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INTRODUGCION

Para el diagnbéstico preciso de las diferentes coagu-
lopatias hereditarias o asdquiridas, se han descrito numerosas
pruebas de laboratorio. A través del tiempo ostas se han
ido modificando y perfeccionando para hacerlas mas sensibles,
especificas y reproducibles de modo gue en la actualidad conta-
mos con una bateria adecuadn de exémenes para el abordaje
de estos enfermos. En ese trabajo se informan los resultados
obtenidos con una modificacibén técnica de tres pruebas tradi-
cionales: El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa),
el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de trombina (TT)
a las que se le adiciond correcciones con plasma normal (PN)
y diluciones con solucidn salina (SS). La adicién de plasma
con el fin de corregir el defecto en caso de deficiencia de
factores y las diluciones para hacer este nds aparente al
diluir con la S8 el factor de por si ya deficiente. Por el
contrario, si la prolongacién es producida por un inhibidor,
no corregird con PN y con la SS disminuird o desapareceré

debido al efecto dilucional sobre este de la S8,

Para facilitar el entendimiento del funcionamiento
de eetas pruebas y el de su modificscién, se revisardn los

conceptos bAsicos de la hemostasia normal.



HEMOSTASIA PRIMARIA

El sistema hemostético estd compuesto por interaccio-
nes muy precisas entre el endotelio de la pared vascular,
las plaquetas y algunas proteinas plasmAticas especilicas (1),
Su funcidén es la de evitar pérdidas sanguineas después. de
traumas o heridas leves y ayudar a que estas sean menores

en caso de lesiones a arterias ¢ venas mayores.

En el momento en que hay lesibén o dafio al endotelio,
queda expuesta la matriz subendotelial en donde hay, entre
otros compuestos, fibras de colagéna. Estas tienen la capaci~
dad de unirse a un receptor plaquetario, el complejo glicopro-
téico Ia-IIa (1, 2) y también al factor de von Willebrand,
una proteina plasmatica cuya funcidén es la de unir estas fibras
con otro receptor plaquetario especifico, la glicoproteina
Ib-IX (2). Mediante estos dos m_ecanismos ocurre un revesti-
miento plaquetario del endotelio denudado. Fate fendmeno

se denomina adhesidn (1, 2).

Casi simultaneamente hay activacién de 1la plaqueta
debido & 1la unién a receptores localizando en su membrana
de agonistas como trombina, colagéno, epinefrina, tromboxano
A2 y ADP. Estas substancias producen, a través de una proteina
G, la activacidn de las enzimas fosfolipasa ¢ y A2, las cuales

hidrolizan fosfolipidos de membrana y estos actilan comeo segun-



dos mensajeros, provocando aumento del calcio ecitoplasmético
s la fosforilacién de proteinas intracelulares ecriticas.
Lo anterior produce como efecto final el cambio de. formz;‘de
Vla plaguetsa de esférica a ameboidea y la secrecion al exterior
del contenido de los grinulos alfa y densos (1, 3). EL cambio
conformacional expone sitios activos en el éomplejo glicopro-
téico de membrana IIb-IIIa, lo que permite que el fibrindgeno
se una a este y se produzcan enlaces entre plaqueta y plaqueta.

Este fenbémeno se conoce como agregacién (1, 2, 3).

Al completarse la adhesidn, activacién, secrecidn
y agregacidn, se forma en segundos un tapdén plaquetario, que
es el responsable de la fase inieial o primaria de la respuesta

hemostatica (1, 2).

Sinulthneamente con la formacidén del tapdn plaqueta-—
rio, pe da inicic u le segunda fase de la coagulacidén o plasmi-
tiea. Mediante una serie de reacciones aucesivas en las que
hay activacién proteclitica autolimitada de precursores pro-
téicos del plasma, mejor conocidos como factores de la codgula-
c¢ién, se produce trombina. Una proteasa gque convierte una
fraccidén del ftibrinbégenoc plasmdtico en fibrina (1, 4). La
mayoria de estas reacciones necesitan calcio y una superficie
que las soporte, que pueden ser las plaguetas o el endote-

iio (1).



Con fines diddcticos se ha dividldo a esta fase en
distintés etapas. La primera o de - contacto, comienza con
la formzfclén de un coazplejo sobre la colagéna subendotelial
de tres proteinas. El factor XII, el quininégeno de alto
peso molecular y la precalicrefna. Esta unidén por mecénispos
todavia insuficiéntemente aclarados produce una conver.sién
lenta del factor XII a una proteasa, e}l XII activade. El
que a su vez transforma a la precaljcreina en calicreina y
al factor XI en su forma activa, XTa. La calicreina es capaz
de acelelar la activacidén del XII; y el XIa queda disponible

para continuar la secuencia de reacciones (1).

La etapa dos provee una segunda forma de activar
la coagulaciobn. Es conocida como extrinseca o dependiente
de factor tisular. En esta, la lesidn endotelial pone al
descubierto una lipoproteina que es ubicua en las membranas
cslulares, el factor tisular, el que en compafila del calcio
convierte al factor VITI en una enzima activa, el VIIa ({1,

4).

El factor XIa generado en la etapa I, actus proteoli-
ticamente sobre el factor IX activédndolo es decir, confiriéndo-
le capacidad enzimatica (1, 4). FEn este punto comienza la
tercera etapa en la que el faector X es activado por el IYa
en una reaccidén gue para ser eficiente y répida necesita cal-

cio, una superficie de fosfolipidos y otro. factor de la coagu-



lacidén, el VIIT en su forma activa. Ademds el X puede ser
convertido en una proteasa poyr accidn directa del VIIa factor

que bLanbién es capaz de activar el IX (1, 4).

La etapa cuatro es la final y en ella un complejo
llawado protrombinass, compuesto por los factores Xa. Va. calcio
y fosfolipidos plaquetarios, produce un rompimiento peptidico
en la molécula de protrombina convirtiéndola en trombina,
la que transforma al fibrinbgeno en mondmero de fibrina, activa
a los factores V, VIII, XII y ademids, es un agonista plaqueta-

rio {1, 4).

El monémero de fibrina se polimeriza espontidneamente
en un gel insoluble jue es estabilizado por uniones, covalentes
entre los mondmeros individumles por accidén del factor

XIITa (4}.
FIBRINOLISI®

Después que el +tapén hemostdtico definitivo esté
formado y que la reparacién vascular esta en proceso, se inicia
la ligig del codgulo de fibrina, medieda por la enzima plasmi-~
na. Esta enzima es derivada de la protedlisis del plasmindgeno
que estd unido al codgulo, mediada principalmente por el acti-
vador tisular del plasminbgeno y en menor proporcién por la

uroguinasa y una fraccién del factor XII {1, 5). La plasmina



degrada al polimero de fibrina en pegquefios frogmentos, los
pi‘hd\icf.os de degradacion de la fibrina, que son posteriormente
depurado's del orga.nismo por el sistema monocito-macrdédfago (5).

De esta forma queda restaurada la permeabilidad del vaso.

ANTICOAGULANTES NATURALE3

El mecanismo plasmético de la coagulacidén necesita
ser autolimitado para preveanir 1la formacién de troambos en
sitios distintos al de 1a lesibén. Por ello existen anticoagu-
lantes naturales; los principales son, 1la antitrombina III
¥ la proteina C y gu cofactor la proteina S (1, 4). La primara
actiia formando complejos bloqueadores irreversibles con los
factores IIa, Xa, IXa. XIa, y XIIa; esta accidn es aumentada
wmiles de veces por la heparina o heparinoides que ae encuentcan
en el endotelio {4, 6). ‘ientras -que la proteina C, previa
stivacibén por la trombina despubds de jque £sta se une a una
proteina endotelial }lamada trombomodulina, ejerce su funcién
inactivando proteoliticamente a los factores Va y VIIIa.
Pero para actuar eficientemente este inhibidor necesita de
un cofactor conocido como la proteina S. La proteina C ademis
estimula la liberacibébn del activador tisular del plasmindgeno
del endotelio (1, 4, 6). La accibébn sobre la coagulacién de
estas tres substancias se ha corroborado por la presencila
de trombosis en personas con alteracioanes cuantitativas o

cualitativas de ellas (7, 8).



Un esquema completo de la hemostasia secundaria se

puede apreciar en la figura 1.

PRUEBAS DE COAGULACION

Generalmente todos los ;zecanismos antes anotados
funcicnan perfectamente y protegen al organismo de perdidas
sanguineas traumdticas. Sin embargo, existen patologias congé-
nitas y adguiridas que impiden la adecuada formacidén del codgu-
lo de fibrina y colocan al portador de ellas en riesgo de
tener sangrados excesivos y potencialmente mortales después
de traumas o procedimientos quirlirgicos, aunque estos sean

pequefios (9).

La mayoria de estas patologias afectan a la fase
plaspética de la coagulacidén (1) y el reto del clinico es
poder identificar a estos individuos en riesgo, para asi tomar
las medidas preventivas adecuadas. En otras ocaciones s8in
embargo, la tarea que enfrenta el médico es la de corroborar
o descartar 1la existencia de una diétesis hemorrdgica cuando
hay una historia dudosa de sangrado anormal. Para 1llevar
a cabo lo anterior, ademids de un interrogatoric wminucioso
J de un examen fisico detallado, se necesitan pruebas de labo-
ratorio de primera linea que sean fAciles de realizar, reprodu-
cibles, sgensibles, especificas y de bajo costo. Que sirvan

para descartar la existencia de una patologia si son normales



4 orientar la seleccin de estudios de segunda linea més especi-

ficos s especializados en caso de anormalidad (6, 10, 11).

En lo jue respecta & la fase plasmitica de la coagu-
lacidn se han utilizado a través del tiempo varias pruepas.
Entre ellas el tiempo d¢ coagulacién de la sangre total, prueba
que mide el tiempo necesario en generarse trombina suficiente
para formzer una matriz de fibrina una vez la sangre ha hecho
contacto con el vidrio de un tubo sin anticoagulante. <©in
ezbargo, esta prueba resultd ser poco sensible a deficiencias
moderadas de factores. Posteriormente se introdujo la recalci-
ficacibén del plasma rico en plajuetas; en esta técnica se
mide el tiempo de formacidn de un coégulo al adicionar calcio
& un plasma anticoazulado. No obastante, la cantidad de plague-
tas en el plasma estudiado y el tiempo de contacto con el
vidrio son variables jue influyen sobre el resultado final
J hacen poco reproducible la técnica. Para evitar esto, se
depletd el plasma estudiado de. plaquetas y estas se reemplaza-
ron con un fosfolipido externo y ademés se adiciond un activa-
dor para los factores de contacto, con lo que también se con-
trolaba la variable del tiempo de exposicidn al vidrio. Esta
prueba es el TTPa y ha demostrado ser de gran utilidad en

el diagndstico de las coagulopatias (12, 17},

Sin embargo el TTPa no evalfla el factor VII mientras

Jqile otra prueba, el TP, disefiado con base en el principio



tedrico de que al adicionar una tromboplastina potente, como
el factor tisular y caleio al plasma, se zeneraria trombina
¥y por lo tanto se produeciria un ‘codgulo. Demostrd con su
utilizacidén clinica ser omuy sensible a la deficiencia ,de

este factor (4, 11, 20).

o obstante, ni el TTPa ni el TP son senaibles a
defectos leves o moderados del fibrindgeno. Por lo que, para
una evaluacién inicial de un defecto plasmdtico de la coagula-
cibén, se debe utilizar una tercera prueba que si detecte las

anomalias de esta molécula; esta prueba es el TT (21).

A continuacidn se describirin en detalle estas tres
pruebas, que son las mAs empleadas ean el estudio inicial de

una probable coagulopatia.

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (TTPa)

El TTPa es una prueba que evoluciondé a partir de
la recalcificacidn del plasma rico en plaquetas y del tiempo
de tromboplastina parcial sin activador (12, 13). En esta,
al plasma pobre en plaquetas anticoagulado con citrato, se
le afiade una emulsidn fosfolipidieca para soportar aquellas
reacciones de la coagulacién que necesitan de una superficie
y ademds se agrega un activador para los factores de contacto

ue puede ser celite caolin & A.eldgico. Posteriormente el
1 g"
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plasma se recalcifica y se mide el tiempo necesaric para formar
el codgulo, jue es usualmente entre 30 y A0 segundos. El
TTPa es sensible s8olo a deficiencias de los factores XII,
X1, IX, VIII de la via intrinseca y V, X y protrombina de
la via comin. También se prolonga con valores de fibrindgene
menores a 50 wngs/dl y en presencia de heparina o de inhibidores
de la coagulacién ya sean estos especifices o inespecificos,

como el anticoagulante lipico (6, 11, 12, 13).

Sin embargo la sensibilided a deficiencias de factores
varia dependiendo del tipo de fosfolipido y de activador utili-
zando (14) y coagulopatias menores con actividad del factor
entre 25 y 507 pueden pasar desapercibidas independientemente
del tipo de reactivo empleado (6, 10, 11, 15, 16). Ademas,
una serie de variables prelaboratorio como puncién trauméitica,
edad de la wmuestra, relacidbn sangré-anticoagulante, contamina-
cién de catéteres con heparina (17, 1%8); otras dependientes
de la velocidad de oscilacidén del electrodo del fibrdmetro
(18) y la imposibilidad para diferenciar si una prolongacién
es debida a deficiencia de factores o a un anticoagulante,

le restan especificidad a 1a prueba (17, 18, 19).
Tiempo de Protroabina (TP)

El TP se realiza anticoagulando con citrato el plasma

pobre en plaquetas y posteriormente agregando a este calcio
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s una fuente de factor histico,v generalmenhe‘ extracto de cere-
bro desecadc de humano o conejo;’ luégo se midd el tiempo Tejue-
rido para formar el colgulo de fibrina. Un tiempo normal
de protrombina reguiere entre 12 y 16 segundos (6, 11, 20).
Esta pru.eba ge prolonga cuando hay deficiencias de los factores
V, VII, X o de protrombina o cuando la concentracidn de fibri-
nbégeno es menor a 50 mgs/dl, también en presencia de heparina

o de productos de degradacidn de la fibrina (4, 10, 20},

Al igual jue el TTPa, la sensibilidad para detectar
coagulopatias wmenores no es la 6ptima y deficiencias leves
de protrombina, con nivel de factor mayor al 30% frecuentemente
pasan desapercibidas (6, 10). Lo misao puede ccurrir, aunjque
con menos frecueacia, con los otros factores evaluados con
esta prueba. La 8sensibilidad depende ademids de 1la fuente
de factor histico utilizado; 1a técnica es méAs sensible cuando
este factor es obtenido de cerebro humano que cuando lo es
de conejo. Esto es especialmente cierto en la deteccién de

deficiencias leves de VII (6, 10).
Tiempo de Trombina (TT)

El TT valora directamente la capacidad de la trombina
para formar el codgulo de fibrina (6, 21). Esta prueba mide
el tiempo necesarioc para que una concentracidén especifica de

trombina convierta al fibrindgeno en fibrina. Generalmente
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se elige para el andlisis una concentracidén de trombina de
modo que un TT normal sea entre 18 y 23 segundos (22). La
hipofibrin?genemia menor a 100 mgs/dl las alieraciones cuali-
tativas de esta molécula o 1la presencia de inhibidores de
su polimerizacién como heparina, productos de degradacidn

de la fibrina o paraprcteinas, prolongan el TT (21).



OBJETIVO

Con el fin de aumentar la sensibilidad, la especifici-
dad, los valores predictivos negativos y positives y el rendi-
miento global del TTPa, el TP y el TT y para caracterizar
nejor los defectos de la fase plasmitica de la coagulacién
utilizando pruebas sencillas, de bajo costo, accesibles y
reproducibles, se realiza en el servicio desde hace varios
afios una combinacidédn de TTPa, TP y TT que incluye corrcecciones
¥ diluciones con PNY SS respectivamente y que se ha denominado

flas tres T con diluciones".

El objeto de esta modificacién es hacer mds notorio
el defecto en caso de deficiencias de factores al diluir ain
mis el factor de por si ya deficiente con la SS o por el con-
traio, disminuirlo si es producide por un inhibidor al ser

también diluido este por efecto de 1la SS.

En une experiencia previa informada en 1978 (23)
en la que se estudiaron 110 pacientes, esta modificacidén demos-
tré6 ser de gran ayuda en la identificacién y caracterizacién
de las distintas patologias de la hemostasia plasmitica.
Desde entonces se ha utilizado en la practica clinica diaria
con buenos resultados (comunicacién personal Dr. Javier Pizzu-

te). Pero no se ha realizado un nueve estudio para validar



14

esta impresidn.

El objetivo principal de este trabajo fue conocer
81 1las pruebas TTPa y TP con diluciones con SS tienen mayor
sensibilidad y especificidad que las pruebas estdndar de TTPa
y TP en 551 sujetos con deficiencia de factores plasméticos

de la coagulacidn.

Ademds se informa la experiemcia obtenida con esta
técnica en la deteccidén del anticoagulante ldpico y de hiperac-
tividad de factores. Por filtimo, se Tefieren los resultados
del TT con la misma modificacidn en el estudio de las anomalias

del fibrindgeno y su polimerizacidn.
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MATERIALES ¥ METODOS

ESTUDIOS

Para la deteccién de hipocoagulabilidad por deficien-
cia de factores de la coagulacién plasmitica, se tomron con
las muestras sanguineas después de 8 horas de ayuno, por pun-
c¢ién venosa limpia e inmediatamente fueron mezcladas con citra-
to de sodio al 3.8% con una relacidén de sangre a anticoagulante
de 9:1. Se utilizé para esto tubos de vidrio sin vacioy con
el anticoagulate recientemente preparado (22). Los estudios
fueron realizados deniro de 1la siguiente hora de tomada 1la
muestra, utilizando para esto plasma podbre en plaquetas obenido

por centrifugacidén (22).

El TTPa y TP se practicaron segin técnicas convencio-
nales (12, 20), utilizando para el primero un reactivo compues-
to por cefalina de cerebro de bovino como fosfolipido y &cido
élagico como activador (Thrombofax. Ortho Diagnostic. Rari-~
tan, New Jersey. 08869) y para el segundo, tromboplastina
tisular obtenida de cerebro desecado de conejo (Simplastin.
Organon Teknika. Veedijik, 58. Turnhout. Bélgica), en apara-
tos semiautomdticos (B.B.L. Becton Dickinson and Co. Cockevi-
lle MD. 2103). Si el TIPa o el TP resultaban prolongados

se practicaba una mezcla con PN, primero uno a dos y luego
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uno a cuatro y se les repetia la prueba, a esta etapa se le
1lamé de correcciones. En todos los casos, independientemente
del resultado inicial, se realizaban diluciones del plasma
problema y del control con SS al 0.97, primero uno a dos y
luego uno a cuatro y o estas se les practicaba nuevamente
la determinacién. Todas 1las pruebas fueron comparadas con
un control de PN obtenido de una mezcla de cinco o seis donado-
res sanos y siempre fueron practicadas por duplicado (22,

23).

La dosificaci{n de factores se realizé por medio
de la comparacién con una curva norwal utilizando plasmas
deficientes comerciales (Behringwerke AG. Diagnéstica. PO.
Box 1140-D 3550 Marburg. Germany).

Antes de inieciar la utilizacién clinica rutinaria
d= "las tres T con diluciones", se practicaron miltiples deter-
minaciones en vitro de las diluciones con S5 para corroborar
su reproducibilidad y sensibilidad. Para ello se prepararon
artificialmente plasmas con concentraciones cercanas al 100,
75, 50, 25 y 10% de actividad de los factores XII, IX y II,
VII, X y V. En el primer caso se practicaron 10 determinacio-
nes por duplicade de TTPa sin y con diluciones uno a dos y
uno a cuatro a cada uno de los distintos niveles de cada
factor; posteriormente se calculé la desviacidén estédndar y

el promedio para cada nivel y con ellos se determind el coefi-



ciente de variabilidad (CV). Igual metodologia se siguid
para el estudio del TP sin y con diluciones, utilizando los
plasmas con actividad conocida de los factores V, II, VII

y X (Tablas 1 y 2).

DEFINICIONES

Se definidé a la prolongacidén dec mds de tres segundos
para el TP y mAs de 5 para el TTPa como anormales. La combina-
eién de TTPa o TP prolongados que corrigieron con la mezcla
de PN uno a dos o uno a cuatro, wds el aumento de la prolonga-
cioén con las diluciones con SS se toud como patrdn de deficien-
cia de factores. Asi mismo, la existencia de una prueba ini-
¢ial normal, pero prolongade en las diluciones, se interpretd
también como deficiencia (23). 1La falta de correceidén del
defecto con las mezclas con PN, mds su disminucién o desapari-
cidn en las diluciones se definié como debido & un anticoagu-
lante endégeno (23). Ejemplos de los patrones antes menciona-
dos obtenidos del estudio de tres pocientes de este trabajo, pueden

verse en las figuras 2 y 3.

Cuando existid una combinacién de los patrones antes

descritos se les denomind mixto.
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CRITERIOS DE INGCLUSION Y EXCLUSIOR

Se - revisaron los archivos de coagulacién éntre los
afios 1986 a 1991; se seleccionaron para la investigacidn los
estudios en 1los '‘que hubiera, ademis del TTPa, TP o anmbos,
correcciones con PN en caso de prolongacién de alguna de las
pruebas y diluciones con SS del plasma problema en todos los
casos. Que ademds tuvieran dosificacidén concomitente de los
factores evaluados con la prueba estudiada asi fueren XII,
X1, IX, VIII, X, V y II para el TTPa y VII, V, X y II para
el TP.

Para realizar la evaluacién de la sensibilidad y
especificidad en el diagnéstico de deficiencias de factores
de la coagulacién, se excluyeron del andlisis las pruebas
catalogadas cowo de patrén mixto o como anticoagulante y tam-

bién en las que se demostrd fibrindlisis aumentada.

METODOS ESTADISTICOS

Se estimaron y compararon la sensibilidad y especifi-
dad del TTPa y TP convencionales (sin diluciones) y la del
TTPa y TP con diluciones en la deteccidn de deficiencias de
factores de 1la coagulacidn con nivel de actividad menor al
50%. Para esto se construyeron curvas de caracteristicas

operativas del receptor (ROC) para cada una de las pruebas
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evaluadas. EL drea bajo la curva se compard usando el nétodo
de Hanley y Mc Neil (24) y como las curvas de este trabajo
emanaron de una misma cohorte de pacientes, se uso ademés

un factor de correccién (25)
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RESULTADOS
- ESTUDIO EN VITRO

De las muestras de plasmas normales preparadas con
actividades diversas de los factores plasmiticos de la coagula-
cién y que varimban de 10 a 100%, se hicieron 10 réplicas
a cada una de las muestras de TTPa y TP, sin y con diluciones
1:2 y 1:4. En cada grupe de pruebas se estimaron el promedio
y la desviacidén estdndar y con ellos el coeficiente de varia-

bilidad (CV= desviacidén estdndar/promedio).

Para el TTPa se observé que el CV fue siempre igual
o menor de 0.1 (promedio 0.06) ain en las diluciones mayores.
Mientras que para el TP el CV fue siempre menor de 0.05 (prome-
diec 0.03). Lo anterior 1ndicq una alta reproductibilidad
de la técnica con las diluciones tanto para el TTPa como para

el TP (tablas 1 y 2).
ESTUDIO CLINICO

De 1986 a 1991, se practicaron en el laboratorio
de coagulacién del servicio de Hematologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional 3500 determinaciones

entre TTPa y TP. Sdlo 573 fueron evaluables para esta investi-
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gacidén. De estas, se ?xcluyeron del estudio 67 porque, 27
mostraron. tener ‘un ‘patrén antlcoagulante, 30 mixto y 10 fibri-
nélisis anormal.. En. los 511 casos restantes se dlagnostico
tdnicamente deficiencia de factores y por tal motivo f.ueron

los (nlcos que se incluyeron para el andlisis.

Los diagnésticos com que se enviaron al laboratorio
estos 511 casos fueron en su orden hepatopatias, hemofilias
y otras coagulopat{as congénitas, preoperatorios, estudio
de estados trombofflicos y absorcién Intestinal deficiente.
En 350 casos se pudo analizar el TTPa y en 191 el TP. En

150 casos estuvo disponible el TTPa y TP de la misma muestra,

De los 350 casos analizables para el TTPa sin y con
diluciones, en 149 hubo deficiencia de factores. En 109 esta
era iunlca y en 40 combineda. De los 149 plasmas deficlentes,
el TTPa sin diluclones diagnosticé la deficiencie en el 67.78%
(101 casos) y con diluciones en el 91.94% (137 casos), para
una sensibilidad de 68% (IC 95% 59.5-74.5) de la técniea sin
diluciones y 92% (IC 95% 88.0-93.0) de la prueba con dilucio-
nes. La especificidad fue de 93% {(IC 95% 89.5-96.5) para
el TTPa sin diluclones y 92% (IC 95% 88,0-95.0) para las dilu-
ciones (tabla 3). Al comparar las curvas ROC obtenidas con
ambas técnicas (figura 5), se encontré un 4rea bajo la curva
para el TTPa sin diluciones de 0.83 y con diluclones de 0.92.

Esta diferencia fue estadisticamente osignificativa con P de
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- 0.0001.

Cuando’ se analizd la inténsidad de la deficiencia,
se encontré que de los 149 plasmas deficientes, en 85 las acti-
vidad del factor (AF) ere menor al 30%Z y en 64 mayor a esta
cifra. En el primer grupo, en donde la deficiencia de factores
era mayor, el TTPa sin dilucidén la detectd en el 84Z (72 ca-
808), 0 sea tuvo una sensibilidad de 84.7% (IC 95% 76.0-74.5);
con el uso de las diluciones dicha anormalidad se detectd
en un ndmero mayor (8, casos), mejorando el porcentaje de
deteccidn a 99% (IC 95% 95.0-100.0) (tabla 3). En el segundo
grupo, en donde la deficiencia fue leve, con nivel de factor
mayor al 30%, la utilidad del empleo de las diluciones fue
aln mds notoria pues el TTPa sin diluciones sélo la diagnéstico
en el 45% (29 casos), en cambio con las diluciones se detectd
en el 831 (53 casos). De lo anterior resulta que la sehgibili-
dad del TTPa sin diluciones para detectar coagulopatias menores
fue del 45.3% (IC 952 34.2-56.4) y del 82.8Z (IC 952 72.0-

93.2) con diluciones respectivamente.

Respecto a los doce casos en los que el TTPa con
diluciones no diagnosticd la deficiencia, en 11 ests era leve,
pues el nivel de actividad del factor deficiente ers mayor
al 30%; de estos 11, en cinco casos el factor deficiente
pertenecia & la via comin de la coagulaeidn, tres con disminu-

cién del factor V y dos del X y en todos los cinco el TP con
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diluciones realizado concomitantemente si detectd la deficien-
cia. En dos de los 6 casos restantes existid hiperactividad
de .otros factores lo que pudo haber enmascarado el defecto
); en los 4ltizos 4 no se encontrd explicacidén para la falte

de deteccidn::

) De - 191 muestras estudiadas con TP se encontraron
63 con . deficiencias de factores; de ellas 49 eran tnicas y
14 combinadas. El TP 3in diluciones detectd dicha deficiencia
en el 70% (44 casos), o sea tuvo una sensibilidad del 69.8%2
(IC 957 59.0-81.1); mientras que con las diluciones el porcen-
taie de deteccién aumertd al 927 (58 casos) con una sensibili-
dad de 922 (IC 952 85.0-98.0) (tabla 4). Sin ewnbargo, al
comparar los resultados anteriores en las Areas bajo la curva
ROC no se observd diferencias significativas entre ambas prue-

bas: 0.93 y 0.92 respectivamente, con P de 0.3 (figura 6).

Al analizar las deficiencias de acuerdo con su severi-
dad, se observé que en 31 casos el nivel de actividad del
factor era menor al 307% y en 32 mayor a esta cifra. Al igual
que con el TTPa, la sensibilidad del TP sin diluciones fue
pobre para detectar defectos leves (AF mayor al 30%), pues
solo los identifico en 18 de los 32 casos estudiados {56%);
en cambio esto mejord notablemente al emplear 1las diluciones
ya que entonces se detecté en 28 casos, aumentando asi 1la

sensibilidad de 56.2% (IC 95% 39.3-73.5) del TP sin diluciones
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a 87.52 (IC 95% 76.1-97.9) con el uso de las diluciones.
En el diagnéstico de deficiencias mds severas con AF menor
al 30Z, las diferenciae.i fueron menos claras: 83.8%2 (IC 953
79.0-96.0) para la determinacién sin diluciomes y 93.5% (IC
95% 84.0-100.0) con el empleo de las diluciones. En las tablas
3 al 6 se describen ls sensibilidad, especificidad y valores

predictivos de cada una de las pruebas anteriores.

De lag gseis deficiencias que escaparon a su deteccidn
con el uso de las diluciones, 4 eran deficiencias leves (AF
mayor al 30%), una con AF del 282 y la restante del 9%. en
5 de estos 6 casos el factor deficiente fue el V y en uno
el X. Como era de esperarse el TTPa con diluciones realizado

a lag mismas muestras tampoco demostrd el defecto.
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DISCUSION

Para el diagndéstico de la existencia o no de una
deficiencia plasmatica de la coagulacién, las dos pruebas
mids utilizadas son el TTPa y el TP (6, 10, 11) debido a su
sencillez, bajo costo, reproducibilidad y a que su especifici-
dad y sensibilidad son bastante buenas (26); sin embargo,
no son 6ptimas. En lo que se refiere al TTPa hay muches varia-
bles prelaboratorio como son: puncidn traumdtica, edad de
la npuestra, relacién sangre a anticoagulante, contaminacidén
de catéteres con heparina y otras inherentes a la técniea,
como la velocidad de oscilacién del electrodo del fibrometro
(17, 18) que pueden ocasionar prolongaciones falsas. Adenmds
inhibidores contra factores de la via intrinseca o mds frecuen-
te aflin, el inhibidor 1liipico prolongan el TTPa sin que haya
deficiencia de factores (17, 27)! por lo que la especificidad
de la prueba puede ser baja. De hecho en un estudio, Kitchensg
(17) demostré que de 100 TTPa prolongados sin causa aparente,

en 8élo el 507 se documentd deficiencia de factores.

De otra parte, aunque se acepta que la sensibilidad
en la deteccion de deficiencias de factores menores al 25%
es de hasta el 90% (, 11, 12), esto varia dependiendo de la
fuente del fosfolipido o del activador utilizade (14). Asi

Poller (28) encontrd un rango de sensibilidades que varié
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del 70 al 98% en la deteccidn de una deficiencia de factor
VIII del 201 cuando estudié 5 reactivos diferentes. Esta
es también la experiencia en nuestro laboratorio {23). La
diferencia en sensibilidades se hace mis notoria todavia cuando
el defecto es leve, con nivel de factor del 25 al 50%7 (14,
15). Sin embargo, cuando los distintos reactivos han sido
evaluados por distintos investigadores, aunque se ha corrobera-
do la diferencia en sensibilidad entre ellos en cada estudio,
esta no ha sido reproducible (14); asi, mientras Sibley y
Cols (29) informan como pobre 1la sensibilidad obtenida con
un preparado de cefalina de cerebro de conejo activado con
celite, Hathaway y Cols (15) informan la encontrada con este
miamo reactivo como buena. Por lo tanto es imposible recom;nm
dar un preparado como el mejor (14) y quizd la mejor sugerencia
es que cada laboratorio haga sus pruebas de calidad y si 1la
sensibilidad aGn es baja después de dominar la reproducibilidad
de la técnica, serd recomendable probar otro reactivo o utili-

zar las diluciones con SS.

En la realizacidén del TP intervienen menos variables
que en la del TTPa y es por lo tanto una prueba mds reproduci-
ble {(11). Lo anterior unido a la poca frecuencia de inhibido-
rep contra los factores que evalua el TP, hacen que esta tenga
mayor especifiecidad (26), sin dejar de considerar que la sensi-
bilidad para el diagnéstico de las coagulopatias menores tampo-

co es la ideal (10).
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Por todo lo anterior y con el fin de aumentar tanto
la éspecifici&nd como la sensibilidad, pero sin perder la
sencillez ni 1la I‘ﬂpl“éducibilid&d ni tampoco elevar marcadamente
los costos de los estudios de la coagulacién, se idedé 1a modi-

ficacidé técnica antes descrita.

La base tedrica de esta modificacidn es que, cuando
hay una deficiencia de factores, al diluir el plasma en estudio
con la SS, se incrementa el grado de deficiemcia ya que™ se
disminuye afin més la actividad circulante de estos, lo que
hace que se aumente la prolongacidén inieial de los tiempos
de coagulacién de la prueba en cuestidn o que se haga aparente
dicho defecto si no se habla puesto en evidencia (Figura 2).
Por el contrario, si la prolongacidén es debida a un anticoagu-
lante enddgeno, al diluirse este por efecto de la S5S, disminuye
o desaparece entonces el defecto-original (Figura 3). Las
correcciones con PN complementan al método de las diluciones
para la adecuada caracterizacién de una prueba prolongada,
ye que s8i es debida a una deficiencie el PN corregira dicho

defecto mientras gque, s8i es por un anticoagulante no lo hara.

Para verificar la reproductibilided de la técnica
con las diluciones antes de su utilizacidén clinieca, se calculd
el CV; para esto se practicarcn mds de 700 determinaciones
a plasmas con AF conocida, obteniendose en todos los casos

un CV igual o menor a 0.10 (Tablas 1 y 2), lo que ratifica
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1la alta reproducibilidad de ‘esta ’mo‘drilfitl:racvién._'

En la segunda fase del estudio, la clinica, la sensi-
bilidad del TTPa sin diluciones para diagndsticar deficiencias-
de factores con actividad  circulante menor al 50% fue del
68%. Esta baja sensibilidad fue debids a que en la mnuestra
hubo una proporcidén importante de coagulopatias menores, lo
que se nota al discriminar las deficiencias en dos grupos;
menores y mayores al 30% de AF deficiente. En el primero
la sensibilidad del TTPa si diluciones fue del 85%, lo que
se ecuentra dentro de los rangos infomados en la literatura
para este nivel de factor (28), mientras que en el segundo
fue muy pobre solamente del 45% lo que confirma los hallazgos
de otros autores que estudiaron un nidmero menor de enfermos

con coagulopatias leves (nivel de factor mayor de 30%) (15,29).

Con el uso del TTPa con las diluciones se aumenta
la sensibilidad e el diagndstico de deficiencias de cualquier
nivel del 68 al 927 con unaz P de 0.0001, elevando por lo tanto
el valor predictivo negativo de 79 a 93 (tablas 3 y 5). Esto
demuestra una clara superioridad del nuevo método sobre el
tradicional. La diferencis es notoria especialmente en el
grupo de deficiencias menores, en donde la actividad del factor
deficiente circulante era mayor al 30%Z; aqui el uso de la
prueba sin diluciones tuvo una sensibilidad muy baja, de apenas

el 45% y con el usc de las diluciones aumenté al 83%, es decir
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casi al doble.

En la deteccién de defectos mayores, en donde el
nivel del factor deficiente es menor al 30%, 1la sensibilidad
aunijue mejor con las diluciones no fue muy diferente de la
lograda con la téenica tradicional, 85 contra 98%. Sin embar-
go, con las diluciones se aumentd el valor predictivo negativo
a una cifra ideal de 99%Z. Esto significa que el TTPa con
diluciones es una prueba altamente segura para descartar la
existencia de deficiencias graves con actividad circulsnte

del factor deficiente menor al 30Z%.

En lo que respecta al TTPa, la comparacién de 1los
resultados de este trabajo con los inforpmados en la literatura
es diffeil llevarla a cabo por varios motives. Existe falta
de uniformidad en las fuentes de fosfolipides y de activador
utilizados en los distintos estudios, en la mayoria de estos
las muestras son pequefias o 8dlo se investigd la sansibilided
para detectar deficiencias fYinicas de factores, siendo esta
generalmente hereditaria de VIII o de IX, Por otra parte,
son pocos los trabajos que evalilan 1la sensibilidad en 1la
deteccién de defectos leves, con nivel de actividad del factor
circulente mayor al 30%Z. Teniendo en cuanta lo anmterior, cree-
mos que nuestro trabajo tiene ain méds valor porque en el grupo
que estudiamos, la etiologia de la deficiencia fue diversa

siendeo la mayor parte adquirida, los niveles de actividad
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oscilaron desde .cero a 49% y en casi la mitad (427) la defi-
clencis fue leve, ‘¢on nivel de factor mayor al 30%.. Adends
en la cuartauﬁarté de los cagos éstudiados hubo disminucién
concomitante de dos:- o mds. factores. Estas caracteristicas
son mucho mids frecuentes -en la practica clinica diaria gue
las deficiencias hereditarias mayores inieas de los factores

VIII, IX y XT.

En apoyoc de lo anterior, en la tabla 7, se comparan
los resultados de este estudio con los informados en la litera-~
tura. Como puede observarse se nota una superioridad de la
técnica conlag diluciones sobre la convencional en la deteccidn
de deficiencias de factores plasmiticos de la coagulacién;
puede apreciarse también que esta superioridad es mayor cuando

se trata de deficiencias leves.

La utilizacidn de una técnica adecuada en la toma
de la sangre para minimizar las variables prelaboratorio y
la realizacién a todas las muestras con resultado prolongado
de mezclas con PN, redundaron en un alto ivel de especificidad
en la prueba sin diluciones que no se perdid con las dilucio-
nes; 93 y 92% respectivamente. Este valor es muy bueno ya
que para el TTPa se han infomado niveles tan bajos como el
50Z2 (17). Esta alta especificidad se traduce en altos valores

predictivos positives para ambas pruebas Jde B7 y 89I.
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Gon respecto sl emplec del TP, hay pocos trabajos
en:. la literatura que evalien con un nimero alto de c¢xdmenes
la sensibilidad del TP convencional (sin diluciones) para
el diagnéstiecon de deficiencias de factores y en la mayoria
el factor estudiado es el VII exclusivamente, informdndose
sensibilidad hasta del 100% cuando se truta de casos comn nivel
de este factor menor al 25% {9, 29). En nuestro grupo hetero-
géneo de estudio, la sensibilidad de la pruebe 3in diluciones
para deficienciss mayores, con nivel de factor wmenor al 30%
fue del 85%Z y para defectos menos severos con nivel de factor
mayor & esta cifra fue 88lo del 56%. La sensibilidad global
del examen para deficiencias de cualquier nivel de factor
fue del 70%, por leo que es posible que pasen desapercibidos
disminuciones de los factores evaluados con el TP convencional

(sin diluciones) con ¢l consiguiente riesgo para el enfermo.

Las diluciones aumentaron la sensibilidad en la detec-
eidn de deficiencias menores al 507 de 70 2 92% y aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (P de 0.3),
esta ganancia mejord el valor predictivo negativo a una cifra
excelente 96%. Si observamos las curvas ROC emanadas del
TP con ambas técnicas en la figura 6; encontramos que las
dreas bajo la curva no fueron estadisticamente diferentes
debido & que la sensibilidad del TP sin diluciones, aumenta
al 927 si se toma como anormalidad la prolongacién del T.ERB

de mds de un segundo (punto de corite A1) en vez de la de més
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de tres (punto de corte A); o sea se alcanza el mismo valor
que se obtiene con las diluciomes (punto de corte B). $in.
embargo, el nfinero de muestras es muy peguefio para recomendar
la utilizacidén rutinaria de una prolongacién en el TP mayor
a un segundo como patoldgica, ya que esto disminuiria la espe-
cificidad de la prueba como en efecto ocurrié. Mientraa.que
las diluciones permiten alcanzar este mismo nivel de sensibili-
dad 8in perder especificidad. Asi se puede apreciar en la

figura 6 y tabla 4.

La especificidad del TP sin diluciones fue muy buena
y no se perdidé con las diluciones, por lo que el valor pre-
dictivo positivo de ambas técnicas fue de 97 y 98% respectiva-
mente. Eatos altos porcentajes son diffciles de lograr con

otras técnicas por muy sofisticadas que estas sean.

La realizacién concomitante de TTPa y TP con dilucio-
nes a la misma muestra, mejora el porcentaje de deteccidn
de defectos de 1la vida comin, ya que deficiencias leves de
V y X pueden pasar desapercibidas con el TTPa y demostrar-
se con el TP (9). Asi ocurrid en cinco de doce casos on nues-
tro grupo de pacientes. Esto ya ha sido informado en la lite-
ratura (9, 10) y sugiere una mejor scnsibilidad del TP para
diagnosticar deficiecias leves de V y X, sin embargo, es nece-
sario estudiar un nimer« mayor de nmuestras con distintos nive-

les de deliciencias de estos factores para llegar a conclusio-
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‘nes més validas.

En este trabajo también se confirmd la utilidad de
las tres T con diluciones informﬁdn previamente (23) no solo
en la  identificacidén de hipocoagulabilidad por deficiencia
de factores, sino también en otras patologias como en la
deteccién y diferenciacidén de alteraciones en 1la cantidad
y funcién del fibrindgeno, en la monitorizacidén de la heparino-
" terapis, en la deteccidn de inhibidores de la polimerizacién
de la fibripa, en los llamados estados de hipercoagulabilidad
e inclusive en la identificacidén del anticoagulante 1ldpico,

como se comentara a continuacidn:

1. Utilidad del Tiewmpo de Trombina con Correcciones y Dilucio-

nes:

Para que la evaluacién inicial de la fase plasmética
de la c¢oagulacidén sea completa es necesario, como se comentd
con anterioridad, practicar ademés del TTPa y TP, el TT.
Mediante esta prueba es posible diagndsticar alteraciones
de la molécula del fibrindgeno, cuantitetivas como en el caso
de la hipofibrinogenemis o cualitativas como en las disfibri-
nogenemias, sean estas congenitas o adquiridas (21, 42).
También el TT identifieca las anormalidades en le polimerizacién
de estae molécula producidas por substancias como los productos

de degradacidn de la fibrina y paraproteinas (21). Esta prueba
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es ademds muy sensible en la deteccldén de niveles de heparina,
con menos fuentes de error que el TTPz ya que no esta influida
por variables como los niveles de los factores de la cozgula-
cién y la fuente del fosfolipido empleado en el reactivo (15,
31). Esto hace que el TT sea una excelente técnies para la

monitorizacidén de la heparinoterapia (31).

El afadir al TT las correccionss con PN en casc de
haber resultado prolongado y las dilucicnes con S8 en todos
los casos, ayuda a discernir si upa prolongacidén es debida
e una hipoefibrinogenemia o & upa disf{ibrinogenemia, o por
lo contrario, es secundaria a la presencia de inhibidores
de 1la polimerizacidén del fibrindgeno como los PDF o a una

paraproteina (23).

En el primer ceso habrd un TT prolongado que corrige
con PN y se prolonga ailin mds con las diluciones con SS. Se
corrobora la deficiencia dosificando el fibrindgeno y encon-
trando niveles inferiores a 200 mngs/dl, pero si este mismo
patrdn se encuentra coincidiendo con niveles normales de fibri-
ndgeno, entonces existe una molécula de este factor normal
en cantidad pero ineficaz dentro del mecanismo de la formacidn
del codgulo por tener alteraclones estructurales, es decir
una disfibrinogenemia (21, 23, 32), Es wmuy importante diagnos-
ticar esta patologia porque ya sea congenita o adquirida puede

colocar al portador de ella en riesgo de presentar sangrado
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anormal o trombosis (32)

Por el contrario, si el patrén muestra unas discrepan-
ciz entre la falta de correccién de lo prolongado del TT con
la adicién de PN con su normalizacién al usar las diluciones
con SS, en presencia de niveles normales de fibrindgenc, enton-
ces se¢ trata de un inhibidor de la polimerizacidén de esta
molécula y habrd que dirigir los siguientes exémenes hacie

la biisqueda de este.

Como ejemplo de lo anterior referimos los resultiados
de 200 pruebas en las que se reelizaron TT, correcciones,
diluciones y dosificacién de fibrindgeno. Este ultimo por
método de precipitacién por .celor (22) y el TT segin técnica
descrita en la forma convencional (22), con la trombina ajusta-

da para producir un tiempo normal de 18 a 23 segundos {(22).

De los 200 casos estudiados en cl Laboratorio de
Coagulacién del servieio de Hematclogia del Hospital de Espe-
cialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS en
el lapso de 5 aiios, se obtuvo la 3siguiente experiencia: A)
En doce habia fibrinégeno menor a 200 mgs y en todos el patrén
fue de deficiencia, es decir la prolongacidn del TT se corre-
gfa con la adicidén de PN y aumentaba aln més con las diluciones
con SS. B) En otros doce, el comportamiento fue también de

deficiencia, pero con nivel normal de fibrindgeno por lo que
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se diagnosticaron como disfibrinogenemia; sin embarge, no
se pudo realizar la electroforesis de esta molécula para com-
probar y caracterizar adecuadamente la sospecha de alteracidn
molecular. €} En 15 casos el pabrdén fue de inhibidor, con
nivel normal de:fibrindgeno y D) En 11 hubo acortamiento 2e
la prueba, sugestivo de aumento da los valores de fibrinégeno,
pero solo en deis de estos cascs el valor fue mayor a 500
wgs/dl. En las restuntes 150 pruebas hubo correlacién entre

un TT normal y los valores también normales del fibrindgeno.

Otra de las utilidades del TT con correcciones es
la nmonitorizacidén de 1la heparinoterapia; a este respecto
Pizzuto y Cols (31), informaron en 1979 que el TT con correceio
nes con PN rico en plaquetas era una técnica mads sensitle
y reproducible que el TTPa y la recalcificacién del plasma
para le moitorizacidén de los niveles de heparina. BEn su estu-
dio demostrd, primero en vitro y luego en vivo, que cuando
la prolongacidn del TT producida por la heparina era corregida
al mezclar el plasma heparinizado con el PN rieco en plaquetas
en una proporcidn entre 1:4 a 1:8, los niveles obtenidos de
heparina eran los terapéuticos y sobre todo con un riesgo
de sangradoc por sobre anticoagulacién muy bajo. Lo mismo
no ocurrid al utilizar el TTPa y la recalcificacién del plasma

con los mismos propdsitos.

La utilidad del TT con correcciones se hace todavia
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wds notoria cuando la heparinoterapia debe utilizarse en pre-
senclae de patologfas como hepatopatia, coagulacién intravascu-
lar diseminada, trombocitopenia o anticoagulacién con cumarini-
cos ya que en estos casos se requiere un conirol muy exacto
de los niveles terapeiiticos de la heperina para evitar sangra-

dos excesivos (31).

Con lo anterior podemos concluir que el adicionar
el TT con correcciones y diluciones al TTPa y TP en el estudilo
de la fase plasmética de la coagulacién, aumenta la sensibi-
1idad global para la deteccidn y caracterizacién de los defec-
tos de esta fase, ya que tanto el TTPa como el 1P son pruebas
inadecuadas para el estudio de las alteraciones del fibrindgeno
Y de su polimerizacién, mientras que el TT con correcciones

y diluciones es una técnica ideal para este propbsito.

El TT con correcciones con PN rico en plaquetas es
la mejor prueba para el adecuado control de la heparinoterapisa
especislmente cuando esta se realiza en um terreno en donde
hay de base otros defectos hemostdticos.

2. Hiperactividad de Factores de la Coagulacidn:

Las diluciones también se han utilizado para detectar
hiperactividad de los factores de la coagulacidén. En estos

casos a2l haber aumento de la actividad de los factores de
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la coagplacién. se observa un acortamiento de 1la prueba en
el plasma probleams al compararlo con el plasma control en
donde los factores son mnormales. Este acortamiento puede
notarse deade la prueba inicial y persistir en las dilueciones
o manifestarse sélo con el usc de las diluciones (23}. Un
ejemplo de este patrén puede apreciarse en la figura 4, obteni-

do del estudio de una puérpera.

Sin embargo el rendimiento para este fin es bajo.
As{, en una revisién retrospectiva de 199 estudios que inecluian
TTPa sin y con diluciones y la dosificacidn de todos los facto-
res de la coagulacién evaluados con esta pruebs, se encontraron
67 pacientes con aumento de la actividad de uno o més fuctores.
En 21 de estos casos {(31%2) el comportamiento del TTPa condilu-
ciones detectd el aumento, en 46 (89Z%Z) no lo hizo obtenido
una sensibilidad muy baja, de sdélo el 31%Z. Por el contrario,
la especificidad es buena. De 132 estudios con niveles norma-
les de factores, en s6loc 10 (7.6%Z) hubo un falsc patrdn de
acortamiento sugestivo de hiperactividad lo que dio como resul-

tado una especificidad del 92.427.

Con los anteriores resultados podemos concluir que
la existencia de un patrdn de acortamientoc en el TTPa con
las diluciones en S5 es altamente sugestivo de hiperactividad
de factores; no obstante un TTPa normal alin con las diluciones

no descarta satisfactoriamente la presencia de esta.
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El significado de dicha hiperactividad en la genesis
de locz fendmenos irombcembdlicos es todavia materia de contro-

versia (9).
3. Diagndéstico del Anticoagulante Lipico:

Los anticoagulantes o inhibidores endégenos circulan-
tes son sustancias produclidas por el organismo que interfieren
con la reacciones de la coagulacidén en vivo o/y en vitro (27,
33), Usualmente son inmunoglobulinas IghG o IgM y pueden ser
especificas en contra de un factor de la coagulacidn, por
ejemplo, contra el VIII o no especificas, como es el caso

del anticoagulante ldpico (AGL) (27, 34).

E1 ACL es una inmunoglobulina IgM o IgG y menos fre-
cuentemente IgA o una mezcla de estas, que actia contra los
fosfolipidos &nidnicos (27, 33, 35). De esta forma impide
en vitro la adecuada formacién del codgulo en las reacciones
que son dependientes de fosfolipidos, especialmente el TTPa
(27, 34). El ACL es el més comin de los anticoagulantes endé=-
genos y por lo tanto una causa frecuente de prolongacidn del
TTPa. Kitchen (17) en su estudio, encontrd que de 100 TTPa
prolongados sin causa conocida, 33 fueron debidos al AGL ¥y

solo seis a un inhlbidor contra un factor especifico.

Lo anterior mids la asociacién del ACL con fenémeno
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tromboembélicos tanto arteriales como venosos, pérdidas fetales
Yy tromboqitopenia' por destruceién inmune (27, 33, 36, 37,
38, 39), han hecho necesaria 1a identificacién de esbte inhibi-

dor por el laboratorio.

La técnica mAs utilizada en su bisqueda inicial es
el TTPa (34). Se considera muy sugestiva de ACL una prolonga-
¢idn del TTPa mayor de 5 segundos sobre el control si esta
no corrige al mezclar a partes iguales el plasma estudiado
con PN en un paciente con cuadro clinico sugestivo (39); sin
embargo, cuando el ACL es muy débil la mezcla con PN puede
corregir la prolongacidén por el efecto dilucicnal que también
produce sobre el anticoagulante que en poca concentracién
se encuentra en el plasma estudiado (27, 40} y asi confundir
la prolongacién inicial del TTPa con defieciencia de factores.
Esto puede ocurrir hasta en el 16Z de lo casoes de ACL estu-

diados (27).

La realizacidn concomitante de diluciones con S8
del plasma problema ademas de las correcciones con PN, permite
identificar a un nimero apreciable de enfermos con ACL débil
ya que, aunque haya correccién de la prolongacién con la mezcla
uno a dos con PN, al usar las diluciones con SS esta prolonga-
¢ién no aumenta, como deberia esperarse en caso de deficiencia
de factores (figura 2). sino que disminuye o desaparece

(figura 3), es decir hay un comportamiente mnixte en la
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Prueba global.

En la revisidén retrospéetiva de 1986. a 1991 de los
archivos del laboratorio de coagulaecidén, ee identifiearen
91 pacientes enviados para bilisqueda de ACL por presentar trom-
bosis arteriales o venosas, trombocitopenia o pérdidas fetales.
A todos se les realizé TTPa segin técnica descrita (12), con
el mismo reactivo comercial ya referido en el estudio de 1las
deficiencias plasmdticas de la ccagulacién. En caso de prolon-
gacién mayor a 5 segundos se practicaban correcciones con
PN 1:2 y en todos los casos diluciones con SS. En la totalidad
se realizd adeumds TTPa con caolin como activador {41) e ighibi-
cién de la tromboplastina tisular segiin técnica descrita por

Schleider y Cols (42).

Se definié a la prolongaecién del TTPa con caolin
mayor a 2 segundos de la mezcla 1:2 del plasma problema con
PN (39) y también a la prolongacién de la inhibicidn de trom-
boplastina tisular en la dilucién 1:500 (42) 1.4 veces o mds

sobre el control como diagndstico de ACL.

Se identificaron 33 casos como ACL. De estos, en
25(76%), el TTPa de la mezcla 1:2 con PN permanecid prolongado
nds de 5 segundos sobre el control, es decir fue sugestivo
de ACL, demostrando una sensibilidad del 76%. De los 8 casos

restantes en donde dicha prueba resultd negativa, en 4 hubo
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correccién con la mezcla con PN pero las diluciones no hicieron
was évidente dicha prelongacién, sino que por el contrario,
ia disminuyeron o la corrigieron, lo que sugirié la presencia
de un anticoagulante. Por tanto el haber agregado el uso
de las diluciones con SS aumentd la sensibilidad de este . al
89% por haber detectado en 4 casos (12%) la presencia de ACL
débil, porcentaje similar al 16% informado en la literatura
(27), que hubiera pasado inadvertido o enmascarado por el

efecto dilucional del PN sobre el anticoagulante.

En los otros 4 casos el TTPa inicial fue normal pero
el TTPa con caolin o la inhibiecién de tromboplastina tisular
fueron positivos, esto es explicable por la ya reconocida
heterogeneidad del ACL (34) la que es debida en parte, a la
especificidad diferencial que tiene la inmunoglobulina sobre
los distintos tipos de fosfolipidos-utilizados en los distintos
reactivos comerciales ewmpleados en las pruebas de coagulacién

(27, 34, 43).

En conclusién, las diluciones con S5 realizadas de
rutina a los pacientes con sospecha de ser portadores de ACL
evitan la confusién que puede ocasionar una falsa correccidén
del defecto con PN en los casos de ACL débiles y mejorar la
sensibilidad del TTPa en 1la deteccién de esva patologia.
Ho obstante, debido a la gran heterogeneidad de laboratoerio

de este inhibidor, es peco probable gue una sola prueba pueda
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detectar 1la totalidad de los enfermos y cuando el cuadro clini-
co es sugestivo se debe utilizar una combinacién de ellas

(27, 34).
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CONCLUSIGNES

Del andlisis de los presentes resultades y de la

revisién de la literatura al respecto se puede concluir:

1. La sensibilided del TTPa y TP convencionales
(sin diluciones) para demostrar deficiencias de factores con
nivel de actividad circulante menor al 30%Z aunque buena, no
es la éptima y menos aln cuande se tata de coagulopatias menos
intensas, con nivel de factor mayor al 30%. La practica de
diluciones con SS 1:2 y 1:4 aumenta la gensibilidad de ambas
pruebas en la deteccidn de deficiencias econ nivel de factor
menor al 507 de 68 y 701 obtenidos eon el TTPa y TP con 1la
téenica convencional, hasta 92% logrado al afiadir el uso de
lag diluciones a ambas pruebas. Esta ganancia en sensibilidad
es mpids notoria afin cuando se trata de una deficiencia leve,
con actividad de factormayor al 30%, en cuyo caso la sensibili-

dad con el TTPa mejordé de 45 a 83% y con el TP de 56 a 88Z.

2. Esta ganancia en sensibilidad se logra sin pérdida
de especificidad, mejorando de este forma el rendimionto global
de ambos exdmenes. BEsto hace posible mejorar el diagndstico
de deficiencias plasmdticas de la coagulacibén, especialmente
las leves, congénitas o adquiridas y redunda en una mejor

identificacidn de los pacientes con riesgo de tener sangrados
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patolégicos ya sean eepontdneos o posteriores a trauma o ciru-

gia objetivo principal del médico que evallia a estos enfermos.

3. La wodificacién técnica antes descrita continda
siendo altamente reproducible (CV meror de 0.1}, sencilla
y ademds accesible, ya que no necesita de reactivos o aparatos
distintos a los utilizados en la realizacidén de las pruebas
convencionales, por lo que se puede implementar facilmente

en la mayoria de los laboratorios clinicos de rutina.

4. E1l uso concomitante del TT con correcciones y
diluciones complementa la evaluacidn inicial de la fase plasma-
tica de la coapulacidn, ya que con dicha prueba se pueden
detectar y caracterizar las alteraciones cualitativas y cuanti~
tativas del fibrinbdgeno, asi como las de su polimerizacién.
El TT constituye una técnica excelente para wmonitorizar 1la

heparinoterapia.

V. La utilizacién de correcciones y diluciones ayuda
adenmds a la identificacidén de la hiperactividad de factores

de la coagulacidédn y también al adecuado diagnéstico del ACL.
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Tabla # 1

COEFICIENTE DE VARIABILIDAD DEL TTPa EN LAS DILUCIONES CON
SOLUGION SALINA

Factor Acti. Sin Dilucién Dilueidn 1:2 Dilueidn 1:4
D.E X Cv. D.E X cv. D.E X Cv.
XI1 75% 0.61 26.7 0.02 1.25 29.8 0.04 1.65 53.2 0.03
50% 3.15  30.2 0.10 2.61 32,4 0.06 4.43 58.3 0.07
25% 2.58  46.6 0.05 3.4 55,6 0.06 1.71 76.1 0.02
10% 3.29 54.8 0.05 4.04 76,3 0.05 4.04 95.9 (.04
ix 100% 1.39  22.3 0.06 1.36  30.9 0.04 5.95 60.7 0.09
50% 3.00 30.0 0.10 3.04 34.8 0.08 7.92 74.2 0.10
25% 1.40 39.4 0.03 1.15  47.9 0.02 9.50 97.1 0.09
102 1.24  47.6 0.02 2.96 58.7 0.05 6.30 134.1 0.04

Acti: Actividad, De: Desviacién Estdndar, X: Promedio, CV:
Coeficiente de Variabilidad.

Se prepararcn artificialmente muestras de plasmas
con actividades de loe factores XII y IX de 100, 75, 50, 25
y 10%; posteriormente se practicaron 10 replicas de TTPa sin
Yy con las diluciones con solucidén salina 1:2 y 1:4 a cada
una de lac nmuestras preparadas. Fn cada serie de pruebas
se estimaron el promedio (X) y la desviacién estdndar (DE)
obtenidas de las 10 determinaciones y con ellos se calculd
el coeficiente de variabilidad (CV}. Bl CV en todas 1las
aderies fue de 0.10 © wenor, esto indica una alta reproducibili-
dad del TTPa con diluciones 1:2 y 1:4 con solucién salina.
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Tabla # 2

COEFICIENTES DE VARIABILIDAD DEL TP EN LAS DILUCIONES CON
SOLUCION SALINA

Factor Acti. Sin Diluciones Dilucién 1:2 Dilueidn 1:4
D.E. X cv. D.E X cv D.E X cv
I 1007 0.26 12.6 0.02 0.35 16.6 0.02 0.66 25.1 0.02
50% 0.24  13.5 0.01 0.55 17.7 0.03 0.57 28.3 0.02
25% 0.30 13,1 0.02 0.68 19.5 0.03 0.76 30.7 0.02
10% 0.20 14.5 0.02 0.55 20.1 0.02 0.56 32.4, 0.01
. VII 100% 0.44 13.3 0.03 0.25 16,6 0.01 1.27 26.1 0.04
50% 0.39  15.7 0.02 0.50 21.9 0.02 2.06 34.5 0.05
25% 0.31  18.5 0.01 0.77 25.7 0.02 1.37 41.9 0.03
10% 0.42 22.3 0.01 0.46 32,0 0.01 2.44 54.7 0.04
X 100% 0.4k 14.0 0.03 0.21 16,6 0.0 0.55 24.9 0.02
50% 0.35 16.7 0.02 0.35 20.6 0.01 1.30 33.5 0.03
25% 0,30 18.0 0.01 0.26 247 0.01 1.21 41.3 0.02
102 0.32 23.3 0,01 0.83 30.9 0.02 1.64 51.2 0.03
v 1007 0.26 12.6 0.02 0.38 16.5 0.02 0.44 25.3 0.01
50% 0.33 13.7 0.02 0.34 19.4 0.01 1.34 32.4 0.04
25% 0.24, 16.6 0.01 0.72 22.8 0.03 1.47 35.4 0.04
10% 0.32 16.9 0.02 0.59 24,9 0,02 1.40 38.2 0.03

Act.: Actividad, D.E: Desviacién Estdndar, X: Promedio, CV:
GCoeficiente de variabilidad.

Para el estudio de 1la reproducibilidad del TP con
diluciones se prepararon artificialmente muestras de los facto-
res II, VII, X y V con actividades que variaban del 10 al
100%Z, y siguio la misma metodologia que con el TTPa. Como
puede apreciarse en el 1007 de las series el CV fue de 0.05

o menor, indicando una excelente reproducibilidad.



48
Tabla #3

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL TTPa SIN Y CON DILUCIONES EN
EL DIAGNCSTICO DE DEFICIENCIAS DE FACTORES

Prueba ND Sensibilidad IC 957 NN glégecifici IC 95%
Sin
TTPa Dils 149 67.72 59.5-74.5 201 93.0%7  89.5-96.5
AF Menor
50% Con
Dils 149 91.92 88.0-93.0 201 92.0% 88.0-95.0
TTPa Sin
AF Menor Dils 85 84.72 76.0-91.0 265 86,07 82.0-92.0
30T
Con
Dils 85 98.8% 95.0-100.0 265 81.02 72.0-86.07

AF: Actividad del Factor, ND: Nimere de Deficiencias, IC:

Itervalo de Confianza, NN: Ndimero de Normales, Dils:
Diluciones.

En la tabla se aprecia una mejor sensibilidad dl

TTPa con diluciones al compararlo con la técnica tradicional.
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Tabla #4

SENSIBILIDAD Y‘ESPECIFICIDAD DEL TP SIN Y CON DILUCIONES EN EL
DIAGNOSTICO DE DEFICIENCIAS DE FACTORES

Prueba ND Sensibilidad IC 95% NN g&;gecific_i_. IC 95%
Sin
P Dils 63 69.82 59.0-81.0 128 99.0%2 98.0-100.0
AF Menor
507 Con
Dils 63 92.0%¢ 85.0-98.7 128 99.0% 97.0-100.0
TP Sin
AF Menor Dils 31 83.82  79.0-96.0 160 92.5% 88.0-96.0
30%
Con
Dils 31 93.5% 84.0-100.0 160 83.0% 77.0-89.0

AF: Actividad del Factor, ND: Nimero de Deficiencias, IC:
Intervalo de Confianza, NN: Nimero de Normales, Dils: Dilucio-

nes.

Al igual que con el TTPa, se observa una mejor sensi-

bilidaed del TP con las diluciones.
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Tabla #5

VALORES PREDICTIVOS DEL TTPa SIN Y CON DILUCIONES EN EL
DIAGNOSTICO DE DEFICIENCIAS DE FACTORES

VPPZ IC 952 VPN 2 1c 95%°
TTPa
AF Yanor Sin
50% Dilg 87.0 81.0-93.0 79.0  74.0-84.0
Con
Dils 89.0 84.0-93.0 93.0 90.0-97.0
TTPa -
AF Menor Sin
302 Dils 62.0 50.0-73.0 94.0 91.0-70.0
Con
Dils 63.0 53.0-69.0 99.0 98.0-100.0

AF: Actividad del Factor, VPP: Valor predictivo positivo,
IC: Intervalo de confianza, VPN: Valor predictive negativo,

Dils: Diluciones.
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Tabla #6

VALORES PREDICTIVOS DEL TP SIN Y CON DILUCIONES EN EL
DIAGNOSTICO DE DEFICIENCIAS DE FACTORES

VPP 2 IC 957 VPN 7 IC 95%
TP
AF Menor Sin
50% Dils 97.0 93.0~100.0 87.0 81.0-92.0
Con
Dils 96.0 92.0-100.0 96.0 93.0-99.0
TP
AF Menor Sin
30% Dils 96.0 89.0-100.0 96.0 93.0-99.0
Con
Dils 49.0 36.0-62.0 98.0 96.0-100.0

AF: Actividad del Factor, VVP: Valor predictive positivo,
IC: Intervalo de confianza, VPN: Valor predictivo negativo,

Dils: Diluciones.
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Table #7

SENSIBILIDAD DEL TTPes SIN Y CON D_ILUCIONES. EN EL DIAGNOSTICO
DE DEFICIENCIAS DE FACTORES

Referencia Nivel Sensibilidad Sensibilidad -

de Factor Sin Diluciones Con Diluciones

gﬁiﬁ?:ﬁe 0-302 85% 98%
Poller (28) 20% 70% ND
Poller (28) 20% 907 ND
Poller (28) 20% 927 ND
Poller (28) 20% 9372 ND
Poller (28) 207 987 ND
Presente

Estudio 31-49% 45% 837
Shuman (9) 31-49% 54% ND
Hathaway (15) 40-49% 70% ND

Al comparar 1los resultados obtenides por diversos autores
¥ los de este trabajo al utilizar el TTPa sin diluciones con
los obtenidos con las diluciones, se observa una mejor sensibi-
lidad de la prueba con las diluciones. Esto es especialmente
notorio cuando se trata de coagulopatfas menores, con nivel
de factor mayor al 30%.
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Figura 2 _

Patrdn de Deficiencia de Factores.

Bjemplo 1
Plasma Correcciones : Diluciones
Provlema sin Con PN. - -t Con” 88 -
Diluir 1:2 1:4 1:2 134

Tpn 20!1/13" 140 - 24“/16“ 1.2“/26“

TTPa 391/ 40m - - 531 /45% 841 /68N

Determinacidén de Factores:

I11: 57%, V: 40%, VII: 40%, X: 60%, VIII: 170%, IX: 105%

PN: Mezcla de plasmas normales obtenidos de un nminimo de 4
a 6 donadores sanos,

88: Solucidn S8alina.

Deficiencia leve de V y VII. Se puede apreciar prolongacién
del TP sin diluciones que corrige 'con la mezcla con PN y que
se prolonga ail mas con las d_il\icioues con S5, Mientras que
el TTPa sin diluciones es normal, pero con 1las diluciones
se prolonga co respecto al control, lo que demuestra la defi-
ciencia leve de V que hubiera pasade desapercibida si solo

se hubiera practicado el TTPa sin diluciones.



55

Ejemplo 2
Plasma Correccjiones Dilucicnes
Problema sin Con PN Con 88
Diluir 1:2 1:4 1:2 1:4
P 1307130 Z - 181/17n 240 /240
TTPa 39n/37n - - 60"/45" 90"/60"

Determinacién de Factores:

VIII: 287, Resto normales.

Hemofila A, Leve con nivel de factor: 281%1. Notese que el
TTPa s8in diluciones es normal, pero al afadir estas a la
prueba se hace notoria una prolongacidén, traduciendo la defi-
ciencia leve de VIII existente en este enfermo. Como era
"de esperarse, el TP es normal tanto en la prueba inicial como

con las dilueciones.

Pigura 3

Patrén de Inhibidor Circulante

Plasma Correcciones Diluciones
Problena Con PN Gon S8
Sin Diluir 1:2 1:4 1:2 1:4
TP 140 /12" - - 177/15m 26" /240
TTPa 451/32n 43" 39" 470/ 42760/ 591

PN: Mezcla de plasma de 4~6 donadores sanos.
SS: Solucidén Salina.

Paciente con anticoagulante 1lipico. El TP es normal, sin
y con diluciones,
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Mientras el TTPa esta prolongado y no corrige con PN, pero

gi’ con las diluciones con SS. Esto demuesra un inhibidor en

la via intrinseca.

Figura 4

Patrén de Hiperactividad de Factores

Plasma Correcciones

Problema Con PN

Sin Diluir 1:2 14
TP 12n/12 - -
TTPa 34M/430 - -

Determinacidén de Factores:
II: 150%, V: 120%, VII: 140%, VIII: 190%, IX:
XII: 120%

Diluciones

Con 88

1:2 1:4
16"/14" 22n/19n
43M/54" 651 /89N

160%, XI:148%

PN: Mezcla de plasmas de L~6 donadores sanos.

8S5: Solucidén Sealina.

Hiperactividad de VIII y IX. Notese el TTPa
al conrol, Este acortamiento se hace més

diluciones con SS.

corto en relacion

notorio con las
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