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Introducción

El desarrollo en el conocimiento del sistema hemos-
tático, al igual que ha sucedido en las diferentes par-
celas de la medicina, ha venido de la mano, en gran 
medida, de la aplicación de nueva tecnología apli-
cada a la identificación y caracterización de los pro-
blemas hemorrágicos y, años más adelante, de los 
problemas trombóticos. Durante algunas décadas 
surgieron pruebas diagnósticas cuyo fundamento 
estaba basado, fundamentalmente, en la “cuantifi-
cación” de la activación del sistema hemostático y, 
para ello, se medía el tiempo de formación del trom-
bo de fibrina in vitro, tras la adición al plasma de dis-
tintos activadores del sistema de coagulación. Esta 
primera época, que podemos definir estrictamente 
como “coagulativa”, se fue enriqueciendo con el ad-
venimiento de los verdaderos motores responsables 
en el crecimiento de la metodología diagnóstica de 
la medicina moderna, que podemos identificar en 
varias etapas separadas en sus inicios, pero coinci-
dentes en buena parte en su desarrollo: la química 
proteica, la inmunología, la biología celular y mo-
lecular y la medicina ómica. 

Junto con el despliegue de la fase “coagulativa”, 
los años setenta fueron testigos del crecimiento de 
la química proteica y la inmunología, que aporta-
ron un enriquecimiento muy notable del laboratorio 
médico. Los años ochenta presenciaron la automati-
zación y estandarización de los laboratorios de he-
mostasia, así como el nacimiento de la biología ce-
lular y molecular como herramientas diagnósticas, 
aportando bases sólidas en el proceder diagnóstico 
de la medicina. Poder contar con esa metodología ha 
propiciado que en la última década hayamos vivido 
una auténtica explosión tecnológica en el ámbito de 
lo que se viene denominando “medicina ómica” (ge-
nómica, trascriptómica, proteómica, metabolómi-
ca, glicómica, etc.), áreas en continuo y rápido creci-
miento, y que hace difícil hacer predicciones. 

Todo lo acontecido ha incidido en la forma de en-
tender la enfermedad y también está modificando 
los procedimientos diagnósticos, lo que posible-
mente nos llevará a plantearnos una nueva forma de 
hacer en el futuro inmediato.

No es nuestra intención en estas páginas hacer un 
repaso exhaustivo de la evolución de los procedi-
mientos diagnósticos en el campo de hemostasia y 

la trombosis. Nuestra tarea se centrará en comen-
tar los aspectos que hemos podido vivir en nues-
tros laboratorios, impulsados por la necesidad de 
nuevos procedimientos para poder realizar un me-
jor diagnóstico que, a nuestro juicio, han incidido y 
contribuido al cuidado y la prevención de las diáte-
sis hemorrágicas y la enfermedad tromboembólica. 
Abordaremos esta tarea analizando esas “eras” esta-
blecidas por el avance tecnológico (Tabla 1).

Era coagulativa

El estudio del sistema hemostático vino impulsado 
por varios intereses. En primer lugar, para intentar 
aclarar las causas de las diátesis hemorrágicas congé-
nitas severas. Su estudio propició la identificación de 
proteínas que formaban parte de un sistema del que 
se disponía de muy poca información, lo que poco a 
poco ayudó a establecer el diseño de interacción de 
proteínas del sistema hemostático y la elaboración de 
la “catarata de la coagulación sanguínea”. No nos de-
tendremos en este apartado donde hay recientes y 
muy completas revisiones(1-5).

Un segundo aspecto perseguido en este periodo era 
poder contar con pruebas de laboratorio que tuvie-
sen un valor predictivo de riesgo hemorrágico y que 
pudiesen ser aplicadas de forma sencilla en el labo-
ratorio clínico. Más adelante, el objetivo se fue am-
pliando, pues también se perseguía establecer el diag-
nóstico de estados de hipercoagulabilidad, así como 
la detección y caracterización de estados de trombo-
filia hereditaria y adquirida.

Las herramientas iniciales de trabajo en la “era coa-
gulativa” fueron rudimentarias, como el tiempo de 
coagulación, el tiempo de coagulación activado(6) y el 
tiempo de protrombina(7). Más adelante fueron incor-
porándose técnicas más complejas con la intención 
de incrementar su precisión, teniendo un especial 
protagonismo en esta parcela la escuela de Oxford, 
de donde surgió, entre otros, el test de generación de 
tromboplastina (TGT)(8), la dosificación de proteínas 
de la coagulación en uno o dos tiempos, la identifi-
cación de inhibidores de factores de coagulación, la 
detección del anticoagulante lúpico, etc.(1,2,4,9). Si bien 
estas técnicas servían para identificar deficiencias de 
proteínas del sistema hemostático, ya desde su apli-
cación en el laboratorio clínico venían acompañadas 
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de dudas y críticas a su rentabilidad, que se manten-
drán con el paso de los años(10,11).

Curiosamente, ya a mediados de siglo pasado sur-
gió una prueba que medía la formación “a tiempo 
real” del coágulo, la tromboelastografía(12), y hace una 
década aproximadamente ha vuelto a resurgir en am-
bientes especialmente relacionados con la anestesio-
logía, si bien la utilidad y aplicabilidad clínica de la 
tromboelastografía sigue en discusión(13).

En los años sesenta también se inició la búsqueda de 
pruebas de laboratorio que ayudasen a establecer es-
tados de hipercoagulabilidad, como el test de las 3P 
(plasma protamine paraprotein)(14). La nueva metodología, 
por desgracia, se veía acompañada de la falta absoluta 
de automatización en los laboratorios de coagulación. 

Dentro de las pruebas coagulativas, merece una es-
pecial atención la incorporación del INR (international 
normalized ratio) en los años ochenta, que ayudó de for-
ma rotunda a estandarizar y mejorar el control de la 
terapia anticoagulante con antivitaminas K(15). Actual-
mente estamos viviendo el inicio del cambio de los 
fármacos utilizados en la terapia anticoagulante oral, 
vigentes durante más de 50 años. Han aparecido los 
nuevos anticoagulantes orales, que han mostrado un 
magnífico nivel de seguridad y eficacia(16,17), y su apli-

cación generalizada en la prevención de complicacio-
nes tromboembólicas en patología de alta frecuencia, 
como es la fibrilación auricular, no tardará en asentar-
se. Una gran ventaja de los nuevos fármacos es la no 
necesidad de controles biológicos. Sin embargo, se es-
tán desarrollando nuevas pruebas coagulativas que 
puedan ayudarnos en situaciones específicas o com-
plejas, como ante una insuficiencia renal o la aparición 
de una complicación hemorrágica o trombótica en pa-
cientes en tratamiento con los nuevos fármacos(18,19) 

En los años ochenta, el estudio de familias con ten-
dencia relevante a sufrir episodios trombóticos en te-
rritorios venosos impulsó el descubrimiento de un 
nuevo sistema anticoagulante, el de la proteína C 
(PC). La deficiencia de las proteínas que forman par-
te de ese sistema, como la PC y su cofactor, la proteí-
na S, se identificaron como nuevos estados trombo-
fílicos. El estudio de las proteínas C y S se incorporó, 
junto a la dosificación de la actividad anticoagulan-
te de la antitrombina (AT), como nuevos y útiles pa-
rámetros coagulativos con capacidad de detectar es-
tados de trombofilia hereditaria(20, 21). Los hallazgos 
hicieron concebir la trombofilia hereditaria como en-
fermedad monogénica; sin embargo, una década más 
tarde asistiremos, gracias especialmente a la incorpo-

Tabla 1.  Evolución de la metodología diagnóstica en el estudio de la patología del sistema hemostático

Era coagulativa

a.	� Época inicial (desde el primer tercio de siglo XX): tiempos de coagulación, protrombina y tromboplastina, test de generación de tromboplastina, 
tromboelastografía, test de las 3P, monómeros de fibrina, detección de inhibidores, inhibidor lúpico, dosificación de factores de coagulación en uno  
y dos pasos, etc.

b.	� Desde los años ochenta: automatización y estandarización. Introducción de los coagulómetros automáticos, INR, dosificación de inhibidores –proteínas 
C y S, antitrombina–, incorporación de sustratos cromogénicos –actividad anti-IIa y anti-Xa–, estudios de complejos trombina-antitrombina, etc.

c.	� Desde los años noventa: resistencia a la proteína C, mejora del estudio del inhibidor lúpico, test de generación de trombina, nuevas pruebas para el 
control de los nuevos anticoagulantes orales –Hemoclot®, ecarina...–, etc.

Era del inmunoensayo

a.	� Años sesenta y setenta: inmunodifusión doble de Ouchterlony, inmunodifusión radial de Mancini, inmunoelectroforesis, electroforesis en geles de 
acrilamida, electroinmunodifusión de Laurell, radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunorradiométrico (IRMA), electroforesis bidimensional, etc.

b.	� Años ochenta y noventa: Western blot, inmunoprecipitación, enzimoinmunoanálisis (ELISA), pruebas de aglutinación de látex, estudio de multímeros de 
FvW, etc.

c.	� Desde los años noventa: mejoras en los procedimientos electroforéticos, estudio de micropartículas, quimioluminiscencia, nanotecnología, proteómica, 
etc.

Era de la biología molecular

a.	� Desde los años ochenta: estudio de mutaciones y polimorfismos genéticos. Southern blot, estudio de fragmentos de restricción, múltiples 
amplificaciones e hibridaciones de sonda, etc.

b.	� Desde los años noventa: inicio de la farmacogenética, estudios postraducionales, medicina ómica (GWAS, estudio de micro-ARN, etc.).

Estudio de plaquetas

	� Estudio de frotis de sangre periférica, tiempo de hemorragia, pruebas de agregación y aglutinación plaquetaria, estudio de adhesión a diferentes 
superficies, electroforesis de membrana plaquetaria, citometría de flujo, microscopía electrónica, aplicación de procedimientos simplificados en la 
cercanía del enfermo –PFA-100®, VerifyNow®, Impact®, Ultegra®, VASP, tromboelastografía, ...– etc.
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ración de la herramienta de la biología molecular en 
el diagnóstico de los estados trombofílicos, a enten-
der esta patología como enfermedad poligénica(22,23). 
Pero, sin duda, el gran avance vivido en la década de 
los ochenta, como hemos indicado previamente, fue 
la generalización de la automatización y estandariza-
ción de las pruebas de coagulación en los laborato-
rios de trombosis y hemostasia, con la incorporación 
a los laboratorios clínicos de coagulación de los coa-
gulómetros versátiles y de alta precisión.

Posiblemente, la última prueba “coagulativa” con 
carácter innovador, que fue incorporada a mitad de 
los años noventa de forma generalizada en los labo-
ratorios clínicos de coagulación, ha sido la determi-
nación biológica de la resistencia a la PC activada(24), 
a la que también se suman las continuas modificacio-
nes para mejorar las técnicas coagulativas que persi-
guen mejorar la sensibilidad y especificidad del anti-
coagulante lúpico(25).

Las técnicas coagulativas, como hemos indicado 
basadas en la determinación del tiempo de forma-
ción del coagulo de fibrina, se vieron complementa-
das desde el inicio de los años ochenta con técnicas 
enzimáticas o pruebas de sustratos cromogénicos, 
metodología aún ple-
namente vigente y 
automatizada. 

Era del 
inmunoensayo

En los años sesenta y 
setenta se fueron in-
troduciendo en los la-
boratorios clínicos las 
técnicas relacionadas y 
utilizadas en el campo 
de la química proteica. 
El mejor conocimien-
to de las propiedades 
electroforéticas de las 
proteínas y la obten-
ción de un buen núme-
ro de anticuerpos poli-
clonales facilitaron el 
camino. Pruebas tan 
sencillas como la in-
munodifusión doble de 
Ouchterlony(26), la in-
munodifusión radial de 
Mancini(27), la inmuno-
electroforesis y contra-
inmunoelectroforesis, 
etc., posibilitaron la de-
terminación antigénica 

de las proteínas de la coagulación, pudiendo confron-
tar y comparar su contenido antigénico en el plas-
ma con su verdadera actividad coagulativa. Ello se 
vio aún más facilitado con la inmunoelectroforesis 
cuantitativa de Laurell(28) y con el estudio de las mo-
vilidades electroforéticas de las proteínas utilizando 
la inmunoelectroforesis cruzada antígeno-anticuer-
po, metodologías que permitieron, entre otras mu-
chas cosas, diferenciar la hemofilia A y la enfermedad 
de von Willebrand (EvW), identificar formas varian-
tes de proteínas que se presumían deficientes en el 
plasma al perder o disminuir su actividad coagulan-
te –las formas tipo II de la deficiencia de la AT, PC, 
etc.–, verificar anomalías de gammacarboxilación de 
proteínas vitaminas K-dependientes cuando se reali-
zaba una electroforesis cruzada en presencia de cal-
cio, etc.(29-33).

Se aumentó la sensibilidad de las pruebas con la 
utilización de material radiactivo (antígeno o anti-
cuerpo), pudiendo cuantificar pequeñas cantidades 
de proteínas circulantes con el radioinmunoensa-
yo (RIA), anomalías cuantitativas/cualitativas de las 
proteínas de coagulación con el ensayo inmunorra-
diométrico (IRMA), o “afinando” trastornos de mo-

FvW: Ag Radio - CIEA B

C D

Figura 1. A. Cuantificación del factor de von Willebrand (FvW) por electroinmunodifusión de Laurell. 
B. Inmunoelecetroforesis cruzada antígeno-anticuerpo del antígeno del FvW, en muestra plasmática 
obtenida antes y después de desmopresina (DDAVP). C. Estudio de composición multimérica del 
FvW en muestras de pacientes con diferentes variantes de la EvW (Fotografía del Fondo de Imagen 
en hematología de la Sociedad Española de Hematología y Hemoterapia –SEHH–. Fotografía cedida 
por J. Batlle, S. Noya y M. F. López). D. Electroforesis en muestra en gel de acrilamida (SDS-PAGE).



| 64 | haematologica/edición española | 2011; 96 (Extra 1)

LIII Reunión Nacional de la SEHH y XXVII Nacional de la SETH. X Lección Conmemorativa Ricardo Castillo

vilidad electroforética utilizando la electroforesis cru-
zada antígeno-anticuerpo (Radio-CIE)(34-36) (Figura 1). 
Igualmente, ha servido para poder investigar la capaci-
dad de captación y secreción de diferentes sustancias, 
como la serotonina, por parte de las plaquetas(37)

La obtención de los anticuerpos monoclonales su-
puso en toda la medicina un notabilísimo avance, 
mejorando las posibilidades del diagnóstico biológi-
co. Se dio un salto cualitativo de gran importancia en 
cuanto a la sensibilidad y especificidad de las técnicas 
electroforéticas, que permitieron, aplicando tecnolo-
gía como el Western blot, identificar pequeñas cantida-
des de proteínas presentes en membranas celulares o 
en el plasma(38,39). De especial relevancia fue el estudio 
de la distribución de los multímeros del Factor de von 
Willebrand (FvW), que han servido para poder esta-
blecer la clasificación de la EvW(40,41). La utilización de 
los anticuerpos monoclonales en la citometría de flu-
jo nos permitió identificar y hasta cuantificar el nú-
mero de receptores presentes en la superficie celular, 
lo que ha supuesto un paso muy notable para simpli-
ficar el diagnóstico y caracterización de las trombo-
patías congénitas (ver más adelante).

Si bien las técnicas que utilizaban isótopos radiacti-
vos supusieron un paso adelante en el desarrollo tec-
nológico y aplicación metodológica en el diagnóstico 
de laboratorio de hemostasia y trombosis, fue mu-
cho más decisivo la sustitución de estas técnicas por 
las de enzimoinmunoanálisis (ELISA) y por tecnolo-
gías de inmunoensayo basadas en aglutinación de lá-
tex, evitando las limitaciones y el peligro del uso de 
los isótopos radiactivos(42). Esta metodología se en-
cuentra hoy en día totalmente automatizada en mu-
chos laboratorios de hemostasia, empleándose para 
fines distintos, como la detección de deficiencias de 
coagulación –antígeno del FvW (FvW:Ag), antígeno 
de la subunidad “a” del factor XIII, de la proteasa ac-
tivadora del factor VII (FSAP), etc.–, para ayudar en el 
diagnóstico del tromboembolismo venoso –dímero-
D–, marcadores de hipercoagulabilidad – fragmento 
1 + 2 de la protrombina (F1+2), complejos T-AT, etc.–
, anticuerpos antifosfolípidos –anticardiolipina o β2-
glicoproteína I (β2-GPI)–, complejo heparina/factor 4 
plaquetario para el diagnóstico de trombocitopenia 
inducida por heparina, etc.(42). Menor implantación 
tienen actualmente las técnicas de quimioluminis-
cencia basadas en inmunoensayos, pero es factible su 
presencia en los laboratorios en un breve periodo de 
tiempo, lo que permitirá cuantificar muy pequeñas 
cantidades del parámetro estudiado. 

Durante años, numerosos marcadores como los 
complejos T-AT, el F1+2 de la protrombina, el mo-
nómero de fibrina, etc., se utilizaron para ver si po-
dían ser buenos marcadores de hipercoagulabilidad. 
Sin embargo, con el paso de los años se mantiene aún 

la duda de si la variación en esos parámetros refle-
ja verdaderamente la causa del estado protrombóti-
co o son meramente coincidencia o consecuencia de 
la situación clínica. Este capítulo no está ni mucho 
menos cerrado, y recientemente hemos comproba-
do cómo el nivel plasmático de una proteína “clási-
ca” como es el FvW, marcador reconocido desde hace 
años de daño endotelial, ha sido definido como un 
factor de riesgo independiente de efecto adverso –he-
morrágico y/o trombótico– en pacientes anticoagula-
dos por fibrilación auricular(43). Actualmente se está 
indagando la estrategia del estudio de multimarcado-
res simultáneos, incluyendo parámetros de inflama-
ción, como camino para obtener información clínica 
útil de riesgo protrombótico(44).

Nos gustaría finalizar este apartado señalando que 
estamos en los albores de poder contar con nuevas 
aproximaciones metodológicas de gran utilidad, con 
aplicaciones no sólo diagnósticas, sino también tera-
péuticas, dentro de un área que se encuentra en ple-
no desarrollo como es la nanomedicina(45). Sin duda, 
la nanotecnología, herramienta de la nanomedicina, 
podrá aportar información muy sensible y específi-
ca en el diagnóstico de muchas enfermedades desde 
una perspectiva molecular, y ahí obviamente estarán 
incluidas las que afectan al sistema hemostático, que 
ya cuentan con algunos resultados(46).

Evolución en el estudio  
de la función plaquetaria

Realmente, la primera prueba aplicada para el estu-
dio de la fase tradicionalmente conocida en el siste-
ma hemostático como “hemostasia primaria” ha sido 
el tiempo de hemorragia (TH)(47). Aunque el TH es un 
test fisiológicamente relevante, su realización, pese a 
los esfuerzos para lograr su estandarización, tiene una 
serie de problemas, que incluye su falta de especifi-
cidad y sensibilidad, la alta variabilidad dependien-
do de la experiencia de la persona que realiza la prue-
ba, la frecuente formación de cicatrices en las zonas 
donde se realiza el corte, etc. Ello ha llevado a que el 
TH no sea una prueba recomendada para el estudio 
rutinario de la función plaquetaria, si bien ha tenido 
su utilidad en la investigación del efecto terapéutico 
de productos como la desmopresina (DDAVP) y en el 
diagnóstico y seguimiento de la EvW(48-51).

El test clásico para el estudio del funcionalismo pla-
quetario es el estudio de agregometría, desarrollado 
al inicio de los años sesenta(52,53). Pese al paso de los 
años, es una prueba que adolece de una adecuada es-
tandarización(54), manteniendo su valor como prue-
ba diagnóstica en determinadas trombopatías here-
ditarias, como el síndrome de Bernard-Soulier (SBS), 
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la tromboastenia de Glanzmann (TG) o el tipo 2B de 
la EvW, patologías que suelen presentar un patrón de 
agregación característico(37,55-57). En los años setenta, 
el estudio de la aglutinación plaquetaria con el anti-
biótico ristocetina sirvió para establecer una mayor 
diferencia biológica entre la hemofilia A y la EvW(58). 

El estudio de agregación plaquetaria con los dife-
rentes agonistas –ADP, adrenalina, colágeno, ácido 
araquidónico, etc.– no ha sido útil para identificar 
de forma rutinaria situaciones de incrementado ries-
go vascular –hiperreactividad plaquetaria– o incluso 
para poder ser una prueba recomendada en el control 
de la terapia antiagregante(56, 59).

Como hemos señalado previamente, la citometría 
de flujo se ha convertido en una herramienta de pri-
mera magnitud en el diagnóstico de anomalías cuan-
titativas o cualitativas de las glicoproteínas de mem-
brana plaquetaria, como es el complejo glicoproteína 
GP Ib-IX-V –SBS–, o del complejo GP IIb-IIIa –TG–. 
Estas pruebas se han hecho más accesibles que los 
estudios de Western blot o inmunoprecipitación, que 
en numerosas ocasiones se requerían para poder es-
tablecer el diagnóstico certero de esas raras trombo-
patías(39,59-63). Igualmente, la citometría de flujo es una 
buena prueba para cuantificar el número de ligandos 
de los diferentes receptores de membrana plaqueta-
ria, identificar situaciones donde hay activación pla-
quetaria, diagnosticar anomalías de gránulos plaque-
tarios, etc.(64-66).

En los últimos diez años hemos asistido a diferen-
tes intentos de incorporar nueva metodología que 
hiciese abordable el estudio de la función plaque-
taria, especialmente en pacientes tratados con dife-
rentes antiagregantes plaquetarios. Se han utilizado 
equipos de diferentes generaciones, como el analiza-
dor de función plaquetaria 100 (PFA-100®), el siste-
ma VerifyNow®, Impact®, Ulterga® y nuevas meto-
dologías como la técnica de fosforilación VASP y la 
tromboelastografía, entre otras(13,56,57). En el momen-
to actual solamente se puede indicar para todas ellas 
que siguen siendo herramientas que deben ser utili-
zadas en el ámbito de los ensayos y la investigación, 
no estando recomendado su uso indiscriminado en 
la clínica diaria para control de la terapia antiagre-
gante(56,59). 

Finalmente, se debe indicar que, aunque es una 
prueba morfológica y no funcional, el estudio de mi-
croscopía electrónica es de utilidad, especialmente en 
trombopatías donde existe una alteración de los grá-
nulos plaquetarios(64,67)

En definitiva, sigue existiendo una importante ne-
cesidad de mejorar y contar con nueva metodología 
que aumenten la sensibilidad y especificidad para es-
tablecer de forma adecuada la correlación del estado 
del funcionalismo plaquetario y el riesgo clínico. Las 
nuevas técnicas que acabamos de mencionar, aunque 

en términos generales han simplificado y automati-
zado los procedimientos, no han podido ser valida-
das de forma plenamente aceptada para la rutina clí-
nica y remplazar los estudios clásicos de agregación 
plaquetaria.

Era de la biología molecular

Si bien la era de la biología molecular desde que nace 
no ha tenido interrupción, podemos diferenciar dos 
periodos en medicina. El primero de ellos se caracte-
riza por ser el de la identificación de las mutaciones y 
polimorfismos genéticos y la búsqueda de su asocia-
ción a la presencia o riesgo de padecer una determi-
nada patología. El estudio de los polimorfismos gené-
ticos hizo que apareciera la farmacogenética, donde 
se comprueba que la presencia de diferentes varian-
tes moleculares comunes condiciona distintas res-
puestas a fármacos. A esta primera fase le sigue el pe-
riodo de la medicina genómica que, a su vez, forma 
parte de uno de los diferentes compartimentos que 
han dado nombre a la denominada medicina ómica. 
Haremos referencia a las principales características 
de cada uno de esos periodos.

Mutaciones genéticas

Es a mitad de los años ochenta cuando verdaderamen-
te la metodología aplicada al diagnóstico de enfer-
medades monogénicas empieza a desarrollarse. Con 
aplicaciones muy distintas y bastante más rudimen-
tarias que con las que contamos hoy en día, en 1983 
se abre el campo de la caracterización molecular de 
los estados de trombofilia hereditaria, pues se iden-
tifica la primera mutación en el gen de la AT asocia-
da a riesgo trombótico(68). La identificación molecular 
de este tipo de anomalías monogénicas se realiza par-
tiendo del ADN genómico de células mononucleares 
de sangre periférica del paciente. Los primeros estu-
dios empleaban el método de Southern blot, que per-
mitía identificar grandes deleciones/inserciones o 
mutaciones que causaban polimorfismo en la longi-
tud de los fragmentos de restricción (RFLP)(69). En la 
última década, se han desarrollado sistemas de aná-
lisis más sensibles y sencillos, como el de múltiples 
amplificaciones e hibridaciones de sondas (MLPA), 
que permiten identificar grandes deleciones o inser-
ciones. Sin embargo, el mayor avance en la identi-
ficación de anomalías monogénicas fue posible con 
el desarrollo del método Sanger de secuenciación en 
la década de los ochenta, especialmente aplicado a 
muestras amplificadas por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), ya que permite detectar la mayo-
ría de las mutaciones en deficiencias de AT, PC y S. 
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La aplicación de esta herramienta diagnóstica ha sido 
de utilidad también para la caracterización molecular 
de un amplio número de coagulopatías y trombopa-
tías congénitas(22). El desarrollo de los secuenciadores 
y la disponibilidad de servicios centrales en grandes 
hospitales y universidades ha reducido de forma sig-
nificativa el coste y tiempo de estos procedimientos, 
y supone un punto de apoyo y colaboración impor-
tante a los laboratorios de hemostasia, lo que permite 
extender de forma casi generalizada esta metodolo-
gía. Podemos verificar cómo desde hace años los la-
boratorios españoles están siendo muy activos en la 
caracterización de numerosas anomalías moleculares 
que definen diferentes coagulopatías congénitas(70-72), 
inhibidores de la coagulación que dan lugar a trom-
bofilia(69,73,74) y trombopatías congénitas(75,76). 

También, recientemente se han caracterizado raras 
anomalías moleculares como la primera deficiencia 
homocigota del cofactor II de la heparina(77) y se ha 
conseguido mejorar la definición clínico-biológica-
molecular del estado trombofílico asociado a altera-
ciones de la AT(78,79). La caracterización molecular de 
todas las anomalías está siendo decisiva para poder 
entender mejor la relación estructura-función de gran 
parte de las proteínas del sistema hemostático –co-
rrelación fenotipo-genotipo–, lo que ha facilitado en-
tender, hace ya algunos años, la aparición de inhibi-
dores en algunos pacientes hemofílicos que padecían 
una anomalía molecular específica, o la diferente ex-
presión clínico-biológica de una misma enfermedad, 
como ha sido recientemente indicado en el SBS(80).

Por otra parte, el conocimiento que aportan los es-
tudios moleculares de nuestros pacientes nos pro-
porcionan nuevas hipótesis y sospechas de dife-
rentes mecanismos de enfermar. En concreto, en 
nuestro laboratorio el estudio de mutantes natura-
les de la AT, como la AT Murcia (K241E), sugiere 
la existencia de mecanismos adicionales postradu-
cionales que llevan a la deficiencia funcional de la 
proteína, pudiendo condicionar una glicosilación al-
terada(81). O la sensibilidad conformacional de pro-
teínas hemostáticas para explicar el desarrollo de 
trombosis, tanto en situaciones hereditarias como 
adquiridas(33,82-87).

Polimorfismos genéticos

Al inicio de la última década del pasado siglo, se co-
mienza a estudiar la relevancia clínica de las variacio-
nes comunes en la secuencia del ADN, que son con-
secuencia de errores en la replicación y reparación del 
ADN a lo largo del tiempo. Si el cambio se mantiene 
evolutivamente y alcanza una prevalencia en la po-
blación superior al 1%, pasa de ser considerado una 
mutación a un polimorfismo. Se comprueba que más 

del 90% de los polimorfismos son sustituciones de 
un nucleótido por otro, por lo que se denominan SNP 
(single nucleotide polymorphism). Los demás polimorfis-
mos son pequeñas inserciones o deleciones de una 
a varias decenas de nucleótidos. El interés que des-
pierta el estudio de los SNP en los diferentes cam-
pos de la medicina ha sido enorme, por la posible 
vinculación que pueden tener en la manifestación de 
un determinado fenotipo. El campo del sistema he-
mostático no escapa a ese interés, especialmente en 
la búsqueda de asociación entre el riesgo trombótico 
y el hemorrágico(88-90)

Los estudios de “asociación” han sido una herra-
mienta de gran utilidad para identificar factores de 
riesgo de trombosis venosa, como el Factor V Lei-
den y la protrombina 20210A(91-93), y nos han ense-
ñado que determinados polimorfismos justifican los 
diferentes niveles plasmáticos de factores de coagu-
lación como el fibrinógeno, el Factor VII y el XII(94,95), 
así como pueden afectar la expresión y función de re-
ceptores adhesivos plaquetarios(65,66,98). Se han identi-
ficado una gran cantidad de polimorfismos de genes 
reguladores o modificadores de proteínas del sistema 
hemostático, inflamatorio, etc., todos ellos ‘‘candida-
tos’’ a definir riesgo trombótico o bien arterial o ve-
noso(65,66,96-99), e incluso otros que podrían disminuir el 
riesgo de enfermedad vascular arterial(100-104). Contar 
con estos resultados y ver el efecto sinérgico que pue-
de tener la asociación de varios polimorfismos ayudó 
a cambiar definitivamente el concepto de la trombo-
filia como enfermedad monogénica a trastorno mul-
tigénico y multifactorial(105).

Estudios realizados por el grupo del Hospital de la 
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, siguiendo una 
estrategia de “ligamiento” (estudio GAIT) ha permi-
tido establecer la heredabilidad de un amplio núme-
ro de proteínas del sistema hemostático(106-108) e iden-
tificar lugares ‘‘calientes’’ de genes que hasta ahora 
no se habían relacionado con el sistema hemostáti-
co y que podrían participar en la definición de ries-
go trombótico. 

Indudablemente, los polimorfismos genéticos nos 
han ayudado a comprender un poco más las com-
plejas interacciones genéticas del sistema hemostá-
tico donde, en definitiva, la interacción de determi-
nados polimorfismos puede multiplicar el riesgo de 
trombosis(109,110). Adicionalmente, también tenemos 
datos de cómo los polimorfismos considerados pro-
trombóticos pueden desempeñar un papel beneficio-
so frenando la aparición de complicaciones hemorrá-
gicas(102,111), o muestran cómo pueden interaccionar 
factores genéticos con otros ambientales(112). En de-
finitiva, toda la información acumulada en los últi-
mos quince años nos ha ayudado a entender mejor 
la complejidad y el origen multigénico de la enferme-
dad tromboembólica(105).
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Farmacogenética

Precisamente el conocimiento de la variabilidad ge-
nética de las proteínas implicadas en el manteni-
miento del equilibrio hemostático nos ha permitido 
entender la gran heterogeneidad de la respuesta in-
terindividual a fármacos antitrombóticos. 

La farmacogenética es una nueva disciplina que es-
tudia la influencia genética en la respuesta farmacoló-
gica(113). Tiene como objetivo la posibilidad de actuar 
para prevenir los efectos adversos de drogas y la elec-
ción apropiada del tratamiento más eficaz para cada 
paciente en función de sus características genéticas, 
con la finalidad de conseguir una medicina persona-
lizada. La caracterización en nuestros laboratorios de 
los diferentes perfiles genéticos de las enzimas que 
participan en el metabolismo de fármacos antitrom-
bóticos, o de las dianas de dichos tratamientos, ha 
podido definir la posibilidad de mejora en eficacia y 
disminución de toxicidad de una terapia determina-
da(114,115). En este mismo volumen hay un capítulo es-
pecífico dedicado a este tema, por lo que no nos ex-
tenderemos en estos aspectos.

Hemos demostrado que determinadas variedades 
moleculares del citocromo P450, el complejo vita-
mina K epóxido reductasa 1 (VKORC1) y la calume-
nina, enzimas que participan en el metabolismo del 
acenocumarol, modulan el efecto anticoagulante de 
esa antivitamina K(116-118). 

Por otra parte, las tienopiridinas, y en especial 
el clopidogrel, se emplean como antiagregantes de 
amplio uso en prevención de eventos cardiovascu-
lares y su indicación es habitual tras la colocación 
de stents coronarios. Conocemos la existencia de 
una gran variabilidad interindividual a la respues-
ta al clopidogrel, pudiendo estar implicadas las en-
zimas que participan en su absorción y biotransfor-
mación. Los genes que codifican estas enzimas son 
polimórficos y se ha mostrado que determinadas va-
riantes genéticas influyen en la bioactividad del clo-
pidogrel. Las diferentes “sensibilidades” individuales 
al antiagregante podrían asociarse a la modificación 
del número de eventos cardiovasculares durante el 
primer año después de padecer un infarto de mio-
cardio y comenzar el tratamiento con la tienopiri-
dina(59). Sin embargo, no hay una recomendación de 
estudio farmacogenético al no existir evidencia ple-
namente aceptada de que estos datos puedan ayudar 
a predecir la respuesta terapéutica o a la elección de 
dosis del antiagregante.

La trombolisis es un tratamiento de elección en la 
fase precoz del infarto agudo de miocardio. Sin em-
bargo, es conocido que la mitad de los pacientes tra-
tados no alcanza una óptima perfusión o recanaliza-
ción coronaria. El motivo de esta situación no está 
aclarado. Estudios farmacogenéticos en pacientes so-

metidos a terapia trombolítica sugieren que la sen-
sibilidad del trombo puede estar en relación con el 
polimorfismo del Factor XIII Val34Leu(119), pudien-
do afectar la sensibilidad a la lisis la coexistencia de 
otros polimorfismos de diferentes proteínas de coa-
gulación, o bien de niveles plasmáticos de algunos 
factores de coagulación(120,121).

Todo ello está abriendo perspectivas innovadoras 
en la propia terapia antitrombótica, y la más que pre-
visible simplificación tecnológica que facilite dispo-
ner del resultado inmediato de perfiles genéticos se 
puede convertir en una herramienta muy útil en los 
laboratorios de hemostasia implicados en el control 
de la terapia antitrombótica.

Medicina ómica

En el apartado anterior nos hemos referido a estudios 
que estrictamente están incluidos en lo que puede 
definirse como “Medicina Genómica”, pues hemos 
tratado de la identificación de variantes molecula-
res en la secuencia del ADN, que pueden afectar al 
riesgo de enfermedad tromboembólica y hemorrá-
gica y pueden incluso determinar la efectividad in-
dividual de un determinado tratamiento. Sin embar-
go, podríamos incluir todos estos estudios dentro de 
una metodología casi artesanal o de bajo volumen de 
muestras. La genómica ha evolucionado en los últi-
mos años a gran velocidad, lo que ha sido propiciado 
por el mejor conocimiento del propio genoma y de 
sus interacciones con factores no genómicos, tanto 
en situaciones de salud como de enfermedad, lo que 
ha facilitado la aparición de nuevas aproximaciones 
diagnósticas y terapéuticas utilizando herramientas 
que pueden analizar millones de parámetros(122). Al-
gunas estrategias están siendo utilizadas con el obje-
tivo de poder aportar información clínica.

Por otra parte, también desde hace algunos años la 
aplicación de la combinación de una doble tecnolo-
gía, la electroforesis en dos dimensiones y la espec-
tometría de masa, ha sustentado el desarrollo de la 
proteómica y sus diferentes variedades con múltiples 
aplicaciones. Aunque el conocimiento acumulado en 
el campo que nos ocupa no es todavía muy impor-
tante, es indudable que está sirviendo para aportar 
conocimiento en diferentes áreas: en el proteoma 
plasmático y plaquetario, del mapeo proteico de los 
compartimentos subcelulares, de situaciones más es-
pecíficas como del secretoma, modificaciones postra-
ducionales, así como del proteoma de las cascadas de 
transmisión de señales(123-125). Es indudable que este 
campo tiene un futuro de gran interés y, muy posible-
mente, dentro de no mucho podremos ver a la pro-
teómica no solamente como una herramienta de in-
vestigación, sino que tengamos que utilizarla como 



| 68 | haematologica/edición española | 2011; 96 (Extra 1)

LIII Reunión Nacional de la SEHH y XXVII Nacional de la SETH. X Lección Conmemorativa Ricardo Castillo

tecnología diagnóstica en los laboratorios avanzados 
de hemostasia y trombosis. Dado que la aplicación 
en la actualidad de la proteómica y otras variedades 
metodológicas, incluyendo la glicómica, la metaboló-
mica, etc., no es factible, nos detendremos especial-
mente en tratar algunos aspectos puntuales relaciona-
dos con la genómica, cuyo uso ya se ha iniciado en la 
investigación de diferentes aspectos del sistema he-
mostático, como son los estudios de asociación em-
pleando un amplio panorama del genoma (GWAS) y 
del papel de los micro-ARN (mARN) como modula-
dores del sistema hemostático.

Estudio GWAS (Genome-Wide Association Study)

Es una aproximación utilizada en investigación ge-
nética para buscar asociaciones entre millones de 
variaciones genéticas específicas, generalmente po-
limorfismos, con enfermedades concretas. Se han 
realizado más de 600 estudios de asociación en más 
de 150 enfermedades, habiéndose descrito cerca de 
800 variaciones moleculares (SNP) de forma signifi-
cativa (p < 5 × 10-8) entre modificación molecular y 
enfermedad(126). En los últimos años han surgido nu-
merosos datos en el campo de la hemostasia y la 
trombosis.

Estudios de este tipo, donde generalmente se re-
quiere una muestra grande de pacientes y tecnología 
no abordable en un sólo laboratorio –metodología de 
genómica, bioinformática, etc.– demanda la interac-
ción de grupos y estudios de carácter multicéntrico y 
multidisciplinario. Recientemente, cuatro grupos es-
pañoles, utilizando esta aproximación y colaborando 
con otros grupos internacionales, han identificado la 
asociación del aneurisma de aorta abdominal con una 
determinada marca molecular (alelo A del rs7025486 
que se encuentra en el 9q33, localizado dentro del 
gen DAB2IP, que codifica un inhibidor del crecimien-
to celular). A su vez, este alelo se asocia con infarto 
de miocardio prematuro, arteriopatía vascular peri-
férica y embolismo pulmonar(127). De igual manera, 
nuestro grupo, en colaboración con otros, en un estu-
dio realizado en niños ha podido identificar nuevos 
genes potencialmente relevantes en la función y bio-
logía plaquetaria(128).

Sin duda, estudios con tecnología GWAS orientarán 
a la búsqueda y estudio de nuevos genes que puedan 
estar implicados en la patogénesis de las alteraciones 
del sistema hemostático, lo que a su vez facilitará la 
incorporación de nuevos recursos terapéuticos.

Aunque la metodología GWAS es moderna, será 
posiblemente desplazada en breve por el desarro-
llo de la metodología de secuenciación de alto ren-
dimiento, que permitirá en poco tiempo conseguir 
la secuencia completa del genoma de un paciente en 

tiempo real y a precios competitivos(129). Las posibili-
dades diagnósticas, pronósticas y terapéuticas de esta 
nueva tecnología son apasionantes una vez supera-
dos los retos técnicos y bioinformáticos que todavía 
existen.

Micro-ARN (mARN)

El desarrollo de la genómica ha facilitado datos acer-
ca de mecanismos reguladores de la funcionalidad 
del propio genoma. En los últimos años se ha atribui-
do también a los mARN ese papel. Los mARN son 
pequeñas moléculas de ARN de aproximadamen-
te 22 nucleótidos que regulan los niveles y traduc-
ción del ARNm de otros genes y, por tanto, modulan 
los niveles de diferentes proteínas. Se ha comproba-
do un papel de los mARN en el desarrollo embrio-
nario, diferenciación celular, apoptosis, etc., habién-
dose relacionado con el mecanismo de diferentes 
enfermedades, especialmente del cáncer. Es por ello 
que actualmente se están diseñando y desarrollando 
pequeñas moléculas sintéticas que interfieren con el 
ARN (siARN) con potencial utilidad clínica(122). Re-
cientemente, laboratorios clínicos están aportando 
datos de gran interés acerca del papel que juegan los 
mARN en el desarrollo y regulación del sistema he-
mostático(130), incluyendo datos preliminares de la re-
gulación de la respuesta a la terapia antitrombótica 
con antivitaminas K.

No podemos finalizar sin referirnos a lo que se ini-
ció hace unos años y se ha convertido en un sopor-
te muy relevante en el campo que estamos tratando, 
la “biología in silico”. El estudio de los sistemas bio-
lógicos, obviamente donde están incluidos los me-
canismos de enfermar y la acción de los fármacos, 
seguirá incrementando su relación con los sistemas 
matemáticos y simulaciones informáticas. La infor-
mación que se va consiguiendo es de notable inte-
rés desde diferentes perspectivas; desde la simula-
ción de estructuras a las interacciones con proteínas 
o con sustancias químicas, etc. Esa información ten-
drá una amplia aplicabilidad en el nuevo laboratorio 
clínico, pues ya observamos como algunas de sus 
aportaciones pueden orientar el estudio para desve-
lar mecanismos de enfermar, procedimientos diag-
nósticos y diseño de nuevos fármacos, entre otras 
muchas posibilidades(131).

Es indudable que en 50 años el cambio tecnológi-
co ha enriquecido con nueva metodología el labora-
torio de diagnóstico. La automatización, simplifica-
ción y abaratamiento de los nuevos procedimientos 
predicen una pronta incorporación a los laborato-
rios de hemostasia y trombosis, donde más que 
nunca se hará imprescindible adquirir una estructu-
ra multidisciplinaria y una mentalidad de colabora-
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ción para poder ejercer de una forma adecuada y efi-
caz la función que están llamados a realizar.
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