Andlisis de las pruebas de laboratorio
que miden trastornos de la coagulacion

I. Bioquimica de la coagulacion

RESUMEN

Se hace un andlisis critico de las prue-
bas de coagulacion que miden la fase hu-
moral, haciendo incapié en los errores de
metodologia y de interpretacion, con las re-
comendaciones respectivas.

La enfermedad hemorrigica congénita o
adquirida, representa un problema de im-
portancia social siempre en crecimiento.

Dentro de las congénitas, sobresale el
sindrome hemofilico por su frecuencia y por
las alteraciones invalidantes que se pueden
producir en las hemorragias no tratadas.
Como es posible actualmente prevenir com-
pletamente estas manifestaciones por medio
de plasma o sus derivados que contienen
el factor deficiente, es absolutamente nece-
sario hacer el diagnéstico preciso de la alte-
raci6n. Las pruebas de laboratorio son sim-
ples, pero por lo general estin mal hechas
en la mayor parte de los laboratorios y ade-
mas la interpretacién de las mismas estd
muy lejos de ser lo ideal.

Otro problema es el diagndstico de las
coagulopatias adquiridas, que por lo demis
son las més frecuentes e importantes, y se
desarrollan con notable frecuencia como com-
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plicacién de otras enfermedades, creando
problemas a especialistas de varias ramas de
la medicina.

Hemos creido necesario hacer este ani-
lisis critico de las diferentes pruebas de la-
boratorio con el objeto de ayudar al diagn6s-
tico preciso de las enfermedades hemorri-
gucas.

Toma y manejo de la muestra

Si no se hace adecuadamente es la cau-
sa de los mayores errores que se presentan
en la prictica diaria en todos los laboratorios.
No se puede hacer la interpretacién de un
examen de laboratorio si no se tiene la com-
pleta seguridad de que la toma y manejo
de la muestra se ha hecho en la forma mas
recomendable.

Los puntos siguientes representan los re-
quisitos minimos que al respecto deben se-
guirse con las muestras tomadas para un
estudio de coagulacién:

a) La muestra debe tomarse con jeringa de
plastico. No se recomiendan los tubos
al vacio que se encuentran en el comer-
cio, pues ademés de estimular la fase de
contacto, en ocasiones no dan el volu-
men de sangre deseado y ademis pro-
ducen espuma,

b) Se debe evitar una estasis venosa prolon-
gada al momento de tomar la muestra,
pues se puede producir una fibrinolisis
local que puede alterar la actividad de la
coagulaci6n.
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¢) La punzada debe ser Gnica para evitar la
contaminacién de la aguja con material
tisular que contiene actividad trombo-
plistica.

d) La relacién entre sangre y anticoagu-
lante debe ser lo mis exacta posible
(una relacion 9:1, sangre: anticoagu-
lante) y debe recogerse Ja muestra en
tubo de plastico o siliconizado. El vidrio
activa —en ausencia de calcio—, el factor
XII y el factor VII, lo que hace que se
acorten los tiempos de la via intrinseca
y extrinseca respectivamente (14).

e) La mezcla de la sangre y el anticoagu-
lante debe hacerse suavemente para no
formar espuma y ademds no producir
hemélisis, pues estos son factores de
activacién de la fase de contacto.

f) Se debe centrifugar la sangre lo antes
posible, separar el plasma y colocarlo
en tubos de pléstico en un bafio de
hielo (19).

g) Se debe trabajac la parte final de la
coagulacién a 37°C (19).

h) Se deben seguir al pie de la letra las
instrucciones del fabricante de los pro-
ductos para el laboratorio de coagula-
ci6n, pues su evasién es una de las ma-
yores causas de error.

i) El lavado de la cristaleria es importan-
te. Se deben remover perfectamente el
detergente y la trombina. No se debe en-
jugar la cristaleria con etanol o acetona,
pues esto fijard las proteinas a las pare-
des. Lo mis recomendable es usar mate-
rial desechable hasta donde sea posible.

i) Se aconseja realizar las pruebas por el
método manual y no hacerlo con los apa-
ratos que existen para ello, ya que es-
tos dan tiempos més cortos que el mé-
todo manual y no reducen —como se
piensa—, los errores interlaboratorio
(2, 18).

Tiempo de protrombina

El tiempo de protrombina (TP), mide
el complejo de factores de la fase extrin-
seca (VII, X, V, II).

Como tromboplastina se recomienda usar
extracto de cerebro humano preparado en el
propio laboratorio (2,3,10), pues da valores
en segundos un poco mis largos que los
que dan las tromboplastinas comerciales (2,
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19) —preparadas principalmente de cerebro
de conejo—, y por lo tanto una mejor sen-
sibilidad.

Una de las mayores causas de error que
tiene esta prueba es el hecho de que la ma-
yoria de los laboratorios usan las curvas
prefabricadas que envian las casas comercia-
les con sus reactivos. Estas curvas no dan
los resultados esperados y por lo tanto hay
grandes errores en el reporte de los resul-
tados (2). A esto se suma el hecho de que
los valores en segundos que da el control
100% son muy bajos lo que hace la curva
muy sensible, Por ejemplo, diferencias de
2 - 3 segundos con respecto al 1009, darin
valores de un 709, o menos de actividad.

En algunos laboratorios se acostumbra
usar €l indice de actividad protrombinica,
que se obtiene dividiendo el TP en segun-
dos del paciente entre el TP del plasma de
referencia. Con esto se obvia la necesidad
de una curva de dilucién y el uso de porcen-
tajes.

Aunque ¢l porcentaje de actividad ha
probado ser reproducible y de valor esta-
distico, es recomendable el uso del indice de
actividad protrombinica especialmente para
el control de pacientes anticoagulados, te-
niendo la ventaja de que es posible obtener
el indice de sensibilidad de cada tromboplas-
tina usada comparindola con una de sensi-
bilidad conocida (7) y lograr con esto re-
sultados mas reproducigles.

El tiempc de protrombina expresa la ac-
tividad global de los factores VII, V, X,
II y 1, ademis de algunos inhibidores, por
lo que es llamado en forma mis correcta
“actividad del complejo protrombinico.

Tiempo de tromboplastina parcial

El tiempo de tromboplastina parcial
(TTP), mide la fase intrinseca de la coa-
gulacién y es sensible a Ja concentracién de
todos los factores excluyendo el VII y el
XIIL

El TTP puede ser definido como el tiem-
po de recalcificacién del plasma en presencia
de una tromboplastina lipoide pascial, al
contrario de la tromboplastina completa del
tiempo de protrombina (11). Con el fin d=
normalizar y obtener el maximo efecto de
contacto se afiade caolin, que ademis hace
posible obtener resnltados mas reproducibles.
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Es importante usar tromboplastinas que
den tiempos de coagulacién algo alargados
con el control normal (38-45 segundos),
pues son mds sensibles a deficiencias leves
de los factores de la coagulacién. Se pueden
obtener estos resultados aumentando Ia dilu-
cién de la tromboplastina parcial con tam-
pén de Michaelis.

Un reactivo complementario para el TTP
de gran utilidad en el laboratorio es el pro-
ducto de contacto (PC), que no es otra
cosa que factor XT activado. Se prepara acti-
vando los factores XII y XI con una sus-
tancia llamada Celite 512 —que es una tie-
rra de diatomeas—, capaz de absorber el
factor XIa, el cual luego se eluye y se usa
como reactivo (17).

La utilidad de este reactivo radica en el
estudio de TTP prolongados. En esta condi-
cién y con un TP normal, el defecto hemos-
titico estard en la fase intrinseca de la coa-
gulacién. Si el PC no corrige el TTP, la defi-
ciencia debe localizarse en el factor VIII
y/o IX; si corrige, la deficiencia esti en
la fase de contacto —factores XIT y XTI
(8). El paso a seguir es el TTP corregido
con plasmas deficientes de los factores en
sospecha.

Es importante recalcar que una deficien-
cia leve de algtn factor no va a alterar los
resultados de TTP o del TP, pues es bien
sabido que valores de 309, para abajo de
algin factor son los que van a alterar esas
pruebas. Por eso se recomienda que cuando
haya sospecha de deficiencia de un factor, se
haga una dilucién del plasma en estudio, con
béfer 1:3 o con plasma deficiente en el fac-
tor que se sospecha 1:5 o 1:20. Montado
simultineamente con un normal, no debe
dar una diferencia mayor de 6-8 segundos
en relacién con el normal.

La interpretacién y los subsiguientes es-
tudios deben hacerse con base en los resul-
tados obtenidos en el TP y el TTP, pues los
diferentes resultados nos van a dar un indi-
cio de donde se encuentra el defecto, ya sea
adquirido o congénito: un TP anormal con
un TTP normal, nos hari sospechar una de-
ficiencia de factor VII. Un TP normal con
un TTP anormal nos indica una deficiencia
de uno o mas factores de la primera fase:
XII, X1, VIII y IX. Un TP anormal con un
TTP anormal nos indica una deficiencia de
la segunda fase de la coagulacién; o sea
la fase comiin: factores X, V, II, 1. La not-
malidad de ambas pruebas en un paciente
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con diatesis hemorrigica, nos indicard una
deficiencia de factor XIII o un problema cua-
litativo de plaquetas.

Tiempo de trombina

El tiempo de trombina (TT) mide el
tiempo de coagulacién del plasma citratado
en presencia de trombina; sirve para explo-
rar la Gltima fase de la coagulacién con ex-
cepcién del factor XIIL

Un alargamiento del tiempo de trombi-
na (normal de 18-25 seg) puede ser debi-
do a una baja concentracion de fibrindgeno,
a un defecto cualitativo de la molécula de
fibrinégeno (disfibrinogenemias) heredita-
rias o adquiridas, a la presencia de una anti-
trombina, o de un inhibidor de la polimeriza-
cién de los monémeros de fibrina (produc-
tos de degradacién del fibringeno aumen-
tados, terapia con heparina y antitrombina
circulante).

Es importante montar siempre un control
pues la trombina atn guardada a baja tem-
peratura pierde potencia y por lo tanto pue-
de dar valores alterados.

Cuantificacion de fibrinégeno

Existen una gran cantidad de métodos
para la cuantificacion de fibrinégeno, en-
contrindose entre los mis usados el basado
en el tiempo de trombina.

Se basa este método en la cinética de
trausformacién del fibrinbgeno en fibrina,
En estas condiciones, el tiempo de coagula-
ciér. es proporcional a la concentracién de
fibrinbgeno si se encuentra apropiadamente

diluido.

El tiempo requerido en la fase proteo-
litica de transformacién de fibrindgeno en
monémeros de fibrina (1° fase) es muy
breve, por lo que se puede considerar como
un minimo constante. Como la velocidad de
la fase de polimerizacién (2° fase), depen-
de de la concentracién de monémeros de
fibrina presentes, entre mds grande sea la
concentracién de estos, mas corto es ¢l tiem-
po requerido para la formacién del prirer
hilo de fibrina. Por lo tanto, el tiempo de
coagulacién de este sistema depende esencial-
mente de la fase de polimerizacién,

La condicién 6ptima requerida en la ci-
nética de la reaccién se obtiene usando una
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solucién muy concentrada de trombina y di-
luyendo el plasma de manera de asegurar
una concentracién baja del sustrato.

Este es el método de cuantificacién de
fibrindgeno mds recomendable, pues no es
influenciado por la heparina, ni por la pre-
sencia de inhibidores de la polimerizacién
—productos de degradaci6n del fibrindge-
no—, asi como por la facilidad de prepa-
racién de reactivos, su ejecucion y sensibi-
lidad.

Ademis este método es particularmente
til para el descubrimiento de alguncs fi-
brindgenos anormales, cuyo defecto consiste
en un alargamiento de la polimerizacién.

Normotest y Thrombotest

La sintesis de cuatro de los nueve facto-
res producidos en el higado dependen de
la presencia de vitamina K: II, VII, Xy
X (12), llamados factores del complejo
protrombinico o factores K dependientes.

Por lo tanto la insuficiencia hepatica y
la carencia de vitamina K son condicioncs
que conllevan la disminucién de varios fac-
tores de la coagulacién y como consecuencia
una tendencia a la hemorragia (5).

La carencia de vitamina K, sea esta debi-
da a mala absorcidn, colestasis o uso de an-
ticoagulantes de tipo coumarinico lleva a una
sintesis de moléculas alteradas o precursores
de factores K dependientes que presentan Ia
carcteristica de no cumplir con su accidn
biolégica, comportindose més bien como in-
hibidores o antagonistas de las pocas molé-
culas normales y por lo tanto incrementan-
do la tendencia hemorrégica (5). Estos fac-
tores alterados en su estructura quimica son
conocidos con el nombre de PIVKA (Pro-
tein Induced Vitamin K Antagonists o Ab-
sent).

No es de dudar pues que la coagulacion
ocupa dentro de la hepatologia un campo
importante dentro de los problemas clinicos.

En un plano eminentemente prictico, en
hepatologia las pruebas de coagulacién son
potencialmente atiles por lo menos por tres
motivos: 1) Valoracién de la cuantia del
dafio parenquimatoso; si no hay carencia o
consumo de vitamina K, el nivel hematico
de los factores esti en proporcién con la
funcién del parénquima, 2) Establecimiento
del diagnéstico diferencial entre dafio pa-
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renquimatoso y carencia de vitamina K con
base en la ausencia o presencia de PIVKA.
3) Valoracién del riesgo hemorrigico dc
estos pacientes.

Para valorar el dafio parenquimatoso.
la prueba ideal debe ser de una sensibilidad
tal que debe resultar alterada con reduccio-
nes minimas de la sintesis de factores, o sca
atil para valorar el estado de la cintesis
protéica. No debiera ser sensible al déficit
de vitamina K o a los inhibidores PTVKA
a ¢l asociados.

La prueba que reune estas condiciones es
el Normotest (NT), que es sensible a los
factores II, VII y X e insensible a los inhi-
bidores endbgenos (15, 16).

Se trata el NT de una tromboplastina de
cerebro de conejo, a la cual se le han afa-
dido factores XIII, V, fibrinégeno y calcio
(16).

Siendo sensible a los factores 1I, VII y
X, da resultados anormales en los casos de
deficiencia de vitamina K, pero no siendo
sensible a los inhibidores y en particular al
PIVKA, representa bien la sintesis protéica,
pero subestima el déficit inducido por los
inhibidores.

Esta prueba es mis sensible dentro del
dmbito de 30-709% de actividad, donde se
exploran las hepatopatias. En el tiempo de
protrombina este intervalo de actividad va-
ria solo 10 segundos, pero en el NT se da
una diferencia de 30 segundos, dando una
mayor sensibilidad y reduciendo el error me-
todoldgico.

Para la valoracién del riesgo hemorri-
gico es necesario adjuntar al NT una prueba
que sea sensible a Ia accién de los inhibido-
res. Esta necesidad se pone de manifiesto
no solo en la carencia de vitamina K, sino
en otras hepatopatias como la hepatitis cré-
nica agresiva y la amiloidosis hepitica, que
frecuentemente son acompafiadas de inhibi-
dores, o en el caso de la coagulacién intra-
vascular diseminada que puede acompafiar
algunas hepatopatias.

La prueba que reune estas caracteristicas
es el Thrombotest (14), el cual conticne
tromboplastina de buey —sensible a los inhi-
bidores—, con factores XIII, V y fibrind-
geno en cantidades 6ptimas y sensible a la
deficiencia de factores II, VII y X.
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Como originalmente fue concebido para
la regulacién de la terapia anticoagulante
tiene una curva dosis/respuesta ripida y
sensible en el 4mbito de 5-309 de actividad.

El uso paralelo del NT y TT tiene una
buena correspondencia, porque la tnica cau-
sa de discrepancia estd representada por la
presencia de inhibidores.

El paciente con carencia de vitamina K
tiene una disminucién neta de ambos valores,
pero el valor del TT es constantemente mids
bajo y estd mejor correlacionado con la ten-
dencia hemorrigica, que es debida a la suma
de reduccién de factores miés el efecto inhi-
bidor del PIVKA (5).

Una insuficiencia hepatica parenquima-
tosa nos dardi un NT disminuido con un
TT igualmente disminuido. La carencia de
vitamina K nos dard un NT disminuido con
un TT mucho mis bajo, lo mismo sucede
con la insuficiencia hepética parenquimatosa
asociada a carencia de vitamina K. La pre-
sencia de inhibidores enddgenos nos dara un
NT normal con un TT bajo (5).

El NT y el TT son pruebas que explo-
ran solo una fase de la hemostasia, pero de-
bemos saber que el defecto hemostitico en
la hepatopatia crénica es un defecto multi-
ple, que comprende alteraciones cuantitati-
vas y cualitativas de las plaquetas, y altera-
ciones de la fibrinolisis. Por lo tanto para
valorar el riesgo hemorrigico es necesario
usar otras pruchbas para explorar las otras
fases de la hemostasia (5).

Control de la terapia con heparina

La heparina se usa tanto en la profilaxis
como en el tratamiento de las trombosis ve-
nosas profundas, detectadas por varios mé-
todos (9).

Usada en dosis bajas la accion de la he-
parina se basa en su efecto potenciador de
un inhibidor plasmético del factor Xa
(4) —la antitrombina III—, factor clave
dentro de los sistemas intrinseco y extrinse-
co, lo mismo que en la funcién plaque-
taria (13).

La administracién de heparina puede rea-
lizarse por via venosa, subcutinea o intra-
muscular.
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Por la via subcutinea no se necesita con-
trol de los parimetros de la hemostasia, pues
las complicaciones hemorragicas descritas,
principalmente postoperatorias, no han sido
clinicamente significativas (6).

Cuando se usa la administracién intrave-
nosa, el control de la terapéutica puede rea-
lizarse por varios métodos: 1) tiempo de
coagulacién de la sangre total (Lee-White),
2) tiempo de coagulacién del plasma recal-
cificado, 3) tiempo de tromboplastina par-
cial activado con caolin, 4) tiempo de trom-
bina, y 5) concentracién de heparina plas-
mitica.

La prueba conveniente para el control
del tratamiento debe tener: precisién repro-
ducibilidad suficiente atn mis alli de los
limites de una terapéutica correcta y, consi-
derando la posibiligad de tener que repetir
las determinaciones con alguna frecuencia, la
prueba debe poder realizarse en un tiempo
corto (1).

El tiempo de trombina es una prueba ri-
pida, reproducible y precisa, pero, puedc
tener el inconveniente de que la trombina
en solucién pierde actividad y es siempre
necesario un plasma control y un ajuste de
la actividad a un tiempo de coagulacién de-
seado para poder comparar los valores en
dias diferentes. Ademis en condiciones en
que pueden existir modificaciones del nivel
de fibrindgeno —aparicién de proteinas
anormales o de productos de degradacion
del fibrindgeno—, puede determinar modi-
ficacién de los valores del tiempo de trom-
bina independientes de la concentraci6n de
heparina.

El tiempo de coagulacién es el mis usa-
do para el control de la terapéutica con he-
parina, aunque el punto de coagulacién final
es algo incierto y el tiempo de determina-
cién algo largo.

El tiempo de tromboplastina parcial ac-
tivado con caolin tiene la ventaja de poder
ser realizado en pocos minutos, ademis de
que su reproducibilidad, dentro de los li-
mites terapéuticos, es mayor que la del tiem-
po de coagulacién. Para valores normales
entre 35 y 45 segundos, los valores terapéu-
ticos oscilan entre 60 y 100 segundos (20).

El control de la terapéutica varfa segiin
el tipo de administracion utilizado, intermi-
tente o continua. En el primer caso debe
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realizarse un control a las 3, 4 y 5 horas
de la inyeccibn. Esto con el objeto de
determinar el ritmo con que se debe man-
tener la administracién de la heparina en
las dosis elegidas. Los controles posteriores

pueden realizarse cada 24 horas. En el caso
de infusién continua, el primer control debe
realizarse a las 2 horas y se ajusta el goteo
de acuerdo a los resultados. Los controles
posteriores se hacen cada 24 horas.
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