de coagulacion, producidos por el higado,

requieren de la vitamina K para tener una estructura que les permita
interactuar con los fosfolipidos anidnicos.



Hemostasia secundaria

* E| FT liberado por el endotelio y otras células (monocitos activados, macrofagos,
fibroblastos, celulas musculares lisas, plaguetas) es muy importante para iniciar la
coagulacion, mediante la antes llamada via extrinseca. El FT activa al factor VIl en

resencia de fosfolipidos anidnicos y calcio. Luego, el FT y el factor Vlla activan a
os factores IX y X. El factor Xa unido al cofactor Va, generan cantidades pequenas
o microdosis de trombina (factor lla). La trombina es un potente agonista
plaquetario, con ello habra mas plaquetas activadas y mayor superficie para la
activacion de los factores de coagulacion. La trombina inicial amplifica el proceso
al activar a los factores V, Xl y Xl de la coagulacion y, ademas, activa al factor VIlI
al separarlo del vWF con el que viaja unido en plasma. El factor IXa junto con el

cofactor Vllla, activan al factor X, para que asi, el Xa y su cofactor Va, generen
macrodosis de trombina.

* La trombina incide sobre el fibrinogeno que formara polimeros de fibrina, con lo
que se forma inicialmente un coagulo fragil, que se estabiliza posteriormente a
través de enlaces cruzados por accion del factor XIlI.

* En la generacion de FXla también intervienen las proteinas de fase de contacto
(FXII, precalicreina y quininégenos de alto PM)



Figura 6. Modelo celular del sistema de coagulacion
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Las flechas gruesas color gris marcan los mecanismos de realimentacion positivos ejercidos por el factor Xa
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Regulacion antitrombotica

 El endotelio sano juega un papel fundamental en esta regulacion. El
inhibidor del FT (TFI) se une con el factor Xa f(al cual neutraliza) y juntos
inhiben al FT, con lo que pueden prevenir la formacion inicial de trombina.

 Por otro lado, la trombina tiene también funciones de regulacion
antitrombotica, al unirse a la trombomodulina (TM), favorece la activacion
de la ,arotel'na C (PC), que junto con su cofactor, la proteina S (PS),
hidrolizan a los factores de la coagulacion V y VI, con lo que se limita la
formacion del coagulo.

e Por otro lado, la antitrombina (AT) inhibe directamente a la trombina y su
funcion se potencia si se une a un glucosaminoglucano (GAG), sobre todo
al heparan sulfato o heparina. Las proteinas de regulacion antitrombotica
TFI, TM y AT son sintetizadas por el endotelio. La PCy la PS son sintetizadas
en el higado.



Fibrinolisis

Es el proceso de disolucion del coagulo.

Los depositos de fibrina se degradan por accion de la plasmina, una enzima que surge
a partir del plasmindgeno por el activador tisular de plasminogeno (t-PA). Otro
activador de la plasmina es la urokinasa (u-PA).

La plasmina hidroliza tanto a los polimeros del fibrinégeno, dando lugar a los
productos derivados de flbrmogenoéFDPs), como a la fibrina estable, es decir, con
enlaces cruzados del factor Xlll, dando lugar a los dimeros-D.

Los dimeros-D estan presentes en la circulacion plasmatica de manera basal, sin que
necesariamente reflejen la presencia de un trombo, cualquier circunstancia que curse
con un incremento de la trombina puede formar pequenas cantidades de fibrina y
generar dimeros-D, como ocurre en el cancer, el embarazo o incluso se observa un
incremento con la edad. Cuando se incrementan por arriba del valor establecido por
los laboratorios como normal (< 500 ng/mL), se consideran un reflejo del tamafio de
un trombo recientemente formado.

Existen mecanismos antifribrinoliticos como el inhibidor del activador de plasmina 1
(PIAI-l) qgue bloquea al t-PA o u-PA y, por otro lado, la a2-antiplasmina que inhibe a la
plasmina.



ISIS

Fibrino

d) Fibrintlisis

La fibrindlisis ocurre luego de que el activador de plas-
minogeno tisular (t-PA) o la urokinasa (u-PA) activan la
formacion de plasmina, enzima que degrada al fibrinoge- »
no formando productos derivados del fibrindgeno (FDPs)

o degrada la malla de fibrina formando los dimeros-D. La
fibrinlisis puede ser inhibida por el inhibidor del activa-

dor de plasminégeno (PAI-1) o por la a2-antiplasmina.

GONZALEZ-VILLALVA, Adriana et al . Fisiologia de la hemostasia y su alteracion por la coagulopatia en
COVID-19. Rev. Fac. Med. (Méx.), Ciudad de México, v.63, n. 5, p. 45-57, oct. 2020



Principales pruebas en el laboratorio

AN
Principal informacion

Cantidad de plaquetas

Prueba

Recuento plaquetario
Morfologia y agregados

Frotis periférico

Agregacion/funcion plaquetaria Funcién plaquetaria

—
)

Via extrinseca + comun

INR/RIN Estandarizacidn del TP, especialmente para antagonistas de vitamina K

TTPa/aPTT Via intrinseca + comun
Conversion de fibrindgeno en fibrina

Fibrindgeno Concentracién plasmatica

Dimero D Degradacion de fibrina entrecruzada

—



Megacariopoyesis

e Etimologia: mega ‘grande’, y karion ‘nucleo’.

* Megacariocitos: miden entre 50 y 150 um de diametro, tienen un solo
nucleo multilob,ulado(}/ Foljploide gue puede llegar a tener hasta 64n, se
dice que cada l6bulo del nucleo tiene 2n.

* Tienen un proceso de crecimiento llamado endomitosis: la célula duplica su
material genético e inicia el proceso de mitosis sin citocinesis ni
cariocinesis; asi, al no separarse en 2 células hijas, esta célula se hace mas
grande, con mayor cantidad de citoplasma y con un nucleo lobulado cada
vez de mayor tamano.

e Durante el crecimiento de las células, también va madurando su
citoplasma, es decir, se produce una gran cantidad de proteinas que son
almacenadas en sus 3 tipos de granulos, que son los que heredaran a las
plaquetas: alfa o A, delta o densos y lambda o lisosomas.



Megacariopoyesis

* Finalmente, ocurrira el proceso de desprendimiento del citoplasma
para dar lugar a las plaguetas y el nucleo desnudo de los
megacariocitos es fagocitado por los macrofagos de la médula dsea.




Megacariopoyesis

Promegacariocitos
Megacarioblasto . '
Diferenciacion y
granulacion
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(granulares)
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trombocitos (plaquetas) i) £33 ‘3‘:\52 38 ;}3&%



Plaguetas

* La megacariopoyesis y trombopoyesis son procesos complejos que se
desarrollan en la MO y estan regulados por citoquinas y especialmente por
la trombopoyetina (TPO). Su duracion es de 4 a 7 dias, y durante el mismo
se prciduce la migracion celular desde el nicho osteobldstico al nicho
vascular.

* Las plaguetas pasan a circulacion, donde su vida media es de alrededor de
7 a 10 dias. La alteracion de alguno de estos procesos puede determinar
desarrollo de plaquetopenia.

* El bazo juega un papel activo en la regulacion de la cantidad de plaquetas,
ya que alrededor del 30% se encuentran en este organo. La deplecion
repentina de plaguetas por consumo vacia con rapidez el deposito
esplénico y en respuesta, hay secrecion de tromboyetina que desencadena
la repuesta medular a través de la maduracion de los megarioblastos.



Plaguetas

* Fueron identificadas hace casi 150 anos como células pequenas, sin
nucleo, que circulan en la sangre.

e Son las segundas mas abundantes en circulacién después de los
hematies con una concentracion de 150 a 450 x 10° /L.

* Su principal rol fisiopatologico es reclutarse en los sitios donde el
epitelio vascular ha sido danado e iniciar el proceso de coagulacion
de la sangre. La adhesion plaquetaria, la activacion y la posterior
agregacion a los sitios de lesion vascular son criticos para detener el
sangrado.

* No tienen ADN gendmico pero contienen Acido Ribonucleico
mensajero (ARNm) derivado de los megacariocitos y la maquinaria
traslacional necesaria para la sintesis de proteinas.



Plaguetas

» Deficiencias en la adhesion o agregacion plaquetaria o en el proceso de
coagulacion estan asociadas con desdrdenes de sangrado, sin embargo, la
formacion inapropiada del tapon plaquetario puede resultar también en
obstruccion de los vasos y trombosis.

* En frotis de sangre periférica las plaguetas aparecen como pequenas células
granulares. A pesar de su apariencia simple en el frotis de sangre periférica,
las plaguetas tienen una estructura compleja.

e Su estructura interna se ha dividido en cuatro zonas:
- zona periférica
- zona sol-gel
- zona de organelas
- zona de la membrana



Plaguetas

* Los receptores plaguetarios Glicoproteina (GP) lIbllla (integrina allbB3) y
el complejo GPlba abundantemente expresados en las plaguetas, juegan
un rol predominante en la adhesion y la agregacion plaquetaria en el
sitio de lesion vascular.

* La GPlba principalmente mediante la union al Factor de von Willebrand
(VWF) inmovilizado en el colageno, es esencial para la iniciacion de la
interaccion entre las plaguetas y la pared del vaso particularmente en
presencia de fuertes fuerzas de cizallamiento.

* Estas interrelaciones permiten que la velocidad de circulacion de las
plaquetas disminuya lo suficiente para que tengan lugar otras
interacciones de union entre otros pares receptor-ligando, lo cual
produce una adhesion estatica.



Plaguetas

Cuadro 1: Principales receptores de la
membrana plaquetaria y sus ligandos

Receptor de o
. Funcion /
la glicopro- Estructura Ligando
teina (GP)

GP llila Integrina allbg Receptor para fib-
T B, Fu'
fibronectina,
vitronectina y
frombosponding

GP laflla Integrna alp i Receplor para
colageno

GP A Receptor de Recepior para FVIN

repeficiones ricas | msoluble
e kEucin
GP Y Recepior de la no | Receplor para
ntegrina, receptor | colageno
de |la siper familia
de la inmuno-
glabuling

La interaccion de GPlb-vWF y diversos agonistas
plaguetarios como por ejemplo adenosin
difosfato (ADP), trombina, colagenoy
tromboxano A2 (TXA2), causan la activacion
plaquetaria dando como resultado un cambio
conformacional en la integrina allbpB3 de |la
superficie de las plaquetas que permite la union
del ligando, por ejemplo, el fibrindgeno,
propiciando puentes de union plaquetarios con
las plaguetas adyacentes, lo que da lugar al
fendmeno fisico de la agregacion plaquetariay
posterior formacion del tapon plaquetario.



Plaguetas

Tabla 1. Valores de referencia para el trombograma®

Parametro Valores de referencia
Recuento de plaquetas 150 a 450 mil por pL
Volumen medio plaguetano B3a1161l

Ancho de distribucion de las plaquetas, desviacion estandar Bai17il

Plaguetas reticuladas o inmaduwras 1a6.5%

* Observacion: los valores aqui consignados son los valores de referencia de kos parametros plaguetanos (trombogra-
ma) del hamograma tipo V], utilzando un autoanalizador de hematologia XE-2100 de Sysmex®, en el Laboratorio Clinico
Hematoldgico, en Medellin, Colombia, derivados del analisis de 17.181 trombogramas de acuerdo con &l matodo de
Bhattacharya [18]. Estos walores solo pueden ser utiizados como ejemplo, cada laboratorio clinico debe definir sus
respectivos valores de referencia de acusrdo con las caracteristicas de la poblacidn a la que atisnde, acorde con &l
instrumento y la tecnologia utiizada.

Plaguetopenia leve: 150-100 x103/ulL
Plaguetopenia moderada: 100-50 x103/uL
Plaguetopenia Severa: Menos de 50 x103/ulL
Plaguetopenia muy severa: Menos de 20 x103/ulL



Plaguetas

* En su citoplasma contienen glucégeno que les suministra
energia, y ribosomas en las plaguetas jovenes.

* Poseen organelas inespecificas, como mitocondrias, lisosomas
y peroxisomas y ademas tienen organelas especificas, como
son los granulos a y los granulos densos. Los granulos a son
organelas esféricas (en numero de 35 a 45) de 140 a 400 nm de
diametro, ricos en macromoleculas; los granulos densos se
caracterizan por su alta densidad electronica que le confieren el
elevado contenido en calcio y fosforo inorganico.

* En el extendido de sangre periférica en 100x se observan 10 a
14 plaquetas por campo, de color rosado caracteristico, esta
estimacion semicuantitativa no puede sustituir el recuento
directo de plaquetas.




Plaguetas REVISAR EN EL FROTIS!!

- Comprobar cuando existe trombocitopenia,
trombocitosis, desviaciones en cualquiera de los
parametros plaquetarios y alarmas relacionadas con las
plaguetas como presencia de macrotrombocitos y
agregados de plaquetas.

- Cuando hay alteraciones en los eritrocitos:
microcitosis, fragmentacion, etc.

-Descartar en todos los casos una
seudotrombocitopenia o una seudotrombocitosis.




Pseudotrombocitopenia

* Falsa disminucion en el recuento de plaguetas.

* Antes de definir que un paciente tiene trombocitopenia, en todos los
casos, se debe seguir un protocolo que la verifique o excluya,
partiendo del extendido de sangre periférica.

* La pseudotrombocitopenia es una alteracion in vitro, que se presenta
en la poblacion general, en una proporcion de una por cada 1.000
individuos y hasta en el 1,9% de los pacientes graves.

* Hasta el 15,3% de los pacientes ambulatorios con recuentos
plaquetarios bajos tienen una pseudotrombocitopenia, razén mas
para sospecharla y descartarla en todos los casos, antes de informar
los resultados de laboratorio.



Pseudotrombocitopenia por EDTA

* Es un padecimiento poco conocido, con una incidencia del 0.09 al
1.9%. Es secundaria a la agregacion de plaquetas in vitro mediada por
anticuerpos que pueden ser EDTA o citrato dependientes o ambos.

* Es un fenomeno causado por autoanticuerpos plaguetarios que se
comportan como aglutininas frias dependientes del anticoagulante
EDTA. Los anticuerpos suelen ser IgG (subclases 1gG1, 1gG2, 1gG3,
lgG4) aunque se han descrito anticuerpos IgA e IgM dirigidos contra el
complejo glucoproteico lIb/Illa de la membrana plaquetaria.

 También esta reportada asociada con sepsis, farmacos, neoplasias y
cirugia cardiaca.



Pseudotrombocitopenia por EDTA

EDTA

|
Sl e Trombospondin

Gp 55
GMP 180
Anti-Gplib/ila
Agregacién y formacion de
grumos.




Pseudotrombocitopenia por EDTA

e La agregacion se produce por el cambio de estructura de la glicoproteina
inducido por el EDTA.

* Puede aparecer una pseudoleucocitosis por el error de AH al contar los
agregados plaquetarios como leucocitos.

ABORDAJE DIAGNOSTICO

e Observacion del frotis realizado con primera gota (no del tubo).
e Conteo plaquetario y leucocitario seriados.

* Conteo plaquetario inmediato a 37°C

* Conteo plaquetario cambiando el anticoagulante.






- Pseudotrombocitopenia por Satelitismo

S p|aC uetario

N -

* En el satelitismo plaquetario, las plaquetas se adhieren a otras células
circulantes




Pseudotrombocitopenia

Patologias donde se puede
observar pseudotrombocitopenia
por satelitismo plaquetario o
formacion de agregados
plaguetarios

Cirrosis hepatica
Crioaglutininas
Criofibrinogenemia
Enfermedades mieloproliferativas
Gestacion

Infecciones severas

Linfomas no Hodgkin

Lupus eritematoso diseminado
Mieloma multiple
Mononucleosis infecciosa
Nefritis por IgA

Reacciones medicamentosas
Sindrome antifosfolipido
Timoma y plasmocitoma
Vasculitis



~ macroplaguetas

B

Macroplaqueta PTI Macroplaqueta SMD




Pseudotrombocitosis (o falso recuento por
exceso)

* Usualmente se presenta asociada con una enfermedad: se ha
informado en pacientes con crioglobulinemia, en pacientes
con neoplasias asociadas con fragmentacion de células
(algunas leucemias a partir del momento en que se inicia la
guimioterapia, en pacientes con quemaduras severas, en
pacientes con fragmentacion de eritrocitos (CID, SUH, PTT)

W U WPV,
p.zfc K
P %



Trombocitosis

PRIMARIAS REACTIVAS

Infecciones agudas y cronicas (TBC-Neumonia)
Injuria tisular (IAM, pancreatitis, post estado quirirgico
particularmente cirugia ortopédica, quemaduras)

TE Procesos inflamatorios cronicos

PV MF manifiesta Fase Enfermedad .mﬂamato.n.a intestinal, celiaquia

prefibrotica de MF Colagenopatia-Vasculitis

[ MC Anemia hemolitica

SMD (5q-) 'l:romboc?tosis de rebotg (post QT o PTI) Hemorragia -

ARSA-T Ferropenia y su correccion Post- esplenectomia

Tonbositosls hesaditaiia Nepplgsnas (ufmores. sélndos, Imfomas) Drogas:.w'ncnstma,
epinefrina, ATRA Citoquinas - Factores de crecimiento
Insuficiencia renal - Sindrome nefrético Ejercicio extremo —
Deficiencia de B12
Supresion de la adiccion alcohdlica




Trombocitosis reactiva en cuadro Trombocitosis en neoplasia
viral hematoldgica



Trombocitemia Esencial

Neoplasia clonal ) . . )
Hemograma e . J
* Trombocitosis (>450x109/L). @) e 08Ok o\~

e Agregados plaquetarios con morfologia alterada, "L 0 ?

anisoplaquetosis, plaguetas gigantes, vacuolizacion ‘ O alb.
hipogranularidad y seudépodos.

s . -
* Fragmentos de nucleos o citoplasmas de _ T 4 o
megacariocitos.

* Hemoglobina y hematocrito normales. ' Q’

* Leucocitosis moderada (<20x10° ) con ocasionales
formas mieloides inmaduras. O [ - i

e & . ‘. ’: @& —— mecaTomsocTos
* Basofilia moderada (>3%) —4 w




Trombocitopenias

(Disminucién de la produccion Aumento de la destruccion )
Congénitas INMUNE
Déficit B12, Folatos PTI1° OIPF Zz. e i
Drogas (Qt, Valproi nfeccién: ! :
R:diaciéﬁ-\Q thi i Sd. Linfoproliferatives
Alcohol Drogas: , quinina,quinidina,

heparina, otras
Post Transfusional

roe
7-10ds  Hemodilucién
Y V. e Ee Y
Esplenomegalia ) Transfus. masiva

Infecciones (Parvovirus, CMV)

Secuestro

Aumento de destruccion

NO INMUNE
Hepatopatia (déficit de TPO) CID, MAT, PTT, SUH, cancer, HELLP
Hemopatias: Bypass Cardiopulmonar
o Balon Intra Adrtico
SMD, MF1 S :
: : uperficies Vasculares anormales
Leuc:emlas agy crmecas Aneurismas, Vdlvulas.
Sd Iquprolufemhvos Sd. De Merritt Kasabach
\_ Mieloptisis Hemofagocitosis 7

Figura 1. Mecanismos de produccion de trombocitopenia
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Trombocitopenias

Tabla 2. Causas de trombocitopenia en diferentes escenarios

Paciente ambulatorio

Paciente internado

Cuidados generales, UTI

Cirugia cardiovascular

Mujer embarazada

- PTI

- HIV, HCV

- Drogas

- Hehicobacter pylon
- CMV, otros virus

- Vacunas

- Colagenopatias

- LES, AR, SAF

- Congénitas-inmunodeficien-
cia

- Mielodisplasias

- Hemopatias

- Infecciones

- PTT/SUH

- Drogas

- CID

- Hepatopatias

- HIT

- MAS

- Quimioterapia

- Hemopatia

- HIT

- By pass Cardiopulmonar
- Inhibidor GPIIb/111a

- Otras drogas

- Dilucional

- Trombocitopenia gestacional.

- PTI

- HELLP

- Preeclampsia.
- PTT/SUH

- Abruptio placentae

Adaprado de Stasi Hemarology 20127

HEMATOLOGIA » Volumen 21 N2 Extraordinario ® XXIll Congreso Argentino de Hematologia: 250-278, 2017




Trombocitopenia inmune (Purpura
trombocitopénica inmune- PTI)

Fisiopatologia

* Es el resultado de un desorden inmunologico adquirido donde |la
trombocitopenia es el resultado de |la destruccion plaquetaria por
anticuerpos, aunque en ocasiones puede estar mediada por linfocitos T.

 También se ha demostrado que la megacariopoyesis esta
comprometida por accion de los anticuerpos y niveles relativamente
bajos de TPO.

e Por lo tanto, en la PTI no s6lo hay aumento de |la destruccion periférica,
sino también esta comprometida la produccion de plaguetas.

* Los anticuerpos estan presentes en 60% -70% de los pacientes y estan
dirigidos contra las glicoproteinas de superficie GPlIb/Illa y GP1b/IX/V.



Trombocitopenia inmune (Purpura
trombocitopénica inmune- PTI)

e La PTI también puede ser secundaria, o sea asociada
a otros desordenes, y esta situacion, que representa
18-20% de los casos.

* Causas de PTl secundarias incluyen el sindrome
antifosfolipidico, el sindrome de Evans, la
inmunodeficiencia comun variable, efectos
secundarios por drogas, infeccion por
citomegalovirus, Helicobacter pylori, hepatitis C, HIV,
varicela zoster, desordenes linfoproliferativos,
efectos colaterales del trasplante de médula osea,
vacunas y lupus sistémico eritematoso.




Trombocitopenias asociadas a infecciones

Tabla 5. Trombocitopenia asociada a infecciones

Agente

Mecanismo de trombocitopenia

Virus

HIV

PTI

MAT

Supresion medular por infeccion de progenitores
Infecciones oportunisticas (CMV, micoplasma, EBV, etc)
Farmacos

Sindrome hemofagocitico

Hepatitis C**

PTI

Hipertension portal con hiperesplenismo
Disminucion de TPO (hepatopatia cronica)
Medicamentos como interferon

CMV

Supresion medular por infeccion de progenitores
Medicamentos como el ganciclovir

Agente Mecanismo de trombocitopenia
Dengue™ Supresion medular por infeccion de progenitores
Destruecidn de plaquetas por apoptosis
Deestruccidn inmune por anbicuerpos con reactividad cruzada
CID
Parvovirus Supresion medular por infeccidn de progenitores
H. pilon PTL (ac de reaccion cruzada contra la citotoxina asociada a gen A (CagA))
E. coli HUS (productora de toxina Shiga)
Ehrlichia CID
Sindrome hemotagocitico
Granulomas
Malaria CID
Hiperesplenismo

{Adaptado de Wanng™ Hematol Oncol Clin N Am 2012}
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Trombocitopenia en el Embarazo

Preeclampsia

* Es la causa mas comun de trombocitopenia asociada a microangiopatia en
embarazo. Afecta el 6% de los embarazos.

* Raramente el recuento de plaguetas es < 100.000/mm3 ..

 Se presenta en el segundo o tercer trimestre, e infrecuentemente en la primera
semana post parto.

* El 50% desarrolla trombocitopenia.

* El diagnostico se realiza con HTA de reciente comienzo luego de la semana 20 de
gestacion asociado a proteinuria

* Se denomina preeclampsia severa cuando cumple con una de las siguientes
caracteristicas: ® trombocitopenia < 100.000/mm3 . ¢ injuria hepatica (elevaciéon de
transaminasas 2 veces el valor normal). ¢ insuficiencia renal aguda de reciente
comienzo (creatinina > 1.1 mg/dl, o duplicacién de creatinina basal en ausencia de
enfermedad renal conocida). ¢ edema pulmonar. ¢ disturbios cerebrales o visuales
de reciente comienzo e presion sistolica > 160 o diastolica > 110 persistentes.



Trombocitopenia en el Embarazo

HELLP

* Es una variante caracterizada por trombocitopenia mas severa, anemia
hemolitica microangiopatica severa con elevacion de LDH y elevacion
mas profunda de los tests hepaticos.

e Afecta al 10-20% de mujeres con caracteristicas de preeclampsia
severa.

* Se presenta después de la semana 20 de gestacion o en el puerperio
inmediato. Un 10% se complica con CID.



Variaciones morfologicas de las plaguetas

* Pueden ser variaciones en el tamano, variaciones en la formay
variaciones en el contenido citoplasmatico.

e Algunas de las variaciones morfologicas de las plaquetas se
correlacionan con los nuevos parametros derivados de los
autoanalizadores de hematologia de ultima generacion.



Variaciones en el tamano de las plaguetas

* Tradicionalmente se evaluaba comparando con el tamafo de un
eritrocito, actualmente se dispone de los contadores hematologicos
(VPM) y se verifica con el extendido de sp.




Alteraciones plaguetarias con microplaguetas

* Grupo de enfermedades muy raras que estan caracterizadas por la

presencia en sangre periférica de plaquetas pequenas (VPM por
debajo de 6,9 fL) también denominadas microtrombocitos, con o sin

alteraciones en el recuento de las plaguetas. De éstas la mas
representativa es el sindrome de Wiskott-Aldrich.

:::::



Sindrome de Wiskott-Aldrich

e Es un raro desorden hereditario ligado al cromosoma X producido por una
mutacion en el gen WASP localizado en el brazo corto del cromosoma X,
gue codifica para una proteina intracelular llamada WAS que sélo se
expresa en células hematopoyéticas y es un miembro de una familia de
proteinas que participan en la transduccion de senales desde receptores
celulares en la membrana celular hacia el citoesqueleto de actina.

e El sindrome de Wiskott-Aldrich se caracteriza por la triada:
trombocitopenia, inmunodeficiencia y eczema, que se manifiesta por
hemorragias y aumento en la susceptibilidad a las infecciones bacterianasy

virales.

* Con frecuencia es fatal antes de los 10 anos, debido a infecciones, sangrado
o neoplasia linforreticular pero pueden ser trasplantados de MO.

* El recuento de plaquetas en estos pacientes oscila entre 20.000 y 100.000
por pulL, pero la caracteristica mas llamativa es el tamano entre 3 fLy 5 fL.



Alteraciones plaguetarias con
macroplaquetas

* Grupo de enfermedades muy raras estan caracterizadas por la
presencia en sangre periférica de plaquetas grandes (VPM >11,6 fL).

* De estas |la mas representativa es el sindrome de Bernard-Soulier.

Sindrome de Bernard-Soulier Sindrome de Bernard-Soulier

100 pm




Sindrome de Bernard Soulier

e Caracterizado por trombocitopenia, plaquetas gigantes y tiempo de
sangria Frolongado 0\ue se presenta como resultado de una
anormalidad molecular que afecta las plaguetas e induce una
disfuncion plaguetaria por falta de interaccion de las plaquetas con el
factor von Willebrand.

* Es extremadamente raro, con una prevalencia de 1 por millon,
herencia AR.

* Los estudios de sobrevida plaguetaria sugieren que la vida media de
las plaquetas esta acortada.

* En el extendido de sangre periférica, del 30% al 80% de las plaguetas
de un paciente caracteristicamente tiene mas de 3,5 um de diametro
y ocasionalmente pueden llegar a tener 20 um a 30 um de diametro,
mas grandes que los eritrocitos y los leucocitos. El tiempo de sangria
esta por encima de 20 minutos



Otras formas de trombocitopenia con
macroplaguetas

* Trombocitopenia macrotrombocitica del Mediterraneo
* Anomalia de May-Hegglin

* Sindrome de Fechtner i en elnecroine.
* Sindrome de Sebastian t”
- S Iln d rO m e d e E pSte i n Sindrome de plaqueta gris. Las plaquetas casi

gue pasan desapercibidas por su falta de

granulos

e Sindrome de plaqueta gris

* Trombocitopenia Paris-Trousseau

e Sindrome plaguetario Montreal

e Sindrome de plaguetas en “gueso suizo”

10.0 pm



Anisocitosis plaquetaria: causas reactivas,
.fi medula en recuperacion, esplenectomia,
NG neopIaS|as hematologlcas (SMD, SMP).
Poqulloé‘i‘fesls plaquetaria: se observa en el
frotis, por lo general se asocia a enfermedad
mieloproliferativa.




* Los trastornos de almacenamiento son un grupo
heterogéneo de enfermedades en las cuales existe una
anormalidad en la capacidad para almacenar los productos
adecuados dentro de los granulos plaquetarios.

* Cuando las plaguetas pierden o no tienen los granulos a se
observan palidas o “grises” dando el cuadro clinico
conocido como sindrome de plaqueta gris, en este
sindrome, los neutrofilos se observan marcadamente
hipogranulares. En el frotis de sangre periférica, las
plaquetas aparecen agrandadasy grises.

e Otras patologias con variaciones en el contenido
citoplasmaticos o defectos en la liberacion: Sindrome
plaguetario de Quebec, Sindrome de Wiskott-Aldrich,
Sindrome de Chediak-Higashi, etc.

i



Tabla 4. Principales trombocitopenias congénitas y sindromes asociados

Plaguetas pequeiias
VP menor de 7 fl

Plaguetas normales
VP 7-111

Plagquetas grandes/gigantes
VP mayor de 11 fl

Wiskott Aldrich (WAS)
finmunodeficiencia, eccema
linfoma)

Desorden familiar plaguetario / LMA
(RUNXI)
(SMLVLMA)

Desordenes asociados a MYH9Y
{May Hegglin v 5d relaciona-
dos)
finclusiones PMN, en algunos
sordera, nefritis, cataraias)

Trombocitopenia ligada al X

Cromosoma 1WTHC2 (ANKRD26)

Trombocitopenia mediterranea

(WAS) (ninguna) fningunao) (ninguno)
Trombocitopenia amegacariocitica Bernard Soulier
congénita (ninguno)

{MPL) {Falla medular en 2° decada)

Trombocitopenia con auscencia de radio
{Corta estatura, ausencia de radio)

Sd. velofacial / Sd. Di George
{cardiopatia, alteraciones tiroi-
deas, timica, cognitivas)

Mutacion GATA-1
fanemia, diseritropoyesis,
talasemia)

Sindrome de la plagueta gris
(ninguno)

Trombocitopenia Paris/Trous-
seau - Sd. Jacobsen
falt. facial y cognitivas)

HEMATOLOGIA e Volumen 21 N2 Extraordinario ¢ XXIll Congreso Argentino de Hematologia:

250-278, 2017




Prucha

Utilidad

Recuento san-
guineo

Evaluar otras citopeniasfindispensable para el diagnostico de FTI)
Presencia de lencocitosis newtrofilica figuie podria sugerir causa infecciosa)

Linfocitosis fairibuible a virosis o sindrome [infoproliferativa)

Frotis
de sangre
periférica

Descartar pseudotrombocitopenia fagregados plaguetarios con EDTA)

Morfologia v tamafio de las plaquetas:

« Macroplaquetas & PTI jcuando hay aumento de destruccidn, coexisten plaguetas de tamaio
aumentado con otras normales)

+ Plaguetas gigantes = sugieren trombocitopenias congénitas

Sindrome de ln plegueta gris: plaguetas de coloracion grisdcea con disminucion de gramilos
i, ¥ fendencia al sangrado

Bernard Soulier (mulaciones gue afectan rPIb-GRIX-F).

May Hegelin v otros sindromes asociados o mutacidn de MYH? (con inclusiones cltoplasmedti-
cas en neutrdfilos simil cuerpas de Dithe)

* Plaguetas pequefias = Wiscoth Aldrich, plaguetopenia ligada al X (mutacidn del gen WAS)

Mortologia entrocitana

« Esquistocitos = sugieren microangiopatia (PTT, SUH o CID)
« Esferocitos = pueden observarse en sindrome de Evans

» Macrocitosis—= anemia megalobldstica, SMD

* Dacriocitos y eritroblastos circulantes = mieloptisis

* (casionalmente inclusiones intracelulares por pardsitos

Morfologia leucocitaria

* Ciranulaciones toxicas, vacuolas citoplasmiticas = sepsis

+ Pseudopelguer, hipogranularidad, blastos = SMD, LMA jacd las citopenias suelen ser multiples)
+ Cuadro lewcoeritroblistico = mieloptisis

+ Inclusiones citoplasmaticas simil cuerpos de Dilhe—* trombocitopenia congénita

+ Linfocitos anormales = virosis, linfoproliferativos.

Utilidad del frotis de sangre
periférica en la evaluacion
de la trombocitopenia







