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HEMOSTASIA: CONCEPTO

CONCEPTOCONCEPTO::

•• Proceso complejo que permite: Proceso complejo que permite:

•• Prevenir de forma Prevenir de forma contínua contínua la pérdida espontánea de sangre la pérdida espontánea de sangre

•• Detener la hemorragia causada por daños al Sistema Vascular Detener la hemorragia causada por daños al Sistema Vascular

HEMOSTASIA: FASES

• Hemostasia primaria:

• Fase de vasoconstricción parietal: 
• liberación de factores tisulares de coagulación

• Fase endotelial-trombocitaria: 
• activación de plaquetas

• Resultado:
Formación de un tapón inestable de plaquetas  (3-5 min)

HEMOSTASIA: FASES

• Coagulación:

•• Fase de formación de trombina: Fase de formación de trombina:
•• Cascada de activación de enzimas y factores Cascada de activación de enzimas y factores

•• Fase de formación de fibrina: Fase de formación de fibrina:
•• Producción de una red insoluble de proteína Producción de una red insoluble de proteína

•  Resultado:
Estabilización y fijación del coágulo (5-10 min)Estabilización y fijación del coágulo (5-10 min)



HEMOSTASIA: FASES

• Fibrinolisis:

•• Cicatrización del tejido vascular lesionado Cicatrización del tejido vascular lesionado

•• Destrucción enzimática de la red de fibrina Destrucción enzimática de la red de fibrina

• Resultado:
Situación hemostática normal (48-72 horas)Situación hemostática normal (48-72 horas)

HEMOSTASIA: INTERACCIONES CELULARES

HEMOSTASIA: INTERACCIONES MOLECULARES

         ENDOTELIO VASCULAR LESIONADO

FACTOR TISULAR

COMPLEJO FT- VIIa COMPLEJO Xa-Va-Protrombina

FACTOR IX

COMPLEJO VIIIa-IXa

FACTOR X

TROMBINA

FACTOR XIa

FIBRINOGENO FIBRINA

Ca2+

Ca2+

Ca2+

FACTOR VIII

PS
PS

COLAGENO
vWF

Ca2+

PS

PAF

PDGF

PLAQUETA

ESTUDIO CLINICO DE LA HEMOSTASIA:
INTEGRACION DE FUNCION PLAQUETARIA Y COAGULACION

• EL estado actual del conocimiento básico y clínico de la 
   hemostasia, su regulación y su patología exige incluir el
   análisis de la función plaquetaria en el estudio de los
   fenómenomenos prohemorrágicos y protrombóticos.

• El desarrollo conceptual y metodológico de la citometría de
   flujo la convierten en una tecnología de elección para ese fin.

• La disponiblidad de técnicas citométricas en sangre entera
   potencia extraordinariamente el valor diagnóstico y pronóstico
  de la citometría de flujo en el estudio clínico de la hemostasia.



ESTUDIO COMPLETO DE LA HEMOSTASIA:
VENTAJAS DE LA CITOMETRIA EN SANGRE COMPLETA

• Permite estudiar la función plaquetaria en condiciones cuasi-fisiológicas

• La manipulación mínima previene la activación artefactual de plaquetas

• Evita la pérdida potencial de subpoblaciones plaquetarias

• Requiere pequeños volúmenes de muestra ( pocos microlitros de sangre)

• Permite el análisis simultáneo de plaquetas y otras células sanguíneas

FUNCION PLAQUETARIA: RECEPTORES DE MEMBRANA

FUNCION PLAQUETARIA: TRANSDUCCION DE SEÑAL Las Múltiples Funciones de las Plaquetas
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ALTERACIONES CONGENITAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA

• Anomalías de la adhesión a la lámina basal

• Anomalías de la agregación primaria

• Anomalías de la transducción de señales 

• Anomalías de la agregación secundaria 

• Anomalías de la superficie procoagulante

• Anomalías de la adhesión a la lámina basal:

• Síndrome de Bernard-Soulier: complejo gp Ib/IX/V
• Enfermedad de Von Willebrand de tipo plaquetario: gp Ib
• Defecto de adhesión de plaquetas al colágeno: gp Ia/230

ALTERACIONES CONGENITAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA

• Anomalías de la agregación primaria:

• Trombastenia de Glanzmann: gp Iib/IIIa

ALTERACIONES CONGENITAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA

•  Anomalías de la transducción de señales:
• Defectos “Aspirin-like”: 

• Activación de proteínas G 
•Ciclooxigenasa
• Tromboxano sintetasa 
• Prostaglandina H1 sintetasa
• Activación de Fosfolipasa C
• Liberación de ácido araquidónico
• Metabolismo de fosfoinositol
• Liberación de calcio

ALTERACIONES CONGENITAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA



•  Anomalías de la agregación secundaria:
• Defectos en el almacenamiento en gránulos:

• Sindrome de Hermansky-Pudlak: g. densos
• Síndrome de Chediak-Higashi: g. densos
• Síndrome de Plaquetas Quebec: g. alfa
• Síndrome de Plaquetas grises: mixta

• Defectos en la secreción de gránulos:
• Síndrome de Wiskott-Aldrich: proteína WASP

ALTERACIONES CONGENITAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA

•  Anomalías de la superficie procoagulante:

• Síndrome de Scott: scramblasa

ALTERACIONES CONGENITAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA

• Trombopatías secundarias a:
• Uremia
• Mielodisplasias
• Sindromes mieloproliferativos
• Disproteinemias
• Leucemias

ALTERACIONES ADQUIRIDAS DE LA FUNCION PLAQUETARIA HEMOSTASIA: PLAQUETAS Y RIESGO DE TROMBOSIS

Los mismos procesos celulares y moleculares

que evitan la hemorragia en condiciones

fisiológicas, pueden desencadenar la trombosis

en ciertas anomalías cardiovasculares !!!



CITOMETRIA DE FLUJO EN EL ANALISIS DE PLAQUETAS • La función plaquetaria se puede analizar ampliamente
  en sangre entera por citometría de flujo
• La citometría de flujo puede aplicarse al estudio de:

• Reactividad plaquetaria in vitro
• Plaquetas activadas circulantes
• Interacciones  plaqueta-plaqueta
• Interacciones entre plaquetas y leucocitos
• Micropartículas plaquetarias procoagulantes
• Alteraciones congénitas o adquiridas en la función
  o el número de plaquetas
• Maduración normal y patológica de plaquetas
• Monitorización de tratamiento antiagregante

CITOMETRIA DE FLUJO EN EL ANALISIS DE PLAQUETAS

• El análisis funcional de plaquetas por citometría de
   flujo es de relevancia en distintos aspectos clínicos:

• Predicción de riesgo protrombótico
• Diagnóstico de anomalías congénitas de
   glicoproteínas de la superficie de la plaqueta
• Diagnóstico de anomalías congénitas del
   almacenamiento en gránulos de la plaqueta
• Control de la terapia con antagonistas de gpIIb/IIIa
• Diagnóstico de trombocitopenias
• Estudio de la trombopoyesis
• Control de la calidad de productos hemoderivados

CITOMETRIA DE FLUJO EN EL ANALISIS DE PLAQUETAS

• La preparación y el procesamiento de la muestra deben
 ser cuidadosos para mantener las funciones intrínsecas

• Las condiciones del análisis citométrico se deben
  adaptar para acotar la población de plaquetas

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA



• La extracción debe realizarse en reposo y con el
   mínimo traumatismo
• La sangre entera se debe anticoagular con citrato
• Las muestras se diluyen (1:100) para evitar la
  formación de agregados plaquetarios
• Se utiliza un anticuerpo monoclonal contra una
   proteína constitutiva de la superficie de la plaqueta
   para identificar y seleccionar la población plaquetaria

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

• En ausencia de agonistas exógenos, la citometría de
   flujo en sangre entera permite determinar el estado de
   activación in vivo de las plaquetas circulantes

• La adición de un agonista permite analizar la
   reactividad in vitro de las plaquetas circulantes.

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

• Los agonistas más utilizados para la estimulación de
   plaquetas son:

• Agonistas fuertes: Trombina y TRAP
• Agonistas débiles: ADP, Colágeno, Tromboxano A2
• Ionóforos de Calcio: Ionomicina, A23187
• Esteres de forbol: PMA

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA
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ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

• La respuesta plaquetaria se suele estimar con:

• Un anticuerpo monoclonal contra un antígeno de
   superficie indicador de activación
• Un fluorocromo específico de una función celular
• Un cambio morfológico

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

PARAMETROS CITOMETRICOS DE  ACTIVACION PLAQUETARIA
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PARAMETROS CITOMETRICOS DE  ACTIVACION PLAQUETARIA
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PARAMETROS CITOMETRICOS DE  ACTIVACION PLAQUETARIA

Parámetro Cambio detectado
Marcador 

Citométrico
Emisión de 

Fluorescencia

 Complejos
gp IIb/IIIa

 Complejos
gp IIb/IIIa

 Complejos
gp IIb/IIIa

 Complejos
gp IIb/IIIa

 Conformación
alterada

 Conformación
alterada

 Unión de
ligandos

 Expresión de
LIBS y RIBS

 Anticuerpos
específicos

 Anticuerpos
específicos

contra ligandos

 Anticuerpos
específicos
simultáneos

 Anticuerpos
específicos

contra neoepítopos

 Aumento

 Aumento

 Aumento

 Modificación de
la resonancia de
fluorescencia

FRET

PARAMETROS CITOMETRICOS DE  ACTIVACION PLAQUETARIA
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PARAMETROS CITOMETRICOS DE  ACTIVACION PLAQUETARIA
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ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Expresión de P-selectina (CD62P):
• Objetivos:
·  Detección de plaquetas activadas circulantes
·  Determinación de la reactividad plaquetaria in vitro
·  Medición del riesgo protrombótico o prohemorrágico

• Aspectos metodológicos:
·  El análisis se efectúa en sangre periférica
·  Identificación con CD41, CD49 o CD61 con PE
·  Cuantificación de P-selectina con CD62P-FITC



ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Capacidad de activación:
• Objetivos:
·  Estimación del riesgo protrombótico o prohemorrágico
·  Monitorización de tratamientos antiplaquetarios
·  Caracterización del perfil de activación plaquetaria

• Aspectos metodológicos:
·  El análisis se efectúa en sangre periférica
·  Activación con agonistas específicos
·   Identificación con CD41, CD49, CD61 con PE
·  Cuantificación de P-selectina con CD62P-FITC

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Inducción de la activación:
• Objetivos:
· Medición del riesgo protrombótico o prohemorrágico
· Monitorización de tratamientos antiplaquetarios
· Caracterización del perfil de activación plaquetaria

• Aspectos metodológicos:
· El análisis se efectúa en sangre periférica
· Activación con agonistas específicos
· Identificación con CD41, CD49 o CD61 con PE
· Medida cinética de la liberación de calcio con Fluo-3

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

PRODUCTOS RELACIONADOS:

• CD41-FITC: IOTest IM0649

• CD41-PE: IOTest IM1416

• CD41-PC5: IOTest 6607116

• CD62P-FITC: IOTest IM1164

• CD62P-PE: IOTest IM1759

ANALISIS CITOMETRICO DE LA ACTIVACION PLAQUETARIA



ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Medida de la expresión de superficie procoagulante:
• Objetivos:
• Cuantificación de la expresión de fosfatidilserina en la 
   superficie de la plaqueta activada
• Evaluación de la contribución plaquetaria a la coagulación
Aspectos metodológicos:
• El análisis se efectúa en sangre periférica
• Identificación con CD41 o CD61 con PE o PC5
• Medida de fosfatidilserina con Anexina V-FITC

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Análisis cuantitativo de micropartículas plaquetarias:
• Objetivos:
• Detección y cuantificación de fragmentos circulantes de
   membrana plaquetaria que expresan fosfatidilserina 
• Diferenciar micropartículas activadas y no activadas 
• Evaluación de la contribución plaquetaria a la coagulación
  Aspectos metodológicos:
• El análisis se efectúa en sangre periférica
• Identificación con CD41 o CD61 con PE o PC5
• Medida de fosfatidilserina con Anexina V-FITC
• Método normalizado en preparación por Biocytex

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Análisis cuantitativo de micropartículas plaquetarias:

      Number of Pathological Samples : n = 22
   Test A      Test B
CD61/CD41  Annexin V/CD41

Mean    7745          1362
SD   3474           570
Range 1839 - 13620   400 -
2280
          Results expressed in number of events / µl whole blood Micropartículas activadas

Micropartículas plaquetarias

MEDIDA DE LA EXPRESIÓN DE SUPERFICIE
PROCOAGULANTE Y MICROPARTICULAS:



MEDIDA DE LA EXPRESIÓN DE SUPERFICIE
PROCOAGULANTE Y MICROPARTICULAS:

PRODUCTOS RELACIONADOS:
•  CD41-PE: IOTest IM1416
• CD41-PC5: IOTest 6607116
• CD61-PE: IOTEST IM3605
• Annexin V-FITC kits: IM2375, IM3546, IM3614

ANALISIS CITOMETRICO DE LA TERAPIA PLAQUETARIA

Cuantificación de receptores  gpIIb/IIIa (CD41)  en plaquetas en sangre entera.(A) Sujeto normal, en el que
los receptores totales (línea roja) se encuentran mayoritariamente libres (línea verde). (B) Paciente tratado
con anticuerpo anti-gpIIb/IIIa en el que la mayor parte de los receptores totales (línea naranja) se
encuentran ocupados (línea azul).
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ANALISIS CITOMETRICO DE LA TERAPIA PLAQUETARIA

Medida de la ocupación de receptores gpIIb/IIIa:
• Objetivos:
• Monitorización de las terapias antiagregantes
• Determinación del número de receptores GPIIb/IIIa:

• Totales: CD61 (A)
• No ocupados por el anticuerpo antiGPIIb/IIIa: CD61 (B)

• Optimización del tratamiento en pacientes individuales
• Aspectos metodológicos:
• El análisis se efectúa en sangre periférica
• Cuantificación con el kit Platelet gpIIb/IIIa Occupancy Kit

ANALISIS CITOMETRICO DE LA TERAPIA PLAQUETARIA

PRODUCTOS RELACIONADOS:

• kit Platelet gpIIb/IIIa Occupancy Kit:
• PN BX7001 

• anti-GPIIIa (CD61) Mab1

• anti-GPIIIa (CD61) Mab2

• anti-Mouse IgG-FITC



INTERACCION DE PLAQUETAS CON CELULAS SANGUINEAS
INTERACCION DE PLAQUETAS CON MONOCITOS

• Objetivos:
• Cuantificación de la adhesión de plaquetas activadas a la 
   superficie de los monocitos
• Medición del riesgo protrombótico

• Aspectos metodológicos:
• El ensayo se realiza en sangre periférica
• Identificación de monocitos con CD14-PC5
• Identificación de plaquetas activadas: CD41-PE/CD62P-FITC

INTERACCION DE PLAQUETAS CON GRANULOCITOS

• Objetivos:
• Cuantificación de la adhesión de plaquetas activadas a la 
   superficie de los granulocitos
• Medición del riesgo protrombótico

• Aspectos metodológicos:
• El ensayo se realiza en sangre periférica
• Identificación de granulocitos con CD15-PC5 o CD16-PC5
• Identificación de plaquetas activadas: CD41-PE/CD62P-FITC

INTERACCION DE PLAQUETAS CON ERITROCITOS

• Objetivos:
• Cuantificación de la adhesión de plaquetas activadas a la 
   superficie de los eritrocitos
• Medición del riesgo protrombótico

• Aspectos metodológicos:
• El ensayo se realiza en sangre periférica
• Identificación de eritrocitos con glicoforina A-PE
• Identificación de plaquetas activadas: CD41-PC5/CD62P-FITC



INTERACCION DE PLAQUETAS CON CELULAS SANGUINEAS

PRODUCTOS RELACIONADOS:
• CD14-PC5: IOTest IM2640
• CD15-PC5: IOTest IM2641
• CD16-PC5: IOTest IM2642
• anti Glycophorin A-FITC (CD235): IOTest IM2212
• anti Glycophorin A-PE (CD235): IOTest IM2211
• CD41-FITC: IOTest IM0649
• CD41-PE: IOTest IM1416
• CD41-PC5: IOTest 6607116
• CD62P-FITC: IOTest IM1164
• CD62P-PE: IOTest IM1164

ANALISIS CITOMETRICO DE LA PATOLOGIA
PLAQUETARIA CONGENITA

c TYPE  I

mutation under study

ANALISIS CITOMETRICO DE LA PATOLOGIA
PLAQUETARIA CONGENITA

• Deficiencias de glicoproteínas de superficie:
• Trombastenia de Glanzmann: CD41, CD61
• Síndrome de Bernard-Soulier: CD42a, CD42b, CD41
• Otras: CD49b, CD49e, CD51

• Deficiencias de almacenamiento en los gránulos:
• CD62P, CD41 

• Deficiencias de la expresión de fosfatidilserina:
• Síndrome de Scott: Anexina V, CD41 

• Hemoglobinuria paroxística nocturna:
• Deficiencia en CD55 y/o CD59: CD55, CD59, CD41

ANALISIS CITOMETRICO DE LA PATOLOGIA
PLAQUETARIA CONGENITA



• CD41-FITC: IOTest IM0649 

• CD41-PE: IOTest IM1416

• CD41-PC5: IOTest 6607116

• CD42a-FITC: IOTest IM1757

• CD42b-FITC: IOTest IM0648

• CD42b-PE: IOTest IM1417

• CD49b-FITC: IOTest IM1425

• CD49e-FITC: IOTestIM1854

• CD55-FITC: IOTest IM2725

• CD55-PE: IOTest IM2726

• CD59-FITC: IOTest IM3457 

•CD61-FITC: IOTest IM1758

• CD61-PE: IOTest IM3605

• CD62P-FITC: IOTest IM1164

•  Annexin V-FITC kits: 

• IM2375, IM3546, IM3614

PRODUCTOS RELACIONADOS:

ANALISIS CITOMETRICO DE LA PATOLOGIA
PLAQUETARIA CONGENITA ANALISIS CITOMETRICO DE LA MADURACION

DE LAS PLAQUETAS

ANALISIS CITOMETRICO DE PLAQUETAS RETICULADAS

File: Z0010492.LMD
Sample ID: N67 PROT2 S/TO S/COMP
Gates: R1*R2
Gated Events: 12083
SS LOG (2) vs Tiazol Orange (3)
Region X-Mean Y-Mean Events %Total %Gated Params X Range Y Range
R0       40.6    5.7  12083   3.83 100.00   2,3   10000   10000
R1       40.6 1518.9  12083   3.83 100.00   2,4   10000   10000
R2      155.8  170.8  12083   3.83 100.00   5,6    1024    1024

R3       31.7   51.0    126   0.04   1.04   2,3   10000   10000

Naranja de tiazol y CD41-PE: Recuento normal
ANALISIS CITOMETRICO DE PLAQUETAS RETICULADAS

Naranja de tiazol y CD41-PE: Recuento elevado

File: Z0010495.LMD
Sample ID: N68  PROT2 S/TO S/COMP
Gates: R1*R2
Gated Events: 8879
SS LOG (2) vs Tiazol Orange (3)
Region X-Mean Y-Mean Events %Total %Gated Params X Range Y Range
R0       34.3   18.8   8879   6.08 100.00   2,3   10000   10000
R1       34.3 1362.9   8879   6.08 100.00   2,4   10000   10000
R2      139.7  154.1   8879   6.08 100.00   5,6    1024    1024

R3       29.4   61.2    536   0.37   6.04   2,3   10000   10000



ANALISIS CITOMETRICO DE LA MADURACION
DE LAS PLAQUETAS

PRODUCTOS RELACIONADOS:

• CD41-FITC: IOTest IM0649 

• CD41-PE: IOTest IM1416

• CD41-PC5: IOTest 6607116

• ReticONE Reagent Kit (Retic-STAT dye): 7547059

KITS DE BIOCYTEX UTILES EN EL ANALISIS
CITOMETRICO DE PLAQUETAS

•PLATELET GpIIb/IIIa Occupancy:
• Cuantificación de sitios ocupados por anticuerpos anti-GP IIb/IIIIa

•PLATELET HPA-1:
• Detección de polimorfismos plaquetarios  PlA1 /Pl A2

•PLATELET Gp :
• Identificación y caracterización de defectos congénitos
•PLATELET GelSep®:
• Separación de plaquetas por centrifugación/filtración en gel

KITS DE BIOCYTEX UTILES EN EL ANALISIS
CITOMETRICO DE PLAQUETAS

•PLATELET PrP:
• Expresión de proteina priónica normal en plaquetas activadas 
•PLATELET Gp Screen:
• Expresión de glicoproteínas en la superficie plaquetaria
•PLATELET Calibrator:
• Calibración de proteínas en la superficie plaquetaria
•PLATELET Fibrinogen:
• Determinación de la unión de fibrinógeno a plaquetas activadas

ANALISIS CITOMETRICO DE LA FUNCION  PLAQUETARIA
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