Nuevos métodos de diagnostico en hemostasia y trombosis
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Resumen del simposio

Desde que se conoce la complejidad del sistema hemostatico y las mdltiples alteraciones del mismo, ha
constituido una verdadera quimera el lograr una prueba de hemostasia global que permitiera el diagnésti-
co de cada patologia, asi como la monitorizacién de su tratamiento y de las complicaciones posibles. Hoy
dia parece evidente que estamos lejos de alcanzar tan atractivo objetivo. En la mayoria de los casos nos ve-
mos obligados a emplear un conjunto de pruebas de laboratorio, complementarias entre si, cuyo mejor co-
nocimiento en la practica asistencial nos permite llevar a cabo con rigor el diagnéstico correcto y, hasta cier-
to punto, poder aplicar unos rangos de niveles a la hora de establecer el tratamiento mas adecuado. Somos
conscientes de que se nos escapan aspectos muy importantes, como por ejemplo el riesgo trombético al que
sometemos a un paciente dado cuando con el tratamiento sustitutivo corregimos una deficiencia de un fac-
tor concreto. Pero también existen situaciones en las que para corregir un problema hemostatico necesita-
mos emplear productos que no siguen un objetivo de restauracién del defecto puntual sino de corregir por
vias, no siempre bien conocidas, productos alternativos. Este Gltimo caso es el del tratamiento de la hemo-
filia con inhibidor empleando agentes baipasantes. Como ejemplos de la problematica mencionada, los tres
primeros ponentes de este simposio abordan temas de interés en el campo del diagndstico y tratamiento de
alteraciones de la hemostasia.

Precisamente el doctor Victor Jiménez Yuste, del Hospital Universitario La Paz de Madrid, expone en su
ponencia el posible valor de las nuevas pruebas globales de hemostasia, con especial atencién al test de ge-
neracién de trombina (TGT). Esta prueba se estd intentando introducir en la practica clinica, con el objeto
de proporcionar informacién sobre el grado de éxito que logramos con el tratamiento de la dificil situacién
que supone un inhibidor en hemofilia, asi como del posible riesgo de desencadenar complicaciones trombé-
ticas. No obstante, todavia presenta una serie de circunstancias y aspectos poco conocidos que se deben te-
ner muy en cuenta a la hora de la interpretacién de sus resultados.

El doctor Javier Garcia Frade, del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid, expone las controver-
sias en el diagnéstico del sindrome antifosfolipido (SAF), dado que en esta entidad tampoco existe una prue-
ba de hemostasia global que permita su diagnéstico. El diagnéstico de SAF depende de la deteccién de los
anticuerpos antifosfolipido (aFL), que se estudian mediante pruebas inmunolégicas y coagulométricas, aun-
que, en ambos casos, faltan métodos reproducibles y estandarizados para determinarlos. La determinacién
de estos autoanticuerpos, que incluyen anticardiolipina (aCL), anti-p2-GP-I, antiprotrombina y otros aFL,
se realiza mediante procedimientos inmunolégicos en fase sélida (ELISA), en muchos casos en laboratorios
de Inmunologia, y mediante procedimientos de coagulacién en laboratorios de Hematologia. Esta divisién
condiciona que el estudio con frecuencia sea incompleto. Por dltimo, el doctor Garcia Frade comenta los
criterios diagnédstico clinicos y de laboratorio del sindrome antifosfolipido y hace referencia a los aspectos
controvertidos. Concluye que quedan temas pendientes, como investigar nuevas pruebas que diferencien
subpoblaciones especificas de aFL y establecer estudios cooperativos para diagnosticar el SAE.

En el campo de la enfermedad de von Willebrand (EVW) tampoco existe una prueba global especifica de
esta entidad y por ello se necesitan diversas pruebas complementarias para permitir un diagndstico mas pre-
ciso. El doctor Javier Batlle del Complejo Hospitalario Universitario Juan Canalejo, en A Corufia, nos expo-
ne en su presentacién los aspectos mas relevantes del diagndstico de esta enfermedad, en ocasiones moti-
vo de clara controversia. Algunas de estas pruebas son engorrosas y/o poco sensibles y se viene intentando
su sustitucién por otras mds sensibles y reproducibles. Sin embargo, en muchos casos las nuevas pruebas no
han dado resultados consistentes a nivel internacional y todavia no se aconseja su uso generalizado. Al mis-
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mo tiempo estan surgiendo nuevas metodologias, muy prometedoras, que aportan nueva informacién prac-
tica que puede explicar fendmenos observados en pacientes que hasta ahora no se entendian bien. Es el caso
de la determinacion del propéptido del VWE (VWEpp), en forma de razén VWEFpp/antigeno del VWF (VWE:
Ag), que suministra informacién sobre la vida media del factor von Willebrand liberado a partir de los de-
positos tisulares. Su investigacién viene demostrando la breve o escasa respuesta al acetato de desmopresi-
na en pacientes con EVW en las que el VWF mutado presenta una razén VWFpp/VWE:Ag alterada. De ahi
su posible empleo para conocer mejor la fisiopatologia de las diferentes mutaciones del VWEF y su valor a la
hora de predecir la respuesta o utilidad del DDAVP en cada paciente. No obstante, la prudencia parece reco-
mendar que se estudien mas ampliamente este tipo de nuevas metodologias antes de su generalizacion ruti-
naria. De otro lado, el papel de la medicina molecular en la EVW viene demostrando su utilidad a la hora de
confirmar una determinada anomalia, si bien esta metodologia no se encuentra todavia al alcance de todos
los laboratorios. Ante la complejidad que ha adquirido el diagnéstico de la EVW, resulta de interés recordar
el panel de pruebas recomendable a emplear y la estrategia a seguir en esta direccién.

Por dltimo, este simposio finaliza con la presentacién de la doctora Raquel Mata, de la Fundacién Jimé-
nez Diaz de Marid, que nos habla del “Dia a dia en el laboratorio de hemostasia: automatizacién y mode-
los de gestién informatizada”. En los Gltimos afios, los laboratorios se han convertido en centros genera-
dores de un gasto importante, por lo que el control de dicho gasto se ha convertido en uno de los objetivos
prioritarios de los gestores sanitarios. Ello ha sido debido al aumento continuo de la demanda asistencial
producida por el incremento en el nimero de pruebas a realizar, el envejecimiento de la poblacién o el
desarrollo de actividades de investigacién. Los sistemas de automatizacién en el laboratorio se han desa-
rrollado de forma importante en las dltimas décadas, lo que ha permitido una mejoria en la calidad y se-
guridad del proceso, junto con una disminucién significativa en los costes y en los tiempos de ejecucién.
Sin embargo, en la actualidad, atin no se ha generalizado su uso en los laboratorios de hemostasia, aun-
que probablemente en los préximos aflos vayan implantandose de forma gradual. Asimismo, es de gran
importancia el desarrollo de los sistemas informadticos, que han permitido afadir funcionalidad a los siste-
mas de informacién del laboratorio y facilitar la realizacién de multiples tareas garantizando una integra-
cién de la informacién dentro del laboratorio, y de éste con el hospital y las dreas de atencién extrahospi-
talaria (atencién primaria y especializada).
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Introduccion

Los diferentes métodos de laboratorio utilizados de
forma habitual juegan un papel importante en el ma-
nejo clinico de los pacientes con hemofilia. Como se
ha preconizado en los dltimos afios, el conocimien-
to de los niveles precisos de factor VIII (FVIII) y del
factor IX (FIX) tiene importantes implicaciones en el
diagnéstico de la hemofilia, en la determinacién de la
gravedad de la enfermedad, en la valoracién del ries-
go de desarrollo de inhibidores, asi como en el mane-
jo del tratamiento, tanto en esquemas de profilaxis o
si éste se realiza a la demanda'. Ademds, como se ha
observado, existe una discrepancia muy variable entre
los niveles de FVIII/FIX (condicionados por la altera-
cién molecular —genotipo-) y la clinica de los pacientes
—fenotipo—, que acenttia ain mas, si cabe, la necesidad
de conocer un método mds preciso que determine de
forma real cudl es el nivel efectivo de FVIII/FIX de los
pacientes con hemofilia®.

Pero es sin duda en el campo del manejo de los pa-
cientes con hemofilia e inhibidor donde la existencia
de métodos adecuados para la monitorizacion se hace
mas relevante®. Hasta la actualidad los agentes que
sortean el efecto del inhibidor (agentes bypass) han
sido utilizados siguiendo pautas de dosificacién empi-
ricas, sin un apoyo definitivo para su monitorizacién
de laboratorio. Sin embargo, estos agentes son poten-
cialmente trombéticos y su respuesta no es igual de
predecible que la existente tras la administracién del
factor deficitario.

A partir del conocimiento del funcionamiento del
sistema hemostatico a partir de los afios cincuenta, se
desarrollaron métodos de laboratorio que permitian
conocer las diferentes deficiencias de los factores de
la coagulacién, abandondndose técnicas menos espe-
cificas que evaluaban la coagulacién desde un punto
global®. Se reconocieron trece factores de la coagula-
cién, la mayoria de ellos mediante ingeniosas combi-
naciones de medicién de la formacién del coagulo. En
esta época, quien mejor definié la percepcién de los
investigadores dedicados al descubrimiento de los di-
ferente factores fue Rosemary Biggs, cuando dijo que
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realmente los experimentos “se parecian a algo similar
a cocinar, enriqueciendo el campo de la investigacion
con un hallazgo tras otro™.

En los dltimos afios se han reintroducido métodos
que evaltan de forma global la funcién hemostatica,
pudiendo analizar ambos extremos del equilibrio he-
mostatico, los estados de hipercoagulabilidad y los
trastornos con tendencia hemorrdgica®. De manera
particular, el test de generacién de trombina (TGT), la
tromboelastometria rotacional (roTEG), la fuerza con-
tractil de las plaquetas, y el denominado Clot Signatu-
re Analyzer®. La mayor limitacién que ofrecen estos
métodos es que no existe un punto final que demues-
tre de forma clara su correlacién con el objetivo clinico
y que la mayoria de ellos atn no han sido validados.
De todos ellos se analizara in extenso el que parece
que en la actualidad puede ofrecer una mayor utilidad
en el campo de la hemofilia el TGT, no sélo en los pa-
cientes con inhibidor sino también en el analisis y mo-
nitorizacién de los niveles de FVIII/FIX en los pacien-
tes con hemofilia sin inhibidor.

Principio del test de generacion de trombina

Los TGT fueron desarrollados por Hemker con el ob-
jeto de medir la cinética global de formacién de trom-
bina incluso después de que la formacién del codgu-
lo comenzara y, por tanto, medir todos los sistemas
de activacién e inactivacién de la coagulacién’. Este
método determina, de forma general, la situacién de
la coagulacién en plasma y, de forma especifica, el
proceso dindmico de generacién y degradacién de la
trombina. La curva de generacién de trombina (Figu-
ra 1) nos aporta informacién acerca de la fase de laten-
cia, también denominada lag-time (LT), que equivale
al tiempo de formacién del codgulo. Otro pardmetro
interesante es la pendiente de la curva que correspon-
de a la tasa de formacién de trombina por unidad de
tiempo. En esta misma curva podemos analizar dos
variables mads: el pico maximo de trombina (PH) y el
tiempo hasta la obtencién de este pico (TTP). De es-
tos pardmetros se puede deducir la velocidad de for-
macién de trombina expresada en nM/s (indice de ve-
locidad = pico de trombina / TTP-LT). Asimismo, se
puede determinar el drea bajo la curva o el potencial
enddgeno de trombina (ETP), que mide la cantidad de
accién que potencialmente puede ser realizada por la
trombina, es decir, cudnto de trombina existe y cudn-
to tiempo estd activa.

La generacién de trombina es esencial en el proceso
hemostatico. Los actuales métodos, como el tiempo
de protrombina (TP) y el tiempo de cefalina (TC), s6lo
ofrecen una imagen fija y estatica del estado de la coa-
gulacién, dado que miden el tiempo en el cual suficien-
te cantidad de trombina (aproximadamente 10 nM o



LI Reunién Nacional de la AEHH y XXV Congreso Nacional de la SETH. Simposios

LT

] e e

P TA. G Dl W1
ST

rLing b LT 1o b i
PR rilF . b e TR d 2
ooty i okl - e
e v

[ " S, ey —
Tsrmp haividin i (TP

SR s i i e v TR

Finsa de Fadiviee

bidores de la activacion de la fase de
contacto’. Por esto es muy importan-
te, a la hora de interpretar los resulta-
dos de TGT, conocer en detalle el tipo
y concentracién de los reactivos uti-
lizados.

En la actualidad los TGT han sido
utilizados de forma mads importan-
te en la valoracién de los estados de
hipercoagulabilidad, como la predic-
cién del riesgo trombético en mujeres

con anticonceptivos orales', para va-
lorar el efecto de diferentes anticoa-

Figura 1. Representacion grafica de la curva de generacion de trombina.

gulantes orales!! y en la deteccién de

el 1% de su potencial real) es suficiente para la forma-
cién del codgulo en plasma, sin tener en cuenta el di-
namismo de las diferentes vias de formacién del mis-
mo (Figura 2).

Ademads, la determinacién de los niveles de los di-
ferentes factores de la coagulacién de forma indivi-
dual no siempre explica de forma precisa la tendencia
trombética o hemorrdgica y los sintomas de algunos
de estos trastornos. Con la intencién de ganar mas in-
formacién detallada del proceso hemostatico, espe-
cialmente en relacién con la dindmica, se desarrolla-
ron los TGT.

Existen diferentes técnicas para la determinacién de
la generacién de trombina. De forma general se pue-
den dividir en dos grandes grupos: determinacién en
muestras subdivididas o en muestras de monitoriza-
cién continua. Las técnicas de muestras subdivididas
se dividen a su vez en aquellas que utilizan tecnologias
basadas en la formacién de codgulo o en métodos ami-
loidéticos, mientras que la tecnologia de evaluacién
continua utiliza sustratos cromogéni-
cos® o métodos fluorogénicos’.

estados de hipercoagulabilidad’?. En
el campo de la hemofilia es mds re-
ciente su implantacién, especialmen-
te en dos campos: en el de los pacientes con hemofilia
sin inhibidor y en el del control de los agentes bypass
en pacientes con hemofilia e inhibidor.

TGT en los pacientes con hemofilia e inhibidor

Existen dos objetivos diferentes a la hora de monitori-
zar los agentes bypass utilizados en el tratamiento de
los pacientes con hemofilia e inhibidor®®. El primero es
la capacidad de poder predecir qué pacientes respon-
deny cudles no a las dosis recomendadas de los farma-
cos utilizados. El segundo objetivo es tratar de identifi-
car una variable cuantificable y continua que de forma
ideal se correlacionase tanto con la eficacia clinica des-
de el punto de vista hemostatico como con el riesgo
de trombosis. Actualmente no existe un método tnico
que retina estas condiciones y sea capaz de un modo
fiable y preciso reflejar los efectos procoagulantes o
anticoagulantes de los agentes bypass™.

Para cada uno de estos métodos,
la tasa y el proceso de generacién de ’
trombina pueden ser manipulados a
través del proceso de inicio de la coa-
gulacién (por via de activacion de la
fase de contacto o a través de la via
del factor tisular), la concentracién y
tipo de fosfolipidos, lo que produce
que el test sea mdas o menos sensible
a las deficiencias o aumentos de los
niveles de los diferentes factores de la
coagulacién que se hallan en las dife-
rentes vias de la coagulacidn, la utili-
zacién de factor IX activado para po-

tenciar la reaccién, la utilizacién de

agentes que potencien la accién de

Figura 2. Grafica de la cantidad de trombina medida por métodos clasicos.

la proteina C y la utilizacién de inhi-
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de evaluar la posibilidad de utilizacién de
TGT en dos pacientes, como modelo para
poder predecir la utilizacién conjunta de
forma secuencial de ambos agentes bypass,
pudiendo establecer asi una herramienta
de laboratorio, en caso de necesidad, por la
gravedad extrema, de utilizar ambos agen-
tes (Figura 3). Nuestros resultados parecen
confirmar la utilidad de los TGT en este
campo (datos aun sin publicar).

Figura 3. Representacion grafica con FEIBA a 50 unid/kg mas una dosis de

rFVila (90 ug/kg) a los 15 minutos y a las 2 horas de FEIBA.

TGT en los pacientes con hemofilia

Las primeras experiencias de Varadi®® evaluaban la
cinética de la generacién de trombina en plasma de
pacientes con inhibidor tras la administracién in vi-
tro de los concentrados del complejo protrombini-
co activado, FEIBA® (CPPA), o tras la administracién
de CCPA. A pesar de que no existia generacién de
trombina en plasma de pacientes con hemofilia e in-
hibidor, la tasa y el pico de generacién de trombina
aumentaba de modo dependiente de la dosis tras la
administracién de CCPA. En pacientes tratados con
una sola dosis de CCPA, se observaba un incremen-
to en la generacién de trombina a la hora del trata-
miento; posteriormente la tasa y el pico de genera-
cién de trombina retornaban gradualmente a niveles
basales previos con una vida media de 4-7 h's. El
efecto de CCPA en la generacién de trombina va-
ria de forma interindividual en cada paciente. Igual-
mente, la capacidad de los pacientes con hemofilia
e inhibidor de aumentar la generacién de trombina
tras la administracién in vitro de factor VII activado
recombinante NovoSeven® (rFVIla) es dependiente
de la dosis's. Resultados similares se consiguieron
en plasmas ex vivo tras la administracién de rFVIa.
Tanto in vitro como ex vivo de las determinaciones
en plasma, la tasa de generacién de trombina varia
en relacion con cada paciente estudiado. Cuando se
comparan los resultados in vitro y ex vivo, éstos su-
gieren que los resultados in vitro pueden ser dtiles
para predecir la dosis minima efectiva de rFVIla en
cada paciente. En concordancia con el papel juga-
do por las plaquetas en el mecanismo de accién del
rFVIla, el uso de plasma pobre en plaquetas infra-
estima en un 30% el efecto del rFVIla en compara-
cién con el plasma rico en plaquetas’”. Los TGT han
demostrado ser una herramienta Gtil a la hora de
tomar decisiones terapéuticas en pacientes con he-
mofilia tratados con agentes bypass'®, pero la varia-
bilidad en los resultados obtenidos enfatiza la nece-
sidad de una optimizacién del método y mayores
investigaciones en su relacién con su utilidad clini-
ca. A este respecto, en nuestro centro hemos tratado
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sin inhibidor

Como se ha indicado, la determinacién precisa de
los niveles de FVIII y FIX es muy importante en el
manejo integral del paciente con hemofilia. Diferen-
tes estudios han observado que entre el 3-10% de
los pacientes con hemofilia grave no padecen he-
martros o tienen una minima artropatia®. Por otro
lado, es interesante destacar que algunos pacientes
con hemotfilia moderada presentan sangrados simi-
lares a los de los pacientes con fenotipo grave. Pare-
ce claro, por tanto, que los niveles de FVIII no son el
Unico determinante a la hora de valorar el fenotipo
de los pacientes con hemofilia A, y que otros facto-
res diferentes de las concentraciones del factor de-
ficitario influyen en la situacién clinica, como es la
tendencia hemorragica y el estado articular.

Diferentes estudios han evaluado el papel de los
TGT en la hemofilia. Salvagno et al. estudiaron la
influencia de los niveles de FVIII:C en TGT tanto in
vivo como ex vivo tras la infusién de diferentes con-
centrados de FVIII. Segin los autores los pardme-
tros de TGT podrian ser una herramienta Gtil para
tratar de forma individualizada a los pacientes en
funcién de su patrén hemostatico.

Varios trabajos han observado la correlacién en-
tre el FVIII:C / FIX:C, determinados de forma basal y
ETP, y el pico de trombina®?2. En otros trabajos pa-
rece observarse una discriminacién entre el ETP y el
pico de trombina entre sujetos normales y pacientes
con diferentes niveles de gravedad de hemofilia®?.
Estos estudios también demuestran el importante
grado de variabilidad en la generacién de trombina
entre pacientes con niveles similares de FVIII:C / FIX:
C. Del mismo modo, se observa el efecto del trata-
miento sustitutivo y en muestras in vitro a las que se
les anade el factor en la generacién de trombina?%.
Estos estudios demuestran un efecto del factor adi-
cionado, pero con diferentes respuestas en pacien-
tes con similares niveles de FVIIL:C. Algunos estu-
dios en los que se afiade el FVIII ex6genamente a las
muestras de plasma, sugieren que el ETP y el pico
de trombina alcanza un maximo a niveles de FVIIL:
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C de 0,5-1 U/mL** y que el FVIIL:C no es ya una
limitacién en la tasa de trombina por encima de es-
tos niveles. De forma general se puede observar que
existe un patrén heterogéneo importante en la gene-
racién de trombina a niveles similares de FVIIL:C, por
lo cual algunos pacientes con hemofilia grave pueden
tener niveles de ETP normales de forma basal, mien-
tras que otros presentan valores anormales aun cuan-
do han sido tratados para obtener niveles normales
en plasma de FVIII:C. Sin embargo, cada paciente pa-
rece tener un patrén tipico y una respuesta predeci-
ble. Similares observaciones han sido apreciadas por
nuestro grupo en pacientes con hemofilia tras ser tra-
tados con FVIII y en estudios de farmacocinética (re-
sultados sin publicar).

Consideraciones finales

Los TGT y su aplicacién al campo de la hemofilia,
tanto en pacientes con inhibidor como sin él, ofre-
cen una herramienta de laboratorio con posibilidades
prometedoras. Sin embargo, existen varias conside-
raciones a tener en cuenta: unas, derivadas de la téc-
nica utilizada y los reactivos aplicados, que pueden
hacer que la interpretacién de los mismos sea erré-
nea; y otras, relativas a la necesidad de individualiza-
cién que ha de observarse en la interpretacién de los
resultados, dado que cada paciente presenta, en las
diversas condiciones, un patrén de respuesta diferen-
te a los test de TGT.
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Introduccion

En 1985, Graham Hughes introdujo el término sindro-
me antifosfolipido (SAF) para caracterizar a un grupo de
pacientes con trombosis y/o complicaciones recurren-
tes del embarazo que tenian anticuerpos antifosfolipi-
do (aFL) en plasma'’. Desde entonces, la deteccién de
aFL se ha considerado un factor de alto riesgo para el
desarrollo de tromboembolismo, que puede condicio-
nar una modificacién del tratamiento de este proceso?.

Las manifestaciones clinicas del sindrome, trombo-
sis y morbilidad en el embarazo, son relativamente
frecuentes y en la mayoria de los casos no tienen re-
lacién con aFL. El diagndstico de SAF depende de la
deteccién de aFL. Estos se estudian mediante pruebas
inmunoldgicas y coagulométricas; en ambos casos fal-
tan métodos reproducibles y estandarizados para de-
terminarlos®.

El nombre sindrome antifosfolipido es un motivo de
confusién, pues los autoanticuerpos generalmente no
estan dirigidos contra fosfolipidos sino contra protei-
nas plasmadticas (32-GP-I, protrombina) unidas a fos-
folipidos aniénicos. La determinacién de estos au-
toanticuerpos, que incluyen anticardiolipina (aCL),
anti-p2-GP-I, antiprotrombina y otros aFL (Tabla 1),
se realiza mediante procedimientos inmunolégicos en
fase sélida (ELISA), en muchos casos en laboratorios
de inmunologia, y mediante procedimientos de coa-
gulacién en laboratorios de hematologia; esta divisién
condiciona que el estudio con frecuencia sea incom-

pleto. El hecho de que un paciente presente autoan-
ticuerpos con diferentes especificidades ($2-GP-I, do-
minio I, fosfolipidos, protrombina, anexina V, etc.)
determina que se precisen multiples ensayos para su
deteccidn.

Criterios diagnosticos

El diagnéstico de SAF se basa en criterios clinicos y de
laboratorio. Hasta 1999 se utilizaron los criterios pro-
puestos por Harris*, que inclufan anticuerpos aCL, IgG
e IgM, en titulos moderados/altos y la deteccién de an-
ticoagulante lipico (AL), confirmados tras un intervalo
de al menos 6 semanas.

En la conferencia de consenso internacional desa-
rrollada en Sapporo en 1999 se establecieron nuevos
criterios clinicos y de laboratorio para definir una po-
blacién de pacientes homogénea con fines de investi-
gacién®. Sin embargo, no se considera preciso cumplir
todos los criterios para el diagndstico clinico. La pro-
puesta de Sapporo fue sometida a validacién en 243
pacientes®, demostrando una sensibilidad de 0,71, es-
pecificidad de 0,98, valor predictivo positivo de 0,95 y
negativo de 0,88, confirmandose su utilidad para en-
sayos clinicos.

Los criterios de Sydney en 2006” constituyen una
puesta al dia de Sapporo, con incorporacién de la de-
terminacién de $2-GP-I, IgG e IgM, mejor definicién
del titulo y extensién del tiempo minimo entre dosi-
ficaciones a 12 semanas (Tabla 2). Se ha eliminado la
condicién de que aCL deba realizarse con un test de-
pendiente de p2-GP-I. En los criterios de Sydney se re-
comienda estratificar a los pacientes en tipo [ si presen-
tan mas de un criterio de laboratorio; en Ila si tienen
AL; enIlb si aCL; y en Ilc si anti-p2-GP-I.

Como senala Galli®, la decisién de incluir estas tres
determinaciones presenta el riesgo de diagnosticar
como SAF a pacientes que no tienen el sindrome y so-
meterlos asi a un tratamiento innecesario.

Tabla 1. Clasificacion de anticuerpos antifosfolipidos

afL Término general para anticuerpos antifosfolipidos (aCL, anti-(32-GP-1, aPT, AL, etc.)

aCL Anticuerpos contra cardiolipina detectados por ELISA

Anti-B32-GP-l  Anticuerpos contra (32-GP-I detectados por ELISA

aPT Anticuerpos contra protrombina detectados por ELISA

aFS/PT Anticuerpos contra complejo fosfatidilserina-protrombina detectados por ELISA

AL Anticuerpos anticoagulante liipico, detectados por pruebas de coagulacidn, con especificidad para (32-GP-I o protrombina
aFE, aFS Anticuerpos contra fosfolipidos diferentes de cardiolipina (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina) detectados por ELISA

aAnA5 Anticuerpos contra anexina A5 detectados por ELISA
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Tabla 2. Criterios de clasificacion del SAF*

1. Trombosis vascular

Uno o mas episodios de trombosis arterial o venosa en cualquier tejido u 6rgano.

Cualquier evento trombdtico debe ser confirmado con métodos objetivos y validados

2. Morbilidad del embarazo
Criterios clinicos

Una o mas muertes fetales inexplicables (fetos morfoldgicamente normales) con mas de 10
semanas de gestacion o uno o mas partos prematuros de recién nacidos normales antes de

las 34 semanas de gestacion por eclampsia, preeclampsia severa o insuficiencia placentaria
o tres 0 mas abortos consecutivos antes de las 10 semanas de gestacion sin anomalias
anatémicas u hormonales maternas ni anomalias cromosémicas de ambos progenitores

1. Anticoagulante lipico

2. Anticuerpos anticardiolipina, IgG o IgM en titulos medios

Criterios de laboratorio 0 altos (> 40 GPL o MPL)

3. Anticuerpos anti-32-GP-I, IgG o IgM en titulos > percentil

99%

Presente en mas de dos ocasiones (con un intervalo
de 12 semanas), detectado con las gufas de la ISTH

Presentes en dos 0 mas ocasiones con un intervalo
de 12 semanas, determinado con ELISA estandarizado

Presentes en dos o0 mas ocasiones con un intervalo
de 12 semanas, determinado con ELISA estandarizado

* Se obtiene el diagndstico de SAF si al menos se dan un criterio clinico y uno de laboratorio. Fuente: International consensus statement on an update of the classification criteria

for definite antiphospholipid syndrome (APS). J Thromb Haemost. 2006; 4: 295-306.

Determinacion de anticardiolipina,
anti-f2-GP-1 y nuevos aFL

Es posible diferenciar anticuerpos dirigidos contra car-
diolipina y otros fosfolipidos, anticuerpos anticardioli-
pina que precisan p2-GP-1y anti-B2-GP-I independien-
tes de fosfolipido.

La determinacién de aCL constituye un método
sensible para el diagnéstico pero falto de especifi-
cidad. Los anticuerpos aCL de isotipo IgG o IgM se
expresan en unidades GPL y MPL, respectivamente.
Existe una gran variabilidad de resultados para aCL
entre diferentes laboratorios. La concordancia mejo-
ra anadiendo medidas semicuantitativas a los resul-
tados en unidades (positivo alto = 80 U, medio 20-80
U); por encima de 80 U y por debajo de 20 U los re-
sultados no son fiables. Existe discusion sobre la uti-
lizacién de anticuerpos policlonales o monoclona-
les en la calibracién de aCL. Los policlonales derivan
de pacientes y son poliespecificos, fueron preparados
con una mezcla de sueros de pacientes con diferentes
concentraciones y especificidades de autoanticuerpos
y se establecieron como calibradores primarios. Los
monoclonales permiten utilizar un componente de
forma indefinida pero tienen afinidad tnica. Se preci-
sa establecer el rango de normalidad y los valores de
corte en cada laboratorio con una muestra de plasmas
normales superior a 50. La aplicacién de tecnologias
cada vez mds automatizadas puede incrementar los
problemas de estandarizacién.

Se ha descrito hasta un 10% de donantes sanos con
aCL positivos, habitualmente en titulo bajo; tan sélo
un 1,5% se mantienen positivos en un segundo es-
tudio’. Aumentos transitorios de aCL se pueden ob-
servar en infecciones, generalmente viricas y en trata-

miento con fenotiacinas, hidralacina, procainamida y
fenitoina.

La determinacién de aCL es util, pero debe realizar-
se conjuntamente con AL en aquellos pacientes con
sospecha de SAE Su determinacién debe completarse
con la determinacién de anticuerpos anti-p2-GP-I.

La unién de aFL a fosfolipidos se realiza por medio
de proteinas plasmaticas, siendo p2-GP-I el antigeno
principal. B2-GP-I es un antigeno relativamente espe-
cifico para autoanticuerpos presentes en el plasma de
pacientes con SAF carece de calibrador establecido
aunque la adopcién de calibradores monoclonales por
su estabilidad y disponibilidad puede paliar este pro-
blema. Respecto a la estandarizacién de su determina-
cién, pueden influir factores como tipo de placa utili-
zada, fuente y pureza de p2-GP-I y concentracién que
se utiliza al cubrir la placa’®.

Los numerosos ensayos comerciales para aCL y p2-
GP-I no identifican el mismo tipo de muestras como
positivas. La reproducibilidad entre diferentes labora-
torios es pobre. Algunos pacientes con clinica de SAF
presentan determinaciones negativas de aCL, anti-p2-
GP-1 y AL; en tales casos se deben determinar otros
anticuerpos aFL, una vez que se haya descartado la de-
ficiencia de factores de coagulacién o la presencia de
inhibidores especificos.

En el SAF se han demostrado anticuerpos de las tres
principales clases de inmunoglobulinas, IgA, IgG e
IgM, capaces de reaccionar con proteinas unidas a fos-
folipidos. Existe evidencia de IgA aCL y anti-$2-GP-I,
siendo la utilidad de IgA aCL similar a IgG en cuanto
a trombogenicidad. Debido a su baja prevalencia de
forma aislada, sélo se recomienda su determinacién
cuando son negativos IgG e IgM aCL y existe un alto
grado de sospecha de SAFE.
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Anticuerpos anti-protrombina
fosfatidilserin-dependientes

Anticoagulante lupico

Anticuerpos anti-cardiolipina ‘

Figura 1. Distribucion de aFL (aCL, aFS/PT, AL) en pacientes con
sindrome antifosfolipido. Fuente: Atsumi. Arthritis Rheum. 2000;
43:1982.

Los nuevos test para anticuerpos especificos contra
el dominio I de p2-GP-I, protrombina, complejo fosfa-
tidilserina-protrombina (PS/PT), fosfolipidos con carga
negativa, anexina A, no son tan sensibles como aCL
y su significacién clinica no esté establecida. Los anti-
cuerpos contra el dominio I de p2-GP-I parecen corre-
lacionarse con la aparicién de trombosis, y adn no esta
claro que sean los Unicos anticuerpos patogénicos!.

Los anticuerpos antiprotrombina constituyen una po-
blacién heterogénea que comprende anticuerpos diri-
gidos sélo contra protrombina y anticuerpos contra PS/
PT. Estos tltimos se correlacionan con la presencia de
AL y se ha sugerido que podrian utilizarse como prue-
ba confirmatoria (Figura 1). Su determinacién en 441
pacientes con enfermedades autoinmunes, incluyendo
152 pacientes con SAF (84 primario y 68 secundario a
LES), demuestra su alta prevalencia en este sindrome
en relacién con otras enfermedades autoinmunes, y su
determinacién se ha propuesto como candidata a crite-
rio de laboratorio para la clasificacién de SAF™.

Se hace evidente la necesidad de realizar estudios
prospectivos que permitan determinar el valor predic-
tivo de los diferentes ensayos disponibles.

Determinacion de anticoagulante lipico

La deteccién del anticoagulante lipico se remonta a
1952, cuando Conley y Hartmann'® demostraron en el
plasma de pacientes con LES la existencia de una ac-
tividad anticoagulante in vitro que posteriormente se
comprobé asociada a tendencia trombética. El diag-
néstico de AL comienza cuando se detecta alargado
un tiempo de coagulacién dependiente de fosfolipi-
dos. Debido a la heterogeneidad de los aFL, no exis-
te actualmente ninguna prueba que tenga sensibilidad
o especificidad del 100%. Se recomienda el uso de dos
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metodologias con distintos principios analiticos y cada
una con distintas concentraciones de fosfolipidos. Los
métodos mas utilizados han sido: tiempo de trombo-
plastina parcial activada (TTPa), tiempo de trombo-
plastina parcial activada sensibilizada (TTPad), tiem-
po de protrombina diluida (TPd), tiempo de veneno de
vibora de Russell diluido (TVVRd), tiempo de coagula-
cién de kaolin (TCK), tiempo de coagulacién de silica
(TCS) y tiempo de textarina.

La aplicacién de pruebas de coagulacién para diag-
nosticar AL se basa atin en los criterios establecidos en
1995 por el ISTH-SCC!: utilizacién de plasma con un
recuento residual de plaquetas < 10 x 10?/L, prolonga-
cién de al menos un test de coagulacién dependiente de
fosfolipidos, falta de correccién tras mezcla con plasma
normal, correccién del test prolongado tras la adicién
de fosfolipidos y exclusién de otra posible coagulopa-
tia. No hay acuerdo sobre cémo expresar los resultados
ni sobre el grado de correccién a alcanzar con la adicién
de fosfolipidos. También falta por establecer el tipo y
combinacién de test que proporcionen suficiente sen-
sibilidad y especificidad para el diagnéstico y la forma
de estudio en pacientes tratados con anticoagulantes®.

Las pruebas de laboratorio para demostrar AL no es-
tan estandarizadas, se pueden utilizar diferentes com-
binaciones de pruebas de escrutinio y pruebas confir-
matorias (Figura 2). Los test mds utilizados, TTPa y
TVVR diluido, no son suficientemente sensibles, y por
ello es preciso realizar al menos dos pruebas diferentes
antes de descartar un AL, ningin test aislado es posi-
tivo para todos los AL. El TTPa puede ser negativo en
aproximadamente la mitad de las muestras. Por otra
parte, encontrar un T1Pa prolongado y demostrar un
efecto inhibitorio en una prueba de mezclas no es sufi-
ciente para el diagnéstico de AL, la presencia de hepa-
rina o de inhibidores especificos contra un factor pue-
den producir el mismo efecto.

En la prueba de mezclas la proporcién de plasma de
paciente y plasma normal varia: la mds comun es 1:1.
La sensibilidad de la prueba depende en gran medida
de la valoracién de los resultados. Se puede aplicar a
la prueba de mezclas un porcentaje de correccion del
70% o el indice de Rosner; cuanto mayor sea (>15),
mds probabilidad de AL. Este indice tiene sensibilidad
del 93% vy especificidad del 82%. Ambos pueden ser
Gtiles para estandarizar los resultados y evitar diagnds-
ticos incorrectos®. La normalizacién de las pruebas de
escrutinio al afiadir fosfolipidos en exceso al plasma
es la base para demostrar la dependencia de fosfolipi-
dos. La neutralizacién se puede realizar a partir de pla-
quetas humanas, con fosfolipidos en fase hexagonal o
con reactivos con alto contenido en fosfolipidos. No se
dispone de plasma de calibracién homologado; como
control de calidad se puede utilizar plasma al que se ha
incorporado un anticuerpo monoclonal con actividad
AL, y es muy aconsejable utilizar cocientes normali-
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Figura 2. Algoritmo diagnéstico de anticoagulante llpico. Se deben realizar dos pruebas de
escrutinio basadas en diferentes propiedades para descartar la presencia de AL. Si cualquiera
de ellas es anormal, realizar prueba de mezclas y, si no corrige, test confirmatorio. Se han de
dosificar factores si la prueba de mezclas corrige, el confirmatorio es negativo o hay sospecha de
inhibidor especifico. Fuente: Brandt: Thromb Haemost. 1995; 74: 1185.

res de Xa como fondapari-

nux y rivaroxaban y de los

inhibidores directos de trombina necesitara ser estu-
diado en muestras de pacientes.

Es preciso definir la menor combinacién de pruebas
que alcance suficiente sensibilidad y especificidad para
el diagnédstico. Todos los autores estan de acuerdo en
la necesidad de actualizar los criterios de la ISTH de
1995. Temas pendientes son el procesamiento de las
muestras, eleccién de pruebas y procedimientos (mez-
cla, test confirmatorio), expresion de los resultados, in-
terpretacién de la prueba de mezclas y del grado de
correcciéon que inducen los fosfolipidos en exceso.

Practica actual

El estudio realizado por Moffat er al.V” sobre las prac-
ticas actuales en 113 laboratorios de Norteamérica
(NASCOLA) y 96 europeos (ECAT) demuestra que
para la determinacién de AL los test mds utilizados
son TTPa sensibilizado y TVVR diluido, con correc-
cién por fosfolipidos hexagonales. La mayoria utiliza
un minimo de dos pruebas, siendo una de ellas con
concentracién baja de fosfolipidos. El indice de Ros-
ner para la prueba de mezclas se aplicé en el 53% de
los laboratorios europeos pero sélo por un 17% de
los norteamericanos. La presentacién de los resulta-
dos de TVVRd escrutinio/confirmatorio en forma nor-

malizada fue més frecuente en laboratorios europeos
(39%) que norteamericanos (17%). Tan sélo una mi-
noria (35%) sigui6 la recomendacién de excluir defi-
ciencia de factor o un inhibidor especifico. La mayo-
ria (78%) determinaron aCL, mientras que un ndmero
menor (46%) valoré anti-p2-GP-1.

Significado clinico

Es esencial establecer el perfil de riesgo de cada pa-
ciente para guiar la terapia antitrombdtica. El valor cli-
nico de los diversos anticuerpos no esté bien definido.
Diferentes estudios han sefialado que la actividad AL
presenta mayor riesgo de trombosis que aCL. Otros
estudios responsabilizan a anti-p2-GP-I de la patogeni-
cidad de aFL (Figura 3). El riesgo de tromboembolismo
puede aumentar con el titulo de aFL y con el nime-
ro de diferentes especificidades presentes. En un es-
tudio de casos y controles con 208 pacientes con sos-
pecha de SAF®, el aumento del titulo de IgG aCL se
asocié con un aumento en el riesgo de tromboembo-
lismo, incluso tras el ajuste de los factores de riesgo
cardiovascular. Ademads, cada especificidad adicional
de aFL (aCL+ vs. aCL+AL+ vs. aCL+AL+anti-p2-GP-
[+) aument¢ la probabilidad de tromboembolismo en-
tre el 50-70%.
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Significado clinico

Figura 3. Significacion clinica de las pruebas para detectar aFL. Fuente: Oku. Semin Thromb Hemost. 2008; 34 (4): 335.

En el mismo sentido, el estudio retrospectivo reali-
zado por Pengo ez al.’? sobre 100 pacientes con aFL de-
mostré que la triple positividad para AL, aCL y anti-
B2-GP-I se asocié con el mayor riesgo de trombosis
con una OR superior a 33. Cuando se analizaron de
forma individualizada, sélo AL y anti-B2-GP-I se aso-
ciaron con trombosis (OR: 4,4 y 2,9). El estudio pros-
pectivo de Forastiero et al.?’, con 194 pacientes, demos-
tré que la triple positividad para AL, IgG anti $2-GP-I e
IgG aPT presenté la mayor incidencia anual de trom-
bosis (8,4%) (OR: 2,6). La positividad combinada de
AL e IgG anti-p2-GP-I fue marginalmente significativa
(OR 1,62; IC 95%: 1,00-2,39; p = 0,008); este estudio
no demostré ninguna asociacién significativa para los
anticuerpos de isotipo IgM.

La evidencia sefiala que los pacientes que registran
mas de un test positivo tienen mayor riesgo y, por ello,
es necesario realizar un panel de aFL. Queda por resol-
ver el significado de los pacientes con una sola prue-
ba positiva.

Conclusiones

e Los criterios de valoracién de anticoagulante lGpi-
co se remontan al aflo 1995 y estan pendientes de ac-
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tualizarse. Los criterios clinicos y de laboratorio del
sindrome antifosfolipido fueron revisados en el afo
2006.

* En la préctica diaria el estudio de estos pacientes
en muchas ocasiones no se adapta a las guias interna-
cionales. El hecho de que las pruebas biolégicas sean
solicitadas de forma independiente a laboratorios de
hematologia e inmunologia condiciona que el estu-
dio sea heterogéneo.

* La diversidad de antigenos y anticuerpos involu-
crados en el sindrome antifosfolipido es la causa de
que existan mdaltiples dificultades atn por resolver en
la estandarizacién de las pruebas bioldgicas, procesa-
miento de las muestras, tipo y combinacién de prue-
bas a realizar, aplicacién de estdndares de referencia
y expresion de resultados.

* En el momento presente, se hace necesario uni-
ficar criterios, controlar las solicitudes incompletas,
seguir las guias internacionales y realizar tanto in-
munoensayos (aCL, anti-p2-GP-I) como pruebas de
coagulacién (TTPa, TVVRJ), establecer valores de
corte del laboratorio y poner en comin la expresion
de los resultados. Queda pendiente investigar nuevas
pruebas que diferencien subpoblaciones especificas
de aFL y establecer estudios cooperativos para diag-
nosticar SAE
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METODOS DIAGNOSTICOS
EN LA ENFERMEDAD
DE VON WILLEBRAND

J. BATLLE, A. PEREZ-RODRIGUEZ,

E. LoURES FRAGA, A. RODRIGUEZ TRILLO,
M.F. LOPEZ-FERNANDEZ

Servicio de Hematologia y Hemoterapia e INIBIC.
Complexo Hospitalario Universitario. A Coruiia.
Departamento de Medicina. Universidad de Santiago
de Compostela (A Coruiia)

Introduccion

La enfermedad de von Willebrand (EVW) es un tras-
torno hemorragico de herencia autosémica, debido a
una alteracién cualitativa o cuantitativa de la protei-
na del factor de von Willebrand (FVW). A pesar de ser
el trastorno hemorragico hereditario mas frecuente, su
identificacién y diagnéstico es dificil debido a la varia-
bilidad en su expresién clinica asi como por las limi-
taciones de los métodos de laboratorio disponibles!™.
Por ello, con frecuencia no es facil la clasificacién de un
paciente determinado en una de las categorias concre-
tas aceptadas.

Se han descrito tipos y subtipos diferentes basa-
dos en las caracteristicas fenotipicas de la proteina
y del genotipo del FVW. En la Tabla 1 se especifica
la nomenclatura recomendada internacionalmente
de cada una de las propiedades del FVW?°. La clasi-
ficacién actualizada recientemente por el Subcomité
del FVW de la Sociedad Internacional de Trombosis
y Hemostasia (ISTH-SCC VWF) es la mas admitida®.
En ella se considera que la EVW no se limita a muta-
ciones exclusivamente localizadas en el locus genéti-
co del FVW, y establece tres niveles jerarquicos: en el
primero distingue los trastornos cuantitativos parcia-
les (tipo 1) o totales (tipo 3), de las formas molecula-

Tabla 1. FVW y sus propiedades. Nomenclatura recomendada

Atributo Nomenclatura
Protefna madura FYW

Antigeno FVW: Ag
Actividad como cofactor de la ristocetina  FVW:RCo
Capacidad de unicn al colageno FYW:CB
Capacidad de union al FVIII FYW:FVIIIB
Propéptido FVWpp
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Tabla 2. Clasificacion revisada y actualizada de la EVW

Tipo  Descripcion
1 Deficiencia cuantitativa parcial del FVW
3 Deficiencia completa del FVW
2 Deficiencia cualitativa del FVW

2A  Disminucion de la adhesion plaquetaria dependiente del FYW con
deficiencia selectiva de los MAPM

2B Aumento de la afinidad del FVW por Ia glicoproteina Ib.

2M  Disminucion de la adhesién plaquetaria dependiente del FVW sin
deficiencia selectiva de los MAPM

2N  Marcada disminucion de la afinidad del FVW por el FVIII.

MAPM: multimeros de alto peso molecular del FVW. Fuente: Sadler. J Thromb Haemost
2006.

res anormales (tipo 2). En el segundo nivel se diferen-
cian cuatro tipos diferentes: A, B, My N. En el tercer
nivel se tienen en cuenta aspectos fenotipicos parti-
culares que no se reflejan en los niveles anteriores,
como es el subtipo Vicenza, u otras formas con ca-
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Figura 1. Analisis multimérico del FVW en la EVW mediante
electroforesis en geles de agarosa SDS. Lisado plaquetario
(Pt) y plasmas de sujeto normal (N) y plasmas de pacientes
con EVW tipos 1, 2A (lIA), 2A (lIC), 2B (lIB), 2M y 3. Puede
verse la equivalencia entre las nomenclaturas previas, antigua
y la revisada, asi como la revisada actualizada empleada en

la actualidad. Empleando geles de baja resolucion el plasma
normal (N) presenta una serie lineal de multimeros del FVW
de distinto tamaio molecular. En el lisado plaquetario (Pt)
normal existen multimeros supranormales (flecha gruesa)

en comparacion con el plasma correspondiente. En el tipo 1
se aprecia una disminucion global de todos los multimeros,

El tipo 2A se caracteriza por una ausencia de los multimeros
de alto peso molecular (MAPM), lo que también ocurre en
algunas formas 2B [2B(lIB)]. El tipo 3 muestra una carencia
practicamente total del FVW. En geles de alta resolucion, cada
multimero presenta un complejo patron de bandas satélites,
cuya proporcion relativa varia de acuerdo con el tipo de EVW. Por
ejemplo, en el tipo 2A (1IA) la proporcion relativa de las bandas
satélites se encuentra muy aumentada comparativamente con
la del sujeto normal; por el contrario, en la forma 2A (lIC) se
aprecia un patron aberrante de bandas.
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racteristicas peculiares tales como los antiguos subti-
pos IIA, IIB, IIC, y muchos otros. En la Tabla 2 se in-
dican las caracteristicas de los tipos y subtipos dentro
de los dos primeros niveles jerdrquicos. En la Figura
1 se presenta una comparacion entre la clasificacién
actual (revisada y actualizada) y las previas (antigua
y la revisada).

El interés de un correcto diagndstico y clasificacién
de la EVW no es puramente académico o cientifico,
sino que conlleva importantes implicaciones terapéu-
ticas y sociolaborales que son clave para efectuar un
adecuado consejo genético.

Diagnostico de la EVW

Requiere tanto de la evaluacién clinica como de labo-
ratorio. La primera es critica ya que constituye el pri-
mer paso en la identificacién de aquellas personas que
puedan beneficiarse o no de una evaluacién analiti-
ca posterior. La evaluacién clinica incluye una histo-
ria personal y familiar de didtesis hemorrdgica detalla-
da'?. El estudio de laboratorio es critico también, pero
en numerosas ocasiones se realiza pobremente o no se
interpreta de manera adecuada®.

Diversos estudios han puesto en evidencia incon-
sistencias en el diagndstico de la EVW entre laborato-
rios considerados como “expertos”, como es el caso
de la caracterizacién inicial como tipo 1 de pacientes
que, tras un nuevo analisis, deben encuadrarse en el
tipo 257710,

Evaluacion clinica

Debe enfocarse a la historia personal de tendencia
hemorrdgica patoldgica, sopesando su intensidad o
gravedad y duracién del episodio, asi como de las
actuaciones médicas acontecidas con anterioridad
para controlar las hemorragias. Cualquier dato rele-
vante de didtesis hemorrdgica en la historia familiar
debe ser también considerado. Ademas, deben tener-
se en cuenta medicaciones recientes recibidas por el
paciente. Es muy aconsejable realizar una anamne-
sis sistemadtica, empleando un cuestionario que inclu-
ya la sintomatologia hemorrdgica mas frecuente en la
EVW, con el fin de obtener la informacién més obje-
tiva posible. En esta direccién se han propuesto dife-
rentes sistemas estandarizados de puntuacién de sin-
tomas en base a un baremo hemorragico, uno de los
cuales queda reflejado en la Tabla 31412,

Esta estrategia ha sido evaluada dentro del Proyec-
to de la Unién Europea MCMDM-1VWD en pacien-
tes con EVW tipo 1; no obstante, puede ser de uti-
lidad en otros tipos y subtipos!!. Se han propuesto
otros baremos con algunos enfoques especiales, tal
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Tabla 3. Baremo y puntuacion hemorragica en EVW

Puntuacion hemorragica

Sintoma -1 0 1
L No o trivial . .
— >
Epistaxis (Menos de5) 5 0 més de 10 min
Cutaneo - No o trival >1cmy no trauma
(<1cm)
S_angrado de _ No o trivial > 5 0 mas de 5 min
heridas menores (menos de 5)
Cavidad oral - No Referido al menos 1
Asociada con
Sangrado B No (lcera, hipertension

gastrointestinal

Extraccion de

No sangrado en

Ningdn hecho o

portal, hemorroides,
angiodisplasia

Referido en < 25% de

) al menos dos ningn sangrado
dientes ) todos los procesos
extracciones en 1 extrac.
No sangrado en  Ningdn hecho o )
o : 8 Referido en < 25% de
Cirugia al menos dos sangrado en una L
o o todas las cirugias
cirugias cirugia
Menorragia = No Solamente consulta
) No sangrado en No partos o no
Hemorragia
al menos dos sangrado en Solamente consulta
posparto
partos un parto
Hematomas .
- Nunca No terapia postrauma
musculares
Hemartrosis - Nunca No terapia postrauma
Sangrado SNC - Nunca -

Solamente consulta

Solamente consulta

Solamente consulta

Solamente consulta

Espontaneo

Referido en > 25% de
todos los procesos,
no intervencion

Referido en > 25% de
todos los procesos,
no intervencion

Antifibrinolitico, uso de

pildora

Legrado, terapia férrica o
antifibrinoliticos

Esponténeo, no terapia

Espontaneo, no terapia

3

Presion local o
cauterizacion o
antifibrinolitico

Hemostasia
quirdrgica
Hemostasis
quirdrgica o
antifibrinolitica
Hemostasis
quirdrgica,
transf. sang.,
terapia sustitut.,
desmopresina
antifibrinolitico

Resutura o presion
local

Hemostasia
quirdrgica o
antifibrinolitico

Legrado, terapia
férrica

Transfusion
sanguinea o
terapia sustitutiva
0 desmopresina
Esponténeo
0 traumatico,
requiere
desmopresina 0
terapia sustitutiva
Esponténeo
0 traumatico,
requiere
desmopresina 0
terapia sustitutiva
Subdural, ninguna
intervencion

4

Transfusion sanguinea
0 terapia sustitutiva o
desmopresina

Transf. sang. o terapia
sustitut., desmopresina

Transf. sang. o terapia
sustitut., desmopresina

Transfusion sanguinea
0 terapia sustitutiva o
desmopresina
Transfusion sanguinea
0 terapia sustitutiva o
desmopresina
Transf. sang. o terapia
sustitut., desmopresina
o histerectomia

Histerectomia

Espontaneo o
traumatico, requiere
intervencion quirdrgica
o transfusion sang.

Espontaneo o
traumatico, requiere
intervencion quirdrgica
o transfusion sang.

Intracerebral, ninguna
intervencion

Fuente: Tosseto. J Thromb Haemost 2007.

Evaluacion de laboratorio

como es la puntuacién en pacientes pediatricos. En la
actualidad se trabaja con la intencién de unificar estos
diferentes baremos hemorragicos. Es justo reconocer
la dificultad de esta evaluacién desde el momento en
que algunos sujetos normales pueden referir también
cierta sintomatologia hemorragica. Finalmente debe
realizarse un examen fisico dirigido tanto a confirmar
la evidencia de diatesis hemorrdgica como para des-
cartar la existencia de problemas hemorragicos ad-
quiridos, como enfermedad hepatica, entre otros.

Seria ideal disponer de un Gnico método de labora-
torio capaz de detectar la presencia de la EVW. Ello
requeriria una prueba sensible a la mayoria de los ti-
pos existentes, y que ademds tuviera un bajo nivel
de falsos positivos. Desafortunadamente no existe
una prueba de tales caracteristicas, lo que obliga al
empleo de un panel de determinaciones que puedan
identificar todas las formas diferentes de EVW. Hay
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que resaltar que tampoco existe un Gnico panel em-
pleado uniformemente a nivel internacional'®. Preci-
samente este hecho propicié un estudio multicéntri-
co internacional del ISTH-SCC VWF cuyo objetivo
era averiguar cudl es el panel de pruebas diagndsti-
cas mas recomendable (http://www.vwiassays-in-
vwd.com/). En él se remitieron de forma ciega a los
centros participantes muestras de plasmas liofiliza-
dos de pacientes con diferentes tipos de EVW perfec-
tamente caracterizados. Los resultados preliminares
demostraron que algunos de los subtipos incluidos
no fueron identificados correctamente por un niime-
ro significativo de laboratorios participantes. Aunque
no se conocen los resultados finales de este proyecto,
el estudio demuestra la enorme dificultad a la hora de
averiguar no sélo el tipo de pruebas a emplear sino
también su adecuada estandarizacién.

Ademas, otros estudios ponen en evidencia la ne-
cesidad de incorporar nuevos métodos de estudio del
FVW para mejorar el diagndstico y el conocimiento
de cada uno de los tipos y subtipos de la EVW?23,

En la Tabla 4 se sefalan las pruebas de diagndstico
de laboratorio disponibles cuya combinacién y tipo de
metodologia a emplear vienen condicionados en bas-
tantes casos por las preferencias locales, lo que expli-
ca la gran variabilidad del panel empleado por cada la-
boratorio individual'. En general, cuanto mds extenso
es el panel de pruebas empleado, y mas cuidadosa la
investigacién en cada caso, mayor es la proporcién de
identificacién correcta de la EVW y su subtipo. Las di-
ferentes pruebas deben irse empleando en etapas se-
cuenciales en base a los resultados obtenidos. En la
practica, en bastantes ocasiones, y sobre todo cuan-
do existe una fuerte sospecha de EVW, se realizan si-
multaneamente.

Pruebas de evaluacion inicial
Recuento globular en sangre

Este recuento, que incluira cifras de plaquetas y fro-
tis de sangre periférica, se precisa para descartar otras
causas de diatesis hemorrdgica. No debe olvidarse que
una trombopenia/pseudotrombopenia puede obser-
varse en el tipo 2B de EVW.

Tiempo de hemorragia de Ivy (TH)

Tradicionalmente fue una prueba elemental en el diag-
ndstico de la EVW, siendo la tnica realizada in vivo.
Sin embargo, en la actualidad se utiliza con mucha
menor frecuencia por su problema de estandarizacién
en la labor de rutina, ademads de su escaso valor pre-
dictivo con respecto al evento hemorragico. Por otra
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Tabla 4. Métodos diagnésticos de la EVW y sus niveles

1. Marcadores clinicos
Baremo y puntuacion hemorragica
Historia familiar de hemorragia o de EVW

2. Marcadores de laboratorio

PRIMER NIVEL
FYW:RCo
FVW:Ag
FiIl
FVW:CB (¢?)
Cocientes FYW:RCo/FVW:Ag y FVIII/FVW:Ag
Aglutinacion plaquetaria inducida por ristocetina

SEGUNDO NIVEL
Andlisis multimérico del FVW (baja y alta resolucion)
Prueba respuesta a la desmopresina (DDAVP)
FVW: FVIIIB
Propéptido del FYW (FVWpp)
— FVWpp/FVW:Ag

3. Marcadores moleculares para confirmacion diagndstica
Investigacion de mutaciones

parte, no es especifico de la EVW. Ademas, en algunos
pacientes la incisién evoluciona hacia un queloide, o
cicatriz persistente?.

Andlisis de funcion plaquetaria global
en sangre total (PFA100°)

Su objetivo ha sido el de sustituir al TH, y en la prac-
tica se utiliza ampliamente®. A diferencia de este dlti-
mo, no detecta anomalias de la pared vascular. Emplea
dos tipos de cartuchos: coldgeno/ADP y coldgeno/epi-
nefrina. El tiempo de obturacién (TO) es el parametro
que se mide en esta prueba, y diversos estudios han
demostrado una buena correlacién entre el TO y el ni-
vel de FEVW en el tipo 1 de EVW, siendo atil en la mo-
nitorizacién de la respuesta al acetato de desmopresi-
na (DDAVP: 1-deamino-8-D-arginina vasopresina) en
este tipo de EVW. Se encuentra muy prolongado en
las formas 2A, 2B y 2M, siendo normal en el tipo 2N.
No es til en la monitorizacion del tratamiento susti-
tutivo de la EVW empleando concentrados de FVIII/
FVW, muy probablemente por las condiciones reolégi-
cas particularmente intensas que emplea, que por otra
parte no se pueden modificar. Por este hecho, se con-
sidera que es mas sensible al FVW del compartimento
plaquetario que al del propio plasma.

Existen nuevos instrumentos de este tipo, como el
Multiplate®, muy prometedores, pero pendientes de
estudios amplios que avalen su uso generalizado.
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Tiempo de tromboplastina activado (TTPA)

Su valor radica en la deteccién de la deficiencia de
FVIIL.C.

Pruebas diagnasticas iniciales
Factor VIII procoagulante (FVIII:C)

Mide la actividad procoagulante del factor VIII. En el
contexto de la EVW tiene interés para valorar la de-
ficiencia secundaria de esta proteina, bien debida a
la disminucién del FVW, su proteina transportadora
y protectora, o por anomalia molecular de esta Ulti-
ma que le impide unirse adecuadamente a la primera,
como sucede en el tipo 2N. Por ello, realmente desde
un punto de vista tedrico deberia realizarse si el TTPA
se encuentra prolongado.

Antigeno del FVW (FVW:Ag)

Mide la concentracién de la proteina del FVW inde-
pendientemente de su actividad funcional. Existen
diversos métodos disponibles, siendo los mads fre-
cuentes en la actualidad los ELISA y los basados en
turbidimetria automatizados, empleando particulas
de latex (LIA). La técnica de Laurell, empleada hace
unos afnos, se encuentra en desuso en la actualidad.
El empleo de un plasma estdndar calibrado frente al
estandar internacional de la OMS es crucial en esta
técnica.

Actividad del FVW como cofactor
de la ristocetina (FVW:RCo)

Representa la actividad funcional del FVW midien-
do su capacidad de interaccién con el receptor Ib de
plaquetas normales inducida por el antibiético risto-
cetina. En realidad in vivo el papel de la ristocetina
lo ejerce el estrés circulatorio en la microcirculacion,
que es el que causa los cambios conformacionales del
FVW que conducen a su interaccién con la plaqueta.
Se dispone de diversos métodos de medicion de este
pardmetro®®:

1. Tiempo de aglutinacién visible, o bien pendiente
de la curva de agregacion de plaquetas normales (fres-
cas o formalinizadas) lavadas y diluciones del plasma
en presencia de ristocetina. Posee una menor sensibi-
lidad detectando niveles entre 6-12 UI/dL. La variabi-
lidad intra e interlaboratorios es muy notable y no re-
presenta la funcién fisiolégica real. El coeficiente de
variacién es alto, alcanzando un 30%, e incluso ma-
yor, ante niveles inferiores a 12-15 UI/dL.

2. Ensayos ELISA, que valoran la capacidad de
unién del FVW plasmatico a la glicoproteina Ib (GPIb)
plaquetaria, también en presencia de ristocetina. Se
han descrito varias modificaciones en las que se em-
plean fragmentos de GPIb, que incrementan su sensi-
bilidad (detectando niveles < 1 Ul/dL); sin embargo,
no se encuentran disponibles comercialmente, limi-
tandose su uso al campo de la investigacion.

3. Cuantificacién de unién de un anticuerpo especi-
fico de epitopo conformacional del FVW (en su domi-
nio Al), ya sea por técnica de ELISA o de turbidome-
tria empleando particulas de latex. Se han empleado
diversos anticuerpos monoclonales diferentes. Estos
procedimientos no dependen de la presencia de ris-
tocetina. La propiedad valorada mediante estas técni-
cas se ha denominado también FVW:Actividad (FVW.
ACT), y, a pesar de su mayor sensibilidad y comodi-
dad, por el momento no debe reemplazar al FVW:
RCo obtenido por técnicas convencionales, aunque
pueden ser ttiles como método de cribado, debiendo
confirmarse un descenso obtenido mediante una téc-
nica convencional.

A pesar de las diversas limitaciones del método del
FVW:RCo, éste sigue siendo el método mas univer-
salmente aceptado a la hora de valorar la actividad
del FVW. Su resultado se expresa en UI/dL. Es muy
importante que se emplee el mismo estandar plasma-
tico internacional en la medicién tanto del FVW:RCo
como del FVW:Ag, ademas de que cada laboratorio
local establezca su propio rango de normalidad.

Determinacion del grupo sanguineo ABO

Los pacientes del grupo sanguineo O presentan una
concentracién plasmatica de FEVW incluso un 25 % me-
nor que los de los otros grupos ABO. Si bien se ha re-
comendado establecer rangos de normalidad del FEVW:
RCo y del FVW:Ag tanto para el grupo O como para el
no O, la experiencia parece sefalar que, independien-
temente de la relacién entre el grupo sanguineo ABO y
el rango del FVW, el mayor determinante de sintomas
hemorragicos lo constituye un FVW bajo en el plas-
ma. De ahi que el empleo de rango poblacional nor-
mal puede ser m4s Gtil clinicamente?.

Capacidad de union del FVW
al colageno (FVW:CB)

Para su determinacidn, se utiliza la técnica de ELISA.
Aunque se esperaba que este método, por su mayor
reproducibilidad y sensibilidad, sustituyera a la técni-
ca del FVW:RCo, diversos estudios han demostrado
que no son equiparables y no debe sustituir a esta dlti-
ma propiedad, desde el momento en que es sensible a
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la presencia de multimeros de gran tamafio, aun cuan-
do no sean funcionales, como sucede en la EVW de
tipo 2M. Por ello se recomienda que, de emplearse, se
haga como prueba complementaria a la del FVW:RCo.
El mayor problema del FVW:CB es la falta de estanda-
rizacién del tipo de coldgeno a emplear (de tipo 1 0 3,
mezcla, o incluso otros tipos). Su valor especial irfa di-
rigido a los trastornos selectivos del dominio del FEVW
para su union al coldgeno, en los que el FVW:RCo y la
estructura multimérica pueden ser normales. Sin em-
bargo, se han identificado muy pocos pacientes con
este tipo de problema, e incluso algunos se detectaron
por casualidad (incluso sin historia hemorragica). Por
todo ello, su lugar en el diagnéstico de la EVW no est4
claro todavia®®.

Cocientes FVW:RCo/FVW:Ag;
FVW:CB/FVW:Ag; FVIIIC/FVW:Ag

Si los resultados aislados de cada uno de estos para-
metros son importantes, los valores de estos cocientes
pueden ser de ayuda a la hora de orientar una forma
variante'*%. Por ejemplo, ante un FVW:RCo/FVW:Ag
< 0,5-0,7 orienta a la existencia de una forma varian-
te 2A, 2B 0 2M; y ante un FVIII:C/FVW:Ag descendido
puede orientar a una forma 2N, precisando la compro-
bacién con otras pruebas adicionales, incluso el estu-
dio genético. Sin embargo, los puntos de corte de estos
cocientes todavia estan siendo motivo de estudio.

Pruebas diagndsticas de confirmacion

Aglutinacion plaquetaria de plasma tico en
plaquetas en presencia de ristocetina (RIPA)

Analiza la interacciéon FVW plasmatico y las propias
plaquetas del paciente en presencia de concentracio-
nes diferentes de ristocetina. Es poco sensible pero de
gran utilidad a la hora de detectar la EVW de tipo 2B
cuando se evidencia aglutinacién con ristocetina en
concentraciones bajas (0,3-0,5 mg/mL), la cual es ne-
gativa en condiciones normales.

Una modificacién de esta técnica, Util en casos con
RIPA presente en concentraciones bajas de ristoceti-
na, consiste en el empleo de plaquetas lavadas ya sean
normales o del paciente y plasma pobre en plaquetas
(PPP) del paciente o normal, y también concentracio-
nes bajas de ristocetina. En base a la mezcla que mues-
tre aglutinacién permitird diferenciar el problema de
una EVW 2B (plaquetas normales y PPP del paciente)
o, por el contrario, a un defecto plaquetario de tipo
pseudoenfermedad de von Willebrand, también lla-
mada EVW de tipo plaquetario (en el caso de plaque-
tas del paciente y PPP normal).
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Andlisis multimérico del FVW

Consiste en el andlisis electroforético cualitativo del
FVW en geles con el detergente dodecilsulfato s6di-
co (SDS), que permiten la separacién de esta proteina
en forma de una serie lineal de multimeros en base a
su diferente tamafo molecular cuando se emplean ge-
les de tamafio de poro grande (baja resolucién) (Figu-
ra 1), Los multimeros de mayor tamafio son los mas
eficientes desde un punto de vista hemostatico, y se
encuentran ausentes en las formas 2A y en algunas 2B.
Empleando geles de tamafio de poro menor (alta reso-
lucién) se visualizan diferentes bandas integrantes de
cada multimero (tripletes o quintupletes, dependien-
do del tamano del poro), las cuales varian ostensible-
mente en funcién del tipo o subtipo de EVW. Esta me-
todologia es sumamente laboriosa, y requiere mucho
tiempo en su elaboracién. Ademas, parece evidente
que exige notable destreza y experiencia, limitdndo-
se su uso a centros con gran actividad de estudio de
la EVW o dedicados a la investigacién en este tema.
Es por esta razén por lo que resulta muy dificil incor-
porarla rutinariamente de una forma generalizada, en-
tre otros motivos por la politica de reduccién de cos-
tes. Existen al menos dos tipos de opinién en relacién
con su empleo:

a) No es necesaria, ya que pueden descartarse las for-
mas variantes mediante el uso de cocientes FVW:RCo/
FVW:Ag y EVW:CB/FVW:Ag antes comentadas®; o

b) Parece claro que este método descubre alteracio-
nes relevantes, y de ahi su utilidad, siendo aconseja-
ble referir muestras a un laboratorio experimentado en
esta metodologia'?.

Capacidad de union del FVW al FVIII
(FVW:FVIIIB)

Mide la normalidad del FVW en su dominio a través
del cual se une al FVIII normal. Su objetivo es con-
firmar el tipo 2N de EVW, que es recesiva. Se reali-
za mediante método ELISA inmovilizando el FVW de
la muestra problema o normal y ofreciendo una fuen-
te de FVIII exégeno normal purificado. El FVIII unido
se detecta mediante un anticuerpo especifico del FVIII
conjugado con una enzima. Esta estrategia ha ido des-
bancando a otra realizada previamente en la que se
detectaba el FVIII por método cromogénico en vez de
por ELISA. Algunos laboratorios emplean esta misma
técnica pero utilizando un anticuerpo marcado isoté-
picamente. Empleando diluciones seriadas de la mues-
tra de control y de la problema se obtienen curvas in-
tegrando la relacién FVW inmovilizado y FVIII unido,
cuya pendiente indica el grado de normalidad de esta
propiedad. No todos los tipos 2N presentan el mismo
grado de defecto, y los pacientes 2N heterocigéticos
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Figura 2. Respuesta al DDAVP en paciente con EVW
2A (IIE) por la mutacion C1149R y en un sujeto
normal. Panel superior: Patron multimérico del

FVW en gel de alta resolucion (agarosa 2%-SDS) en
plasmas de un individuo normal (N) y de un paciente
(P) antes (0’) y a los 30 minutos, una, dos y cuatro
horas (30’, 1h, 2h) después de la administracion

de DDAVP). Panel inferior: Analisis densitométrico

de los perfiles electroforéticos del panel superior.
Antes del DDAVP se observa en el paciente (a la
izquierda) una clara disminucion de la proporcion
relativa de las bandas satélites de cada multimero en
comparacion con el sujeto normal. Tras el DDAVP se
aprecia un claro incremento de la proporcion relativa
de las bandas satélites internas (indicado por flechas

g ) .
k finas) en claro contraste con el incremento de las
I 3T .
I bandas satélites externas observado en el sujeto
normal. Este hecho parece indicar una proteolizacion
i

anormal del FVW mutante. Fuente: Reproducido con
autorizacion de Haematologica 20094,

son mds dificilmente detectados, y ello ocurre més fre-
cuentemente al realizar un estudio familiar. En nues-
tra experiencia todos los pacientes con deficiencia de
FVIII < 1-4 UI/dL son hemofilicos (comprobados al de-
mostrar su mutacién en el gen del FVIII). Por el contra-
rio, en todos los pacientes que hemos estudiado en los
que se ha detectado un FVW:FVIIIB alterado el estu-
dio molecular ha confirmado la existencia de una mu-
tacién en el gen del FVW.

Es preferible realizar este ensayo en laboratorios con
experiencia, no ya por la dificultad técnica sino porque
su interpretacién no es siempre facil®.

Respuesta basal al acetato de desmopresina

(DDAVP)

El interés principal de su administracién es el terapéu-
tico, al inducir una liberacién del FVW tisular al plas-
ma elevando su nivel 3-5 veces el valor basal dentro de
los 30-60 minutos después de su administracién, y en
general su efecto se mantiene por lo menos de 6-8 ho-
ras. Se emplea en dosis de 0,3 pg/kg diluida en 50 mL
de suero salino a infundir por via intravenosa en unos
30 minutos. Dado que la respuesta a este agente es
bastante estable en cada individuo, se recomienda rea-
lizar una prueba basal (sin hemorragia activa) en el pa-
ciente con el objeto de valorar la intensidad y patrén
de su respuesta individual y, de ahi, su posible utilidad
futura ante eventos hemorrdgicos®.

Ademads, su estudio es de utilidad a la hora de ca-
racterizar mejor el tipo de EVW, por lo que se debe
incluir en la exploracién diagnédstica de la enferme-
dad. Por ejemplo, puede indicar una vida media acor-
tada del FVW liberado, o inducir un patrén multiméri-
co anormal no observado en condiciones basales!3%14
(Figura 2).

Deteccion de anticuerpos anti FVW

Su utilidad es de interés en los pacientes con EVW
que han desarrollado aloanticuerpos anti-FVW des-
pues de recibir tratamiento sustitutivo mediante con-
centrados de FVW. Estos anticuerpos, ademas de
neutralizar el efecto del FVW exégeno administrado,
pueden desencadenar reacciones anafilactoides gra-
ves con este tratamiento. También puede permitir el
detectar autoanticuerpos en el seno del sindrome de
von Willebrand (también denominado EVW adqui-
rida)?3. No existe un método bien estandarizado, ya
que existe mucha interferencia con anticuerpos natu-
rales dirigidos frente a determinantes de grupos san-
guineos y que reaccionan con los carbohidratos del
FVW (ya que es una glicoproteina). Se intuye que la
produccién de un FVW recombinante sin la presencia
de estos tltimos puede permitir en el futuro elaborar
una prueba fiable. En nuestra experiencia este tipo de
anticuerpos se detectan en plasma por ELISA cuan-
do se encuentran presentes en titulo muy alto. Por el
momento, el método de neutralizacién del FVW:RCo
del plasma normal mezclado con el plasma del pa-
ciente descubre también este tipo de complicacion, si
bien no es excesivamente sensible.

Estudio molecular del gen del FVW

Indicado en pacientes seleccionados, las primeras
mutaciones descritas se localizaban en los dominios
Al, A2 y A3 del FVW en pacientes con EVW de los
tipos 2A y 2B. En la actualidad se conocen las muta-
ciones de todos los tipos y subtipos de EVW!#57, En
la Figura 3 se sefiala la localizacién de estas mutacio-
nes de acuerdo con el tipo de EVW. Mientras que las
mutaciones del tipo 2B se agrupan en la zona concre-
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Figura 3. Estructura de la molécula precursora del FVW y localizacion de las mutaciones en la EVW. La molécula precursora consta de
un péptido senal (S), propéptido y subunidad madura. Se indican los dominios estructurales A, B, C, CK y los sitios de union al factor
VIII, glicoptoteina Ib, colageno e integrina plaquetaria allbf33. Se muestra la localizacion de las mutaciones en los tipos 2 de EVW. En
los tipos 1 y 3 las mutaciones se localizan a lo largo de de toda la molécula del FVW.

ta del dominio A1, las de los tipos 1y 3 se encuentran
dispersas a lo largo de toda la proteina. Los defectos
genéticos de algunos tipos, especialmente los del tipo
1 leve (con niveles superiores a 30 U/dL), permane-
cen todavia ocultos?®”’.

Es muy posible que defectos en otros genes que po-
drian modular la regulacién funcional del gen del FEVW
(genes moduladores) puedan ser responsables de des-
censos del FVW en sangre. Asi, en algunas familias
compatibles con EVW de tipo 1 se ha visto la ausen-
cia de ligamiento entre el defecto del FVW y el estudio
haplotipico realizado mediante marcadores genéticos
de su gen®. Por ello, en la actualizacién de la clasifi-
cacién revisada de la EVW el diagnéstico no se res-
tringe a anomalias del locus genético del FVW. La pre-
valencia de estas mutaciones varia mucho con el pais
y el area geografica. En el norte de Italia es relativa-
mente frecuente la mutacién Vicenza (R1205H)"%; por
el contrario, en Galicia la mutacién R1374C causante
de EVW tipo 2A/2M es muy frecuente'’. En relacién
con la forma 2N, en Espafia, y seglin nuestro conoci-
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miento, las dos Gnicas mutaciones detectadas son: 1)
la R816W (en el exdn 19), que en su estado homoci-
gbtico es la mas severa; y 2) la R854Q, en el exdn 20,
cuyo defecto es moderado.

En el tipo 3 inicialmente se describieron deleciones
grandes o pequefas del gen, las cuales en estado de ho-
mocigosis se asocian a un alto riesgo de desarrollo de
aloanticuerpos tras el tratamiento sustitutivo'=.

Otras pruebas diagnosticas
FVW en lisado plagquetatio

Se basa en la cuantificacién o cualificacién del FVW
existente en las plaquetas. Ha permitido comprobar la
existencia de algunos tipos particulares de EVW como
es el caso de la EVW plaquetaria baja (con normalidad
en el plasma). A su vez permite la observacién de de-
fectos no visibles en el plasma complementando la in-
formacién obtenida en este Gltimo*'*. Es también una



técnica engorrosa, lo que ex-
plica que su uso no se haya
generalizado.

Propéptido del FVW
(EVWpp)

Es el fragmento de la molé-
cula precursora que se escin-
de para generar la subunidad
madura del FVW, hecho ne-
cesario para que se logre la
debida multimerizacién del
EVW. El FVWpp vy la protei-
na del FVW permanecen uni-
das no covalentemente en los
granulos alfa de los megaca-
riocitos y plaquetas y en los
corpusculos de Weibel-Pala-
de de la célula endotelial has-
ta su liberacién al plasma.
Aqui se disocian y circulan
independientemente con vi-
das medias diferentes (de 2 a
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Figura 4. Esquema diagnéstico de laboratorio de la EVW en base a los resultados de las
diferentes pruebas de laboratorio. AM: analisis multimérico; EFW: enfermedad de Von
Willebrand; VWF: factor de Von Willebrand.
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El nivel plasmatico de este
fragmento es normalmente proporcional al del FVW:
Ag, y la medicién del cociente EVWpp/EVW:Ag pue-
de orientar a la existencia de un aclaramiento anormal
del FVW del paciente. Asi, se ha observado la existen-
cia de correlacién entre este cociente y la vida media
del FVW tanto en pacientes como en sujetos normales.
Al comparar este coeficiente en sujetos normales del
grupo O con respecto a los no O, se ha podido dedu-
cir una vida media del FVW algo mads corta en los pri-
meros, lo que puede a su vez explicar su menor nivel
plasmatico. En este sentido, puede predecir una res-
puesta reducida a la administracién del DDAVP, o la
existencia de aloanticuerpos anti-FVW, entre otros as-
pectos. Aunque todavia precisard estudios mas exten-
sos, es muy probable que en un futuro préximo se in-
corpore al panel diagnéstico de rutina de la EVW.

Establecimiento del diagnostico de la EVW
y su tipo

En la Figura 4 se resume el diagrama del proceso diag-
néstico de la EVW en funcién de los resultados obte-
nidos en las pruebas de laboratorio anteriormente co-
mentadas. El diagnéstico de los tipos 2A, 2B, 2M, 2N
(en su forma homocigética o doble heterocigética) asi
como el tipo 3 no suelen presentar problema a la hora
del diagnéstico; sin embargo, no es asi en el tipo 1, tal
y como se ha confirmado en estudios internacionales

como el MCMDM-1VWD, el estudio Canadiense o el
del Reino Unido".

Consideraciones adicionales

1. Es imprescindible repetir las pruebas diagnosti-
cas al menos en dos ocasiones para confirmar o des-
cartar la EVW. El estudio familiar puede ser de utilidad
en este sentido.

2. Elempleo de un adecuado estandar internacional
en el estudio de laboratorio es critico. El estandar local
debe ser calibrado frente a este estdndar internacional,
que es el recomendado por la OMS.

3. Debe tenerse en cuenta que la clasificacién de la
EVW es un proceso evolutivo y complejo en el que la
incorporacién de nuevas pruebas diagnésticas, o bien
la obtencién de mayor informacién sobre las actua-
les, obligara en un futuro a ir modificando el plantea-
miento actual*’. De hecho, la distincién entre los tipos
2A y 2M parece un tanto artificial y redundante, de
ahi que nuestro equipo haya propuesto al ISTH-SCC
VWE (Reunién de Viena 2008) fundir ambas en un tni-
co tipo, en un nivel jerdrquico de segundo nive['*8,

4. Heterocigosis y fenotipos combinados: el fe-
notipo de los pacientes heterocigéticos puede depen-
der de la interaccion entre subunidades codificadas
por ambos alelos. Cuando ello ocurre, la clasificacién
del paciente dado incluye la designacién de ambos
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(1/2N, por ejemplo). Una combinacién de un alelo
nulo y otro afectado por una forma recesiva de EVW
(tal como el 2N) conduce a una forma grave a pesar
de no ser homocigética para este dltimo defecto. Es-
tos hechos tienen importancia, por ejemplo, a la hora
del consejo genético*®.

5. Mutaciones puntuales pueden motivar fenotipos
causados por diversos mecanismos (sintesis, libera-
cién, proteolizacion y aclaramiento). Es, por ejem-
plo, el caso de la mutacién C1149R (Figura 4)™.

6. Controversia entre EVW tipo 1 leve o factor de
riesgo hemorragico. El diagnéstico de la EVW tipo 1
puede ser dificil de establecer con confianza, ya que
el criterio mayor diagnéstico es un descenso del FEVW
en plasma, pero el nivel de esta proteina varfa am-
pliamente en un mismo sujeto. Asimismo, el riesgo
hemorragico varfa también en funcién del nivel del
FVW sin que haya un claro umbral que distinga am-
bas situaciones***. Como consecuencia, muchos pa-
cientes diagnosticados de EVW de tipo 1 no presen-
tan clinica hemorrdgica relevante, lo cual limita la
utilidad de este diagndstico.

Parece sumamente acertada la recomendacién de
Sadler de considerar los descensos leves de FVW
como factor de riesgo hemorragico mas que como en-
fermedad propiamente dicha, siguiendo el ejemplo
de la dindmica empleada con otros factores de riesgo
como, por ejemplo, los trombofilicos®. Esta estrategia
no impide en absoluto que a un paciente con descen-
so leve pueda diagnosticarsele EVW de tipo 1 cuando
por ejemplo tenga una historia familiar en este sen-
tido confirmada. Por el contrario, tampoco impide
el uso de agentes terapéuticos, como el DDAVP, en
aquellos considerados simplemente como factor de
riesgo hemorrdgico. A la espera de obtener mayor in-
formacién se recomienda que el nivel de 30 UI/dL se
emplee como punto de corte en esta distincién?.

7. Conscientes de la complejidad diagnéstica de
esta enfermedad, y de la necesidad de lograr una ma-
yor homogeneidad o armonizacién, se ha iniciado un
Proyecto del Registro de la EVW en Espana® con un
objetivo mdultiple:

a) Conocer la realidad diagnéstica y terapéutica de la
EVW en Espafia en la practica clinica habitual actual.

b) Elaboracién de una plataforma de pacientes espafo-
les con esta enfermedad lo mejor caracterizados posible.

c) Creacién de un grupo de trabajo en EVW que asu-
ma este objetivo inicial, asi como el desarrollo de proyec-
tos propios posteriores, aprovechando la plataforma de
pacientes con EVW vy estableciendo colaboraciones con
proyectos internacionales (European Union VWD Group,
Proyecto Norteamericano Zimmerman, entre otros).

d) Elaboracién de guias de consenso en el diagndstico y
tratamiento de la EVW. Siguiendo modelos empleados pre-
viamente a nivel internacional la novedad de este proyecto
radica en la inclusién de una diagnéstico estandarizado que
permita una unificacién de determinaciones y criterios.
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Creemos que es una iniciativa de gran interés en
la que deseamos participen el mayor nimero posi-
ble de centros de Espaia.

Conclusiones

e El diagnéstico de la EVW requiere la adecuada va-
loracién clinica del paciente, su historia familiar y el
empleo secuencial de diversas pruebas de laboratorio.

* A nivel clinico se aconseja una anamnesis siste-
matizada, y su valoracién cuantitativa empleando un
baremo hemorragico puede ser de gran ayuda.

e A lo largo de estos afios hay que reconocer que
este diagnostico sigue globalmente distante de un ni-
vel 6ptimo.

* La correcta estandarizacion de los métodos de la-
boratorio es crucial y debe incluir un estandar inter-
nacional reconocido.

e Diversas pruebas nuevas o que mejoran la sensi-
bilidad y reproducibilidad de las actuales estan sien-
do fruto de intensa valoracién en el campo de la
EVW. Este hecho mejorara la perspectiva diagnésti-
ca, pero desde un punto de vista rutinario no se re-
comienda su uso generalizado hasta que se confirme
su utilidad.

* Dada la complejidad o dificultad de algunas de las
pruebas empleadas en el diagndstico de la EVW, es
aconsejable su realizacién en centros con experien-
cia en las mismas.
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DIA A DIA EN EL LABORATORIO DE
HEMOSTASIA: AUTOMATIZACION
Y MODELOS DE GESTION
INFORMATIZADA

R. MATA SERNA, P. LLAMAS SILLERO

Servicio de Hematologia y Hemoterapia.
Fundacion Jiménez Diaz. Madrid

Introduccion

El origen de los primeros estudios de coagulacién data
de hace mas de 200 anos, cuando se comenzd a me-
dir el tiempo que tardaba en coagular la sangre extrai-
da de personas sanas o aquejadas de determinadas en-
fermedades. A finales del siglo XIX y principios del
XX se publicaron numerosos métodos para medir el
tiempo de coagulacién, apareciendo posteriormente
las primeras técnicas instrumentales. Es ya en la dé-
cada de los ochenta cuando se produce un gran avan-
ce en este sentido, inicidndose la automatizacién de
dichas técnicas debido al aumento en el nimero de
pruebas. Fundamentalmente en Japén, comenzaron a
desarrollarse sistemas de transporte de muestras, ro-
bots para carga y descarga de los analizadores y apli-
caciones informadticas que controlaban todo el proce-
so. Con este concepto de automatizacién, se intentaba
reducir la carga de trabajo y mejorar la precisién y ca-
lidad del mismo.

A mediados de los noventa, algunas compafias em-
pezaron a ofrecer sistemas que incluian estas tecno-
logias para su instalacién en grandes laboratorios,
aunque inicialmente su coste era elevado y su funcio-
nalidad limitada. Posteriormente, su implantacién en
laboratorios de referencia de Japén y Estados Unidos
demostré una disminucién significativa en los costes y
en los tiempos de ejecucién, junto con una mayor ca-
lidad y seguridad del proceso. Todo ello llevé a un au-
mento en el desarrollo de estas tecnologias hasta la ac-
tualidad, en la que la mayoria de las casas comerciales
de este sector poseen opciones de automatizacién de
sus equipos.

Este desarrollo tecnoldgico ha dado paso a la for-
macién de grandes laboratorios debido al aumento
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Sintema informatico
extrahospitalario
(A. primaria
y especializada)

hospitalario

in

Muestra Peticion

! !

Comprobacion datos

Registro informatico de
la muestra mediante
codigo de barras

Sistema Sistema
informatico informatico —
de automatizacién T laboratorio

L »

Ambos sistemas estan
conectados

» Realizacion >

b Resultados —
pruebas

Sintema informatico

plejo, pudiendo abarcar diversos
aspectos de un laboratorio clinico
y de investigacién. Dentro de la or-
ganizacién del laboratorio distin-
guimos varias fases:

1. Fase preanalitica. Es funda-
mental, ya que en ella ocurren el
80% del total de los errores del la-
boratorio. Los objetivos del control
de calidad en esta etapa incluyen la
correcta identificacién de la mues-
tra, la introduccién precisa de las pe-
ticiones en el sistema informadtico, y
evitar el deterioro de la muestra en
los procesos de obtencién, manipu-
lacién, transporte y conservacion,
asf como asegurar su adecuada cen-
trifugacién. Segun el laboratorio, el
origen de las muestras puede ser he-
terogéneo, por lo que esta etapa es
la mas dificil de controlar.

2. Fase analitica. En ella se reali-
zan las diversas pruebas solicitadas
por el servicio peticionario. Estas
mediciones siempre estan sujetas a
un mayor o menor grado de varia-

Sistema de
gestion
de incidencias

Figura 1. Modelo simplificado de gestion informatizada.

bilidad, la cual puede reducirse con
un buen control de calidad de los

continuo de la demanda asistencial producida por el
incremento en el nimero de pruebas a realizar, el en-
vejecimiento de la poblacién o el desarrollo de acti-
vidades de investigacién. Ademas, la tendencia actual
se dirige hacia la centralizacién de todas las pruebas
analiticas incluyendo tanto los pacientes hospitaliza-
dos como los de atencién primaria o especializada ex-
trahospitalaria. Todo ello ha convertido a los labora-
torios en centros generadores de un gasto importante
cuyo control constituye uno de los objetivos priori-
tarios de los gestores sanitarios. Ademds, estos cen-
tros intentan seguir un modelo de gestién de la calidad
total (TQM) que pretende garantizar con la gestién
de procesos el cumplimiento de los requisitos de los
clientes (clinicos y pacientes), de los requisitos legales
y los propios que la organizacién establezca, teniendo
como estrategia general la mejora continua.

Procesos del laboratorio de hemostasia

La infraestructura personal e instrumental de un la-
boratorio de hemostasia se debe adecuar al tipo de
pacientes que se atienden y al grado de especializa-
cién que se quiere abarcar. Asi, un laboratorio de he-
mostasia de alto nivel serd muy especializado y com-
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instrumentos, metodologia y reac-
tivos, con una buena formacién de
los técnicos y con un programa adecuado de control
de calidad (interno y externo). El control interno nos
indicard nuestra variabilidad interna (existen controles
comerciales normales y patolégicos), y el control ex-
terno nos permitird compararnos con otros laborato-
rios, y entre distintos métodos o instrumentos. Anali-
zando los resultados del control de calidad, se pueden
detectar e identificar problemas y proponer soluciones
para mejorar los resultados, corrigiendo las desviacio-
nes que puedan surgir por multiples causas.

3. Fase postanalitica. En esta fase se validan los re-
sultados en el analizador y, posteriormente, el faculta-
tivo procede a la validacién de los mismos en el siste-
ma informatico. Es frecuente la falta de comunicacién
con los facultativos solicitantes y la escasa informa-
cién del paciente, lo que dificulta a veces la valoracién
correcta de los resultados obtenidos. En este sentido,
puede ocurrir que se realice un diagndstico erréneo de
un parametro hemostatico, por ejemplo si no existe
informacién de que el paciente estd recibiendo trata-
miento anticoagulante. Es importante también reali-
zar en esta etapa la valoracién global de los resultados,
observando si un pardmetro tiene tendencia a desviar-
se en un sentido. Asimismo, valorando de forma indi-
vidual los resultados, podemos detectar incoherencias
que nos hagan reevaluar la fase preanalitica o analitica.
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Tabla 1. Componentes de un sistema de automatizacion
en un laboratorio clinico

-Area de entrada de muestras: Se realiza la clasificacion de las muestras,
separacion de pruebas ordinarias/especiales, si requieren centrifugacion o
retirada de tapdn, alicuotas

-Area de lectura de codigo de barras
- Sistema de transporte: Trasladan las muestras a los destinos apropiados

- Centrifugacion automatica (refrigerada para muestras de coagulacion), tras
la cual las muestras regresan al sistema de transporte

- Sistemas que comprueban la integridad de la muestra (volumen, presencia
de coagulos, fibrina, hemdlisis, lipemia o bilirrubina). Pocos sistemas
incorporan este paso porque en muchos casos los propios analizadores
tienen esta funcion

- Retirada de tapones de las muestras
- Preparacidn de alicuotas si necesario

- Sistema de transporte al analizador que permite la aspiracion de la muestra
y realizacion de las pruebas solicitadas

- Re-taponamiento de los tubos
- Mddulo de conservacién temporal de las muestras: Donde permanecen

hasta que se verifican los resultados por si hay que realizar repeticiones o
pruebas adicionales

- Zonas de almacenamiento de las muestras ya procesadas donde
permanecen el tiempo estipulado por cada laboratorio hasta su
eliminacién. Pueden estar refrigeradas

Un aspecto a tener en cuenta en esta fase es el control
de los plazos de respuesta fijados para cada prueba.

Automatizacion del laboratorio de hemostasia

La automatizacion en el laboratorio de hemostasia, al
igual que en el resto de los laboratorios clinicos, ha
conllevado el uso combinado y conjunto de la infor-
matica, de la robética y de los analizadores para ma-
nipular las muestras antes, durante y después de las
mediciones. Surge en un intento de mejorar el flujo de
trabajo, disminuir los tiempos de ejecucidn, la tasa de
errores en el proceso analitico o de informe de resulta-
dos, y por la dificultad de disponer de personal cualifi-
cado y por la existencia de un aumento en la demanda
asistencial. Todo ello se traduce en una disminucién
de los costes y una mejora de la calidad.

Cualquier laboratorio que considere implantar un
sistema de automatizacién debe comenzar por esta-
blecer cudl es su estado actual, y cuéles son sus necesi-
dades y expectativas. Ademads, es importante un buen
conocimiento de todo el proceso de trabajo, desde la
entrada de la muestra, su distribucién, analisis y alma-
cenamiento, asi como la validacién e informe de los
resultados.

El grado de automatizacién puede ser parcial o total,
lo que vendra determinado por el tamafio y compleji-
dad del laboratorio (Tabla 1). En ocasiones, la automa-

tizacién es parcial incluyendo tnicamente algunos de
los pasos del proceso de trabajo que son mds suscepti-
bles de mejora. La automatizacion total “ideal” incluye
todo el proceso desde la fase preanalitica a la postana-
litica, englobando todas las especialidades del labora-
torio. Esto ha permitido que en la actualidad los labo-
ratorios clinicos se estén organizando de acuerdo con
criterios tecnoldgicos, consolidando en el mismo espa-
cio mediciones de diversas especialidades y dando lu-
gar a laboratorios pluridisciplinales. Este tipo de orga-
nizacién no excluye que la responsabilidad sobre cada
proceso recaiga sobre el especialista correspondiente.

El laboratorio de hemostasia ha estado casi siempre
unido al de hematimetria, constituyendo el laboratorio
de hematologia bajo la responsabilidad de un médico
especialista en hematologia y hemoterapia. Este hecho
es importante, ya que este especialista es el Gnico que
durante su formacién adquiere una visién global capaz
de integrar datos clinicos y analiticos, y, por tanto, con
una capacidad mayor de interpretacién de los resulta-
dos analiticos. No todas las casas comerciales tienen
sistemas compatibles con la automatizacion total del
laboratorio de hematologia, y son escasos los ejemplos
que podemos ver en este sentido (A&T Corporation,
Integrated Laboratory Automation Solutions, Roche
Diagnostics, Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Thermo Fisher Scientific, etc.). Ademads, el laborato-
rio de hematologia y, en concreto, el de hemostasia
presentan unas condiciones propias de clasificacién
y manejo de las muestras diferentes a las del resto.
Dado que en la fase preanalitica tienen lugar la mayo-
ria de los errores del laboratorio, es uno de los proce-
sos que mas se puede beneficiar de la automatizacién.

Es interesante, una vez conseguida la automatiza-
cién del laboratorio realizar una evaluacién antes y
después del proceso, que incluya pardmetros de tiem-
po, productividad, control de calidad, satisfaccién de
los clinicos o incluso seguridad de los empleados, al
disminuir la manipulacién de las muestras y, por tan-
to, el riesgo de accidentes biolégicos.

Recientemente, se han ido implantando modelos de
automatizacion del laboratorio que proponen una des-
centralizacién parcial mediante la realizacion de prue-
bas en el lugar de asistencia al paciente (pruebas a la ca-
becera del paciente o POC [point of care]). Esto ha sido
posible por el desarrollo de analizadores portatiles, de
pequefo tamafo, que pueden utilizarse en el lugar de
asistencia (ambulancias, centros periféricos o domicilio
del paciente). En lo referente a la hemostasia, han ido
cobrando importancia los coagulémetros portatiles ca-
paces de determinar el INR en sangre capilar en pacien-
tes en tratamiento con antivitaminas K. Las ventajas
asociadas a este tipo de analizadores incluyen la pun-
cién capilar (no venosa), el no requerir centrifugacién
de la muestra, el menor tiempo de espera hasta la ob-
tencién del resultado y la realizacién de la analitica en
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el propio domicilio del paciente o en centros periféri-
cos (sin requerir envio de muestras al laboratorio). Los
inconvenientes incluirfan un posible mayor coste por
medicién (cuestionable), la variacién respecto a los re-
sultados obtenidos en muestra venosa, el desarrollo de
un programa de calidad adecuado y la incorrecta for-
macién del personal encargado de hacer las mediciones
(aspecto fundamental). Generalmente, el propio fabri-
cante del coaguldmetro portatil suministra una aplica-
cién informdtica que puede conectarse con el sistema
de informacion del laboratorio o historia clinica elec-
trénica para realizar la transferencia de datos y que per-
mite, ademds, afadir un calendario con la pauta ade-
cuada y validar el resultado de acuerdo con el nivel de
anticoagulacién definido para el paciente.

Tecnologias de la informacion y automatizacion

Los sistemas informaticos son un elemento clave en
cualquier proceso de automatizacién, ya que se nece-
sita que exista una comunicacién entre el sistema in-
formatico del laboratorio (LIS) y los sistemas integra-
dos automatizados. La comunicacién entre todos los
sistemas implicados debe permitir un flujo de infor-
macién rdpido y preciso. También permite identificar
en qué analizador se ha procesado una determinada
muestra, asi como poder realizar comparaciones de
los controles de calidad para una misma prueba que se
realiza en varios equipos.

El sistema informatico deberia incluir la entrada de
datos e informacién sobre la fase preanalitica (lectu-
ra del ID del cédigo de barras de la muestra y volante
de peticién, informacién de la procedencia de la mis-
ma...), el proceso de la muestra (cuéles son las pruebas
que hay que realizar, programar pruebas complemen-
tarias, transmisién de resultados...), y el proceso de va-
lidacién y reporte de resultados, aunque éste es dificil
de automatizar dada la importancia del factor huma-
no en la interpretacion de los resultados. Aun asi, pue-
de incluir un proceso de autoverificacién, permitiendo
realizar repeticiones, diluciones o posibilidad de vali-
dar los resultados segtin condiciones preestablecidas.

EI LIS nos va a permitir, ademas, asignar las pruebas
alos equipos en el momento de su introduccidn, elimi-
nando la necesidad de listas de trabajo, ya que la asig-
nacién de pruebas se realiza de forma continua, en-
viando la informacién a los analizadores que realizan
una consulta fost-query en modo local, y respondien-
do alos analizadores que efecttan la pregunta directa-
mente al sistema de informacion del laboratorio. En el
caso de técnicas manuales o realizadas en equipos que
no estan on-line, permite imprimir la lista de trabajo en
cualquier momento.

Es habitual que existan registros para el control de
incidencias relacionadas con la muestra o su procesa-
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miento, para que puedan reclamarse lo antes posible
si ha habido problemas en la realizacién del estudio
solicitado, y programas de gestién de almacenes que
nos permitan llevar a cabo un control preciso sobre las
existencias de reactivos y posibles caducidades.

Gestion informatizada en el laboratorio

La mejora en los sistemas de informacién y la automati-
zacién ha permitido avanzar hacia la creacién de redes
integradas de laboratorios en un drea de salud que in-
cluye atencién primaria y especializada, y su conexién
con la red de sistemas de informacién de los hospita-
les. Todo esto requiere una reestructuracién de los ser-
vicios de diagnédstico con la conexién entre un laborato-
rio central dotado con la robotizacién adecuada y que
sirve de referencia, que asume las pruebas complejas y
que es responsable de la calidad de sus resultados. Al
mismo tiempo, dicho laboratorio debe ser responsable
de la eficacia de todas sus dreas, laboratorios satélites y
de los andlisis realizados por POC mediante la conexién
de los sistemas de informacién y el adecuado disefio
del flujo de muestras. Un objetivo primordial es la inte-
gracién de la informacién de las tres fases del proceso
analitico (preanalitica, analitica y postanalitica) en una
sola aplicacién informatica. Asi se consigue que exista
un Unico punto de entrada, un solo informe y una sola
historia clinica de laboratorio, para que también duran-
te el proceso de validacién puedan consultarse todas las
analiticas realizadas. Asimismo, existen distintos nive-
les de acceso en el laboratorio para que un facultativo
pueda solo modificar o validar pruebas realizadas en su
departamento, o para que el personal técnico no pueda
validar resultados que requieran la interpretacién de un
facultativo (Tabla 2). Todo ello, siguiendo las directrices
de la Ley de Proteccién de Datos.

Es importante que el sistema de peticiones esté co-
nectado al programa de historia clinica electrénica,
siendo deseable que la informacién generada en cada
uno de los laboratorios se integre en la historia clini-
ca electrénica y se conozca a tiempo real. Otra de las
caracteristicas que debe tener un sistema de informa-
cién es la posibilidad de realizar busquedas especificas
y exportar de forma fAcil estos datos a Microsoft Excel
u otras aplicaciones similares para su tratamiento pos-
terior y realizacién de estadisticas.

Comunicacion clinico-laboratorio

Por otro lado, los sistemas informaticos y la comunica-
cién por via web son instrumentos muy eficaces ya que
facilitan la conexién entre el clinico y el laboratorio.

Los sistemas informdticos permiten a los clinicos
consultar los resultados en tiempo real del andlisis ac-
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Tabla 2. Areas de acceso a los datos

Entrada de datos. Fase preanalitica Personal administrativo/enfermeria

Proceso de muestras (fase analitica)  Personal técnico/facultativo
Validacion de resultados/Informes Personal facultativo

Area de mantenimiento
(ficheros maestros)

Personal encargado de la
actualizacién y mantenimiento
de ficheros maestros

tual y de todos los histéricos del paciente, sin tener
que depender de un informe en papel. El hecho de po-
der interpretar el resultado de un estudio de coagu-
lacién teniendo en cuenta los estudios histéricos del
paciente aumenta la eficacia, evita errores en la inter-
pretacién de los resultados y mejora la calidad del pro-
ceso analitico. Ademds, puede ayudar a disminuir el
nimero de repeticiones y la demanda de nuevas prue-
bas. Un punto a destacar es la posibilidad de estable-
cer los niveles de acceso de la aplicacién, permitiendo
que el facultativo pueda acceder sélo a sus pacientes,
alos de su servicio o a todos. La bisqueda de datos de
paciente se puede realizar desde diferentes items: ape-
llido y nombre, nimero de historia clinica, nimero de
documento, direccién de paciente, etc.

Otra utilidad de la informatica aplicada al laboratorio
es que permite acceder al catdlogo de pruebas del labo-
ratorio para informarse del tipo de muestra que se pre-
cisa, condiciones de extraccién y conservacion, rangos
de normalidad, costes, interacciones, o incluso la exis-
tencia de avisos que cuestionen las repeticiones basan-
dose en resultados previos, diagnéstico o medicacion.

Existen soluciones informadticas que actGan conec-
tando al clinico con el sistema de informacién del la-
boratorio, conocidos como los sistemas expertos. Permi-
ten guiar a los clinicos en el momento de realizar una
peticién y combinar la informacién aportada por el cli-
nico con los resultados obtenidos del laboratorio, para
dar una interpretacién especifica o incluso generar
otras magnitudes a realizar sobre la misma muestra.
Con estos sistemas se disminuye el nimero de deter-
minaciones, el nimero de muestras extraidas, el tiem-
po de respuesta y los costes. Incluso pueden contener
protocolos de peticién y algoritmos de decisién con
pruebas encadenadas que ayuden a los clinicos a soli-
citar las peticiones correctas para un determinado pa-
ciente, o contener hiperenlaces de interés a bibliogra-
fia o guias relevantes existentes en la web.

Elaboracion de un cuadro de mando integral en
el laboratorio clinico y elaboracion de indicadores

El cuadro de mando es un instrumento de control de
gestién de calidad total que empezé a definirse en la dé-
cada de los noventa por Norton y Kaplan. Consiste en

establecer una serie de objetivos desarrollando un sis-
tema de medida basado en indicadores para monitori-
zar los resultados. Este modelo se fue ampliando hasta
lo que se denomind “cuadro de mando integral” o BSC
(balanced scorecard), estructurado en torno a cuatro pers-
pectivas: la financiacién (sc6mo son nuestros resultados
financieros¢), el proceso interno (sen qué procesos de-
bemos lograr la excelencia para garantizar el éxito?), el
factor humano (3cémo podemos mejorar nuestros re-
cursos humanos y tecnologias de informaciéné) y el
cliente (scémo nos ven nuestros clientes¢), llegando a
convertirse en un sistema de gestién estratégico aplica-
ble también al laboratorio clinico. Se trata de una herra-
mienta valiosa ya que proporciona una estrategia en la
que se definen y comunican los objetivos, promovien-
do un alineamiento estratégico de toda la organizacién
y un trabajo coordinado en equipo.

Para la elaboracién de un BSC en el laboratorio se re-
quiere la seleccién de una serie de indicadores segtn
los objetivos estratégicos de las distintas perspectivas
(mapa estratégico), estableciendo metas definidas para
ellos. Asi podran aplicarse acciones de mejora para
cumplir con dichas metas retroalimentando el sistema,
ya que es fundamental la adaptacién ante un entorno
permanentemente en cambio. Esta monitorizacién de
los indicadores es una herramienta de evaluacién que
asegura que los recursos sean utilizados con el maxi-
mo de eficiencia para responder a los objetivos fijados.
Los indicadores son utiles para procesar y comparar
a través del tiempo la eficiencia de una organizacién,
y evaluar el éxito o fracaso de la implementacién de
cualquier modelo de gestién.

EI BCS nos permite la realizacién de estadisticas pre-
programadas de los diferentes sectores que integran el
sistema: estadisticas de pacientes, de médicos o de ér-
denes de practicas con calculo de las unidades de labo-
ratorio (UL), etc. Ademads de las estadisticas programa-
das es factible realizar las que requiera cada usuario de
acuerdo con los datos existentes en las diferentes ba-
ses del sistema. Este modelo ya se ha aplicado con éxi-
to en algunas instituciones sanitarias publicas.

Analisis de coste-beneficio

La decisién de automatizar el laboratorio conlleva
una inversién econdémica considerable, siendo im-
portante establecer cudl va a ser el periodo necesario
para analizar la inversién realizada. Es conveniente
efectuar un estudio exhaustivo del impacto del pro-
yecto en el coste por medicidn, y ver si ello puede
justificar la puesta en marcha del proyecto. A esto
hay que afadir que existe muy poca informacién pu-
blicada al respecto, por lo que se generan dudas so-
bre su viabilidad real. Es importante tener en cuenta
numerosos factores que a veces se olvidan o son di-
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ficiles de cuantificar (disminucién de tasa de errores,
aumento de la seguridad, el cambio cualitativo de la
labor del personal...).

El area econémico-financiera es una de las mas difi-
ciles de valorar y comparar, debido a que muchas ve-
ces no se encuentran los indicadores idéneos que re-
flejen la buena marcha financiera del laboratorio. La
automatizacién puede facilitar el anélisis de los costes
directos del laboratorio de hemostasia y disminuir los
costes directos de personal.

‘Benchmarking’

La evaluacién de los procesos, de la practica clinica y
de los resultados puede llevarse a cabo mediante una
herramienta de mejora continua denominada bench-
marking. Se trata de un proceso sistematico por el que
una organizacién compara sus procesos y resultados
frente a otras similares en una materia determinada,
en un intento de disminuir la tasa de errores, los cos-
tes debidos a las reclamaciones, y producir una mejo-
ra en el cumplimiento de la normativa vigente. Es una
herramienta de aprendizaje continuo que nos permi-
te tomar medidas de mejora adaptando a la organi-
zacién los conocimientos aprendidos en busca de la
excelencia en su rendimiento. Este método es funda-
mental aplicado al laboratorio u organizaciones sani-
tarias, ya que permite que la empresa sobreviva con
recursos econémicos limitados. Para que los datos en-
tre distintas organizaciones sean comparables, es im-
prescindible consensuar las formas de medir y de eva-
luar la actividad estableciendo indicadores apropiados.
Los requisitos que debe cumplir un indicador son: que
sea relevante, fiable, discriminatorio, objetivo, exen-
to de riesgos, valido y adecuado para medir el obje-
tivo marcado. La misma importancia tiene el estable-
cimiento de buenos indicadores como la seleccién del
objetivo a medir (que sean procesos criticos para el re-
sultado y susceptibles de mejora).

Un ejemplo de benchmarking en el laboratorio de he-
mostasia podria ser el control de calidad externo, que,
ademads de comprobar la calidad de nuestros resulta-
dos, nos permite compararnos con otros laboratorios
que utilizan los mismos autoanalizadores. También
podria existir la posibilidad de benchmarking interno
si, por ejemplo, establecemos indicadores en la fase
preanalitica (muestras rechazadas por problemas en el
transporte, extraccién, anticoagulante inadecuado...).
Asi, tras su posterior analisis, podemos implantar me-
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didas de mejora que nos permitan corregir los errores
cometidos en esta fase.

Consideraciones finales

Los sistemas de automatizacién se han desarrollado
de forma importante en las tltimas décadas, lo que ha
permitido una mejoria en la calidad del proceso, aho-
rro de tiempo de trabajo y una mayor seguridad para
el personal implicado, disminuyendo las intervencio-
nes manuales. Sin embargo, en la actualidad, atn no se
ha generalizado su uso en los laboratorios de hemos-
tasia, aunque probablemente en los préximos afos va-
yan implantandose de forma gradual. Asimismo, es de
gran importancia el desarrollo de los sistemas infor-
maticos que han permitido afadir funcionalidad a los
sistemas de informacién del laboratorio, y facilitar la
realizacién de mdaltiples tareas garantizando una inte-
gracién de la informacién dentro del laboratorio, y de
éste con el hospital y las dreas de atencién extrahospi-
talaria (atencién primaria y especializada).
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