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PRIMERA PARTE

1. 1 Consideraciones Generales

El organismo cuenta con un sistema biolégico que mantiene la sangre liquida
mediante diferentes mecanismos, en el cual se involucran de manera equilibrada los
siguientes componentes: vascular, plasmatico, celular y mecanismos de regulacion
natural; (1) y se caracterizan por estar relacionados para mantener la integridad del
vaso sanguineo. (2) El endotelio es la base fundamental de este sistema; en
condiciones normales, mantiene la sangre liquida debido a su funcion
antiplaquetaria, anticoagulante y profibrinolitica. Ante un dafio endotelial, el fenotipo
anticoagulante cambia a procoagulante para evitar la pérdida hematica, (1, 3)
fenbmeno que recibe el nombre de hemostasia, y especificamente se compone:
hemostasia primaria en donde intervienen las plaquetas, el Factor de von Willebrand
(FvW) vy el endotelio; hemostasia secundaria, donde actlan diversas proteinas
(factores de coagulacién) que colaboran en la formacion del coagulo; y
posteriormente, el sistema fibrinolitico que ayuda a la disolucién del mismo, una vez
reparado el endotelio. Las caracteristicas del sistema de hemostasia requiere que

las reacciones sean: localizadas, amplificadas, y moduladas.

La formacion del coagulo ocurre solo cuando se requiere y se localiza Unicamente
en el sitio de dafio vascular (3). Este equilibrio esta mediado por los sistemas
anticoagulantes naturales, los principales son: el sistema de la proteina C (PC),
antitrombina (AT) e inhibidor de la via del factor tisular (TFPI).

Después de que la hemorragia ha cesado, el coagulo debe ser degradado por el
sistema fibrinolitico, para evitar la obstruccion del flujo sanguineo (3,4). Existen dos

grupos de activadores de este sistema, intrinsecos (fase de contacto) y extrinsecos




(t-PA); ambos tipos de activadores permiten la conversion del plasmindgeno (Plg) a
plasmina, enzima responsable de la degradacion de la fibrina. (4) La plasmina se
encuentra estrictamente regulada, y sus principales inhibidores son: el inhibidor del
activador tisular del plasminégeno (PAIl-1) y la alfa 2 antiplasmina (a2-AP) (4).
Finalmente, se restablece el flujo sanguineo y el endotelio mantiene nuevamente la
sangre en estado liquido.

Cuando este sistema no funciona adecuadamente se da lugar a estados de

hemofilia o trombofilia, repercutiendo en el estado de salud.

En México se ha incrementado el nimero de enfermedades crénico-degenerativas
entre las que destacan: cancer, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares
(Infarto Agudo al Miocardio, Angina de pecho estable e inestable); asi como
enfermedades vasculares cerebrales, ademas de trombosis venosas y pulmonares;
constituyendo un problema grave de Salud Publica. Hay que considerar, que no
contamos con estadisticas precisas, que permitan evaluar la magnitud del problema,
pero podemos inferir, que los problemas de trombosis en México, es de
aproximadamente 300,000 casos, de los cuales fallecen 10-15% por problemas
embalicos; por lo tanto, la mortalidad por trombosis es entre 30,000-45,000 casos.
(5)

Trombofilia se define como un aumento en el riesgo de presentar trombosis; puede
ser congénito o adquirido; en este caso, una gran variedad de trastornos, pueden
ser la causa del estado de hipercoagulabilidad, por ejemplo: deficiencia o defectos
de las proteinas anticoagulantes naturales; aumento de proteinas procoagulantes o
fibrinolisis alterada. Por otro lado, la falta de proteinas procoagulantes como el

Factor VIII (FVIII) o del Factor de von Willebrand (FvW), pueden originar




hemorragias. (6)

Las pruebas de coagulacion son una herramienta sumamente importante para poder
evaluar la fisiologia de la hemostasia, (7) y de esta forma conocer la situacion clinica
del paciente, que permite la adecuada interpretacion de los resultados. (8) Primero
hay que tomar en cuenta que estas pruebas deben indicarse con base en: la
condicion clinica del paciente; para ello es necesario enfatizar dentro de la historia
clinica los antecedentes hemorragicos y/o trombéticos; o si el paciente serd
sometido a un procedimiento invasivo o quirdrgico, con el fin de conocer si puede

presentar algun riesgo.

1. 2 Antecedentes Cientificos

1. 2. 1 Modelos de Coagulacion

1. 2. 1.1 Modelo Cléasico de la Coagulacién de Morawitz

Para lograr que las pruebas de laboratorio de hemostasia sean eficientes y
contundentes en la toma de decisiones clinicas, es necesario garantizar la calidad
de las mismas en las diferentes etapas del proceso analitico; por lo cual es
indispensable recordar el proceso de hemostasia desde el punto de vista de los

diferentes modelos que se explican a continuacion.

El primero en describir un modelo de coagulacion fue Morawitz en 1904, mediante
el esquema Clasico de la Coagulacion, el menciond que los tejidos vasculares
liberan una tromboplastina tisular necesaria para iniciar el proceso de coagulacion, y

refiere que los componentes principales son: protrombina, fibrindbgeno, calcio y




tromboplastina; ademas asumio la presencia de una antitrombina en la circulacion
gue modula a la trombocinasa (actualmente conocida como Factor Tisular). (9) Este
modelo es sumamente importante, debido a que ha dado la pauta para explicar

muchos de los procesos actualmente descritos. (Ver Fig. 1)
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Fig. 1 Modelo Clasico de la coagulacion de Morawitz. Se observa la tromboplastina tisular,
la cual es capaz de iniciar el proceso de coagulacion, y es regulada por la
antitrombina.

1.2.1. 2 Modelo de la Cascada de la Coagulacion

Posteriormente en 1960 se identificaron dos grupos de estudio, quienes mencionan
gue la coagulacion es un proceso enzimatico, caracterizado por ser una cascada de
reacciones, donde intervienen los factores que se encuentran como proenzimas y
gue se convierten en enzimas al ser activadas, lo cual les confiere la funciéon
catalitica. Mas tarde hubo modificaciones, debido a que se observd que algunos
factores actian como cofactores (Factor V [FV], Factor VIII [FVIII]), y no como

enzimas, ya que no poseen esta actividad catalitica. Este modelo se caracteriza por
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presentar dos vias diferentes: una intrinseca y una extrinseca. La via Intrinseca
inicia cuando existe dafio endotelial y hay interaccion de superficies que poseen
cargas negativas con tres proteinas plasmaticas (Factor XII [FXII], Precalicreina [PK]
y Cinindgeno de Alto Peso Molecular [CAMP]). (10) La via Extrinseca inicia con el
dafio endotelial, hay exposicion del subendotelio, en donde se ubica el Factor Tisular
(FT), el cual, se une al factor VII (FVII), presente en la circulacién sanguinea. Ambas
vias convergen en el Factor X (FX), y junto con el Factor Va (FVa) convierten a la
protrombina en trombina y finalmente en fibrina. Este modelo fue aceptado durante
muchos afios, sin embargo se llegé a la conclusion de que el sistema de la
Hemostasia no puede funcionar de forma independiente. Hay que mencionar que no
se trata de una cascada, sino de una serie de cambios bioquimicos y enzimaticos
que tienen como fin la formacion de trombina que culminard con un coagulo de
fibrina. Sin embargo este modelo se sigue utilizando en el Laboratorio debido a que

es util para explicar y comprender las reacciones in vitro.
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Fig. 2 Cascada de Coagulacion. Esquema que demuestra las diferentes vias del modelo

antes descrito.

1. 2. 1. 3 Modelo Celular de la Coagulacién

El Modelo celular de la Coagulacibn, menciona que las superficies celulares
proporcionan un ambiente natural, donde se lleva a cabo las reacciones del proceso
hemostatico; a diferencia de los de otros modelos antes mencionados, donde las
funciones dependen solo de reacciones enziméticas; para lo cual es importante
contar con diferentes tipos de células, donde las plaquetas se encargan de

proporcionar la superficie para la generacion de trombina; y de otras células que
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expresen FT, como los monocitos. Por lo tanto este modelo es dependiente de

superficies celulares y del FT, que inicia cuando hay lesion o dafio endotelial. Esta

formado por tres fases, en las cuales interactian los diferentes componentes de la

hemostasia, como se explica en el Cuadro 1, y la Fig. 3.

Cuadro |I.  Caracteristicas del Modelo Celular de la Coagulacion

FASES

a) Iniciacion

b) Amplificacién

c) Propagacion

CARACTERISTICAS

Modelo que inicia con la exposicion del FT, al cual se une el
FVII, y que es activado al realizarse esta union; la formacion del
complejo Factor Tisular/Factor Vila (FT/FVlla) activa al FX, y
también al FIX*. EI FX es rapidamente blogueado por la
formacion del complejo FT/FVlla, quén se encarga de generar al
Inhibidor de la Via del Factor Tisular (IVFT), siendo su principal
funcion la inhibicion del FT como su nombre lo indica.

Esta fase que se caracteriza por presentar las pequefas
cantidades de trombina, previamente formadas, y que se
encuentran en las superficies celulares, las cuales son utilizadas
para activar otros componentes como el FV, FVII, FXI y
plaguetas.

Comienza con las plaguetas activadas y con la expresion de
sitios de unién para el FIXa, el cual es capaz de activar al FX, y
de generar grandes cantidades de trombina y por lo tanto de la
formacién del coagulo de fibrina.(9)

*El FX es necesario para la activacion plaquetaria. El FIX es responsable de la produccién suficiente

de trombina
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Fig 3. Modelo Celular de la Coagulacién. Se observan las tres etapas de la fase fluida del

modelo celular. a) Iniciacion, b) Amplificacion, c) Propagacion.

1. 2. 2 Pruebas de Hemostasia en el Laboratorio

El laboratorio de hemostasia contiene una gran variedad de pruebas que permiten
conocer los defectos en las diferentes etapas de la coagulacion; o bien, monitorizar
el estado de coagulacién de un paciente antes de un procedimiento quirdrgico o para
dar seguimiento de algun tratamiento especifico. (11) Por lo cual es importante

conocer las pruebas de escrutinio y las pruebas especiales.

1. 2. 2. 1 Conceptos generales de las pruebas de escrutinio

a) Tiempo de Protrombina

Es la prueba de coagulacion mas antigua, fue descrita por el Dr. Armand Quick, en
1938, por lo que también es correcto denominar a esta prueba como Tiempo de
Quick. Es una medida representada en tiempo, especialmente en segundos, y que

nos ayuda a evaluar la via extrinseca (FVII) y comun (FX, FV, Fll y fibrindgeno) del

14



Modelo de cascada de coagulacion. (12) Por lo tanto analiza deficiencias de
factores (FVIl, FX, FV, FIll) y fibrinbgeno, ademas de que es utl para la
monitorizacion de anticoagulantes orales del grupo de los antagonistas de la

vitamina K.

Los valores de referencia deben de obtenerse en cada laboratorio, por medio del

analisis de la poblacion normal.
b) indice Internacional Normalizado (INR).

Se ha utilizado ampliamente desde la introduccion del TP en 1935, en el control de
la anticoagulacion oral con medicamentos antagonistas de la vitamina K,
principalmente en pacientes con diversas cardiopatias. A partir de 1948, la
Asociacion Americana de Cardiologia recomendo un nivel terapéutico entre 2.0 - 3.0
para anticoagulacion oral, sin embargo hubo la dificultad acerca del reporte de los
resultados otorgados por cada laboratorio, debido al empleo de tromboplastinas
comerciales obtenidas de diferentes tejidos y especies, originando que los pacientes
emplearan mayores dosis de anticoagulante y presentandose un niumero mayor de
complicaciones (hemorragias). En 1983, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
disefio un esquema internacional del TP que proporciona una terapia anticoagulante
segura y efectiva; utilizando un factor de correccién del INR, por las diferentes
tromboplastinas empleadas, y denominado indice se Sensibilidad Internacional (ISI),
a partir del cual, el INR resulta de una conversion matematica de la razén del TP,

elevada a la potencia del I1SI. (13)
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Formula para obtener INR:

. ISI
TP Paciente

INR=

TP Testigo

El TP testigo es la media geométrica de los resultados de TP de al menos 20

sujetos aparentemente sanos de ambos sexos. (14)

Es importante hacer énfasis que el INR se utliza solo para proporcionar

seguimiento de la anticoagulacién oral (acenocumarina y warfarina).

c) Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado

Fue desarrollado en 1953 por Langdell, Wagner y Brinkhous. En 1961, Proctor y
Rapaport modificaron esta prueba utilizando caolin como un activador de contacto.
(15) Mide la integridad de la via intrinseca (FVIII, FIX, FXI y FXII), asi como la via
comun (FX, FV, Fll y fibrinbgeno). Es una medida representada en segundos. Se
trata de una prueba que utiliza una tromboplastina parcial, debido a que no contiene
FT. La utilidad de esta prueba consiste en la identificacion de deficiencias de
factores (XII, XlI, X, IX, VII, V, Il y fibrinbgeno); y monitorizar tratamiento con

heparina; asi como en pacientes que presenten anticoagulante lapico. (16)

d) Tiempo de Trombina

Esta prueba, mide la relacion de conversion de fibrinbgeno a fibrina polimerizada,
después de la adicién de trombina al plasma, la medicion se reporta en segundos
hasta que se forma el coagulo. Es util para valorar los defectos (calidad) y

deficiencias (cantidad) de fibrindbgeno (ej. disfibrinogenemia, hipofibrinogenemia y

16



afibrinogenemia); para el seguimiento del tratamiento con heparina; y para la

deteccion de productos de degradacion de fibrinbgeno (PDF). (16)

e) Fibrindbgeno

Es la principal proteina de coagulacion en el plasma, es sintetizada en el higado, su
medicion es inmunolégica o mediante el método de Clauss. Se reporta en mg/dL. Se
trata de un dimero y cada molécula tiene tres compuestos idénticos denominados q,
B y v, conectadas por un puente disulfuro. Su importancia radica en que nos permite
detectar problemas de anomalias congénitas como afibrinogenemia o

disfibrinogenemia, asi como trauma, hepatopatias, CID, enfermedad renal, etc. (11)

Existe una marcada variacion entre los resultados en los diversos laboratorios, o
cual se podria explicar por los diferentes reactivos que se utilizan, el perfil de
fosfolipidos, etc. Por lo tanto es de vital importancia determinar valores de referencia

en nuestra poblacion. (16)

1. 2. 2. 2 Conceptos generales de las Pruebas de hemostasia especiales

Cuando en las pruebas de escrutinio se encuentra prolongacion, hay que realizar
diluciones y correcciones, las cuales son pruebas que se deben hacer de forma
simultdnea en pacientes nuevos en los que debe definirse la deficiencia de uno o
mas factores, o a la presencia de inhibidores, ademas, siempre se debe corroborar

el resultado haciendo comparacion con una muestra control. (17)
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los principales factores hemostaticos,

fibrinoliticos y anticoagulantes naturales.

Factor PM Vida Concentra Sintesis Caracteristicas
(kDa) media cion
(h) (mg/dL)

Fll 71 50-80 1-2 Higado Activa a FV,FVIII,FX

y FXI

FVII 48 6 0.05 Higado Activa a FX, FIX 'y

FXI

FIX 56 24 0.5 Higado Activa a FX

FXI 160 40-80 5 Higado Activa a FIX

PC 62 10 0.04 Higado Inhibe a FV y FVIII

AT 58 14 Higado/endotelio Inhibe proteasas de

Serina

Plg 88 50 2.1 Higado Sustrato del t-PA

18



PAI-I 50 0.025 Endotelio Inhibe a t-PA

a2-AP 68 58 6.9 Higado Inhibe a la plasmina

Tabla 1. Muestra las principales caracteristicas de los factores hemostaticos, fibrinoliticos y
anticoagulantes naturales que a evaluarse en este trabajo. PM: peso molecular.

a) Diluciones

Las diluciones se realizan por medio de la colocacion de solucién (solucion salina o
buffer) de forma progresiva al plasma citratado del paciente, para conocer si la
prolongacion de los tiempos es causada por la deficiencia de factores o la presencia
de inhibidores los cuales son anticuerpos que bloquean la actividad de los factores

de coagulacion. (18)

b) Correcciones

Son estudios que se realizan en forma conjunta con las diluciones. La muestra del
paciente se mezcla en proporciones iguales con un pool de plasmas normal, y se
repite la medicién de los tiempos. Se dice que una muestra corrige cuando el tiempo
de coagulacién se acorta en relacion a la muestra original, como consecuencia de
gue el pool de plasmas proporciona el factor deficiente en el paciente. Una muestra
no corrige, cuando el tiempo de coagulacién es mayor que el primer resultado de la
muestra, el origen puede ser la presencia de inhibidores (anticuerpos contra un

factor especifico). (19)

c) Dosificaciéon o Cuantificacion de Factores

Esta prueba se realiza cuando se tiene claro que la causa de la prolongacion de las
pruebas de escrutinio se debe a una deficiencia de factores, nos permite identificar

cudl o cuales son los factores alterados, y cuél es su concentracion. La actividad
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funcional de los factores se miden por medio de técnicas: coagulometricas, las
cuales se encargan de medir el tiempo en que tarda en formarse el coagulo a través
de un sensor que capta cambio en la luz del plasma; y cromogénicas, son pruebas
qgue miden la reaccion producida por la liberacion de un compuesto colorido
mediante fotometria. La cuantificacion de los Factores se relaciona con el modelo de

cascada de coagulacion, y seran evaluados de la siguiente forma:

Via Extrinseca: FVII, y via comun FX, FV, Fll

Via Intrinseca: FXII, FXI, FIX, FVIII, y via comun

Es importante recalcar que una concentracion disminuida de estos factores puede
condicionar hemorragias y un exceso originar trombosis; con excepcion del FXII, que

al haber deficiencia hay riesgo de trombosis. (20)

e [actor Il

Se conoce como protrombina, es una glicoproteina con un PM aproximadamente de
72 kDa; sintetizada en el higado. Su formacion requiere la presencia de Vitamina K.
La protrombina es un polipéptido monocatenario compuesto por dos partes: 1) Parte
C-terminal, responsable de la formacién de la trombina; 2) Parte N-terminal, que
puede descomponerse por la trombina, liberando su dominio catalitico del resto del
factor (fragmento 1+2 de la protrombina). La protrombina es activada por un
complejo enzimatico que se compone del FXa, iones de calcio, fosfolipidos y FV.
Durante la activacion de la protrombina, la trombina liberada puede convertir el
fibrinbgeno en fibrina. Tiene un efecto procoagulante al participar en la
retroalimentacion positiva que activa las plagquetas, y a los FV, VI, Xl y Xlll. Ademas

de presentar actividad fibrinolitica al activar al TAFI. (21)
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e FactorV

Se sintetiza en megacariocitos e higado. Es una glicoproteina monocatenaria, con
un PM de 330 kDa. Se encuentra también en los granulos a de las plaquetas, y se
libera en forma de procofactor. Es activado por la trombina para convertirse en FVa,
el cual es un cofactor del FXa, en conjunto con iones de calcio y fosfolipidos. Puede
haber deficiencia congénita (Enfermedad de Owren); o adquirida, relacionada con
deficiencia de FVII, FX y FlI, presente en hepatopatias, fibrindlisis y Coagulaciéon

Intravascular Diseminada (CID). (22)

e [actor VI

Es una glicoproteina que depende de la Vitamina K. Tiene un PM de 50 kDa. Se
caracteriza por formar un complejo con el FT para activar los factores X y IX. Es
sintetizado en el higado. Un ejemplo de deficiencia adquirida es mediante terapias
con antagonistas de la Vitamina K. ElI FVII provoca complicaciones hemorragicas
clinicamente relevantes cuando las concentraciones son menores al 10%, y severas

con niveles menores del 1%. (23)

e Factor VI

Se sintetiza en hepatocitos, bazo y ganglios linfaticos. Es una glicoproteina con un
PM de 280 kDa. El FvW transporta y estabiliza al FVIII; una molécula de FVIII se une
a 50-100 moléculas de FVW, por lo cual su concentracién depende de la cantidad de
este. El FVIII circula en plasma formando un complejo no covalente con el FVW. La
trombina y el FXa activan al FVIII para que realice la activacién del FX junto con el
FIXa. La deficiencia congénita se manifiesta como Hemofilia A, en algunas

condiciones, este factor puede aumentar, ocasionando complicaciones
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tromboembdlicas. (24)

e [actor IX

Es una glicoptroteina con un PM de 56 kDa aproximadamente, sintetizado en
higado, dependiente de Vitamina K. Es activado por dos factores: 1) FXla, en
presencia de iones de calcio; y 2) FVlla, junto con iones de calcio y fosfolipidos.
Forma un complejo en presencia de su cofactor, el FVllla, para activar al FX. La
deficiencia congénita se manifiesta como Hemofilia B; y la adquirida es producida:
durante tratamiento con anticoagulantes orales, hepatopatias, alteracion en la
absorcion de Vitamina K, como: enfermedades hemorragicas de recién nacido,
ictericia, o tratamiento con antibi6ticos. El principal inhibidor plasméatico del FIX es la

AT en presencia de la heparina. (23)

e Factor X

Es una glicoproteina, vitamina K dependiente, con un PM de 60 kDa, es sintetizado
en el higado. Formado por dos cadenas de aminoacidos, unidas entre si por un
puente disulfuro. EI FXa junto con el FV, calcio y fosfolipidos forman el complejo
protrombinasa, el cual transforma la protrombina en trombina, liberando el fragmento
1+2. También se encarga de activar al FVII. Su principal inhibidor es la AT, y
también el IVFT. La deficiencia del FX puede ser congénita o adquirida, los cuales
van acompafados de deficiencia de otros factores vitamina K dependientes.

También puede estar alterado en trastornos hepaticos, fibrindlisis y CID. (25)

e Factor Xl

Es una proteasa de serina con un PM de 160 kDa. En el plasma, el FXI forma un

complejo con el Cininégeno de Alto Peso Molecular (CAPM). Se sintetiza en higado
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como una sola cadena, aunque circula como un homodimero formado por dos
polipéptidos idénticos de 83 kDa, unidos por un puente disulfuro. Es activado por el
FXlla y la trombina. Tiene diferentes inhibidores: a1-antitripsina, AT, inhibidor del C1,
inhibidor de a2-antiplasmina. La deficiencia fue descrita por Rosenthal en 1953, se
caracteriza por un sindrome hemorragico y aparece después de una extraccion

dental o una intervencion quirdrgica. (26)

e [actor Xll

El FXII se caracteriza por participar en la via intrinseca de la cascada de la
coagulacion; circula en la sangre como un polipéptido monocatenario de 80 kDa, que
al romperse, forma dos cadenas: una pesada, con el sitio de unién a la superficie
cargada negativamente; y una ligera con el sitio activo. Su sintesis es hepatica. El
FXlla puede transformar la precalicreina en calicreina, capaz de activar a los CAPM.
La calicreina formada contribuye a activar al FXIl, terminando este mecanismo de
retroalimentacion positiva. La activacion del FXIlI desencadena el sistema
fibrinolitico, debido a que la calicreina activa la pro-urocinasa a urocinasa. La

deficiencia predispone el riesgo de presentar trombosis. (27)

d) Factor de von Willebrand

Es una proteina sintetizada en células del endotelio vascular y megacariocitos,
comprende de una subunidad de 2,050 aminoacidos, los cuales procesan grandes
polimeros de la proteina. Cada subunidad tiene sitios de union al colageno, al FVIII,
y a las plaquetas. Una vez sintetizado, el FYW puede ser secretado al plasma o
subendotelio, o almacenado en los cuerpos de Weibel-Palade y las plaquetas

(granulos alfa). EI FvW funciona como una proteina adhesiva que se une a varios
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ligandos, que son componentes importantes en el proceso hemostatico, como: 1)
plaguetas y subendotelio, para fomentar la adhesion plaquetaria; 2) Plaguetas
activadas, con el fin de fomentar la agregacion plaquetaria; y 3) FVIII, para evitar la
degradacion prematura de este cofactor. Una deficiencia cualitativa o cuantitativa de
esta proteina procoagulante origina Enfermedad de von Willebrand o Sindrome de
Bernard-Soulier, que se caracteriza por la presencia de hemorragias principalmente
muco-cutaneas; mientras que concentraciones elevadas estan relacionadas con

riesgo de trombosis, principalmente cardiovascular. (28)

e) Anticoagulantes naturales: Proteina C, Proteina Sy Antitrombina

e Proteina C, Proteina S

La Proteina C es una glucoproteina dependiente de la Vitamina K, sintetizada por el
higado, importante para la anticoagulacion natural; se encarga de regular la
actividad procoagulante de los cofactores FVa y FVllla, por medio de su inhibicién
irreversible, de esta forma modula la actividad de los complejos Xasa Yy
protrombinasa. (29) La trombina se une a la trombomodulina (proteina endotelial),
esto permite la activacion de la PC, junto a su cofactor, la Proteina S libre,
degradando proteoliticamente los FVa y FVllla. Las deficiencias de estas proteinas
se asocian con una mayor tendencia a procesos tromboembdlicos. La deficiencia de
PC puede ser cuantitativa o cualitativa. La determinacion se realiza por medio de
técnicas inmunolégicas, como por ejemplo, la Inmunoelectroforesis de Laurell o por
ELISA; también se puede determinar por pruebas funcionales, las cuales requieren

de trombomodulina, por medio de métodos cromogénicos.

La Proteina S se describi6 y caracterizado por Di Scipio y colaboradores; como una
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glicoproteina Vitamina K-dependiente, sintetizada en higado; se encuentra en la
circulacion en dos formas: una libre, y otra unida a la proteina de complemento, C4b.
El principal papel de la PS es como anticoagulante; actia como cofactor del sistema
de la PC: aumentando la afinidad de la PC por las membranas y cambia la
especificidad de la ruptura proteolitica del FVa. Una deficiencia de PS se relaciona

con incremento de enfermedad tromboembdlica venosa. (30)

e Antitrombina

Es una glucoproteina compuesta de una sola cadena polipeptidica, codificada en el
cromosoma 1, contiene 432 aminoéacidos, un peso molecular de 58kd, es sintetizada
en el higado, tiene una vida media de 3 dias aproximadamente. La funcion es como
potente inhibidor de la trombina y de otras proteasas de serina como Xla, 1Xa, Xa,
plasmina y calicreina. El déficit de AT puede ser cuantitativo o cualitativo, originando

un estado de hipercoagulabilidad, y por lo tanto de trombosis. (31)

f) Resistencia Proteina C activada

La resistencia a la actividad de la proteina C ha sido descrita por Dahlback y col en
1993, como un nuevo mecanismo para la trombofilia familiar; se caracteriza por una
actividad anticoagulante disminuida del sistema de la Proteina C, resultando en un
incremento de la generacion de trombina y por lo tanto, de un estado
hipercoagulable. ElI 90% de los casos la causa es por una mutacion puntual en el
gen del FV que ocasiona un cambio de un aminoacido. Esta modificacion incrementa

el riesgo de 5-10 veces para presentar trombosis. (32)

g) Plasmindégeno

Es una molécula constituida por 791 aminoéacidos, es transformado en plasmina por
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accion hidrolitica de sus activadores. La plasmina se forma en la superficie de la
fibrina 0o de las membranas celulares, y se encarga de la degradacion de los

polimeros de fibrina para disolver el coagulo, previamente formado. (33)

h) a2-Antiplasmina

Es una glucoproteina de 70 kd, consiste en una cadena de 464 aminoacidos, es el
principal inhibidor de la plasmina y juega un papel importante en la lisis del coagulo;
se encuentra en la circulacion sanguinea. Concentraciones elevadas se relacionan

con trombosis. (33)

i) Anticoagulante Lupico

Los anticuerpos antifosfolipidos son una familia heterogénea de Inmunoglobulinas
dirigidas contra fosfolipidos anionicos o complejos fosfolipidos-proteinas (por
ejemplo: B2-Glicoproteina | y protrombina). Incluye al anticoagulante lGpico (AL) y
anticuerpos anticardiolipina (ACA). El anticoagulante IUpico (AL) es un grupo
heterogéneo de anticuerpos que se comporta como un inhibidor adquirido que
prolonga las pruebas de hemostasia dependientes de fosfolipidos, sin embargo, no
estan dirigidos contra proteinas de la coagulacién, por lo que se denominan

“anticuerpos inespecificos”. (34)

La presencia de AL se asocia con un estado de trombofilia, que se caracteriza por
trombosis venosa o arterial, pérdidas fetales recurrentes y/o trombocitopenia, que en

conjunto forman el Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos (SAAF). (35)
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1. 2. 3 Control de Calidad en el Laboratorio de Hemostasia

Control de Calidad: es un sistema diseflado para incrementar la probabilidad de que
cada resultado reportado por él laboratorio, sea valido y pueda ser utilizado con

confianza por el médico para tomar una decision diagnostica o terapéutica. (36)

Para garantizar la Calidad de las pruebas de hemostasia es importante cuidar las
diferentes fases, ya que existen factores que pueden causar un detrimento en la

eficacia, precision y exactitud de los resultados.

1. 2. 3. 1 Fase Pre-analitica

Inicia con la solicitud del paciente, preparacion del paciente, la toma de muestra, asi
como la identificacion de la muestra, hasta el transporte a la secciéon donde sera
procesada dentro del laboratorio; (37) en ella existe la mayoria de los errores que
repercuten en el resultado de los estudios, por lo que es imperativo para obtener el
maximo beneficio de los estudios, que el médico y el laboratorio aseguren que el
paciente esté en condiciones controladas, para lograr que los resultados sean utiles,
(38) asi como: muestras debidamente recolectadas, transportadas y almacenadas;

como se describe a continuacion.

e La solicitud del estudio debe estar justificada con el cuadro clinico del
paciente, por lo tanto es necesario vigilar las reglas da cada unidad
hospitalaria, y que se cumpla con los estandares de identificacion del paciente

y los datos clinicos necesarios.

e Una vez que se cuente con la solicitud es importante dar instrucciones al
paciente, ya que algunos factores alteran los resultados de las pruebas de

laboratorio, como por ejemplo: edad (por ejemplo, en el nacimiento los
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factores de coagulacion estan disminuidos), embarazo (aumenta fibrinégeno,

FVW, FVII, FVII, FIX, y FX), medicamentos, estrés, ejercicio, etc.

Por otro lado es necesario que el paciente cuente con un ayuno de por lo
menos 4 horas antes de que se realice la toma de muestra, debido a que la
mayoria de los instrumentos de laboratorio detectan la formacidén de coagulos
con sistemas automaticos de deteccion foto-6ptico, los cuales registran los
cambios en la transmision de la luz; si un plasma presenta turbidez por
lipemia, ictericia o hemolisis, esto puede interferir con la lectura del sistema

del instrumento Optico.

La coleccién de la toma de muestra se debe realizar por medio de un sistema
de recoleccion, y en todo caso de que no se cuente con este sistema, la toma
se realizard con jeringa. Se requiere la aplicacion de un torniquete para
facilitar la toma de muestra, el cual de preferencia debe ser ancho (tipo
cinturén) y no permanecer por mas de un minuto, ya que puede activar el
sistema de coagulacion (pueden aumentar FVIII, FVW, t-PA y activar la
fibrindlisis) y afectar los resultados. (39) La aguja debe ser de un calibre 21 y
en caso de niflos se puede utilizar calibre 22 o 23. (15) El utilizar una aguja de
mayor calibre puede traumatizar la vena, y una de menor calibre puede
ocasionar que la recoleccion sea muy lenta y ocasionar hemdlisis y activacion
plaquetaria o que la muestra se coagule, y no se pueda procesar el estudio.
La toma de muestra de catéter venoso central de preferencia no se debe
utilizar por que puede prolongar los tiempos de coagulacion (principalmente
TTPa y TT), ya que la mayoria contiene heparina para que permanezcan

permeables; sin embargo si es la Unica opcidén, se utilizara siempre y cuando
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se desechen 7-10 ml de sangre para evitar la contaminacion o dilucion por
liquidos en la linea. (40) Los tubos para la toma de muestra deben de ser de
plastico y en todo caso de que sean de vidrio deben estar siliconizados, para

no producir activacion del sistema de coagulacion.

e EI anticoagulante mas utilizado es el citrato trisédico, el cual actia como
guelante de calcio, impidiendo que se active el sistema de coagulacion. La
relacion que se necesita de sangre total con anticoagulante es 9:1. La
concentracion del anticoagulante debe ser 0.105-0.109 M (3.2%). Los valores
de Hematocrito cuando se encuentran por debajo de 30% o arriba de 55%
pueden alterar los resultados, por lo tanto hay que hacer ajustes de la

concentracion del anticoagulante en estas situaciones. (11)

e Una vez obtenida la muestra sanguinea, debe mezclarse con suavidad
mediante mecanismos de inversion, aproximadamente 5 movimientos con el
fin de homogeneizar la sangre con el anticoagulante, y asi evitar la formacién

de coagulos que interfieran con el andlisis.

¢ La centrifugacion permite la obtencion de plasma rico en plaguetas (150-200 g
o 1000 rpm por 10 minutos), se utiliza principalmente para la evaluacion
plaquetaria; y/o plasma pobre en plaquetas (2000 g o 3500 rpm por 15

minutos). (15)

e El plasma debe permanecer entre 15-20°C hasta su procesamiento;
temperaturas elevadas destruyen la actividad de los factores labiles (FVIII,

FV), mientras que temperaturas bajas pueden activar al FVII.

1. 2. 3. 2 Fase analitica
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Es la etapa que considera, las variaciones relacionadas con el proceso técnico y que
pueden afectar el resultado del estudio. Abarca la metodologia, uso de equipos,
calibracion, control y validacion de los resultados. Muchos procedimientos de control
de calidad interno se basan en la introduccion de muestras control, que seran
sometidas a las mismas mediciones y pasos que las muestras de los pacientes. En
el laboratorio de Hemostasia se cuenta con plasmas controles para la realizacion de

las pruebas, y se obtienen de la siguiente forma:

e Plasma control liofilizado, el cual es obtenido comercialmente.

e Mezcla de plasmas provenientes de un minimo de 20 personas.

Los controles son muestras manipuladas, procesadas Yy analizadas usando técnicas

idénticas a las que se usaron con las muestras de los pacientes. (41)

1. 2. 3. 3 Fase postanalitica

Es la confrontacién de todas las fases del andlisis, con la finalidad de correlacionar
los resultados obtenidos con los diagnésticos del paciente. Incluye el reporte de
resultados, los valores de referencia en base a la variabilidad bioldgica, y la

interpretacion adecuada

Para todos los resultados de laboratorio es necesario contar con un parametro de
referencia, es indispensable, por lo tanto conocer un limite entre lo normal y lo
patolégico, lo cual debe estar fundamentado en un enfoque estadistico y
epidemioldgico (42). El concepto de limites de referencia, es aceptado desde 1979

por el panel de expertos de la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC).
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Intervalo de referencia: es el conjunto finito de valores, desde un limite inferior hasta
uno superior, contra el cual comparamos el valor obtenido en una medicion; para
determinar si dicho valor pertenece o no a la poblacion de la que se obtuvo el
intervalo de referencia. Se obtiene cuando se hacen mediciones en una poblacién
bien caracterizada por sexo, edad, raza, y principalmente sana. Una vez que se
tenga a la poblacién, hay que estandarizar las condiciones fisiol6gicas y ambientales
en que se toma la muestra y el procesamiento de la misma, ademas del método

analitico utilizado. (43)

El establecer un limite de referencia entre lo normal y lo patologico, influyen:

1. Caracteristicas intrinsecas del grupo de pacientes que se va a estudiar: edad,

sSexo, nutricion, cultura, nacionalidad.

2. Incidenciay frecuencia epidemioldgica de un padecimiento determinado.

3. Precisién, exactitud, sensibilidad, y especificidad de los métodos empleados.

Se ha demostrado que los limites de referencia son susceptibles a mudiltiples
variaciones y dependen de diversos factores, de los cuales uno de los mas
importantes es la edad. Las casas comerciales han realizado diversos estudios que
expresan valores de referencia, sin embargo estos valores son hechos en otras
poblaciones y por tal motivo no deben ser aplicados a nuestra poblacién, esta es la
razon por la cual se deben de hacer estudios en poblacion mexicana para conocer
cudles son los valores, y poder emplearlos tanto en las pruebas de escrutinio, como

en pruebas especiales.

Para establecer los valores de referencia se debe de hacer una seleccion del mismo

namero de sujetos del sexo masculino y femenino, el nimero de personas minimo
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es 20; el utilizar 40 personas o mas proporciona un nivel mayor de confianza de

estos valores. (44)

Para establecer los valores de referencia se debe de hacer una seleccién del mismo
namero de sujetos del sexo masculino y femenino, el nUmero de personas minimo
es 20; el utilizar 40 personas 0 mas proporciona un nivel mayor de confianza de
estos valores (32). Para estudiar VR poblacionales, el valor minimo de individuos es

120 (NCCLS document C28-A2, 2000).
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SEGUNDA PARTE

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una amplia variedad de pruebas en el laboratorio de hemostasia, que
podemos dividir en pruebas de escrutinio y especiales las cuales nos permiten
valorar los tiempos de coagulacion, cuantificacion de factores, perfil de trombofilia y
fibrindlisis. Estas pruebas son utilizadas con el fin de detectar cualquier anormalidad
gue condicione algun proceso patoldgico. Al obtener los resultados de los pacientes,
siempre debemos contar con valores de referencia para poder detectar a la
poblacién que presente alteraciones, con el propésito de realizar diagndsticos, y
tomar decisiones sobre el manejo terapéutico. La diversidad en los reactivos y
sistemas de medicion dificulta la estandarizacién de valores de referencia para una
poblacién determinada, por lo cual de manera universal se utiliza una mezcla de
plasmas obtenida de una poblacion aparentemente sana, para el coagulograma
basico (TP, TTPa, TT y Fibrinégeno), sin embargo, para las pruebas especiales no
hay evidencia de estudios similares, y por lo tanto la mayoria de los laboratorios se
basan en los valores que proporcionan las diferentes casas comerciales de los

reactivos.
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2.1.1 JUSTIFICACION

En la poblacion mexicana los problemas de hemostasia constituyen un porcentaje
elevado de enfermedades, por lo cual es indispensable que todas las unidades de
atencion médica cuenten con un laboratorio donde se realicen pruebas de
hemostasia que nos permitan garantizar una evaluacion correcta, un diagnéstico
certero y un tratamiento adecuado de la poblacién. Otro problema es la poca difusion
en el personal médico sobre la gran variedad de pruebas de hemostasia que se
realizan en el laboratorio de coagulacién y la falta de personal especializado en el
area, en la mayoria de los laboratorios, por lo tanto, hay pruebas que no se
solicitan, o bien no son tomadas en cuenta para la evaluacion del paciente,
provocando interpretaciones erréneas, y esto repercute, en los costos dentro del

laboratorio y del hospital.

Por otro lado, no existen estudios que demuestren el comportamiento de nuestra
poblacién sana, con respecto a las pruebas de coagulacion, lo que impide establecer

valores de referencia.

Lo anterior justifica la necesidad de realizar este tipo de evaluaciones, para poder
establecer puntos de corte y obtener valores de referencia confiables, facilitar el
proceso analitico, ademas de la adecuada interpretacion de los resultados por parte
del clinico. Los valores de referencia varian dependiendo del reactivo y los sistemas
de medicion utilizados (equipos y metodologia analitica); por lo tanto es importante
hacer énfasis en que cada laboratorio establezca sus propios intervalos. Existen
diferentes metodologias para establecerlos una de ellas consiste en obtener una

mezcla de plasmas de personas aparentemente sanas, voluntarias, a las cuales se
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les determinaran las pruebas de escrutinio, las pruebas especiales.

En México se desconoce cuales son los valores de referencia de la totalidad de las
proteinas del sistema de la coagulacion. Por tal motivo es importante realizar
estudios que aporten informacion sobre este tema. Ademas su conocimiento
permitird facilitar el proceso analitico y la adecuada interpretacion de los resultados.
El empleo de la mezcla de plasmas, cominmente denominada pool, se utiliza en el
laboratorio clinico como el parametro comparativo para establecer un diagndstico de
laboratorio, especificamente en las pruebas basadas en el tiempo de coagulacion y
en la basqueda del AL. Tedricamente, una mezcla de plasmas aseguraria tener la
méaxima actividad de cada una de las proteinas involucradas en la formacion,
regulacion y disolucion de un coagulo (aproximadamente 100% de actividad); sin
embargo no existe evidencia cientifica que los sustente. Por otro lado, considerando
que la mezcla de plasmas proporciona un plasma idéneo para estudiar la
coagulaciéon sanguinea quizads puede ser utilizada como un parametro mas del
control de la calidad, con coeficientes de variacion similares a los que presenta el

plasma control normal proporcionado por las casas comerciales.

Este trabajo nos permitira estandarizar una metodologia, que podra ser utilizada
posteriormente por otros laboratorios. Las prueba mas utilizadas son TP, TTPa, y
TT, y el resultado se compara siempre con un valor de un pool de plasmas normal;
con una diferencia minima en segundos; sin embargo es sumamente importante
explicar el gran nimero de pruebas que actualmente se realizan en los laboratorios
de hemostasia especial, estableciendo valores de referencia en nuestro sitio de

trabajo.
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2.1. 2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los rangos de los resultados de las pruebas de escrutinio y especiales
del laboratorio de coagulacién en la mezcla de plasmas de donadores sanos en

poblaciéon adulta?

2.2 OBJETIVOS

Generales

e Establecer los Valores de Referencia de las pruebas de escrutinio y
especiales del laboratorio de coagulacion a partir del estudio de la mezcla de

plasmas de donadores sanos en poblacion adulta.

Especificos

e Conocer los rangos de los resultados de las pruebas de escrutinio y

especiales del laboratorio de coagulacién de la poblacién estudiada.

e Analizar el comportamiento de los resultados para cada prueba estudiada y
compararlos con los valores de referencia sugeridos por el fabricante del

reactivo utilizado.

e Establecer los valores de referencia de cada una de las pruebas analizadas.
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2. 3 HIPOTESIS

Los valores de referencia de las pruebas de escrutinio y especiales del laboratorio
de coagulacién en la mezcla de plasmas son diferentes de los valores de referencia

poblacionales establecidos por el proveedor.

2.4 Variables

Descripcién de las variables.

¢ Independientes. Mezcla de plasmas de donadores sanos.

e Dependientes. Valores de referencia de las pruebas de escrutinio y especiales

del laboratorio de coagulacion.

Descripcion operacional de las variables

Pruebas de Escrutinio.

a) Tiempo de protrombina (TP), tromboplastina parcial activada (TTPa) y de

trombina (TT); expresado en segundos.

b) Fibrindbgeno. Concentracién plasmatica de fibrindbgeno presente en la mezcla

de plasmas, expresada en mg/dL.

Pruebas especiales.

a) Factores hemostaticos. Concentracion de los factores hemostaticos en
estudio en comparacion con un plasma de calibracion, expresada en

porcentaje de actividad.
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b) Proteinas anticoagulantes naturales. Concentracion de la Proteinas C (PC),
Proteina S (PS), Antitrombina (AT) en la mezcla de plasmas en comparacion

con un plasma de calibracion, expresada en porcentaje de actividad.

c) Proteinas fibrinoliticas. Concentracion del plasminégeno (PLG) y alfa 2
antiplasmina (a2-AP) en la mezcla de plasmas en comparacion con un

plasma de calibracion, expresada en porcentaje de actividad.

d) Anticoagulante lUpico. Tiempo del veneno de la vibora de Russel (TTVR) de

escrutinio y confirmatorio de la mezcla de plasmas, expresado en segundos.
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2.5 MATERIAL Y METODOS

Universo de trabajo.

e Mezcla de plasmas provenientes de donadores clinicamente sanos

mexicanos.

2.5. 1 Tipo y Diseio del Estudio

e Estudio descriptivo, observacional, transversal, no aleatorizado

2. 5.2 Poblacion y Muestra

e Muestra de plasmas de donadores aptos de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana 003 SSA2-1993, “Para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos”, proveniente del Banco Central de

Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

39




2.6 Criterios de Seleccién

Seleccion de la muestra

e Tamafo. 72 mezclas de plasmas de donadores sanos mexicanos. Cada
mezcla se preparé con el plasma de al menos 20 donadores, 10 hombres y

10 mujeres.

Criterios de inclusion.

e Muestras de plasma obtenidas en tubos al vacio con citrato de sodio al 3.2%

de al menos 20 donadores sanos, 10 hombres y 10 mujeres.

e Muestras con una relacion de 1:9 de citrato de sodio al 3.2% con respecto a la

sangre obtenida.

Criterios de exclusion.

e Muestras mal aforadas, lipémicas, ictéricas o hemolizadas en la mezcla de

plasmas.
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2.7 Métodos

Durante el periodo del 15 de febrero del 2010 al 27 de junio del 2011, Se utilizaron
las muestras que el Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI
otorga semanalmente para utilizarse como testigos en la interpretacion de los

estudios de escrutinio como se describe a continuacion:

Una vez recibidas, se verifica que correspondan a muestras de 10 hombres y 10
mujeres. Posteriormente se valida que cumplan con los criterios de inclusion y
exclusion. Los tubos se centrifugaron por 15 min a 2000 g (3,500 rpm). Al terminar,
las muestras de plasma de los 20 sujetos se mezclaron para obtener una sola
muestra. Dicha mezcla se procesd dentro de las primeras 4 horas de extraida. Las
pruebas de coagulacién se realizaron en los sistemas de medicion StaCompaq
(Stago Asniers, Francia), con la metodologia descrita en el anexo 1 para las
diferentes pruebas de escrutinio y especiales, de acuerdo con las pruebas
realizadas y estandarizadas en la Unidad de Investigacion Médica en Trombosis,
Hemostasia y Aterogénesis del Hospital General Regional No 1 del IMSS “Carlos

McGregor Navarro”.

Los resultados obtenidos se registraron en una base de datos en el programa Excell,

Windows, SPSS.

Para el control de calidad se utilizo un plasma control normal y otro patoldgico
comercial. Con los resultados se realizaron las graficas de control de Levey-
Jennings y se interpretaron en cada corrida de muestras. En relacion a la
estabilidad del reactivo, una vez que fueron retirados del refrigerador, se dejaron por

una hora a temperatura ambiente. El vial que contenia el liofilizado del plasma de la
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proteina en estudio y los plasmas citratados para control normal y patologico se
reconstituyeron con 1 mL de agua inyectable. Todos se dejaron reposar a
temperatura ambiente por 1 hora para permitir la hidrataciéon adecuada. Transcurrido
el tiempo se mezclaron suavemente para homogeinizarlos, sin formar espuma. Una
vez reconstituidos, los reactivos fueron estables por 8h entre 15 y 19°C. Lo anterior

de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
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2. 8 Andlisis Estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva de cada una de las pruebas realizadas. Los
resultados de todas las variables se analizaron con medidas de tendencia central,
ademas se establecid su distribucion mediante la prueba estadistica de Kolmogorov-

Smirnov.
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TERCERA PARTE

3. 0 Resultados

Se obtuvo 72 mezclas de plasma, provenientes del BCS CMN SXXI, de donadores
sanos, los cuales fueron aceptados de acuerdo a los estandares establecidos por la
NOM-003-SSA2-1993. A las muestras se les realizaron las pruebas de hemostasia
de escrutinio y especiales para conocer el rango de referencia, en una poblacion
especifica, y evaluada con un sistema de medicibn Stago. Para determinar la
fiabilidad de la media de referencia se recomienda como minimo 20 o mas valores,
para poder hacer la determinacion.

El andlisis de estas pruebas se realiz6 con medidas de tendencia central: (media,
mediana y moda), se buscaron los resultados minimos y maximos, con el fin de
representar los valores extremos; ademas, se evaluo la desviacion estandar. Para
conocer los valores de referencia, se determiné el intervalo de confianza al 95%, en
base a la realizacion de percentiles 2.5 y 97.5; ademas se realizaron histogramas, lo

cual nos permitié conocer la distribuciéon de dichos valores en la poblacion evaluada.

Para todas las variables estudiadas, se muestran los resultados del analisis

descriptivo y los valores de referencia obtenidos (Tablas, 2-5).
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TP, TTPa, TT y Fibrindgeno. Los valores de referencia obtenidos para estas
pruebas se muestran en la Tabla 2. La actividad de los tiempos de coagulacion se
expresa en segundos, y el fibrindbgeno es evaluado en mg/dL. También se presentan

las diluciones practicadas al TPy TTPa, 1:2 y 1:4, expresadas en segundos.

Tabla 2. Resultados de las pruebas TP, TTPa, TT y fibrindgeno en la mezcla de

plasmas de donadores sanos en poblacién adulta.

PRUEBA N MIN | MAX | MEDIA DE Ccv MEDIANA VR
TP (s) 72 | 123 | 14.0 131 0.3 2.5 13.0 12.5-13.7
TP1:28(s) | 72 | 16.7 | 24.0 18.8 0.9 4.8 18.8 17.4-20.0
TP 1:4 (s) 72 | 26.6 | 36.2 31.8 1.9 6.0 32.0 27.6-35.1
TTPa (s) 72 | 28.0 | 337 31.6 0.8 2.6 315 30.0-33.0
TTPal:2(s) | 72 | 379 | 73.9 43.4 4.2 9.7 42.9 39.5-48.7
TTPali4(s) | 72 | 67.0 | 89.4 77.2 5.7 7.4 76.7 65.9-88.4
TT () 72 | 175 | 20.0 18.6 0.6 3.3 18.5 17.7-20.0
FIB (mg/dL) | 72 | 250 367 316.3 22.5 7.1 317.0 279.8-355.0
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Factores hemostaticos. Los valores de referencia obtenidos para estas pruebas se
muestran en la tabla 3. La concentracion de cada variable se expresa en porcentaje

de actividad.

Tabla 3. Resultados de los factores hemostéaticos en la mezcla de plasmas de

donadores sanos en poblaciéon adulta.

PRUEBA| N | MIN | MAX | MEDIA | DE cV MEDIANA | VR
FVW (%) | 72 | 78 | 119 98 8.1 8.2 99 85-114
FIl(%) | 72 | 87 | 122 101 75 7.4 102 88-116
FV (%) | 72 | 82 | 132 100 10 10.0 99 84-119
FVII(%) | 72 | 92 | 133 112 9.9 8.9 113 93-129
FVII (%) | 72 | 84 | 150 118 | 181 15.3 118 87-148
FIX (%) | 72 | 94 | 151 124 | 132 10.6 125 98-150
FX (%) | 72 | 90 | 117 103 5.9 5.8 102 93-113
FXI (%) | 72 | 77 | 154 108 | 17.0 15.8 106 79-138
FXII(%) | 72 | 61 | 133 87 11.3 13.0 86 65-105
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Proteinas anticoagulantes naturales y RPCa. Los resultados de la concentracion
de estas proteinas se expresaron en porcentaje de actividad; para la RPCa, los

resultados se expresaron en segundos (tabla 4).

Tabla 4. Resultados de las proteinas anticoagulantes naturales y resistencia a
la proteina C activada en la mezcla de plasmas de donadores sanos en

poblacion adulta.

PRUEBA | N MIN MAX MEDIA DE Ccv MEDIANA VR
PC (%) 72 80 132 117 8.6 7.3 118 98-128
PS (%) 72 77 126 105 9.8 9.3 107 86-121
AT (%) 72 87 121 109 6.5 5.9 110 97-118

RPCa(s) | 72 125 177 148 11.9 8.0 149 130-173
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Anticoagulante lupico. El resultado de cada prueba se expresé en segundo. La

tabla 5 muestra los resultados del analisis descriptivo y los valores de referencia.

Tabla 5. Resultados de las pruebas de anticoagulante lGpico en la mezcla de

plasmas de donadores sanos en poblacion adulta.

PRUEBA | N | MIN | MAX | MEDIA DE CV | MEDIANA | VR
ALS (s) | 72 | 36 45 41 1.9 4.6 41 37-44
ALC (s) | 72 | 31 37 34 1.2 35 34 32-36

PTT-LA(s) | 72 | 38 50 44 2.5 5.7 44 39-49
AL-1(s) | 72 | 46 71 60 5.0 8.3 60 52-69
AL-2(s) | 72 | 44 68 57 4.9 8.5 57 49-66

48



Proteinas de la fibrindlisis. Ambas se expresaron en porcentaje de actividad. La

tabla 7 muestra los resultados.

Tabla 7. Resultados de las proteinas de la fibrindlisis en la mezcla de plasmas

de donadores sanos en poblacion adulta.

PRUEBA | N | MIN MAX | MEDIA DE CV | MEDIANA| VR
Plg(%) | 75| 96 118 106 5.2 4.9 105 98-117
a2AP (%) | 75 | 90 129 111 9.9 8.9 113 92-128
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CUARTA PARTE

4.0 Discusion

Los valores de referencia deben ser calculados para cada poblacion en particular
usuaria de un laboratorio clinico, ya que son dependientes de la genética, raza,
estilos de vida y ambientales; y de otras caracteristicas mas especificas como la
edad, género; asi como del método analitico con que son evaluados y equipo
utilizado, etc. Se obtienen a partir de una poblacion clinicamente sana y homogénea,
y su importancia radica en que se trata de una descripcion de la poblacion a la que
se le otorga atencién médica, con una metodologia utilizada, y estandarizada; por lo
tanto sirven de guia para considerar a la poblaciéon normal; tomando en cuenta, que
n valor fuera de este rango, no indica enfermedad, sino que el valor obtenido no se
encuentra dentro del 95% de las personas en las que se calcul6 el estudio; este es
el motivo, por lo cual no es conveniente utilizar los datos reportados en los insertos
de las casas comerciales, ya que la poblacién en donde realizan sus estudios es
muy diferente en cuanto nutricion, estilos de vida, y variables fisiologicas vy

biolégicas. (Solberg HE, IFCC, 1987)

En los resultados de las pruebas de coagulaciéon realizadas a las 72 mezclas de
plasma analizadas, no se encontrd diferencia a los valores de referencia reportados
por el fabricante; sin embargo podemos observar que en los resultados que
obtuvimos podemos observar un rango menor a lo establecido, lo que nos permite
realizar una mejor discriminacion y un analisis adecuado, para la interpretacion
correcta de las pruebas; asi como conocer el comportamiento de la poblacion

estudiada.

50




La poblacion mexicana esta compuesta por individuos mestizos en los que la mayor
participacion genética corresponde a las poblaciones indigenas y espafiola. Por lo
tanto, las caracteristicas genéticas de la poblacibn mexicana son
extraordinariamente especificas y nos hacen un pais homologo genéticamente, pero
muy diferente a otras poblaciones. Por lo tanto es imprescindible conocer las
caracteristicas de nuestra poblacion. Hasta hoy, existen pocos trabajos relacionados
con el estudio del sistema de la coagulacién sanguinea en poblacion mexicana. En
un estudio realizado para establecer la prevalencia de la resistencia a la proteina C
activada (RPCa) y del FV de Leiden en México, se constatd, que estas alteraciones
no se encuentran en poblacion indigena, mientras que en poblacion mestiza se
documenté una prevalencia muy baja (Majluf et al., 2008), mucho menor a la
estimada en otros paises. A pesar de ser el Unico trabajo realizado en la poblacién
indigena mexicana, sus resultados apoyan la hipétesis de la diferencia en las
concentraciones plasmaticas de los factores hemostaticos encontradas en la

poblaciébn mexicana, debida al patron de mestizaje.

Particularmente, las concentraciones de los factores son importantes porque
determinan las tendencias hemorragicas o trombéticas de una poblacién. También
sabemos que estas concentraciones impactan en la posibilidad de sufrir eventos
isquémicos. Por ejemplo, se ha demostrado que el aumento, genéticamente
determinado en la concentracion del FVIII se asocia con Infarto Agudo de Miocardio
(Majluf et al., 2008; Hernandez et al., 2003) y con Infartos Cerebrales. Otro ejemplo,
es el aumento en la concentracion del fibrinbgeno que eleva el riesgo de
complicaciones en los enfermos diabéticos. Por lo tanto, la demostracion de los

valores de referencia nos permiten considerar a un individuo como portador de una
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deficiencia, o un aumento (trombofilia) de la concentracion de un factor, son
diferentes en México, en comparacion con los estandares ofrecidos por las casas

comerciales que producen los reactivos para estas pruebas.
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QUINTA PARTE

5.1 Conclusiones

Se establecieron los valores de referencia de las pruebas de hemostasia de

escrutinio y especiales en poblacion adulta.

Los valores de referencia establecidos por las casas comerciales demuestran rangos
muy amplios, y, por lo tanto, no deben ser utilizados para establecer un diagndstico

de laboratorio.

Es importante poder difundir la informacion obtenida a los laboratorios que realizan
pruebas de hemostasia, para que cada uno de ellos pueda establecer sus propios
valores de referencia de la poblacion a la que otorga atencion médica, y con
respecto al sistema de medicion utilizado, debido a la variabilidad biolégica, que

existe en la poblacion mexicana.

Se sugiere realizar mas estudios en donde se puedan obtener valores con respecto

a los diferentes grupos de edad, por género, y por sexo.
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5. 3 Anexos

Anexo 1. Técnicas de las pruebas de hemostasia

a) TP: el fundamento de esta prueba consiste en adicionar una tromboplastina
completa a un plasma citratado. La técnica consiste en agregar 200 pL del
reactivo de TP (tromboplastina liofilizada obtenida de cerebro de conejo +
cloruro de calcio 0.025M) a 100 pL anticoagulado con citrato de sodio 3.2 %,
se incuba de 2-3 min a 37°C y se mide el tiempo hasta la formacion de una

malla de fibrina.

b) TTPa: esta prueba utiliza una tromboplastina parcialmente activada como la
cefalina que tiene un efecto equivalente al factor 3 plaquetario. Para realizar
la prueba se mezcla el plasma problema con calcio y fosfolipidos, y un
activador del mecanismo intrinseco como: silice, caolin, celite o acido elagico.
El cloruro de calcio aportara el calcio secuestrado por el anticoagulante. Se
utilizé una técnica coagulométrica que consiste en adicionar 100 yuL de una
mezcla de cefalina liofilizada (sustituto plaquetario preparado de tejido de
cerebro de conejo) y una suspension de caolin como activador (suspension
de caolin tamponado 5mg/mL) a la muestra de plasma anticoagulado con
citrato de sodio 3.2%; se incuba por 2-3 minutos y se adiciondé cloruro de

calcio 0.025 M para medir el tiempo que tarda en formarse la malla de fibrina.

c) TT: el principio consiste en agregar trombina generalmente bovina, a una
mezcla de plasma anticoagulado y se registra el tiempo en que tarda en
aparecer la fibrina. La técnica es coagulométrica; consiste en mezclar

volimenes iguales, 100 puL de plasma con anticoagulante citrato 3.2%, con
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d)

100 pL de trombina, previamente incubado a 37°C.

Fibrindgeno: se utiliz6 un método coagulométrico, tiene como fundamento la
adicion de trombina en exceso a un plasma problema previamente diluido
(1:10); mide el tiempo que tarda en formarse la fibrina, es inversamente
proporcional a la concentracion plasmética del fibrinogeno. Para realizar esta
prueba se requiere una curva de calibracion que se obtiene de preparar
diluciones 1:5, 1:10 y 1:20 del plasma calibrador con solucién diluyente. A 200
pL del plasma problema diluido 1:10 e incubada a 37°C durante 120 s, se
adiciona 200 pL del reactivo de fibrindgeno (Tr liofilizada a 18-25°C). Se inicia
el conteo al afadir el reactivo de fibrinbgeno y se detiene al momento de
iniciar la formacién de fibrina. El resultado se extrapola en una curva de

calibracion para conocer la concentracion plasmatica de fibrindgeno.

Actividad de los factores: se utilizan técnicas coagulométricas, el reactivo
gue se emplea puede ser TP (factores de via extrinseca y via comun) o TTPa
(factores de la via intrinseca); ambos, se caracterizan por que presentan
deficiencia de cada uno de los factores a evaluar. El cronometro se detiene al
momento de iniciar la formacion de fibrina. El tiempo que tarda el plasma en
producir el coagulo se extrapola en una curva de calibracion (emplea
diluciones del plasma, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80); y se hace una grafica en papel

semilogaritmico para conocer el porcentaje de actividad del factor evaluado
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Anexo 2. Gréficas
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Grafica 1. Distribucién bimodal

Grafica 2. Distribucidn normal

Grafica 3. Distribucién bimodal

Grafica 4. Distribucién normal
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Grafica 5. Distribucién normal

Grafica 6. Distribucién bimodal

Grafica 7.Distribucion normal con un
pico de mayor frecuencia
ligeramente hacia la izquierda

Gréfica 8. Distribucién sesgada hacia
la derecha.
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Grafica 9. Distribucidn normal

Gréfica 10. Distribucidn positiva

Gréfica 11. Distribucion normal

Grafica 12. Distribucién normal
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Grafica 13. Distribucion bimodal

Grafica 14. Distribucidn normal

Grafica 15. Distribucidn positiva

Graéfica 16. Distribucién normal
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Grafica 17. Distribuciéon normal

Grafica 18. Distribucién normal

Gréfica 19. Distribucion normal

Graéfica 20. Distribucién bimodal
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Grafica 21. Distribuciéon normal

Gréfica 22. Distribucion normal

Grafica 23. Distribucién bimodal

Grafica 24. Distribucién normal

67



Frecuencia

Frecuencia

Frecuencia

Frecuencia

ALC

1257 PE'Iedia_= 34.26 |
esviacion fipica
il pi 7‘\
1004 M7 \
7.57
5.0
2.5
00=—T T T T
300 320 340 360
ALC
PTT-LA
20
—— Media = 44.03
Deswviacion tipica
= 2.400
15— N=72
N
5
0 T T T T T T
380 400 420 440 460 48.0 500
PTT-LA
AL-1
154
- 71‘\ Wedia = 80,4,
Deswviacion tipica
=50
N=72
10
5-
0== T

T T
430 500 350 600 e300 VOO 730

AL-1
AL-2
204
ledia = 57 .45
— Desviacion tipica
= 4.80
154 N=72
10 /
54
0 T 1

1 I I I
400 450 500 250 00 G50 700

AL-2

Grafica 25. Distribuciéon normal

Grafica 26. Distribuciéon normal

Grafica 27. Distribucién normal

Grafica 28. Distribucién normal
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