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ANTICOAGULANTE LUPICO
I. RESUMEN

El Anticoagulante Lupico (AL) es un término que se aplica a la
actividad anticoagulante que un -plasma ejerce sobre las pruebas de
coagulacién dependientes de fosfolipidos, como lo son las pruebas rutinarias
de TP y TTPa, ésto es, resultan tiempos bastante alargados y como el término
se aplico por primera vez en 1950, cuando se descubrié éste hecho en un
grupo de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES), que sin padecer
ninguna otra patologia que explicara el alargamiento en los tiempos de
coagulacién, Conley y Hartman llamaron a esta caracteristica de laboratorio
Anticoagulante Lupico.

Es conocido en los esquemas de coagulacion que al determinarse
tiempos alargados en las pruebas de coagulacidn, se investigue si corrigen, al
adicionar al plasma problema una cantidad igual de plasma “normal” y repetir
las pruebas. Este procedimiento cautivadoramente sencillo, define la presencia
de un inhibidor de la coagulacion, si los tiempos persisten alargados.
Esencialmente es lo que sucede cuando el AL esta presente; sin embargo, en
esta etapa sélo se ha obtenido la informacion de un inhibidor de la
coagulacién, demostrar que se trata del tipo Itpico, requiere de pruebas mds
especificas.

La estructura bioquimica del AL se ha definido como un grupo de
inmunoglobulinas, principalmente de tipo IgM, ésto es, se trata de anticuerpos
adquiridos que no inhiben especificamente algiin Factor de la Coagulacién,
sino que, se dirigen a epitopes de micelas de fosfolipidos y a fosfolipidos
anidnicos, como los que se requieren para la formacién del complejo
protrombinasa en la cascada de la coagulacién.

Este mecanismo (que cuenta con mayor apoyo en la literatura), explica
el alargamiento de los tiempos de coagulacion, ya que el Factor II
(protrombina) no puede ser activado de manera eficiente y por tanto la
formacion del codgulo requiere de mayor tiempo; a su vez coloca al AL, como
un miembro de los anticuerpos dirigidos contra fosfolipidos: Anticuerpos
antifosfolipido, concepto, que en el ambito clinico ha tenido tal impacto, que
se ha reconocido una enfermedad Illamada Sindrome de Anticuerpos
Antifosfolipido.

Con el tiempo se reconoci6 que en la practica clinica, el término AL,
resulté erréneo, ya que se demostré que en un poco menos de la mitad de los
pacientes a los que se determina con AL positivo, padecen LES y ademas, por
que a pesar de que en el Laboratorio se alargan los tiempos de coagulacion, en
la clinica se relaciona con eventos trombdéticos, donde las manifestaciones
clinicas dependen del 6rgano irrigado, presentdndose infarto cerebral, infarto
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ANTICOAGULANTE LUPICO .
al miocardio, embolia pulmonar y en la mujeres embarazadas por trOmbOSlS en
los vasos placentarios, abortos repetitivos.

En la literatura se enfatiza que la sensibilidad para determmar AL,
puede diferir ampliamente de un laboratorio a otro, lo quemotivo™ a
Organismos Internacionales a establecer criterios de diagndstico ~de
laboratorio, y motivar. con ello, la estandarizacién en todas las variables
analiticas que presentan dificultad en su uniformidad.

Asi que fijandose el objetivo de implementar la determinacion del AL en
nuestro laboratorio, se investigaron todas las recomendaciones y se obtuvo la
mayor cantidad de especificaciones técnicas, seleccionandose seis pruebas
especiales reconocidas con gran sensibilidad para determinar AL.
Posteriormente se aplicaron estas pruebas a muestras de pacientes con
diagnoésticos que; primero, se manejan dentro de la poblacién del servicio de
Hematologia y, segundo, en aquellos donde la presencia de AL es fuertemente
sospechada, y cuyo estudio es un dato imprescindible para cuidar el curso de
la enfermedad.

Se analizaron un total de 114 muestras, de siete principales
diagnodsticos. Para evaluar la utilidad de la.prueba, se aplicd el método
estadistico de la Curvas ROC, con el que se encontré que dos pruebas
respondieron con menor sensibilidad, por lo que el panel de pruebas especiales
para el AL quedé conformado por tres pruebas sensibles, y una confirmatoria
del tipo lpico.

La prueba asi constituida, es una prueba especial de coagulacién, que
posee buena sensibilidad y especificidad, pero se requiere en todo momento
que sea solicitada dentro de una adecuada orientacion clinica; a su vez, esta
determinacion contribuird en las investigaciones clinicas que busquen
esclarecer la relacion entre los anticuerpos antifosfolipidos y los fenémenos de
trombosis.

. Lg -
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ANTICOAGULANTE_LUPICO

II. INTRODUCCION

El Instituto Nacional de Pediatria (INP) inicié sus actividades como el
Hospital Infantil de la IMAN (Institucion Mexicana de Asistencia a la Nifiez)
en 1970'. Comenzando sélo con los servicios de Consulta externa, Urgencias,
un Laboratorio Clinico y un gabinete radioldgico. La existencia de la
Institucidén, que se pensd seria una “extension” del Hospital Infantil de
Meéxico, se fue adecuando a los tiempos politicos, a los cambios
epidemioldgicos experimentados en la poblacién infantil, a las situaciones
sociales y econdmicas del propio Pais y a los avances vertiginosos de la
tecnologia y su impacto en la atencién médica, la docencia y la investigacion
en el campo de la Pediatria®,

Desde su fundacion y hasta el primer semestre de 1999, se abrieron
400,712 expedientes y se han impartido 5,275,279 consultas. Han sobresalido
diferentes especialidades de atencién pedidtrica, destacando a la par de
muchas, la Hematologia, cuya responsabilidad no se ha limitado a brindar
atencion médica de tercer nivel a la poblacién infantil, si no que mantiene un
nivel de excelencia en ensefianza e investigacién®.

El servicio de Hematologia estd integrado por el equipo médico y el
Laboratorio, organizado éste a su vez, en tres secciones, Hematologia general,
Hematologia especial y Coagulacion y Trombosis®.

En esta ultima seccién es donde se desarrolla.el presente trabajo,
buscando contribuir al objetivo de excelencia en servicio, ensefianza e
investigacién; comenzando con la siguiente teoria:

El diagnéstico de los trastornos de la coagulacién sanguinea requiere,
junto a una gran experiencia clinica, un gran conocimiento de los métodos de
laboratorio, ya que el conocimiento de la quimica y fisiologia de la hemostasia
no han cesado de progresar a lo largo de los ultimos afios.

Un trastorno de la hemostasia se puede encontrar a nivel vascular,
plaquetario o en los factores plasmaéticos de la coagulacién. La orientacion
clinica puede dirigir hacia el nivel afectado, pero haciendo uso de un conjunto
de pruebas basicas (Tiempo de Protrombina —TP-—, de Tromboplastina
Parcial activada —TTPa—, etc.), se establece una orientacién definitiva®. El
resultado anormal en alguna de dichas pruebas basicas obedece
esquematicamente a dos causas: -

1. Presencia de un anticoagulante circulante, o

2. Déficit de uno o varios factores de la coagulacién.

La forma mas sencilla para determinar a que causa pertenece un
trastorno de la coagulacién sanguinea es con un estudio de mezcla del plasma
del paciente con un plasma normal, y tras incubacion, repetir las pruebas. Si el
tiempo de la prueba de coagulacion de la mezcla, es similar al del plasma
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ANTICOAGULANTE_LUPICO

control, puede asegurarse que se trata de un déficit de alguno de los factores
de la coagulacion, que ha sido corregido por los factores presentes en el
plasma normal, si por el contrario, no existe correccion del defecto, éste debe
atribuirse a la presencia de un anticoagulante circulante, o también llamados,
inhibidores circulantes (porque su accién anticoagulante es de tipo
inhibitorio), que contindian manifestando su accién, ahora sobre el plasma
normal®”’.

El AL, pertenece al grupo de anticuerpos antifosfolipidos,
autoanticuerpos heterogéneos con distinta especificidad por fosfolipidos
anidnicos o complejos entre fosfolipidos y proteinas como la B,-
glucoproteina-1, o con protrombina®*'°,

Cuando los anticuerpos antifosfolipidos son determinados por su
habilidad para prolongar pruebas de coagulacion dependientes de fosfolipidos
(TP, TTPA) estos autoanticuerpos son referidos como del tipo AL,
determinacién considerada como indirecta, ya que si se determinan mediante
pruebas inmunoldgicas como el enzimoinmunoanalisis (ELISA) cuyo
antigeno mas comun es cardiolipina, son referidos como anticuerpos
anticardiolipina, y es considerada una determinacidn directa. Sin embargo los
anticuerpos antifosfolipidos y el AL no son iguales o equivalentes, ya que se
ha demostrado que pueden pertenecer a distintos subgrupos de
anticuerpos' '3,

La importancia de contar con la determinacién de AL, radica en que
este inhibidor de la coagulacién se ha encontrado en diversas condiciones
clinicas (Enfermedades autoinmunes, infecciones viricas y bacterianas,
diversos tipos de cancer, complicaciones obstétricas, exposicion a ciertos
farmacos, etc.) que tienen en comin el desarrollo de eventos
tromboembélicos™'>'®. De esta manera confirmar la presencia de AL dentro
del marco patologico, es alertar sobre el posible desarrollo de una
complicacién trombdtica, como trombosis arterial o venosa, trombocitopenia,
alteraciones neurologicas, pérdida fetal (por trombosis en los vasos
placentarios), Livedo reticularis (moteado azul-rojizo, con un aspecto en red
de pesca, que afecta a toda la pierna o brazos, producido por espasmo arterial),
hipertensién pulmonar, necrosis cutdnea, valvulopatia mitral/aértica, etc., que
consecuentemente torna mas grave el estado general del paciente.

Dentro de las causas de las complicaciones tromboéticas la
participacién autoinmunitaria, se conocia desde afios atrds, porque se sefialaba
la presencia de anticoagulantes circulantes (AL), debido sin embargo a que los
procedimientos coagulométricos eran una realidad cotidiana; fue a partir de
1983 cuando se dispuso de exdmenes que reconocen anticuerpos
antifosfolipidos como tales, que se conocid mas sobre la naturaleza
bioquimica y mecanismo de los anticoagulantes circulantes'”'%!%,

4
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ANTICOAGULANTE LUPICO

III. MARCO TEORICO

3.1. - El mecanismo de la hemostasia normal.

Hemostasia primaria,

Mecanismo de la coagulacion.

Mecanismo de la fibrindlisis T
Sistema anticoagulante o de inhibidores ﬁsmloglcos

3.2. - Alteraciones-de la hemostasia.

Padecimientos hemorragicos.
Padecimientos trombdticos.
Inhibidores patoldgicos de la coagulacién.

3.3. — Autoinmunidad.

3.4. - Diagnésticos abordados.

Deficiencia congénita de Factor VIII (Hemoﬁlla A)
Anemia hemolitica autoinmune.

Pirpura Trombocitopénica Idiopatica.

Coagulacioén Intravascular stemmada

Sindrome hemofagocitico.

Lupus Eritematoso Sistémico.

Sindrome Antifosfolipido

S
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3.1. - EL MECANISMO DE LA HEMOSTASIA NORMAL

La hemostasia ‘(del griego oiijioe —aima-, sangre y oTaoLo —estasis-
detencion), es un conjunto de mecanismos fisioldgicos que detienen la salida
de sangre desde el espacio vascular mediante un cambio de estado fisico.

Desde el punto de vista practico la hemostasia se divide en dos fases:
Hemostasia primaria (interaccion vaso sanguineo-plaquetas) y hemostasia
secundaria (proteinas plasmaticas de la coagulacion).

En condiciones normales, o como propiamente es llamado, en
condiciones fisioldgicas, la hemostasia primaria funciona equilibradamente
con la secundaria; este equilibrio depende del funcionamiento “normal” de
todos estos sistemas, que son: el endotelio vascular, la coagulacidn, el sistema
anticoagulante natural, el sistema fibrinolitico, las plaquetas y la dindmica de
la corriente sanguinea. Las tres funciones (vascular, celular y bioquimica) son
necesarias para la hemostasia efectiva, pero son independientes en la medida
en que es factible mantener la hemostasia compatible con la vida, aun cuando
un compogente, como las plaquetas o un factor de la coagulacion se encuentre
deficiente’.

HEMOSTASIA PRIMARIA®?!

La fase vascular y la formacidn del tapon plaquetario crean la barrera
inicial o temporaria de la hemostasia (de ahi la razén de denominarse
primaria). En los procesos de la hemostasia primaria la interaccién entre
plaquetas y células endoteliales es fundamental para su adecuado y
equilibrado funcionamiento. Normalmente las plaquetas no se adhieren al vaso
sanguineo, esto solo ocurre cuando existe lesién en el vaso sanguineo y se
expone la coldgena del subendotelio, permitiendo asi la activacién de las
plaquetas.

Fase Vascular.- El vaso sanguineo consta de tres capas: La {ntima —endotelio-,
La media -musculo liso- y La adventicia -tejido conectivo-.

Todas estas capas participan directamente en la hemostasia. Al ocurrir
una lesion vascular, el endotelio queda incapacitado para ejercer sus funciones
de tromborregulacién y disminuye importantemente la produccién de
prostaciclinas; por otra parte el misculo liso se contrae y disminuye el calibre
del vaso, asi como el flujo sanguineo al sitio de la lesion. Finalmente la
coldgena queda expuesta y sirve de sitio de unién con las plaquetas a través de
receptores especificos.

6
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ANTICOAGULANTE LUPICO
El endotelio realiza funciones de tromborregulacién, al ejercer un
poder antiagregante, al producir:
l. Prostaglandina [, (PG), que bloquea la activacién plaquetaria al
incrementar los niveles del AMPc.
2. Liberacién de oxido nitroso que incrementa los niveles de GMPc e inhibe
la adhesionplaquetaria y es un poderoso vasodilatador local.
3. Produccion de ADPasa, que se encarga de degradar al ADP como poderoso
agente agregante plaquetario.
Al existir una lesidn, estos mecanismos fisiologicos de regulacién
dejan de funcionar y favorecen los mecanismos proagregantes, que permitirdn
la interaccidn entre el vaso sanguineo lesionado y las plaquetas.

Fase plaquetaria.- Las plaquetas son pequeifias células anucleadas de la sangre
periférica y su funcidn consiste en taponar rapidamente cualquier pérdida de
continuidad en el endotelio vascular, mediante la formacién de cumulos
planetarios. El inicio de la activacidn plaquetaria estd referido a su interaccion
con el endotelio (adhesividad plaquetaria) seguido por la relacion
plaqueta/plaqueta (agregacidon plaquetaria). Las etapas posteriores con la
formacion del tapdn hemostatico, necesitan de un adecuado mecanismo de
adhesividad plaquetaria para que ocurran normalmente (la inhibicion de la
adhesividad plaquetaria puede ser el intento mas vilido para prevenir
trombosis). Ultraestructuralmente las plaquetas se dividen en tres zonas:
periféricas, intermedias y de organelos. La zona periférica esta formada a su
vez por tres capas, donde el glicocalix o cubierta externa, es el responsable de
la respuesta plaquetaria inicial a través de receptores glicoproteicos entre los
que se encuentra el complejo glucoproteico Ib-IX, 1I1b-Hla, Gp V, etc. Las
Glicoproteinas de la membrana plaquetaria han sido identificadas con los
nameros I, II, 11, IV, V, etc.,, sin embargo actualmente se han subclasificado
en distintas familias: Integrinas, glicoproteinas ricas en leucina y selectinas.
Durante el proceso de agregacion también participan otras proteinas
adhesivas como: fibronectina, vitronectina, osteonectina, etc. y algunas
proteinas endoteliales como el Factor de Von Willebrand, que es una proteina
producida por la ¢élula endotelial y los megacariocitos. Su funcidn es la de
formar los puentes de union entre el colageno del subendotelio con las
glicoproteinas de la membrana plaquetaria. El primer sitio descrito de union
en la plaqueta, fue la glicoproteina Ib. La importancia de esta relacion esta
reflejada en el hecho que pacientes con déficit congénito de la proteina de Von
Willebrand o el sindrome de las plaquetas gigantes de Bernard-Soulier (donde
falta la Gp Ib) presentan cuadros hemorrigicos.
El tapon hemostitico plaquetario se consolida a través de la fibrina
formada por la activacion de los mecanismos de coagulacién. La pequefia
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ANTICOAGULANTE LUPICO
cantidad de trombina que se forma en la atmdsfera periplaquetaria en los
momentos muy inmediatos de este proceso, determina modificaciones
metabdlicas y activacién importante de las plaquetas, que favorecen la
hemostasia primaria

Ademas, las plaquetas participan en la hemostasia secundaria al.
funcionar como superficie de contacto (fosfolipido plaquetario o factor 3
plaquetario) para activar factores de coagulacion, as{ como en la liberacién de
ciertos factores procoagulantes.

HEMOSTASIA SECUNDARIA®*™?!

Hasta hace algunos afios se conocia que en el hombre, habia dos
sistemas encargados del equilibrio hemostatico: el de COAGULACION, que
evita ante una lesion, la hemorragia excesiva; y el sistema FIBRINOLITICO
que limita la magnitud del codgulo. Los dos mecanismos son,
estructuralmente, muy similares: pueden ser activados por un mecanismo
intrinseco y/o extrinseco para producir una enzima activa, en ambos sistemas,
un conjunto de inhibidores, condicionan el equilibrio y limitan el proceso; en
la coagulacion la trombina es la enzima central, la plasmina lo es para la
fibrindlisis. Sin embargo se demostrd, que existe otro sistema, tan importante
como los dos anteriores, denominado SISTEMA ANTICOAGULANTE O DE
INHIBIDORES FISIOLOGICOS. La causa que contribuyé a este cambio, fue
conocer que el endotelio vascular desempefia una funcién trascendental en
este equilibrio, ya que su participacién no se concreta solamente a ser el
contenedor de todos los factores plasmaticos que integran estos dos sistemas,
sino que posee funciones que tienen que ver no solo con la activacion de los
factores coagulantes y fibrinoliticos, sino también con su neutralizacion o
inhibicidn, integrando con ello un tercer sistema intimamente ligado a los dos
anteriores ya conocidos.

Para poder comprender la importancia de la definicién de los tres
sistemas, sera necesario revisar cada uno detenidamente.

EL MECANISMO DE LA COAGULACION

El mecanismo de coagulacién estd compuesto por distintos zimégenos
plasmadticos. Se trata de los factores de la coagulacién, que al requerirse, se
activan secuencialmente dando lugar a la formacién de enzimas activas que
culminan con la formacién de trombina, que al actuar sobre el fibrinégeno,
forma la malla de fibrina.

Se considera que este proceso ocurre en forma de cascada y, aunque se
han descrito dos mecanismos de activacion, uno intrinseco y otro extrinseco,
existen interconexiones y sistemas de retroalimentacién positivos y negativos

.
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ANTICOAGULANTE LUPICO
entre ellos, que lo hacen un mecanismo complejo (Teoria clasica de
MacFarlane, Davie y Ratnoff). -
Nomenclatura

La nomenclatura de los factores de la coagulacién es contradictoria y
confusa. Definidos hace mucho tiempo, recibieron nombres descriptivos, por
ejemplo, fibrindgeno, trombina, protrombina y tromboplastina. Mas tarde se
designaron de acuerdo con sus propiedades bioquimicas o funcionales
elementales, como el factor "labil" y el "acelerador de la conversién de la
protrombina ".También se denominaron con el apellido de las familias en las
que se descubrieron carencias hereditarias, por ejemplo Christmas, Stuart y
Fageman. De este modo, se usaban distintos términos para el mismo factor.
Estos inconvenientes, se resolvieron, casi para todos los factores, por la
nomenclatura estandar Internacional establecida en 1976, que adjudica a cada
factor un numero romano. Sin embargo para el Fibrindgeno, Protrombina,
Calcio y Factor tisular es infrecuente, el empleo de su nomenclatura
internacional como Factor I, Factor II, Factor IV y Factor III, respectivamente;
asi como para los componentes del sistema de la cinina, los cuales se
describieron antes de demostrar completamente su participaciéon en la
coagulacién y por tanto no se consideraron dentro de la nomenclatura
Internacional, por lo que de este modo se utilizan como sinénimos los
nombres de sus observadores, Fletcher y Fitzgerald, aunque el nombre
descriptivo es preferido (Consultese los Esquemas 1 y 2). Se suele representar
en forma abreviada Factor, con F, seguido del niimero romano asignado, asi

como el agregar una letra "a", si el factor se ha activado, por ejemplo, la

Protrombina se activa a trombina, su representacién es: FII — Flla.

Esta descripcion de la cascada de coagulacion provee la logica
necesaria para estudiar anormalidades, relacionadas con la velocidad de
formacion de Fibrina in vitro, provee la explicacién para las pruebas de
coagulacién, PERO NO ES adecuada la descripcidon como coagulacion
sanguinea in vivo; la coagulacion sanguinea es mas bien una serie de cambios
bioquimicos y enzimdticos para la formacidn de trombina y subsecuentemente
la formacion de un coagulo de Fibrina.

a) MECANISMO O ViA INTRINSECA

Se denomina via intrinseca por que en las pruebas de laboratorio, la
determinacion del Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa) se
considera, que todos los componentes (excepto el activador —caolin-) son
intrinsecos del plasma. Se inicia por la activacion de la llamada "Fase de
contacto" en la que intervienen cuatro proteinas plasmadticas: ~FXII,
Precalicreina (Pre C), FXI, y Cinindgeno de alto peso molecular (CAPM).

9 .
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SECUENCIA DE LA COAGULACION

ViA INTRINSECA
CAPM

Calicreina «——— Precalicreina

FXII FXlla. - ~ : VIA EXTRINSECA
FXI———" FXla : . FIII
‘ ‘ FIV +
FIX ————%FIXa = FVI
FVII | FIV -~ FVia
, - ~FIV |
FX - >FXa4¢—————Y —FX

FV. | Fosfolipidos-

FIl ¥ »Fllae——— FXIIl

FI

Polimero de Fibrina -

Esquema 1. Teoria clasica de la coagulacion. Representada  con  la’
nomenclatura Internacional que adjudica a cada factor un niimero romano,

i : 10
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SECUENCIA DE LA COAG
VIA INTRINSECA

Cinindgeno de alto peso molecular
6 Factor Fitzgeral
6 Factor Williams

Calicrefga_ Precalicreina
& Factor Fletcher

Factor Hageman » F.H
6 F. De contacto

6 F. De superficie

6 F. Promotor del codgulo

Precursor de Ia tromboplastina plasmética(PTP) —LD TP,
6 Antecedente plasmitico de la Tromboplastina -
6 F. Antihemofilico C _Calcio

Componente plasmdtico de la Tromboplastina F. Chy
6 componente tromboplastinico del- plasma

6 F. Christmas

6 F. Antihemofilico B

6 Cofactor plaquetario 11

6 Autoprotrombina [

F. Antihemofilico A
6 Globulina Antihemofilica
6 Cofactor Plaquetario Il
6 Tromboplastinégeno

ULACION

VIA EXTRINSECA
F. Tisular 6 F. Histico ¢
Tromboplastina ¢ Trombocinasa
6 Extracto histico6
Tromboplastina tisular
+
F. Estable o Proconvertina
6 Acelerador sérico de
conversion de protrombina
6 Autoprotrombina |
6 Protrombina del suero

X v
ristmasa F. Establea
Calcio

Calcio Fosfolipidos

F. Stuart——————3

F. Power F. Power
F. Labil 6
Proacelerina 6
Globulina Fosfollpidos TESIS CO}
aceleradora _n
del plasma rALLA DE ORIGE
6 Protrombinasa
" Protrombina Trombina,  Fibrinoligasa
o F. Estabilizador
de la fibrina
6 F. Laki- Lornnd
Fibrindgeno: PMondmero
De fjbrina
lbrmoh
gasaa

¥ __» F. Stuart-Powera 4-¥— F. Stuart

[POLIMERO DE FIBRINA

Esquema 2..-Teoria clisica de la coagulacion: Compilacién de sinénimos o
nombres descriptivos que fueron establﬂecid’os a lo largo del tiempb.
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La activacidén del mecanismo inicia con la unién del FXII a superficies
extrafias cargadas negativamente, por ejemplo "in vivo" el coldgeno
subendotelial que queda al descubierto cuando se lesiona el endotelio
vascular, los complejos antigeno-anticuerpo, las endotoxinas, ciertos lipidos,
etcétera, e "in vitro", a las cargas negativas del vidrio, celite, caolin, etc.
Sobre esta superficie se produce una autoactivacion: el zimogeno de
FXII sufre un cambio conformacional y se transforma en una serino-proteasa
activa (FXIIa). Los CAPM concentran PreCs y FXI sobre la superficie. Alli el
FXIIa ya unido, transforma las PreCs en Calicreinas y el FXI en FXIa. Se
produce luego una activacién reciproca de las calicreinas que generan mds
FXIlla potenciando su propia activacién en una reacciéon que se amplifica
varias veces y conduciendo a la formacion de suficiente cantidad de FXla.
Activado el FXI, actiia sobre el FIX en una reaccion dependiente de calcio
formando el FIXa. El FIXa forma un complejo enzimdtico con los
fosfolipidos, FIV y FVIII, para transformar el FX en FXa. Los fosfolipidos
ofrecen la superficie y el calcio los puentes de unién con los factores IX y X.
El FVIII es el cofactor que acelera la velocidad de reaccion unas 1000 veces,
la FIla (trombina) en pequefias cantidades y el FXa incrementan la actividad
de FVIII y constituye otro ejemplo de retroalimentacion positiva. A partir de
FXa se inicia la via final comtn.

b) MECANISMO O ViA EXTRINSECA

Se denomina via extrinseca por que en las pruebas de laboratorio,
como la determinaciéon del Tiempo de Protrombina, la tromboplastina se
considera extrinseca al plasma.

Inicia cuando la sangre entra en contacto con elementos tisulares. Un
factor tisular (Tromboplastina), relacionado con las membranas celulares,
compuesto por fosfolipidos y una fracciéon proteica, se combina en forma
estequiométrica con el FVII de cadena simple, en presencia de FIV formando
un complejo enzimitico capaz de activar FX. A su vez, activado el FX,
convierte el FVII en FVIIa de dos cadenas, que es mds activo que el FVII
nativo. Al nivel de este complejo, se producen cortocircuitos de activacién de
ambas vias. La activacién del FIX, ademads de ser posible por la activacion de
FXI, es activado por el FVIla. A su tiempo, este tltimo se puede activar por
F1Xa, FXa o por FXIa o por el complejo FXlla-calicreina.

Sin embargo, pese a estas interrelaciones, cuando se altera la
hemostasia por déficit de algtin factor de una de las vias de activacion, el
defecto no es compensado por la integridad de la otra via.

. 12
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c) ViA FINAL COMUN

Inicia con la activacion de FX, tanto por la via intrinseca como por la
extrinseca. In vitro puede ser activado por otras enzimas proteoliticas como la
tripsina y el veneno de vibora de Russell en presencia o no de fosfolipidos. El
FX se activa en forma secuencial sufriendo dos clivajes consecutivos. El FXa
resultante forma un complejo con los fosfolipidos, el FIV,y el FV. ElFV es el
cofactor de la reaccidn y su actividad es incrementada por el Flla. Por sus
grupos hidrofobicos se fija a la superficie hidrotilica de los fosfolipidos a la
que también se unen por sus residuos y -carboxi-glutimicos, el FX y el FII. El
FV actia sobre el FII, logrando la liberacién final de trombina, 6 Flla. La
misma trombina ejerce una retroalimentacion negativa actuando sobre el FII
liberando Uinicamente un fragmento del proceso de activacion; de esta manera
impide que el FII se active completamente por accion del FXa (Para mayor
detalle de este proceso de activacion consulte el Anexo a)

La trombina es la enzima coagulante por excelencia. Una vez formada,
actua sobre el FI para formar la malla de fibrina, también actia sobre los
cofactores FV y FVIII aumentado su actividad y sobre el FXIII. Participa
ademas, en la adhesividad y agregacion plaquetaria. Al mismo tiempo la
Trombina constituye un mecanismo regulador de los fendmenos trombéticos
al activar un sistema de inhibidores fisiologicos de la coagulacion, el de las
Proteinas Cy S

EL MECANISMO DE LA FIBRINOLISIS

En general se considera que la fibrindlisis es la principal responsable
de la eliminacion de la fibrina después de cumplida su funcién hemostética;
por lo tanto seria fundamental en la cicatrizacién de las heridas y la
recanalizacion de los vasos trombosados. La Fibrindlisis resulta de la
conversion de una proenzima inerte - El Plasmindgeno - en una enzima
proteolitica - La Plasmina -, cuyo papel fisiologico mas destacado seria la
disoluciéon de la fibrina. El plasmindgeno y la plasmina, junto con sus
activadores e inhibidores constituyen el sistema fibrinolitico. La protedlisis de
la fibrina a cargo de la plasmina da origen a varios fragmentos proteicos
solubles ~-Los productos de la degradacién de la Fibrina (PDF), los métodos
inmunoldgicos empleados para evaluar estas sustancias no permiten definir su
tamafio u origen, de manera que para referirse a ellas se usa la abreviatura de
PDF. Hay dos tipos fundamentales de activadores de la conversion del
plasmindgeno: el activador tisular (t-PA) y la Uroquinasa (u-PA). La
liberacion de t-PA y u-PA es inducida por la trombina, lo que ilustra la
interaccion de la pared vascular con otros sistemas. La degradacion de la
fibrina es escalonada y por consiguiente, el peso molecular de los PDF varia
con la duracion de la accion de la plasmina. En el paso inicial se separa cerca
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del 20% de la molécula de FI, creando el Fragmento X o primer derivado.
Sufre protedlisis y se obtiene un Fragmento Y, éste tltimo se fracciona en los
fragmentos D. Los PDF se eliminan de la circulaciéon por efecto de los
mecanismos depuradores del higado, el rifién y el sistema reticuloendotelial.

EL SISTEMA ANTICOAGULANTE O DE INHIBIDORES FISIOLOGICOS

Las proenzimas que intervienen en la coagulacidon son excesivas, las
concentraciones infimas de enzimas activan montos considerables de sustrato
y una vez iniciada, la coagulacién se torna autocatalitica. Como estas
caracteristicas amplifican la coagulacion, es necesario contar con fuerzas
opuestas de igual potencia para limitar el tamafio del tapdn hemostético y
neutralizar a los procoagulantes activos que pudieran ingresar en la
circulacidn: los inhibidores fisiologicos. En primera instancia el flujo
sanguineo, restringe la propagacion de los codgulos; los coagulantes activos se
alejan del area dafada y se diluyen. El plasma normal revela varias sustancias
que bloquean la coagulacion in vitro. Los estudios iniciales se centraron en las
antitrombinas (término que se refiere a la capacidad de la fibrina para absorber
a la trombina), seis de las cuales se designan con niimero romanos. Sélo la
antitrombina I no es un inhibidor humoral y sélo Ia III tiene valor fisiologico.
La antitrombina III (AT III) es una proteina plasmatica que inactiva a las
proteasas de serina mediante una reaccion irreversible dependiente del tiempo,
de modo que a veces se considera un supresor progresivo. Se produce en el
higado. Reacciona con la trombina creando un complejo bimolecular que se
elimina con rapidez de la circulacion merced a la intervenciéon de los
hepatocitos. La heparina se liga a una lisina de la AT III y acelera la
generacion de complejos inhibidores. El resultado es la intensificacidn de la
accion de la AT III, quizds a causa de un cambio en la configuraciéon que
expone los puntos de ligadura enzimdtica. Por lo tanto, la AT III es el
anticoagulante y la heparina el cofactor, y no a la inversa como se decia antes.
La AT III inactiva a los Factores Xa, IXa, Calicreina y otras enzimas con
serinas activas, ademas de la trombina (Flla). En consecuencia, podria
considerarse como una antiproteasa de alto espectro. Otro componente es la
Proteina C, fué descrita en 1966 con el nombre de autoprotrombina Ila, junto
con sus cofactores e inhibidores constituye un modulador importante de la
coagulacion en la interfase sanguinea endotelial, también participa en la
fibrindlisis y el sistema del complemento y efectiia la degradacién proteolitica
de los FVa y FVIIla. La deficiencia de Proteina C o S se asocia a
manifestaciones tromboembdlicas serias. La Proteina S parece ser un cofactor
necesario.

Algunas caracteristicas de los factores de coagulacion se mencionan en
las Tabla 1.1.y 1.2.
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TABLA DE IMPORTANTES CARACTERISTICAS DE LOS FACTORES DE COAGULACION (1)

FACTOR |VIDA MEDIA CARACTER ENZIMATICO PROCESO DE ACTIVACION F activado ‘
FI 3 a5 dias SUSTRATO Circula como dimero, es sustrato de la Trombina. Fl i
Fll 2.5 dias PROENZIMA DE SERINO PROTEASA El complejo protrombinasa corta dos enlaces Arg 271-Thr y Arg 320-lle | Trombi ;
Fl Noenplasma {COFACTOR TISULAR Normalmente no esta en circulacion, no requiere proceso para su Flll ’

actividad :
FIvV Metabolito COFACTOR Se requiere la fraccion ionizada. FIV
Fv 12236 hrs PROCOFACTOR PLASMATICO La trombina realiza varios cortes que interactian y dan moleculas de Fva
dos cadenas (H y L). También el FXa.
FVIL  |4a6hrs PROENZIMA DE SERINO PROTEASA Junto con ef FIlI alcanza su punto dptimo, aunque puede autoactivarse o | FVIia
el FXa transformarlo.
Fvill [8a12hrs PROCOFACTOR PLASMATICO La trombina provoca disociacion del Factor de von Willebrand. FVlila
FIX 24 hrs PROENZIMA DE SERINO PROTEASA Ruptura del puente interno y separacion de un segundo producen una FIXa

molécula de dos cadenas
FX 122 .5 dias PROENZIMA DE SERINO PROTEASA Por via intrinseca o extrinseca, ruptura del puente peptidico N-terminal | FXa
y separacion del C-terminal
FXI 3 dias PROENZIMA DE SERINO PROTEASA Ruptura de la union Are-369-1e dan moléculas con cadenas Hy 1. FXla
E FXIl |2 dias PROENZIMA DE SERINO PROTEASA Ruptura de la union Arg 353-Vat dan moléeulas de cadenas Hy L. FXlla
1 Puede awtoactivarse,
FXII  {3al2dias PROENZIMA DE TRANSGLUTAMIDASA | La trombina corta dos péptidos y por fa presencia de calcio se separa en | FX1lla
dimeros (v )

CAPM _ |6.5dias . COFACTOR Circula como complejo con la precalicreina CAPM
Precali- | 1.5 dias PROENZIMA DE SERINO PROTEASA Ruptura de Ta unién Arg-le, da molécula de cadena (Hy L). Calicreina
creina

Tabla I.1.- Se muestran los datos de vida media (el FVII posee menor vida media), caricter enzimatico (la mayoria
son zimégenos principalmente, proteasas, y otros son cofactores) y proceso de activacion (la ruptura proteolitica de

uno o dos enlaces es lo que activa al factor). P

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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TABLA DE IMPORTANTES CARACTERISTICAS DE LOS FACTORES DE COAGULACION (Il) : P

Grupo 1 (Del Fibrinégeno)

PM Concentracion Estructura Libilesa Caracteristicas de Grupo. -
Plasmitica o)
FI 340,000 160-Td5mg/dL Tres subunidades nodulares interconectadas | Calor - PM clevado l
Dimérico - Presentes en los grinulos I
Circia Como CompIcjo junto- alfa de las plaquetas. It
FVII {267,000 100 ng/ml al factor de Von Willebrand Calor - Son No dependiente de ;
FV 330,000 4 - 14 ug/mi Cilindrica de tres subunidades Calor y vitamina K
que rodean a una central : almacen - Se consumen totalmente
Calory | en lacoagulacion.
FXIII | 320,000 10 pg/ml Dos pares de subunidades, Dos cadenas a y 8 [ almacen - Son digeridos por plasmina
Grupo 2 (Protrombinico)
™ Concentracion Estructura "Labilesa Caracteristicas de Grupo
Fll 72000 10~ 15 mg/dL Cadena polipetidica con un Calory - Bujo Peso molecular
| - Puente disulfuro-
- Poseen residuos de dcido
FVIl ] 48000 0.5 pg/dL Cadena tinica con un puente disulfuro Calor ‘-carboxiglutamato.
- Son dependi de
FIX | 54000 3 pg/ml Cadena simple a o 8 globulina Calor vitamina K.
‘ -Nosec totall en
' FX 59000 12 mg/d Dos cadenas polipeptidicas Calor la coagulacién, excepto FIl.
. Una pesada y otra liviana - Precipitan Al(OH);.

Grupo 3 (Sistema de activacién por contacto)

PM Concentracién Estructura Labiles a Caracteristicas de Grupo
Plasmtica
X1l 80000 23-47 pg/ml Polipéptido de cadena pesada y liviana Estable - PM intermedio
. - No se c 1
X1 140000 | 2-7pg/ml Dos cadenas polipeptidicas, Estable en la coagulacion.
Circula combinado ¢/CAPM - Precipitan con AI(OH),

Tabla 1.2.- Caracteristicas bioquimicas de los factores de coagulacion.
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3.2. - ALTERACIONES DE LA HEMOSTASIA

Aunque Hemostasia signifique, por su etimologia, contencion de la
extravasacion sanguinea, su estudio ha revelado la existencia de compuestos
que moditican la actividad de los vasos y de las plaquetas, de inhibidores de la
coagulacion y la capacidad de las células endoteliales de sintetizar un nimero
importante de compuestos, lo que implica un conjunto de mecanismos con
actividades opuestas en equilibrio, que se modifica segin la situacion
patoldgica que puede alterar la contencion y la libre circulacion de la sangre
en el aparato cardiovascular, por ejemplo, lesion de la pared vascular o
proceso inflamatorio. La alteraciéon de estos mecanismos por cambios
cuantitativos o funcionales de los componentes participantes, da lugar a
procesos hemorrigicos o procesos trombéticos.

- PADECIMIENTOS HEMORRAGICOS™

Los términos, enfermedad o sindrome hemorragico, se han aplicado a
la presencia de sangrado (o a la posibilidad potencial de sangrar), mas intenso
y/o de mayor duracién, que el que se observaria en una persona normal o
promedio, sometida a una situacién trauméatica comparable, determinado por
una alteracién en el mecanismo de la hemostasia. Una persona normal
requiere que una accioén traumadtica alcance cierto grado de intensidad, para
que le cause hemorragia, la intensidad y duracién del sangrado guardan una
relacién evidente con las caracteristicas del traumatismo; en cambio, el
paciente con una alteracién de Ia hemostasia, presenta hemorragia aun en
ausencia de un traumatismo o con traumatismos de poca intensidad, con
pérdida de sangre en mayor cantidad y/o de mayor duracién. Como la
alteracion afecta todo el organismo, el sangrado tiene o puede tener multiples
localizaciones, lo que constituye otra diferencia con el sangrado por lesion
local de un vaso.

La distincion entre enfermedad y sindrome hemorrigicos, se debe, a
que la primera es una entidad patoldgica, en la que se han definido su
etiopatogenia, el cuadro clinico y sus variantes, las complicaciones, el
tratamiento y el prondstico. En cambio, el sindrome estd constituido por una
serie sistematizada de manifestaciones hemorragicas, que obedecen a
diferentes causas, por lo que su evolucidn, pronéstico y tratamiento, varian en
forma importante de un enfermo a otro.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN | .,
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CLASIFICACION: Los padecimientos hemorragicos pueden ser adquiridos o
hereditarios. Estos Gltimos son importantes en pediatria, porque se descubren
durante la infancia. También se clasifican segiin el sector anormal de la
hemostasia en:

- Alteraciones vasculares (Parpuras vasculares)

- Alteraciones plaquetarias (Purpuras trombocitopénicas)

- Alteraciones de las proteinas de la coagulacion (Hemofilia)

- Alteracion en otros sistemas relacionados (Inmunolégico, Renal)

Es importante hacer notar que en un defecto hereditario de las
plaquetas o de un factor de la coagulacion, la alteracion, ocupa el lugar central
en la patogenia de las manifestaciones; en cambio, en las formas adquiridas, es
muy frecuente que coincidan varias alteraciones. Es esencial no exagerar ni
minimizar la importancia de la evaluacion clinica del paciente que sangra. La
valoracion cuidadosa puede sefialar el origen hereditario o adquirido del
proceso. Para que los estudios de laboratorio proporcionen las mdximas
ventajas en términos de tiempo y dinero, deben suplementar y no suplantar al
interrogatorio y la exploracion clinica minuciosos.

CARACTERISTICAS DE LOS CUADROS HEMORRAGICOS HEREDITARIOS:

Las petequias son tipicas alteraciones vasculares o plaquetarias; son
hemorragias capilares puntiformes o mucho mas grandes, aparecen y
desaparecen en brotes y son mas conspicuas en las areas de mayor presion
venosa como los miembros inferiores y las regiones sometidas a compresion
por cinturones. La hemorragia articular (hemartrosis) es casi diagndstica de las
coagulopatias hereditarias, en particular la hemofilia A. En los individuos con
coagulopatias, la hemorragia postraumdtica suele ser tardia, por ejemplo,
después de la extraccion de una pieza dentaria, el sangrado podria detenerse
por completo, reaparecer al cabo de algunas horas y persistir a pesar del
empleo de vasoconstrictores y taponajes. Este fenémeno, podria explicarse por
la funcién hemostatica adecuada temporaria del tapon hemostitico, atn
cuando la coagulacién es deficiente.

CARACTERISTICAS DE LOS CUADROS HEMORRAGICOS ADQUIRIDOS:

La hemorragia generalizada podria ser un signo prominente de muchas
patologias adquiridas que abarcan todos los campos de la medicina. En
general, las manifestaciones son menos serias que en las formas hereditarias y
en el cuadro clinico predomina la enfermedad de base, mas que el sangrado.
Los farmacos también pueden inducir coagulopatias, la lista de aquellos que
son responsables de trombocitopenia es cada vez mas larga, en particular la
aspirina, que deteriora la funcién plaquetaria y provoca alteraciones de las
pruebas de laboratorio.
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- PADECIMIENTOS TROMBOTICOS®

La trombosis fue descrita por primera vez en 1856 por Virchow, quien
propuso desde entonces la relacidn de tres factores:

a) Cambios en la pared del vaso sanguineo;
b) Cambios en la coagulacic’m sanguinea y;
c) Cambios en el ﬂLl_]O sangumeo.

Hasta la fecha siguen vigentes y se les conoce como la “triada de
Virchow”. El equilibrio entre estos tres factores condicionan bdsicamente, la
homeostasis hemostdatica. Su  desequilibrio  determinara, segin la
preponderancia de cada uno de ellos, [a formacién de un trombo arterial o
venoso. La activacion de la coagulacion estd relacionada con las
caracteristicas del flujo y de las condiciones trombogénicas de las superficies.
Es probable que la interaccion de un flujo bajo con la pared venosa, produzca
una importante activacion del mecanismo de coagulacidén; en cambio, frente a
una superficie no procoagulante en un sistema de alto flujo como el arterial,
los mecanismos de formacion del trombo dependan del depdsito de plaquetas
(la participacion de las plaquetas se establecié a finales del siglo X1X).

Pero esta simplificacion del mecanismo trombogénico es
esencialmente didactica, se debe admitir que muchos factores han de incidir en
la triada mencionada para romper el equilibrio entre los mecanismos de
trombo-resistencia y de trombogénesis y demads elementos que intervienen en
la formacidn del trombo y que se han resumido en el Cuadro 3.2.1.

Estados hipercoagulables, es un término para referir problemas
clinicos en pacientes con predisposicion al tromboembolismo. Asi,
hipercoagulabilidad se define con base en dos situaciones:

1. Presencia de anormalidades de laboratorio o condiciones clinicas asociadas
a riesgo mayor para desarrollar trombosis, conocidos como estados
pretrombéoticos.

2. Situaciones clinicas con trombosis recurrentes sin un factor predisponente
reconocido.

Los estados hipercoagulables se clasifican en primarios y secundarios:

- Los primarios implican defectos fijos y persistentes tanto en el
sistema de la coagulacién como en el fibrinolitico; de origen genético y con
tendencia familiar. Los fendmenos trombdticos pueden ser asintométicos y
diagnosticados por datos de laboratorio, o bien precipitudos por factores
clinicos. Ejemplos son, deficiencia de AT III, Deficiencia de proteinas C y S,
Disfibrinogenemia y la presencia de AL.

- Los secundarios son un grupo diverso de coagulopatias complejas, en
las cuales el mecanismo fisiopatolégico es dificil de precisar. Los principales
ejemplos incluyen: anormalidades de la coagulacién y de la fibrindlisis,
anormalidades de las plaquetas y anormalidades del vaso sanguineo y reologia
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(inmovilizacion, obesidad, senectud, estado postquirrgico, protesis cardiaca,
vasculitis, enfermedad oclusiva cronica, hiperviscosidad, etcétera). Los
estados hipercoagulables de mayor frecuencia son los asociados a malignidad,
al embarazo y al uso de anticonceptivos.

Factores que intervienen en la formacion del trombo
. — Lesion endotelial
. - Productos liberados por el endotelio
. — Plaquetas
. — Eritrocitos
. — Monocitos
. — Sistema de coagulacién
. — Inhibidores de la coagulacién
. — Sistema fibrinolitico
. — Inhibidores de la fibrindlisis
. — Factores hemorreoldgicos

Cuadro 3.2.1. - Factores que intervienen en la formacion del trombo

LOS FACTORES DE TROMBOGENESIS

El endotelio, con una extension de mas de 1000 m? es un organo con
multiples funciones reguladoras relacionadas con la coagulacion, la
fibrindlisis, la inflamacidn, con los fendmenos de proliferacion celular, con
modificaciones del flujo sanguineo a través de su capacidad de inducir
contraccion v relajacion, en la transferencia activa de sustancias metabdlicas
entre la sangre y el medio estravascular, cte. El endotelio es naturalmente, una
superficie no trombogénica y su integridad condiciona su capacidad funcional
relacionada con la hemostasia, la cual estd dirigida hacia dos aspectos
fundamentales: Evitar la hemorragia y prevenir la trombosis. La lesion
cndotelial pone en juego mecanismos por medio de los cuales el organismo
trata de limitar una eventual pérdida de sangre. Esos mismos mecanismos
determinan la formacion local del trombo y favorecen el comienzo y la
evolucion de la placa ateroesclerdtica. Ante un dafio endotelial, la
interrelacion del subendotelio con las plaquetas, los mecanismos de
coagulacion y fibrindlisis y la participacion de otros elementos formes
circulantes, constituyen la base fisiopatoldgica de la trombosis. En la
trombogénesis los mecanismos de coagulacién intrinseca y extrinseca, las
modificaciones del sistema fibrinolitico y la activacion plaquetaria juegan,
como es de suponer un papel central.
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MECANISMOS DE TROMBOSIS

La lesion del endotelio vascular es el punto de inicio en la patogénesis
de la trombosis y la arteriosclerosis. La magnitud de la lesion determinard una
respuesta distinta ya que puede producir una activacion y/o liberacion de
sustancias diferentes desde el endotelio, las plaquetas o los mecanismos de
coagulacion. Sc inicia pues una seria de ctapas sucesivas que corresponden a
una hemostasia normal y también son el inicio de la trombosis. Pero no
siempre la lesion interesa al colageno vascular, muchas veces, las condiciones
del vaso han sido meodificadas por la enfermedad y reaccionan de modo
diferente al de un endotelio sano. Las lesiones endoteliales pueden ser
producto del tabaquismo. la hipertension o reacciones inmunologicas
localizadas en los vasos sunguincos. Se han descrito tres tipos de lesion
vascular: Constltese el Cuadro 3.2.2.

TIPO DI LESION

MECANISMO DE LESION

PROTEINA AFECTADA

TIPO . —  Alteracion] Acumulacion  de  lipidos: | Glucosa-aminoglicanos,
funcional sin cambios | Moderada, Trombomodulina, PGI2,
morfologicos signiticativos. | Depésito de plaquetas: No EDRF, t-PA
Proliferacion  de  células
musculares: Mediuna
TIPO 1. = Denudacion | Acumutacion de lipidos: 2. PAI-1. Fibronectina,
endotelial con lesion de lafDepdsito de  plaquetas: | Vitronectina,  Tromboxano,
intima [scasu Trombospondina.
Proliferacion de células
musculares: Moderada
TIPO 1. —  Denudacion | Acumulacion de lipidas: 2. TROMBINA
endotelial con lesion de la | Deposito de plaquetas:
intima y la media Moderada
Proliferacion de células

musculares: Extensa
3

Cuadro 3.2.2. Tipos de lesion vascular.

Es probable que ante una alteracién del Tipo I, el endotelio que
conserva sus caracteristicas normales, ponga en juego los mecanismos de
tromborresistencia ya que, al solo verse afectada la intima, no prevé situacion
de hemorragia pero si la posibilidad de trombosis. Los mecanismos de
coagulacidon no estan comprometidos y no habria formacion de trombina ni
compromiso plaquetario. En el tipo I la lesién ha interesado la intima y los
mecanismos de tromborresistencia dejan lugar a los de trombogénesis para
conjugar una eventual hemorragia. Las plaquetas se adhieren y agregan en el
lugar de la lesion, se activan los mecanismos de coagulacion hay formacion de
trombina y liberacion de sustancias adhesivas y proagregantes. La liberacion
de PAI-1 produce la inhibicion de la fibrindlisis para consolidar el codgulo en
vias de formacion. En el tipo III la formacion de trombina es de méxima
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tmportancia ya que la lesion interesa planos mas profundos y las posibilidades
de hemorragia, desde el punto de vista de la homeostasis hemostatica son mas
acentuados. También son acentuados la activacion plaquetaria y los
mecanismos de coagulacion.

l.a heparina y el sulfato de heparan inhiben el crecimiento celular y
este tltimo se constituiria en el factor antiproliferativo natural del vaso. La AT
111, neutraliza la capacidad que tiene la trombina de inducir la proliferacion
celular de las células musculares lisas. La heparina potencia este efecto
inhibitorio de la AT IIl. El estudio anatomopatoldgico de las lesiones en el
infarto agudo de miocardio y angina, han permitido establecer algunas
circunstancias particulares en el mecanismo trombogénico: La activacion de la
coagulacion a través del factor tisular y la activacion plaquetaria son factores
importantes en la formacion del trombo que sigue a la ruptura de una placa
ateroesclerdtica.

El flujo a través de la zona estenosada determina modificaciones en las
distintas capas del endotelio vascular, que condicionan localmente un estado
trombogénico, ésto es, fendmenos hemorreologicos: La presion sanguinea
dentro de la arteria ejerce una fuerza radial que es contrarrestada por la pared
arterial para mantener sus caracteristicas fisicas. Existe una relacién entre el
radio de la arteria y la presién intraarterial, siendo mayor ésta, cuanto mayor
es aquella. De ahi que cl diametro aumentado de un aneurisma conlleve un
aumento de la presion intra-arterial y puede terminar, finalmente, en la ruptura
aneurismatica.

La activacion de los diferentes sistemas y de la pared arterial que
participan en el mecanismo de trombosis da lugar a la aparicién y/o
incremento de la concentracién plasmdtica de ciertos productos derivados de
esa activacidn y que pueden constituir marcadores de trombosis capaces de ser
detectados por métodos sensibles de laboratorio, como los que se muestran en
el cuadro 3.2.3.

GENERACION DE ACTIVACION ACTIVACION DE LLESION
TROMBINA PLAQUETARIA | LA FIBRINOLISIS ENDOTELIAL
Fragmento 1+2 Tromboxano A2 Dimero D Activador tisular del

Fibrinopéptido A
Complejos de
trombina antitrombina 111

Factor plaguetario 4
Beta trombomedulina

plasmindgeno (t-PA)
Factor de Von Willebrand
Proteina C

Cuadro 3.2.3 Marcadores de trombosis.

ara emplear estos marcadores en la orientacion de un probable cuadro
trombatico debe tenerse presentes factores como:

- Efecto de dilucidon.- La concentracion de los productos derivados de la

trombosis, la cual puede ser alta en la zona afectada, ha de sufrir una
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dilucién importante relacionada con la volemia plasmatica del paciente al
difundirse en el sistema vascular.

- Neutralizacion “in situ”.- Algunos marcadores como el t-PA, son
neutralizados "in situ” por su inhibidor el PAI-1 por lo que su actividad
dependerd de la actividad del inhibidor

La oclusién total de un vaso, como sucede en el infarto agudo del miocardio,

impedira la expresion periférica de cambios producidos en el lugar de la

oclusién.

Pero el crecimiento del trombo esta limitado por una secuencia de
factores que aparecen como reguladores de la hemostasia. En primer lugar las
condiciones hemorreoldgicas han de modificar la concentracion de las
enzimas pretromboticas por arrastre 'y dilucién; segundo el TFPI (Tissue
Factor Patthway Inhibitor) que es el dGnico inhibidor del compleo
FVIlIa/Factor Tisular que se forma durante la activacidon del sistema
extrinseco de la coagulacion y de FXa, actGa.

- INHIBIDORES PATOLOGICOS DE LA COAGULACION®*

Los inhibidores patoldgicos de la coagulaciéon o anticoagulantes
circulantes o anticoagulantes circulantes anormales o inhibidores adquiridos
de la coagulacion, son ‘“componentes enddgenos anormales” que
gencralmente, impiden la coagulacion. Son habitualmente inmunoglobulinas y
pueden ser autoanticuerpos. El anticoagulante circulante puede afectar a la
coagulacion, ¢jerciendo su funcién inhibitoria sobre:

- Un factor de la coagulacion, inhibiendo su actividad procoagulante (seria
un antifactor o inhibidor especifico)

- Interfiriendo la formacion de complejos activadores (fosfolipidos), ésto es,
actltan contra ciertos lugares de reaccion de la cascada de la coagulacion.

En algunos casos, su presencia se debe a una respuesta inmune normal,
como en el caso de las deficiencias congénitas de factores.

Los inhibidores patoldgicos de la coagulacion pueden clasificarse en:

- Inhibidores de factores de coagulacion e,

- Inhibidores de interferencia (Anticuerpos antifosfolipidos e inhibidores de
la transformacién fibrinodgeno-fibrina).

Las manifestaciones clinicas provocadas por estos inhibidores
adquiridos son variables, dependiendo del tipo de-inhibidor, intensidad de su
actividad, factores inhibidos, etc. Generalmente estin asociados a una
enfermedad de base, pero también pueden hallarse en personas sanas. Muchas
veces, es la primera manifestacion bioldgica, precediendo en meses o afios a la
enfermedad que lo produce.
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Los anticoagulantes circulantes son infrecuentes en nifios. Se
encuentran en pacientes con LES o linfomas o en quienes sufren reacciones a
la penicilina. Se han descrito inhibidores en niflos después de infecciones
virales recurrentes. Los inhibidores que suelen aparecer después de una
infeccion viral, tienden a desaparecer después cn pocas semanas o meses. Los
inhibidores que se observan cn relacion con una enfermedad subyacente
desaparecen con el tratamicnto del proceso primario.

Los inhibidores contra factores de coagulacion especificos mas
frecuentes suclen afectar a los factores VIII, [X u XI. Estin dirigidos contra
sitios o dreas (epitopes) de la molécula, necesarias para desarrollar su funcion.
Pueden aparecer en pacientes con déficit congénitos por sensibilizacion a la
proteina isologa, que no poscen y que reciben con las transfusiones. En otros
casos, su aparicion esta relacionada a tratamientos con ciertas drogas
(penicilina, sulfonamidas, isoniazida, tenotiazina, etc.), neoplasias,
enfermedades autoinmunes o con alteraciones inmunoldgicas. El TTPa esta
alargado y no se corrige adadicndo plasma normal. La determinacion de
factores especilicos, identifica al factor afectado.

25.26,27.28.29

ANTICOAGULANTE LUPICO™"

El inhibidor mas frecuente contra un lugar de reaccidén es el
denominado Anticoagulante Liipico, también llamado Anticoagulante de tipo
Lupus; pertenece al grupo de los anticuerpos antifosfolipidos, anticuerpos
dirigidos contra ciertos fosfolipidos o tal vez contra ciertos grupos quimicos
(fosfodiéster) presentes en los fostolipidos. Su actividad se manifiesta
intertiriendo la union a las superficies fostolipidicas de los factores X y Il y
especialmente del FV, impidiendo la formacion del complejo protrombinasa,
complejo activador de la protrombina. Esto provoca una interferencia no
especifica de todas las prucbas de coagulacion en las que intervienen los
fosfolipidos.

Los AL son inmunoglobulinas de tipo IgG 6 IgM, fueron descritos en
1952 por Conley y Hartman, al descubrir que la adicién de plasma de
pacientes con LES a plasma normal, prolongaba las pruebas de coagulacidn,
fueron mds tarde - Feinstein y Rapaport en 1972 quienes lo llamaron por
primera vez "Anticoagulantes Ltpicos”, término que resultdo completamente
paraddjico, e infortunado para la practica Clinica, dado que estos
autoanticuerpos ni son anticoagulantes in vivo ni aparecen solamente en LES.

El AL tiene efecto anticoagulante sélo in vitro sin inhibir
especificamente alguno de los factores de la coagulacion; de manera general
se acepta que estan dirigidos contra fosfolipidos aniénicos, principalmente
fosfatidiliserina que es el fosfolipido mads activo en el mecanismo intrinseco
de la coagulacion. Sin embargo, algunos estudios recientes sugieren que estos
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autoanticuerpos no actlian directamente contra fosfolipidos, sino contra
complejos de fosfolipidos y proteinas fijadoras de fosfolipidos, como la
protrombina o la B,—glucoproteina-1.

En los trabajos de Conley y Hartman, v de Feinstein y Rapaport, se
describia a pacientes con LES que tenian VDRIL-falso positivo y ademas
fendmenos trombdticos. Desde entonces, muchas investigaciones se han
emprendido para descifrar el mecanismo de accion de este inhibidor. Se ha
reconocido, por ejemplo, que el resultado positivo de la prueba de VDRL se
debe a que la cardiolipina (un fosfolipido) presente en el sustrato antigénico de
la prueba para sitilis, podia absorber la actividad del Anticogulante Luapico.
Consistiendo este hecho, una evidencia de la presencia de anticuerpos que
reaccionan contra fosfolipidos.

Aunque fué descrito en pacientes con LES, luego sc observé en otras
enfermedades de origen autoinmune y en asociacion con trastornos
mieloproliferativos, neoplasias, reacciones a drogas, infecciones y también en
casos de aborto recurrente o muerte letal intrauterina.

La correlacion entre la presencia de AL y la aparicion de fendmenos
tromboticos se observo inicialmente en enfermos con LES. Aunque su
presencia no es particular de alguna enfermedad, de todas las patologias en los
que se cncuentra asociado, sobresale frecuentemente en LES; por esta razén,
se ha llegado a considerar que el AL puede pronosticar el desarrollo de una
enfermedad autoinmune en el futuro, si es que no estd diagndsticada en el
momento de la determinacidn.

La particularidad de este tipo de inhibidor, es que no provoca
manifestaciones hemorragicas, a sus portadores, al contrario, se encuentran
con un alto riesgo en desarrollar episodios trombdticos. La terapia con
heparina o anticoagulantes orales, no causa complicaciones hemorragicas.

Con respecto al posible mecanismo implicado en la asociacion entre el
inhibidor ltipico y un alto riesgo de sufrir eventos trombéticos, se ha sefialado
que el inhibidor podra dafiar el endotelio por interaccion con los fosfolipidos
de la membrana, aunque otros autores sugieren que el inhibidor acta
disminuyendo la produccién de prostraciclina por la pared celular.

De estas complicaciones se ha contirmado que la trombosis arterial es
la mds frecuente, practicamente cualquier territorio puede ser afectado, sin
embargo, los sitios mas involucrados son las arterias cerebrales, las arterias
periféricas de extremidades inferiores o superiores, retina y aorta. Siguiendo a
éstas en frecuencia, se encuentran los eventos trombdticos venosos,
presentandose en venas superficiales y profundas de miembros inferiores,
renales, hepaticas, vena central de la retina, cava superior e inferior y no es
rara la complicacion con tromboembolia pulmonar. La aparicion de cualquiera
de estas complicaciones, como es de suponerse, conlleva consecuencias
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desastrosas en la integridad del paciente, por ello, si se alerta, es posible tomar
medidas para evitarlas. No se estaria tratando la enfermedad de base, pero se
esta evitando que se anexen complicaciones.

Para su deteccion, organismos internacionales, como el Subcomité de
Inhibidores de la Sociedad Internacional de Hemostasia y Trombosis, han
recomendado criterios de diagnostico de laboratorio®? ', que hasta el
nmomento, representan los requisitos que todo laboratorio debe buscar cumplir;
los criterios se muestran en el cuadro 3.2.4.

CRITERIOS RECOMENDADOS PARA EL DIAGNOSTICO POR LABORATORIO
DE ANTICOAGULANTE LUPICO
(Subcomité de Inhibidores Adquiridos de SITH)
1. Prolongacion de una prueba de coagulacion dependiente de ['osfol»ipidos.

Evidencia de inhibicién demostrada por estudios de mezcla.

£

3.. Naturaleza o dependéncia de fosfolipido confirmada.

4. " Falta de inhibicién especifica a un factor de coagulacidn.

Cuadro 3.2.4. Criterios de laboratorio para determinar AL,

El Subcomité para la estandarizacion de la determinacion de AL de la
Sociedad internacional de Hemostasia v Trombosis también establecié las
siguientes recomendaciones como guia para el diagndstico de AL:

a) Los plasmas del paciente y del testigo deberdn estar libres de plaquetas,
mediante doble centrifugacion o filtracion.

b) Se deben emplear dos o mas prucbas de escrutinio reconocidas como
sensibles para detectar AL, por lo menos una deberd tener el principio de
empleo de concentraciones bajas de fosfolipidos.

¢) La existencia del inhibidor debe ser bicn documentada mediante los
efectos que el plasma del paciente tiene sobre el testigo (estudio de mezcla
alargado)

d) Laidentificacion del Anticoagulante Liipico es posible con la existencia de
pruebas de rastreo anormales junto con los estudios confirmatorios,
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demostrando la existencia de la dependencia de fosfolipidos por parte del
inhibidor.

e) Las pruebas confirmatorias deberdn ser en lo posible basadas en el mismo
principio en que resultaron anormales las pruebas de escrutinio (Constiltese el
cuadro 3.2.5)

f) Las pruebas de coagulacion de rutina se deberin de emplear para evaluar
la posibilidad de otra alteracion diferente a AL, que sea capaz de resultar en
prucbas de coagulacion anormales.

¢) Las pruebas inmunoldgicas de anticuerpos antifosfolipidos, que son
frecuentemente positivos en pacientes con AL, no deberan considerarse como
pruebas confirmatorias.

PRULEBA DE ESCRUTINIO PRUEBA CONFIRMATORIA
.- Prucbas basadas en el TTPa Neutralizacion con plaquetas
Fosfolipidos hexagonales
Dilucion de [ostulipidos
.- Tiempo del veneno de Russell diluido Tiempo de Russell
Vesiculas de plaguetas
Neutralizacion con plaquetas

.- Tiempo veneno de serpiente de Taipdn Neutralizacion con plaquetas
- TP diluido Diluciones con fostolipidos
.- Tiempo de coagulacién con Caolin Vesiculas de plaquetas

Fosfolipidos bovinos
Cuadro 3.2.5. Recomendacion para fa seleccidon de prucba confirmatoria.

Las pruebas de escrutinio que generalmentc se emplean®**%3,

encuentran en el cuadro 3.2.6

se

1. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada
2. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada — alterando el Tiempo de
incubacion

3. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada Diluida

4. Tiempo de coagulacion del veneno de la Vibora de Russell

5. Tiempo de Coagulacion del veneno de la Serpiente de Taipan

6. Tiempo de Protrombina Diluida (o Prueba de Inhibicién de la
Tromboplastina Tisular)

7. Tiempo de coagulaciéon con Caolin

8. Tiempo de coagulacion con Silice

Cuadro 3.2.6.- Pruebas de escrutinio para determinar AL.

Estas pruebas no son muy diferentes entre si, en un inicio en realidad
se traté sélo de modificaciones de una en especial, ésto es, desde que el AL
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fue descrito en 1952 se han investigado un gran ndmero de pruebas que
sefialen su presencia, siendo el TTPa la que entonces lo seiialaba, se descubrio
que realizando modificaciones a ¢€sta se obtenia mayor sensibilidad, se
modificod el Tiempo de incubaci()n“"’, del rutinario de tres minutos, se permite
la incubaciéon una hora; disminuyendo la concentracion de la fraccion
fosfolipidica ya no so6lo en ¢l TTPa si no también en el TP, se busca
ACENTUAR el efecto del AL si éste se encuentra, ¥y mejor adin si en la prueba
estan AUSENTES fosfolipidos externos al sistema de coagulacion, se definid
el Tiempo de Caolin, mas tarde con mas estudios, e intentando demostrar el
sitio de inhibicion en la secuencia de la cascada de coagulacion, se aplicaron
los venenos de las serpientes primero de Russell v luego de Taipin®.

Naturalmente  dentro  de  este  desarrollo  se ha  investigado
modificaciones mas profundas, como se demostrd que el Tiempo de Caolin se
mejora si el activador a emplearse no sea el caolin si no Silica -Silice-, el
primero posee un tamailo de particula de 0.1- 4p mientras que la silica
micronizada (microcristalina) es menor a 0.1, lo que permite mayor drea de
activacion para los factores de coagulacion, apoyando con esto la acentuacion
del efecto del AL, sin embargo este compuesto es de 2 a 3 veces mds costoso
que el caolin (100g de caolin cuestan $2.87; 100g de silica $9.85). También el
TPd ha presentado moditicaciones, donde se ha desarrollado Tromboplastina
completa por tecnologia recombinante, y aunque ya se comercializa, en un
laboratorio donde no se realizan mas de 50 pruebas diarias en promedio de TP,
resultaria incosteable.

Se observa que la mayoria de las pruebas de escrutinio se fundamentan
en la disminucidon de la concentracién de fostolipidos, excepto el veneno de la
Vibora de Russell que activa directamente al FX en la cascada de
coagulacion®™*, esta misma accién la efect@ia el veneno de la Serpiente de
Taipdn, pero su prueba emplea la combinacidn de dos proteinas coagulables
(Textarin/Ecarin) lo que hace a la prueba de mayor costo.

Las pruebas anteriores son reconocidas de gran sensibilidad, por este
hecho, para complementar la determinacion, es necesario combinarla con otras
pruecbas  de alta especificidad, como la Prueba de Neutralizacién de
Fosfolipidos en Fase Hexagonal.

Aunque el AL es un importante indicador de riesgo de trombosis, no es
el tnico estudio que puede seiialarlo, la determinacion de AnAClI, es mas
utilizada actualmente, para descartar este riesgo’™''. El empleo de dicha
determinaciéon obedece a que se realiza por métodos como el radio
inmunoensayo en fase sélida o por la técnica del ELISA, ambas son 200 a 400
veces mas sensibles que las pruebas de AL; tienen la ventaja de ser mas
facilmente reproducibles y estandarizadas, ademds que se realizan en suero y
no con plasma como el AL.
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Sin embargo, atn se desconoce ¢l mecanismo exacto por el que los
anticuerpos antifosfolipido (AL y AnAC!) participan en el desarrollo de
fendmenos trombdticos, y por lo tanto en condiciones éptimas, debe buscarse
los anticuerpos antifosfolipidos por ambas determinaciones.

Al contar con métodos precisos para reconocer anticuerpos
antifosfolipidos, se obtuvo adicionalmente, la definicion de una nueva entidad
nosologica, el Sindrome de Anticuerpos Antifoslolipido.

La conducta terapéutica en los pacientes con inhibidor lipico depende
de la enfermedad de base. El inhibidor responde, en general, al tratamiento
con corticoesteroides instituidos en el esquema de pacientes con LES™,
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3.3.- AUTOINMUNIDAD

El sistema inmune, como todos los sistemas fisiologicos es un sistema
regulado. Mas alin, dada la peligrosidad potencial de un sistema especializado
en la homeostasis y en la proteccion del individuo mediante la agresion contra
lo externo, es logico suponer que, junto con la evolucion de cada una de sus
funciones cfectoras agresivas, hayan desarrollado mecanismos capaces de
regularlas. Un concepto fundamental que hoy es aceptado universalmente, fue
que el sistema inmune no reconoce y agrede directamente lo “extraiio”, si no
que su luncionamiento estd basado en el reconocimiento constante y no
agresivo de lo “propio™™.

Se denomina autoinmunidad a la respuesta inmune contra
componentes propios, debido a la presencia de linfocitos T o B autorreactivos.
Las enfermedades autoinmunes  se caracterizan por la presencia de
autoanticuerpos y/o linfocitos T  sensibilizados contra  diferentes
macromoléculas del organismo, que en individuos normales son reconocidas
como propias y por lo tanto no desencadenan respuesta. La capacidad del
sistema inmune para discriminar entre lo propio y lo extrafio es adquirida en
primer lugar en el Timo, durante la maduracion de los linfocitos T.

La respuesta inmune a antigenos propios puede observarse en
individuos normales, pero la potencialidad para desarrollar autoinmunidad
esta controlada por diterentes mecanismos: Linfocitos T supresores, bloqueo
de receptores celulares por antigenos circulantes, ete.

Debe diferenciarse, por lo tanto, la respuesta autoimmune de la
entermedad autoinmune. La respuesta autoinmune es la demostracion de la
existencia de autoanticuerpos que reconocen antigenos propios o la reactividad
de linfocitos sensibilizados contra un antigeno propio; esta respuesta puede
estar asociada 0 no con una enfermedad autoinmune. En medicina clinica hay
numerosos ejemplos de produccion de autoanticuerpos sin que estén
relacionados con una enfermedad autoinmune. Ciertos desordenes de origen
infeccioso y que tienden a la cronicidad, drogas o envejecimiento pueden estar
asociados a una forma controlada de autoinmunidad. Luego de la eliminacion
del agente infectivo o de la supresién de la droga las manifestaciones de
autoinmunidad desaparecen. En cambio en las enfermedades autoinmunes, la
presencia de autoanticuerpo o linfocitos T sensibilizados producen lesién
tisular y disfunciones de los odrganos blanco, mecanismos totalmente
descontrolados y generalmente irreversibles.
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Los desordenes autoinmunes han sido ampliamente estudiados, éstas
enfermedades son multifactoriales y en cada una de ellas puede estar
comprendido mas de un mecanismo de induccién. Se conocen numerosos
factores que pueden contribuir al desarrollo de una enfermedad autoinmune,
donde sin duda es el Factor genético. el mas investigado.

Existe una amptlia gama de enfermedades awtoinmunes (Tabla 3.3.1),
en cuyos extremos se encuentran las enfermedades drgano-especificas y no
érgano-especiticas, y las que quedan comprendidas cntre estos dos tipos
poseen caracteristicas de ambos.

Organo-especificas

Tiroiditis de Hashimoto

Mixedema primario

Tirotoxicosis

Anemia perniciosa

Gastritis atrofica autoinmune
Enfermedad de Addison

Diabetes Mellitus insulinodependiente
Miastenia gravis

Pénfigo vulgar

Esclerosis multiple

Anemia hemolitica autoinmune
Parpura trombocitopénica idiopdtica
Artritis rewimatoidea
Dermatomiositis

Esclerodermia

No érgano especifica Lupus eritematoso Sistémico (LES)

(sistémicas)

Tabla 3.3.1. - Enfermedades autoinmunes mds comunes

- En las enfermedades 6rgano-especificas, la respuesta autoinmune primaria
cs dirigida contra un tnico drgano, glandula o tejido, por tal motivo a esta
categoria de enfermedades, también se la puede dividir tomando en cuenta
el 6rgano blanco involucrado, como el sistema hematopoyético.

- Las enfermedades autoinmunes no érgano-especificas, también llamadas
sistémicas, se caracterizan por la presencia de autoanticuerpos circulantes
que pueden ser patogénicos o no y estdn dirigidos contra autoantigenos
presentes en todo el cuerpo, no siendo especificos de un érgano.

ETIOPATOGENIA.- Los factores genéticos mds importantes involucrados en

estas enfermedades son los relacionados con los genes del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) y los genes de las inmunoglobulinas.
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La asociacion genética relacionada con los antigenos del MHC no es
sorprendente ya que las enfermedades autoinmunes son dependientes de los
linfocitos T y las respuestas autoinmunes que dependen de los linfocitos T
estan restringidas por el MCH. Por tal motivo, el MCH puede afectar la
predisposicién a adquirir enfermedades autoinmunes por varios mecanismos.

La asociacion de enfermedades autoinmunes con alotipos e idiotipos
de inmunoglobulinas presenta un cuestion fundamental, la relacionada al
origen de los anticuerpos, o sea: si estos provienen o no de genes de la linea
germinal, si son el reordenamiento de genes diferentes de aquellos que
codifican para anticuerpos de una respuesta inmune normal, o si son el
resultado de mutaciones somdticas de genes de la linea germinal; la mayoria
de los investigadores opinan que, tanto los autoanticuerpos patogénicos, como
los autoanticuerpos naturales y los anticuerpos contra antigenos extrafios, se
originan por el reordenamiento de los mismos genes, ya que no se ha
demostrado de manera fehaciente la existencia de una restriccion genética para
la sintesis de autoanticuerpos. La pregunta que cabe hacer es si los
autoanticuerpos naturales son o no los precursores de los autoanticuerpos
patogénicos. El estado actual de los conocimientos indican que
autoanticuerpos naturales y autoanticuerpos que causan patologias se originan
a partir de diferentes lineas celulares. Es evidente que la respuesta autoinmune
es un complicado proceso que requiere una serie de factores, que incluyen
activacion de células T, pérdida de la supresion, efectos hormonales y factores
genéticos. )

Cada enfermedad autoinmune tiene una  caracteristica
inmunopatogénica que involucra uno o mas mecanismos de dafio celular. La
patologia de la enfermedad esta determinada por el antigeno o el grupo de
antigenos contra los que esta dirigida la respuesta autoinmune y el mecanismo
por el cual el tejido que presenta dicho antigeno es dafiado.

Una clasificacion muy difundida (Tabla 3.3.2) de las enfermedades
autoinmunes se basa en el mecanismo inmunopatogénico responsable de la
lesion observada en las mismas.

La interaccién antigeno-anticuerpo puede producir diferentes tipos de
lesion tisular segin que los anticuerpos estén dirigidos contra antigenos de la
célula o se encuentren formando parte de complejos inmunes. El primer caso
se observa en anemia hemolitica, debido a la presencia anticuerpos contra
células de la sangre. En el caso de la lesion producida por complejos inmunes,
los anticuerpos tipo IgG e IgM se combinan con el antigeno y forman
complejos inmunes que fijan complemento. Los complejos inmunes pueden
estar formados por antigenos solubles o antigenos que forman parte de la
estructura de un tejido o una célula. Los complejos inmunes solubles pueden
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producir nefritis por su depésito en el endotelio de los vasos oen el glomerulo
renal. L

1. LESION MEDIADA POR ANTICUERPOS
1.1 Anticuerpos dirigidos contra antigenos de Ia superfcne celular
Anemia Hemolitica Autoinmune
Plrpura Trombocntopemca Autoinmune .
Fiebre reumatica aguda
1.2 Lesion producida por complejos inmunes
Glomerulonefritis
. Lupus eritematoso Sistémico
-'2. LESION MEDIADA POR LINFOCITOS T
2 Diabetes Mellitus insulinodependiente ‘ , v
Artritis reumatoidea , I AR LR

;;';-,Tabla 3.3.2, - Clasificacion de las enfermedades autoinmunes de acuerdo ‘al ‘mecanismo’
' inmunopatogénico involucrado. : : :

Los factores del complemento, ademds de . los.. monocitos 'y
granulocitos, son atraidos a los sitios de deposito de los complejos inmunes,
provocando muerte celular. Ese mecanismo es el prmcnpal responsable de las
lesiones observadas en LES**,
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3.4. - DIAGNOSTICOS ABORDADOS

HEMOFILIA*

Definicién.- Las hemofilias constituyen un grupo de enfermedades
transmitidas genéticamente, en las cuales hay una deficiencia especifica de un
factor de la coagulacion en el sistema intrinseco de la coagulacion. Se
transmite como un caracter recesivo ligado al cromosoma X, por tanto afecta a
los varones. En la hemofilia clisica (Hemofilia A), hay una ausencia parcial o
completa de globulina antihemofilica (Factor VIII), mientras que en la
enfermedad de Christmas (Hemofilia B), el factor [X, estd bajo.

Frecuencia y Genética.- La incidencia de hemofilia es probablemente de 20
por 100,000 varones; 1 por 10,000 de toda la poblacién y en la forma grave 1
caso por 25,000 varones. En México se ha estimado un caso por 77,000
habitantes. La hemofilia A es ocho veces mads comin que la enfermedad
Christmas. :
Fisiopatolopia.- La deficiencia del Factor VIII o del FIX interrumpe la
secuencia fisioldgica de la activacion intrinseca de la protrombina, por tanto
impide o dificulta la formacién del codgulo de fibrina, conduciendo a la
alteracion de la coagulacién de la sangre, que genera las manifestaciones
clinicas de hemorragia.

Diagnéstico.- Criterios clinicos: El diagndstico se establece cuando se
cuestiona lo siguiente: a) Presencia de hemorragias multiples, b) No hay una
relacion entre el agente involucrado como causal y la magnitud, duracién e
intensidad de la hemorragia. Posteriormente, se debe plantear si se trata de una
enfermedad hemorrigica adquirida o hereditaria.

Criterios de laboratorio: El diagnéstico se efectiia por medio de pruebas de
hemostasia, que incluyen, TS (normal), cuenta plaquetaria (normal), TP
(normal), TTPa (alargado significativamente), TT (normal) y fibrindgeno
(normal). Un TTPa prolongado, el FVIII o el FIX se encuentran en un nivel
aproximado de 30 a 40%, se administra entonces plasma normal y, en caso de
corregirse el problema, hay bases para considerar que el sujeto cursa con un
defecto de la coagulacion (FVIII & FV). Si la correccion se lleva a cabo con
suero normal y hay efecto positivo, debe sospecharse una deficiencia de FIX o
FVII. Una vez realizado lo anterior, se cuantifica el factor deficiente, en este
caso FVIII o FIX, para determinar la gravedad de la hemofilia y clasificar a
los pacientes.
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ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE*

Definicidén.- Se denomina anemia hemolitica a todo aquel proceso en que se
produce anemia, es decir, reduccidn de las cifras de hemoglobina por debajo
de los valores de referencia, como resultado de la destruccidon excesiva de
eritrocitos. Cuando en los mecanismos de destruccion excesiva de eritrocitos
participan anticuerpos, se puede hablar de anemia hemolitica inmunologica.
Los anticuerpos responsables de aumentar la destruccion de los eritrocitos
pueden ser autoinmunes, es decir, producidos por el paciente contra sus
propios eritrocitos. El trastorno es primario cuando no existe otra enfermedad
subyacente a la que se asocie y es secundario, cuando se relaciona con otras
entidades, entre las que destacan los sindromes linfoproliferativos.
Fisiopatologia.- Diversos agentes y procesos patoldgicos con capacidad para
lesionar los eritrocitos pueden causar su destruccién prematura; entre todos
ellos, los definidos con mayor claridad son los anticuerpos asociados a las
anemias hemoliticas de origen inmunitario. La caracteristica mas importante
de este grupo de enfermedad es la positividad en la prueba de Coombs que
permite detectar la presencia de una cubierta de inmunoglobulinas o de
componentes del complemento en la superficie del eritrocito. En la practica
pediatrica la anemia hemolitica de origen inmunitario mas importante es la
enfermedad hemolitica del recién nacido, secundaria a la transferencia de
anticuerpos maternos; en este sentido, se trata de una anemia hemolitica
isoinmunitaria. Otras anemias hemoliticas inmunitarias tienen un caracter
autoinmunitario (Constltese el cuadro 5.1) y pueden ser idiopdticas o
secundarias a infecciones, enfermedades inmunitarias, inmunodeficiencias,
tumores o farmacos.

En las anemias hemoliticas autoinmunitarias, los anticuerpos
patologicos se dirigen contra los eritrocitos, pero no se ha demostrado cudles
son los mecanismos patogénicos. Los autoanticuerpos pueden originarse por
una respuesta inmunitaria inadecuada frente a un antigeno de los hematies o
bien frente a alglin otro epitopo antigénico similar a alguno de los antigenos
eritrocitarios. Una explicacion alternativa es que un agente infeccioso podria
alterar la membrana del eritrocito de forma que ésta se convierta antigénica
para el huésped.
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.=+ “Anemia hemolitica autoinmunitaria por autoanticuerpos que reaccionan en calor
Primaria (idiopatica)
Secundaria.
Procesos linfoproliferativos
Enfermedades del tejido conjuntivo (especialmente LES)
Tumores no linfoides
Enfermedades intlamatorias cronicas
1, Anemia hemolitica autoinmunitaria por autoanticuerpos que reaccionan en frio
Enfermedad por cricaglutininas primaria (idiopitica) :
Enfermedad por crioaglutininas secundaria
Procesos linfoproliterativos
Infecciones
Hemoglobinuria paroxistica por frio
Primaria (idiopatica)
Sifilis congénita o terciaria
Sindromes virales
Hi. Anemia hemolitica inmunitaria inducida por farmacos
Adsorcion hapteno/farmaco
Complejo ternario (inmunitario)
Induccion de autoanticuerpos verdaderos

Cuadro 5.1. Enfermedades caracterizadas por destruccion de los erltrocnos mediante
mecanismos inmunitarios. .

Diagndstico.

Criterios clinicos: Las anemias hemoliticas autoinmunitarias pueden presentar
dos patrones clinicos generales. El primero es una forma transitoria aguda que
dura tres a seis meses, aparece sobre todo en nifios de 2 a 12 afios de edad y
representa el 70 — 80% de los casos. Suele estar precedida de una infeccion,
habitualmente respiratoria. Comienza bruscamente con postracion, palidez,
ictericia, fiebre y hemoglobinuria. EI bazo suele estar agrandado y es la zona
en la que se produce principalmente la destruccion de los hematies recubiertos
por IgG. La otra forma sigue una evolucion prolongada y cronica y es mas
frecuente en lactantes y nifios mayores de 12 afios. La hemolisis se mantiene
durante meses o afios, con un 10% de mortalidad atribuible a la enfermedad
general subyacente.

Criterios de laboratorio: En muchos casos, la anemia es profunda con cifras
de hemoglobina inferiores a 6 g/dL. Hay una considerable esferocitosis. Mas
del 50% de los eritrocitos circulantes pueden ser reticulocitos y suele haber
hematies nucleados. El recuento de plaquetas suele ser normal a veces, hay
simultdnemente una parpura trombocitopénica autoinmunitaria (sindrome de
Evans, de prondstico desfavorable). La prueba de Coombs directa es positiva.
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PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA*

Definicién.- Es un trastorno hemorragico adquirido de naturaleza inmunitaria
y caracterizado por trombocitopenia aislada, purpura tipicamente petequial,
ausencia de hepatoesplenomegalia y casi siempre presencia de abundantes
megacariocitos en médula 6sea. En la actualidad se sabe que es producida por
autoanticuerpos plaquetarios que inducen la destruccion de las plaquetas por el
sistema mononuclear fagocitico, a pesar de esto, se sigue denominando en
forma comin a esta entidad patolégica como “Purpura Trombocitopénica
Idiopatica (PTI)”
Causas y Fisiopatologia.- La forma usual de parpura en nifios es aguda, de
corta duracion y la mayoria de las veces ocurre 10 a 21 dias después de una
infeccion viral. Esta vinculacion ha sido documentada posterior a varicela,
rubéola, faringitis, asi como después de vacunacion con virus vivos atenuados.
Desde 1951 en que Harrington realizé experimentos con suero de pacientes
con PTI aplicandolo a voluntarios sanos con reproduccién de la enfermedad,
se sospecho la naturaleza inmunitaria de ésta. Actualmente se sabe que hay
produccién de I1gG que reacciona contra antigenos de la membrana
plaquetaria, principalmente dirigidos hacia la glucoproteina (Gp) IIb/lllay a la
Gp Ib/IX y en menor proporcion contra fosfolipidos y glucolipidos, las IgG se
fijan a las plaquetas por la fracciéon Fab y posteriormente se retiran de la
circulacién por el sistema fagocitico, predominantemente del bazo, pero la
remocion puede ocurrir también en higado, médula &sea, etcétera. Existen
diferentes teorias en cuanto al origen de la produccién de anticuerpos
antiplaquetarios, de las mas verosimiles es la de un factor infeccioso viral, el
cual puede:
- Producir reactividad inmunitaria cruzada entre ciertas proteinas de la
membrana plaquetaria y antigenos exégenos viricos o de otra naturaleza;
- Produccién de anticuerpos antiidiotipo, y
- Modificacion de las proteinas de la membrana plaquetaria inducida por el
propio virus con formacién de nuevos antigenos.

Diagndstico.- Criterios clinicos: Aproximadamente 80% de los nifios cursa
con la forma aguda de la enfermedad, que se autolimita en el transcurso de
cuatro a seis semanas. Su aparicidon es mas frecuente en nifios de dos a cinco
afos de edad y en los meses de invierno y primavera. El diagnéstico clinico de
PTI se funda en la presencia de tres manifestaciones cardinales:

a) Fendmenos hemorrdgicos en piel;

b) Hemorragias mucosas espontaneas, y

¢) Hemorragias viscerales.
Criterios de Laboratorio: Es indispensable contar con una blometrla hematlca
completa que incluya cuantificacién plaquetaria y, si es posible, el .volumen
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plaquetario medio (VPM). Habitualmente lo mas llamativo es la
trombocitopenia inferior a 100X10%L; de acuerdo con su déficit la pirpura se
puede clasificar como leve cuando la cifra de plaquetas es mayor de
50X 10%L, por lo regular no se encuentran signos ni sintomas; moderada con
cuenta de plaquetas entre 30 y 50X10%L, cursa con minimas manifestaciones
de sangrados; grave con plaquetas de 10 a 30X10”L con aparicién de
hemorragias espontaneas y purpum marcada; muy grave cuando la cifra de
plaquetas es menor de 10X10%L con sangrados espontaneos en piel y mucosas
y un riesgo alto de hemorragia en sistema nervioso central. La morfologia de
las plaquetas suele estar alterada con aumento del VPM, lo cual manifiesta
mayor liberacion de plaquetas inmaduras a la circulacion y, por tanto, su
destruccidn periférica exagerada. El nivel de hemoglobina se altera deacuerdo
con la intensidad de las hemorragias que haya presentado y la cuenta de
leucocitos suele ser normal o ligeramente aumentada con linfocitosis. El
estudio de médula dsea esta indicado principalmente para descartar otros
trastornos que también cursan con trombocitopenia, como la anemia aplasica y
las leucemias agudas. Habitualmente se observa una celularidad normal con
aumento del nimero de megacariocitos en diferentes estadios de maduracién
que pueden o no producir plaquetas. El TP y el TTPa son normales, la prueba
de retraccion del codgulo y el tiempo de sangrado pueden estar alterados
aunque en general es innecesario cuantificarlos para apoyar el diagndstico de
PTI. La cuantificacion de anticuerpos antiplaquetarios confirma la existencia
de un mecanismo inmunitario en la patogenia de la enfermedad; sin embargo,
hasta el momento no ha tenido utilidad ni para el pronéstico ni para la
terapéutica. Cuando los sujetos evolucionan con la forma crénica de la
enfermedad, es necesario realizar estudios inmunitarios ya que
aproximadamente 3% de este grupo de pacientes desarrollard una enfermedad
autoinmunitaria sistémica.

Tratamiento.- Ya que 80 a 90% de los sujetos tienen remision espontanea sin
recurrencia de la enfermedad, el tratamiento inicial debe consistir en medidas
generales que limiten la actividad con el fin de disminuir el riesgo de
traumatismos, principalmente en la cabeza, durante el tiempo que dure la
trombocitopenia grave. La esplenectomia se reserva para las formas crénicas
que responden hasta en 80% de los casos al eliminar el sitio de mayor
destruccidn plaquetaria. La transfusion de plaquetas se reserva para los casos
de hemorragias muy graves que pongan en peligro la vida, debe tenerse en
cuenta que las plaquetas transfundidas se destruirian a la misma velocidad que
las plaquetas del sujeto.
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COAGULACION INTRAVASCULAR DISEMINADA*

Definicion.- La coagulacién intravascular diseminada (CID) es un trastorno de
adquirido de la hemostasis, de causa miiltiple, con manifestaciones clinicas
variables y de consecuencias potencialmente devastadoras. Es un proceso
patoldgico que actila como mecanismo intermediario de enfermedad, aparece
en el seno de una entidad patologica subyacente y resulta de una activacion
andmala del mecanismo de la coagulacién, cuya consecuencia clinica es la
formacién de trombos de fibrina en la microcirculacion con oclusion de los
vasos pequefios. Esto ultimo conduce a trastornos hemodindmicos, grados
diversos de isquemia, necrosis tisular, eventualmente disfuncién drganica
multiple y activacion secundaria conjunta de la fibrindlisis.

Fisiopatologia.- El proceso patolégico que subyace en CID es la activacidn
masiva de la coagulacion y de la fibrindlisis que sobrepasan a los mecanismos
normales de regulacidn. La via final comiin de esta entidad patologica es
siempre la formacidn de trombina circulante y de plasmina que producen de
manera simultinea trombosis y fibrindlisis. De hecho se ha comprobado que el
cociente plasmina/trombina es alto en los enfermos con Leucemia Aguda
Promielocitica(FAB M-3) lo que determina aumento de la fibrindlisis,
mientras que cn la sepsis existe un incremento del cociente trombina/plasmina
lo cual ocasiona un predominio de fendmenos trombdticos. Aunque hasta la
fecha no se dispone de un conocimiento preciso de los mecanismos
patogénicos desencadenantes en los distintos procesos patoldgicos, se pueden
hacer algunas generalizaciones. La endotoxemia, la suspensidn de particulas
insolubles, la presencia de complejos inmunitarios circulantes o cualquier
alteracién que acarrea una lesion endotelial pueden generar CID por
activacion andmala del mecanismo de coagulacién en la primera etapa. La
infeccion es la causa mas frecuente de CID.

Diagnéstico.- Criterios clinicos: Las manitestaciones clinicas suelen ser la
expresion de la enfermedad subyacente e incluyen fiebre, hipotension arterial,
acidosis, hipoxemia, estado de choque o la expresion de un amplio espectro de
fenomenos trombéticos y hemorrigicos con evidencia de disfuncién érganica
multiple o el resultado de las manifestaciones de ambos procesos. Si el
mecanismo multiple desencadenante es agudo y origina una CID fulminante
(coagulopatia por consumo descompensada), en la que el ritmo de consumo de
los factores de coagulacién y plaquetas es mds rapido que la velocidad de
sintesis, el cuadro clinico se caracteriza por hemorragias, esto no sucederia si
la enfermedad de base produce CID crénica (Coagulopatia por consumo
compensada) en la que el ritmo de consumo es similar al ritmo de formacién.
La septicemia es un proceso sistemdtico que se caracteriza por una
coagulopatia por consumo generalizada. La hemorragia es el sintoma clinico
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mas evidente en la CID aguda. Las manifestaciones tromboticas suelen ser

igualmente importantes. Los trombos en la microcirculacién afectan

fundamentalmente los 6rganos con un riego sanguineo mds rico (afeccién

rena).

Criterios de laboratorio: El diagnéstico de CID depende de la perspicacia del

médico, para sospecharla, se basa en las manifestaciones clinicas y los

exdmenes de laboratorio. Hay que tener presente que la gran variabilidad de

las manifestaciones clinicas y de los examenes de laboratorio se debe a la

complejidad de la fisiopatologia y a las numerosas enfermedades que pueden

desencadenar CID. Los criterios para establecer el diagndstico son:

- Identificacion de enfermedad de base (mecanismo desencadenante)

- Cuadro Clinico compatible con CID (diitesis hemorragica y fendémeno
trombdtico)

- Pruebas de laboratorio de escrutinio alteradas y confirmatorias positivas.

El TP y el TTPa y el tiempo de tromboplastina estdin prolongados en la
mayoria de los casos de CID fulminante y el recuento plaquetario suele estar
considerablemente disminuido al igual que el fibrindgeno, y de hecho los
enfermos que tienen cifras de fibrinégeno inferiores a 50 mg/dL generalmente
cursan o estdn predispuestos a hemorragias graves. Los PDF y los mondmeros
de fibrina (MF) son también positivos. Los PDF indican la biodegradacién del
fibridgeno o fibrina por la plasmina, por lo que es un parametro sensible de la
fibrindlisis, mientras que los mondémeros de fibrina indican activacion de la
trombina, pero ninguna de las dos pruebas es especifica de la CID. Sin
embargo la cuantificaciéon de los dimeros D, que son PDF, es una prueba
especifica de CID, ya que sirve para confirmar que se ha formado trombina y
fibrina. El frotis de sangre periférica puede mostrar eritrocitos por los
filamentos de fibrina. La sospecha de CID moderada (compensada) se basa en
la presencia de dimeros D, PDF o MF y alteracién de una o varias de las
pruebas de escrutinio, ya que las manifestaciones clinicas suelen ser minimas.
Tratamiento.- Los tres componentes principales de la asistencia global de la
CID son:

- Tratar la enfermedad de base (eliminacién del mecanismo
desencadenante).

- Administrar tratamiento de sostén, ‘ :

- Meétodos especificos encaminados a controlar. el proceso de CID
(anticoagulacion sistémica). :
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SINDROME HEMOFAGOCITICO**"

Definicién.- Se trata de un sindrome de histiocitosis clase II, en la infancia.
Las histiocitosis son trastornos, aunque raros, pueden ser graves en su
expresion clinica, poseen en comin una destacada proliferacion y
acumulacion de células del sistema de monocitos macrofagos. Se ha
desarrollado una clasificacion sistemdtica de las histiocitosis de la infancia
(Cuadro 5.2). La clasificacion diagnostica se basa en los hallazgos
anatomopatolégicos.

Clase [ Clase H Clase 111

Histiocitosis de células | Linfohistiocitosis  eritrofagocitaria| Histiocitosis maligna

de Langerhans familiar Leucemia monocitica
Sindrome de hemofagocitosis aguda

Cuadro 5.2 Clasificacién de las histiocitosis infantiles

Las histiocitosis de Clase II se caracterizan por la acumulacién de
células procesadoras de antigenos, es decir, de macrofagos.
Fisiopatologia.- La existencia de lesiones celulares mixtas tanto de las
histiocitosis clase I como de las clase II sugiere que puede tratarse de
trastornos de la regulaciéon autoinmunitaria, resultante tanto de una
estimulacién antigénica inusual y no identificada como de una respuesta
inmunitaria celular anormal y en cierto modo defectuosa. El sindrome
hemofagocitico puede ser desencadenado por un amplio espectro de agentes
infecciosos, virus, hongos, protozoos y bacterias, por lo general en el contexto
de una inmunodeficiencia.
Diagndstico.- Criterios clinicos: Presentan un proceso morboso generalizado,
casi siempre con fiebre, pérdida de peso e irritabilidad. Los nifios afectados
suelen ser menores de cuatro afios. La exploracion fisica revela a menudo
hepatoesplenomegalia, sintomas de afectacién del Sistema nervioso central.
Criterios de laboratorio: Los hallazgos de laboratorio presentan
hiperlipidemia, hipofibrinogenemia, enzimas hepdticas elevadas, niveles
extremadamente elevados de receptores de interleucina-2 solubles circulantes
liberados por los linfocitos activados y, en ocaciones, citopenias.
Tratamiento.- En el sindrome hemofagocitico cuando es posible demostrar y
tratar eficazmente la infeccion, el prondstico es bueno sin ninglin tratamiento
especifico. Sin embargo cuando no es posible demostrar una infeccidn
susceptible de tratamiento, se recomienda etopdsido. Se ha postulado que, por
su efecto citotoxico sobre los macrofagos, el etopdsido interrumpe el proceso
hemofagocitario y la acumulacién de macréfagos, situaciones ambas que
contribuyen a la patogenia del sindrome,
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'LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICQ*8+

Definicion.- El LES es una enfermedad autoinmunitaria caracterizada por
vasculitis multisistémica con necrosis fibrinoide en la pared de los vasos
sanguineos. Su incidencia ocurre entre | a 6 por cada 100,000 nifios. Se
presenta mas frecuentemente en el sexo femenino y aumenta conforme
avanza la edad; por arriba de los diez afios su incidencia es cinco veces mayor.
Fisiopatologia.- Aln no se conoce con exactitud; se piensa que la enfermedad
tiene un origen multifactorial. Se ha observado lo siguiente:

Componente hereditario.- Aproximadamente 12% de los sujetos tiene
antecedentes familiares de parientes de primer grado.

Componente infeccioso.- Se ha relacionado el cuadro con infeccién por
mixovirus

Componente hormonal.- La prevalencia en mujeres, la exacerbacién con la
ingestion de estrogenos y el embarazo ponen de manifiesto esta relacion.
Componente farmacologico.- El uso de medicamentos como hidralacina,
difenilhidantoina, alfametildopa, clorpromazina, isoniazida, procainamida,
penicilina, estreptomicina, grisofulmina, fenilbutazona, metiluracilo y
propiltiuracilo desencadenan el cuadro clinico.

Relacion con el Antigeno principal de histocompatibilidad humano (HLA). El
haplotipo de HLA DR2 o DR3 se presenta significativamente en estos
pacientes.

Alteraciones del complemento.- La deficiencia de Cl y C2 se correlaciona con
esta enfermedad.

Trastornos de la inmunidad.- Hay una desproporcién de subgrupos de células
T auxiliadoras sobre las supresoras, lo cual da como resultado aumento de la
producciéon de citocinas e hipergammaglobulinemia; esto produce
autoanticuerpos sobre diversos tejidos y linfocitos, formando complejos
inmunolesivos antigeno-anticuerpo-complemento, que se depositan en vasos
de pequefio calibre.

Diagnéstico.

Criterios clinicos: El LES en la actualidad se debe estudiar como un sindrome
con expresion clinica comdn, la cual debe basarse en criterios que no han'-
sufrido modificaciones. Cuatro o mas criterios (Constltese el cuadro.5.3).
permiten establecer el diagndstico. : i :
Criterios de laboratorio: En forma general, biometria hemdtica, con ésta se
obtienen datos de leucopenia, linfopenia y plaquetopenia. También se.
obtienen pruebas de funcion renal, como el EGO, en el cual se halla hematuria

macroscOpica y microscopica con cilindruria y proteinuria. Se cuantifica la "
proteinuria de 24 horas para comprobar pérdida de proteinas y se solicita .~

depuracion de creatinina y pruebas de VDRL (falsamente positivas que se.

laal
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asocian con sindrome antifosfolipidos). También se realizan pruebas de perfl -

inmunitario en blisqueda de autoanticuerpos: ;L

- Anticuerpos anti-DNA (tipo IgM-IgG)

- Anticuerpos antinucleares

- Se busca el fendmeno de lupus eritematoso, que estid dado por destruccmn
de la cromatina nuclear por IgG en los leucocitos, formando el complejo
DNA, IgG y complemento.

- Complemento hemolitico.- 95% es positivo. Su disminucién puede indicar
incremento de su utilizacion para formar los inmunocomplejos

Criterio

Definicion

Exantema malar

Eritema fijo, plano o alto, sobre la eminencia malares, que tiende a no
afectar los pliegues nasolabiales.

Exantema discoide

Placas eritematosas altas con descamacion queratésica, adherente y
taponamiento folicular, puede haber cicatrizacion en lesiones antiguas

Fotosensibilidad

Exantema cutdneo, por reaccién a la luz solar

Ulceras bucales

Ulceracion bucal o nasofaringea, por lo general indolora

Artritis

Artritis no <¢rosiva que afecta dos o mas articulaciones peritéricas;
caracterizada por hipersensibilidad, inflamacion o derrame.

Scrositis

Pleuritis o pericarditis

Trastorno renal

Proteinuria persistente de mas de 0.5 g/dia o mas de tres cruces. Cilindro
celulares.

Trastorno neurolégico

Crisis convulsivas o psicosis.

Trastorno hematoldgico

Anemia hemolitica, leucopenia (imenos de 4X10”L) en dos o mas
cuantificaciones.

Trastorno inmunitario

Preparacion de células LE + anti-DNA en titulos normales o anti-Sm o
resultado falso positivo en pruebas treponémicas durante al menos seis
niese.

Anticuerpos Antinucleares

Titulo normal de éstos por inmunofluorescencia o su equivalente.

Cuadro 5.3.

Criterios clinicos de LES
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SINDROME DE ANTICUERPOS ANTlFOSF‘OLlPIDOSSOS' B2

INTRODUCCION.

En la actualidad, el espectro de reumatoinmunologia pediatrica se ha
enriquecido con la descripcion clinica y de laboratorio de una entidad
denominada Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos (SAAF). Este
padecimientos descrito inicialmente en adultos que sufren LES también se ha
observado en la poblacién infantil con esta enfermedad, con algunas similares
y con otros padecimientos, no necesariamente de origen inmunitario. Los
anticuerpos antifosfolipidos corresponden a una familia heterogénea de
autoanticuerpos los cuales generalmente son de isotipos IgG y/o IgM, su
diferencia estriba en el antigeno especifico al que se relacionan, entre los
cuales se han identificado: la B,-Glicoproteina 1, la protrombina, la anexina
V, proteinas del sistema cinindgeno-calicreina, sistema proteina C y S, entre
otros. El SAAF es una entidad autoinmune con caracteristicas clinicas
definidas, asociadas a autoanticuerpos medibles; dado que el fosfolipido mas
usado en la prueba diagnodstica es la cardiolipina, se le llama también
"Sindrome anticardiolipina”. El SAAF ocurre con frecuencia en pacientes con
una enfermedad autoinmune de base, generalmente LES. En este contexto, la
entidad es conocida como SAAF secundario. Cuando se detecta SAAF sin
patologia autoinmune subyacente se denomina SAAF primario. Las
caracteristicas clinicas del SAAF se han definido en dos grupos de criterios
para su diagndstico:

Criterios clinicos mayores— Aborto recurrente, muerte fetal en el 2°-3%
trimestre, trombosis venosa, trombosis arterial, trombocitopenia.

Criterios clinicos menores.— Prueba de anticuerpos antitreponema (VDRL)
falso positivo, anormalidades de valvulas cardiacas, Livedo reticularis,
migrafia, Glceras de piernas, mielopatia, corea.

El diagnéstico de SAAF requiere de al menos un criterio clinico mayor
mds una prueba de anticuerpos antifosfolipidos positivo (AL 6 AnACI).
Realizado el dlagnostlco se establece la terapia anticoagulante adecuada al
paciente,

Se ha sugerido que los anticuerpos antifosfolipidos pueden predisponer
principalmente a los nifios al desarrollo de isquemia cerebral, por lo que
dichos anticuerpos deberan ser estudiados de forma sistemdtica cuando se
investiga la patogenia de la trombosis arterial en nifios sin causa predisponente
conocida.

Dos grupos de anticuerpos antifosfolipidos han sido identificados en el

laboratorio por diferentes métodos. El primero denominado anticoagulante

lipico, cuya expresion mds conocida es la prolongacion “in vitro” de. las
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pruebas de coagulacion dependientes de fosfolipidos, tales como el TTPa,
TVRd y algunas veces el TP. El segundo es clisicamente referido como
anticuerpo antifosfolipido e incluye, a los anticuerpos anticardiolipina,
antifosfatidilserina, antifosfatidiletanolamina, que son determinados por
métodos tipo ELISA.
Definicion.- Cuando .no es factible precisar la existencia de algin
padecimiento autoinmunitario o infeccioso que explique las alteraciones
descritas, se denomina SAAF primario (SAFP). Cuando el cuadro clinico se
presenta durante la evolucién de una enfermedad inmunitaria (LES) o en el
transcurso de un trastorno infeccioso especifico, se habla de SAAF secundario
(SAPS).
Fisiopatologia.- Aunque el mecanismo fisiopatologico de este trastorno sigue
siendo un rompecabezas, es posible sefialar que las caracteristicas basicas son
la consecuencia de un estado de hipercoagulabilidad poco habitual que
predisponen a sucesos tromboticos, venosos o arteriales, los cuales se pueden
localizar en cualquier parte del organismo. A pesar de que cada dia se agrega
nueva informacién ain no es factible establecer el conocimiento exacto del
mecanismo fisiopatoldgico del sindrome y mucho menos su causa.

Diagnéstico :

Criterios clinicos: En virtud de que el cuadro clinico puede ser muy variable

ha sido necesario desarrollar criterios, aunque estos pardmetros se han fijado a

partir de la experiencia obtenida en adultos, conforme se adquieran mas

conocimientos de esta enfermedad en los nifios, seguramente serin
modificados con el tiempo. Consideraciones generales:

- El sindrome puede observarse a cualquier edad pediatrica y se ha sefialado
una frecuencia mayor en pacientes del sexo femenino.

- EIl hallazgo de anticuerpos antifosfolipidos en familiares aparentemente
sanos de sujetos con LES, probablemente estan en alto riesgo de desarrollar
el sindrome aunque no es factible precisar cuando puede ocurrir.

- Existe una clara vinculacién entre la presencia del isotipo IgG con
trombocitopenia y del isotipo IgM con anemia hemolitica, aunque en
ocasiones etos hechos no ocurren asi.

La propuesta de Alarcon Segovia y colaboradores (en adultos) puede
servir de guia diagndstica. En ella se conjugan datos clinicos y de laboratorio.
Tratamiento.- En virtud de que la causa del sindrome atin no se ha precisado,
la terapéutica tiende a ser sintomdtica y dependera del tipo de expresion
clinica existente. En caso de SAFS, se trata fundamentalmente la enfermedad
de base.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Gran cantidad de estudios han sido descritos para la determinacion de
AL, pero hay considerables controversias acerca de cual es el mas apropiado,
sumandose a €sto se presenta gran variabilidad preanalitica y analitica en la
ejecucion de estos estudios a nivel mundial. Existen varias razones para esta
situacidn, la principal es la dificultad para la evaluacion de la validez y
exactitud de la determinacion, se requiere, de inicio, la comparacion con un
estandar ideal, o prueba de referencia, ésto es, un procedimiento utilizado para
diagnosticar, con certeza una enfermedad, y que en el caso de los anticuerpos
antifosfolipidos no se ha definido. Enseguida, cuestionando la especificidad,
se debe considerar que se ha demostrado, que la cardiolipina presente en el
sustrato antigénico de la prueba para sifilis, puede absorber la actividad de
AL, pone en evidencia Ia posibilidad de reaccién cruzada entre las
determinaciones de AnACl y AL. De esta manera la determinacién de un
anticuerpo antifosfolipido no asegura o exenta la presencia del otro; por lo que
la determinacién directa por radioinmunoensayo o ELISA de AnACI no puede
ser considerada como prueba de referencia para Anticuerpos antifosfolipidos.

En afios recientes se ha incrementado el interés por estudiar la posible
relacion entre algunas manifestaciones clinicas en pacientes con enfermedades
autoinmunes™, principalmente LES y la presencia de anticuerpos
antifosfolipidos y ya que la presencia de AL define en mayor proporcion el
riesgo de trombosis tanto arterial como venosa, una solicitud de anticuerpos
antifosfolipido, no sélo debe contemplar determinacién de AnACI, sino
también de AL.

Este inhibidor de la coagulacién, paraddjicamente a su nombre, induce
estados de hipercoagulabilidad™, complicando el cuadro inicial, donde se
desarrollo. De esto se desprende la importancia de detectar AL en pacientes
con sospecha de trombosis, no sélo porque podria ser el origen de las
complicaciones, sino que también se encuentra relacionado con el prondstico
de la enfermedad de fondo. Asi mismo detectarlo en pacientes sin enfermedad
autoinmune, pero con datos, como la aparicidn de eventos trombéticos
recidivantes, sirven de apoyo para establecer una entidad denominada
Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos Primario®?®, para el cual el
diagnostico temprano también resulta importante, pues si bien no es posible
eliminar o evitar el desarrollo del trastorno inmunitario, es posible evitar las
manifestaciones trombdéticas y sus complicaciones, que son causa de
morbilidad y mortalidad. v

Es por ésto, que se han emprendido trabajos en todo el mundo para
estandarizar la determinacién de AL, sin embargo ain no se ha conseguido
por completo, pero dentro de este proceso han resultado en 1991 por el Grupo
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de trabajo de AL de la Sociedad Britdnica de Hematologia y el Subcomité
para la Estandarizacién de AL de la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia, recomendaciones y criterios de diagnéstico por laboratorio, para
determinar e identificar este anticuerpo antifosfolipido inhibidor de la
coagulacion, con una revision en 1995.

La implementacion de los procedimientos recomendados ya se ha
realizado en muchos laboratorios de nuestro pais, asi como la publicacion de
diversos estudios que presentan su utilidad en la evolucion o resolucion de
padecimientos autoinmunes. La experiencia a estos aspectos ha sido obtenida
en adultos, por lo que se hace necesario conocer lo que ocurre en nifios®’.

Por estas razones, con el presente trabajo, se busca establecer los
procedimientos que cumplan y sean apropiados al laboratorio de Hematologia
del INP, para realizar la determinacion de AL.
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V. OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Establecer el perfil de pruebas sensibles y especificas, que permita,
detectar Anticoagulante Lupico, en el Instituto Nacional de Pediatria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Implementar los siguientes estudios especiales de coagulacion:
~Tiempo de Tromboplastina Parcial activada :.de’ ‘incubacién
prolongada (TTPa inc 1H)
.- Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada sensxble a la presenma
de anticoagulante lupico (TTPa-AL)
.- Tiempo de caolin (TK) o : e
.- Prueba de Inhibicién de Tromboplastma Tlsular (TPd '
.- Tiempo del veneno diluido de Russell (TVRd) e
.- Prueba de Neutralizacién de Fosfollpldos en F ase Hexagonal :
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VI. TIPO DE ESTUDIO

1) OBSERVACIONAL, se determiné la presencia de Antlcoagulante Luplco

sin modificar los factores que mtervnenen ensu desarrollo

2) DESCRIPTIVO, se estudlo solo la poblacién drel*l'ﬁs’t‘iit‘u'tbxkNlacf'ohal de’

: Pedlatna o

3) TRANSVERSAL n6 la presencia de AL una'sola vez.

4) 'PROSPECTI\_’Q__ los esultados dela” determmacxon de - Anticoagulante

» Luplco se captaron para cumphr los obJetxvos de este trabajo.

 VARIABLES

1. Dependiente: Presencia de‘énticdagﬁldhté‘lflpicb en la poblacidn a reunir.

2. Independxente Sensnblhdad y especnﬂcndad de las pruebas coagulometrxcas

para determinar AL =
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VII. HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA:

La determinacion de un inhibidor complejo de la coagulacion, por el
em'pleo de pruebas bdsicas es insuficiente, si se aplican pruebas de. alta
sensibilidad y mayor especificidad, se conseguira identificar dicho inhibidor y

se contard con un estudio que apoye un diagnéstico clinico.

H IPOTESIS ALTERNA

La determmacton de un inhibidor complejo de la coagulacién, por- el

j'empleo de pruebas baswas es insuficiente, si se aplican pruebas de alta

; vsenSbellvdad‘ y: mayor pspecnﬁcndad, no se conseguira identificar dicho

inhibidor y no se contara con un estudio que apoye un diagnéstico clinico.

50
QFB LILIANA ORTEGA MARAVILLA




ANTICOAGULANTE LUPICO

VIII. METODO

Pacientes:

Los estudios de coagulacion fueron realizados en los pacientes que se
reunieron para completar la meta estadistica' minima (100 pacxentes) y que,
cumplieron con los siguientes criterios:

CRITERIOS DE INCLUSION: : s :

I.— Que presentaran alguna de las sngulentes patologlas ! :

- Desorden autoinmune,  particularmente -Lupus: Erltematoso
Sistémico. Lo : T

- Manifestaciones = clinicas - aSoéiada’s Yo
Anticoagulante lapico. »

- Antecedentes o eventos trombotlcos mexphcables

la:; presencxa ~ de

II.—Que se encuentren dentro de los 1 a 18 afios de vida. .

CRITERIOS DE EXCLUSION: :
I.— Que estuvieran recibiendo tratamxento antic agulante
II.—Que sobrepasaran la edad.

Muestras sanguineas: e

Fueron colectadas por venopuncién. con tubo VACUTAINER® (Becton
Dickinson) con citrato de sodio 0.129 M (3.8%) en una proporcién de nueve
partes de sangre por una de anticoagulante. Se obtuvo por cada paciente, dos
tubos con volumen de drenado 2.7-3 ml

Preparacion del plasma:

Se preparé plasma pobre en plaquetas por doble centrifugacion a
2000g (2500 rpm) por 10 minutos a temperatura de 10°C (Si no se analizaron
el mismo dia de la recoleccion, se almacenaron a -70°C), posteriormente se
separaron en dos alicuotas, una se congelé a -70°C, para realizar con ella -si se :
requeria- prueba confirmatoria, de lo contrario se descartd, y con la otra se
realizaron los estudios de coagulacién.
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Poblacién de referencia:

Los rangos de referencia para cada estudxo fueron determinados
previamente, por la evaluacion de 30 pacientes pedidtricos con estudios de
coagulacion "normales", que acudieron al laboratorio del Instituto para ser
atendidos por el servicio de cirugia, y evaluados y autorizados por el personal
médico del Servicio de.Hematologia.

Pipetas:
Se trabajo con tres micropipetas automadticas: Finnpipette Digital café,

rango 40-200u1; Finnpipette Digital morada, rango 200-1000n1 y Eppendorf
multipette 4780 de 5 posiciones de seleccion, del equipo ST,. Se verificd la
exactitud y precisidn de cada una de ellas, siendo necesario recalibrar la pipeta
Finnipipette Digital café; el procedimiento se detalla en el Anexo d,
verificacion de la precision y exactitud de micropipetas.

Estudios de coagulacidn:

Se preparé un- lote (pool) de plasmas normales, obtenido del namero
de pacientes "normales" que acudieron un dia determinado, al Banco de
Sangre del Instituto, y se almacend en alicuotas a -70°C, empleandose como
testigo en los estudios.

Se realizaron los siguientes estudios analizéndose por duplicado en un
coagulometro ST, (Diagndstica Stago):

. Tiempo de Protrombina (TP) estdndar o rutinario.

. Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa) estandar o rutinario

. Tiempo de Tromboplastina Parcial activada, incubacién de una hora (TTPa 1H)

. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada sensnble a la presencm
de Anticoagulante Lupico (TTPa-AL). g

. Tiempo de caolin (TK) :

6. Prueba de Inhibicion de la tromboplastma szular (o Tlempo de
Protrombina diluida TPd). : «

7. Tiempo de veneno diluido de la vibora de Russell (TVRd)

8. Prueba de neutralizacién de fosfohpldos en fa 20 al (Prueba

confirmatoria) '

La especificacion de la ejecucién técnica de cada estudio se descrlbe
en el Anexo b, Pruebas coagulométricas.

WO -

W

Cumplida la meta estadistica de captacién de pacientes, se analizé la
utilidad de cada una de las pruebas, por medio del anélisis estadistico de las

Curvas ROC.
' TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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IX. RESULTADOS

1. - Se implementaron seis estudios especiales de coagulacidn, para probar su
utilidad, como un perfil en la determinacion de AL, los cuales se muestran en
la Tabla R1.

1) | TTPa de incubacidn prolongada

2) |TTPa sensible para AL

3) |Tiempo de caolin

4) jPrueba de Inhibicién de Tromboplastina Tisular

5) [Tiempo del veneno diluido de Russell

6) |Prueba de neutralizacion de fosfolipidos en fase hexagonal
Tabla RI. Estudios especiales de coagulacion implementados en el Laboratorio de
Hematologia, seccién de coagulacion, del Instituto Nacional de Pediatria.

2. — Para interpretacion, se establecieron valores de referencia, expresandose
en las unidades recomendadas en la literatura.

Los valores de referencia se establecieron con los resultados de un
grupo de 20 nifios “sanos”; en la Tabla R2, se muestran los percentiles 5y 95
(P5 y P95) que se emplearon como margenes de aceptacion (intervalo de
referencia). Se incluyen otros parametros estadisticos importantes, como la
Desviacidn estandar, moda, valores minimo y maximo, con el fin de resaltar la
dispersion, el resultado mds frecuente y los limites inferior y superior
respectivamente.

Media | Desviacion | Valor | Valor | Moda | P5 | P95
Estandar | minimo | maximo

TTPaltl) 454 4.47 36.2 51.8 46.0 | 36.5 | 54.4
TTP-AL | 38.7 3.15 34.0 46.1 36.7 [ 324 | 450
TK 88.6 10.9 74.6 110.8 85.3 16681104
°d 82.1 8.97 69.9 104.7 83.4 164.2]100.1
TVRd 26.9 0.72 254 28.1 264 12541 283
PFHx 5.2 0.85 3.9 6.4 5.6 3.5 6.9
Tabla R2. Valores de referencia de los estudios especiales de coagulacion, expresados en
segundos.

En la Tabla R3 se muestran los valores de referencia en la expresién
recomendada en la literatura.
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EXPRESION MEDIA PS P95

TTPalH [Indice de Rosner 3.7 -7.9 14.9
TTP-AL | Segundos | 38.7 324 45
TK Indice de Rosner -2.0 -19.1 15.1
TPd Cociente 1.09 0.8 1.2

TVRd Segundos 26.9 25.4 28.3
PFHx |[Segundos 5.2 3.5 6.9

Tabla R3. Valores de referencia para los estudios especiales de coagulacion, en la expresion
recomendada en la litcratura.

En la Figura R1, se muestra el formato preliminar, que se utilizé para
el manejo e interpretacion de los resultados de un paciente.

3. - Se determiné la utilidad y factibilidad de cada -estudio especial, al
aplicarse la determinacion de Anticoagulante . LUplCO en.un; total de 114
pacientes, con siete diagndsticos dlstmtos e

En la Figura R2, se muestra la distf‘ibuc‘;’onk stadistica obtenida por

sexo.
Figura R2. Distribucién estadistica por sexo
HOMBRES
35%
MUJERES
65%
OHOMBRES AMUJERES
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INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA SECCION: HEMOSTASIA Y TROMBOSIS
FORMATO PRELIMINAR PARA EL MANEJO INTERNO DEL LABORATORIO EN LA
DETERMINACION DE INHIBIDOR DE LA COAGULACION TIPO LUPICO
= Datos del paciente:
Registro: Fecha solicitado: l
Nofbre: 1 Fecha de resultado:
Servicio: |
PRUEBAS REFERENCIA CONCLUSION
1) * TP (Tiempo de Protrombina) = seg 12 - 15seg
.-TP Testigo (Pool de plasmas normales) = seg
.-TP Mezcia 1:1 con Testigo = seg Correcion Si o No hubo
Correccion®
2) *TTPA (Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada) = seg 25 - 36 seg
~-TTPA Testigo = seg
.-TTPA Mezcla 1:1 con Testigo = seg Correcion Si 0 No hubo
Correccion®
3) * TTPA incubado 1 Hora = seg
.-TTPA Testigo incubado 1Hora = seg 1.R. Igual o mayor de 1§
-TTPA Mezcla 1:1 con Testigo incubado 1H = seg indicativo de inhibidor de
mezcla tashgo paciente la coagulacidn
IR =[( ) 1(100}) = Negatvo &
Pasitivo
4) *“TTPA-AL (TTPA diluido y sensible a AL) = seg Hasta 45 seg
~TTPAd Testigo = seg
~TTPAd Mezcla 1;1 con Testigo = seg Correccion Si o No huba
Comeccién®
5) * TK (Tiempo de Caolin) = seg
-TK Testigo = seg IR Igual o mayor de 15
.-TK Mezcla 1:1 con Testigo = seg indicativo de inhibudor de
mezcla testigo paciente la coagutacion
IR = - ! 1{100] = Negalivo &
Positivo
6) * TPd (Inhibicion de la Tromboplastina Tisular 6 TTI) = seg
.-TPd Testigo = seg Cociente de 1.3 0 mas .
.-TPd Mezcla 1:1 con Tesligo = seg indicativo de inhibidor
mezcia testigo dela ién =1
Ratio o Cociente = ( / ) Negatvo & a
Positivo . ‘
7) *"TVR(T, Veneno diluido de la Vibora de Russeil) = seg Hasta 28.3 seg o8 L;g
-TVRd Testigo = seg - o
~-TVRd Mezcla 1.1 con Testigo = s rrecch Si o No hubo frged
g eg Correccion 50 No hue £ o
8) * Prueba de neutraiizacion de fosfolipidos en fase hexagonal Diferencia mayor a 8 seg ]
Tubo 1' seg . afirma la E (]
Tubo 2: seg Diferencia = seg g o ) =
=1
INTERPRETACION: z
° Se considera corregido, si el resultado del estudio en la mezcla no supera en mas de cinco segundos, al valor
del resultado de! testigo.

Figura R1. Formato preliminar para el manejo de los datos y resultados de un paciente en la

determinacion de Anticoagulante Lipico, -
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J “"En’ la Figura R3, se muestra la distribucion estadistica obtenida, por
diagnéstico.

Figura R3. Distribucion Estadistica de Diagndsticos

SIHDROME ANTIFOSFOUFIDO; 10
PACIENTES OEFICIENCIA CONGENTA DE
9 FVIHEMOFILIA): 25 PACIENTES

LUPUS ERTEMATOSO SISTEMICO. 20

PACIENTES
3%
PURPURA TROMBOCITOPENICA
COAGULACION INTRAVASCULAR {DIQPATICA; 18 PACIENTES
DISEMINADA:$4 PACIEMTES 16%

125

SINDROME HEMOFAGOCITICO. 'z B ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE:
PACIENTES 15 PAZIENTES
1% 3%

4. - Se determin6é el comportamiento de cada prueba en los distintos
diagnosticos por el método de "Curvas ROC", observandose que la utilidad de
las pruebas TTPa incubacién de 1 Hora y el Tiempo del Veneno Diluido de
Russell, es muy baja y baja, respectivamente, por lo que se descartan como
pruebas ttiles y factibles en la determinacidn de Anticoagulante Liipico.

En la Figura R4 (I y II), se muestran las curvas ROC, del
comportamiento de las pruebas especiales de coagulacién, en los diagndsticos
estudiados. .

TESIS CON
RutLA DE ORIGEN
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FIGURA R4 (I).- CURVAS DE CARACTERISTICAS DE OPERACION (ROC)
PARA LAS PRUEBAS ESPECIALES DE COAGULACION- EN LOS
DIAGNOSTICOS SENALADOS. s
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#5872 De’ éﬁ;a~méhei‘a se integrd el perfil definitivo para la determinacion de
Anticoagulante- Lipico y su formato final, para el manejo interno del
~laboratorio, el'cual se muestra en la Figura R5.

INSTITUTO NACIONAL DE
LABORATORIO DE HEMATOLOGIA SECCION: HEMOSTASIA Y
FORMATO PARA EL. MANEJO INTERNO DEL LABORATORIO EN

DETERMINACION DE INHIBIDOR DE LA COAGULACION TIPO

< = Datos del L
Registro: Fecha solicitado:
" ‘Nombre: 1 Fecha de
Servicio: }
PRUEBAS . REFERENGIA CONCLUSION
1)* TP (Tiempo de seg 12 - 16seg
.-TP Testigo (Pool de plasmas seg
~-TP Mezcta 1:1 con seg Correcién Si o No hubo
- Carreccion®
2) *TTPA (Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada) seg 25 - 36 seg
-TTPA Testigo ' = seg
-TTPA Mezcla 1:1 con = seg Correcion Si o No hubo
Correccién®
3) *TTPA-AL (TTPA diluido y sensible a = seg Hasta 45 seg
-TTPAd Testigo = seg
~-TTPAd Mezcla 1:1 con = seg Correccion Sio No hubo
Caotreccion®
4) " TK (Tiempo de = seg
.-TK Testigo = seg LR, igual © mayor de 15
.-TK Mezcla 1:1 con = seg ingicativo de inhibidor de
mezcia testigo paciente la i)
LR. = {( - Y 1(100] Negativo 6
Positivo
5) * TPd (Inhibicion de la Tromboplastina Tisular ¢ TTI) seg
.-TPd Testigo = seg Cociente de 1.3 0 mas
.-TPd Mezcla 1:1 con = seg indicativo de inhibidor
mezcla testigo dela i
Ratio o Cociente = ( / = Negativo 6
Positive
6) * Prueba de neutralizacion de fosfolipidos enfase - ; = Diferencia mayor a 8 seg
Tubo 1: s : afirma la
Tubo 2: . Diferencla = - seg i ivo/Positiv

INTERPRETACION:

* Se considera corregido, si el resultado de! estudio en la mezcla no supera en mas de cinco segundos, al
del resultado del .

Figura RS. Perfil definitivo y formato final para la determinacion de Anticoagulante Lupico
en el Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Pediatria.
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X. ANALISIS ESTADISTICO

Tomar una decision médica, es una actividad donde los resultados del
laboratorio pueden tener un gran impacto, Para descartar una enfermedad, los
médicos desean un resultado negativo que sea confiable; por tanto, una prueba
debe tener pocos resultados negativos que sean falsos (baja proporcién de
falsos negativos). Para encontrar evidencias de una enfermedad, los médicos
desean un resultado positivo que indique una probabilidad elevada de que el
paciente tenga la enfermedad; por tanto es requerido que haya pocos
resultados positivos que sean falsos (baja proporcioén de Falsos positivos)™.

La sensibilidad y especificidad de una prueba de laboratorio casi
siempre se determina al seleccionar un grupo de pacientes que se sabe tienen
la enfermedad y otro grupo que se sabe NO presentan la enfermedad y se
practica el andlisis de laboratorio a los dos grupos. En nuestro caso analizamos
la respuesta de cada estudio especial de coagulacion ante siete patologias,
sugiriendo la sensibilidad y especificidad de las pruebas, por la interpretacion
de las curvas ROC.

CuRrvas roc®

Una manera eficaz para mostrar la relacion entre sensibilidad y
especificidad para algunas pruebas, es el uso de las curvas de caracteristicas de
operacidn receptora o curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). La
curva ROC es una grafica de sensibilidad (6 indice de positivas verdaderas) en
comparacion con el indice de positivas falsas. Mientras una curva ROC, se
localice mas proxima al extremo superior izquierdo de la grafica, es mas
precisa, ya que esta region indicaria que la tasa de verdaderas positivas es uno
y la tasa de falsas positivas es cero. Un grafico de esta naturaleza, se emplea
para establecer un valor de corte, esto es, un valor con el cual, se define si el
resultado de una prueba es positivo o negativo. Si se desea seleccionar un
valor de corte estricto, se selecciona aquél punto de la curva que se encuentre
en un sitio bajo y a la izquierda (menor sensibilidad, mayor especificidad); si
se desea definir un criterio menos estricto, esto es, menos datos para una
prueba positiva, el'punto en la curva se seleccionard ubicado hacia arriba y a la
derecha (sensibilidad mayor, especificidad menor).

Otra aplicacion que se reconoce a esta herramienta estadistica, es que
son medios graficos ltiles, para comparar pruebas diagndsticas. Si la curva de
una prueba estd ubicada mas préoxima al extremo superior izquierdo de la
grafica, entonces sera la prueba mas precisa. Por tradicion, las graficas
presentan a la proporcion de falsos positivos en el eje de las abscisas (X) y la
proporcion de positivos verdaderos en el eje de las ordenadas (Y). Puede
practicarse una prueba estadistica para determinar si las curvas ROC son
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significativamente distintas, un procedimiento usado ‘con. frecuencia es-el
cédlculo del area por debajo de la curva.

Para la elaboracion de las gréficas de este trabajo, se utilizo el
programa de computo ORIGIN.

Analicemos la grafica obtenida en €l diagndstico de Sindrome de
Anticuerpos Antifosfolipido (Figura AE1):

O Tiempo de T Parcial de i
prolongada (TTPa inc 1H)

& Tiempo de Tromboplastina Parcial sensible para
Anlicoagulante Lupico (TTPA.AL)

£J Tiempo de Kaolin

© Prueba de lnibicion Tisular (TPd)

O Tiempo del veneno de Russell diluido (TVRd)

<r Prueba de neutralizacion de fosfolipidos en fase

hexagonal

=0 20-as0vcas

“0R"Or0NeY wOc-a-mDy

PROPORCION DE POSITIVOS FALSOS

Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos

Figura AEl.- Curvas ROC para los seis estudios especiales de coagulacion, en el
diagnéstico de Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos

Se observa que las curvas para las pruebas de TTPa incubacién 1H y
TVRd se encuentran ubicadas menos proximas al extremo superior izquierdo,
de lo que se encuentran ubicadas el resto de las curvas; esta ubicacion indica
que son pruebas menos precisas para utilizarse en el Diagnéstico de Sindrome
de Anticuerpos Antifosfolipidos. Para una perspectiva clinica, esto significa
que para las pruebas de TTPa inc 1H y TVRd, alrededor del 20% de pacientes
SIN el padecimiento, se clasificarian de manera incorrecta como “anormales”
(Falsos positivos) y alrededor del 20% de pacientes con el padecimiento, se
clasificarian incorrectamente como ‘“anormales” (Proporcion de positivos
verdaderos baja). Estas estimaciones definen a las pruebas de TTPa inc [Hy
TVRd como procedimientos diagnosticos menos sensibles y menos
especificos, comparadas con el resto de las pruebas. La grifica también
informa que para este diagnostico, las pruebas de TTPa-AL, TK y TPd son
mutuamente intercambiables, €sto es, la proporcidén de respuesta es
equivalente en las tres pruebas; para la prueba de PFHXx, se observa que es la
curva que se encuentra ubicada mas proxima al extremo superior izquierdo en
todo su trazo, aspecto que corrobora la naturaleza confirmatoria de este
ensayo, sefialando al inhibidor de tipo llipico, si €ste se encuentra.
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Es importante profundizar en la intercambiabilidad de las pruebas de
TTPa-AL, TK y TPd, ya que esto significa que para aceptar o rechazar el
diagnodstico de Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipido, se podria emplear
alguna de las tres pruebas; es este punto, por el que se vuelve crucial, observar
la respuesta de las pruebas, en los restantes diagnosticos investigados
(consultese la Figura R4 (I y II)).

En el diagnéstico de Hemofilia A, la prueba de TTPa-AL es
francamente menos sensible (esto es, la proporcién de positivos verdaderos
disminuye considerablemente).

En el diagnostico de Anemia Hemolitica autoinmune, la prueba de
TPd, presenta considerablemente menor sensibilidad.

En el diagnodstico de CID, es franca la reduccién de la proporcion de
sensibilidad que presenta la prueba de TK.

En los diagnosticos de Parpura Trombocitopénica Idiopdtica 'y
Sindrome Hemofagocitico, las pruebas de TK y TPd, presentan menor
proporcion de especificidad.

Las pruebas de TTPa inc [H y TVRd presentaron para la mayoria de
los diagndsticos, el mismo comportamiento observado en el diagnéstico de
Sindrome de Anticuerpos Antifosfolipidos, excepto en el diagndstico de
Sindrome Hemofagocitico, donde el comportamiento es intercambiable con el
resto de las pruebas.

En el diagndstico de LES, las pruebas no alcanzan la misma
proporcién de especificidad, que en los otros diagndsticos, sin embargo es atn
muy buena, excepto para el TTPa inc 1H y ligeramente menor para TVRd.
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XI.DISCUSION DE RESULTADOS

La seccion de Hemostasia y Trombosis del Laboratorio de
Hematologia del INP, realiza estudios rutinarios y especiales. Para estos
altimos, se citan a los pacientes en dias que la cantidad de muestras rutinarias
se espera no sea mayor, y ademas para aprovechar lo mejor posible, los
reactivos que se emplean para estos estudios, que por su labilidad sélo son
estables el dia que se preparan. El personal que se encarga de esta drea posee
amplia experiencia en la realizacion e interpretacion de varias pruebas
especiales, por lo que la integracion, de la Determinacidn de AL, a su_panel de
pruebas _especiales, no _seria complicado, y sobre todo, porque Ila
determinacion de AL no requeriria adquirir metodologia que no se manejara
ya en el laboratorio.

Los formatos de manejo de datos que se elaboraron, buscan cumplir el
diagrama de flujo que se presenta en la Figura DRI, para efectuar los estudios
y cumplir con los criterios de laboratorio para determinar AL, en justa
secuencia.

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ANTICOAGULANTE LUPICO EN EL LABORATORIO

{[PruEBAS DE ESCRUTIND || [esTuoios o MezcLa] Estudios CONFIRMATORIOS]
1
TTPao 1P Aiguna »| Estudio de mezcia en No cornge | Documentar dependencia | POSITIVO | Anticoagulante
e _— N platulbbvy A
anarmal 1a pryeba anormal ~ de Fosfolipidos ™| Lapico
R

PRUEBA 2 confirmado
TK
Estudio de mezcla, Determinacion de Factores

v
incubacion una hora para demostrar inhticion

3D . : " "

PRUEBA 3 &
TTPa-AL v-‘-'ﬁ de TTPa [especitica o deficiencia
PRUEBA 4

TPd

A4

PRUEBAS

TVRd

[CRoRmAL Y

Cornge Na cornige Negatvo
4 A4

“’ﬁ%

SE DETIENE LA EVALUACION PARA
ANTICOAGULANTE LUPICO

enelll ional para la icacion de Lipico,
en nueva York en julio de 1993,

Figura DR]. Diagrama de flujo para la determinacién de AL

Analizando la precnston obtenida de las pruebas, encontramos que el
coeficiente de variacién (CV) es bastante diferente: EI' TK- posee el CV mas
alto, ésto debido, a que la suspencién que se emplea como reactlvo tiene que
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agitarse vigorosamente antes de usarse y esta participacion del operador no
puede ser constantemente la misma. Sin embargo su magnitud no rechaza la
prueba. A continuacidn se encuentra el TPd, seguramente por que el paso de la
dilucion que se efectiia con micropipetas de uso comin en el laboratorio
interfiere en este paso, sin embargo de igual manera que en el TK, no es
rechazable. El menor CV lo posee el TTP-AL prueba que aunque hay que
reconstituir el liofilizado con el solvente que esta incluido y medido en el kit,
no provoca mayor variacion, quizas debido a que el vial reconstituido se
emplea en 20 determinaciones, seria interesante también analizar la variacidn
intravial.

Los intervalos de referencia obtenidos en el laboratorio se encuentran
muy cercanos a lo reportado en la literatura, en ésta, también se informa, falta
en la uniformidad de los criterios de evaluacion de las pruebas con mezcla;
son cuando menos tres criterios manejados; primero, comparar el resultado del
estudio de mezcla con el intervalo de referencia, segundo, expresar el
resultado del estudio en un cociente, con respecto al testigo y el tercero,
determinar el indice de correccién o indice de Rosner (IR). No hay datos
comparativos de la efectividad de uno sobre otro criterio, solo sobresale que el
IR toma en consideracion el grado de correccién relativo, probablemente
importante para una anormalidad de inicio y los otros dos criterios, no. En este
aspecto los organismos internacionales aun tienen trabajo que realizar. En este
trabajo, se definid para cada prueba el criterio que, segn diferentes reportes,
han empleado con mayor frecuencia. Contando con todos estos elementos se
procedid a abordar otro criterio ain mas relevante que el anterior, y que
requirio gran inversion de tiempo en este trabajo; el analisis de la Exactitud:

Este parametro es de dificil establecimiento, ya que para este tipo de
pruebas, no hay una exactitud cuantificable; es posible considerar los
resultados de algunos pacientes también estudiados en el Instituto Nacional de
la Nutricion (una Institucién externa que en la misma region realiza la
determinacion), donde también se realizé la misma prueba, pero los tiempos
de coagulacidon de su laboratorio y el total de las pruebas realizadas son
desconocidos, por otro lado ya que el fin del trabajo no es “Adoptar” la
metodologia de otra Institucion, si no sino “Estandarizar” el método, el
personal médico mantuvo comunicacidon con el laboratorio indicando de
manera verbal como correlacionaban nuestros resultados, con los de aquella
Institucion; se consideré de gran importancia el ahalisis de la sensibilidad y
especificidad de las pruebas, empleando muestras de pacientes con
diagndsticos que, primero, se manejan dentro de la poblacién del servicio de
Hematologia y segundo, de aquellos donde la determinacién de AL se
considera un dato imprescindible para cuidar el curso de la enfermedad.
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Segun el andlisis estadistico realizado a los resultados de 114 muestras
de pacientes con siete diagnésticos distintos, se observa lo siguiente:

Las pruebas de TTPa inc |H y TVRd, son pruebas menos sensibles y
especificas en la determinacion de AL.

El TTPa inc IH es una prueba disefiada para aumentar la probabilidad
de observar la presencia de anticuerpos en baja proporcién®®; sin embargo
parece que en los casos estudiados, esta es una situacion poco frecuente y
ademads para su realizacion, va en desuso emplear un Tiempo tan prolongado
de incubacion, por lo que se considera no necesaria, su participacién en el
perfil para determinar AL.

El TVRd es una prueba que presenta ain gran discusién para su
estandarizacion®, en este trabajo se empled la proteina coagulante que ofrece
Diagnostica Stago, pero por su naturaleza enzimdtica, la preparacién de
amortiguadores y otras soluciones (no siempre presentes en un laboratorio
clinico) para su manejo, representan procedimientos muy delicados. Al no
encontrar respuesta relevante en alguno de los diagndsticos manejados (que
apreciara su participacion en el perfil), supongo que su sensibilidad para
detectar AL, como se preparé la prueba, no es muy buena, a pesar de que en
todos los procedimientos se siguieron las recomendaciones internacionales® y
se cuidaron con mucho interés. Recientemente se han elaborado
presentaciones comerciales —que incluyen todos los amortiguadores
necesarios-, que defienden el mecanismo de accion especifico del Veneno, sin
embargo la controversia aun continla, ahora sobre el establecimiento de un
intervalo de referencia. Esta prueba, se considera como no necesaria en el
perfil para determinar AL en el INP.

Ambas pruebas (TTPa inc 1H y TVRd) presentaron similar utilidad al
resto de las pruebas, en el Diagndstico de Sindrome Hemofagocitico,
probablemente porque es el diagnodstico en el cual no se presenta una
sobreproduccion de inmunoglobulinas (al contrario, se sugiere se presenta
bajo un contexto de inmunodeficiencia) que pudiera decrecer su respuesta
(muy baja especificidad) como probablemente sucede en los otros
diagnésticos.

La mayoria de los diagnosticos abordados, en alguna etapa, cursan con
la praduccion “anormal” de diferentes tipos de inmunoglobulinas, esta
caracteristica ocasiona que las distintas pruebas tengan una respuesta
diferente, hecho que a su vez, enfatiza la importancia de contar con un ntmero
de pruebas suficientes que conforme un perfil que totalice en un esfuerzo por
no ignorar a ning(in paciente que pueda cursar con AL.

De esta manera el perfil y la secuencia de ejecucion de las pruebas

para determinar AL, quedd conformado como sigue8?ed65.66.
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' '1°: - Pruebas de escrutinio rutinarias (TP y TTPa), que busquen
cumplir con el primer criterio de diagnostico de laboratorio
recomendado por la SITH. De no cumplir este primer criterio,
no se encuentra evidencia experimental para sospechar la
presencia de un inhibidor de la coagulacién, por tanto, no se
debe continuar con la determinacion.
2°, - Tres pruebas especiales (que cumplen con el segundo y cuarto
criterio, recomendados por la SITH), donde al obtenerse
respuesta positiva, se han revelado las caracteristicas necesarias
para informar la presencia de un inhibidor de la coagulacién, no
especifico de algun factor o indeterminado.
3°. - Senalar el tipo lGpico, realizando prueba confirmatorio (que
cumple con el tercer criterio recomendado por la SITH).

De las 114 muestras analizadas, y bajo juicio médico, se observé que
la positividad para AL se acerca mads, cuando las tres pruebas especiales
resultan positivas. Hubo un solo caso, donde una prueba especial resulté
positiva (solo TTPa-AL) y al continuar con la prueba confirmatoria, esta
resulté negativa. Para éste caso, el resultado de la determinacién se informé:
Inhibidor de la coagulacién dudoso de tipo ltpico. En este periodo, el médico
manejo su Diagndstico, como Reservado. Un mes después se repitié la
determinacién y se obtuvo positividad en dos pruebas especiales, la
confirmatoria resultd positiva también. Dos meses después, el médico
diagnéstico al paciente con LES. Por esta experiencia se recomienda que se
considere al perfil concluyente, si se realizan las tres pruebas especiales y
cuando menos dos, resulten positivas.

Asi{ mismo, hay que considerar que la estimacion de sensibilidad y
especificidad que se realizd en este trabajo, puede estar afectada por la
poblacion de la cual derivé, ya que los estudios se evaluaron utilizando
pacientes que tienen una enfermedad con curso agudo y otros pacientes con
curso diferente. Asi la sensibilidad y especificidad estimada se cumplira en
poblacidén similar y muy diferente en poblacién general, donde se encuentre
mas de un espectro sano que enfermo.
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XII. CONCLUSIONES

1.La evaluacién de un nuevo método forma parte importante de la
preservacion de la calidad de un laboratorio. Los nuevos métodos se
evallian tanto por su precision como por su capacidad para diagnosticar en
forma correcta las enfermedades.

2. Se implementaron y se evaluaron las siguientes pruebas especiales para
determinar Anticoagulante Lupico

1) | TTPa de incubacion prolongada

2) [TTPa sensible para Anticoagulante Lupico

3) | Tiempo de caolin

4) | Prueba de Inhibicion de Tromboplastina Tisular

5) | Tiempo del Veneno diluido de Russell

6) | Prueba de neutralizacion de fosfolipidos en fase hexagonal
Eliminandose del perfil las siguientes dos pruebas: Tiempo del Veneno
diluido de Russell y Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada, de
tiempo de incubacidon prolongado.

3. Se establecieron tiempos de referencia en cada prueba, asi como un
formato de manejo interno del laboratorio para el vaciado e interpretacion
de los resultados en la muestra de un paciente.

4. La prueba de Anticoagulante Liipico, como una prueba especial de
coagulacién, posee una buena sensibilidad y especificidad, pero se requiere
en todo momento que sea solicitada dentro de una adecuada orientaciéon
clinica, ya que el criterio médico debe prevalecer para la interpretacién de
la utilidad del resultado en un paciente.

5. Es indispensable seguir el diagrama de flujo para la determinacién de AL
en el laboratorio; observandose de manera rigurosa, que debe demostrarse
anormalidad en alguna de las pruebas de escrutinio rutinarias (TP 6 TTPa)
para ser incluida en esta determinacion.

6. La preparacion de la muestra, especialmente la prevencion de la
contaminacién con plaquetas activadas (ser cuidadoso con la
centrifugacion), es una parte preliminar, en las pruebas de determinacién
de AL muy importante. .

7. Los laboratorios del Instituto Nacional de Pediatria, cuentan con un
presupuesto, donde contemplan la posibilidad de incrementar las pruebas
que realizan, para beneficio del cuidado de los pacientes. La realizacion del
presente trabajo, es muestra del cumplimiento de éste fin.
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ANEXO a
BIOQUIMICA Y ACTIVACION DE LAS PROTEINAS
DE LA COAGULACION®"%®

INTRODUCCION

Los factores de coagulacidon integran uno de los mas importantes
mecanismos del proceso hemostdtico. Denominada su participacion como
coagulacién plasmitica o coagulacion sanguinea o hemostasia secundaria,
tiene como objetivo principal el generar fibrina, un polimero insoluble que
dara consistencia y estabilidad al codgulo.

Para llegar a este punto, se requiere la participacion de varios factores
de la coagulacion, los cuales son, en su mayoria, enzimas circulantes en forma
inactiva (zimogenos) de actividad proteolitica (serinproteasas) que actitan de
manera secuencial, en."cascada”, uno sobre otro para cumplir su objetivo.

La razon de este conjunto de reacciones consecutivas, se ha supuesto
que a semejanza de como sucede en las rutas metabélicas, la cascada de la
coagulacion se conforme de reacciones acopladas de tal forma que el producto
de una enzima es el sustrato del siguiente debido a:

1. El compuesto injcial (FXII o FVII) es muy diferente al producto final
(Fibrina) y como en cada reaccion, el sustrato se modifica ligeramente (la
comparacion de la secuencia de los FV y FVIII muestran numerosas
homologias e incluso se ha demostrado que la organizacion génica de los
FIX y FX es idéntica), son necesarias varias reacciones, para obtener el
producto deseado.

2. Las etapas secuenciales multiples, son mdas versatiles y flexibles que una
sola etapa. Aunque en este punto se pueden discutir que en la cascada de
coagulacion se presentan varios aspectos rigidos, como el que la activacion
de un factor sélo tiene lugar una vez en su vida (el cambio es irreversible) y
que para interrumpir la actividad generada, se requiere de otro medio, como
la participacidn de proteinas inhibidoras especificas; también se cuenta con
que el inicio de la actividad enzimditica se produce por cambios
conformacionales discretos y altamente localizados que se desencadenan
por la hidrélisis de un tnico enlace peptidico.

Analizaremos esta interesante naturaleza enzimatica de los factores de
la coagulacién.
ENZIMAS:

La palabra Enzima significa “en la levadura”. Aun antes de tener
conocimiento alguno sobre su estructura y funciones; el hombre ha empleado o
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enzimas desde los tiempos prehistdricos para producir vino, vinagre y queso.
Pasteur pensé que las células vivas de la levadura eran necesarias para el
proceso de fermentacién. Ahora sabemos que las células, no son las
necesarias.

El estudio de las enzimas en la prictica clinica es muy importante para
el diagndstico, control y la COMPRESION de algunos padecimientos.

DEFINICIONES Y CLASIFICACION.- Las enzimas se definen como
catalizadores biologicos esencialimente de naturaleza proteica, cuya funcion es
la de incrementar la velocidad de las reacciones quimicas que se llevan acabo
dentro de la célula. Existen algunas enzimas cuya funcién es extracelular,
como las que participan en la COAGULACION DE LA SANGRE, en la
digestion de los alimentos y en el metabolismo de las lipoproteinas, entre
otras.

Las enzimas que se encuentran en el plasma pueden dividirse para su
estudio en dos grupos:

I. - Enzimas funcionales.

2. - Enzimas no funcionales.

Las primeras tienen una funcién definida y especifica en este medio,
por lo que el plasma constituye su sitio de accién normal y, por consecuencia,
su concentracion plasmatica es mayor que la del tejido donde se producen. A
este grupo pertenecen las enzimas que intervienen en la coagulacion
sanguinea. Estas enzimas sintetizadas principalmente en el higado se liberan
constantemente hacia el plasma con el propdsito de mantener una
concentracidn fisioldgica dptima.

Las enzimas no funcionales del plasma, no tienen una funcién
conocida en este medio, su concentracion plasmatica es generalmente menor
que la que se tiene en la mayoria de los tejidos y no disponen de la cantidad
adecuada de sustratos, cofactores y activadores para la realizacidon de su
actividad enzimatica. Estas enzimas pueden dividirse en dos grupos:

I. - Enzimas de secrecion.

2. - Enzimas del metabolismo intermedio.

Las enzimas de secrecidon se producen en las glandulas exdcrinas,
como pancreas y prostata, asi como en tejidos como mucosa géstrica y hueso.
Las enzimas de este grupo tienen importancia clinica cuando su concentracion
plasmidtica aumenta o disminuye con respecto a su cifra normal, tal es el caso
de la amilasa que se incrementa de modo notable en los casos de pancreatitis
aguda.

Las enzimas del metabolismo intermedio se encuentran en tejidos en
concentracion miles de veces mds alta que en el plasma. El dafio tisular puede
conducir a un aumento en la permeabilidad de la membrana plasmatica o a
necrosis, lo cual permite que una fraccién de estas enzimas escape al plasma,
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tal es el caso de la creatincinasa que se incrementa en los eventos de infarto
agudo de miocardio.

El nombre de una enzima se deriva de la reaccidon que cataliza, y
siempre termina con el sufijo -asa. "Tripsina" y "quimotripsina” son nombres
comunes de enzimas clasificadas como proteasas, las cuales catalizan la
hidrolisis de enlaces peptidicos. Triglicérido hidrolasa es un nombre mds
descriptivo de una enzima, vulgarmente llamada "lipasa", que es capaz de
catalizar la hidrdlisis de los enlaces éster entre un grupo acilo y el glicerol de
triglicéridos, un aspecto importante de su naturaleza es que la actividad de
muchas enzimas puede ser modificada por la accion de sus propios sustratos o
productos, o por la accion de sustancias procedentes de otras reacciones.

El estado proenzimdtico (zimdgeno) de los factores de la coagulacion,
constituye la estrategia reguladora de su actividad enzimatica, revisemos este
punto:

ESTRATEGIAS REGULADORAS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
Un sistema bioldgico necesita modular la actividad de sus enzimas. La
regulacion precisa de su actividad catalitica, se realiza por una de cuatro vias

principales:
1°. - Control alostérico: Cuando la actividad enzimatica se encuentra
coordinada perfectamente por cambios conformacionales

(caracteristicamente plegamientos).

2% - Control de la estimulacidon y de la inhibicion por proteinas: Las proteinas
estimuladoras o inhibidoras, asi como las moléculas pequeiias, regulan la
actividad de las enzimas. Por ejemplo la coagulacion de la sangre es
acelerada notablemente por el factor antihemofilico (FVIII), una proteina
que aumenta la actividad de una serinoproteasa (FII).

3% - Modificacién quimica covalente: Las propiedades cataliticas de algunas
enzimas se modifican profundamente por la union covalente de grupos
fosforilos, principalmente otorgados por el ATP.

4%, - ACTIVACION PROTEOLITICA: Las enzimas controladas por los mecanismos
anteriores alternan entre los estados activo e inactivo, de forma ciclica.
Se utiliza un tipo diferente de regulacién para convertir de forma
irreversible una enzima inactiva en activa. Muchas enzimas se activan
por la hidrélisis de uno o unos pocos enlaces peptidicos (Protedlisis) de
sus precursores inactivos, denominados proenzimas o zimoégenos. Las
actividades cataliticas de las enzimas de la coagulacién son bloqueadas
por la unién irreversible de proteinas inhibidoras especificas, que actiian
como cebos irresistibles para sus voracidades moleculares. La activacion
proteclitica en contraste con la regulacién reversible por fosforilacién
(Modificacién quimica covalente), puede tener lugar en el exterior celular
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ya que no necesita una fuente de energia (ATP) de forma continua; y en -
contraste con el control alostérico y la modificacidn covalente reversible,
s6lo tiene lugar una vez en la vida de una molécula enzimatica.
La activacién de enzimas por protedlisis especifica, se repite
frecuentemente en los sistemas biologicos, algunos ejemplos son:

I. Las enzimas digestivas que hidrolizan proteinas, se sintetizan como
zimégenos en el estdomago y el pancreas (pepsinogeno,
quimiotripsindgeno, tripsinégeno, etc.).

3. LA COAGULACION DE LA SANGRE viene mediada por una cascada de
activaciones proteoliticas que aseguran una respuesta rapida y amplificadas
ala lesion.

4. Algunas hormonas proteicas se sintetizan como precursores inactivos, por
ejemplo la insulina se deriva de la proinsulina por separacion proteolitica
de un péptido.

La activacion proteolitica es irreversible, en consecuencia, se requieren
de otros sistemas para interrumpir las actividades de estas enzimas,
principalmente de proteinas inhibidoras especificas que se unen muy
fuertemente a estas enzimas y bloquean sus actividades.

No todos los factores de coagulacion son proenzimas, se tiene que los
FV y FVIII son procofactores y los factores FIV y FIII que ya se encuentran
como cofactores.

Sin embargo establecida la razon del estado proenzimatico y en
similjtud el estado de procofactor, analicemos lo siguiente:

MECANISMOQ DEACTIVACION DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS.
Aunque el mecanismo de activacion de este tipo de enzimas ha sido

ampliamente estudiado para la quimiotripsina, se han establecido pasos

generales, que a continuacion se describen:

1. El zimdgeno comienza a ser atacado por una enzima proteolitica (ya

activa), para liberar péptidos pequefios no participantes de la futura

conformacion proteolitica activa y dejando libre a fragmentos principales

mayores.

El extremo amino-terminal recientemente formado efecttia invaginacioén o

interaccién con algin otro aminodcido del zimdgeno, buscando estabilizar

la molécula.

3. Protonaciones o interacciones electrostdticas subsecuentes determinan la
formacion o perfeccidn del centro especifico para el sustrato.

4. Hay formacion de un estado de transicion tetraédrico en la catalisis sufrida,
(cavidad para un oxianién) que es estabilizado por puentes de hidrégeno o
algiin otro que mantenga unidos al zimdgeno y a la enzima,

!'J
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5. Los cambios conformacionales en el resto de la molécula son importantes.
Por tanto al culminar el ataque enzimadtico, por la sola hidrdlisis de un
unico enlace peptidico (pueden ser mas), la nueva enzima queda lista.

Estos pasos o cambios pueden ser algo diferentes para otras enzimas,
por ejemplo, los cambios estructurales pueden ser considerables o los
dominios de activacion (regiones donde se lleva acabo) pueden ser muy
fluctuantes (no tener una conformacion bien definida) o que la cavidad para el
oxianion esté demasiado lejos del sitio catalitico como para promover la
formacion del estado de transicion tetraédrico.

De uno u otro modo, la activacion de los factores de coagulacién
procede por estos pasos, como por ejemplo los factores FII, VII, IX, X, XIl y
XI, que al activarse se convierten en enzimas hidroliticas, especificamente
proteasas de serina o serinproteasas, esto es, una enzima proteolitica (ruptura
de enlaces proteicos) cuya principal caracteristica es la presencia de un tnico
residuo de serina excepcionalmente reactivo hacia algunos sustratos, en el
sitio activo.

Analicemos cémo: LA COAGULACION SANGUINEA SE PRODUCE POR
UNA CASCADA DE ACTIVACIONES DE ZIMOGENOS.

Es en 1964 cuando MacFarlane, Davie y Ratnoff proponen una Teoria,
para explicar la coagulacion, como una secuencia interconectada de
transformaciones de proenzimas en enzimas. A pesar de las discrepancias
acerca de los detalles de cada paso, la esencia de la hipdtesis de la cascada
goza de aceptacion general, ya que los datos experimentales han dado mas a
favor que en contra.

Se sabe que los coagulos sanguineos se forman por una serie de
activaciones de zimogenos. En esta cascada enzimatica. La forma activada de
un factor cataliza la activacion del factor siguiente. Son suficientes muy
pequeias cantidades de los factores iniciales para desencadenar la cascada
debido a la naturaleza catalitica del proceso de activacién. Los numerosos
pasos producen una gran amplificacidn asegurando ésta una rdpida respuesta
frente al trauma.

En 1863, Joseph Lister demostré que la sangre permanecia fluida en la
vena yugular seccionada de un buey, pero que se coagulaba rapidamente
cuando se transferia a un vaso de vidrio. Esta superficie no fisiologica
activaba una secuencia de reacciones que se ha conocido como la via
intrinseca. Cuando la coagulacidn es iniciada por sustancias que son liberadas
de tejidos como consecuencia de un traumatismo es denominada extrinseca.
Ambas vias convergen en una secuencia comuin de etapas finales para formar
un coagulo de fibrina.

La parte mejor conocida del proceso de coagulacién es la conversion
del Fibrindgeno (Factor I) en Fibrina mediante la trombina, una enzima
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proteolitica. Analicemos dicha enzima, denominada por algunos la enzima
central de la hemostasia, primero analizaremos su cambio del estado
proenzimadtico a enzimatico y enseguida su reaccion enzimatica sobre el
Fibrindgeno (su sustrato).

La Trombina, se sintetiza como un zimdgeno denominado Protrombina
(FlI, en la nomenclatura internacional).

- Estructura de la protrombina (FII):

La protrombina es una glucoproteina que consiste en una cadena
peptidica de 582 aa, PM 72Kd, presente en el plasma con una concentracion
aproximada de 10 - 15 mg/dL. Estructuralmente puede dividirse en dos partes
con aproximadamente la misma masa: Una primer cadena, que corresponde a
la mitad aminoterminal, con un peso de 35 Kd y una cadena B, que es la
porcion carboxiterminal, con un peso de 38Kd. La primer cadena se puede
dividir en dos modulos (que realmente se separan en el proceso de activacion):
La cadena A y un péptido, llamado Fragmento 1+2. Este péptido posee tres
dominios importantes para el proceso de activacion:

1. Dominio Gla, que contiene 10 residuos de acido y-carboxilglutamico y que
confiere al FlI la propiedad de unirse al calcio; y que al efectuarse dicha
unién se producen cambios en la estructura del péptido terminal, que
permiten la union del FII a los fosfolipidos de las membranas de las
plaquetas.

Primer dominio en forma de lazo, bucle o “Kringle”, cuya unién al
dominio Gla, es necesaria para que se dé una interaccién normal entre el
calcio y la protrombina.

3. Segundo dominio Kringle, responsable principalmente de la interaccion

con la mayoria de los componentes del complejo protrombinasa.

El resto de la cadena A y la cadena B conforman al precursor de la

trombina, llamado PRETROMBINA

[SS]

-Activacién del FII.

La formacidn de trombina a partir de protrombina se produce por la
accion de cuatro componentes que conforman el complejo protrombmasa
(Complejo enzimatico activo que atacara el zimdgeno FII):

- Factor Xa (enzima proteolitica)

- Superficie de fosfolipidos (de las membranas
plaquetares, células endoteliales o sanguineas)

- Factor Va (Cofactor)

- Factor IV (Calcio ionizado)

El papel de cada componente en el complejo es el sngulente (consultese
la Figura Aal): o

- 73
QFB LILIANA ORTEGA MARAVILLA .




ANTICOAGULANTE LUPICO

El calcio promueve las interacciones del FXa y el FII, sobre los
fosfolipidos de superficies de membranas cargados negativamente, por medio
de residuos de acido y-carboxiglutdmico. Sobre la superficie interactian los
Factores Xa, Va y I1, lo que permite un aumento en la tasa de activacién del
altimo. El FVa incremente la union tanto del FXa con fosfolipidos, como del
complejo con el FII.

Formado el complejo protrombinasa, el FII se une a él mediante
puentes de calcio. Los iones calcio unen una de sus valencias al acido y-
carboxiglutamico del FII y la otra a los fosfolipidos de la membrana de las
plaquetas. El FII puede unir hasta 10 iones calcio (FIV) por molécula. La
union induce un cambio conformacional que pone en contacto sus grupos
hidréfobos con los grupos hidréfobos de los fosfolipidos.

En esta posicion la Protrombina sufre la divisidn de dos enlaces en su
molécula: el enlace A, Arg271-Thr, que bisecciona la molécula de
protrombina en el Fragmentol+2 y el precursor de la trombina, la
pretrombina, y el enlace B, Arg320-lle, que expone el sitio activo; estos dos
residuos quedan unidos por un puente disulfuro. El orden de divisidn de estos
dos enlaces puede ser variable. Asi, en el camino I, donde se divide primero el
cnlace A seguido del enlace B, se formarin como productos finales
Fragmentol+2 y la trombina constituida por las cadenas A y B unidas por un
puente disulfuro. La activacion de la protrombina segiin la hipdtesis de Esmon
y colaboradores, Unicamente sugeria el camino I. Sin embargo, en 1980,
Novoa y Seegers, observaron la formacién de un intermediario cataliticamente
activo antes de la aparicion de la trombina, y en 1986 se demostro la
existencia de meizotrombina (MT) como intermediario de la activacion de la
protrombina por el complejo protrombinasa; en esta segunda via o camino II,
la escisién primaria tiene lugar en el enlace b, que lleva a la formacién de la
MT, del mismo tamafio que la protrombina, formada por el fragmento 1+2 y la
cadena A unidos por un puente disulfuro a la cadena B de la trombina, seguida
de la division del enlace a que da lugar a la produccién de trombina.
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Figura Aal.- Formacién del complejo protrombinasa y cambios estructurales en la
activacioén del FII.

En realidad, el camino a través del cual discurre la activacion depende
" de la composicion del complejo protrombinasa, el FVa es el elemento que més
influye. Mientras que en ausencia del FVa la reaccion procede principalmente
a través de los intermediarios fragmentol+2 y Pretrombina, en su presencia, el
camino seguido primordialmente es el I[, a través de MT. Por tanto, el FVa
causa un cambio en la activacion de la protrombina por FXa, desde un proceso
en el cual se obtenia principalmente Pretrombina a otro en el cual se forman,
predominantemente, trombina o MT.

- Estructura de la Trombina (Flla)

Se ha transformado una molécula proteoliticamente inactiva (FII) en
una proteasa totalmente activa, la trombina. Esta enzima consiste de dos
‘cadenas polipeptidicas unidas por un puente disulfuro. La cadena A de 5 Kd y
la Cadena B de 35 Kd, donde se encuentra el sitio activo. Pertenece a la
familia de las serinproteasa debido a la presencia de serina en su sitio activo.
En la cadena B se encuentran los aa del sitio catalitico responsables de la
actividad proteolitica; Histidina 365, Aspartato 419 y Serina 527, que
comprenden la triada catalitica, ademas en el lado derecho del sitio catalitico
existe una cavidad para el oxianién (regiéon que da respuesta a muchas
especificidades biologicas de la trombina y que se requiere para el
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reconocimiento del FI, la incorporacién en codgulos de fibrina y en la unién
con la hirudina, un inhibidor de la trombina), y en el lado izquierdo y
adyacente al sitio catalitico se encuentra un residuo de aspartato cargado
negativamente en el fondo de una hendidura, estructura también denominada
“hendidura lateral de la arginina” en la que se unira al sustrato por medio de su
arginina y que debera estar cargado positivamente.

La trombina es una molécula con gran actividad enzimatica” sobre
varios sustratos:
Actuia sobre el FI para generar Fibrina,
Activa el FXIII que dara estabilidad a la Fibrina,

(PSS B

del tapén hemostatico.

»

mecanismo de retroalimentacion.

- Accidn proteolitica de la Trombina sobre FI

El FI esta formado por tres unidades globulares conectadas por dos
varillas. El Fibrinégeno, de 340 Kd, consta de parejas de tres tipos de cadenas:
Ao, BB y y. Las regiones en forma de varilla estin constituidas por
enrollamientos que constan a su vez de tres hebras plegadas en forma de o-
hélice, una estructura frecuente en las proteinas. La Trombina rompe cuatro
enlaces peptidicos arginina-lisina en el centro de la regidén globular del
fibrinégeno para liberar un péptido. A de 18 residuos de cada una de las dos
cadenas o y un péptido B de 20 residuos de cada una de las dos cadenas B

Esto péptidos A y B se llaman fibrinopéptidos, una molécula de
fibrindgeno sin estos fribrinopéptidos se denomina monémero de fibrina y
tiene como estructura subunitaria («fy)2.

Los fibrinopéptidos poseen una gran carga negativa, en ellos abundan
los residuos de aspartato y glutamato, la presencia de éstos y otros grupos
negativamente cargados en los fibrinopéptidos es lo que probablemente
mantiene separadas las moléculas de fibrindgeno. Su liberacion por accién de
la Trombina da a los mondémeros de fibrina un reparto diferente en las cargas
superficiales, lo cual les lleva a su agregacion especifica. El coagulo recién
formado se estabiliza por la formacién de enlaces amida entre las cadenas
laterales de lisina y los residuos de glutamina en las diferentes unidades
monoméricas. Esta reaccién de entrecruzamiento es catalizada por la
transglutaminasa (Factor XIIIa).
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DEPENDENCIA DE VITAMINA K.

La vitamina K fue descrita por Dam en 1935, con el nombre de
“Koagulation vitamin” por su actividad anihemorragica en los pollos. Se
conoce que en la naturaleza existen dos formas de vitamina K: K1 que se
encuentra en varios aceites vegetales y plantas de hoja, y K2 que constituyen
un grupo de compuestos relacionados y sintetizados por diversas bacterias,
incluyendo las de la flora intestinal comin. Las vitaminas K1 y K2 son
liposolubles y en consecuencia sélo se absorben en presencia de sales biliares.
En el plasma se transportan unidas a la albamina.

La vitamina K es necesaria para la biosintesis de seis factores de la
coagulacion bien definidos: IX, VII, X, I, Proteina C y S. Dichos factores
requieren después de su sintesis hepdtica, la conversion de cierto niimero de
sus moléculas de dcido glutdmico (Glu) a acido carboxiglutdmico (Gla). Esta
conversion tiene lugar en la posicion gama, y convierte al glutamato
(Consultese la Figura Aa2), un quelante débil de Calcio, en y-
carboxiglutamato, un quelante mas potente, permitiendo de esta manera la
union del factor a los fosfolipidos por medio de los iones Calcio. Por tanto el
papel de la vitamina K es el de contribuir a la formacién de factores
AFUNCIONALES (llamados: descarboxifactor, ejemplo,
descarboxiprotrombina) en FUNCIONALES (Protrombina), al adicionar
postribosdmicamente un segundo grupo carboxilo a tantos dcidos glutamico
del zimégeno lo requieran.

Acido glutamico Acido carboxiglutamico

COOH COOH

I

H—Ci ~NH, CARBOXILACION  H-—C—NH,
> |
Hz CHZ
VITAMINA K
Ha , H- C— COOH

COOH : OOH

NIOMHO 2Q V1Tvd

NOO SISAL

Figura Aa2.- Se presenta la adicion del grupo carboxilo en la posicién gama de la
molécula de dcido glutdmico. : :

Este procedimiento se realiza -a través del siguiente mecanismo,
bastante complejo: ,
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La reaccion (que es un ciclo) requiere, de forma general, COz, Oz,
vitamina K en su forma reducida (Vitamina KHz) y una carboxilasa. El ciclo
inicia con un ataque nucleofilico del anién hidroquinona de la vitamina KH al
CO; (lo que genera un compuesto intermedio, carboxi-vitamina KH), la
enzima carboxilasa actia facilitada por la activacion de un protéon en la
posicion del glutamato. Como consecutivo, la vitamina experimenta una
oxidacion a epoxi-vitamina K. En esta forma, epoxi-vitamina K, es reciclada
por la vitaminaK-epoxido reductasa a Vitamina K, para que a su vez, a su
turno, pueda ser reducida, por la vitamina K reductasa y participar asi
nuevamente en la carboxilacién de otro glutamato.

Para el FII, capacitarse para la unién de iones calcio, le otorga la
habilidad de adherirse a las membranas fosfolipidicas derivadas de las
plaquetas, después de una herida.

La induccién intencional de un estado similar a la deficiencia de
vitamina K (dicha carencia puede presentarse como un trastorno adquirido de
la coagulacidn) constituye la base de la anticoagulacién terapetitica con
dicumarinicos o sus derivados, ya que actiian sobre la enzima vitaminoK-
epdxido reductasa (Warfarina) o interfiriendo en la carboxilacion del
glutamato (Dicumarol), de manera que se perturba el ciclo citado y no se
produce la transformacion del descarboxifactor a factor, teniendo en cuenta
que en el primer estado (ejemplo, descarboxiprotrombina) no puede actuar
como factor de la coagulacion. Este mismo mecanismo actiia con respecto a
los factores VII, IX y X. Los factores, dependiente de vitamina K, no
disminuyen en la sangre en forma simultdnea, si no que primero lo hace el
FVII, seguido por el FIX, luego el FX y finalmente el FII, ello se debe a la
diferente vida media de estos factores en la circulacién. Afectado como es el
FVII, la medicion de la prueba de TP se vuelve el método de eleccidn para
monitorear la dosis de anticoagulante a emplear.
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ANEXO b
PRUEBAS COAGULOMETRICAS
INTRODUCCION.

En general los problemas de hemostasis se dividen en dos categorias
segun el tipo de enfermedad:

- Detficiencia de tipo I, es una reduccién de la CANTIDAD de proteina
presente, generalmente de un 50% con respecto a lo "normal”.

- Deficiencia de tipo 1I, son defectos del FUNCIONAMIENTO de la
proteina, en este caso hay una cantidad normal de proteina, pero ésta no
funciona de manera correcta y la afecciéon con frecuencia se denomina
mediante el prefijo DIS, por ejemplo, Disfibrinogenemia.

Considerando este sistema de clasificacién, se requiere- disponer de -
procedimientos de laboratorio que midan la CANTIDAD de una protema dada ;
y otros para medir su ACTIVIDAD FUNCIONAL®,
ENSAYOS DE CANTIDAD
ENSAYOS INMUNOLOGICOS: R

Los ensayos inmunoldgicos identifican y cuantifican la protema
presente, haciendo reaccionar un anticuerpo especifico con una proteina dada
(Antigeno). Estos complejos se miden por técnicas nefelométricas, de
inmunoprecipitacion, de ensayo inmunoldgico o de inmunodifusién.
ENSAYOS DE ACTIVIDAD FUNCIONAL

Es mas util medir la actividad funcional de una proteina, ya que los
métodos con los que se realiza, también (Indirectamente) DETECTAN
disminucién en la cantidad de proteina y ademds los métodos inmunolégicos
(que determinan cantidad) no permiten detectar la presencia de una proteina
disfuncional.

La actividad funcional se mide mediante un sistema de ensayo, que se
basa en formacion de codgulos o utilizando un sustrato sintético. Los primeros
requieren que el sistema de coagulacion esté intacto y que los niveles del FI
sean normales para alcanzar el punto final de formacidn del coagulo de
fibrina. Los sustratos sintéticos no tienen estos requisitos, pero su costo es
mucho mayor.

DETERMINACIONES COAGULOMETRICAS

Para las determinaciones coagulométricas, es indispensable contar con
una referencia que apoye, para la interpretacion de los resultados, esta
referencia generalmente es un POOL DE PLASMAS, pero no hay nada tan
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complicado como la preparacién y conservacion de un POOL DE PLASMAS
“NORMALES"”. Primero, porque no es sencillo establecer el estado “normal”
de los pacientes que formaran parte del pool, y que debe ser nombrado
correctamente como POOL DE REFERENCIA; el término "pool" se emplea
probablemente de el idioma ingles, cuyo equivalente al espafiol es "Juntar”,
enseguida, se encuentra la interrogante (cuidntos individuos lo deben
componer?, Algunos autores mencionan 5 a 10 donantes y que deben ser
hombres y mujeres de entre 18 y 55 afios de edad. A pesar de haber trabajado
para poblacidn pediatrica, esto mismo se mantiene, por la dificultad y la ética
que se involucran al conseguir las muestras de nifios sanos.

El término Testigo se prefiere para sustituir pool de referencia, y no
significa, que se empled un sélo individuo como referencia, aunque en casos
aislados es aceptable usar a un sélo individuo como referencia de otro, pero
debe reunir ciertos requisitos, (como que no sea pariente)

La preparacion del Testigo empleado en esta Tesis, se realizd de los
pacientes que acudieron al Banco de Sangre del Instituto, un mes antes de
iniciar las determinaciones, y se consideraron aptos para el pool (Segin los
criterios del Banco de Sangre para seleccion de sus donadores) 18 donadores,
con lo que se reunieron 25ml de plasma pobre en plaquetas, obtenido por
doble centritugacion a 3500 rpm. Esta cantidad se separ6 en alicuotas de 1.0
ml en copas eppendorf y se congelaron a -70°C hasta el momento de su uso.
Para éste, se observo que el descongelamiento provocaba menor interferencia
si se realizaba colocando la muestra en bafio maria a 37°C, asi como también
que se mantuvo estable hasta cumplir ocho meses en congelacién.

CUIDADOS ESPECIALES PARA REALIZAR PRUEBAS COAGULOMETRICAS

El control metodolégico de las variables que intervienen en la eficacia
de las pruebas de hemostasia y trombosis, estd basado en la estratificacion de
las variables en relacion con el momento en que se efectiia el procedimiento
técnico del estudio de laboratorio; se distinguen las fases: Preanalitica,
analitica y postanalitica.

Fase preanalitica:

1. Paciente: debe tener un ayuno de cuando menos cuatro horas en el
momento de la toma de la muestra sanguinea; al menos la altima ingesta de
alimentos debe ser baja en el contenido de grasas. También resulta
conveniente registrar los medicamentos que recibe, sobre todo si se trata de
anticoagulantes.

2. Extraccion de muestra: La puncion debe ser limpia para evitar la
contaminacién con factores histicos que actuarian como material
tromboplastinico. Puede utilizarse el sistema de tubos sobre volumen
medido al vacio, empleando el segundo tubo de extracciéon de sangre, o
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bien el sistema de doble jeringa en donde se deja la aguja dentro del vaso
sanguineo, se retira la primera jeringa para otros estudios (para ésta
prictica el personal de enfermeria es muy habil) y se coloca una segunda
jeringa que recibira la muestra para estos estudios de coagulacion.
3. Recoleccion de la muestra: Los tubos de ensaye para la recoleccion
deberan ser de vidrio siliconizado o plastico, ya que el vidrio activa los
factores de contacto (principalmente el FVII).
Soluciones anticoagulantes: El anticoagulante de eleccion es el citrato de
sodio del 0.109-0.129M (3.2-3.8%) conservando la relacion sangre/an-
ticoagulante en 9:1. El anticoagulante fija el calcio, que se requiere en
todas las vias de la coagulacidn, impidiéndose asi, que ésta se continte. El
plasma asi obtenido puede estudiarse mediante la adicién (o reposicion)
suficiente de calcio para neutralizar el anticoagulante que se afiadié. Dado
que el anticoagulante act(ia sobre el calcio en el plasma, la cantidad que ha
de afiadirse depende del volumen plasmiitico de la muestra. Se obtienen
valores erréneos a causa de valores hematdcrito no habituales (muy altos o
bajos), puesto que la relacién entre anticoagulante y plasma varia con el
volumen del concentrado de células rojas.

El exceso de anticoagulante en los casos de hematdcrito elevado,
puede quelar también el calcio que se emplea durante el procedimiento técnico
de las pruebas de coagulacién, causando prolongacion de los tiempos de
coagulaciéon. Asi mismo no se debe colocar mas sangre en el tubo que la
calculada, pues pueden formarse microcodgulos resultando en tiempos
falsamente alargados, por el consumo de cierta cantidad de factores de
coagulacion. Para llevar esto a la practica, se han reportado métodos, como los
siguientes:

a) Una formula, donde se modifican cantidad de muestra y cantidad de
anticoagulante:

ml de anticoagulante = [ml de anticoagulante 100] _{ Hematécrito del paciente

por ml de sangre por 100 Volumen plasmético normal

&

Ejemplo: Muestra de paciente con HCT conocido de 67%:
(0.3 X 100) — (67 / 55)=0.18 ml anticoagulante + 2.7 ml de Sangre

Pero tiene la desventaja, que se debe seleccionar un “volumen lasméticog.
J] )

normal”, ;

b) Una grifica, que se presenta en la Figura Abl, en donde se mtercepta el :
‘valor conocido de HCT que posee el paciente, con la linea del volumen- .
total (Sangre + anticoagulante) que se desea manejar (Se fijaron.3
volimenes 2, 5 y 10 ml, son voliimenes altos, probablemente por la época
en la que fue elaborada, 1976) y de ahi, interceptar en la escala de la nueva
cantidad de anticoagulante a trabajar. ,
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GRAFICA PARA DETERMINAR EL VOLUMEN DE CITRATO OE SODIO QUE DEBE EMPLEARSE
CUANDO SE OBTENGA SANGRE CE PACIENTES CON HCT ELEVADO
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Figura Abl. Grifico para determinar el volumen de citrato de sodio que debe
" emplearse en muestras de pacientes con hematdcrito elevado.

Sin embargo su principal desventaja es precisamente su método
grafico ya que al analizarse la grafica original publicada, presenta algunas
imperfecciones (la escala de los ejes no es precisa), que dificultan su
reproduccion y ademas en la actualidad se manejan marcas comerciales que
trabajan con volimenes totales distintos a los que maneja la grafica. Sin
embargo, en general, es una gréfica correcta, ya que, como se muestra en la
Figura Abl, en el caso de un HCT alto, la cantidad de anticoagulante indicada,
coincide con el siguiente método.
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'c) Una segunda formula, en la que se establece la proporcxon de muestra que
‘es aplxcable a un mililitro de antlcoagulante o

Partes_de sangre total, poruna - s
~ . parte de anticoagulante =

1 - “(HCT / 100)

Haciendo énfasis en esto veamos su aplicacion. Tenemos dos casos
muy comunes en nuestro hospital pedidtrico: '
1° - Pacientes con procesos oncolégicos (Leucemia) que manejan, por su

enfermedad o por su tratamiento —quimioterapia- FHICT hasta de 25%
° - El servicio de neonatos, que no pueden tomar mds de 1.5 ml para el
estudio y que ademds los pacientes poseen HCT de 60 a 67 %

Ademas se maneja un solo tipo de tubo, de la casa comercial
VACUTAINER®, con las siguientes especificaciones en caja:

“Tubo sistema para toma y recoleccion de sangre de vidrio al vacio
(10.25x64mm). Desechable, para adulto con citrato de sodio 0.129 molar (0.3ml). Liquido
para determinaciones de coagulacién. Tapdn azul, el tapon y el interior del tubo recubiertos
con silicon. Volumen de drenado 2.7 —~ 3ml (+-3ml). El rango menor establece el volumen
de drenado a la altura de! altiplano mexicano, el rango mayor a nivel del mar (Etiquetados
individualmente con No. De lote y fecha de caducidad)”

Qué modificaciones debemos realizar a los tubos de tiempos para

cumplir correctamente con las determinaciones?
Abordando el primer caso, aplicamos la formula:
PST por una PA= (5/ [1-0.25]) = 5/0.75= 6.7, (Se indica relacién 1:6.7)

Esto es, que se debe utilizar 1ml de anticoagulante y 6.7ml de sangre
para ésta muestra. Pero para el tubo vacutainer no se manejan estos
volimenes, en €l se depositan 2.7ml de sangre, asi que:

Iml——p 6.7 ml
2ml—» 2.7ml 2=0.4ml o400 pl ~

Lo que es congruente, porque para una muestra_donde hay mayor
cantidad de plasma (hematodcrito muy bajo) entonces hay que colocar mayor
cantidad de anticoagulante, asi que de los 300ul de cntrato que posee el tubo,
hay que agregar 100ul mas de anticoagulante,

Atendiendo el segundo caso:

Los neonatos, por su edad y por que no es el inico estudio que se les
realiza, los médicos pueden destinar para este estudio un volumen alrededor
de 1.5ml de sangre, y generalmente poseen HCT altos. De ambas situaciones,
se determina inicialmente cual es la proporcién de anticoagulante-muestra con
la que se debe manejar a estos pacientes y luego modificamos el volumen que
en realidad es posible conseguir.
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..o......Asi que supongamos que el paciente maneja HCT de. 60%, entonces
‘ apllcando la férmula: : » ‘
- PSTporunaPA=[5/(1-0.60)] R
=[5/0.40]=12.5 (Seindicarelacién [:12.5) .
Esto es, Iml de anticoagulante y 12.5 ml sangre
) Pero ahora, atendiendo la situacién que no es posible conseguir 2.7ml
’de sangre, si no s6lo 1.5 ml, entonces obtengo que: :
I ml —p 12.5ml
2ml—» 1.5 ml, .2=0.12mlo 120ul,

Lo que corresponde con lo anteriormente manejado, pero ahora en que
al ser menor la cantidad de plasma, se requiere menor cantidad de
anticoagulante, asi que al tubo Vacutainer se le extraen 80ul de anticoagulante
para que queden en el tubo 120ul. y se marca en el tubo el volumen final, el
cual se fija por los 120pl. de anticoagulante mas los 1.5ml de sangre:
1500ul + 120pl= 1620u! volumen total.

En estos casos se observa que la proporcién 1:9 no se aplica; la
férmula obtiene que es 1:6.7 para el HCT alto, y de 1: 12.5 para el HCT bajo,
algo que de inicio parece incongruente pero las consideraciones anteriores
expresan que un ml de anticoagulante, en una muestra con HCT alto, alcanza o
se aplica para mas volumen de sangre y que en el caso de una muestra con
HCT bajo, ese ml de anticoagulante, se aplica en menor volumen de sangre.

5. Manejo de la muestra: Después que se extrajo la muestra, ésta debe
separarse antes de una hora, conserviandose entre 4-6°C, esto mismo se
contintia con el plasma, el cual debe analizarse antes de cuatro horas. Si no
se procesan en éste lapso de tiempo, se debera congelar a —20°C, aunque
los especimenes congelados a -70°C tienen mayor estabilidad. Se
centrifuga de 10-15 minutos a 1500g, para obtener un plasma pobre en
plaquetas. Se debe manipular el plasma con material plastico.

Fase Analitica:

1. Es importante que todas las técnicas que se realicen, incluyan controles
normales y anormales (patoldgicos).

2. Equipos y reactivos: Seguir las instrucciones del fabricante para
calibracion y funcionalidad, atendiendo asi mismo, los sefialamientos para
reconstitucion y conservacién. El pH y la fuerza i6nica, son controlados a
través de los reactivos quimicos, donde es el TIPO de agua para la
hidratacion de los reactivos, la variable que mds dlﬁcultades presenta.

Fase Postanalitica: .

. Informe de resultados: Claros, sin error en calculos »

7 Confrontacion de los resultados obtemdos con los dxagnostxcos de los

pacientes. PR :
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MEZCLAS DE PLASMAS

Gran mayoria de los estudios de coagulacion especiales, requieren
realizar el estudio pero con la adicién de una parte de un plasma testigo al
plasma problema. La adicion de testigo al plasma problema, se denomina

MEZCLA, consistiendo en diluir a volimenes iguales (1+1), en la mayoria de

los casos, el plasma problema con el testigo, y con lo obtenido realizar la

prueba de coagulacién. Para propdsitos practicos este procedimiento define,
que un PLASMA es DEFICIENTE en algin factor de la coagulacion, si el
tiempo de formacion del codgulo, SE CORRIGE, pero si se obtiene lo
contrario, esto es, se mantienc alargado (NO CORRIGE), entonces estd
presente un inhibidor, la actividad inhibitoria sigue expresandose:

LAS DEFICIENCIAS SE CORRIGEN, LOS INHIBIDORES NO.

Existen diferencias en la interpretacion de los resultados de las
mezclas de plasmas. Al menos hay tres formas propuestas:

1. Comparar el tiempo de coagulacion de la mezcla, con el rango esperado
normal para el estudio £3DS, se define correccion, si el tiempo obtenido
se encuentra menor que o igual al limite superior de este rango.

2. La correccion se define cuando el resultado de la mezcla no supera en mas
de cinco segundos al resultado de la prueba del testigo solo. :

3. Empleando el indice de Rosner (IR) o también llamado Indice de
Correccién o Indice de anticoagulante circulante. La férmula es la
siguiente:

[ IR=[(M-T)/P][100] ]
En donde: P = Tiempo de coagulacion del plasma del Paciente.
M= Tiempo de coagulacion de la Mezcla.
T = Tiempo de coagulacion del Testigo. : .

- El dltimo método toma en consideracion el grado de correccwn' o

relativa a la anormalidad inicial. En general se considera que un valor mayor a

15 revela la presencia de un inhibidor. :

No hay datos comparativos de la efectividad de estos métodos, en esta
tesis para interpretar el resultado, se selecciond, el método mas
frecuentemente empleado en la literatura. De esta manera, se encontré que
para la interpretacion de la prueba de inhibicién tisular, aunque algunos
autores emplean dividir el resultado del paciente entre el testigo,
recientemente se ha propuesto, efectuar el cilculo de cociente como sigue:

Cociente=(M) / (T) |
Donde: M = Tiempo de coagulacion de la mezcla 1:1, Paciente y Testigo.
T = Tiempo de coagulacién de Testigo

Considerandose como criterio de positividad, para la presencia de un

inhibidor de la coagulacion, un cociente mayora 1.2 6 1.3. :
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I. DETERMINACION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA.

1. - DEFINICION Y UTILIDAD.

El Tiempo de Protrombina (TP) o también llamado Tiempo de Quick -
por ser Quick A.J.J. quien lo definié en 1935-, es el tiempo necesario para la
coagulacion, de un plasma citratado después de agregar tromboplastina histica
completa y calcio en condiciones dptimas de temperatura (37°C), pH (7.4) y
fuerza iénica. Explora fundamentalmente la funcién de la via extrinseca de la
coagulacién y de la comin (FVII, FV, FX, FII, FI). Es el método adoptado
para monitorear la terapia anticoagulante (tipo cumarinicos), esto es, a ciertos
pacientes, se administra anticoagulantes orales, como tratamiento o como
profilaxis de trastornos trombdticos, asi que se emplea mayor dosis de
anticoagulante oral para obtener en un paciente el TP recomendado.

Las tromboplastinas histicas empleadas para estos casos deben tener
incluidas en cada lote su Indice Internacional de Sensibilidad, ISI (Del ingles
International Sensitivity Index). El ISI es la pendiente de la recta obtenida por
regresion lineal del analisis grafico de correlacidn del logaritmo de los TP
obtenidos, por una tromboplastina de referencia internacional (en el eje de las
ordenadas) contra el logaritmo de los TP obtenidos con la tromboplastina en
estudio (en el eje de las abscisas) en el mismo grupo de plasmas de personas
normales y pacientes anticoagulados. La sensibilidad de la tromboplastina se
refiere a la capacidad que tiene el reactivo para detectar las variaciones en la
concentracion plasmatica de los factores de la coagulacion, que se expresan en
el laboratorio por una mayor diferencia en segundos entre el resultado del
testigo contra el problema. La discordancia entre las diferentes
tromboplastinas empleadas en todo el mundo ocasiona una gran diferencia
entre las dosis de anticoagulacion en diferentes paises. Por eso al aprobarse en
1983 por la OMS el Cociente internacional Ajustado 6 Razén Internacional
Normalizada (INR por el idioma ingles, International Normalized Ratio), se
cuenta con un esquema internacional estandarizado del TP que proporciona
una terapia anticoagulante segura y efectiva®.

2. — FUNDAMENTO.

Cuando se afiade Calcio y un extracto histico (Tromboplastina), el
FVII reacciona con el extracto histico (Sustituto del FIII) y se forma un
complejo que convierte el FX en FXa, continuando con la activacién sucesiva
de los consecutivos Factores, hasta culminar con la conversién de FI en
Fibrina. Por tanto esta prueba mide la ACTIVIDAD total de todos los factores
que intervienen en ambas vias (Via extrinseca y Via comun).
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3. - TECNICA.

Material y Reactivos: :

1. Plasma Pobre en plaquetas, obtenido a pamr de sangre recogxda en Cltrato B
de sodio 0.025M en la proporcién de un volumen de citrato por cada nueve
voliimenes de sangre.

2. Suspension de Tromboplastina Histica calcificada, en nuestro caso,
Neoplastine® Cl plus ® Diagndstica Stago

En la actualidad existen numerosas tromboplastinas comerciales
preparadas a partir de tejidos animales, cuya sensibilidad suele variar segiin la
firma comercial que la prepara. El tipo de tromboplastina que debera utilizarse
va a depender del tipo de poblacion y estudio a realizar. Se emplean
tromboplastinas de alta sensibilidad (Indice de sensibilidad lo més cercano a la
unidad) para el seguimiento de la anticoagulacion oral. Para estudios en
poblacion de consulta externa, o estudios preoperatorios, es adecuado emplear
tromboplastinas de baja o .ncdiana sensibilidad.

Para el empleo adecuado de las tromboplastinas éstas deben incubarse
previamente cuando menos 10-15 min (lo que recomiende el fabricante) a
37°C, ya que el extracto histico, estd conformado con una fraccién proteica
que tiene actividad enzimdtica, y que para su dptimo desempefio debe estar a
la temperatura recomendada.

3. Coaguldmetro a emplear (ST, Diagndstica Stago).
Procedimiento
Pipetear en dos cubetas:
Plasma citratado, paciente o control 50 ul
Dejar incubar exactamente 60" a 37°C
Neoplastine® Cl Plus 5 100 pl
Inmediatamente se pone en marcha el cronémetro
y se registra el tiempo de formacidn del codgulo.

Si no se obtiene formacién de codgulo después de 60 segundos de
reaccion, se detiene el ensayo y se registra que el TP es mayor de 60 seg.
Calculo y expresion de los resultados

El resultado de la determinacion de TP puede expresarse en segundos,
si es del conocimiento general, los valores de referencia que se obtienen con
plasmas "normales" (Generalmente se acepta de 12 a 14 s, pero el laboratorio
debe establecer su propio rango con la tromboplastina y lote que se encuentre
trabajando). Sin embargo durante mucho tiempo, se ha expresado el resultado
en porciento de actividad, debido esto principalmente a que, como ya se
menciono, es el método para monitorear la terapia anticoagulante, y en los
afios 60's, era recomendado como rango terapéutico que se alcanzara de un
"25 a 15% de lo normal" y que alcanzado este nivel se mantuviera por la
administracion continua y controlada del anticoagulante. Dado que el TP es
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prolongado, cuando estian reducidos los NIVELES FUNCIONALES de los
factores V, VII, X y II, los tres ultimos vitamina K dependientes, y al actuar
los anticoagulantes orales cumarinicos precisamente como antagonistas de la
vitamina K (Consulte el Anexo a), reducen el nivel funcional de los factores
VII, X y II, Factores involucrados en la via extrinseca y com{n, evaluadas en
la prueba del TP. Aunque hoy en dia se ha recomendado, que sea expresado el
resultado en segundos para el general de la poblacion (como se realiza para el
TTPa), aun es solicitada la expresion en porciento de actividad, por lo que se
explicara el trazado de la curva y los calculos con los que se consigue,
expresar, en tantos por ciento (%).

TRAZADO DE LA CURVA PARA EXPRESAR EL TP EN %

Es importante primero considerar que la expresion en tanto por ciento
mantiene una relacién inversa a la magnitud del tiempo de formacién del
codgulo, esto es, que entre mayor sea el tiempo que tarda en formarse el
codgulo de fibrina, menor serd el porcentaje de actividad de TP que se
reportard y asi mismo, si el tiempo de formacion del codgulo es corto, el
porcentaje de actividad serd mayor, como se muestra en la Tabla Abl.

Tiempo de formacién | % Actividad de TP RELACION
del coagulo reportado
12" 100% Menor tiempo, mayor porcentaje
27" 25% Mayor tiempo, menor porcentaje

Tabla Abl. Relacion inversa de la expresion del TP en porciento de actividad.

Procedimiento experimental de la obtencidon de los puntos de la curva:

1. - Se requiere contar con un pool de referencia, al que se le asigna el 100%
de actividad de TP. Dado que para muchos laboratorios no es posible
reunir a una poblacién "normal" cada que el reactivo cambia de lote, se
cuentan con preparados comerciales, en nuestro caso se empled el
Unicalibrador (Diagnéstica Stago), el cual es un preparado de plasma
citratado humano (No especifican ni edad, ni niimero de donadores).

2. - La tromboplastina a utilizar, registrando el lote, Neoplastine® CL Plus®,
lote 970775.

3. -Diluyente (Para las diluciones e hidrataciones), se aconseja agua destilada
o mejor alin desionizada.

Procedimiento: v ; .

Se realizan tres diluciones al pool de referencia (Unicalibrador): La
primera es 1:2, la segunda 1:4 y la ultima 1:8, éstas se pueden re'lllzar
sucesivamente como se muestra en la Tabla Ab2 : -
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Dilucidn Volimenes empleados

(1a) Pool de referencia = 150ul + Agua desionizada = 150ul

(2a) (la) Dilucién = 150p] + Agua desionizada = 150ul

(3a) (2a) Dilucién= 150ul + Agua desionizada = 150l

Tabla Ab2. Diluciones del pool de referencia

Se realiza la determinacién de TP por duplicado del unicalibrador y
sus tres diluciones, se anotan los tiempos de formacién de coagulo y se
correlacionan con el Porcentaje de la concentraciéon, como se muestra en la
Tabla Ab3.

Muestra analizada | Segundos obtenidos |% Correspondiente
Unicalibrador 13.2,12.9 100

la Dilucion 18.2,17.2 50

2a Dilucidén 27.8,27.4 25

3a Dilucién 48.1,49.2 12.5

Tabla Ab3. Determinacion de TP del pool de referencia, sus diluciones y su porcentaje de
actividad correspondiente.

Se cuentan con cuatro datos para construir una curva de dilucion de
TP, estos cuatro puntos son los minimos recomendados. Si los cuatro datos se
grafican en un papel milimétrico, colocando en el eje de las abscisas el
porciento de actividad, comenzando desde el 100%, y en el eje de las
ordenadas los segundos, se obtiene una curva de tipo potencial, como se
muestra en la Figura Abl. Como la interpolacién en este tipo de grafico
resulta complicada, se prefiere linealizar la curva, empleando papel
semilogaritmico al eje de las abscisas (%), el cual se muestra en la Figura
Ab2.

En el grafico con papel semilogaritmico, resulta curioso, que el Gltimo
punto ya no se puede graficar (12.5%), naturalmente al linealizar los puntos,
los segundos originales correspondientes a los porcentajes de la dilucion, se
mueven y ya no son los mismos, pero si proximos.

La dificultad de graficar el altimo punto, en el papel semilogaritmico
(proporcionado por Diagnostica Stago), no es mas que una exigencia técnica,
porque realmente si se considera el objetivo de la conversion del tiempo
obtenido de formacién de codgulo a porcentaje de actividad, el cual es reportar
al médico que dirige una terapettica anticoagulante, y que el mayor interés se
encuentra en que el paciente maneje un "TP de 25 a 15%", este dltimo
porcentaje, en nuestra curva, se encuentra perfectamente- graficado y que
corresponde, ya linealizada a 41.5 seg,.
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Figura Abl. Trazo de la curva de TP, en papel milimétrico.
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El grafico en papel semilogaritmico considera graficar casi hasta 46 s,
por lo que cubre sin mayor problema, el intervalo clinicamente importante, ya
que se podria informar, si se obtuviera un tiempo mayor de 46 s, que el

orcentaje de actividad de TP es menor del 15%.

Figura Ab2.- Trazo de la curva de TP en papel semilogaritmico.

Sin embargo, si se requiere de la mayor exactitud para monitorear
cualquier respuesta, ain en tiempos mayores de lo adecuadamente graficable,
se cuenta con las consideraciones matematicas, donde se linealiza la curva
empleando la ecuacién de una recia, obteniendo de los datos experimentales,
la ordenada al origen (Tiempo de formacion del codgulo) y el logaritmo de las
abscisas (Porcentajes de actividad). Estos calculos va los realizan los equipos
automatizados, en la Figura Ab3, se muestra la curva y cdlculos, que reportaba
el equipo ST8, Diagnostica Stago, utilizado anteriormente en el laboratorio de
Hematologia del INP, en ella se puede observar el planteamiento de la
ecuacion lineal y como el porcentaje de actividad, varia después de linealizar
la recta (el inicialmente asignado, se nombra tedrico, y el obtenido al
linealizar, computado).
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Figura Ab3.- Reporte de calibracion del equipo STS.

De esta manera, si la determinacion de nuestro paciente de TP se
obtiene de 55.0 s, la ecuacidon nos entrega una equivalencia de 10.8 %.
Expresion que naturalmente pone de manifiesto la gravedad del estado clinico
y que ante cualquier accion médica, el laboratorio puede apoyar su respuesta si
ante una segunda determinacidn, esta se obtuviera de 47.0 s 12.9 %,
respuesta minima, pero que el laboratorio puede precisar y al informar al
médico, éste determinard las acciones a seguir. Si no se cuenta con el equipo
automatizado que entrega junto con el resultado en segundos su equivalencia a
porcentaje de actividad, se puede realizar el cdlculo manual y realizar una
tabla de equivalencias, donde se puede observar ante un resultado
determinado, el % de actividad correspondiente, como se muestra en la Figura
Abd.

Algunos autores a la par de este sistema de porciento de actividad,
prefieren expresar los resultados como cociente (6 ratio) de protrombina, que
corresponde al cociente entre el valor del tiempo de protrombina (en
segundos) del paciente y el correspondiente al plasma de referencia.
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TABLA DE CONVERSION DE TIEMPO DE FORMACION DE COAGULO
EN % DE ACTIVIDAD DE TP

% ={{(T*0.196) - 1.486 ] exp -1} {100}

NIDIMO 3G Y114
NOD SI83L

seg % seg | % seg | % seg %

12.61101.7 17.1[53.6 2161364 26.112786
12.7] 99.7 17.21530 21.7136.1 2621274
12.8) 97.8 17.3152.5 2181359 2631273
12.9] 95.5 17.4{52.0 21.9{356 26.4127.1
13.0] 94.2 175]51.4 22.0(354 265127.0
13.11.92.5 17.6150.9 22.1{35.1 266268
13.2] 90.8 17.7 1504 22.2]134.9 26.71267
13.3] 89.2 17.8|499 223|347 268265
13.4( 87.7 1791494 224344 269264
13.5] 86.2 18.0]49.0 225]342 27.0]26.3
13.6| 84.8 18.11485 226[340 27.1]126.1
13.7} 834 18.2 480 2271337 27.2126.0
13.8] 820 18.3[476 2281335 27.3]1259
13.9] 80.7 1841472 229|333 2741257
14.0( 795 185146 7 230331 2751256
14.1]1 783 1861463 2311329 276255
142|771 1871459 23.2[327 27.71254
1431759 18 81455 23.3)325 27 8125.2
14.4| 74.8 189451 2341323 2791251
1451 737 190447 23.56]132.1 2801250
146|727 1911443 23.6(31.9 28.1]124.9
1471717 19.21439 23.7131.7 28.2124.7
14.8] 70.7 1931435 23.81315 28.3|246
1491 69.7 19.41432 23.9131.3 2841245
15.0| 68.8 1951428 24.01311 28.5{24.4
15.1] 679 1961425 241,309 2861243
152]| 67.0 19.7 1421 2421306 28.7[24.2
153] 66.1 1981418 2431305 2881240
15.4) 65.3 1991414 2441303 289239
15.56]| 644 200 (411 2451302 2901238
15.6| 63.6 20.11408 246|300 2911237
15.71 62.8 20.2 1404 2471298 2921236
15.8] 62.1 20.31401 248296 2931235
159[ 613 20.4398 2491295 29.41234
16.0] 606 2051395 2501293 2951233
16.1] 59.9 20.6 {392 25.1(29.1 2961232
16.2] 59.2 20.7 /389 25.2129.0 29.7123.1
16.3| 585 20.8138.6 25.3128.8 298(23.0
16.4] 579 2091383 2541286 29.9122.9
16.5| 7.2 21.0]38.0 255]28.5 300[228
16.6| 56.6 2111 3.7 25.6)28.3 30.1122.7
16.71 56.0 212|375 25.7128.2 3021226
16.8] 55.3 21.3]|37.2 25.8|28.0 30.3]225
16.9| 54.8 214369 2591279 3047224
17.0] 54.2 21.5]36.7 26.0)27.7 30.5]22.3

Figura Ab4.-Tabla de equivalencias de segundos a % de

actividad de TP
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Por ejemplo, si el TP de un paciente es 18 s y el plasma de referencia,
12 s, el cociente serda de 1.5. Ambas expresiones, no son adecuadas para los
pacientes que tratados con anticoagulantes orales, ya que con la adopcién en
1983 del sistema INR o RIN —Radio Internacionai Normalizado- los médicos
requieren conocer el TP expresado en este sistema. Las recomendaciones
indican rango terapéutico de 2.0 a 3.0 para manejar el riesgo y de 2.5 a 3.5
para mayor riesgo. Este sistema considera el ISI —indice de sensibilidad- que el
fabricante reporta de su tromboplastina, el INR se calcula como se muestra en
la Figura AbS.

rR= (TP del paciente en s / TP normal en s*) | INR=R™ ]
Figura Ab3.- Calculo de TP en el sistema INR.
Donde: R= radio o relacion entre ¢l TP del paciente y * TP normal. que el laboratorio

establece, con la tromboplastina usada y que conoce su IS

La casa comercial, Diagnostica Stago, entrega una tabla de
equivalencia de TP al correspondiente INR, evitando realizar los calculos, con
el I1SI de la tromboplastina, como se muestra en la Figura AbG.

NEOMO 30 V114
NOD SISaL

Determinacion de INR
LOTE NQ.: 970775
IS1* =128

RY INR ‘&) R INR @ R INR &
1.00 1.00 1.85 2.20 2.70 3.57
1.05 1.08 1.90 2.27 2.75 365
1.10 1.13 195 2.35 2.80 3.74
1.15 1.20 2.00 2.43 2.85 3.82
1.20 1.26 205 251 2.90 3.91
1.25 1.33 2.10 2.58 2.95 3.99
1.30 1.40 2.15 2.66 3.00 4.08
1.30 147 2.20 2.74 3.05 417
1.40 1.54 2.25 2.82 3.10 4.26
1.45 1.61 2.30 2.90 3.15 4.34
1.50 1.68 2.35 2.99 3.20 4.43
1.85 1.75 2.40 3.07 3.25 4.52
1.60 1.83 2.45 3.15 3.30 461
1.65 1.90 2.50 3.23 3.35 4.70
1.70 1.97 2.55 3.31 3.40 4.79
1.75 2.05 2.60 3.40 3.45 4.88
1.80 2.12 2.65 3.48 3.50 4.97

' R= COCIENTE DEL TP DEL PACIENTE / TP NORMAL

2 INR= R 151

* = E| valor de IS| ha sido determinado cotra un estandar secundario de
tromboptastina de cerebro de conejo, acorde al método recomendado
por la Organizacion Mundial de la Salud.

Figura AbG.- Tabla de equivalencia NEOPLASTINE® CL PLUS ® en INR.
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4. VALORES DE REFERENCIA.

Con el lote No. 970775 de Neoplastine Cl Plus® y 30 muestras
analizadas de pacientes "normales", en el equipo ST, se obtuvo el siguiente
intervalo: 12 - 15 seg.

El Pool Testigo analizado en este mismo tiempo, coagulé en: 13.9 seg.

5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Su utilidad clinica es la monitorizacion y control de la terapeitica
anticoagulante. Se considera que por debajo del 85% debe. estimarse
patolégico (de 12 seg. para nuestro caso), aunque es hasta cifras inferiores al
30% que se presentan sintomas clinicos.

Como  prueba  funcional  hepatica, se alarga en las
hipoprotrombinemias: Por carencia de vitamina K, por déficit de absorcion de
dicha vitamina, por déficit de utilizacion de la vitamina K en insuficiencia
hepatica grave, por antagonismo quimico.

El alargamiento también puede deberse a déficit del FVII, congénito o
adquirido, o la presencia de inhibidor especifico a éste factor, o alguno de
todos los factores presentes en la via comin. Cuantificado un tiempo de
coagulacion alargado, se sugiere como causa, la presencia de un inhibidor de
la coagulacion, si al realizar una mezcla 1:1 (En un tubo colocar 50% de la
muestra patolégica y 50% del pool y de ahi medir lo necesario para repetir el
estudio), el resultado de la determinacion no corrige.
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II. DETERMINACION DEL TIEMPO DE~ TROMBOPLASTIN
PARCIAL ACTIVADA. .
(Rutinario y de incubacion prolongada -anucucnpos de baja lcspuesta )

- DEFINICION Y UTILIDAD.

En 1953 Langdell introduce una prueba de laboratorio, el Tiempo de
Tromboplastina Parcial (TTP), como estudio para detectar la ausencia del
factor hemofilico. Se denomina Tromboplastina Parcial por que estd
constituida esencialmente por Fosfolipidos. Posteriores modificaciones al TTP
como el agregado de "activadores" como el acido eligico o silicatos
particulados como el celite o el Caolin (Silicato de aluminio —originario de
vacimientos en Kuo Ling, una ciudad de China), han logrado que sea una
prucba definitiva de escrutinio de coagulacion y el método de cleccion para
determinar factores.

El Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa), es el tiempo en
segundos que tarda un plasma citratado en coagutar después de agregarle la
fraccion lipidica de la tromboplastina, mads calcio, y mas un activador, en
condiciones éptimas de temperatura, pH y fuerza ionica. Mide la actividad
coagulante de los factores que intervienen en la via de generacidn lenta -VIA
INTRINSECA-, excepto el FXIII, esto es, refleja la integridad global del
sistema intrinscco de la coagulacidon. Ademds se utiliza como prueba para
evaluar y vigilar la accion de los anticoagulantes no orales (heparina). La
heparina potencializa el efecto anticoagulante de la antitrombina III. La
antitrombina 111 inhibe a todas las serinoproteasas (Kalicreina, FXIla, FXlIa,
FIX, FXa y Flla que pertenecen a la via intrinseca).

2. - FUNDAMENTO.

Cuando se recalcifica la mezcla de plasma problema y el fosfolipido
(Generalmente cefalina, fosfolipido similar al factor plaquetario 3), la tasa de
formacion de fibrina, sélo es "normal" cuando los factores involucrados en las
vias intrinseca y comimn, son "normales"”. Las tromboplastinas parciales son
incapaces de inactivar la via extrinseca, que requiere de tromboplastina
completa (Factor tisular). Es asi que el TTPa "sortea” la via extrinseca y el
factor VII no lo modifica.

Se ha demostrado que cuando se incrementa el tiempo de incubacion
con el reactivo de TTPa, el comportamiento de los plasmas con inhibidores
débiles es revelado de manera importante.
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3. TECNICA.
Material v Reactivos
1. Plasma Pobre en plaquetas, obtenido a partir de sangre recogida en
Citrato de sodio 0.025 M en la proporcion de un volumen de citrato
por cada nueve volimenes de sangre.

. Tromboplastina Parcial (Fosfolipido), en nuestro caso CK Prest®,
Diagnostica Stago. Dado que los Fosfolipidos son insolubles en
agua, y que los activadores tienden a sedimentarse, estas
Tromboplastinas siempre deben agitarse antes de su uso y no es
riguroso la incubacion previa a 37°C, solo que esté a temperatura
ambiente.

3. Coagulometro a emplear (ST,, Diagnostica Stago).

Procedimiento

Pipetear en dos cubetas:

Plasma citratado, paciente o control S50pl
CK Prest (recientemente homogeneizado) 50pl
Dejar incubar exactamente 180" a 37°C

CaCl, 0.025M preincubado a 37°C 50ul
Inmediatamente se pone en marcha el cronémetro
y se registra el tiempo de formacion del coagulo.

0]

Si no se obticne formacion de codgulo después de 120 segundos de
reaccion, se detiene el ensayo y se registra que el TTPa es mayor de 120 seg.

Para la determinacion de inhibidores débiles, el tiempo de incubacion
se permite de 60 minutos, cubriendo con parafilm la copa de reaccidn, y se
continiia con la determinacion del mismo modo que el rutinario, sélo que si no
se obtiene formacion de codgulo después de 200 _seg., se detiene la
determinacion y se registra que el tiempo es mayor de 200seg. Como parte de
la especificacion del método se determiné el CV de la prueba, obteniéndose de
0.8.

4. VALORES DE REFERENCIA.

Con el lote No. 971511 de CK Prest y 30 muestras analizadas de
pacientes, en el equipo ST,, se obtuvo el siguiente intervalo: 25 - 36 seg.
El pool Testigo analizado en este mismo tiempo, coagulé en:  34.4 seg,

Para la incubacidn prolongada (una hora) se obtuvo el tiempo de
formacion de codgulo para el Testigo de: 45.0 seg.

Se registra su tiempo ya que la interpretacion de la prueba TTPa
incubado una hora, es indicada por medio del Indice de Rosner, donde de
obtenerse mayor o igual a 15, se apoya la presencia de inhibidor de la
coagulacion.
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5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Para el TTPa rutinario, en general, se considera que un alargamiento
de ocho segundos respecto al testigo, expresa una alteracion, y donde de inicio
se pueden considerar como responsables, a los factores antihemofilicos (FVIII
y FIX) de los restantes participantes de la via intrinseca (FXII, FXI) o de Ia
comumn (FX, FIl, FI). Se prolonga también si el Fl es inferior a 100 mg/ml.

Tiempos cortos se pueden observar, después de una puncién venosa
deficiente, o si el plasma ain contiene plaquetas, o en la Coagulacién
Intravascular Diseminada. Cuando los valores son anormales se aconseja
realizar repeticion del estudio, con la mezcla 1:1 con pool, para descartar la
presencia de inhibidor de la coagulacion; la cual se revelaria si atn asi el
tiempo de coagulacién se mantuviera alargado (Cuando menos cinco segundos
arriba del tiempo que emplea el pool sélo en el mismo estudio). Si en el
estudio de mezcla hay correccion del tiempo de coagulacidn entonces se
aconscja ciectuar las prucbas diferenciales para determinar el factor deficiente.

La primer prueba que ayuda a senalar el factor (0 Fuctores, en los
casos mds complicados) deficiente, es el Tiempo de Protrombina, va que si
éste no se encuentra alargado, entonces se estd apuntando a que se encuentra
en la via intrinseca (E] TP respalda como buenas la extrinseca y comin). Y de
aqui sc procede a determinar él o los Factores que mds comunmente se
conocen pucden estar deficientes, como son el FVIIy FIX.

Para la determinacion de inhibidores débiles, éste procedimiento se
puede considerar como el Gltimo a realizar, dentro de una fase de escrutinio
inicial en su blsqueda, ya que conociéndose que en la determinacion de TTPa
son muchas las variables analiticas que afectan el resultado, por ejemplo, el
tipo y concentracion de activador y la composicion y concentracién del
fostolipido, las cuales pueden determinar el tiempo de incubacion optimo del
reactivo para obtener una activacion completa del plasma, con resultados
reproducibles; por lo que se estan moditicando las condiciones estandares para
incrementar las posibilidades de revelar cualquier actividad, de algin
anticuerpo, por débil que sea.
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IIl. DETERMINACION DEL TIEMPO DE TROMBOPLASTINA
PARCIAL ACTIVADA SENSIBLE A LA PRESENCIA DE
ANTICOAGULANTE LUPICO (TTP-AL)™,

1.- DEFINICION Y UTILIDAD.

Se trata de una determinacion de TTPa, pero con modificaciones, ya sea
de la concentracion del fosfolipido o el tipo de activador que contenga o en
ambos. Se conoce que aumenta la sensibilidad de la prueba para detectar AL,
al modificar ambos componentes, en especial, si el fosfolipido es cefalina y el
activador es silica. '

2.- FUNDAMENTO.

Consiste en diluir la Tromboplastina parcial, generalmente 1:20, para
evidenciar un inhibidor, probablemente de tipo lipico, que no puede
manifestarse porque el reactivo contiene altas concentraciones de fosfolipidos.
Al diluirse el antigeno (Tromboplastina parcial) se consigue una zona de
equivalencia de la reaccién. El activador mas empleado es el caolin (Silicato
de aluminio -Al:0sSi -) generalmente con un tamaiio de 0.1- 4 11, aunque se
han obtenido mejores resultados con Silica micronizada (8i0:, Didxido de
silicio que microcristalizado mide 0.5 — 1.0 1) pero su costo es mayor (Los
100g se cotizan en $9.15, los 100g de Caolin en $2.87). El acido Elagico
(Cuk6Ox) no aumenta la sensibilidad en la deteccion de AL™

3.— TECNICA.

Material y Reactivos:

1. Plasma Pobre en plaquetas, obtenido a partir de sangre recogida en
Citrato de sodio 0.025M en la proporcion de un volumen de citrato por
cada nueve volimenes de sangre.

Tromboplastina Parcial sensibilizada para determinar un inhibidor de la
coagulacidn, probablemente del tipo lipico. De manera casera, se puede
realizar la dilucion de la Tromboplastina parcial que se usa en la
determinacion del TTPa, pero debe establecerse qué dilucion es la mas
adecuada; en nuestro laboratorio se realizaron diluciones al CK Prest,
Diagnostica Stago y se lograron resultados comparables, con la dilucién
1:20 observandose que el rango de referencia es mas alto, con respecto
al preparado comercial. El preparado comercial TTP-AL, emplea
cefalina (Fosfolipido) diluida (1:10) y como activador silica. Se
reconstituye segun instrucciones del fabricante. Por la presencia del
activador, el reactivo debe agitarse antes de usarse.

CaCl20.025M incubado a 37°C.

4. Coagulémetro, ST,, Diagndstica Stago.

[S]

Wl
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Procedimiento :

Pipetear en dos cubetas:

Plasma citratado, paciente o control 50l
TTPa-AL (bien resuspendido) 50 ul
Dejar incubar exactamente 180 a 37°C

CaClz2 0.025M preincubado a 37°C 50 pi

Inmediatamente se pone en marcha el cronémetro
Y se registra ¢l tiempo de formacion del coagulo.

Si no se obtiene formacion de coagulo después de 180 segundos de
reaccion, se detiene el ensayo y se registra que el TTP-AL es mayor de 180
segundos. Como parte de la especificacion del método se determind el CV de
la prueba, obteniéndose de 0.5.

4, - VALORES DE REFERENCIA.

Con el lote No. 980101 de TTP-AL y 30 muestras analizadas de paciente
seleccionados, en el equipo ST;, se obtuvo como limite de referencia de
coagulacion el siguiente: Hasta 45. 0 seg.

El pool Testigo analizado en este mismo tiempo, coaguld en:  38.9 seg.

5. - INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Una prolongacion en la prueba de TTP-AL no es definitiva para
asegurar la presencia de AL. Debe repetirse la determinacién, con la mezcla
1:1 con testigo, de esta manera se descarta la deficiencia de algin factor de la
coagulacion.

Se definio correccion, cuando el resultado del estudio de mezela no
superé en mas de cinco segundos al resultado del testigo.

Si se obtiene nuevamente prolongado el tiempo del estudio, sélo se ha
establecido la  presencia de un inhibidor de la coagulacién -

PROBABLEMENTE de tipo lipico. Ya que es una prueba especml que»’ : »

entrega un dato importante para asegurar su presencia. )

Aunque el rango de referencia indica hasta 45.0 segundos, en la ,
prictica se ha encontrado, que los pacientes positivos a AL entreganA
resultados mucho mayores (130 segundos o mads). ‘
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1IV. DETERMINACION DEL TIEMPO DE CAOLIN (TK)" .

1. DEFINICION Y UTILIDAD.

Consiste en realizar un tiempo de coagulacion usando exclusivamente
caolin, hecho que hace a la prueba particularmente sensible a agentes, que
como el AL, se ven afectados por la actividad procoagulante de los
fosfolipidos residuales, en las pruebas de coagulacion dependientes de
fosfolipidos.

2. FUNDAMENTO.

La completa ausencia de fosfolipidos en el medio de reaccion asegura
al sistema del plasma a coagular con la sola via intrinseca, sorteando cualquier
inhibidor a los factores de la via extrinseca y sobre todo a ejercer su
mecanismo inhibitorio SOLO en la cascada de coagulacidn.

3. TECNICA.
Material y Reactivos

Los aparatos fotodpticos no pueden usarse para el método, porque la
suspencion de caolin (Fuertemente turbia) interfiere en la deteccion del
codgulo.
I. Plasma pobre en plaquetas, con menos de 1x10°%/L, obtenido por doble
centrifugacion a 2000-2500g por 10 minutos, es muy importante asegurarse
que se cumpla con este requisito.
Suspencion de caolin (Silicato de Aluminio, Al:OsSi) en concentracidn de
20mg/ml, preparada con caolin J.T.Baker (No. de catdlogo 2242-20) Lote
108477, con solucidn salina. Se ha recomendado la preparaciéon con buffer
Owren, sin embargo una evaluacién comparativa con ambas soluciones,
demostro que la solucidn salina es igualmente aplicable.
Debido a que la suspencion sedimenta rapidamente, hay que agitarla
inmediatamente antes de usarse. Se prepesaban 300mg de caolin y se
agregaban 15ml de solucidon salina al inicio de las determinaciones. Se
encontrd que es estable hasta los 15 dias de haberse preparado.
4. Coagulometro a emplear (No fotooptico) —ST,, Diagnostica Stago-.
Procedimiento:

Pipetear en dos cubetas:

884

(]

Plasma citratado, con <1X10°%/L plaquetas 100ul
Suspencidn de caolin (recién homogeneizado) 50wl
Dejar incubar exactamente 180"

CaCl: 0.025M preincubado a 37°C 50ul

Poner inmediatamente en marcha el cronometro
y se registra el tiempo de formacion del coagulo.
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T Si no sc obtiene formacion de codgulo después de 180 segundos de
reaccion, se detienc el ensayo y se registra que el TK es mayor de 180 seg.
La preparacion de la suspension debe realizarse lo mds precisa posible,
y se debe solo aceptar su preparacion si el contro! o testigo no varia en mas de
cinco segundos, del tiempo en promedio obtenido. Como parte de la

especificacion del método se determind el CV de la prueba, el cual resulté de
4.4,

4. VALORES DE REFERENCIA.

Con la suspencidn de caolin 20mg/ml y 30 muestras analizadas de
pacientes seleccionados, en el equipo ST, se obtuvo el siguiente intervalo de
referencia: 66.8 a 110.4 seg.

El pool testigo coaguld en:  90.2 seg.

La prueba se recomienda interpretar segun el cdlculo del Indice de

Rosner, donde el intervalo queda: -19.1 a 15.1

Lo que representa que nuestro IR de corte es también 15, como el
generalmente reportado en la literatura,

5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.
Un resultado prolongado (IR>15) en la prueba de TK no es definitivo
para asegurar la presencia de AL, solo se ha establecido la presencia de un

inhibidor de la coagulacion, pero que aporta un dato positivo hacia su
presencia.
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; PRUEBA DE INHIBICION DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR
(0 Tiempo de Protrombina diluido TPd)* "

‘1.-DEFINICION Y UTILIDAD.

Se trata de una prueba de TP, pero con modificacion de la
concentracion del extracto tisular (Tromboplastina completa, fraccion
proteica y lipidica). Se conoce que aumenta la sensibilidad de la prueba para
detectar AL, por la gran diluciéon que se realiza, esto es, la sensibilidad,
depende de la dilucion de la tromboplastina.

2. FUNDAMENTO.

Para evidenciarse un inhibidor que no puede manifestarse porque el
reactivo contiene altas concentraciones de fosfolipidos, se realiza dilucidon
1:500 de la tromboplastina completa, llegando a una zona de equivalencia de
la reaccidn. Recientemente se ha conseguido mayor sensibilidad para dctectar
un inhibidor de la coagulacion, por el uso de las tromboplastinas humanas
recombinantes.

3. TECNICA.

Material y Reactivos

1. Plasma pobre en plaquetas, obtenido a partir de sangre recogida en
citrato de sodio 0.025M en la proporcion recomendada.

2. Tromboplastina completa (Diluida), sensibilizada para determinar un
inhibidor de la coagulacion, probablemente de tipo lipico. La dilucidon
se realiza en el laboratorio, a la Tromboplastina utilizada para la
determinaciéon del TP (Neoplastine® Cl Plus®) empleando como
solvente, solucién salina. En la literatura es recomendada una dilucion
muy alta, 1:500; en el laboratorio se realiza primero una dilucién 1:10 y
a su vez de ésta, otra de 1:50 (Dilucidn final 1:500). Por la presencia de
la fraccion proteica, la tromboplastina diluida debe preincubarse a 37°C

" antes de usarse.
3. CaCl20.025M incubado a 37°C.
4. Coagulémetro STy, Diagndstica Stago.

Procedimiento: Pipetear en dos cubetas:

Plasma citratado, paciente o control 50ul
Tromboplastina diluida 1:500 - 50l

Dejar incubar exactamente 300°" a 37°C TR
CaCl: 0.025M incubado a 37°C 50ul-

Inmediatamente se pone en marcha el cronémetro
Y se registra el tiempo de formacién del coagulo.
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Si no se consigue formacion de codgulo después de 180 segundos de
reaccién, se detiene el ensayo y se registra que el TPd es mayor de 180seg. El
tiempo de incubacién de 300 segundos (o cinco minutos) es fundamental,
debido a que se encuentran muy dispersos los elementos bioquimicos
(Fraccion proteica y lipidica) y su interaccion es mas lenta. La elaboracion de
la dilucion debe ser lo mds exacta posible y se debe solo aceptar su
preparacion, si el control o testigo no varia en mas de cinco segundos. Como
parte de la especificacion del método se determiné el CV de la prueba, el cual
se obtuvo de 2.6.

4. VALORES DE REFERENCIA.

Con el lote No. 970775 de Neoplastine® CL Plus®, diluido 1: 500 con
solucién salina y 30 muestras analizadas de pacientes seleccionados, en el
equipo ST, se obtuvo el siguiente rango de referencia: = 64.2 a-100.1 seg

El Pool Testigo analizado, coagulé en: 80.5 seg.: -

La literatura recomienda expresar el resultado de la-prueba, como
cociente o proporcion (ratio), esto es, dividir el resultado de la mezcla 1:1
(Paciente y Testigo) entre el resultado del testigo, de esta manera el rango de
referencia quedo como sigue:

Cociente de referencia para TPd = 0.8 a 1.2

5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Una prolongacién en la prueba de TPd no es definitiva para asegurar la
presencia de AL. Debe continuarse el estudio, con la determinacién en la
mezcla 1:1 con testigo, de esta manera se descarta la deficiencia de un factor
de la coagulacion. Si se obtiene nuevamente prolongacion del estudio, se ha
establecido la presencia de inhibidor de la coagulacidn, convirtiéndose en un
dato positivo en la determinacion del AL. El limite superior de referencia,
coincide con el mas frecuentemente reportado en la literatura, aunque se
conoce que el tipo de tromboplastina influye en este valor, encontrandose en
1.3 6 1.5 en algunos casos.
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VIIl. DETERMINACION DEL TIEMPO DEL VENENO DILUIDO
DE LA SERPIENTE DE RUSSELL (TVRd)*.

INTRODUCCION.

Desde tiempos remotos es un hecho conocido que la picadura de una
serpiente es mortal para el individuo que la sufre, en muchos casos no se
cuenta con el tiempo suficiente para prestar una ayuda. Son la Cobra y el
Aspid, las dos serpientes mas peligrosas, son la causa principal de unas 20,000
muertes anuales en la India. Sin embargo se conocen cerca de 250 especies de
serpientes venenosas, distribuidas en todo el mundo. Popularmente se les
llama viboras, esto debido a que la gran mayoria de ellas nacen de huevos,
denominandose seres viviparos, nombre otorgado por que procede de dos
palabras latinas que significan "hijuelos paridos vivos”. Al contar con técnicas
de caza segura y de aislamiento de sus venenos, se permitié iniciar la
caracterizacion de ellos. Todos los venenos son muy complejos y consisten de
numerosos componentes, principalmente enzimas (Neuro o hematotoxicas):
Enzimas proteoliticas, Hialuronidasas, Colagenasas, Fosfolipasas, etc. En los
venenos ricos en enzimas proteoliticas, hay componentes que afectan la
coagulacién sanguinea de la presa’’. Algunos de estos componentes, son de
tipo trombina o son enzimas fibrinoliticas, algunas pueden solo activaral FX y
otras a las plaquetas; todas ellas tienen un atractivo interés, en vista de su
petencial uso clinico y su aplicacién como herramienta para elucidar el
complicado mecanismo de la coagulacion.

La serpiente de Russell (vipera russelli y quizas por esto la literatura la
nombra Russell’s Viper — Vibora de Russell-), habita en amplias regiones de
la India, al sudeste de China y algunas partes de Indonesia. Es un animal
fuerte que puede medir hasta un metro de longitud y que al atacar puede
inyectar grandes cantidades de su potente veneno, por lo que es un animal
temido en términos generales, aunque algunos habitantes la consideran parte
de los animales sagrados y se niegan resueltamente a matarles. La Serpiente de
Russell es frecuentemente causa de muertes fatales en Tailandia y también es
un gran problema en la India.

1. DEFINICION Y UTILIDAD.

Es una prueba de coagulacién especial, donde se agrega una proteina
coagulable (proteasa multimérica) del veneno de la serpiente de Russell al
plasma anticoagulado. La proteina coagulable del veneno activa directamente
al FX. Ademads de ser Gtil para analizar la deficiencia de FX, FV, FII, Fl y
cofactor VIII, sirve para investigar Ia presencia del inhibidor AL pues éste
inhibe al veneno.
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22, FUNDAMENTO.

La activacion del FX involucra un clivaje proteolitico en el enlace
Arg-lle de la cadena pesada de dicho factor, produciéndose dos fragmentos,
una pequeiic con un peso molecular de 11,000 D y uno grande que posee el
sitio activo, con un peso de 44,000 D. Estos fragmentos integran
posteriormente, un complejo proteico no covalente que participa en la
activacion del FII. El FX es activado por el veneno de Russell diluido, con lo
que se favorece la formacion del complejo protrombinasa, la presencia de AL,
evita que dicho complejo actiie adecuadamente y el tiempo de coagulacion se
prolonga por hacer la superficie catalitica, inaccesible al curso de activacién
de los factores de la via intrinseca.

3. TECNICA.

Debido a que el plasma es requerido pobre en plaquetas y que la
participacion del veneno de la Vibora de Russell ‘emplea presencia de
fosfolipidos, es necesaria la participacién de una Tromboplastma Parcial (CK
Prest®) en una concentracion adecuada.

Material y Reactivos

1. Plasma Pobre en plaquetas.

2. Veneno diluido de Vibora de Russell, en concentracidén de cuando menos
0.50pg/ml de proteina coagulable, en la dilucién adecuada de
tromboplastina parcial que logre coagular un control entre 25-30 seg.

La proteina coagulable, esencialmente por su calidad de proteasa
(enzima proteolitica) requiere de un medio que le entregue el pH y fuerza
ionica adecuados para actuar, estos requisitos los cumple el buffer TRIS a pH
7.6, por lo que tanto la preparacion del veneno como de la tromboplastina
parcial, debe realizarse con este buffer. La presentacién comercial del veneno
indica (el inserto se presenta en la Figura AB8) que se encuentra a una
concentracion de 0.170mg/ml, se selecciona la dilucion 1:300 que consigue la
concentracidén mas cercana a lo recomendado {(consultese la Tabla AB2).

Considerando que 0.170mg=170pg/ml de proteina coagulable, en una:
Dilucién  concentracion obtenida en pg/ml

1:250 0.68
1:300 0.56
1:350 0.49

Tabla AB2.Seleccion de la dilucion del veneno, se muestra que la dilucion 1: 300 se-acerca
a lo recomendado en la literatura.
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DIAGNOSTICA
R.V.V. STAGO

Russell's Viper Venom

Cat No. Go3st

ORI LN TEC T

Frore 3L H M

PRODUCT ORIGIN

R.V.V. is a1 coagulant protsin extrected lroni RUSSeIUS viper veanom {Vinaea
tussellly.

PRODUCT OFFERING

1 x 1-mivial; 1 mlof this salution corresponas apprarsately to 0 170 mq of
soagulant protain.

OHYQICN.CHEMICAL CHARACTERISTICS

- Kolecutar weight: about 60,600
- Qptimal pH: 7.7 (7 t0 9)
- Km:025mMat25°C

.

BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS

R.V.V. 15 a highly specilic endopeptidase whasa only kiuan substrae o
factor X

The activation of fastor X nvalvas e proteolyue cieavage of un Arg-i2 band
on the heivy chain which yinids A smal dctivalion ragmunt vatli a melacuia:
weight of 11,000, anc a large activation fragment contairing the actve
sita with a molecular weigni ot 44,000, These tragmenis appedr o 1rm
a non-covalem protein comptex. This echanism 15 strictly calciumn

depandant.
. l' ) i AT TR
Sl L. - =
i, . ', ," '..-

J, T deuiea

Aaeoan A2

Figura Ab8. Informacién de las caracteristicas bioquimicas que posee la proteina
coagulable del veneno de la vibora de Russell. -,
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3. Tromboplastina Parcial diluida 1:64 en TRIS, la seleccion de la dilucion se
muestra en la Tabla Ab3. :
4. Coagulémetro a emplear, ST,, Diagnostica Stago.

A

Dilucidn Tiempo de Coagulacién en segundos del Testigo
1:16 154, 16.1
1:32 20.3, 20.7
1:64 26.9, 26.5
1:138 37.2, 37.8

Tabla Ab3. Seleccion de la dilucion de Tromboplastina Parcial empleada en el laboratorio,
se muestra que la dilucién 1:64, utilizada con la dilucién 1:300 del veneno de la vibora de
Russell, se acerca a lo recomendado en la literatura.

Procedimiento:
Pipetear en dos cubetas:

Plasma citratado, paciente o control 50ul
Veneno diluido 50
Tromboplastina parcial diluida s50ul
Dejar incubar exactamente 180" a 37°C ;
CaCl: 0.025M preincubado a 37°C 50pud

Inmediatamente se pone en marcha el cronémetro
y se registra el tiempo de formacién del coagulo :

Si no se obtiene formacion de codgulo después de 180 segundos de
reaccion, se detiene el ensayo y se registra que el TVRd.es! .mayor ‘de 180 = -
segundos. Como parte de la especificacién del metodo se determmo'el CV de
la prueba, el cual fue de 1.0. 2 i

4. VALORES DE REFERENCIA. ' ~
Al analizar 30 muestras de pacientes seleccionados’'y con ]os lotes No ‘
960462 de Veneno de la Serpiente de Russell (R.V.V., Russell’s: leper"
Venom, Diagnéstica Stago) diluido 1:300 y el No. 980112 de: CK Prest®
diluido 1:64, se obtuvo el siguiente rango de referencia: 25.4. a 2835
El Pool Testigo analizado, coagulé en: 26.5s :

5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Una prolongacion en la prueba de TVRd no es definitiva para asegurar
la presencia de AL, también puede deberse a deficiencia de FII, FV o FX.
Debe repetirse la determinacion, con la mezcla 1:1 con testigo, donde si se
corrige el resultado de la mezcla (se considera que no supere en mas de 5
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segundos el resultado del testigo)se estd presente a una deficiencia de un
factor de la coagulacion de la via comin. Sin embargo el cdlculo mas aceptado
para evaluar el resultado de esta prueba, es con el cilculo del siguiente
cociente:

TVRd de la mezcla

Cociente o ratio=
TVRd del testigo

Donde: .
TVRd de la mezcla, es el tiempo de formaclon del coagulo dela mezcla 1:1
de plasma problema y testigo.
TVRd del testigo, es el tiempo de formaclon del coagulo del pool testxgo

La interpretacidon de los resultados se hace ‘de, acuerdo al cocxente
obtenido, siendo positivo si este es mayor de 1.3
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VII. PRUEBA DE NEUTRALIZACION DE FOSFOLIPIDOS EN FASE
HEXAGONAL (PFHx)%.

(PRUEBA CONFIRMATORIA DEL TIPO LUPICO)
INTRODUCCION.

La distribucion de los fosfolipidos en la membrana plasmatica es
asimétrica y los fosfolipidos anidénicos no se encuentran expuestos en su
superficie; solo que la célula sea activada, estos fosfolipidos cargados
negativamente tienen cambios estructurales que los hacen asequibles para
participar en varias funciones celulares. Debido a su naturaleza anfipatica, en
un medio acuoso los fosfolipidos tienden espontaneamente a formar bicapas.
De esta manera es posible obtener membranas fosfolipidicas artificiales, como
los liposomas, en los cuales los fosfolipidos exponen sus cabezas polares al
contacto con el agua mientras que ocultan sus cadenas no polares en el interior
de las membranas, donde se estabilizan por interacciones hidrofdbicas. El tipo
de disposicion de las moléculas de fosfolipidos en agua, depende en realidad
de muchos factores, que a su vez dependen de la forma de sus moléculas. Por
ejemplo:

. Los fosfolipidos NEUTROS (que constituyen la mayor parte de los

fosfolipidos de las membranas), suelen poseer moléculas cilindricas
que tienden a formar bicapas. .
. Los lisofosfolipidos (fosfolipidos a los que se les ha extraidos un -
acido graso) tienen moléculas de forma cdnica que tienden a
agruparse en micelas (pequefias gotitas dispersas en agua) con los
grupos polares en contacto con el medio acuoso.
Los fosfolipidos ACIDOS y los que poseen &cidos grasos
poliinsaturados, también presentan moléculas cénicas, pero con la
cabeza polar mds pequefia que el resto de la molécula, por lo que
constituyen en agua la llamada fase hexagonal caracterizada por la
formacién de cilindros fosfolipidicos con el agua contenida en su
interior, en contacto con las cabezas polares y obligando a los
extremos lipidicos a permanecer en el medio externo (Constiltese la
Figura AB9). La manipulacién para la construccion de uno u otro
tipo de configuracién es relativamente facil, y su aplicacion en
diferentes campos es ya un hecho cotidiano.

1. DEFINICION Y UTILIDAD.
La prueba es un conjunto de reacciones, donde se pretende neutralizar -
la accion del AL, lo que —confirmaria su - presencia, . empleando
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fosfatidiletanolamina en fase hexagonal, observandose este efecto al continuar
con‘el procedimiento de TTPa. Esto se realiza incubando el plasma problema

Fase

Founa
malecutar

Lipidos

Micetar

Rizing o

A2
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FIGURA AB9.- Tipos de disposicién de las moléculas de Fosfolipidos, en el esquema
superior se muestra de qué manera influyen la forma molecular de los lipidos y los
extremos polares y no polares en el tipo de fase que -se produce (micelar, bicapa o
hexagonal), en la parte inferior, se muestra la disposicién en conjunto de fosfolipidos en

tase hexagonal.
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CON y SIN fosfolipido anidnico y después realizando TTPa sensible a la
presencia de AL (cefalina diluida y particulas de silice). Se procede entonces,
a comparar los resultados CON y SIN fosfolipidos, donde para considerarse
positiva la prueba, el primer resultado debe ser menor comparado con el
resultado del segundo. Es una prueba considerada de alta categoria por CLIA,
desde 1988 y con registro en el CDC.

2. FUNDAMENTO.

La prueba se realiza en plasma documentado con sospecha de AL, al
cual se agrega un fosfolipido (Fosfatidiletanolamina) arreglado en su
configuracion geométrica hexagonal, de tal manera que el anticuerpo buscado
(AL) sea capaz de fijarlo. Como la mezcla del plasma problema con un plasma
normal liofilizado es parte de este procedimiento, los estudios de mezcla
posterior a la realizacion del estudio de Staclot LA, ya no son requeridos.

3. TECNICA.
Material y Reactivos
1. Plasma pobre en plaqueta.
2. Preparado comercial: Staclot-LA, que contiene los siguientes reactivog:
Reactivo 1. - Amortiguador
Reactivo 2. - Fosfatidiletanolamina en fase hexagonal liofilizada
Reactivo 3. - Plasma normal liofilizado
Reactivo 4. - TTPa sensible a AL (Cefalina y silice) liofilizado
Reactivo 5. - Solvente para reconstitucion del reactivo 4.
Se reconstituyen los reactivos seglin las instrucciones del fabricante.
3. Coagulémetro a emplear, ST,, Diagnostica Stago.
Procedimiento
Modificado (del que aparece en el inserto del reactivo), para determinar
Staclot® LA, en el equipo ST;:

Cubeta 1

Cubeta 2
Sin fosfolipido i

Con fosfolf

Plasma, paciente o control 25l

Reactivo 1 NO

Reactivo 2 25l

Dejar incubar exactamente 540 (6 9 minutos)

Reactivo 3 | 25l | 25 ul
Mezclar e incubar exactamente 60"

Reactivo 4 25 ul 25 pl
Mezclar e incubar exactamente 300"

CaCl2 0.025M incubado a 37°C | 50 pl [ 50 ul

Inmediatamente se pone en marcha el cronémetro y se registra el tiempo de formacion del
codgulo en cada cubeta.
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Dado que en la cubeta 1 (o tubo 1, como se refiere en el inserto) no
contiene fosfolipido, y en caso de que se encontrara presente AL, y que
posteriormente se realiza un TTPa sensible a AL, este tubo debe obtener
tiempos de coagulacion prolongados, con respecto a la cubeta 2, donde al
encontrarse al fosfolipido el AL, se neutraliza, al retarce con la configuracién
especial del fosfolipido y que al realizarse TTPa sensible a AL no hay
prolongacion.

Es improbable obtener NO formacién de codgulo, cuando menos en el
tubo 2, ya que es donde se neutraliza el AL y como se encuentra presente
plasma normal (reactivo 3) entregard un tiempo de coagulacion. Por lo que de
cualquier manera, se puede realizar el siguiente cdlculo:

(TCl - TC2)=Diferenciaens
Donde:

TC1 = Tiempo de coagulacién de la cubeta 1

TC2 = Tiempo de coagulacién de la cubeta 2.

En los casos donde no se consigue tiempo de coagulacion de la
cubetal entonces se anota que fue mayor de 180segundos y la diferencia
queda como mayor a 8 segundos (>8seg).

El equipo ST, cuenta con la programacién de esta prueba, en el
submen oTROS, donde es importante tener en cuenta lo siguiente:

Del procedimiento alterno para determinar Staclot LA en el equipo
ST,, se menciona que al disminuir a 25 ul cada reactivo (de 50pl mencionados
en el inserto) el tiempo de incubacion sera mayor, de 540 s que menciona el
inserto, en este procedimiento alterno, se establece de 600 seg. ; pero porque a
los 510 segundos empezard una sefial sonora para que a mas tardar a los
540seg se hallan agregado los 25 pl del reactivo 3, para que 60 segundos mas
tarde, esto es, al cumplirse los 600 seg. , otra sefial sonora indicara la adicion
del reactivo 4; seguido de la incubacién por 300 seg. para que una vez
cumplidos, se dispensa CaCl,. Como parte de la especificacidon del método se
determind el CV de la prueba, el cual fue de 2.4,

4. VALORES DE REFERENCIA.

Con el Lote No. 981265E de Staclot LA y 20 muestras analizadas de
pacientes seleccionados, en el equipo ST;, se obtuvo como limite de referencia
de coagulacion, la diferencia de; 8 segundos

El pool Testigo se analizd, con el fin de control, obteniendo lo
siguientes valores: L

Cubeta 1: 43.3 seg.
Cubeta 2: 38.7 seg.
Diferencia = (43.3 — 38.7) = 4.6 seg.
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" 5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Una diferencia mayor a ocho segundos demuestra la dependencia de
fosfolipidos por parte del inhibidor, lo que constituye el cumpllmlento con
todos los criterios establecidos para demostrar que es:

INHIBIDOR DE TIPO LUPICO: POSITIVO

El criterio para positividad se ha establecido como mayor al limite
superior del rango de referencia. El resultado de un paciente en este limite o
menor (Negativo) y que obtuvo cuando menos una prueba sensible positiva, es
denominado “DUDQSQ” de inhibidor DE TIPO LUPICO (otros lo prefieren
llamar INDETERMINADO).

La presencia de otros anticuerpos antifactor pueden alargar el tiempo
de coagulaciéon de Staclot LA. Cuando se sospecha la presencia de estos
anticuerpos antifactor, se recomienda aplicar la prueba apropiada para el
anticuerpo antifactor.,
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L ‘ "ANEXO ¢

AUTOMATIZACION EN HEMOSTASIA™

Los laboratorios de hemostasia y coagulacion no son éreas limitadas al
ejercicio de la monitorizacion de formacién o disolucidn de coagulos; las
pruebas actuales estan fundamentadas en los principios bioquimicos,
fisiolégicos, farmacologicos e inmunoldgicos que permiten identificar el sitio
y la naturaleza de un defecto hemostditico. De manera sencilla, para la
deteccion de la formacion del codgulo, se considera, para laboratorios de
capacidad intermedia y que cuyas facilidades se limitan a la practica de
pruebas bisicas, un método que emplea el uso de un gancho -y bafio maria a
37°C-, donde se mide el tiempo requerido para la formacion del coagulo,
bajando y subiendo el gancho dentro del tubo cada segundo. Sin embargo a la
par del desarrollo de pruebas con distintos fundamentos, numerosos
instrumentos también han sido desarrollados, que operan de acuerdo con
diferentes principios. Su sistema de deteccién y la técnica empleada son dos
aspectos que permiten distinguir a los equipos, por ejemplo véase la siguiente
Tabla Acl:

Clases de equipos

Detector Deteccién mecdnica:
Electromecanico, Fibrometro,
Electromagnético.
Detector de coagulo) Registro Fotooptico de la
(coagulométrico)| opacidad del codgulo por
intensidad del haz de luz,

Espectrofotometro | Fotométrico de transmisidn de Luz
(Cromogeénicas)

Contador de particulas { Impedancia, Rayo Laser,
; Conteo de Plaquetas, Agregdmetro

-Figura Acl. Clases de equipévs segln evl,tipo de detector que posea.

' L s
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El desarrollo de métodos de coagulacién en = instrumentos
automatizados permitié mejorar la informacion obtenida no sélo en términos
de tiempo y costo si no que ademads los parametros son informados con mayor
veracidad al conseguirse mayor especificidad y sensibilidad.

Técnicas coagulométricas.

En 1950 el primer equipo de coagulacién fué introducido: El
Fibrometro (BBL, una division de Becton Dickinson), un equipo
semiautomatizado que empleaba un sistema mecdnico sujeto a electrodos que
median el punto final de la coagulacion. El Fibrémetro representé un medio
objetivo para comparar los datos de un laboratorio a otro o de un técnico a
otro. Para la década de 1960 los laboratorios de coagulacion de casi todo el
mundo dependian de un Fibrometro. El camino hacia la automatizacion
completa, tuvo lugar en la década de 1970, por el incremento de la solicitud de
estudios de coagulacion, debido probablemente a un incremento de las
incidencias de trombosis y con ello el uso de anticoagulantes orales o al
desarrollo de cirugias mas sofisticadas. La nueva generacion de equipos de
coagulacion incorpord, a semejanza de un espectrofotoémetro, el registro de la
transmision de luz, para monitorear el punto final de la coagulacién. El
mecanismo de estos equipos estd basado en el principio (FOTOOPTICO) de
que un cambio en la transmisidn de luz ocurre cuando el plasma pasa de una
fase liquida a un estado de gel (cuyo aspecto es opalescente). Aunque este
principio puede trabajar bajo casi todas las condiciones (Lipemia, hemdlisis y
cierto grado de ictericia), algunas reacciones anormales pueden causar lecturas
falsas. El siguiente paso, para saltar estos inconvenientes, consistié en el
desarrollo del detector ELECTROMAGNETICO, donde la formacion del
coagulo es detectado ya sea porque un "balin" ya no se desplaza dentro del
tubo o cubeta de reaccion, o porque es cerrado un circuito eléctrico. Més tarde
otros detectores fueron considerados y desarrollados:

Luz ultravioleta, fluorescencia, ldser, etcétera, pero que son,
propiamente, del campo de las técnicas cromogénicas. Sin embargo, la
medicion de la transmisién de luz visible o la interrupcién de movimiento del
“balin”, en la generalidad de los casos, parecen ser los metodos mas practicos
y economicos.

Diversas compaiiias han desarrollado equipos que son capaces de
realizar determinaciones de tiempos de coagulacién tanto coagulometrlcos
como cromogénicos. . R

Técnicas cromdgenas y fluorométricas. :
El avance en el conocimiento del sistema de la coagulacmn condujo a
la necesidad de requerir diferentes tipos de equnpos. Para la medxcnon de
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enzimas de manera individual era importante saltar las interferencias que
algunas variables (Inhibidores, codgulos deleznables) causan en las
determinaciones coagulométricas. Se desarrollaron las determinaciones
cromogénicas, algunas veces llamadas determinaciones aminoliticas, en las
que por el uso de péptidos artificiales que liberan cromoégenos o fluoréforos
cuando se someten a clivaje enzimatico, se detecta como reaccidn bioquimica
especifica un solo Factor del Sistema de la Coagulacidn, sin la necesidad de
que éste se encuentre intacto. La hidrolisis de estos péptidos a cargo de los
factores de coagulacion activados ofrece un medio novedoso para explorar las
diferentes reacciones. Merced a estos procedimientos es factible evaluar al
FII, FVII, FIX y FX, asi como a otros componentes del sistema fibrinolitico.
El espectrofotometro es requerido. Estos métodos parecen ser mas precisos y
ripidos que los tradicionales, no obstante, las técnicas cromdgenas y
fluoromeétricas son costosas.

EQUIPOS.

Las casas comerciales han desarrollado una gran variedad de
instrumentos de coagulacion. Por lo que para la adquisicion de uno, es
importante conocer las necesidades especificas del laboratorio, por ejemplo, la
carga de trabajo, el tipo de paciente que se atiende (Pacientes pedidtricos) o
que si el equipo requiere del operador presente todo el tiempo durante el
proceso, para adicionar el plasma y reactivos a intervalos especificos, asi
como la disponibilidad de recursos econdmicos.

DIAGNOSTICA STAGO:
STA COMPACT.

Es un equipo, completamente automatizado, el operador se encarga de
colocar muestras y reactivos y de programar los estudios solicitados, el equipo
se encarga completamente de pipetear y desechar las muestras leidas; puede
realizar determinaciones por el método coagulométrico y por el método
fotométrico, éste Gltimo para técnicas cromogénicas y es el que se explica a
continuacion:

La deteccion de las técnicas cromogénicas estd basada en la
absorbancia o densidad dptica de la luz monocromatica (405 nm o 540 nm)
obtenida por una ldmpara de tungsteno-halégeno, que pasa a través de la
cubeta que posee la reaccion cromogénica. :

El principio de la medicién de la absorbancia esta representado en la -
Figura Acl: D
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1+1Ip=1,

Figura Acl..- Principio de medicidn de la absorbancia.

El haz de luz que incide (Ip) es parcialmente absorbido (405 o 540
nm)por la mezcla reaccidén cuando es pasado a través de la cubeta. El haz de
luz transmitido es medido y se convierte (primero como resultado del haz
incidente que pasd a través de la cubeta, mds la cantidad de haz de luz que se
pierde en el paso) a absorbancia por la férmula:

A =-log (Ii/1p)

Donde :
Iy = I+ Ip (primer medicidén que incluye el haz que incide y la luz
ambiente)

I, = Ip (Segunda medicidn, solo de la luz ambiente) _
Cuando 1, es restada de I, el resultado es [, la cual es solamente el haz
de luz transmitido que incidid y que verdaderamente se absorbio.

ST.:
El equipo utilizado para la realizacién de este trabajo. Cumpliendo con la
NOM 166-SSA-1997, dentro de esta tesis, se elabord el siguiente:

MANUAL DE MANEJO DEL EQUIPO

Nombre del equipo: ST,

Fabricante: Diagnostica Stago, Francia
Patente: Japdn, 6-64068

Numero de serie: 7032516

Fecha de recibo: 15 Junio 1997

Fecha de inicio de operaciones; 1° Agosto 1997

Fechas de mantenimiento preventivo; Una visita por semestre
Procedimientos de uso:
Descripcidn del equipo - Principios de operacion -:
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El equipo realiza exclusivamente determinaciones coagulométricas y
comparte el mismo principio que el equipo STA Compact para este tipo de
determinaciones.

El principio de deteccidn del coagulo ‘estd basado es el incremento de
la viscosidad de la muestra problema. Este incremento de la viscosidad es
medido a través del movimiento de un balin de acero inoxidable, fabricado
para efectuar un movimiento pendular a través de la longitud de la cubeta. El
constante movimiento pendular del balin es efectuado por un campo
electromagnético que es aplicado alternadamente en sitios opuestos de la
cubeta, por dos bobinas independientes. La intensidad del campo
electromagnético varia, dependiendo de la prueba a realizar, para determinar
fibrindgeno ésta fuerza es débil y para las restantes es normal (Véase la Figura
Ac2).

\ “Senso obina
Cubeta Lo Bobina

]

Electromagnétix‘
N

Balin —

<

Vista lateral Vista superior
Figura Ac2.- Esquema de movimiento del balin y de los dispositivos que lo monitorean.

El principio de operacion del equipo, permite analizar, sin problema,
muestras que presenten hemolisis, lipemia o ictericia. Sin embargo, en
plasmas en que se encuentra baja concentracién de Fibrindgeno, es posible
que no formen coagulo con la consistencia requerida y sea dificil determinar el
tiempo de formacion de codgulo (Coadgulo deleznable).

Posee un termoblok a 37°C para la incubacién de las muestras, y los
reactivos. Las cubetas son de plastico para usar una sola vez, y aunque tienen
una capacidad total de 400 pl, para la agitacion efectiva se recomienda no
sobrepasar los 300pul; por ello para algunas pruebas, como en Staclot LA,
donde el inserto del reactivo marca un volumen participante total de 350 pl, se
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ha disefiado un procedimiento alternativo, donde el volumen final es 175 pl.
La sefial de arranque o de inicio de la prueba coagulométrica es dada, cuando
al medir la cantidad de reactivo para la prueba, y ser dispensado a la cubeta de
reaccion con la pipeta Eppendorf multipette 4780 que se encuentra conectada
al equipo, por medio de un cable eléctrico, se libera un seiial que inicia el
conteo del tiempo de coagulacion.

INSTRUCCIONES DE OPERACION,

El equipo se enciende al oprimir el botén de encendido, el cual se
encuentra en la parte posterior, junto a la salida del cable de alimentacién. En
la pantalla se despliegan mensajes de revision de su programacion, hasta que
se detiene en el menu principal (véase Figura Ac3.). Es necesario esperar 20
minutos para que el equipo alcance la temperatura adecuada; esta situacidn se
sefiala, cuando se accede al modo de pruebas, donde despliega el mensaje
“Temperature Too Low, Please wait or press esc, 35.2 °C”. Se coloca una
punta Combitip a la pipeta Eppendorf y se realiza un procedimiento de
verificacion preoperacional al comprobar que la pipeta Eppendorf entrega la
sefial que arranca el mecanismo electromagnético. Otra punta Combitip, para
un segundo reactivo, se coloca también en el equipo.

Ment principal de la programacién del Equipo ST4
MAIN MENU B
1)TES MODE 2)CALIBRATION
3)TEST PARAMETERS 4)SYSTEM CHECK

ENTER CODE NUMBER: ___

. = Figura Ac3.- Se muestra el meni principal de la programacién del equipo ST;.

Como todas las pruebas requieren la adicién de calcio, una de las
puntas Combitip se asigna para éste reactivo y se coloca, al lado del pozo
donde se colocara el frasco con solucién de CaCl2 0.025M, en este pozo el
reactivo alcanza y se mantiene a 37°C. En el segundo pozo, generalmente se
coloca el reactivo de Tromboplastina completa (para la determinacién de TP)
que se utiliza sdlo ha esta misma temperatura; a un lado se coloca la Combitip
con la que se dispensara este reactivo. Para la realizacion de la prueba de
TTPa, la medicion de la Tromboplastina parcial (CK Prest®, en éste caso) se
realiza con otra micropipetas, que no forma parte del equipo ST4, el reactivo
se coloca en un tercer pozo, que se mantiene entre 5-8 °C. Los pozos donde se
colocan las tromboplastinas, estan disefiados para mantener en movimiento un
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balin recubierto con teflén, que se coloca dentro de éstos reactivos, para
asegurar su homogeneidad en el momento de su uso. Junto al pozo para la
tromboplastina parcial, se ubica el dispositivo dispensador de balines de acero
inoxidable, necesarios para la deteccién de la formacién del codgulo.

El procedimiento de calibracion, se realiza segiin se menciona en cada
prueba, la casa comercial Stago, maneja un pool de plasmas llamado
Unicalibrador, para facilitar la elaboracion de curvas, que como en el caso de
la prueba de TP, el resultado se reporta en por ciento de actividad. Analizado
el Unicalibrador, los datos se ingresan en el subment ¢ modo “programacién
de parametros de pruebas”, y el equipo imprimira los tiempos obtenidos en
una muestra determinada, junto con su conversién en porciento de actividad.

La pipeta eppendorf del equipo STy cuenta con cinco topes, que en
conjunto con la punta combitip se dispensa los tantos en volumen como el
minimo que marque la punta, en nuestro caso, la punta combitip, puede
dispensar como minimo en el primer tope, 25ul, por lo que para dispensar 50
pl, en el caso de pipetear Neoplastine para la prueba de TP, se selecciona la
posicién 2 de la pipeta eppendorf, y para dispensar 100 pul de CaCl; para la
prueba de TTPa, se selecciona la posicion nimero 4.

El equipo emplea cubetas de plastico transparente, cuatro cubetas estan
unidas en una fila. La base de la cubeta es ligeramente redondeada para
facilitar el movimiento pendular del balin. Tiene una capacidad maxima de
500 pl, se recomienda tener cubetas en las filas de incubacion para que estén
precalentadas al momento de su uso, junto con su balin de acero inoxidable.
Dificilmente se ocupan las cuatro filas de incubacion, ya que sélo hay una fila
de lectura. El disefio de cuatro cubetas por fila, obedece a que una muestra es
analizada por duplicado y que la fila alcanza para determinar el estudio en dos
muestras.

Las filas de incubacion, sefialadas como A B.C y D, cuentan con un
cronometro que se pone en marcha, cuando se oprime el punto lila debajo de
la fila correspondiente; cuando falten cinco segundos para llegar al tiempo
establecido de incubacidn (el que se haya programado previamente) comienza
a sonar un timbre, el cual alerta para continuar con la determinacion, lo que
implica llenar la punta combitip con el reactivo requerido y colocar la
posicion de la pipeta eppendorf para dispensar el volumen requerido. La fila
de cubetas es entonces colocada en la fila de lectura, esto se sefiala al equipo
oprimiendo el punto lila debajo de la fila de lectura, esto activa el movimiento
de los balines dentro de las cubetas y es en este momento cuando se dispensa
el volumen del reactivo final dentro de las cubetas, la adicién de éste reactivo,
pone en marcha el crondmetro que registrard el tiempo de formacién del
coagulo. El comportamiento en general del coaguldmetro, se verifica junto
con el estado de los reactivos, al analizarse los controles (propiamente, al
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verificar el control de calidad). Para las pruebas rutinarias de TP y TTPa se
emplean los controles normal y patoldgico (alargado), Coag Control N y P,
Diagnostica Stago. Las pruebas se realizan como se sefiala en el anexo
correspondiente. No se requirié programacion especial para las pruebas, ya
que el equipo cuenta con los tiempos estandares para las pruebas de TP y
TTPa, pruebas 1 y 2 y para el Staclot, prueba seis. Véase la Figura Ac4,
aunque en el submen(l "orrROs", es posible disefiar la programacion —
especificamente los intervalos de tiempo de incubacion y limites de espera de
respuesta de formacion de codagulo - de alguna prueba en especial.

Pruebas programadas en el equipo ST4

Test Mode

1) TP 2) TTPa
3)Fibrinogen 4) Factors
5) Heparin 6)Others

Enter code Number:__

. Figura Acd.- Pruebas programadas en el equipo por la casa comercial.

Al finalizar la determinacion, el equipo imprime un reporte, el analista,
puede engrapar el resultado a la solicitud del médico.

El mantenimiento diario del equipo asi como los procedimientos de
limpieza que requiere son minimos:

Limpieza externa de superficies, de pozos de reactivos,
de celdas de incubacidn y de lectura.

Limpieza externa de la pipeta Eppendorf

Verificar la cantidad de papel

Cambio de las puntas combitip
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ANEXO d

VERIFICACION DE LA PRECISION Y EXACTITUD DE
MICROPIPETAS SEMIAUTOMATICAS™ ™75

Los dispositivos de pipeteo automatico permiten realizar repetidas
determinaciones y vertidos de volumenes iguales. Se han creado para asegurar
el vertido mas eficaz de volimenes iguales de muestra y su posterior dilucion
en una proporcién constante. Las pipetas automaticas comerciales son de tipo
"muestreo”, que por lo general se manejan manualmente. Las pipetas
automdticas manuales suelen ser de la variedad por desplazamiento de aire,
con unos mdrgenes en cuanto a capacidad de volumen de | a 6000 pl. Para
mayor comodidad se han creado modelos de puntas eyectoras, pipetas
digitales de distintos tipos y pipetas de dispensacidn repetida. Las pipetas
automadticas eliminan gran parte del tedio que representan los trabajos de
muestreo y dilucion repetitivos. Incluso cuando se trata de un numero
limitado, la velocidad con que funciona una pipeta automatica constituye una
gran ventaja. Como la fatiga del técnico se reduce al minimo, la pipeta
automdtica sucle propiciar una mayor precisidn en los trabajos de muestreo y
dilucion multiple. Para los estudios de coagulacion se emplean volimenes
pequefios de muestra y reactivos, se conoce que el deterioro de precision de
las micropipetas automaticas ocurre a un ritmo mas rapido en los volimenes
menores, por lo que es importante contar con una buena calibracién. Por esta
razoén se procedio a evaluar la calidad de los sistemas de medicion, empleados
para este desarrollo experimental. Las caracteristicas de cada micropipeta se
presentan en la Tabla Adl.

MARCA MODELO EDAD | RANGO VOLUMEN (ul)
Finnipipette 28685Morada 2 afios 200-1000
Finnipipette 3132Cafe 6 afios 40 - 200

Eppendorf 4780 1 afio 4 posiciones

Tabla Adl. Caracteristicas de las micropipetas automaticas empleadas.

Para conocer el volumen que deposita cada pipeta, se usé el método
gravimétrico con agua desionizada como solucién de densidad 1 y una balanza
analitica Sartorius Research Modelo R200D (Precisién de 0.00001g -0.01mg-);
asi mismo se considerd, que la expulsion del volumen medido reduce su
Coeficiente de Variaciéon (CV) si se realizan cinco expulsiones adicionales
(cuatro mas al primero realizado) para tratar de expulsar el maximo posible de
agua, y conseguir abatir en lo posible el efecto de operador y juzgar mejor el
comportamiento de la pipeta.
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De igual manera se recomienda controlar la temperatura del agua, en la
medicién de la precision y exactitud de las pipetas, ya que por ejemplo, a
20°C, 1ml de agua pesa 0.9982g, por otro lado, se conoce que hay una clara
correlaciéon inversa de volumen y CV, de modo que la precision mejora a
medida que aumenta el volumen, por tanto, se recomienda evaluar a la pipeta
por los voliimenes menor y mayor en los que habitualmente se emplea (Se
acepta sin embargo, que una pipeta se calibre a un volumen y el segundo
volumen sdlo se considera para verificar que se ha realizado de manera
adecuada la calibracion). Nuestras evaluaciones giraron en tormno a los
voliimenes empleados en las determinaciones coagulométricas (50 y 100ul).

El método usado consistié en cargar 50 o 100pnl de agua con la
micropipeta, considerando la técnica de uso descrita por el fabricante, para
luego expulsar accionando cinco veces el mecanismo de expulsion en un vaso
de precipitados de 50ml previamente pesado (Tarado en la balanza analitica).
La punta se humedecié antes de iniciar las pesadas, se realizé la aspiracion y
antes de expulsar se secé con papel absorbente mediante dos movimientos
suaves hacia abajo a 90° uno con respecto al otro. Se registrd el peso obtenido

y la temperatura del agua. El procedimiento anterior se repitié por el mismo
" operador 20 veces, para cada micropipeta. Los pesos obtenidos se registraron
y se realizaron los calculos necesarios para conocer la imprecisién (CV) e
inexactitud (Por ciento de error), de cada pipeta. Se tomo en cuenta el factor
temperatura, seglin la Tabla Ad2.

TEMPERATURA °C FACTOR
18 0.9986
19 0.9984
20 0.9982
21 0.9980
22 0.9978
23 0.9986
24 0.9973
25 0.9971
26 0.9968
27 0.9965
28 0.9963
29 0.9960
30 0.9757

Tabla Ad2. Factor de conversion de gramos a ml segiin la temperatura del agua. (Tomado
del manual del diploma de la mejoria continua de la calidad en el laboratorio clinico de la
AMBC del 8-31 Agosto de 1997 pag. 15/20).
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Figura Ad1.- Datos de verificacién de la calibracién de la pipeta Finnipipette digital café.
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DATOS DE CALIBRACION DE LAS PIPETAS FINNIPIPETTE

INTERVALO DE VOLUMEN DE VARIACION cv
LA PIPETA CALIBRACION PERMITIDA
0.5-10ul 2ul 1.75-2.25 +0.25
5—-40ul 10ul 9.8-10.2 +0.20
40 - 200 ul 70u! 69.4 - 70.6 =0.60
200 - 1000 ul 300l 298 - 302 +2.0

DATOS DE CALIBRACION DE LA PIPETA MULTIPETTE 4780

PUNTA INEXACTITUD [IMPRECISION: MINIMO | IMPRECISION: MAXIMO
1-5ul +£2.5% 5.0% 2.5%
10- 50 pl +0.8% 1.4 % 0.6%
25125l +0.8% 0.8 % 0.3%
50-250 ul =0.7% 0.8 % 0.2%

Figura Ad2.- Especificaciones de precision y exactitud de las pipetas.

En esta evaluacion se encontrd inexactitud de mas de 10% de la pipeta
Finnipipette 3132Cafe (la de mayor empleo en las determinaciones
coagulométricas, en los estudios de urgencias), consulte las Figura Ad1 y Ad2,
por lo que se realizd mantenimiento (limpieza y lubricacion de todos sus
componentes), para ésto, es importante contar con el apoyo de Personal que
tenga experiencia en desarmado de pipetas y contar con el esquema que
muestre el nimero y orden de piezas. El esquema de la pipeta Finnipipette
3132Cafe se muestra en la Figura Ad3. La limpieza se realizé con Extran y
agua, y se engraso las partes que asi lo requieren, con el lubricante que
acompafa a la pipeta. Se armo y recalibrd el tope de aspiracion hasta que
dispensé el volumen solicitado. La forma de realizar el ajuste se muestra en la
Figura Ad4.

020 y1Tvd
NOD 51S8L

i

Figura Ad4.- Procedimiento de ajuste —recalibracion-.
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Se realizé nuevamente la evaluacién, y se determiné satisfactorio el
nuevo volumen dispensado. De nuestras tres pipetas era esperado que ésta
fuese la que se encontrara en malas condiciones, debido a su edad y programa
de trabajo. Para esta pipeta el fabricante declara, por ciento de error o
inexactitud de 0.6%, establecido para un volumen de 70 ul; pero al
recalibrarse y evaluarse a dos voliimenes uno mayor (100 pl) y uno menor
(501), obtenemos CV de 0.37 y 0.7, respectivamente.

Una mayor precision (0.26%) al volumen menor, con respecto al
obtenido en el volumen mayor (1.23%) - Contrario a lo que se hubiera
esperado, que el volumen menor se comportara con un CV mayor, con
respecto al del volumen mayor, el cual se espera con CV menor-, esto
probablemente se deba a que su mayor uso se encuentra con el volumen
menor y por tanto el tope de expulsion o los mecanismos para el
desplazamiento (Pistones) han adquirido cierto habito para reproducir mejor el
volumen menor. Sin embargo no es alarmante el CV obtenido (Ya que no
supera el 2%). Se consideré que la pipeta, a pesar de su edad, no estaba
deteriorada en sus partes internas, aunque no se contaba con el registro de la
fecha del dltimo mantenimiento, pero los resultados sugieren que era la falta
del mantenimiento, precisamente, el que la habia llevado a esa situacion.

En cuanto a la inexactitud observada tenemos que se consigue obtener
la inexactitud recomendada por el fabricante al volumen de 70ul y sin
observarse diferencia significativa (0.55% y 0.6% a 350ul y 100ul
respectivamente), lo que interpretamos, que se mantiene lineal el error de
exactitud. Punto que apoya que fue la falta de mantenimiento y no deterioro de
sus mecanismos; sin embargo, por la edad de sus piezas, se debe mantener en
observacion su desempeiio. También se considera como otro punto que
daiia el funcionamiento de la pipeta, el seleccionar sin precaucion el volumen
a medir, aunque esta pipeta presenta su mayor uso en 50 y 100ul, puede medir
HASTA 200 pl y al poderse emplear hasta este volumen y por la premura del
tiempo, no se ajusta adecuadamente y al desenroscar el pistdn, se sabe que se
ha alcanzado el maximo volumen, por que se llega a un tope en que ya no da
mads, pero la escala marca mas de 200ul (Es conocido que para ajustar el
volumen deseado es adecuado pasar por no mas de cinco unidades el volumen
deseado y luego retornar, ya que asi se ajusta mejor el mecanismo de la pipeta,
esto es, deseando medir 2004tl, llevo la escala a 205 y luego regresar a 200).

No tomar esta precaucion es grave, ya que forza a los pistones y a los
topes mas alla para lo que fueron fabricados y por tanto, con el tiempo, la
pipeta medird mds de lo que esta marcando en la escala seleccionada. Por
tanto, se necesitan estudios para conocer mejor el papel de las variables que
participan en el deterioro de las micropipetas semiautomaticas.
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GLOSARIO

Absorcion: Proceso en el que una sustancia penetra y se difunde en otra.

Activacion: Paso del estado proenzimitico (Zimogeno) de una molécula al estado
enzimatico catalitico, por la ruptura de uno mas enlaces.

Adquirido: Relativo a una caracteristica, situacién o enfermedad, que se origina después
del nacimiento y que no se debe a factores hereditarios ni relacionados con el desarrollo, si
no que aparece como respuesta a influencias ambientales ajenas al organismo.

Adsorcion: Union quimica labil de tipo superficial, que se establece entre particulas de un
solido o de un liquido con los dtomos, iones o moléculas existentes en el medio
Agregometria: Medida cuantitativa de la cohesion plaquetaria en un fotémetro que registra
cambios de transmision de luz a través de una suspension de plaquetas. La suspension se
prepara con sangre completa que se activa con varios agonistas.

Aloanticuerpo: Anticuerpo presente en el suero o en ¢l plasma de un individuo, capaz de
reaccionar con antigenos de otro individuo de la misma especie,

Anticoagulante: Sustancia que inhibe la formacion de codgulos. En la obtencidn de sangre
se una el EDTA, ¢l citrato de sodio y el oxalato, que se unen al calcio para evitar la
coagulacion.

Anticoagulante Lupico: Anticuerpo circulante o adquirido que causa alargamiento en las
pruebas de coagulacion dependientes de fosfolipidos. Se observa de un 5 a 10% en los
pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico. También se asocia con otro tipo de
enfermedades autoinmunes, necoplasias, infecciones, tratamiento con drogas asi como en
personas sin ninguna patologia asociada.

Anticuerpo circulante: Anticuerpos patoldgicos que son *“componentes endogenos
anormales™ que impiden la coagulacion, en su mayoria son anticuerpos que podrian actuar
en cualquier ctapa de la coagulacion.

Antitrombina III: Globulina alfa sintetizada por el higado e inhibidor natural de la
coagulacion.

Anuria: Incapacidad para orinar; interrupcion de la produccion de orina o produccién de
un volumen inferior de 100-250ml por dia. Aunque es posible vivir hasta dos semanas en
estado de anuria, puede sobrevenir la muerte en las 24 horas siguientes a la pérdida total de
la funcion urinaria.

Automatizacion: Método mecdnico para llevar acabo procesos analiticos.

Calibracion: Conjunto de operaciones analiticas que asigna, bajo condiciones especificas,
el valor numérico correspondiente a un componente, segin el estindar de medicién y su
relacion con las lecturas respuestas obtenidas en su proceso de medicion.

Cardiolipina: Fosfoglicérido anionico, esto es, aquellos que no tienen base nitrogenada,
siendo sustituida por alcoholes. Al carecer de estos constituycntes de carga positiva,
confieren al conjunto de la molécula de fosfoglicérido carga negativa, que es aportada por
el fosfato. Fosfolipido que representa mas del 10% de los fosfolipidos en la membrana
interna de las mitocondrias.

Catilisis: Un fenémeno en ¢l cual una cantidad de sustancia, aumenta la velocidad de una
reaccién quimica, sin ser ésta misma consumida.

Cefalina:Fosfolipido procoagulante.

Celite: Compuesto particulado de tipo plastico. Tambi¢n es llamada tierra de diatomeas.
CLIA: Clinical Laboratory Improvement Amendments. Ley americana en materia de
Laboratorio Clinico.

Clivaje: Sindnimo de corte o escindir enlaces.
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Coagulacion: Proceso mediante ¢l cual varias glicoproteinas interactiian con las plaquetas
para formar un codgulo sanguineo insoluble para evitar el flujo o la pérdida de sangre.
Codigulo: Masa gelatinosa que se forma o de sangre total que consta de fibrina, plaquetas y
eritrocitos o de plasma en los ensayos de determinacién y que consta de fibrina.

Codgulo deleznable: Coagulo inconsistente o que sc deshace facilmente. En las
determinaciones coagulométricas rutinarias, donde el punto final es la formacién de un
coagulo inestable de Fibrina, sucede que la muestra posee un nivel del Factor |
(Fibrindgeno) por debajo de lo normal.

Cofactor, Coenzima: Para la actividad catalitica, algunas enzimas requieren grupos
prostéticos o cofactores. Estos cofactores son porciones no proteicas que pueden unirse a la
molécula de manera fuerte o débil. Un cofactor puede ser un simple ion metilico; por
ejemplo, el ion calcio en la cascada de coagulacion, pero tambicén puede ser de naturaleza
orgdnica, como algunos factores de la coagulacién, denominandose entonces como
Coenzima y ¢n cuyo caso la parte proteica de la enzima se llama apocnzima y a la enzima
activa completa (coenzima+tapoenzima) se le denomina holoenzima. Un cofactor o
coenzima cumple con una o mas de las siguientes funciones: Contribuir hacia la correcta
alineacion del sustrato con relacion al centro activo; ofrecer un sitio adicional de enlace y/o
participar directamente en el mecanismo quimico de la catdlisis enzimdtica, por
interacciones directas con el sustrato.

Control: Material para monitorear el desempeiio analitico.

Cromdgenn: Sustancia que absorbe la luz prodciendo color.

Cumarina (Warfarina): Antagonista de la produccion de factores dependientes de la
vitamina K utilizada rutinariamente como anticoagulante terapéutico.

Di:tesis hemorrigica: Predisposicion o tendencia a sangrar.

Disfibrinogenemia: Anomalia cualitativa de la molécula de fibrindgeno, posiblemente
debida a la sustitucion de un aminodcido. Generalmente es de origen autosémico
dominante. Se han reportado mas de 40 fibrinégenos anormales, sin embargo, se han
identificado pocos defectos moleculares. Los detectos pueden provocar agregacién anormal
de los monémeros de fibrina, liberacion anormal de fibrinopéptidos o entrecruzamientos
anormales. El Tiempo de trombina y protrombina se encuentran prolongados en estos
casos.

Eficacia: Que tiene la virtud de producir el efecto deseado.

Equimosis: Hemorragia en la piel mayor de tres centimetros de diametro.

Estasis: Trastorno en el cual se produce demora o detencién del flujo normal de un liquido
(sangre arterial, venosa, linfa) a través de un vaso del cuerpo.

Especificidad: Es la capacidad de una prueba de ser modificada Gnicamente por la
alteracion que se mide y no por otras causas y puede definirse como la frecuencia de
resultados negativos en sujetos sanos. Si la especificidad de un procedimiento es alta, su
tasa de positivas falsas es baja.

Estandarizacion: Actividad de establecer, con consideracion de los problemas actuales o
potenciales, provisiones para uso comun y repetido, enfocadas hacia el logro del grado
6ptimo de orden, en un contexto determinado.

Etiopatogenia: Estudio de todos los factores implicados en el desarrollo de una
enfermedad, incluyendo la determinacion de la fuente o causa.

Exactitud: Proximidad de concordancia entre el resultado de un medicién y el valor real
(obtenido por mediciones perfectas) de una cantidad mensurable

Extravasacion sanguinea: Salida de sangre del espacio vascular.
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Extrinseco: Que es externo o afiadido y no depende de la esencia o naturaleza de algo.
Relativo a lo externo o lo originado fuera de una estructura del organismo. '
Factible: Disponibilidad de los recursos humanos, fisicos, técnicos, materiales, etc., para
practicar la prucba diagnostica.

Factor de Von Willehrand: Parte de la molécula del factor VIII responsable de la
adhesidn v la funcion plaqucluri’ls.

Factor plaquetario 3: Fragmentos de fostolipido de la membrana plasmadtica liberados de
la plaqueta al activarse que funcionan como centro de ensamblaje para algunos de los
complejos que reaccionan en la coagulacion plasmatica,

Fulminante: Sobre un proceso o enfermedad, ridpido, repentino, grave, como una
infeccion, la fiebre o una hemorragia.

Hemostasia: (Del griego aipa —aima-, sangre y otoaoio —éstasis- detencion), Conjunto
de mecanismos fisiolégicos que detienen la salida de sangre desde el espacio vascular
mediante un cambio de estado fisico

Hidrdlisis: Ruptura de un enlace con la adicidn de agua.

Idiopitico: Sin causa conocida.

Isoenzimas: Las isoenzimas o isozimas son diterentes formas estructurales de una enzima,
que se originan en diferentes tejidos de la misma especie y catalizan la misma reaccion. Se
cuenta con el caso de Lactato Deshidrogenasa, la cual es una enzima tetramérica de dos
subunidades diferentes posibles: H y M, y cuyo ensamblaje puede formar cinco isoenzimas:
H4, H3M, H2M2 y M4, La isoenzima M4 predomina en la musculatura esquelética y su
actividad molecular con su sustrato (el piruvato) son mas altas que en el caso de la
isoenzima H4.

Inexactitud: Discrepancia entre el resultado de una medicion y un valor real de lo medido.
Se expresa generalmente como “error de medicion”

Intrinseco: Propio, que lo lleva consigo, constitutivo, que es propio de algo por si mismo.
Que se origina en un 6rgano o tejido o esti situado en su interior,

Lactante: Producto de embarazo en la primera fase de vida extrauterina.

Material de referencia: Material o sustancia en la que uno o mas valores de propiedades,
s¢ encuentran suficientemente bien establecidos para utilizarse en calibraciones, para la
evaluacion de un procedimiento o para asignar valores.

Neonato: Lactante desde el nacimiento (prematuro o a término) hasta las cuatro semanas
de edad.

Oliguria: Diseminacion de la capacidad para formar y eliminar orina, menos de 500 ml en
24 horas de forma que los productos finales del metabolismo no se pueden excretar de una
forma eficaz.

Opalescente: De aspecto lechoso, con reflejos a la luz. .
Pertinencia: Seguridad en cuanto al riesgo para la salud o vida del paciente con relacion al
beneficio que se le ofrece.

Petequin: Mancha diminuta de color violiceo o rojo que aparece en la piel como
consecuencia de minimas hemorragias en la dermis o en la submucosa,

Precursor: Molécula que empieza algo o que tendrd su desarrollo o culmmat:lén,'
posteriormente. i
Problema: Dificultad que no puede resolverse automdticamente, esto es, con.la solu'
intervencion de los reflejos condicionados o aprendidos.

Provision: Conjunto de cosas necesarias o titiles. :
Piarpura: Trastorno hemorrigico grave caracterizado por hemorraglas en los tEJIdOS,"
especialmente bajo la piel o mucosas provocando la aparicion de petequias.
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Recalcifiendo: Reponer el calcio sustraido a una muestra, generalmente se realiza al
adicionar un cierto volumen de cloruro de calcio al 0.025M

Sensibilidad: Representa la minima concentracion o actividad que una prueba puede medir
o bien puede definirse como la frecuencia de resultados positivos en sujetos definidos como
enfermos. Si un procedimiento tienc sensibilidad elevada, su tasa de negativas falsas serd
baja.

Serpina: Inhibidor de proteasas de serina (SERino Protease Inhibitors)

Traumatismo: Lesion fisica causada por una accion violenta.

Tromboplastinn: Extracto tisular que ticne la propiedad de acelerar la activacion de la
coagulacion sanguinea por via extrinseca, soslayando asi algunas reacciones de la via
intrinseca.

Tromboplastina simple: Suspension de tejido cerebral en suero salino.

Tromboplastina combinada: Suspension de tejido cerebral en suero salino o suspensién
amortiguadora con una concentracion apropiada de Fibrindgeno, Factor V y Cloruro de
Calcio afiadidos.

Trombosis: Formacion de un codgulo dentro de un vaso sanguineo.

Validacion: Confirmacion por anilisis y provision de evidencia objetiva de que se retinen
los requerimientos particulares para efectos de un uso especifico.  Proceso por el cual
queda establecido que la capacidad del método satistace los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas.

Validez: Expresa el grado en que se mide lo que realmente se quiere medir.

Valor de referencin: Valor obtenido mediante la observacidon o medicién de un
determinado tipo de propiedad, sobre un individuo de referencia.

Vasculitis: Proceso inflamatorio de los vasos sanguineos caracteristico de ciertas
entermedades sistémicas o producido por una reaccion alérgica.

Verificacion: Confirmacién por analisis y provision de evidencia objetiva, de que se
relinen los requerimientos especificos.

Zimogeno: También llamado Proenzima, es un precursor de una molécula enzimdtica que
se encuentra inactivo, pero que se activard por la hidrdlisis de uno o unos pocos enlaces
peptidicos.
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