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Desde hace ya mucho tiempo la Citometria de Flujo se viene aplicando al estudio de las
células sanguineas. En la actualidad ha cobrado especial relevancia el estudio de las
plaquetas por esta segura, acuciosa, precisa y rapida metodologia. Si bien, en una
primera instancia se ha reservado esta posibilidad a los laboratorios de investigacion,
hoy en dia es factible aplicar estas técnicas para su utilidad clinica.

Las plaquetas de por si tienen ciertas caracteristicas que las hacen susceptibles de
estudio por Citometria de Flujo resultando de gran valor clinico en diferentes patologias.
Ademas se suma una ventaja adicional a la identificacién inmunofenotipica de las
plaquetas, cual es su caracterizacién estructural y su analisis funcional. Dentro de las
aplicaciones mas utilizadas se encuentran las siguientes:

*  Diagnostico de trombocitopatias.
*  Deteccion de inmunoglobulinas asociadas a plaquetas.

* Enumeracion de plaquetas reticulares
*  Estudio de la activacion plaquetaria

Existe una gama bastante amplia de anticuerpos monoclonales capaces de identificar
glicoproteinas plaquetarias. Por ejemplo, el diagnéstico del Sindrome de Bernard-
Soulier o de la Trombastenia de Glanzman puede realizarse en forma rapida en base a
la ausencia de expresién antigénica en la membrana plaquetaria de CD42 (gp Ib) y
CD41 (gplib/llla), respectivamente.

En los estudios de activacion plaquetaria, los anticuerpos monoclonales se dirigen
frente a glicoproteinas, que durante la activacion modifican su expresion antigénica a
nivel de la membrana plaquetaria, tal es el caso de CD62, CD63, CD69, CD41, CDA42,
etc., situaciones clinicas que presentan "in vivo" mayor riesgo de eventos tromboflicos.

La deteccidn de inmunoglobulinas asociadas a plaquetas nos permite identificar la
existencia de anticuerpos antiplaquetarios. En gran nimero de situaciones clinicas se
sospecha la presencia de estos anticuerpos y es dificultoso detectarlos con otras
aproximaciones metodologicas. La Citometria de Flujo no solamente permite su
deteccion, sino que ademas tiene algunas ventajas, ya que permite la identificacion
especifica de las plaquetas, por lo cual la presencia de otras células no interfiere en los
resultados. El estudio de las plaquetas es de forma individual, lo que permite identificar
diferentes subpoblaciones y brinda de esta manera informacién cualitativa y cuantitativa.
Por Citometria de Flujo ademas se pueden realizar marcajes miltiples, lo que unido a la
sensibilidad de la técnica, aporta objetividad y rigurosidad estadistica. En otro plano, se
sabe que la identificacion de parametros que colaboren a la prediccién de la
recuperacién medular tras la quimioterapia, o0 al grado de produccién hematopoyética
por parte de la médula 6sea, es de gran interés clinico. De ahi que la identificacion de
plaquetas reticuladas podria en cierta forma reflejar el estado de la
megacariocitopoyesis. Es asi, que a través de la medicién del ARN plaquetario se han
podido identificar plaquetas "reticuladas”, o que sugiere liberacién reciente de plaquetas
jovenes al torrente sanguineo.

El recuento plaquetario sanguineo, en trombocitopenias de origen desconocido o
inducidas por farmacos, podria ser de gran utilidad al diagnéstico diferencial.

En términos generales, el espectro de andlisis de las plaquetas por Citometria de Flujo,


http://www.clc.cl/oncologia.html�
http://www.clc.cl/laboncologicos.htm�

se basa en la caracterizacién de anomalias plaquetarias especificas, relacionadas con:

= una determinada enfermedad o diagnéstico de deso6rdenes plaquetarios.
= el control de las intervenciones terapéuticas dirigidas a las plaquetas.

El andlisis del recuento plaquetario y del volumen celular se basa en 4 tipos diferentes
de ensayos, con fines diagnosticos:

1. Andlisis de plaquetas activadas "ex vivo" y reactividad plaquetaria en respuesta
a la estimulacion "in vitro", basada en el analisis de transduccion de sefiales,
estructuras del citoesqueleto, secrecion y degranulacion, conformacion de las
glicoproteinas, fosfolipidos de membrana, unién a los factores de coagulacién y
formacién de microparticulas.

2. Analisis de defectos congénitos y adquiridos de la funcion hemostética, basado
en la unién de superficie a las proteinas de la cascada de la coagulacién,
siguiendo la estimulacién in vitro y la identificacién de los defectos y
deficiencias de glicoproteinas.

3. Caracterizacion del estado madurativo, basado principalmente en el contenido
de ARN, en combinacion con el volumen y recuentos plaquetarios.

4. Deteccion, cuantificacion y caracterizacion de anticuerpos plaquetarios directos
(Figura 1).
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Figura 1

Paciente portador de Parpura Trombocitopénico Idiopatico: Anticuerpos plaquetarios anti-lgM y

anti-1gG positivos.
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El andlisis plaquetario, como célula aislada, es util para la caracterizacién de anomalias
plaquetarias: primarias y secundarias. El ensayo se puede realizar independientemente
del recuento plaquetario, tanto en trombocitopenias, como en recuentos celulares
elevados, si se ejecuta en las condiciones apropiadas (ej: buena saturacion del
anticuerpo monoclonal).

Por otro lado, la caracterizacion cuantitativa de las anomalias plaquetarias, permite el
monitoreo de seguimiento durante la terapia.

El valor de la Citometria de Flujo en este analisis se ha establecido para los siguientes
desérdenes:

*  Sindromes pretrombaticos: estudios de activacion plaquetaria (Diabetes
Mellitus, Sindrome Antifosfolipidico, Drogas).

*  Defectos vasculares: activacion plaquetaria (Arterioesclerosis, Infarto
Miocardico, Angioplastia, Implantacién de Injertos Vasculares).



*  Defectos congénitos: Ausencia de glicoproteinas (Trombastenia de
Glanzmann, Sindrome de BernardSoulier); Déficit del pool de
almacenamiento.

* Desordenes de la funcién hemostatica de Las plaquetas: (Sindromes
Mieloproliferativos o Mielodisplasicos, Insuficiencia renal terminal o
secundaria a circulacidn extracorporea, ejercicios extremos, efectos
secundarios a drogas o transfusiones plaguetarias).

*  Monitoreo de terapia antitrombotica plaquetaria.

*  Parpura trombocitopénico idiopatico o secundario a drogas: disminucion de la
trombopoyesis (citostaticos, diuréticos tiazidicos estrgenos, infiltracion
maligna de la médula 6sea).

*  Trombocitopenia Inmune, Preeclampsia, Sepsis: Aumento de la
trombopoyesis; monitoreo de la respuesta medular a los factores de
crecimiento hematopoyeético.

*  Procesos Alo o Autoinmunes: Trombocitopenia neonatal, refractariedad a
transfusiones; trombocitopenia inducida por heparina tipo 2.
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