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PFA-100: una nueva prueba de funcion

plaquetaria sustituta del tiempo de sangria
PFA-100: a platelet function test as a substitute for the bleeding time
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Resumen: El PFA-100, por Platelet Function Analyzer (Analizador de Funcién Plaquetaria) es una nueva
herramienta para la investigacion de la hemostasia primaria, descrita e introducida al laboratorio clini-
co a partir de 1995, actualmente disponible en el medio. El PFA-100 se fundamenta en un instrumento
(PFA-100 o PFA-200), que simula la circulacion sanguinea, y dos cartuchos de reactivos que contienen
membranas impregnadas de coldgeno/epinefrina y coldgeno/ADP, que simulan los tejidos. Desde el
punto de vista técnico, la prueba es equivalente in vitro al tiempo de sangria tradicional in vivo, por lo
que también se la conoce como tiempo de sangria in vitro. El PFA-100 se puede utilizar en diferentes
situaciones medicas: (1) como una prueba sustituta del tiempo de sangria, (2) como una prueba tamiz
de una disfuncién plaquetaria ya sea congénita o adquirida, (3) como una prueba de monitoreo en el
manejo de enfermedades congénitas de la funcion plaquetaria y en particular de la enfermedad de
von Willebrand, (4) como una prueba de diagnéstico y control en el caso de la resistencia a la aspirina
y la resistencia al clopidogrel, (5) como una prueba de control de calidad en el banco de sangre; y (6)
como una prueba médico-legal en el diagndstico diferencial de las enfermedades hematoldgicas con
manifestaciones hemorrdgicas y el maltrato infantil, entre otras muchas indicaciones. El tiempo de
sangria ha pasado a ser una prueba obsoleta, no recomendada en la prdctica clinica por organiza-
ciones como el Colegio Americano de Patologia (CAP) y la Sociedad Americana de Patologia Clinica
(ASCP), y como tal deberia desaparecer de los portafolios de servicio de los laboratorios clinicos. Hay
suficiente evidencia de que el PFA-100, ademds de ser una prueba no invasiva, sustituye con mejores
indicadores analiticos, como la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor pre-
dictivo negativo, al tiempo de sangria en el estudio de los pacientes con sospecha de tener trastornos
funcionales de las plaquetas. En este mddulo se presenta la nueva prueba a la comunidad médica y a
los profesionales del laboratorio clinico y se enfatiza en su utilizacion en la practica médica del dia a dia
y se abordan los problemas técnicos que el laboratorio clinico debe abordar al momento de ofrecerla
como una nueva prueba.

Palabras claves: Tiempo de sangria, trastornos de las plaquetas sanguineas, pruebas de funcion plaqueta-
ria, agregacion plaquetaria, resistencia a medicamentos, inhibidores de agregacion plaquetaria.

Summary: Platelet Function Analyzer (PFA) is a new tool for the investigation of primary hemostasis.
It was introduced in the clinical laboratory since 1995 and is currently available as diagnostic tests.
The PFA is based on an instrument (PFA-100 and PFA-200), which simulates the blood flow, and two
cartridges containing membranes impregnated with collagen/epinephrine and collagen/ADP, which
simulate the tissue. From a technical point of view, the test is an In vitro equivalent to In vivo test
known as bleeding time. The PFA-100 can be used in different medical situations: (1) as a screening test
of platelet dysfunction either congenital or acquired, (2) as a diagnostic test in the case of aspirin and
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clopidogrel resistance, (3) as a screening test in the case of follow-up of patients with von Willebrand
disease undergoing treatment with desmopressin, (4) as quality control test in blood bank, in the case
of platelet transfusions; and (5) as a legal-medical test in the differential diagnosis of hematological
diseases with mucocutaneous manifestations and child abuse, among many other indications. The
bleeding time has become an outdated test, it is not recommended in clinical practice by organizations
as the College of American Pathologists and the American Society for Clinical Pathology, and should
be removed from clinical laboratories services. There are enough evidence that the PFA-100, in addi-
tion to being a noninvasive test, can replace the bleeding time with better analytical indicators, such
as sensitivity, specificity, positive and negative predictive value in the suspected of platelet function
disorders. In this module is presented to the medical community and clinical laboratory professionals a
new test for platelet function analysis with emphasis in the daily medical practice and technical issues
in the clinical laboratory when it is offer as a new test.

Key word: Platelet aggregation, bleeding time, blood platelet disorders, platelet function tests, drug
resistance, platelet aggregation inhibitors.
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Las pruebas de funcion plaquetaria cada vez toman mayor importancia en la practica cli-
nica debido a que se requieren para el estudio de pacientes con manifestaciones hemo-
rragicas mucocutaneas, para el estudio del riesgo hemorragico intra, peri y posoperatorio
en pacientes quirurgicos y para el control de pacientes que reciben terapia antiplaqueta-
ria para la prevencién y el manejo de enfermedades trombdticas [1], entre otras muchas
circunstancias. Ademas de lo anterior, con la incorporacién de nuevas tecnologias a los
laboratorios clinicos para determinar la funcién plaquetaria, como la agregometria pla-
quetaria [2] y el PFA-100® (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Deerfield, IL) por su sigla
en inglés de Platelet-Function Analyzer [3], no solo se han desplazado métodos obsoletos,
poco sensibles, poco especificos e inconvenientes; por ser invasivos, como el tiempo de
sangria [4], por métodos mas sensibles, mas especificos y mas convenientes; por ser no
invasivos. Como ha sucedido en los ultimos afios, se han abierto nuevas oportunidades,
de gran utilidad clinica, para los pacientes y para sus médicos tratantes, con la disposicion
de estas nuevas pruebas en los laboratorios clinicos en el diagndstico y en el manejo de
las trombocitopatias adquiridas o congénitas, con reduccién de accidentes quirurgicos
de tipo hemorragico y con la posibilidad de monitorear a los pacientes que reciben trata-
miento antiplaquetario con aspirina [5-7] y otros nuevos medicamentos desarrollados con
este fin, como el clopidogrel [7-11], el prasugrel [12, 13] y el ticagrelor [14], entre otros,
de uso cada vez mas frecuente en la practica médica [15]. Ademas de las necesidades
gue tienen los clinicos de estas nuevas pruebas, la incorporacion de esta tecnologia a los
laboratorios clinicos es una buena oportunidad para ampliar las fronteras tecnoldgicas de
los laboratorios clinicos colombianos.

El objetivo de este mddulo, basado en una exhaustiva revision de la literatura médica
mundial (PubMed) y de la literatura médica regional (Scielo), es actualizar las herramien-
tas que el laboratorio clinico provee al médico para el estudio y manejo de las enfer-
medades relacionadas con la funcion de las plaquetas y el manejo de la anticoagulaciéon
mediante la intervencion de la funcién plaquetaria. Ademas, llamar la atencién sobre
esta nueva tecnologia, para que en el futuro, los laboratorios clinicos la incluyan en sus
portafolios de servicio como alternativa a pruebas, que como el tiempo de sangria, han
cumplido su ciclo al ser reemplazadas por pruebas con mayor sensibilidad y especificidad,
y menor molestia para los pacientes y para que la comunidad médica la incorpore en su
actividad del dia a dia.
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Fisiologia de las plaquetas

La hemostasia es el resultado de una Espasmos en musculo liso Agregacion plaguetaria y adhesion
serie de procesos perfectamente regu- Dafio
lados que cumplen dos funciones: (1) o
mantener la sangre en estado liquido y
(2) estar preparada para cohibir, rapida- @ Fase vascular @ Fase plaguetaria
mente, la pérdida de sangre tras la pér- v rav— vl
dida de la integridad vascular, median- intrinseca R I
te mecanismos interdependientes, que fomecpisin) rombina T
se analizardn a continuacion. En la he- Fibrinogeno
mostasia participan cuatro elementos g EOreS fecorde,
. VIl X, X, X, XIl coagulacion
a saber: los tejidos, las plaquetas, las Fbrina
proteinas (factores de la coagulacién) e caze
() s e

y los mecanismos de fibrindlisis, que
al final del proceso restituyen los vasos
sanguineos lesionados. A pesar de que
la hemostasia es un sistema integrado,
en donde la mayoria de los actores, te-
jido, plaquetas, factores de coagulacién © Fase de la coagulacién
y de ﬁbrln6|IS|s, permanecen inactiVOS Activacion del sistema de la coagulacion y formacion del coagulo
0 “apagados” a no ser que se estimulen
e inicien la cadena de eventos que lle-
ven a la formacion de un tromboy pos- @
terior resolucién. En la practica se reco-
nocen dos sistemas independientes: (1) @ Retraccion del coagulo © Destruccion del coagulo
Ia hemostasia primaria, para referirse a Contraccion del coagulo sanguineo Destruccion enzimatica del codgulo
los procesos de interaccion del endote-  Figura 1. Esquema de la hemostasia. (A) Hemostasia prima-
lio y las plaquetas, con la formacion de ria compuesta por (1) la fase vascular y (2) la fase plaqueta-
un “trombo blanco” y (2) la hemostasia ria; (’B) hemostasia s?cundariaico.n §u.s.vias (1) intrinseca, (2)
. N R extrinseca y (3) comun; y, (C) fibrindlisis.
secundaria, para referirse a la serie de
eventos que llevan a la formacién de un “trombo rojo”, que partiendo del trombo blanco
se forma con la fibrina un trombo con mayor cohesién y fuerza para cohibir la hemorragia
en la etapa final. Una vez que se ha cohibido la hemorragia tras la retraccién del coagulo,
en la etapa final, los mecanismos de fibrindlisis producen destruccién del coagulo, con la
restitucion del endotelio y la luz vascular [16-18]. En la figura 1 se presenta un esquema de
la hemostasia.

Plasmina

Hemostasia primaria

La hemostasia primaria se centra en la interaccién del endotelio vascular y las plaquetas cir-
culantes y depende de la integridad de todos los elementos que en ella participan. Las pla-
guetas que han sido liberadas de los megacariocitos, en donde se producen a nivel de la me-
dula 6sea, tienen una forma plana y discoidea, miden 3 x 5 um, tienen un tamario (volumen
medio plaquetario) de 6 a 10 femtolitros y una vida media de 7 a 10 dias [19]. La hemostasia
primaria se inicia a partir del momento en que el endotelio vascular es lesionado y termina
cuando las plaquetas han formado un trombo blanco, suficiente para cohibir la hemorragia
en las primeras etapas de la hemostasia. A su vez, la hemostasia primaria se compone de
dos eventos: la vasoconstriccidn y la formacidn del trombo blanco, propiamente dicho.

MEDICINA & LABORATORIO‘ Volumen 19, NGmeros 11-12, 2013. 513



German Campuzano Maya, MD

m Vasoconstriccion

La vasoconstriccidon o vasoespasmo es un fendmeno local que se produce cuando se lesio-
nan los vasos sanguineos como resultado de un reflejo neurégeno y también por un efecto
relacionado con la presencia de sustancias, como el tromboxano A, y la serotonina, que se
liberan a partir de las plaquetas. La vasoconstriccion se produce inmediatamente se presen-
ta el dafio del endotelio vascular y dura alrededor de 20 segundos, siendo suficiente para
cohibir la hemorragia, al menos en los pequefios vasos, antes de que se desarrollen y entren
en accion las funciones procoagulantes de las plaquetas, en la primera etapa, y los factores
de la coagulacion en la segunda etapa.

m Formacion del trombo blanco

El trombo blanco, también conocido como trombo plaquetario o coagulo plaquetario, se
forma a partir de las plaquetas en tres eventos claramente identificados, en forma secuen-
cial, uno tras otro, a saber: adhesidn, activacién y agregacién plaquetaria, que se definen a
continuacion [19]:

O Adhesion plagquetaria: al romperse el endotelio vascular quedan expuestas fibras de cola-
geno que atraen al sitio de la lesidn plaquetas circulantes, las cuales se unen al colageno
gracias a los receptores que poseen;

O Activacién plaquetaria: las plaquetas, una vez que se han adherido al tejido lesionado
(coldgeno endotelial) se activan liberando adenosina difosfato (ADP), serotonina y trom-
boxano A,; con lo cual atraen y adhieren mas y mas plaquetas a la zona lesionada, se-
cretando al plasma su contenido en los granulos. De los granulos densos se libera calcio,
serotonina y ADP y de los granulos alfa se libera fibrindgeno, factor von Willebrand, fac-
tor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor 4 plaquetario, fibronectina, alfa-1
antitripsina, fibronectina y betatromboglobulina; y, finalmente,

O Agregacion plaquetaria: en donde las plaquetas, una vez adheridas y activadas interac-
tuan entre si para formar un trombo blanco, que, ademas de plaquetas tiene algunos
eritrocitos, que es suficiente para cohibir la hemorragia por unos minutos, hasta que se
forme el trombo rojo, mas estable y fuerte, a partir del fibrinégeno mediante de la casca-
da de la coagulacion (hemostasia secundaria), que se analizara a continuacién.

m Hemostasia secundaria

La hemostasia secundaria se centra en la formacién del coagulo de fibrina mediante la cas-
cada de la coagulacion que convierte el fibrindgeno en una poderosa red, que junto con el
trombo blanco y los eritrocitos circulantes, cohibe en forma efectiva la hemorragia. Para la
formacion del coagulo de fibrina confluyen tres vias: la via intrinseca, la via extrinseca y la
via comun, que podrian resumirse bajo los siguientes conceptos:

O Viaintrinseca: o de contacto, en donde la activacidn secuencial de los factores XII, XI, X y
VIl y proteinas plasmaticas como la calicreina, forman un complejo con el factor X;

O Via extrinseca: en donde tras la activacion secuencial del factor tisular y el factor VI for-
man un complejo con el factor X y el calcio; y, finalmente,

O Via comun: con la activaciéon secuencial de los factores X, V, 1l y | se genera la trombina y
la fibrina que forman una red proteica fuerte que cohibe la hemorragia.
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m Fibrinolisis

Tras la formacién del tapdn hemostatico, y cohibida la hemorragia este debe ser eliminado
para autolimitar el proceso. Se convierte el plasmindgeno en plasmina, y esta fragmenta la
fibrina, que posteriormente se elimina por el sistema monocito-macréfago. Las principales

sustancias activadoras de la fibrindlisis son el activador tisular del plasmindgenno (tPA), el
cual es el mas importante, la urocinasa y los fragmentos del factor XII.

Enfermedades relacionadas con la funcion plaquetaria

Desde el punto de vista clinico, las alteraciones de la funcién plaquetaria, o trombocitopa-
tias como técnicamente se deberian denominar, son defectos funcionales de las plaquetas,
ya sea congénitos o adquiridos. En la tabla 1 se relacionan las principales alteraciones de la

funcidn plaquetaria.

Métodos convencionales
para el estudio de la funcion

A partir de 1910, cuando se desarrollé el
tiempo de sangria para el estudio de la fun-
cion plaquetaria in vivo [20], la comunidad
cientifica y la comunidad médica han incorpo-
rado pruebas con el mismo fin pero mas es-
pecificas, sensibles y menos invasivas, como
sucede en la actualidad con el PFA-100, ob-
jeto de este médulo. Tanto para el profesio-
nal médico, como para los profesionales del
laboratorio clinico, es importante conocer las
pruebas de funcidn plaquetaria que han pre-
cedido a la nueva prueba a continuacion, se
presentard un somero analisis de las de ma-
yor utilidad en la clinica, la mayoria de ellas
vigentes en la actualidad.

Tiempo de sangria

El tiempo de sangria fue descrito por Duke
en 1910 [20] y a través del tiempo ha teni-
do multiples modificaciones, hasta llegar al
“tiempo de sangria estandarizado”, conside-
rado como el “estdndar de oro” de la prueba
[21], como se muestra en la figura 2; llegando
a ser la Unica prueba de tamizaje disponible,
a nivel del laboratorio clinico, para analizar la
funcién plaquetaria en el entorno de la he-
mostasia primaria por muchos afnos. El tiem-
po de sangria, es una prueba invasiva, ya que
al paciente se le debe hacer una incisién en
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plaquetaria

Tabla 1. Alteraciones de la funcion plaquetaria

Desordenes de adhesion
Hereditarios
Enfermedad de von Willebrand
Sindrome de Bernard Soulier
Adquiridos
Uremia
Enfermedad de von Willebrand adquirida
Desordenes de agregacion
Hereditarios
Trombastenia de Glanzmann
Afibrinogenemia
Adquiridos
Inhibicién de productos de degradacion de la fibrina
Disproteinemias
Drogas (ver tablas 3y 4)
Desordenes de liberacion de granulos
Hereditarias
Albinismo oculocutaneo
Deficiencia de granulos densos (granulos delta)
Deficiencia de granulos alfa o beta
Sindrome de plaqueta gris
Adquiridas
Puentes coronarios
Enfermedades mieoloproliferativas
Drogas (ver tablas 3y 4)
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B

Figura 2. Tiempo de sangria. Tiempo de sangria estandarizado (marca). (A) Preparacion de la prueba; (B) iniciacidn
de la prueba; (C) curso de la prueba; y, (D) final de la prueba. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Me-
dellin, Colombia.

el antebrazo, la cual puede tener mala [ B |
cicatrizacién, incluida la formacién de
queloides [22], como se observa en la
figura 3. El tiempo de sangria es una
prueba operario-dependiente, lo que la
hace que no sea reproducible, y pacien-
te-dependiente, afectada por numerosos
factores técnicos como el sitio en donde
se hace la incisién, la presion aplicada y
la experiencia del operador y factores
del paciente como el género, la edad, la

dieta, el tipo de piel y los medicamentos, Figura 3. Tiempo de sangria. (A) Corte en el antebrazo produ-
entre otras variables. cido con una cuchilla de tiempo de sangria estandarizado; (B)
cicatriz (con algun grado de queloide) en el antebrazo, como
consecuencia de un tiempo de sangria estandarizado. Cortesia

El tiempo de sangria, a partir de los es-
P gria, a p del Laboratorio Clinico Hematolégico, Medellin, Colombia.

tudios de Harker y colaboradores, que
mostraron que este se correlacionaba con el recuento de plaquetas y con la tendencia hemo-
rragica en pacientes con trombocitopenia y con uremia, se incorporo a la practica clinica como
una prueba prequirtrgica en la década de los setenta [21]. Sin embargo, estudios posteriores
pusieron de manifiesto sus limitaciones técnicas y su desempefio analitico, representado en
falta de reproducibilidad, escasa sensibilidad y su caracter de prueba invasiva, hasta que a
finales de la década de los 90, cuando el CAP (College of American Pathologists) y la ASCP
(American Society for Clinical Pathologists) demostraron un pobre desempefio de la prueba.
Los factores mas relevantes representados particularmente, en (1) que en ausencia de una his-
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toria, personal o familiar, de un trastorno de la coagulacion, el tiempo de sangria no predice el
riesgo del sangrado quirurgico; (2) que un tiempo de sangria normal no excluye la posibilidad
de sangrado durante el acto quirurgico; y, (3) que el tiempo de sangria no logra identificar a los
pacientes que han tomado medicamentos que inducen defectos plaquetarios, como frecuen-
temente sucede con la aspirina, de aquellos que no los han tomado, por lo cual retiraron la
recomendacién de su empleo como prueba prequirdrgica para predecir el riesgo hemorragico.
Como consecuencia de lo anterior el tiempo de sangria, como tal deberia desaparecer de los
portafolios de servicios de los laboratorios clinicos [4], como realmente empieza a suceder, y
asi como acontecid con el tiempo de coagulacién (Lee-White), a partir del momento en que
se dispuso del tiempo parcial de tromboplastina [23], como prueba sustituta, hasta que final-
mente el tiempo de coagulacidn paso a ser una prueba historica, fuera de los portafolios de los
laboratorios clinicos, como actualmente acontece en casi todo el mundo.

[ X4 °

Agregacmn plaquetarla

La agregacion plaquetaria (agregometria) es el método de referencia y el mas utilizado en la
identificacion y el diagndstico de las alteraciones funcionales de las plaquetas [24]. La agre-
gometria se desarrollé a principio de la década de los 70 y se basa en medir el aumento en la
transmision de luz a través de una muestra de plasma rico en plaquetas, mantenida en agita-
cidn, tras inducir la agregacién plaquetaria con un agonista (como ADP, coldgeno, epinefrina,
ristocetina y acido araquiddnico, entre otros agonistas) [2]. La gran ventaja de la agregacion
plaquetaria es su flexibilidad en cuanto a los agonistas y las concentraciones utilizadas, lo que
permite obtener informacidn relevante sobre distintos aspectos de la bioquimica y funcién de
las plaquetas. En nuestro medio, el uso de la agregacion plaquetaria cada vez es mas frecuente

2.

Asi como la agregometria plaquetaria tiene ventajas, también tiene limitaciones, en donde se
destaca el hecho de que mide la respuesta plaquetaria bajo condiciones no fisiolégicas, en una
mezcla de plaquetas aisladas de las otras células que componen la sangre, con una agitacion
equivalente a una baja velocidad de turbulencia y tras la adicion arbitraria de diferentes ago-
nistas a diversas concentraciones [2]. Ademas, para hacer la prueba, se requiere un volumen
grande de sangre y su uso esta limitado por el recuento de plaquetas (pobre desempeiio en
trombocitopenia). Como si lo anterior fuese poco, la agregometria plaquetaria como prueba
de laboratorio de rutina tiene un coeficiente de variacion inter e intralaboratorio muy elevado
[24], restringiendo su uso a laboratorios clinicos especializados y cuando las pruebas de tami-
zaje, como algunas de las que se analizaran en este médulo, incluido el PFA-100, indiquen su
uso [2]. En la practica, la agregometria plaquetaria debe ser una prueba de segunda linea, para
ser practicada solo por laboratorios clinicos de alto grado de complejidad y especializados en
estas areas del laboratorio clinico y solo cuando se tenga una sospecha clinica o una prueba
tamiz positiva (alargada), como el PFA-100 [2].

Citometria de flujo

La introduccidn de la citometria de flujo en los estudios de funcidn plaquetaria es uno de los
mayores avances en el estudio de las plaquetas [25-27]. A pesar de que los estudios plaqueta-
rios con citometria de flujo son muy poco utilizados en la practica clinica, al menos en nuestro
medio, y solo los laboratorios clinicos especializados estan en condiciones de ofertarla, esta
metodologia se ha incorporado a los contadores de células de ultima generacion, que ademas
de hacer recuento de plaquetas por citometria de flujo, han permitido el desarrollo de nue-
vos pardmetros plaquetarios como el indice de plaquetas inmaduras o plaquetas reticuladas,
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como un indice de regeneracion plaquetaria (trombocipoyesis), equiparable al recuento de
reticulocitos, en el caso de la eritropoyesis [28].

Microscopia electronica

El uso de la microscopia electrénica para el estudio de la funcién plaquetaria solo estd dis-
ponible para investigacidn, en donde es clave para el conocimiento basico de la morfologia
y la estructura de las plaquetas, asi como los cambios que estas experimentan durante su
activacion. La microscopia electrdnica es importante en el estudio de pacientes con enfer-
medades que afectan la ultraestructura intima de las plaquetas, como las enfermedades de
los granulos [29], asi como la dindmica de la interaccidn de las plaquetas con otras células y
con el sistema de la coagulacion en la formacién del trombo [30]. Gracias a la microscopia
electrdnica se descubrieron los granulos de Weibel-Palade en la enfermedad de von Wille-
brand [31].

Pruebas bioquimicas para evaluar la funcion plaquetaria

Ademas de las pruebas de funcién plaquetaria antes citadas, se han desarrollado pruebas
bioquimicas para estudiar algunos aspectos funcionales de las plaquetas [32], mas desde
la investigacién, que de su uso clinico. En la investigacion relacionada con la funcion de las
plaquetas se han utilizado métodos bioquimicos, como el inmunoanalisis enzimatico o el
radioinmunoanalisis (ELISA o RIA), para estudiar la activacion y la secrecidn plaquetaria que
miden la concentracién de proteinas granulares como la beta-tromboglobulina, el factor
plaquetario 4 (PF4) y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) [32]. Tam-
bién se puede valorar la funcién plaquetaria utilizando plaquetas con serotonina marcada
con carbono 13 (3C-serotonina) antes de la estimulacidén con agonistas similares a los utili-
zados en la agregometria [33]. Esta ultima metodologia sigue siendo el método de referen-
cia en el diagndstico de la trombocitopenia inducida por mecanismos inmunoldgicos, como
sucede con la trombocitopenia inducida por heparina [33]. Otros métodos bioquimicos son
los ensayos de unién con ligandos plaguetarios como ADP, trombina, fibrindgeno, colageno
y factor von Willebrand, entre otros [32]. Otras mediciones bioquimicas relacionadas con la
funcidn plaquetaria son la medicion del tromboxano A2 o inhibidores de la agregacién como
el AMPc [32].

PFA-100, un nuevo método
para el estudio de la funcion plaquetaria

En las ultimas décadas se ha venido trabajando en el desarrollo de métodos con mejores
indicadores analiticos (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo) y mas amigables con los pacientes (menos invasivos) para el estudio de la funcién
plaquetaria, como la tromboelastografia mediante el uso del tromboelastégrafo [34, 35] y
el PFA-100 [36-38], objeto de este mddulo de educacidn continuada.

Breve historia del PFA-100

El PFA-100 nace en 1985 cuando Kratzer y colaboradores, en Suiza, presentaron un sistema de
una prueba que simulaba la hemostasia primaria in vitro [39, 40] y, desde el primer momento, el
prototipo de este nuevo sistema mostrd promisorios resultados [41]. El PFA-100 se fundamenté
en el prototipo antes citado [41] y fue introducido como una prueba de laboratorio para uso
clinico de rutina, en la evaluacion de la hemostasia primaria, en 1994 [36], como una alternativa,
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no invasiva y con mejor desempefio analitico, al tiempo de sangria, por lo que también se le
conoce como tiempo de sangria in vitro.

Para tener una idea de la aceptacion del PFA-100 en la comunidad médica, en la figura 4 se
muestra el crecimiento de los articulos relacionados con el PFA-100 en la literatura médica mun-
dial indexada, desde el momento en que introdujo a la practica médica la prueba, en 1994 [36]
hasta el momento en que se concluye este madulo (finales del 2013), con una publicacion cada
seis dias en promedio, en los ultimos 10 afios (2004-2013); cuando la prueba ya ha sido incorpo-
rada a la rutina de los laboratorios clinicos de la mayoria de los paises desarrollados, como una
prueba sustituta del tiempo de sangria, que se considera obsoleta y no recomendada por el CAP
y la ASCP [4]. EI PFA-100 esta incluido en las ultimas revisiones de los textos de hematologia [19]
y de coagulacién [42] y es asi como ya se ha incluido en el portafolio de servicios de algunos labo-
ratorios clinicos especializados del pais, como el Laboratorio Clinico Hematoldgico en Medellin,
Colombia, pero ausente en el sistema de salud social colombiano.

90 —
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60 —
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40
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20 —

Numero de publicaciones
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o I/-\
| | | | I I I I | | | | | | | | | | | |

1994 1995 1996 1997 19981999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Ainho
Figura 4. Evolucidn del nimero de publicaciones relacionadas con el PFA-100, a partir de su descripcidon en 1994
[36], hasta finales de 2013. Fuente: PubMed.

Fundamento del PFA-100

El sistema consta de un instrumento y estuches de reactivos, como se muestra en la figura 5.

m El instrumento

El instrumento es un microprocesador, con su respectico software, que simula in vitro las con-
diciones hemodinamicas de la adhesion y agregacion de las plaquetas tras una lesion vascular
proveyendo una deteccidn simple, rapida y costo-eficiente de las alteraciones funcionales de
las plaquetas, tanto adquiridas como genéticas [43]. El instrumento, junto con los cartuchos
de reactivos, simulan la hemostasia primaria, como se esquematiza en la figura 6. La version
original del instrumento se le conocié como PFA-100, en tanto que la segunda version, mas sis-
tematizada y con mayor eficiencia se la conoce como Innovance PFA-200° (Siemens Healthcare
Diagnostics, Inc., Deerfield, IL). El instrumento guarda 1.200 resultados, reconoce las muestras
con cédigo de barras y entrega resultados en menos de 10 minutos.
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Figura 5. Innovance PFA-200® (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Deerfield, IL). (A) Instrumento, segunda ver-
sion del instrumento original, el PFA-100, con un nuevo médulo para estudio de resistencia a clopidogrel; (B) car-
tuchos de reactivos (coldgeno/epinefrina); (C) cartuchos de PFA-100 cargados con muestra de sangre. Cortesia
Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

B

Hemostasia in vivo PFA-100
Célula endotelial Epinefrina Orificio 150
Fibrijlas de 5 rimcio Hm
coldgeno ‘ Membrana
o Cubierta de colageno
(o]
| N Factor
Factor von Willebrand
voh Wll!ebrand o Eritrocito
Fibrindgeno ol :>€f Plaqueta
Plaqueta p; o
. . o
Eritrocito | Flujo
Lumen Capilar 200 pm

Figura 6. (A) Tiempo de sangria in vivo, versus (B) tiempo de sangria in vitro (PFA-100).
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m Los cartuchos

Los cartuchos de prueba, desechables y para uso Unico, constan de una serie de piezas inte-
gradas, entre las que se incluye un capilar, un reservorio para la muestra y una membrana con
actividad bioquimica que presenta una abertura central. La sangre anticoagulada es aspirada
de la reserva a través del capilar y de la abertura de manera que las plaquetas presentes en
la muestra estén en contacto con la membrana bioquimica gracias a una gran fuerza de ciza-
llamiento generado por la presidn negativa que el instrumento ejerce sobre el cartucho. En la
figura 7 se muestra esquematicamente un cartucho de PFA-100y en la figura 8 una membrana
bioguimica de un cartucho de PFA-100 [38]. El sistema PFA-100- permite la deteccion de ano-
malias de la funcion plaquetaria, ya sean congénitas, adquiridas o inducidas por inhibidores
de la agregacion plaquetaria. Hasta el momento (finales de 2013), para uso clinico a nivel del
laboratorio clinico se dispone de tres tipos de cartuchos a saber:

O Colageno/epinefrina (Col/EPI o CEPI)® (Sie- Cartucho de ADP/EPI
mens Healthcare Diagnostics, Inc., Deer-
field, IL) [36, 37]: fundamentalmente se
utiliza para reconocer una alteracién de la
funcidn plaquetaria inducida por defectos
intrinsecos de las plaquetas, enfermedad
de von Willebrand o por la ingestion de
inhibidores de la agregacion plaquetaria,
como la aspirina. El cartucho coldgeno/epi-
nefrina contiene una membrana de reac-
cién recubierta con 2 pg de colageno tipo |
y 10 pg de bitartrato de epinefrina.

7777

Copa de ensamblaje

e Mlembrana cubierta

LTI

Capilar

O Coladgeno/ADP (Col/ADP o CADP) ° (Sie-
mens Healthcare Diagnostics, Inc., Deer-
field, IL) [36, 37]: complementario al ante-
rior' permite Comprobar que |OS resultados Figura 7. Esquema interno del cartucho de PFA-100. La

anormales obtenidos con el cartucho C0|/ sang~re citratada es forzada a pa§ar a‘ tr'aves. de una pe-
quefia membrana (membrana bioquimica) impregnada

EPI pueden estar relacionados o no rela- de reactivos (agonistas) que interacttan con las plaque-
cionados con el consumo de acido acetil- tas, que por su accién se agrupan obstruyendo el flujo
salicilico (aspirina) o por otros medicamen-  due se mide en segundos, como tiempo de cierre (Sie-
tos que contengan aspirina. El cartucho mens Healthcare Diagnostics, Inc., Deerfield, IL).
coldgeno/ADP contiene una membrana de

reaccion recubierta con 2 pg de colageno tipo |y 50 ug de adenosin-5’-difosfato (ADP).

Muestra de sangre

¢ CONtenedor de la muestra

O Innovance PFA-P2Y (PFA-P2Y)’ (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Deerfield, IL): cartu-
cho desarrollado especificamente para evaluar la antiagregacion plaquetaria con clopido-
grel. Similar al funcionamiento de los cartuchos colageno/epinefrina y coldgeno/ADP que
se usa en el PFA-100 convencional, en el caso del Innovance PFA-P2Y la membrana PFA-P2Y
estd impregnada con 20 pg ADP, 5 ng de prostaglandina E1 y 459 ug cloruro de calcio [44].

Valores de referencia del PFA-100

Los valores de referencia del PFA-100, debido a que es una prueba cerrada varian muy
poco de un laboratorio a otro. De acuerdo con las buenas practicas de laboratorio, cada
laboratorio clinico debe definir sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la
poblacidn a la cual presta sus servicios. Tras la medicion del PFA-100 en 193 pacientes
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(B

Figura 8. Membrana bioquimica de PFA-100. Micrografias electrénicas de barrido que muestra la progresién de
la formacién del tapon plaquetario en la abertura de la membrana de un estuche de PFA-100. Los ensayos se
terminaron a los 15, 45, 80 y 110 segundos (tiempo de cierre). Tomado con autorizacion de Kundu SK, Heilmann
EJ, Sio R, Garcia C, Ostgaard RA. Characterization of an in vitro platelet function analyzer, PFA-100. Clinical and
applied thrombosis/hemostasis: official journal of the International Academy of Clinical and Applied Thrombosis/
Hemostasis 1996;21:241-249 [38].

sanos, utilizando citrato sédico tamponado al 3,2 % (0,109 M), el valor de referencia para
el Laboratorio Clinico Hematoldgico en Medellin Colombia, del tiempo de cierre para el
colageno/epinefrina es de 73 a 175 segundos y para el colageno/ADP es de 50 a 112 se-
gundos, muy similares a los informados en la literatura médica mundial [45, 46]. El valor
de referencia para el PFA-P2Y es de < 106 segundos [47]. Al momento de evaluar el resul-
tado del PFA-100 es importante recordar el mayor valor, sin que afecte significativamente
el valor de referencia, del tiempo de cierre en las mujeres y en las personas con grupo
sanguineo O, con respecto a los hombres y las personas con los otros grupos sanguineos
del sistema ABO [48].

Para mayor informacidn, en la figura 9, se muestra los histogramas de un PFA-100 normal.
Es importante resaltar que estas graficas no llegan al médico, las cuales son utilizadas
como herramienta de analisis a cargo del profesional del laboratorio que hace la prueba,
similar a como funcionan los histogramas y los dispersogramas en el caso de los hemo-
gramas electrénicos [28]. El resultado que recibe el médico se expresa como “tiempo de
cierre”, en segundos, para cada uno de los cartuchos estudiados. Ademas del resultado
numeérico, el resultado puede ir acompafiado de un comentario interpretativo para mejor
comprensién y difusion de la prueba [49].
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Figura 9. Histograma de PFA-100 normal. Mujer de 18 afios a quien se le practicé una prueba de PFA-100 dentro
los estudios prequirdrgicos para un procedimiento de cirugia plastica. Tiempo de cierre coldgeno/epinefrina (CEPI)
99 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre coldgeno/ADP (CADP) 66 segundos (valor
de referencia: 50 a 112 segundos). El estudio es normal y en consecuencia, en la practica, se descarta la posibilidad
de una trombocitopatia congénita o adquirida. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

Usos del PFA-100

De acuerdo con la literatura médica mun-
dial acumulada en las escasas dos déca-
das que han transcurrido desde que la
prueba se introdujo al laboratorio clinico
[36], son multiples las indicaciones para
solicitar un estudio de PFA-100. Como se
resume en la tabla 2, el PFA-100 puede
utilizarse en diferentes situaciones: (1)
como una prueba sustituta del tiempo de
sangria, (2) como una prueba tamiz de
una disfuncidn plaquetaria ya sea congé-
nita o adquirida, (3) como una prueba de
monitoreo en el manejo de enfermedades
congénitas de la funcién plaquetaria y en
particular de la enfermedad de von Wille-
brand, (4) como una prueba de diagnodsti-
co y control en el caso de la resistencia a
la aspirina y la resistencia al clopidogrel,
(5) como una prueba de control de cali-
dad en el banco de sangre, y (6) como una
prueba médico-legal en el diagndstico di-
ferencial de las enfermedades hematold-
gicas con manifestaciones hemorrégicas
y el maltrato infantil, entre otras muchas
indicaciones, como se analizara en los si-
guientes apartados.
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Tabla 2. Usos potenciales del PFA-100

Como prueba sustituta del tiempo de sangria
Como prueba tamiz
= Riesgo hemorragico prequirdrgico

= Estudio de pacientes con manifestaciones hemo-
rragicas

= En ginecologia

= En pediatria

= En otras circunstancias médicas (en pacientes
con enfermedad renal crénica, en pacientes de
neurocirugia, en pacientes de cirugia plastica, en
pacientes de odontologia)

Como prueba de monitoreo

= Enfermedad de von Willebrand

= QOtras trombocitopatias congénitas o adquiridas

Control de anticoagulacion con antiplaquetarios

= Resistencia a la aspirina

= Resistencia al clopidogrel

Banco de sangre

= Evaluacion de donantes de plaquetas

= Manejo de concentrados plaquetarios

= Control postransfusional de plaquetas

Aspectos médico-legales

= Diagnéstico diferencial de alteraciones funcionales
de las plaquetas versus maltrato infantil
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EL PFA-100 como prueba sustituta del tiempo de sangria

Como se ha expresado a través de este mddulo, el tiempo de sangria ha pasado a ser una
prueba obsoleta, no recomendada en la practica clinica por organizaciones como el CAP y la
ASCP [4], y como tal deberia desaparecer de los portafolios de servicio de los laboratorios
clinicos a medida que se va introduciendo a los laboratorios clinicos la nueva tecnologia. Hay
suficiente evidencia, soportada en la literatura médica mundial, de que el PFA-100, ademas
de ser una prueba no invasiva, sustituye con mejores indicadores analiticos, como la sensi-
bilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo al tiempo
de sangria en el estudio de los pacientes con sospecha de tener trastornos funcionales de
las plaquetas [50-62]. En la figura 10 se muestra el desempefio analitico del PFA-100 con
relacion al tiempo de sangria [53], en donde claramente se destaca la ventaja del PFA-100
sobre el tiempo de sangria.

1.0

0.8 —

-« Tiempo de sangria

PFA100
(Colageno/epinefrina)

0.6

0.4 -

Sensibilidad

0.2 1

0.0 :

PFA100
(Colageno/ADP)

0.0 0.2

0.4 0.6 0.8
1-Especificidad

EL PFA-100 como prueba tamiz

El PFA-100 es particularmente util como prueba tamiz en cierticas circunstancias y en gru-
pos especiales de pacientes como se analizara en detalle a continuacion en los siguientes

apartados.

m EL PFA-100 como prueba
tamiz de riesgo hemorragico prequirdrgico

Se estima que el 3% al 5% de los pacientes que van a cirugia pueden presentar compli-
caciones hemorragicas [63] y en una buena parte de estos pacientes la complicacion se
explica por una trombocitopatia, hereditaria o adquirida. En este caso, una prueba como
el PFA-100 como prueba tamiz, esta en condiciones de detectarla, ademas de que permite
programar la cirugia con mayor seguridad [64]. A diferencia del tiempo de sangria, que
como ya se ha expresado, no estd indicado en la evaluacidén prequirurgica de rutina [4,
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Figura 10. Andlisis de la caracteristica
operativa del receptor (Curva ROC) para
la deteccion de la enfermedad de von
Willebrand. La sensibilidad y especifici-
dad para detectar la enfermedad de von
Willebrand es superior cuando el PFA-
100 se compara con el tiempo de sangria
(p<0,005). La linea punteada representa
el tiempo de sangria, mientras que la li-
nea azul y la linea verde representan los
cartuchos de colageno/epinefrina y cola-
geno/ADP, respectivamente. Tomado con
autorizacion de Posan E, McBane RD,
Gril DE, Motsko CL, Nichols WL. Com-
parison of PFA-100 testing and bleeding
time for detecting platelet hypofunction
and von Willebradn disease in clinical
practice. Thrombosis and Haemostasis
2003;90:483-490 [56].
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65] debido a que no detecta realmente el riesgo hemorragico [66], el PFA-100, junto con
el tiempo de protrombina y el tiempo parcial de tromboplastina activado, como pruebas
prequirdrgicas, permiten al médico tener una adecuada evaluacion de la hemostasia en
el paciente, sobre todo en aquellos con antecedentes sospechosos de enfermedad hemo-
rragica [67], los tomadores crdnicos de drogas potencialmente toxicas para las plaquetas,
como la aspirina y el clopidogrel, y en casos de cirugias mayores o con alto riesgo de
hemorragia intraoperatoria o posoperatoria [68]. En la figura 11 se muestra el estudio de
PDFA-100 solicitado como prueba tamiz prequirdrgica en donde el paciente finalmente
padecia una enfermedad de von Willebrand.

Figura 11. PFA-100 como prueba tamiz de riesgo hemorragico perioperatorio. Mujer de 41 aiios a quien se le prac-
ticé una prueba de PFA-100 dentro los estudios prequirurgicos para un procedimiento de cirugia plastica. Tiempo
de cierre coldgeno/epinefrina (CEPI) 200 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre
coldgeno/ADP (CADP) 162 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). Estudios complementarios, incluido
el recuento dosificacion de factores (VIII, IX y von Willebrand), cofactor de ristocetina y prueba con desmopresina,
se establece el diagndstico de una enfermedad de von Willebrand. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico,
Medellin, Colombia.

m EL PFA-100 como prueba tamiz para funcion plaquetaria
en el estudio de pacientes con manifestaciones
hemorragicas

En la clinica, tanto en nifios como en adultos, es frecuente que se presenten pacientes
con manifestaciones hematoldgicas de tipo hemorragico con manifestaciones mucocu-
taneas (equimosis, petequias) o sangrado (epistaxis, metrorragia), que requieren estudio
de laboratorio, en donde el PFA-100 ha demostrado ser una excelente herramienta como
prueba tamiz para descartar alteraciones de la funcién plaquetaria [59, 69-75]. En térmi-
nos generales, el PFA-100, mediante el uso concomitante de cartuchos de reactivos con
colageno/epinefrina y de coldgeno/ADP, sin ser especifico de ninguna situacién clinica
en particular, permite como una prueba tamiz detectar la mayoria de las alteraciones
funcionales de las plaquetas (trombocitopatias), independiente de que sean congénitas
o adquiridas [67, 76, 77]. Para mejor conocimiento de la utilidad de la prueba en el caso
de pacientes con manifestaciones hemorragicas, en la figura 12 se muestra el caso de un
paciente con sindrome de Bernard Soulier que por muchos afios permanecié sin diag-
nostico. Como el caso anterior, el PFA-100 combinado con el tiempo de protrombinay el
tiempo parcial de tromboplastina activada, representa una buena opcién de tamizaje para
estos pacientes.
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Figura 12. PFA-100 como prueba tamiz para funcidn plaquetaria en el estudio de pacientes con manifestaciones
hemorragicas. Hombre de 63 afios a quien se le practicd una prueba de PFA-100 dentro los estudios para establecer
el diagndstico de una enfermedad caracterizada por manifestaciones hemorrdgicas mucocutdneas desde su
juventud, ademas de recuentos plaquetarios moderadamente bajos (70 a 100 mil por pL). Tiempo de cierre
colageno/epinefrina (CEPI) 216 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre coldgeno/ADP
(CADP) 178 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). Estudios complementarios, incluido el recuento de
plaguetas (90 mil por L) y el estudio de la morfologia plaquetaria (macrotrombocitos), se establece el diagndstico
de un sindrome de Bernard Soulier. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

m EL PFA-100 como prueba tamiz en grupos especiales

El PFA-100 ha demostrado ser particularmente Gtil en ginecologia, en pediatria y en otras
circunstancias médicas como se analizard a continuacion.

EL PFA-100 en ginecologia

El sangrado menstrual abundante [78], antes denominado menorragia, es un problema que
afecta alrededor del 5% de las mujeres entre los 30 y 49 afios de edad y representa alrededor
del 12% de las consultas al ginecélogo [79]. Mas del 50% de los casos de sangrado menstrual
abundante pueden quedar clasificadas como inexplicables [80] y hasta el 17% de estos casos
pueden estar relacionadas con alteraciones de la funciéon plaquetaria, incluida la enfermedad
de von Willebrand, siendo la mas frecuente, u otra trombocitopatia como el sindrome de
Bernard-Soulier, la trombastenia de Glanzmann o defectos de los granulos plaquetarios [81-
84], que si no se estudian adecuada y oportunamente pueden terminar en una histerectomia
innecesaria.

El PFA-100 ha demostrado ser una herramienta eficiente en el estudio de tamizacion en muje-
res con sangrado menstrual abundante [73, 81-86]y una prueba costo-beneficio para el diag-
nostico precoz de trombocitopatias en mujeres antes de empezar su vida sexual o iniciar pro-
gramas de anticoncepcion [87]. Es asi como el Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia
(ACOG) recomienda la tamizacion para enfermedad de von Willebrand en todas las mujeres
con sangrado menstrual abundante [88, 89] y, en este caso, el PFA-100 ha demostrado ser
una excelente prueba tamiz [73, 81-86]. De acuerdo con estandares internacionales, como
en todos los otros casos en donde se utiliza como prueba tamiz, el PFA-100, en el estudio del
sangrado menstrual abundante, todos los resultados positivos deben ser confirmados con
pruebas especificas como la agregometria y la medicion de factores, de acuerdo con cada
caso en particular [76, 90], antes de rotular al paciente con un determinado diagndstico, como
la enfermedad de von Willebrand. En la figura 13 se presenta el caso de una paciente con
sangrado menstrual abundante en quien se establecid a partir de un PFA-100, con estudios
adicionales, el diagndstico de una enfermedad de von Willebrand.
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Figura 13. PFA-100 en ginecologia. Mujer de 35 afios, remitida para evaluacion hematoldgica por presentar san-
grado menstrual abundante. Tiempo de cierre coldgeno/epinefrina (CEPI) 299 segundos (valor de referencia: 73 a
175 segundos); tiempo de cierre colageno/ADP (CADP) > 300 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos).
Estudios complementarios, incluido el recuento dosificacion de factores (VIII, IX y von Willebrand), cofactor de ris-
tocetina y prueba con desmopresina, se establece el diagndstico de una enfermedad de von Willebrandm. Cortesia
del Laboratorio Clinico Hematolégico, Medellin, Colombia.

EL PFA-100 en pediatria

Los estudios, que hasta el momento, apoyan la eficacia del PFA-100 en el diagndstico de la en-
fermedad de von Willebrand y otras alteraciones congénitas de la funcidn plaguetaria en nifios,
como la trombastenia de Glanzmann y el sindrome de Bernard-Soulier, entre otras, han demos-
trado que la prueba tiene un buen desempefio analitico para alcanzar el objetivo diagndstico,
con una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, mayores
que las obtenidas con el tiempo de sangria en la poblacién infantil [53, 55, 59, 72, 91-93]. En el
caso de las trombocitopatias congénitas, el PFA-100 tiene un alto valor predictivo negativo [94],
en donde un resultado normal practicamente descarta este diagndstico. En el caso de los nifios,
igual que en los adultos, el PFA-100 reemplaza con mejores indicadores analiticos, y sobre todo,
sin ningun riesgo para el nifio, el tiempo de sangria [59], que no deberia ser utilizado a partir del
momento en que en el medio se disponga de esta nueva prueba, como sucede en la actualidad
en el nuestro. El PFA-100 en los pacientes con hemofilia A y B, que como se sabe no afecta la
funcidn plaquetaria, la prueba es normal [53, 91, 92], demostrando de paso que la prueba es
independiente de los factores de la coagulacién. Otra indicacidon importante del PFA-100 es el
diagndstico diferencial de maltrato infantil en nifios que se presentan a los servicios de salud con
manifestaciones de equimosis, en donde el PFA-100 usualmente es normal cuando se presentan
las manifestaciones por esta causa [95, 96]. En la figura 14 se presenta el caso de un nifio de 3
afios a quien se le practicé un PFA-100 dentro de sus exdmenes prequirurgicos, a quien a partir
de un PFA-100 con estudios adicionales, se le establecié el diagndstico de una enfermedad de
von Willebrand.

m ELPFA-100 como prueba tamiz
de la enfermedad de von Willebrand

Una de las indicaciones mas importantes del PFA-100 es su utilizacién como prueba tamiz de la
enfermedad de von Willebrand y su diagndstico diferencial con otras alteraciones funcionales,
congénitas o adquiridas de las plaquetas. El PFA-100 es mas sensible que el tiempo de sangria
en la deteccidn de la enfermedad de von Willebrand [97] y el resto de las trombocitopatias here-
ditarias, incluidas el sindrome de Bernard-Soulier, la trombastenia de Glanzmann y los defectos
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Figura 14. PFA-100 pediatria. Nifio de 3 afios, remitido para estudio prequirurgico (amigdalotomia). Tiempo de cierre
colageno/epinefrina (CEPI) 193 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre coldgeno/ADP
(CADP) 141 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). Estudios complementarios, incluido el recuento dosifi-
cacién de factores (VIII, IX'y von Willebrand), cofactor de ristocetina y prueba con desmopresina, se establece el diag-
néstico de una enfermedad de von Willebrand. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

de depdsito de los granulos plaquetarios, entre otros. De acuerdo con la Federaciéon Mundial
de la Hemofilia, se estima que la prevalencia mundial de la enfermedad de von Willebrand esta
alrededor del 1%, siendo el trastorno de la coagulacion mas comun de la especie humana [98].
La enfermedad de von Willebrand puede cursar asintomatica durante de toda la vida o presen-
tarse con manifestaciones hemorragicas importantes de predominio mucocutaneas o manifes-
tarse por trastornos menstruales o después de cirugias o intervenciones odontoldgicas [98]. El
diagndstico y manejo de la enfermedad de von Willebrand es complejo y debera estar a cargo
de hematdlogos, pero su deteccion o al menos sospecha debera estar a cargo de los médicos
de atencidn primaria [98]; de ahi la importancia de una prueba tamiz, como el PFA-100, para su
deteccion. Hasta el momento en que se dispuso de pruebas de funcidn plaquetaria como el PFA-
100, para la tamizacién de la enfermedad de von Willebrand solo estaba disponible del tiempo
de sangria, con limitaciones relacionadas con la sensibilidad y especificidad [50-62], ademas de
su caracter invasivo, como ya se ha analizado. El PFA-100 es mas sensible que el tiempo de san-
gria, tanto en la deteccion [97] como en el manejo terapéutico [99] de la enfermedad de von
Willebrand. De acuerdo con Mammen y colaboradores, comparando el PFA-100 con la agrego-
metria convencional en el diagndstico de la enfermedad de von Willebrand, el PFA-100 tiene una
sensibilidad de 94,9% y 94,3%, y una especificidad de 88,8% y 88,3% [100]. Cuando la prueba
tamiz resulta positiva para la enfermedad de von Willebrand se deben hacer los estudios com-
plementarios, incluida la medicion de factores como el factor VIl de la coagulacion, el factor IX
de la coagulacion, el factor de von Willebrand y el cofactor de ristocetina [101], para confirmar el
diagndstico o descartar los diagndsticos diferenciales de los cuales se ha hecho alusion en otros
apartados de este modulo. En la figura 15 se presenta el caso de una paciente que se presenta
a la consulta con manifestaciones mucocutaneas de sangrado (equimosis) y sangrado menstrual
abundante en quien se establecid, con estudios adicionales, el diagndstico de una enfermedad
de von Willebrand.

m Utilidad del PFA-100 como prueba tamiz

en otras circunstancias diferentes a las analizadas

Aparte de las indicaciones antes citadas, el PFA-100 ha demostrado ser Util como prueba tamiz
en pacientes con enfermedad renal crénica, en pacientes candidatos a cirugias de alto riesgo

como la neurocirugia y la cirugia cardiovascular, como se analizara, con mayor detalle, en los
dos siguientes apartados.
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Figura 15. PFA-100 como prueba tamiz de la enfermedad de von Willebrand. Mujer de 41 afios, que consulta por
manifestaciones mucocutdneas de sangrado (equimosis) y sangrado menstrual abundante. Tiempo de cierre colage-
no/epinefrina (CEPI) > 300 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre coldgeno/ADP (CADP)
>300 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). Estudios complementarios, incluido el recuento dosificacion
de factores (VIII, IX y von Willebrand), cofactor de ristocetina y prueba con desmopresina, se establece el diagndstico
de una enfermedad de von Willebrand. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

EL PFA-100 como prueba tamiz en pacientes renales

Los pacientes con enfermedad renal crénica, especialmente aquellos que requieren didlisis,
tienen tendencia a sangrar, situacién que les aumenta la morbilidad y la mortalidad [102,
103]. La patogénesis del sangrado en los pacientes renales sometidos a didlisis es de origen
multifactorial y la disfuncion plaquetaria parece ser de gran importancia [102-106]. Con la
incorporacién al laboratorio clinico de instrumentos para evaluar la funcidn plaquetaria, se
ofrece al médico una buena oportunidad para evaluar a estos pacientes y mejorar las condi-
ciones hemostaticas de ellos [106-108] y es asi como se constituye en un elemento a tener en
cuenta al momento de tomar biopsias de rifidon [109] o en un trasplante renal [108, 110] y asi
mejorar las condiciones del paciente, cuando la prueba esta alterada.

EL PFA-100 como prueba tamiz en neurocirugia y otras intervenciones
quirdrgicas

Ademas de su uso como prueba tamiz prequirurgica en general [4, 63-65, 67, 68], como se
analizé en un apartado previo, el PFA-100 tiene mayor importancia es en los pacientes que van
a ser llevados a neurocirugia [74]. Otras situaciones quirurgicas en donde el PFA-100 resulta
particularmente Util en pacientes que van a ser sometidos a cirugia oral [111], cirugia en nifios
[72] y cirugia plastica, como parte integral de la evaluacidn del riesgo prequirurgico.

EL PFA-100 como prueba de monitoreo

Una de las aplicaciones del PFA-100, en el futuro cercano, son las relacionadas con el segui-
miento de las enfermedades relacionadas con la funcidn plaquetaria como la enfermedad de
von Willebrand y en el control de la anticoagulacidn con antiagregantes como la aspirina y el
clopidogrel, como se analizara en los préximos apartados.

m PFA-100 en el monitoreo
de la enfermedad de von Willebrand

Ademas del papel que juega el PFA-100 como prueba tamiz en el diagndstico de la enferme-
dad de von Willebrand y las otras trombocitopatias congénitas o adquiridas, como se anali-
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z6 en el apartado anterior, esta prueba es de vital importancia en el monitoreo terapéutico
de la enfermedad de von Willebrand y las demas trombocitopatias en donde se encuentra
alterada la funcidn plaquetaria. La prueba es particularmente Util para evaluar la respuesta a
la desmopresina o la aplicacion de factores, como el factor de von Willebrand, en el manejo
de la enfermedad de von Willebrand y otros defectos congénitos de las plaquetas [86, 112-
116], como se observa claramente, con la normalizacion de los valores como se observa en
los ejemplos del manejo de la prueba en las figuras 16 y 17.
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Figura 16. PFA-100 en paciente al momento del diagndstico. Mujer de 39 afios. Tiempo de cierre colageno/epin-
efrina (CEPI) 211 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre coldgeno/ADP (CADP) 125
segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). Estudios complementarios, incluido el recuento dosificacién de
factores (VIII, IX y von Willebrand), cofactor de ristocetina y prueba con desmopresina, se establece el diagndstico
de una enfermedad de von Willebrand. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.
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Figura 17. PFA-100 en paciente tras la administracion de desmopresina. Mujer de 39 afios, con diagndstico de
enfermedad de von Willebrand a quién se le administré 15 pg de desmopresina por via venosa previa a un proce-
dimiento quirdrgico. Tiempo de cierre colageno/epinefrina (CEPI) 92 segundos (valor de referencia: 73 a 175 se-
gundos); tiempo de cierre colageno/ADP (CADP) 55 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). El estudio
muestra normalizacién de los tiempos de cierre como resultado de la desmopresina suministrada. Cortesia del
Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

m Control de anticoagulacion
con antiagregantes plaquetarios

La anticoagulacion con antiagregantes plaquetarios es particularmente uUtil como he-
rramienta para la prevencidn primaria (cuando aun no se han presentado eventos) o
secundaria (cuando ya se han presentado eventos) de la trombosis arterial, preferente-
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mente el infarto agudo de miocardio y los accidentes cardiovasculares. Las plaquetas,
ante la ruptura o erosion de las placas ateroescleréticas en las arterias coronarias, en el
primer caso, se agregan formando un trombo que puede obstruir la circulacién sangui-
nea y el balance favorable entre los efectos benéficos (prevenir la formacion del trom-
bo) y las complicaciones (aumento del riesgo hemorragico) de la terapia antiplaquetaria
gue se logra al tratar pacientes en los cuales el riesgo trombdtico supera el riesgo de las
complicaciones hemorragicas [117]. La terapia antiplaquetaria es la piedra angular en
la prevencion y el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, en la actualidad
hay millones de pacientes en todo el mundo que reciben estos medicamentos pero no
se sabe cudntos estan realmente protegidos con una dosis adecuada o una medicacién
inadecuada [118]. La resistencia a los antiagregantes surge como una nueva entidad
clinica con consecuencias potencialmente graves, como el infarto del miocardio, los ac-
cidentes cerebrovasculares y la muerte [118]. Con la incorporacién a la practica médica
de métodos que permitan identificar la poblacidon de pacientes con terapia antiplaque-
taria que presentan resistencia a los medicamentos, similar a como se mide el colesterol
o se toma la presidn arterial, se estd avanzando significativamente en el cuidado de
millones de estos pacientes, razon de ser de la medicina. En el medio se dispone de
metodologia para evaluar el efecto anticoagulante de los antiagregantes plaquetarios,
siendo los mds importantes y los mas utilizados en la clinica: la aspirina y el clopidogrel.

m Control de anticoagulacion con aspirina

El 4cido acetil salicilico, mds conocido en el medio como aspirina® (Bayer) actua inhibien-
do la accién de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2). La aspirina, por una parte, al inhibir la
COX-1 disminuye la sintesis del tromboxano A, y en consecuencia la agregacion plaque-
taria; por otra parte, la inhibicién del COX-2, por su efecto antiinflamatorio, disminuye
la inflamacidn vascular en el sitio de la placa ateromatosa y reduce la infiltracidon de
células mononucleares en la placa ateromatosa [119]. La aspirina se ha reconocido por
muchisimas investigaciones y por muchos afios, a través de todo el mundo como una
herramienta efectiva en el manejo de pacientes con angina inestable y ha demostrado
reduccion, de hasta el 40%, de los infartos fatales y no fatales [120]. Sin embargo, la as-
pirina tiene dos grandes problemas: (1) las complicaciones hemorragicas [121-123], con
mayor riesgo en pacientes con gastropatias, en particular en pacientes infectados por
Helicobacter pylori [124-126] y/o consumidores de AINEs (antinflamatorios no esteroi-
deos) [127] y (2) la “resistencia a la aspirina”, que puede oscilar entre el 5% y 60% de los
pacientes que reciben la dosis convencional de aspirina [128] y por lo tanto no tienen
proteccidn contra las potenciales complicaciones cardiovasculares para las cuales esta
tomando el medicamento [129, 130]. En Colombia, en un estudio realizado en Medellin
y en Bogotd, en pacientes con enfermedad coronaria, se encontré que la resistencia a
la aspirina, a dosis bajas (80-325 mg/dia), era de 28,2% (Cl 95%: 18,1%-40,1%) [131].

La resistencia a la aspirina se define, desde el punto de vista del laboratorio, como
aquellos pacientes que no logran un adecuado grado de inhibicién plaguetaria con el
medicamento [132], cuando para otros, es la imposibilidad de reducir el tromboxano
A, y, por ende, la agregacion y activacion plaquetaria [133]. De los diferentes métodos
para evaluar la accion antiplaquetaria de la aspirina, el PFA-100 (colageno/epinefrina y
coldgeno/ADP) es lo suficientemente sensible y reproducible para evaluar el efecto de
la aspirina sobre la funcion plaquetaria en los pacientes que reciben este medicamento
como prevencion primaria o secundaria de enfermedades cardiovasculares [134, 135].
El patrdn tipico en pacientes tratados con aspirina adecuadamente es muy caracteris-
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tico: el tiempo de cierre para coldgeno/epinefrina estd alargado y el tiempo de cierre
del coldgeno/ADP es normal [22, 37, 91, 136-138], como se muestra en la figura 18; en
el caso de la resistencia a la aspirina los valores del tiempo de cierre para ambos car-
tuchos son normales, como se muestra en la figura 19. La prueba puede solicitarse al
laboratorio clinico como “prueba de resistencia a la aspirina” o “PFA-100 para aspirina”
y cuyo caso el laboratorio clinico en todos los casos debe medir el tiempo de cierre para
coldgeno/epinefrina y el colageno/ADP.
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Figura 18. PFA-100 como control de la antiagregacion a aspirina. Caso en donde se logra el efecto de la droga. Hom-
bre de 68 afios a quien se le hace un PFA-100 para evidenciar la anticoagulacién con aspirina (100 mg/dia). Tiempo
de cierre colageno/epinefrina (CEPI) > 300 segundos (valor de referencia: 73 a 175 segundos); tiempo de cierre
colageno/ADP (CADP) 80 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). El estudio muestra alargamiento del
tiempo de cierre colageno/epinefrina con tiempo de cierre colageno/ADP normal, compatible con antiagregacion
por aspirina. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.
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Figura 19. PFA-100 como control de la antiagregacién a aspirina. Caso en donde no se logra el efecto de la droga
(“resistencia a la aspirina”). Mujer de 80 afios a quien se le hace un PFA-100 para evidenciar la anticoagulacion
con aspirina (100 mg/dia). Tiempo de cierre coldgeno/epinefrina (CEPI) 133 segundos (valor de referencia: 73 a
175 segundos); tiempo de cierre colageno/ADP (CADP) 84 segundos (valor de referencia: 50 a 112 segundos). El
estudio muestra tiempo de cierre coldgeno/epinefrina y colageno/ADP normales, compatible con una “resistencia
a la aspirina”. Cortesia del Laboratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia.

m Control de anticoagulacion con clopidogrel

El clopidogrel actia bloqueando de manera selectiva e irreversible, el receptor P2Y12
del ADP en la superficie de la plaqueta, inhibiendo de esta manera la agregacion pla-
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quetaria [139]. El ADP es un importante activador de la agregacién plaquetaria y se en-
cuentra en altas concentraciones en los granulos de las plaquetas. El ADP induce la agre-
gacioén de las plaquetas al activar un receptor especifico situado en la superficie externa
de la membrana plaquetaria, lo que genera cambios en la concentracion intracelular de
calcio y la expresion y ensamblaje de receptores para el fibrindgeno en la superficie de
la plaqueta [139]. El clopidogrel es una prodroga, que para actuar requiere ser oxidada
en el higado por el sistema citocromo P450, generando su metabolito activo [140]. La
union del metabolito activo al receptor P2Y12 es irreversible y, por tanto, las plaquetas
expuestas al clopidogrel se ven afectadas en su funcionamiento por el resto de vida. La
maxima inhibicién de agregacion plaquetaria tras una dosis de carga del farmaco (375-
400 mg) oscila entre 40% a 60% y se alcanza en unas dos a seis horas [141]. En general,
la agregacion plaquetaria y las alteraciones de la coagulacion, como el tiempo de san-
gria o el PFA-100 vuelven a los valores basales a partir del quinto dia de la suspension
del medicamento [141].

El clopidogrel, después de la aspirina, es el antiagregante plaquetario mas utilizado a
nivel mundial [142]. Similar a la aspirina, el clopidogrel tiene dos grandes problemas:
las complicaciones hemorragicas y la “resistencia al clopidogrel”. De un lado, similar a
lo que sucede con la aspirina y la infeccion por Helicobacter pylori, se puede presentar
en los pacientes que toman clopidogrel, siendo mayor el sangrado a partir de ulceras
gastricas en este caso, contrario a los que toman aspirina que usualmente son de ori-
gen duodenal [143]. Con relacidn a la “resistencia al clopidogrel”, similar a la aspirina,
podria definirse igual, desde el punto de vista del laboratorio, como aquellos pacientes
gue no logran un adecuado grado de inhibicion plaquetaria con el medicamento [132];
cuando para otros, es la imposibilidad de reducir la actividad del ADP plaquetario v,
por ende, la agregacién y activacién plaquetaria [133]. En el medio, no se conoce la
prevalencia de la resistencia al clopidogrel, pero se estima que debe ser muy similar a la
informada en otros paises, en donde oscila entre 4% y 30% [144-147].

De los diferentes métodos para evaluar la accién antiplaquetaria del clopidogrel, el PFA-
P2Y® (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., Deerfield, IL) es lo suficientemente sensible
y reproducible para evaluar el efecto del clopidogrel in vitro sobre la funcién plaque-
taria en los pacientes que reciben este medicamento como prevencidn primaria o se-
cundaria de enfermedades cardiovasculares [44, 47, 148]. El patron tipico en pacientes
tratados adecuadamente con clopidogrel es muy caracteristico: el tiempo de cierre esta
alargado [44, 47], como se muestra en la figura 20; y en el caso de la resistencia al clo-
pidogrel el valor de cierre es normal, como se muestra en la figura 21. La prueba puede
solicitarse al laboratorio clinico como “prueba de resistencia al clopidogrel” o “PFA-P2Y
para clopidogrel”.

EL PFA-100 en banco de sangre

Una de las aplicaciones mas novedosas del PFA-100 se da en el manejo de las plaquetas
en el banco de sangre y cubre aspectos como la seleccién de los donantes de plaque-
tas, el manejo de los concentrados de plaquetas y control postransfusional de plaque-
tas, constituyéndose en una excelente aplicacion costo-efectiva cuando la prueba se
introduce de rutina en el manejo de las plaquetas en el banco de sangre [32, 149-155].
Ademas, el uso del PFA-100 en el manejo de las transfusiones de plaquetas, aparte de
optimizar la terapia transfusional, mejora el manejo de los inventarios de los bancos de
sangre en donde se incorpora esta tecnologia [63, 149].
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Figura 20. PFA-P2Y como control de la antiagregacion  Figura 21. PFA-P2Y como control de la antiagregacion
con clopidogrel. Caso en donde se logra el efecto de la  con clopidogrel. Caso en donde no se logra el efecto
droga. Hombre de 58 afios, a quien se le hace un PFA-P2y  de la droga (“resistencia a al clopidogrel”). Hombre de
para evidenciar la anticoagulacién con clopidogrel (75 82 afios, a quien se le hace un PFA-P2Y para evidenciar
mg/dia). P2Y > 300 segundos (valor de referencia < 106  la anticoagulacién con clopidogrel (75 mg/dia). P2Y 67
segundos). El estudio evidencia la eficacia del clopidogrel ~ segundos (valor de referencia < 106 segundos). El estu-
para inhibir la agregacién plaquetaria. Cortesia del Labo-  dio evidencia la ineficacia del clopidogrel para inhibir
ratorio Clinico Hematoldgico, Medellin, Colombia. la agregacion plaquetaria, constituyéndose en un caso
de “resistencia al clopidogrel”. Cortesia del Laboratorio
Clinico Hematoldégico, Medellin, Colombia.

m EL PFA-100 en seleccion de los donantes de plaquetas

La determinacién del PFA-100 (coldgeno/epinefrina y colageno/ADP), en candidatos a
ser donantes de plaquetas, permite descartar con este objetivo a todos los posibles
donantes portadores de una trombocitopatia, independiente de la causa, que al ser
identificadas no tendran utilidad terapéutica en los receptores [32].

m EL PFA-100 en el manejo
de losconcentrados de plaquetas

Durante el almacenamiento de plaquetas en el banco de sangre se presenta perdida de
la viabilidad y de la funcidon hemostatica, fendmeno que se presenta a partir de quinto
dia de almacenamiento, con posibilidad de crecimiento bacteriano que puede llegar
a producir una sepsis en el paciente que las reciba [156-158]. Hasta el momento, uno
de los métodos mas utilizados para evaluar la viabilidad de las plaquetas de banco de
sangre es la agregometria convencional, pero tiene el inconveniente de presentar una
pobre reproducibilidad [159] el cual puede ser sustituida por el PFA-100. Ademas, gra-
cias alaincorporacion del PFA-100 al laboratorio clinico, hoy es posible medir en sangre
de banco, anticoagulada con citrato, la funcidn plaquetaria antes de aplicar la sangre
para discriminar las plaquetas hipoactivas e hiperactivas de las plaguetas normoactivas
[45, 159, 160].

m EL PFA-100 en control postransfusional de plaquetas

El PFA-100 ha demostrado ser una excelente herramienta para monitorear las trans-
fusiones de plaquetas, en los casos en donde el procedimiento esta indicado [149]. El
uso del PFA-100 en la terapia de plaguetas de banco de sangre ademas de optimizar la
terapia transfusional, mejora el manejo de los inventarios de los bancos de sangre en
donde se incorpora esta tecnologia [63, 149, 160, 161].
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EL PFA-100 como prueba médico-legal

Otra indicacién importante del PFA-100 es en el diagndstico diferencial de maltrato in-
fantil en niflos que se presentan a los servicios de salud con manifestaciones de equimo-
sis, en donde el PFA-100 usualmente es normal cuando se presentan las manifestacio-
nes por maltrato infantil [95, 96], en donde la prueba resultaria normal. En este sentido,
organizaciones como la Federacion Mundial de la Hemofilia [98] y guias nacionales de
manejo del maltrato infantil como la del gobierno mejicano [162], recomiendan utilizar
esta prueba cuando este se sospeche.

Aspectos técnicos de la prueba

Ante todo, es importante reafirmar que “la mejor prueba de hemostasia” es una ex-
celente historia clinica [163], incluidos los antecedentes personales y familiares, y en
particular los antecedentes de sangrado quirurgico, odontoldgico o por traumas previos
y un examen fisico completo. Desde el punto de vista clinico, las pruebas de laboratorio
clinico en general y las pruebas de coagulacion en particular, se deben analizar dentro
de un contexto clinico bien establecido del paciente, pues de lo contrario, en vez de ser
de ayuda, pueden ser fuente de problemas y costos innecesarios. Como toda prueba de
laboratorio clinico, el PFA-100 tiene factores pre-pre-analiticos, pre-analiticos, analiti-
cos, pos-analiticos y pos-pos-analiticos, de los cuales son responsables tanto el médico,
como el laboratorio clinico y el paciente, cdmo se analizara a continuacion.

Factores pre-pre-analiticos relacionados con el PFA-100

Los factores pre-pre-analiticos se refieren al conocimiento que el médico debe tener al
momento de ordenar la prueba, cuando esta esta indicada [164]. En el caso del PFA-100,
el médico debe conocer las multiples ampliaciones clinicas que tiene la prueba al mo-
mento de solicitarla al laboratorio clinico. Debera recordar, que la prueba esta indicada
(1) como una prueba sustituta del tiempo de sangria, (2) como una prueba tamiz de una
disfuncion plaquetaria, ya sea congénita o adquirida, (3) como una prueba de monito-
reo en el manejo de enfermedades congénitas de la funcién plaquetaria y en particular
de la enfermedad de von Willebrand, (4) como una prueba de diagndstico y control en
el caso de la resistencia a la aspirina y la resistencia al clopidogrel, (5) como una prueba
de control de calidad en el banco de sangre y (6) como una prueba médico-legal en el
diagndstico diferencial de las enfermedades hematoldgicas con manifestaciones hemo-
rragicas y el maltrato infantil, entre otras muchas indicaciones.

Factores pre-analiticos relacionados con el PFA-100

Los factores pre-analiticos se refieren al conocimiento que el médico debe tener al mo-
mento de ordenar la prueba, en cuanto a las condiciones basicas que debe cumplir el
paciente al momento de acudir al laboratorio clinico y que el laboratorio clinico debe
conocer y verificar desde el momento en que el paciente acude para la toma de la mues-
tra, hasta el momento en que la prueba es realizada y el resultado queda en condiciones
de ser entregado al paciente y al médico [164]. En la practica, el control de los factores
pre-analiticos de una prueba de laboratorio en general, y del PFA-100 en particular, se
subdividen en factores relacionados con el médico, con el paciente y con el laboratorio
clinico, como se analizara en los siguientes apartados.
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m Factores pre-analiticos del PFA-100
relacionados con el médico

El médico antes de solicitar una prueba de PFA-100 debe tener en cuenta algunos me-
dicamentos, alimentos y medicamentos naturistas que el paciente pueda estar consu-
miendo y que puedan interferir con los resultados de la prueba. En la tabla 3, se rela-
cionan los medicamentos de uso frecuente que interfieren con la prueba y en la tabla 4,
los alimentos y medicamentos naturales que pueden interferir con los resultados del
PFA-100 [165]. Si bien, el médico que solicita la prueba es el responsable del control de
estos factores pre-analiticos no se excluye de esta responsabilidad al paciente, al mo-
mento de acudir al laboratorio clinico, y al laboratorio clinico antes de tomar la muestra.
Cuando se presenta esta situacion, la suspensidén por una semana del medicamento,
el alimento o el medicamento natural que se esté consumiendo, es suficiente para no
interferir con los resultados del PFA-100 [165].

m Factores pre-analiticos del PFA-100
relacionados con el paciente

El paciente a quien se le va a hacer un prueba de PFA-100 debe abstenerse de consumir
alcohol y medicamentos que contengan aspirina u otros como los indicados en la tabla 3,
alimentos y medicamentos naturistas como los indicados en la tabla 4, previamente ci-
tadas. La muestra para el PFA-100 debe tomarse al paciente en ayunas, estandarizando
la toma de la muestra en las horas de la mafiana, debido a variaciones circadianas que
se pueden presentar con la prueba [166, 167].

Tabla 3. Medicamentos que inhiben la funcién de las plaquetas [165]

Droga Efecto sobre la plaqueta Duracién

Aspirina Irreversible 5a7dias

Ibuprofeno Reversible 24 horas

Naproxeno Reversible Mas de 4 dias

Tionopiridinas Irreversible 7 dias

Dipiridamol Reversible Minimo (usualmente no acarrea
problemas con los procedimientos)

Dipiridamol/aspirina de larga accion  Reversible/irreversible 5 dias

Cilstazol Reversible Minimo (usualmente no acarrea

problemas con los procedimientos)

Desde el punto de vista de las condiciones pre-analiticas que debe cumplir el paciente,
en términos generales, el PFA-100 no se afecta significativamente por la edad y el géne-
ro; sin embargo en las mujeres tiende a ser un poco mas largo que en los hombres y en
las mujeres que toman anticonceptivos orales, llegando a dar resultados falsos positivos
[46]. Igualmente, la prueba no se afecta por el hecho de ser fumador [46]. El PFA-100,
como otros parametros de coagulacion, se puede afectar dependiendo del grupo san-
guineo, siendo un poco mas largo en los pacientes con grupo sanguineo O (alrededor de
20 segundos) con respecto a los otros grupos sanguineos [48], situacién que el médico
debe considerar al momento de interpretar los resultados de la prueba.
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Tabla 4. Alimentos y medicamentos naturistas que pueden interferir con los resultados del PFA-100 [165]

Arandalo (mirtilo) (Vaccinium myrtillus)
Curcuma (Curcuma longa)

Ginkgo biloba (Ginkgo biloba)

Ginseng asiatico (Panax ginseng)

Ginseng americano o canadiense (Panax quinquefolius)
Ginseng siberiano (eleuterio) (Eleutherococcus senticosus)
Hongo oreja de arbol (Auricularia polytricha)
Jengibre (ginger) (Zingiber officinale)

Reina de los prados (Filipendula ulmaria)

Sauce blanco (Salix alba)

m Factores pre-analiticos del PFA-100
relacionados con el laboratorio clinico

Los factores pre-analiticos del PFA-100 relacionados con el laboratorio clinico se cir-
cunscriben a la toma de la muestra y el manejo de esta hasta el momento en que lleva
a cabo la prueba propiamente dicha.

Factores relacionados con la toma de la muestra

Con relacidn a las condiciones de la toma de la muestra es importante recordar que
solo con una buena muestra se puede hacer una buena prueba. Los resultados de la
investigacion de la funcién plaquetaria son altamente dependientes de la correcta toma
de la muestra de sangre, por lo tanto, se debe usar para la venipuntuncién una aguja
de por lo menos 21G (20G o 19G) [91, 92]. Tomar la sangre directamente en un tubo al
vacio o en una jeringa con 3,8 % (0,129 M) o 3,2 % (0,105 M) de citrato sddico tampo-
nado (1 parte de anticoagulante por 9 partes de sangre) [168]. No se recomienda el uso
de citrato de sodio no tamponado como anticoagulante y es importante recalcar que
una vez tomada la muestra de sangre, esta se debe mezclar bien con el anticoagulante,
invirtiendo el tubo tres a cuatro veces. Si durante la toma de la muestra hay problemas
con la vena o el flujo de sangre se interrumpe, se debe repetir la muestra en otra vena.

Manejo de la muestra

El manejo de la muestra es critico. La estabilidad de la muestra en reposo y mantenida
a temperatura ambiente (15°C a 25°C) es de 10 minutos a 4 horas, periodo en el cual se
debe procesar [169]. Las muestras no se deben transportar por tubo neumdtico debido
a que las plaquetas pueden activarse y dar resultados falsos negativos o resultados fal-
sos positivos [170-172], aunque algunos autores consideran que este método es seguro
[173], por precaucion en el Laboratorio Clinico Hematoldgico se evita el tubo neumatico
y la muestra solo se toma en el sitio en donde va a ser procesada. No utilizar mues-
tras de sangre hemolizada [174] y utilizar siempre la misma técnica para la toma de la
muestra (concentracion de citrato y venipuntura) [169]. En el laboratorio clinico, hasta
el momento en que la muestra se lleve al instrumento debe permanecer en reposo a
temperatura ambiente [169].

MEDICINA & LABORATORIO‘ Volumen 19, Niimeros 11-12, 2013. -




German Campuzano Maya, MD

Factores analiticos relacionados con el PFA-100

Los factores analiticos se refieren a los relacionados con la ejecucidn propiamente dicha
de la prueba, esto es, desde que se inicia hasta el momento en que se obtiene el resul-
tado de la misma [164]. Ante todo, se debe considerar que el instrumento se encuentre
debidamente calibrado y controlado mediante programas de control de calidad interno
y externo y que los reactivos a utilizar se encuentren con fecha de vencimiento vigente
y debidamente conservados bajo condiciones de refrigeracién [175-178]. Tanto el ins-
trumento como los cartuchos de reactivos conforman un sistema cerrado, en donde el
operador de la prueba no tiene ninguna injerencia con la ejecucidn de la prueba, dife-
rente a montar los cartuchos en el instrumento y poner la muestra de sangre en cada
uno de ellos: el procedimiento de lleva a cabo en forma automdtica. Como la mayoria
de la pruebas cerradas y automatizadas, como el PFA-100, los factores analiticos son
los que menor impacto tienen al momento de valorar los errores totales con la prueba
[179, 180].

Factores pos-analiticos relacionados con el PFA-100

Los factores pos-analiticos se refieren a los aspectos que el laboratorio clinico debe
vigilar desde el momento en se obtiene el resultado de la prueba hasta el momento en
que este llega a manos del paciente y el médico que la solicité. En el caso del PFA-100,
como en la mayoria de las pruebas de laboratorio clinico, se debe validar el resultado y
posteriormente entregarlo, utilizando los diversos medios de la institucion, al paciente
y al médico solicitante [181]. El PFA-100 no es una prueba que represente un “valor cri-
tico”, que hace parte de esta fase de la prueba [182], pero, en el marco de la medicina
personalizada, es una buena oportunidad, cuando la prueba de resultados anormales,
tratar de compartir, idealmente por teléfono, los resultados obtenidos con el médico
tratante del paciente [183].

Factores pos-pos-analiticos
relacionados con el PFA-100

Los factores pos-pos-analiticos se refieren a los aspectos que el médico debe conocer al
momento de interpretar la prueba en el contexto clinico del paciente, de tal manera que
llegue a un diagndstico que le permita aplicar un tratamiento adecuado a partir de los
resultados de la prueba solicitada [164]. Los factores pos-pos-analiticos de una prueba
son el complemento de los factores pre-pre-analiticos, que en el caso del PFA-100, se
podrian reducir a los siguientes aspectos:

O El PFA-100 es una prueba sustituta del tiempo de sangria, lo cual, ademds de ser inva-
siva, ha pasado a ser una prueba obsoleta, no recomendada en la practica clinica por
organizaciones como el CAP y la ASCP [4]. . Hay suficiente evidencia, soportada en la
literatura médica mundial, de que el PFA-100, ademads de ser una prueba no invasiva
y estar disponible en laboratorios clinicos especializados del pais, como el Laborato-
rio Clinico Hematolégico en Medellin, sustituye con mejores indicadores analiticos,
como la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo
negativo al tiempo de sangria en el estudio de los pacientes con sospecha de tener
trastornos funcionales de las plaquetas [50-62];

O El PFA-100 es una prueba tamiz de una disfuncidn plaquetaria ya sea congénita o
adquirida, en pacientes que van a ser sometidos a cirugia como una prueba prequi-
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rurgica [68]. [67], con mejores indicadores analiticos que el tiempo de sangria, que
no detecta realmente el riesgo hemorragico [66], por lo que el CAP y la ASCP no la
recomiendan [4]. La importancia del tamizaje de la prueba se extiende a los pacien-
tes con manifestaciones hemorragicas [67, 76, 77]. También es importante en gine-
cologia sobretodo en mujeres con sangrado menstrual abundante y en adolescentes
antes de iniciar programas de planificacion o tener familia [81-84, 88, 89] y en nifios
[53, 55, 59, 72, 91-93], entre otros campos de la tamizacién de trombocitopatias;

O El PFA-100 es una prueba de monitoreo en el manejo de enfermedades congénitas
de la funcién plaquetaria y en particular de la enfermedad de von Willebrand, espe-
cialmente en el monitoreo de la aplicacion de la desmopresina, asi como los factores
y productos de banco de sangre [86, 112, 113, 115, 184] ;

O El PFA-100 es una prueba de diagndstico y control en el caso de la resistencia a la
aspirina [132-136] y la resistencia al clopidogrel [44, 47, 148];

O El PFA-100 es una prueba de control de calidad en el banco de sangre [32, 149-155].; y

O El PFA-100 es una prueba médico-legal en el diagndstico diferencial de las enferme-
dades hematoldgicas con manifestaciones hemorragicas y el maltrato infantil [95, 96,
98, 162], entre otras muchas indicaciones.

En la figura 22 se presenta un algoritmo de diagndstico de enfermedades relacionadas
con la funcion plaquetaria partiendo del PFA-100 utilizando la clinica y los cartuchos
convencionales de coldgeno/epinefrina y de colageno/ADP [101].

Epilogo

El PFA-100 es una nueva prueba de coagulacion, sustituta del tiempo de sangria, no
invasiva, que permite evaluar in vitro la hemostasia primaria, dependiente de la inte-
gridad de la funcidn plaquetaria. Si bien, el PFA-100, se ha disefiado como una prueba
tamiz de enfermedades asociadas con la funcién plaquetaria, tanto congénitas como
adquiridas, y en particular la enfermedad de von Willebrand, también es util en la clini-
ca en el seguimiento de la enfermedad de von Willebrand y el monitoreo de la anticoa-
gulacién con aspirina y clopidogrel, entre otros antiagregantes plaquetarios. Ademas
de las citadas indicaciones clinicas, el PFA-100 es util en el manejo de las plaquetas en
banco de sangre y para dirimir problemas médico-legales relacionados con el maltrato
infantil. Los laboratorios clinicos deben incluirla en los respectivos portafolios de servi-
cios como una prueba sustituta del tiempo de sangria que se ha tornado en una prueba
obsoleta y los médicos deben incorporarla en el manejo de los pacientes.
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Algoritmo

Prop6sito——»  Definir las razones para la ion

(EvW, consumo de aspirina reciente, monitoreo de otras
drogas, hemofilia, desordenes plaquetarios, prueba de

desmopresina, pruebas de factores, otro posible defecto

de la hemostasia primaria

|

Historia Clinica (si esta disponible)

Resultados de pruebas de caracter
urgente o laboratorio remoto

Médicos con poca experiencia

Antecedentes de sangrado, antecedentes familiares,
consumo de medicamentos, edad, género (si es mujer:
terapia con estrégenos, embarazo, sangrado menstrual

excesivo), grupo sanguineo.

|

ia de:

Historia clinica ambigua

Baja sospecha clinica

indice de sospecha clinica con pri

EwW, hemofilia y/o desorden plaquetario.

l

Seleccionar el panel de pruebas mas apropiado:
(considerando la historia especifica y la urgencia de las pruebas)

Fuerte sospecha de EVW Sospecha de desorden plaquetario

Hemograma/recuento emograma/recuento Agregacion
H de plagquetas de plaquetas plaquetaria clasica
(TPy TTPA) (TPy TTPA) pruebas adicionale:

(PFA-100) (PFA-100) disponibles

: Anormal Normal Anormal :
i Evaluar tanto como sea 1. Si hay una sospecha Evaluar tanto como sea :
requerido y inicial baja: no se hacen requerido y dependiendo :

dependiendo de los
resultados de las
pruebas iniciales: mas
estudios del FvW,
: evaluacion de factores,
efecto de drogas,
desordenes
plaquetarios, etc.

pruebas adicionales
2. Si hay una fuerte
sospecha, repetir
pruebas para confirmar;
si continua normal:
considerar pruebas para
otras deficiencias de
factores y alternar
evaluaciones
(EvW)/disfuncion

pruebas iniciales:

efecto de drogas,

adicionales, etc.

de los resultados de las

pruebas para EvW,
evaluacion de factores,

pruebas plaquetarias

v
Tamizaje con el PFA-100 (Epi/C)

Prolongado

: 1. Si hay una sospecha inicial baja
no se hacen pruebas adicionales;
VW severa, disfuncion plaquetari
severa, efecto severo de drogas
excluidas.

2. Si hay una fuerte sospecha,
1 considerar pruebas para EvW,
i pruebas de agregacion completas
y/o deficiencias de factores.

Normal
Considerar/evaluar:
efecto de drogas
(aspirina),
trombocitopenia media,
hematocrito bajo, EvW

Prolongado
Considerar/evaluar:

efecto de drogas, :

trombocitopenia severa, :

trombocitopenia media, ;

hematocrito muy bajo, :

media, disfuncién EVW severa, disfuncion :
i plaquetaria media. plaquetaria severa.

Figura 22. Algoritmo de diagndstico a partir del PFA-100. Algoritmo que refleja una posible aproximacion para la
investigacién de individuos potencialmente portadores de la enfermedad de von Willebrand u otras alteraciones

funcionales de las plaquetas utilizando el PFA-100. Convenciones:

TP: tiempo de protrombina; TTPa: tiempo parcial

de tromboplastina activado; PFA: “platelet function analizer”, FVIII:C: concentracion de factor VIII de la coagulacién;
FvW:Ag: factor von Willebrand (antigeno); FvW:CB: ensayo de unidn a coldgeno; FvW:RCo: cofactor de ristocetina. To-
mado de Favaloro EJ. Clinical utility of the PFA-100. Seminars in Thrombosis and Hemostasis 2008;34:709-733 [101].
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