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Resumen

Titulo: Diferencia en la intensidad media de fluorescencia de las glicoproteinas
plaquetarias en los pacientes con y sin hemorragia anormal con pruebas
coagulométricas normales.

Material y métodos: Estudio observacional, prospectivo, analitico, transversal,
abierto, buscando determinar la diferencia en las glicoproteinas plaquetarias en sangre
periférica, por medio de citometria de flujo, expresado como intensidad media de
fluorescencia en pacientes con sangrado anormal inespecifico con pruebas
coagulométricas y cuenta plaquetaria normales, comparado con donadores de banco
de sangre, pareados por edad y por sexo. Se evaluaron glicoproteinas plaquetarias de
mayor relevancia, como CD41, CD42, CD61, CD62P activo y no activo.
Considerandose normal la expresion del 100% y anormal la disminucién mayor al 20%
comparado con el control. El andlisis estadistico: estadistica descriptiva, diferencia de
proporciones, X2. Siendo estadisticamente significativo una p=0.05.

Resultados: Se reclutaron 17 pacientes, 14 mujeres y 3 hombres, con edad media de
32 afos. La manifestacion principal fue epistaxis. Cuenta plaquetaria promedio de
251,7/uL, fibrinégeno de 362, hemoglobina 14g/dL, Con una p=0.3 para CD41, p=0.9
para CD42, p=0.3 para CD61, p=0,3 para CD62 activado, p=<0.05 para CD62 no
activado.

Conclusiones: Hasta el momento no se ha reclutado la n calculada y no es posible
emitir un resultado definitivo. Aunque, la diferencia no ha sido estadisticamente
significativa, la tendencia es hacia una disminucién de las glicoproteinas plaquetarias
en los pacientes con sangrado anormal.

Palabras clave: Plaquetas, glicoproteinas, sangrado anormal, citometria de flujo,

intensidad media de fluorescencia.



Abstract

Title: Difference in the median fluorescence intensity of platelets glycoproteins
between patients with and without abnormal bleeding with normal clotting test.

Material and methods: Observational, prospective, analitic, transversal and open
study, to determinate the difference of platelets glycoproteins detected in peripheral
blood, by flow cytometer, expressed as median fluorescence cytometry in patients with
nonspecific abnormal bleeding with normal basic clotting test and platelets count,
compared with donors of blood bank, paired by age and sex. There were evaluated the
glycoprotein of mayor relevance, as CD41, CD42 CD61, CD62 activated and non-
activated. It was considered as normal the expression of 100%of platelets receptors
and as abnormal the diminishment of more than 20% compared with the control. The
statistical analysis was made by proportion difference, with central tendency measure
and dispersion. The hypothesis was contrasted by X2. Being statistical significance a
p=0,05.

Results: There were recruited 17 patients, 14 women and 3 men; with median age of
32 years old. The meaningful sing was epistaxis. Median platelet count of 251.7/uL,
fibrinogen 362 and hemoglobin 14 g/dL. With a p=0.3 in CD41, p=0.9 in CD42, p=0.3
pin CD61, p=0,3 in CD62 activated, p=<0.05 in CD62 non activated.

Conclusions: Till this moment the calculated n hasn’t recruited, thus is not possible to
emit a definitive outcome. Even to this moment hasn’t been statistically meaningful; the
tendency is to a diminishment of the platelets glycoprotein in patients with abdnormal
bleeding.

Key words: Platelets, glycoproteins, abnormal bleeding, flow cytometer, median

fluorescence intensity



Introduccion

Plaguetas

Las plaguetas se descubrieron por Giulio Bizzozero en 1882, y por muchas décadas la
naturaleza dindmica y multifactorial de las plaquetas permanecié en un campo de
interés solo para biélogos. @23

Se forman en los megacariocitos en la médula 6sea y el diametro de una plaqueta
madura es de 2 a 3 pm, usualmente viven de 5 a 9 dias. Aproximadamente 2/3
circulan en la sangre y 1/3 se encuentra almacenado en el bazo. La cuenta normal de
plaguetas de 150-450 x10% por microlitro de sangre. Cada megacariocito puede
producir 5000-10000 plaquetas. Un adulto saludable promedio puede producir 10!
plaquetas por dia; las plaquetas viejas se destruyen por fagocitosis en el bazo e
higado (células de Kupffer). )

El papel de las plaquetas en la hemostasia.

Anteriormente se pensaba que el papel de las plaquetas en la hemostasia era minimo,
sin embargo, hoy en dia sabemos que de hecho forman parte fundamental en los
procesos trombéticos e inflamatorios (Jurk y Kehrel, 2005):6)

La importancia de las plaquetas para la homeostasis se hace mas evidente en
situaciones clinicas como trombocitopenia inmune primaria en la que la se presenta
una disminucion de plaquetas importante, presentando en algunos casos hemorragia
espontanea que puede poner en riesgo la vida de los pacientes. Sin embargo,
pacientes con trombocitopenia grave, pueden no mostrar datos de hemorragia, lo que
nos sugiere que existen factores adicionales para determinar la ocurrencia de una
hemorragia. (7-89)

Estructura plaguetaria

Receptores de adhesidn plaquetaria

Las plaquetas poseen una capa amorfa extendida unos 150 a 200 A de la superficie,
llamada glicocdlix. Dichas glicoproteinas  cumplen la funcion de receptores
transmembrana de agonistas fisiol6gicos tales como adenosin difosfato (ADP),
trombina y Tromboxano A2 (TxA2); proteinas de adhesion como fibrinégeno (FQ),
fibronectina, Factor de von Willebrand (VWF), trombospondina, vitronectina; y para

ligandos fibrosos como colagena.(10.11.12)



Las proteinas adhesivas cumplen la funcién de ligandos para receptores especificos,
la mayoria de ellos de tipo transmembranal.*® Finalmente, algunos receptores han
sido nombrados segun su funcién (por ejemplo, los receptores de vitronectina,
fibrinégeno y fibronectina). Cabe destacar la capacidad de la plagueta para realizar
una amplia variedad de complejos eventos de sefalizacidn intracelular ya que un solo
ligando puede iniciar varias respuestas funcionales distintas mediante la participacion
de diferentes receptores.(1415.16)

Activacion y funcién plaquetaria

Cuando las plaguetas se activan, exteriorizan en su membrana estos receptores (entre
50.000 y 80.000 por plaqueta). (17:18.19.20.21)

Durante los procesos de hemostasia secundaria se suscitan los eventos necesarios
para la amplificacion de la estimulacion plaquetaria, que conduce a un estado
procoagulante, generacién de trombina y la formacién de un coagulo de fibrina
estable.??

Integrinas plaquetarias

La glicoproteina llIb-llla es una integrina plaquetaria predominante, restringida a
megacariocitos y plaquetas que media la agregacion plaquetaria por la uniéon de
proteinas como el fibrindgeno y el factor de von Willebrand. La ausencia hereditaria del
complejo GPIllIb-llla resulta en la incapacidad para la agregacion por agonistas
fisioldgicos. 23

El complejo CD42 (a, b, c y d) se restringe a la linea megacariocitica y plaquetas.
Estos complejos facilitan la adhesion de las plaquetas a la matriz subendotelial. La
ausencia de CD42 lleva al sindrome de Bernard- Soulier. 3425

CDA41 (glicoproteina llb) y CD61 (glicoproteina llla) forman un complejo heterodimero
calcio dependiente. ElI complejo GPIllb-llla une proteinas plasmaticas, como
fibrinégeno, fibronectina, factor de von Willebrand y vitronectina, y juega un papel
critico en la agregacion plaquetaria. Defectos hereditarios del receptor de GPlib-llla
provocan la trombastenia de Glanzmann. (26:27)

La GPIb -V-IX es un ejemplo notable de una molécula de superficie celular involucrada
en la adhesion de las plaquetas que no es miembro de la familia de integrinas. La
glucoproteina GPIb -V-IX cumple la funcién como receptor para el VWF. El VWWF media

directamente la adhesion plaquetaria rapida y reversible, asociandose con proteinas
7



de la matriz, lo que promueve el rodamiento plaquetario hacia el sitio de lesion del
endotelio y subendotelio vascular. @829 [as integrinas son probablemente las
encargadas de estabilizar estas uniones plaqueta- subendotelio. 9

El papel de GPIb en la hemostasia no se limita a la union de VWF, pues este es
reconocido como un sitio de unién para la trombina, cuya importancia recae en la
generacion de macroparticulas plaquetarias y la actividad procoagulante. Las
plaquetas pueden utilizar el complejo GP Ib-V-IX y PSGL-1 para rodar en el endotelio
activado a través de la P- selectina endotelial expresada en la superficie. Una
consecuencia importante de la union de GPIb-V-IX por VWF es la induccion de eventos
de sefalizacion intracelular que finalmente conducen a la activacion de aipBs, lo cual
da pie a la agregacion plaquetaria. ¢1.32)

La reactividad de las plaguetas involucra a algunos marcadores biol6gicamente
activos, como CD36, CD41, CD42a, CD42b, y CD61. Estos incluyen algunos
receptores de superficie activos y productos de secrecion de plaquetas. Las plaquetas
tienden a alterar la expresion y sefializacibn de estos marcadores en diferentes
enfermedades y de distinto prondstico. Proveyendo un gran campo para explorar. @3
34, 35)

Citometria de flujo en plaquetas

La funcion plaquetas normal depende de la presencia de receptores plaquetarios
especificos en su superficie.

La mayoria de los estudios de la funcién de los receptores de la superficie plaquetaria
son realizados por técnicas de unidon por radioligando. Estos métodos son
particularmente utiles para la determinacién del namero de receptores y afinidad y
dependen de la medicion de un gran nimero de células.

A través de citometria de flujo se puede medir un gran nimero de células de manera
rapida y por mas de una propiedad de cada célula cuantificada, facilitando la
identificacion de subpoblaciones. La interaccion receptor plaquetario-ligando ha sido
descrito para una variedad de glicoproteinas incluyendo trombospondina, fibronectina,
y agonistas como ADP, epinefrina, y colageno.

Algunas interacciones son vitales para que se lleve a cabo el proceso de coagulacion
de manera adecuada. La interaccion de Gp-lb-vWF es necesaria durante la

hemostasia primaria y se evidencia su importancia en enfermedades cono von
8



Willebrand o en sindrome de Bernanrd Spulier. La disfuncion plaquetaria también
puede ocurrir durante el estado terapéutico o patologico o fibrindlisis debido a
degradacion inducido por plasmina de Gplb.

Los desordenes plaguetarios hereditarios son un grupo heterogéneo de desordene que
causan una propension a la hemorragia. El rango de severidad va hemorragias graves
como en la trombastenia de Glanzman y el sindrome de Bernard Soulier a defectos
con solamente sintomas leves. Los defectos se pueden encontrar en las glicoproteinas
plaquetarias, en los receptores, en el contenido o liberacion de los granulos, factores
de transcripcion y en vias de sefializacién. (35 36.37)

Debido a la complejidad del diagnéstico de estos desordenes, las herramientas
diagndsticas involucran una variedad de métodos y procedimientos, que son mas o
menos accesibles aun para laboratorios especializados.

Un método diagndstico clave en los desérdenes de funcidon plaquetaria es la
agregometria de transmision de luz (LTA). ©8

La transmision de luz se mida en plaquetas ricas en plasma (PRP) durante la
estimulacién agonista. Los cambios en la luz de transmisién se correlaciones con el
grado de agregacion plaquetaria. A través del uso de diferentes agonistas, un gran
rango de desérdenes plaquetarios se pueden investigar. También, la liberacién de ATP
desde los granelos densos se puede medir por LTA por el uso de quimioluminiscencia.
LTA tiene la ventaja de que es un método establecido y muchos de los defectos
conocidos se han caracterizado usando LTA.

Por lo que es considerado como el gold estdndar para el diagnéstico de muchas
disfunciones plaquetarias.

La desventaja principal es que el método requiere una muestra grande de sangre para
realizarse, lo que hace el método menos Optimo para el diagnéstico en poblacién
pediatrica. LTA no es factibles en pacientes con trombocitopenia, y no es aplicable
para muestras con cuenta plaquetaria por debajo de 150 x 10° /L, siendo la
trombocitopenia frecuente en pacientes con desordenes plaquetarios funcionales.

La citometria de flujo ha emergido como un metodo alternativo para el estudio de la
activacion plaquetaria. Se ha establecido un rol en el diagnéstico del sindrome de
Bernard Soulier y trombastenia de Glanzman, donde la carencia de receptores puede

ser detectada facilmente en la superficie de plaguetas en reposo. ¢7:38)



Sin embargo, también se puede utilizar para el estudio de activacion de plaquetas por
diferentes agonistas. La exposicion de antigenos especificos, como la activacion de
GPIllb-llla (PAC-1), P-selectina (CD62P) y LAMP-3 (CD63), en la superficie
plaquetaria, se miden posterior la activacion con un set de agonistas.

La principal ventaja de la citometria de flujo es el pequefio volumen de muestra de
sangre que se requiere. Ademas, es menos sensible a la cuenta plaquetaria y por lo
tanto pacientes con trombocitopenia pueden estudiarse por éste método.

La citometria de flujo en plaquetas es una tecnologia emergente en la clinica e
investigacion en hematologia.

Algunas de las ventajas de la citometria de flujo sobre otros procedimientos de
laboratorio que la hacen ideal son que se realiza el analisis en estado fisiolégico de las
plaquetas, la activacion in vitro es insignificante debido a la minima manipulacion de la
muestra, se requiere muy poca cantidad de sangre. Determinacion simultdnea del
estado de reposo y activado de las plaguetas, procedimiento altamente sensible y
especifico para la deteccién de plaquetas en reposo y activadas y microparticulas
derivadas de plaguetas. Andlisis preciso de las plaquetas de pacientes aun con
trombocitopenia grave La técnica de fluorescencia elimina el riesgo de exposicion al
material radioactivo. ¢7)

Por lo que se concluye que la citometria de flujo se puede utilizar para el diagndstico
de diversos trastornos plaquetarios, la evaluaciéon del estado funcional de las

plaguetas, el seguimiento de la terapia antiplaquetaria y los fines de investigacion.
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Material y método

Objetivo general

Conocer la diferencia en la cantidad de glicoproteinas plaquetarias entre los pacientes
con sangrado anormal inespecifico que hayan presentado pruebas coagulométricas
bésicas y cuenta plaquetaria normales comparada con donadores de banco de sangre

clinicamente sanos, pareados por edad y sexo.

Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional, prospectivo, analitico, transversal, abierto.

Se invitd a participar a los pacientes en la consulta de hemostasia , a donde acuden
normalmente para su atencion y tratamiento, Se recibieron las muestras en tubo con
citrato de sodio al 3.2% y se centrifugaron a 1000 revoluciones por minuto por 10
minutos para obtener plasma rico en plaquetas, posteriormente se realizé la dilucion
pertinente para obtener una concentraciébn de plaquetas de 20,000 por microlitro,
colocar 100 microlitros de esta dilucibn mas 20 microlitros de anticuerpo monoclonal
de interés acoplado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), se incubaron durante 20
minutos en oscuridad, temperatura ambiente y después de transcurrido ese tiempo, se
adicionaron 3 ml de solucion salina isoténica, se centrifugaron nuevamente a 1000 rpm
durante 5 minutos, se decantaron, y se adicionaron 2 ml de solucién fisiol6gica y
adquiririeron al citbmetro, para obtener los resultados. El procesamiento de las
muestras se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de Hematologia Especial
del hospital de especialidades del Centro Médico Nacional La Raza, con el uso del
Citometro de flujo modelo "FACSCanto II” de Becton Dickinson utilizando el programa
de “FACSDiva”, version 8.0.1, se determinaron CD41, CD42, CD61, Y CD62 P activo y

no activo, expresandose como intensidad media de fluorescencia.

Poblacion:
Pacientes mayores de 16 afios con diagnéstico de sangrado anormal inespecifico
cuyas pruebas de coagulacion basicas (TP y TTPa) y cuenta plaquetaria son

normales, que son atendidos en la clinica de coagulacion a cargo del investigador
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principal, Dr. Garcia Chavez, del Departamento de Hematologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza.
Donadores clinicamente sanos de banco de sangre del mismo centro, pareados por

edad y sexo con los casos.

Caracteristicas sujetos de estudio:
Pacientes con sangrado anormal inespecifico con pruebas previas de coagulacion

normales, y con cuenta plaguetaria normal en su historial.

Caracteristicas del grupo de comparacion:
Seran donadores clinicamente sanos obtenidos del Banco de Sangre del Centro

Médico Nacional La Raza, pareados por edad y sexo con los pacientes en estudio.

Criterios de inclusion:
1. Pacientes mayores de 16 afios
Con afiliacion vigente en el IMSS
Firma de consentimiento bajo informacién

Tiempo de protrombina y tromboplastina parcial activado normales.

a kw0

Cuenta plaquetaria normal.

Criterios de no inclusioén:
1. Pacientes con ingesta de antiagregantes plaquetarios
2. Pacientes con alteraciones en pruebas de funcionamiento renal

3. Pacientes con alteraciones en pruebas de funcionamiento hepéatico

Criterios de eliminacion:
1. Paciente que retire el consentimiento bajo informacién
2. Muestras insuficientes para las determinaciones necesarias
Analisis estadistico
Se calculé una n de 38. El analisis estadistico se realiz6 mediante diferencia de
proporciones, con medidas de tendencia central y dispersion. Se contrasto la hipotesis

mediante X2. Tomando como estadisticamente significativo un valor de p =0.05
12



Resultados

Se reclutaron 17 pacientes, 14 mujeres y 3 hombres, la edad media fue de 32 afos,
con un minimo de 17 y un maximo de 64 afos de edad. La mayoria presentando como
signo principal epistaxis y otras hemorragias en mucosa. Sin presentar en la mayor
parte antecedentes familiares de hemorragia. Con un promedio de cuenta plaquetaria
de 251,705/ uL, y fibrinégeno de 362, hemoglobina de 14 g/dL, con un minimo de 10y
un maximo de 17 g/dL. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas basales del grupo
estudiado.

Tabla 1. Caracteristicas basales del grupo de estudio

N Minimo Maximo Media Desviaciéon
estandar
Edad 15 17 64 32 16.7
Peso 15 45 95 67.9 10.48
Talla 15 1.59 1.73 1.54 38.8
Plaguetas 17 106 402 251.7 83.8
Fibrindbgeno 15 223 502 362 83.24
Hemoglobina 17 10 17 14 2.31

Se ha tomado como normal una cuenta plaquetaria por encima de 100,000/uL, ya que
por encima de ésta cantidad no se presentarian hemorragias secundarias a la cantidad
plaquetaria.

No se encuentran algunos datos basales en dos pacientes, por lo que, la edad, el
peso, la talla y el fibrinbgeno, se han podido analizar solamente en 15 pacientes de los
17.

CD41.

CDA41 fue analizado en 17 pacientes, sin embargo, solo en 15 se compararon con un
individuo de caracteristicas similares, considerado normal por ser donador de banco
de sangre, siendo anormal la disminucion del 20% o mas del valor del control, por lo
gue solo es posible analizar esos 15 pacientes en ésta variable.

Tabla 2. CD41 en pacientes comparado con el grupo de los donadores.

200

150

IMF P=0.3 =
100

50

CD41 paciente CD41 Control
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Se encuentra un promedio de intensidad media de fluorescencia de 89, con un minimo
de 10 y un méaximo de 187 en el grupo de estudio, comparado con una media de 109,
con un minimo de 104 y un maximo de 121, en el grupo de comparacion. Sin embargo,
no se encuentra una P estadisticamente significativa al contrastar la hipotesis nula con
X2,

CD42

Con un promedio de intensidad media de fluorescencia de 101 en el grupo de estudio,
un valor minimo de 45 y un maximo de 271, comparado con un promedio de 104, con
un minimo de 104 y maximo de 106 en el grupo de comparacion. Con una P no
significativa muy cercana al 1.

Tabla 3. CD42 en pacientes comparado con el grupo de los donadores.
300
250
200 o
150

P=0.9 14

100 7

50

CD42a paciente CD42 control

CD61.

Se encuentra un IMF promedio de 111, minimo de 10 y maximo de 355 en el grupo de
estudio, comparado con un promedio de 148, minimo de 143 y maximo de 169 en el
grupo de comparacion. Con una P no significativa de 0.3.

14



Tabla 4. CD61 en pacientes comparado con el grupo de los donadores

400

14

300

200

4 17
% |

P=0.3
100

CD61 paciente CD61 control
CDG62P activado

Con ésta variable solo se analizaron 11 pacientes, encontrdndose uniformidad en la
IMF del grupo control en 11. Con una P no significativa de 0.3.

Tabla 5. CD62 activado en pacientes comparado con el grupo de los
donadores.

100
80

60 P=0.3

40

20

CD62 act paciente CDB2 act control
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CDG62P no activado
Se encontré una IMF promedio de 54 en el grupo de estudio, con un valor minimo
registrado de 14 y un maximo de 87, comparado con un promedio de 74, siendo el
Unico valor presentado en el grupo control. Solo de analizaron 5 sujetos con ésta
variable, ya que se contaban con 8 pacientes, pero solo 5 comparados con control.
Con una P <0.05.

Tabla 6. CD62P no activado en pacientes comparado con el grupo de los
donadores

120
100
80
60
40

P<0.05
20

1

0 *
CD62 Paciente CD62 control
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Discusion
La hemostasia es un proceso dindmico conducido por eventos regulados que culminan

en la detencion del sangrado.

Las plaquetas tienen un papel importante en el proceso hemostético. En orden de
reparar los vasos sanguineos, las plaquetas se adherirdn al subendotelio lesionado. La
adhesion es un proceso que involucra muchos receptores de superficie. Los
receptores de superficie especializados estan a la vanguardia de este proceso y
contribuyen a la adhesion, activacion y agregacion de las plaquetas. En condiciones de
alto cizallamiento, las plaquetas se uniran al factor de von Willebrand, inmovilizadas en
el colageno expuesto en la pared del vaso a través de la GPIb/IX/V, seguido de la
activacion plaquetaria cuando GPVI se une al colageno. La firme adhesion y dispersion
es mediada por la GPIIb/IIIA unido a VWF, fibrindgeno y fibronectina y GPla/lla unido al
coldgeno. Todo esto, resultara, como se habia mencionado, en la activacion, cambio

conformacional, secrecion de los granulos y exposicion de la fosfatidilserina. ¢°)

Se ha sugerido que las diferencias en los niveles de expresion de estos receptores de
superficie, antes y después de la activacion de las plaquetas, contribuyen a la

heterogeneidad de la respuesta en la formacion de trombos.

Por ejemplo, la trombastenia de Glanzmann (GT), un trastorno hereditario autosémico
recesivo caracterizado por un defecto cuantitativo y / o cualitativo en el receptor de
fibrinbgeno plaquetario, la integrina allbB3 (CD41 / CD61) que causa un aumento del

sangrado en los pacientes.

Diferencias intrinsecas en la densidad del receptor de la superficie de las plaquetas
presentes en el momento en que se forman las plaguetas a partir de megacariocitos,
gue a su vez pueden ser heterogéneos y se ha sugerido que los cambios debidos al
envejecimiento de las plaquetas y / o al historial de activacion contribuyen a la

naturaleza heterogénea de las plaquetas circulantes. 0

El analisis citométrico de flujo de plaquetas tefiidas con anticuerpos monoclonales
especificos del receptor conjugadas con sondas fluorescentes (citometria de flujo de

fluorescencia o FFC) se usa tradicionalmente en entornos clinicos y de investigacion
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para estudiar la funcion plaquetaria y diagnosticar pacientes con trastornos

plaquetarios hereditarios

La citometria de flujo plaquetario es una herramienta emergente en la hematologia
diagnostica y terapéutica. Esta especialmente indicado para estudiar la expresion de
los receptores de la superficie de las plaquetas tanto cualitativamente como

cuantitativamente.

Desde su introduccion hace 30 afios, la citometria de flujo, ha sido la herramienta
analitica estandar de oro para medir los antigenos de la superficie de las plaquetas.®b

En éste estudio se han analizado un total de 17 pacientes, no obstante con una
variabilidad en el nimero de pacientes analizados en cada variable, por no contar en
todos los casos con un valor de comparacion de acuerdo al grupo que se ha elegido
para realizarse dicha comparacion, al ser considerados personas normales por ser
donadores del banco de sangre, sin enfermedades conocidas ni antecedentes de
hemorragia o trombosis, de acuerdo a los cuestionarios realizados en el banco de

sangre.

Al momento no contamos con el numero de individuos considerados para el tamafio de

muestra calculado, ya que aun se encuentra en marcha la realizacién del estudio.

Se analizdé a una poblacion en su mayoria joven y mujeres, con una frecuencia de
hemorragias mas alta en mucosas con manifestacidbn como epistaxis, asi también de

manera frecuente, con presencia de menorragia
Todos con una cuenta plaquetaria mayor a 100,000/uL y con fibrinégeno normal.

Al analizar las variables, hasta el momento no se ha encontrado una diferencia
estadisticamente significativa en los valores de intensidad media de fluorescencia de
CD41, CD42, CD61 y CD62P, siendo estadisticamente significativo la diferencia de
IMF de CD62P activado, del grupo de estudio contra el grupo de comparacion. Siendo
posible ésta diferencia a pesar del niamero pequefio de individuos estudiados en
cuanto a ésta variable, debido probablemente, a la capacidad para discernir entre

receptores funcionales y no funcionales por la activacion de los mismos con cloruro de

18



calcio, de los pacientes considerados normales y los enfermos, encontrdndose en

éstos ultimos menor activacion.

Al aumentar el tamafio de la muestra hasta llegar a la N calculada, muy probablemente

algunas variables pudieran alcanzar la significancia estadistica.
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Conclusioén

Hasta el momento no hemos analizado el nUmero de pacientes esperados para la n
calculada, por lo que en éste momento no es posible emitir un resultado definitivo.
Aungue la diferencia hasta el momento no ha sido estadisticamente significativa, la
tendencia es hacia una disminucién en la intensidad media de fluorescencia de las
glicoproteinas plaquetarias estudiadas a través de citometria de flujo.
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