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Citometria y Plaquetas
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e £ase de vasoconstriccion parietal:

e liberacidon de Tactores tisvlares de coaqulacion

e Fase endotelial-trombocitaria:

e activacion de plaquetas

Formacion de un tapon inestable de plaquetas (3-5 min)

CONCEPTO:
© Proceso complejo que permite:
© Prevenir de forma continva la pérdida espontinea de sangre

e Detener la hemorragia cavsada por davos al Sistema Vascolar

e Fase de formacion de trombina:
e Cascada de activacion de enzimas y factores

e Fase de formacion de fibrina:
@ Produccidn de una red insoluble de proteina

Estabilizacion y fijacion del coidgulo (5-10 min)




¢ Cicatrizacion del tejido vascular lesionado

e Destruccion enzimatica de la red de fibrina

Sitvacion hemostitica normal (48-72 horas)
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e EL estado actval del conocimiento bisico y clinico de la
hemostasia, sv requlacién y sv patologia exige incluir el
andlisis de la funcidn plaquetaria en el estudio de los
Ffendmenomenos prohemorrigicos y protrombéticos.

e £l desarrollo conceptual y metodologico de la citometria de
flvjo la convierten en una tecnologia de eleccion para ese fin.

e L2 disponiblidad de técnicas citométricas en sangre entera
potencia extraordinariamente el valor diagndstico y prondstico
de la citometria de flujo en el estudio clinico de la hemostasia.




« Permite estudiar la Foncidn plaquetaria en condiciones cuasi-fisiolégicas
© L4 manipulacion minima previene la activacion artefactval de plaquetas
 Evita la pérdida potencial de subpoblaciones plaquetarias

* Requiere pequeRios volimenes de muestra ( pocos microlitros de sangred

© Permite el andlisis simultineo de plaquetas y otras células sanguineas
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e Anomalias de la adhesion a la ldmina basal:
e Anomalias de la adhesion a la lamina basal
e Sindrome de Bernard-Sovlier: complejo gp Ib/IX/V
e Enfermedad de Von Willebrand de tipo plaquetario: gp Ib
e Defecto de adhesion de plaquetas al coligeno: gp 1a/230

e Anomalias de la agregacion primaria
e Anomalias de la transduccion de senales

e Anomalias de la agreqacion secundaria

e Anomalias de la svperficie procoagulante

e Anomalias de la agregacién primaria: e Anomalias de la transduccion de senales:
e Defectos “Aspirin-like™
e Trombastenia de Glanzmann: gp lib/Ma e Activacion de proteinas 6
«Ciclooxigenasa
e Tromboxano sintetasa
e Prostaglanding Hi sintetasa
e Activacion de Fosfolipasa C
e Liberacion de icido araquiddnico
e Metabolismo de fosfoinositol

e Liberacion de calcio




¢ Anomalias de la agregacion secundaria: e Anomalias de la svperficie procoagulante:
¢ Defectos en el almacenamiento en granvlos:
e Sindrome de HermansKy-Pudlak: g. densos * Sindrome de Scott: scramblasa
¢ Sindrome de Chediak-Higashi: g. densos
e Sindrome de IPlaquetas Quebec: g. alfa
¢ Sindrome de [Plaquetas grises: mixta
e Defectos en la secrecion de granvlos:
e Sindrome de WisKott-Aldrich: proteina WASP

e Trombopatias secundarias a:

. Los mismos procesos celviares y moleculares
e Uremia

¢ Mielodisplasias que evitan la hemorragia en condiciones
¢ Sindromes mieloproliferativos

‘ o fisioldgicas, pveden desencadenar la trombosis
¢ Disproteinemias

e Leucemias en ciertas anomalias cardiovasculares (!




e L3 funcidn plaquetaria se puede analizar ampliamente
en sangre entera por citometria de flujo
e La citometria de flujo puede aplicarse al estudio de:
e Reactividad plaquetaria in vitro
e Plaquetas activadas circulantes
 Interacciones plaqueta-plaqueta
e Interacciones entre plaquetas y levcocitos
e ficroparticulas plaquetarias procoagulantes
e Alteraciones congénitas o adquiridas en la funcidén
o el niomero de plaquetas
e fMaduracion normal y patoldgica de plaquetas
e Monitorizacion de tratamiento antiagregante

e £l andlisis funcional de plaquetas por citometria de

Fluj de rel ci disti c clinicos: ) ‘
jo es de relevancia en distintos aspectos cliricos e L3 preparacion y el procesamiento de la muestra deben

o ‘ . ser cvidadosos para mantener las funciones intrinsecas
 Prediccion de riesqo protrombético

¢ Diagnostico de anomalias congénitas de
glicoproteinas de la superficie de la plaqueta

© Diagndstico de anomalias congénitas del
almacenamiento en grinvlos de la plaqueta

e Control de la terapia con antagonistas de gplib/1a

© Diagndstico de trombocitopenias

e Estudio de la trombopoyesis

e Control de la calidad de productos hemoderivados

e Las condiciones del andlisis citometrico se deben
adaptar para acotar la poblacién de plaquetas




¢ La extraccion debe realizarse en reposo y con el
minimo travmatismo

e La sangre entera se debe anticoagular con citrato

¢ Las muestras se dilvyen (I100) para evitar la
Fformacion de agreqados plaquetarios

e Se vtiliza un anticverpo monoclonal contra vna
proteina constitutiva de la svperficie de la plaqueta
para identificar y seleccionar la poblacidn plaquetaria

¢ Los agonistas mas vtilizados para la estimulacion de
plaquetas sowm
e Agonistas fuertes: Trombina y TRAP
e Agonistas débiles: ADPP, Coligeno, Tromboxano A2
e londtoros de Calcio: lonomicing, A23187
e Esteres de Torbol PANA

e En ausencia de agonistas exdgenos, la citometria de
flvjo en sangre entera permite determinar el estado de
activacion in vivo de las plaquetas circulantes

e L2 adicidn de vn agonista permite analizar la
reactividad in vifro de las plaquetas circulantes.
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e L3 respuesta plaquetaria se svele estimar con:

¢ Un anticverpo monoclonal contra un antigeno de
svperficie indicador de activacion
e Un fluorocromo especitico de vna funcion celvlar

e Un cambio morfoldgico
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Expresion de P-selecting (CDG62P):
e Objetivos:

« Deteccion de plaquetas activadas circolantes

« Determinacidn de la reactividad plaquetaria in vitro

« Medicion del riesqo protrombdtico o prohemorrigico

e Aspectos metodoldgicos:

+ El andlisis se efectioa en sangre periférica

« Mentificacion con CD4, CD49 0 CD6GI con PE
« Cvantificacion de P-selectina con CDG2P-FITC




Capacidad de activacion: Induccion de la activacion:

. L‘;gj! vos: ] L‘Igi‘!lgs:

* Estimacion del riesgo protrombético o prohemorrigico * Medicion del riesqgo protrombético o prohemorrigico
* Monitorizacion de tratamientos antiplaquetarios * Aonitorizacién de tratamientos antiplaquetarios

+ Caracterizacidn del perfil de activacion plaquetaria « Caracterizacion del perfil de activacion plaquetaria

» Aspectos metodoldgicos: « Aspectos metodolégicos:
* Elandlisis se efectoa en sangre periferica + El andlisis se efectia en sangre periférica
* Activacidn con agonistas especificos « Activacion con agonistas especificos

* Mentificacion con CD4I, CD49, CDGI con PE - Mentificacion con CD4I, CD49 0 CDGI con PE
+ Cuantificacién de P-selectina con CDE2P-FITC - A\edida cinética de la liberacion de calcio con Flvo-3

ANALISIS FUNCIONAL AnaLISIS PuNcIONAL

ANALISTS CITOMETRICO DE LA EXPRESION DE ANALISTS CITOMETRICO DE LA LIBERACION DE
MARCADORES DE ACTIVACION PLAQUETARIA CALCIO CITOSOLICO EN PLAQUETAS P iQDDU C TOS !’QE L A C ‘ o N ADOS\
'«

e CDAH-PE: 10Test N 4l6

e CDG2P-PE: I0Test WMT759




* Objetivos: e Deteccion y cuantificacion de fragmentos circvlantes de

e Cuantificacion de la expresion de Tosfatidilserina en la membrana plaquetaria que expresan fosfatidilserina
svperficie de la plaqueta activada ¢ Diferenciar microparticuvlas activadas y no activadas

e Evalvacion de la contribucion plaquetaria a la coagulacion ® Evalvacion de la contribucion plaquetaria a la coagulacion

Aspectos metodolédgicos: Aspectos metodologicos:

e £l anilisis se efectoa en sangre periferica
e ldentificacion con CD4 0 CDGI con PE 0
e f\hedida de TosTatidilserina con Anexina V-FITC

e f\\étodo normalizado en preparacion por Biocytex

e £l andlisis se efectia en sangre periférica
e ldentificacion con CD4H o CD6I con PE 0
e fedida de fosTatidilserina con Anexina V-FITC

Anilisis cuantitativo de microparticulas plaquetarias: I
|
SUPERFICIE PROCOAGULANTE EN PLAQUETAS

CDEL-FITC
(1Z8X128)

1080

Number of Pathological Samples : v = 22
Test A Test B
CD6I/CDH Anvexin V/CDH
7745 1362
3474 570 I
1839 - 13620 400 - CD41-PE

ANNEXINY FITC
(1Z8xX1Z8)

L1

Resuvlts expressed in number of events / pl whole blood




PRODUCTOS RELACIONADOS:
e CD4-PE: 10Test INI4HE

e CDOI-PE: IOTEST IW\3605

AMedida de la ocupacidn de receptores gpllh/Ma:
e Objetivos:

e Monitorizacion de las terapias antiagregantes

e Determinacidn del nomero de receptores GPHL/Ma:
e Totales: CDol (A
« No ocupados por el anticverpo anhiGPHL/Ma: CDoI (B)
e Optimizacion del tratamiento en pacientes individvales
« Aspectos metodoldgicos:
e £l andlisis se efectoa en sangre periférica
e Cvantificacion con el Kit Platelet gpllb/Ia Occupancy Kit

L A T,
1 18 188
gplib/Ma
Cuantificacion de receptores gpllh/Ma (CD4D en plaquetas en sangre entera.(A) Svjeto normal, en el que
los (linea roja) se encventran (linea verde). (B) Paciente tratado

con anticverpo anti-gpllb/Mla en el que la mayor parte de los receptores totales (linea naranja) se
encventran ocupados (inea azub).

PRODUCTOS RELACIONADOS:

e Kit Platelet gpllb/Ma Occupancy Kit:
« [°N BX700]
e anti-GPHla (CDGD AAabl
e anti-GPMa (CDGD AMab2




e Objetivos:

e Cuanhificacion de la adhesion de plaquetas activadas ala
svperficie de los grawlocitos

e fMedicidn del riesqo protrombdtico

« Aspectos metodoldgicos:
e El ensayo se realiza en sangre periférica
e Mentificacion de granvlocitos con )

e Mentificacion de plaquetas activadas: /CDG2P-FITC

e Objetivos:

e Cuantificacion de la adhesion de plaquetas activadas a la
svperficie de los monocitos

e Medicion del riesqo protrombotico

« Aspectos metodoldgicos:

e El ensayo se realiza en sangre periférica
e Wentificacion de monocitos con
e Wentificacion de plaquetas activadas: /CD62P-FITC

e Objetivos:

e Cvanhificacion de la adhesion de plaquetas activadas ala
svperficie de los eritrocitos

e fMedicion del riesqo protrombotico

e Aspectos metodoldgicos:

e El ensayo se realiza en sangre periférica
e Wentificacion de eritrocitos con

e Wentificacion de plaquetas activadas:




PRODUCTOS RELACIONADOS:

e anti Glycophorin A-PE (CD235): 10Test WA22I1

e CD4I-PE: 10Test INN46

e CDG62P-PPE: 10Test IMNI64

e Deficiencias de glicoproteinas de svperficie: R
R Mo.l ECULAS DE SUPERFICIE EN PLA H&TAS
e Trombastenia de Glanzmann: CD4, CDGI
¢ Sindrome de Bernard-Sovlier: CD42a, CD42b, CD4

e Otras: CD49b, CD49e, CD5I

e Deficiencias de almacenamiento en los grinvios:
e CDG2P, (D4l

e Deficiencias de /2 expresion de fosfatidilserina:
e Sindrome de Scott: Anexina V, CD4I

e Hemoglobinvria paroxistica noctvrna:
e Deficiencia en CD55 y/0 CD5G: CD55, CD59, CD4




PRODUCTOS RELACIONADOS:

e CDY4-PE: 10Test IaMN4I6 e CD55-PE: 10Test IAN2726

e CD4-PC5: 10Test 6607116

e CDGI-PPE: 10Test N3605
e CD42b-PE: 10Test N 4T

y CD4[-I7E: Recvento normal

File: Z0010492.LAND

Sample ID: N67 PROT2 $/T0 S/COI
Gates: RI*R2

Gated Events: 12083

S LOG (2) vs Tiazol Orange (3)
Region X-Mean Y-Mean FTotal Fobated Params X Range Y Range
RO 406 51 383 loo.00 23 10000 10000
RI 40.6 1518.9 383 loo.00 24 10000 10000
R2 1558 1708 383 loo.0o0 56 1024 024

R3 317 510 004 l.o4 23 10000 10000

File:

Sample 1D:
Gates:

Gated Events:

20010495 LAND
N68 PROT2S/TO S/COMP
RI*R2

8879

<SS LOG (2) vs Tiazol Orange (3)

Region
RO
Rl
)

R3

X-Aean Y-Mean
343 18.8
343 13629
139.7 154.1

294 612

y CD4[-I7E: Recvento elevado

Events
8819
8819
8879

536

FoTotal
6.08
6.08
6.08

037

JoGated
100.00
loo.00
loo.00

6.04

Params
23
24
56

2.3

X Range
10000
10000
1024

10000

Y Range
10000
10000

024

10000




PRODUCTOS RELACIONADOS:

e CD4-PE: 10Test IM4l6

¢ ReticONE Reagent Kit (Retic-STAT dyed: 7547059

o/

SPLATELET Prl>;

e Expresion de proteina pridnica normal en plaquetas activadas

oPLATELET Gp Screen:

e Expresion de glicoproteinas en la svperficie plaquetaria
oPLATELET Calibrator:

e Calibracion de proteinas en la superficie plaquetaria
PLATELET fFibrinogen:

 Determinacion de la union de fibrindgeno a plaquetas activadas

o/

oPLATELET ccupancy:

 Cuantificacidn de sitios ocupados por anticuerpos anti-G> b/ M
oPLATELET HPA-I:

 Deteccion de polimorfismos plaquetarios PIN /] A2

SPLATELET Gp:

 Wentificacion y caracterizacion de defectos congénitos
sPLATELET GelSep®:

e Separacion de plaquetas por centrifugacion/ filtracion en gel
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