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Utilidad del PFA-100 en una poblaciéon colombiana como método de tamizaje
en enfermedad de von Willebrand y trastornos de la funcién plaquetaria

Milton Alberto Lombana,’ Gloria Ramos-Ramos,? Ana Milena Torres?®

RESUMEN

Antecedentes: en la practica clinica los métodos de tamizaje
con pobre reproducibilidad y rendimiento operativo dificultan la
evaluacion de los trastornos hereditarios de la funcién plaquetaria.
Hace poco se propuso la prueba PFA-100 que, al parecer, es un
método mas apropiado. En Colombia no se cuenta con experiencia
cuantificada ni publicada al respecto.

Objetivo: informar la primera experiencia colombiana del rendi-
miento diagndstico del PFA-100 en pacientes con sospecha de
enfermedad de Von Willebrand y trastornos plaguetarios funcionales
no farmacoldgicos.

Material y método: estudio transversal, de validacion de pruebas
diagndsticas, con recoleccion prospectiva de datos. Se incluye-
ron pacientes con sospecha de enfermedad de Von Willebrand,
trastornos plaquetarios funcionales y un grupo de controles sanos.
Atodos los pacientes se les realizé la prueba PFA-100 de manera
independiente, con determinacién simultanea de antigeno de Von
Willebrand, cofactor ristocetina, factor VIl y agregacion plaquetaria.
Se determind la sensibilidad, especificidad, LR+ y LR- del PFA-100
y el tiempo de sangria como método alternativo.

Resultados: se incluyeron 38 pacientes de la ciudad de Bogota.
La prueba PFA-100 tuvo una sensibilidad de 90%, LR negativo de
0.12, especificidad de 85.7% y LR positivo de 6.3. El tiempo de
sangria tuvo sensibilidad de 40% y LR negativo de 0.6.
Conclusiones: en pacientes con sospecha de enfermedad de
Von Willebrand o trastornos de la funcién plaquetaria la aplicacion
de la prueba PFA-100 en nuestro grupo de estudio tuvo un alto
rendimiento diagndstico. En pacientes con sospecha clinica de
enfermedad de Von Willebrand o defectos de la funcion plaquetaria
se recomienda la prueba PFA-100 como método de tamizaje, no
asi con el tiempo de sangria por su pobre sensibilidad.

Palabras clave: disfuncion plaquetaria, Von Willebrand, PFA-100,
agregacion plaquetaria, sensibilidad, especificidad.
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ABSTRACT

Background: The evaluation of inherited disorders of platelet
function in clinical practice is hampered by the use of screening
methods with poor reproducibility and operational performance.
Recently the use of evidence as the PFA-100 seems to be a more
appropriate method. In Colombia there is not quantified or published
experience in this regard.

Objective: The main objective of this study is to present the first
Colombian experience of the diagnostic performance of the PFA-
100 in patients with suspected Von Willebrand disease (VWD) and
non-pharmacological functional platelet disorders.

Materials and methods: We performed a cross-sectional study of
validation of diagnostic tests, with prospective data collection. We
included patients with suspected VWD, functional platelet disorders
and a group of healthy controls.

All patients underwent PFA-100 test independently, with simultane-
ous determination of Von Willebrand antigen, ristocetin cofactor,
factor VIII and platelet aggregation. We determined the sensitiv-
ity, specificity, LR + and LR-of PFA-100 and bleeding time as an
alternative method.

Results: 38 subjects were included from Bogota. The PFA-100
had a sensitivity of 90%, negative LR 0,12, a specificity of 85.7%
and positive LR 6,2. The bleeding time had a sensitivity of 40%
and negative LR 0,6.

Conclusions: In patients with suspected VWD or platelet function
disorders using PFA-100 in our study group had a high diagnostic
yield. Itis recommended the use of PFA-100 as a screening method
in patients with clinical suspicion of VWD or platelet function defects,
not with bleeding time due to its poor sensitivity.

Key words: Platelet dysfunction, von Willebrand, PFA-100, platelet
aggregation, sensitivity, specificity.
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a enfermedad de Von Willebrand se caracteriza por

la falta o disfuncion de la proteina de vW, proteina

mediadora de la adhesion plaquetaria y estabili-
zacion del factor VIII circulante. Su prevalencia varia,
dependiendo de la poblacion estudiada, entre 0-6 a 1.3%
en pacientes con sintomas de sangrado anormal, bajas
concentraciones de vW e historia familiar compatible. En
mujeres con sangrado menstrual excesivo la prevalencia
es, incluso, de 12% segun algunos reportes. '

Los trastornos plaquetarios hereditarios son un grupo
de enfermedades en los que la funcion plaquetaria impide
la adecuada hemostasia, a pesar de ser numéricamente
normales. Su prevalencia es considerablemente mas baja
que la enfermedad de Von Willebrand; sin embargo, sus
repercusiones clinicas en pacientes afectados es de suma
importancia debido a que mediante los estudios de labo-
ratorio de rutina no es posible tener una confirmacion del
padecimiento y, por lo tanto, los pacientes suelen diagnos-
ticarse tardiamente, casi siempre después de tener eventos
clinicos recurrentes.*¢

Con el proposito de identificar mas rapida y eficiente-
mente a los pacientes susceptibles a la enfermedad se han
desarrollado pruebas de tamizaje, una de las mas utilizadas
es el tiempo de sangria, método con pobre concordancia
y bajo rendimiento diagndstico entre diferentes estudios.’

Ya hace mas de 15 afios que se presentaron los pri-
meros reportes de la probabilidad de medir in vitro mas
rapidamente y con precision la funcion plaquetaria.® Entre
estos métodos, el PFA-100 (Platelet Function Analizer)
es un dispositivo de evaluacion de la funcion plaquetaria
en sangre total citratada.

En el escenario del tamizaje para pacientes con enferme-
dad de Von Willebrand y trastornos de la funcion plaquetaria,
la mayor parte de los estudios ha demostrado sensibilidades
cercanas a 90%.° Sin embargo, los resultados varian de
poblacion a poblacion, y sobresale, en el Gnico estudio
con poblacion exclusivamente latinoamericana (Chile), el
hallazgo de una sensibilidad muy baja de s6lo 35%.'°

Esto acentua la importancia de establecer el rendimiento
de la prueba en la poblacién a estudiar, considerando
que sus resultados dependen, ademas de las variables
biologicas estudiadas, del tipo de tubos usados, de la
concentracion de citrato, del tiempo de procesamiento,
de la temperatura, de la altitud de la ciudad, entre otros.!
En nuestro conocimiento, no existen estudios en poblacion
colombiana que validen esos resultados, ni se dispone de

datos acerca de su rendimiento diagnostico ni puntos de
corte especificos.

Los objetivos de este trabajo son: determinar el
rendimiento diagnostico del PFA-100 en pacientes con
sospecha de enfermedad de Von Willebrand y trastornos
plaquetarios hereditarios o adquiridos no farmacologi-
cos, comparado con sujetos sanos en una poblacion de
pacientes del Hospital Militar Central de Bogota. Como
objetivos secundarios se planteé determinar la sensi-
bilidad, especificidad, LR + y LR- en cada subgrupo de
pacientes con PFA-100 y el tiempo de sangria. Ademas,
se considero establecer la media e intervalo de referencia
de los valores de PFA-100 para la ciudad de Bogota, en
el grupo de sujetos normales.

MATERIAL Y METODO

Estudio analitico, de corte transversal, tipo validacion de
pruebas diagnosticas. Se determino un tamafio de muestra
de 34 sujetos con sensibilidad promedio de 95% y espe-
cificidad de 70%, con precision de 90% y prevalencia
estimada de 3% segun los datos de la bibliografia.'* Para
los analisis estadisticos respectivos se utilizo el programa
Stata, version 11.2. Se determind el IC de 95% para todos
los resultados y nivel de significacion estadistica menor de
0.05%. Como hipotesis alterna se planted al PFA-100 como
método de tamizaje con alta sensibilidad en pacientes con
sospecha de enfermedad de Von Willebrand y trastornos
hereditarios de la funcion plaquetaria.

El grupo de estudio incluy6 a 20 sujetos sanos (sin ante-
cedentes personales ni familiares de sangrado, asintomaticos
y con los resultados de Ag. vW, cofactor ristocetina y curva
de agregacion normales) a quienes se aplico la prueba
PFA-100 para obtener el valor promedio y los limites de
normalidad. El otro grupo lo conformaron sujetos con
sospecha de enfermedad de Von Willebrand y trastornos
plaquetarios hereditarios y se excluyeron los que habian
recibido transfusion de plaquetas en los tltimos 15 dias o
coexistieran con hemofilia. Todas las pruebas de labora-
torio y los estudios de PFA-100 se realizaron de manera
ciega, para evitar sesgos en las fases operador dependiente.

Mediciones e instrumentos utilizados

Tiempo de sangria: se realizo con el dispositivo estanda-
rizado Surgicutt®. Se considera normal el intervalo entre 2
y 8 minutos.

72

Revista de Hematologia Volumen 14, nim. 2, abril-junio 2013



Utilidad del PFA-100

Factor de von Willebrand: se midié mediante prueba
de ELISA (Laboratorio Helena). Los valores esperados
estan entre los limites 50 y 160%.

Cofactor de ristocetina: la prueba se realiza por es-
pectrofotometria en el agregémetro plaquetario Aggram
(Laboratorio Helena). Los valores esperados estaban en
los limites de 58 y 166%.

Agregacion plaquetaria por espectrofotometria: prue-
ba semicuantitativa basada en los cambios de trasmision
oOptica, con agonistas plaquetarios ADP 10 UM, epinefrina
300 UM, colageno 10 meg/mL y ristocetina de 1.5 mg/mL.
La curva se considera normal cuando los porcentajes de
agregacion estan entre 50 y 100%, disminuida entre 30 y
50% y ausente menor de 30%.

PFA 100: (equipo Siemens) usa un dispositivo de
aspiracion a través de un reservorio de sangre que lleva
la muestra a un capilar y una membrana cubierta con
colageno y un cartucho con epinefrina (col/EPI) o ADP
(col/ADP). Este estimulo bioquimico y las tasas de alto
flujo circulatorio en el capilar activan las plaquetas
y producen agregacion y llevan a la formacion de un
coagulo estable de plaquetas en el sitio de apertura.
El tiempo requerido para la oclusion completa de esta
apertura se conoce como tiempo de cerrado.'>'>'* Los
limites normales del tiempo de cerrado registrados en
el inserto del producto son de 71 y 118 segundos para
el cartucho con col/ADP y de 85 y 165 segundos para
col/EPI."

RESULTADOS

De febrero a julio de 2011 se incluyeron 38 pacientes que
cumplian los criterios de inclusion y exclusion, ingresados
durante un periodo de seis meses. Se excluyeron tres pa-
cientes que, después de realizar los examenes, informaron
el consumo de ASA.

En el Cuadro 1 se describen las caracteristicas demo-
graficas del grupo de estudio.

Los valores a partir de los cuales se definié un tiem-
po de cerrado elevado en PFA-100 fueron mas de 156
segundos con Col/EPI y mas de 114 segundos con Col/
ADP. (Cuadro 2)

En la poblacion total de pacientes el PFA-100 con Col/
Epi y Col/ADP tuvo una sensibilidad de 90%, y especifi-
cidad de 85.7%. Se obtuvo un LR+ de 6.3 y LR- de 0.12
(Cuadro 3).

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de los sujetos

Caracteristica Porcentaje
n=38 Rango
Género

Hombres 49%
Mujeres 51%
Edad 35 afos (18-60)
Sujetos sanos 28 (73%)
Pacientes 10 (27%)
Enfermedad de Von Willebrand Tipo 1 7
Deficiencia de granulos densos 3
Poblacion total 38 (100%)
Grupo de trombocitosis (>600.000) 6 (100%)
Trombocitemia esencial 3
Trombocitosis reactiva 3
Sintomas de sangrado anormal (pacientes)

Presentes 54.5%
Ausentes 45.5%

Cuadro 2. Valores de PFA establecidos para Bogota

PFA-100 Promedio Rango
Colageno/Epinefrina 120 segundos 83-156
Colageno/ADP 93 segundos 60-114

El tiempo de sangria se realiz6 en 36 pacientes, que
dej6 de manifiesto un pobre rendimiento diagnostico con
sensibilidad de 40%, pero una alta especificidad, cercana
a 100%, sin encontrarse ninglin caso con un valor superior
a ocho minutos en la poblacion de sanos (Cuadro 3).

Al analizar un punto de corte diferente al sugerido por
el inserto del dispositivo del tiempo de sangria, por medio
de curvas ROC (caracteristicas operativas del receptor)
se obtuvo un valor de seis segundos con una sensibilidad
de 90% y especificidad de 84% en los sujetos estudiados
con un area bajo la curva similar a la obtenida por PFA-
100 (Figura 1).

Al evaluar el uso de PFA-100 en la poblacién que in-
cluia sélo los pacientes con enfermedad de Von Willebrand
la sensibilidad fue de 87.5% y la especificidad de 85%.
En la poblacion de pacientes con trastornos de funcion
plaquetaria la sensibilidad fue de 100% y la especificidad
de 86% (Cuadro 3).

De los cuatro pacientes falsos positivos, uno tenia
hipotiroidismo no controlado con sintomas de sangrado
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Cuadro 3. Rendimiento diagndstico del PFA-100 y tiempo de sangria

Poblacioén Sensibilidad Especificidad LR+ LR-

PFA 100 Col/EPI>156;Col/

ADP>114

Col/EPI<156;Col/ADP<114

Poblacion Total 90% 1C95%(59,6-98,2) 85.7% 1C95%(68,5-94,3) 6.3 1C95%(2,48-15,98) 0,121C95%(0,02-0,76)

Enfermedad de Von Willebrand
Trastornos plaquetarios
hereditarios

Tiempo de sangria > 8 seg

Poblacion Total 40% 1C95%(16,8-68,7)

100% 1C95%(87,1-100) NE*

85.7% 1C95%(48,7-97,4)  85.7% 1C95%(68,5-94,3) 6.0 1C95%(2,31-15,61) 0,17 IC95%(0,03-1,04)
100% 1C95%(43,8-100%) 85.7% IC95%(68,5-94,3) 7.0 1C95%(2,83-17,34) NE*

0,60 1C95%(0,36-1,00)

*No evaluable

Trastornos plaquetarios no farmacolégicos
Pf A100-C olEpi vs Sangria

= I—“*—'-‘-'-‘-I

0.75

Sensibilidad
0.50

0.25

0.00

0.50 0.75

1-Especificidad

0.0 0.25 1.00

epinefrina colageno ROC area: 0.9288
— Referencia —®— ts ROC area:0.9269

Comparaciém Curvas ROC p<0,001 (Chi2)

Figura 1. Comparacién de curvas ROC PFA-100 vs Tiempo de
sangria

mucocutaneo anormal, a pesar de tener las otras pruebas
del estudio normales. El segundo paciente tenia anteceden-
te de ingestion de medicamento antigripal en los ultimos
cinco dias (no ASA). El tercer paciente tenia antecedente
de glomerulonefritis de varios afios, con funcién renal
normal hasta hace dos afios, pero sin antecedente de
sangrado mucocutaneo anormal ni de consumo actual de
medicamentos. El cuarto paciente permanecio asintomati-
co, sin ningln tipo de antecedentes patoldgicos relevantes.

El unico paciente falso negativo tuvo diagnostico de
enfermedad de Von Willebrand tipo 1 con anteceden-
tes familiares y con sintomas de sangrado anormal por
menorragias. Ademas, se identificaron tres pacientes
con trombocitemia esencial confirmada por criterios de
OMS, a quienes se les suspendio el consumo de ASA e
hidroxiurea 15 dias antes de la toma de muestras. Estos
pacientes tuvieron resultados prolongados evidenciados
por un PFA-100 mayor que el valor de referencia con
Col/Epi o Col/ADP; o por una alteracion en la curva de
agregacion plaquetaria. Para controlar estos hallazgos por
el nimero de plaquetas a tres pacientes de la unidad de
cuidados intensivos se les realizaron los mismos estudios
de laboratorio, que reportaron: trombocitosis mayor de
600,000, reactiva por proceso inflamatorio sistémico. De
estos pacientes, dos tenia PFA-100 y agregacion normal
y un paciente tenia alteracion en PFA con estudios de
agregacion plaquetaria normal (Cuadro 4).

DISCUSION

Las pruebas de tamizaje para estudiar pacientes con sos-
pecha de enfermedad de Von Willebrand y trastornos de
la funcion plaquetaria se han realizado, tradicionalmente,
con el tiempo de sangria, cuya aplicacion ha disminuido
considerablemente debido a la poca reproducibilidad inter-
operador y el pobre rendimiento diagnostico reportado en
la bibliografia médica.

En la actualidad, el uso de PFA-100 ha remplazado el
tiempo de sangria como método de tamizaje en otras re-
giones. En nuestro medio este método esta recientemente
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Cuadro 4. Rendimiento diagndstico del PFA-100 y agregacion plaquetaria en pacientes con trombocitosis

Poblacion Sensibilidad

Especificidad LR+ LR-

PFA100 Y
AGREGACION PLAQUETARIA
100%

Poblacién con trombocitosis 1C95%(43,8-100)

66,7% 1C95%(20,8-93,9)

3,0 1C95%(0,61-14,86) NE*

*No evaluable

disponible en laboratorios especializados de referencia,
por lo que aun no se conocen los datos locales de su ren-
dimiento. La bibliografia reporta sensibilidades de 90% en
la mayor parte de los estudios.'>*? Sin embargo, el estudio
publicado por Quiroga y su grupo en poblacién de Chile,
evidencio una baja sensibilidad de s6lo 40%. Este reporte
incluy6 148 pacientes, de los que 68 se diagnosticaron
con enfermedad de Von Willebrand o defectos de la
funcion plaquetaria.'® Sus resultados no son consisten-
tes con otros estudios, incluida una revision reciente de
Favaloro y sus colaboradores en la que al evaluar mas
de mil pacientes de diferentes estudios, la sensibilidad
fue de 90% en enfermedad de Von Willebrand y de 71%
en mas de 700 pacientes con disfuncion plaquetaria.’
Sin embargo, el estudio de Quiroga, el tinico publicado
en poblacion latinoamericana, junto al nuestro, refuerza
la necesidad de contar con este tipo de reportes para
determinar si el rendimiento diagnodstico de este tipo
de pruebas es similar al reportado en otras poblaciones,
cuando se sabe que diferentes factores pueden producir
variacion en los resultados.

En nuestra poblacion, el uso del PFA-100 tuvo una
sensibilidad de 90% en la poblacion total y de 87% en
pacientes con enfermedad de Von Willebrand, lo que
esta en concordancia con la mayor parte de los estudios
reportados.

El rendimiento del tiempo de sangria fue bajo, con sélo
40% de sensibilidad, a pesar de que se realizé una técnica
estandarizada, hallazgos también concordantes con otros
reportados previamente.” No obstante, llama la atencion
que el analisis por curva ROC evidenciara un rendimiento
similar entre PFA-100 y tiempo de sangria con un punto
de corte de seis segundos. Sin embargo, esto fue un ha-
llazgo exploratorio y requiere confirmarse en un estudio
adecuadamente disefiado para determinar diferencias por
comparaciones.

La descripcion del uso de PFA-100 y pruebas de
agregacion plaquetaria en pacientes con trombocitosis
y sospecha de enfermedad mieloproliferativa clonal, se
evaluo recientemente por Tsantes y sus colaboradores en
26 pacientes con trombocitemia esencial y 25 pacientes
con trombocitemia reactiva. Su estudio encontr6é que la
combinacion de estos métodos tuvo una especificidad de
100% y al definir como anormal una alteracién en uno de
los dos estudios (agregacion o PFA-100), la sensibilidad
era de 100% en su poblacion.” César JM y su grupo des-
cribieron hallazgos similares con sensibilidad de 92.7%.%
Esto concuerda con nuestros tres pacientes con tromboci-
temia esencial, en quienes se evidencio alteracion en todos
los casos con al menos uno de los dos métodos.

La principal limitacion de nuestro estudio es el bajo
numero de pacientes analizados. Sin embargo, el tamaiio de
muestra calculado fue de 34 pacientes; se incluyeron 41 y
los resultados concordantes con otros estudios soportan la
validez de los mismos.

Las fortalezas de nuestro estudio son: aplicacioén de un
patron de referencia y la prueba a evaluar a todos nuestros
pacientes de manera ciega ¢ independiente. Ademas, el
desarrollo prospectivo del estudio permite disminuir el
sesgo de seleccion y confusion al momento de interpretar
los resultados de los pacientes evaluados.

Nuestro estudio tuvo como objetivo reportar una ex-
periencia del rendimiento diagnostico con el PFA como
método de tamizaje en poblacidon colombiana; por lo tanto,
con este diseflo no es posible presentar comparaciones con
conclusiones definitivas entre este método y el tiempo de
sangria, y mucho menos un andlisis econdmico al respecto.

Como conclusiones se recomienda el uso de PFA-100
como método de tamizaje en pacientes con sospecha
clinica de enfermedad de Von Willebrand o defectos ru-
tinarios de la funcion plaquetaria. En virtud de su pobre
sensibilidad, el uso del tiempo de sangria como método de
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tamizaje no puede recomendarse con los datos actuales;
sin embargo, se sugiere la realizacion de un estudio com-
parativo entre estos métodos, con un tamafio de muestra
apropiado y con comparaciéon por medio de curvas ROC.

Es necesario realizar un estudio multicéntrico para

determinar la validez y rendimiento del PFA-100 y agrega-
cion plaquetaria en pacientes con trombocitosis y sospecha
de trombocitemia esencial, con el fin de identificar si es
posible usarlo como un método rapido y costo-efectivo en
el tamizaje y en el seguimiento de estos pacientes.
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