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1. INTRODUCCION.

Fisiologia de la hemostasia.

La hemostasia es el conjunto de mecanismos que mantienen circulando a la sangre
en el sistema vascular. Es un fendmeno que ocurre in vivo, en el que se involucran
por lo menos: a los vasos sanguineos, las plaquetas y el sistema plasméatico de la

coagulacion.

La hemostasia se divide para su estudio en primaria y secundaria. La hemostasia
primaria se caracteriza por la adhesion, activacion y agregacion de las plaquetas en
el sitio de la lesién para formar el tapdn plaquetario; mientras que la hemostasia
secundaria se caracteriza por la activaciéon de un grupo de proteinas conocidas
como el sistema de coagulacion con el objetivo de generar una red de fibrina estable
gue detiene la salida de sangre en conjunto con las plaguetas. Ambos eventos
ocurren concomitantemente. Cuando no existe lesidn, los mecanismos regulatorios
evitan la formacion de trombina no necesaria.'?

Hemostasia primaria.

Después de que ha ocurrido la lesion vascular, diversos mecanismos se
desencadenan para prevenir la perdida de cantidades excesivas de sangre y
permiten la reparacion de los vasos dafiados. Tales mecanismos se ordenan en las

siguientes fases: adhesion, activacion y agregacion plaquetaria (Fig. 1).

Las plaquetas son fragmentos de células anucleadas en forma de disco y se derivan
de su célula precursora, el megacariocito. Su membrana celular se conforma por
una bicapa de fosfolipidos y colesterol. La fosfaditilcolina y la esfingomielina son

fosfolipidos neutros que predominan en la cara externa, mientras que el



fosfaditilinositol, la fosfaditiletalonamina y fosfaditilserina son fosfolipidos aniénicos

o0 polares que se encuentran en la cara interna.® La principal funcién de las plaquetas

es asistir al sitio en donde ha ocurrido la lesion vascular y juegan un papel

fundamental en la formacion de un tapdén que evita la pérdida de sangre en el vaso

dafiado.*® La apariencia exterior de la plaqueta es rugosa por las aberturas del

sistema canicular abierto (SCA), una serie de tubulos revestidos de membrana que

sirven de comunicacion hacia el exterior, donde se libera el contenido de los

granulos cuando las plaquetas se activan. Los dos tipos de granulos que presentan

las plaquetas son:

Granulos densos (8): contienen agonistas que amplifican la activacion
plaguetaria actuando sobre plaguetas vecinas, tales como adenosin difosfato
(ADP), adenosin trifosfato (ATP), serotonina y cationes divalentes como
calcio y magnesio.

Granulos alfa (a): contienen proteinas adhesivas tales como el Factor de von
Willebrand (FvW), fibrinégeno (Fg), fibronectina, vitronectrina vy
trombospondina; agentes hemostaticos como el factor V, factor VIII, proteina
S, inhibidor del plasminégeno tipo | (PAI-1), asi como factores de
crecimiento.® Y proteinas exclusivas de las plaguetas cuya liberacion al
medio o plasma indican que la activacion de las plaquetas: factor 4

plaquetario (FP4), B-trombomodulina entre otras.

Adhesion plaguetaria.

Cuando un vaso se dafia, las plaquetas son reclutadas de la circulacion a la matriz

subendotelial expuesta. Aungue el endotelio tiene multiples proteinas adhesivas, las
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mas importantes para la adhesién plaquetaria son el FVW y la colagena. La unién
de las plaguetas al sitio de lesion se da por la interaccion entre las proteinas de
adhesién del endotelio y las glupotreinas (GP) que se encuentran en la superficie
de las plaquetas, las cuales funcionan como receptores. La union de la plagueta con
el FvW se da por medio de su receptor, el complejo GP Ib/IX/V. En condiciones de
alto flujo sanguineo la Unica proteina con capacidad de unirse al sitio de lesion es
la GP Ib, con la que establece una unién temporal entre el FVW y la colagena
subendotelial. Esta union temporal provoca que las plaquetas rueden sobre la
superficie vascular hasta que se da una union firme entre el colageno y su principal
receptor, la GP VI.3 6

Activacién plaquetaria.

A continuacion se inician los procesos de activacion de la plagueta, pasando de su
forma discoide a una forma irregular con emision de seudépodos, la activacion del
mecanismo contractil plaquetario (microtubulos y microfilamentos), desplazamiento
de los granulos al centro y secrecion de su contenido mediante su fusién con el SCA

y exposicion de fosfolipidos aniénicos.’

Multiples agonistas contribuyen a la activacion de las plaquetas. La trombina es el
activador plaquetario mas potente, el cual se une a los receptores activados por
proteasas, los receptores PAR-1 y PAR-4 (por sus siglas en inglés), la union de la
trombina con PAR-1 activa a las plaquetas a concentraciones de trombina
extremadamente bajas. Existen otros agonistas que activan a la plaqueta, entre

ellos se encuentran el ADP, tromboxano A2 y la serotonina, los cuales son



secretados por las plaquetas al microambiente y actian sobre las plaquetas vecinas

mediante sus respectivos receptores, provocando su activacion.38?2

La membrana de las plaquetas activadas también ofrece el ambiente ideal para
acelerar la generacion de fibrina, al proveer de fosfolipidos necesarios para la
formacion del coagulo definitivo, conocidos también como el factor 3 plaquetario.
Ademas, la membrana plaguetaria activada tiene otros fosfolipidos, que permiten la
union de los factores Va, Vllla, IXa y Xa. Acelera y localiza la activacion del factor
y X en el sitio de la lesién vascular, y protege al factor Xa de la inhibicién por AT.?
Agregacion plaquetaria.

Se produce finalmente por la interaccion entre el Fg y la GP IIb/llla, receptor
plaguetario del Fg que forma puentes de unién entre las plaquetas. Para poder
unirse al Fg, la GP llb/llla requiere de un proceso de activacién que le permita
transformarse en un receptor activo, esta activacion se produce después de que un

agonista activa a la plagueta.®
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Figura 1. Formacién del tapén plaguetario. Modificado de Oliver A, et. al (2010).



Teoria celular de la coagulacion

En los afios de 1960 se propuso el modelo de la cascada de coagulacion el cual
proponia una serie de reacciones proteoliticas, en donde la activacion de un factor
de coagulacién permitia la activacion del siguiente, hasta la generacion de
trombina.'®! Con frecuencia, el proceso de coagulaciéon se representa en un
esquema en forma de “Y” con distincion en la via intrinseca y extrinseca iniciada por
el factor Xlla y por el complejo formado por el factor tisular (FT) y el factor VIi

activado (fVlla): FT/fVlla (Fig 2).%?

VIiA INTRINSECA

ViA EXTRINSECA

VIA COMUN

Protrombina ‘r Trombina

|

Figura 2. Via intrinseca, extrinsecay comun en el modelo de la coagulacion.

Fibrina

Fibrinégeno

El modelo original de la cascada de coagulacion fue subsecuentemente modificado
para incluir la observacion de que algunas proteinas de la coagulacién fungian como
cofactores, sin poseer actividad enzimatica. Actualmente se acepta que las
reacciones bioquimicas de la coagulacion se llevan a cabo sobre la superficie de las

células, cuya capa de fosfolipidos favorece las reacciones procoagulantes, dejando



atras el concepto de vias extrinseca, intrinseca y comun. En el nuevo concepto
celular, las reacciones de coagulaciéon se dividen en tres fases: iniciacion,
amplificacién y propagacion.*® La primera fase o de iniciacion, ocurre en las células
que expresan al FT. En la fase de amplificacion, las plaquetas y los cofactores son
activados. Finalmente, la propagacion ocurre en la superficie de las plaquetas y
como resultado se producen grandes cantidades de trombina (Fig. 3).14

Fase de iniciacion.

El FT es una proteina transmembranal que se expone en la superficie de las células
dafiadas, es el principal estimulo fisiol6gico para la iniciacion de la coagulacion. El
FT actia como cofactor y receptor del factor VIl activado (fVlla), Unica proteina de
la coagulacion que viaja en su forma activa en un 3%; el complejo molecular que
forma el FT/fVlla cataliza la activacién de los factores X y IX.%® El factor X activado
(fXa) se une a su cofactor, el factor V activado (fVa), para formar el complejo
protrombinasa e iniciar la generacion de pequefias cantidades de trombina. La
actividad del fXa se restringe a las células que expresan el FT, debido a que es
rapidamente inhibido por el llamado inhibidor de la via del factor tisular (IVFT) o por
la antitrombina (AT). En contraste con el fXa, el factor IX activado (flXa) puede
difundir a la superficie de las plaquetas debido a que el IVFT no tiene efecto sobre
él y sélo lo inhibe levemente la AT.

Fase de amplificacion.

Las pequefias cantidades de trombina generadas en las células que expresan el FT
son responsables de (1) la activacion de las plaquetas, (2) activacion del fV en la

superficie de las plaquetas, (3) disociacion del complejo fVIII/FVW con activacion del



fVIII, y (4) activacion del fXI en la superficie de las plaguetas.'® Para el término de
la amplificacion, el escenario esta listo para la generacion de grandes cantidades
de trombina en la fase de propagacion.

Fase de propagacion.

Debido a que el fXa no puede difundir hacia las plaquetas, éste debe ser provisto
en la superficie de las mismas. El fIX activado por el complejo FT/fVlla durante la
fase de iniciacion, difunde a la superficie de las plaquetas activadas e interactda con
su cofactor para formar el complejo diezasa, fIXa/fVllla, el cual cataliza la activacion
del factor X directamente en la superficie de las plaquetas. Una vez activado el fX,
se asocia con el fVa para formar el complejo protrombinasa y convertir grandes
cantidades de protrombina en trombina, y dar lugar a la generacion de monémeros

de fibrina.t

Plagqueta @.‘;@
—»
Iniciacion @ TROMBINA -

Villa &’ P
@ Amplificacion
W —» Va3
@m C=0=0 FIERINQGENOJ
‘ul'a ’
PLAQUETA l FIBRINA Propagacion

Figura 3. Modelo celular de la coagulacion. FT: factor tisular, IVFT: inhibidor de la via del factor
tisular, FvW: factor de von Willebrand. Tomado de Carrillo RE, et. al (2007).
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Mecanismos regulatorios de la coagulacion.

En condiciones normales, las células endoteliales proporcionan una envoltura
protectora que mantiene separado a los componentes hemostaticos de la
coagulacion de las estructuras reactivas del subendotelio. Las células endoteliales
sintetizan y secretan una serie de moléculas que mantienen el sistema en estado
de reposo y que evitan que la sangre se coagule en el interior de los vasos, entre
estas moléculas, se encuentran: (1) prostaciclina (PGl2) y éxido nitrico (ON), ambos
con una potente accion vasodilatadora y antiagregante que no permite la adhesiéon
de las plaquetas al endotelio; (2) trombomodulina (TM), una glicoproteina que se
une a la trombina para formar el complejo TM-trombina, que activa a la proteina C
(PCa); (3) heparan-sulfato que potencia la accién inhibidora de la AT y del cofactor
Il de la heparina; (4) activadores de la fibrindlisis: activador tisular del plasmin6geno

(tPA) y urocinasa (UPA) que actian sobre la digestion del coagulo.”’

Una vez que ha ocurrido el dafio vascular y se han desencadenado los mecanismos
para la formacion del coagulo, este debe ser un proceso localizado en el sitio de la
lesion, autolimitado en su crecimiento y transitorio en el tiempo. Existen diversos
mecanismos de regulacion que limitan la actividad enzimatica en el sitio y que evitan
la formacién generalizada de fibrina. El fXa y la trombina son inhibidos por el sistema
anticoagulante asociado a la superficie de la célula endotelial, el cual incluye a la
AT y al IVFT. Sin embargo, la generacion de trombina se limita principalmente por
la via de la proteina C. La PCa puede interaccionar con su cofactor, la proteina S,

para inactivar al fVa y al fVllla. Esto significa que el complejo TM/PCa/PS es
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eficiente al limitar la generacion de trombina en el endotelio sano, pero no para

inhibir la generacién de trombina en las plaquetas activadas.>18

La malla de fibrina que detiene la hemorragia se digiere por el sistema fibrinolitico
en el que interviene la proenzima inactiva llamada plasminégeno, que se convierte
en plasmina, la cual digiere a la fibrina generando productos de digestién de la
fibrina solubles. Dos activadores del plasmindégeno han sido identificados en la
sangre: t-PA y u-PA. A su vez, los activadores del plasmindégeno son regulados por

los inhibidores del activador del plasminégeno (PAls).*®

El inhibidor de Ila fibrindlisis activado por la trombina (TAFI) es un zimégeno que
puede ser activado (TAFIa) por la trombina o plasmina. TAFla remueve los residuos
de lisina terminal de la fibrina los cuales mejoran la unién del plasminégeno al
coagulo (fibrina), de este modo TAFla inhibe la actividad de la fibrina como cofactor
para la activacion del plasminégeno y mejora la resistencia del coagulo a la

fibrindlisis.2°

La heparina no fraccionada (HNF).

Antecedentes Historicos, descubrimiento y uso la heparina como
anticoagulante.

La historia de la heparina comienza con James McLean, un destacado estudiante
de medicina de la Universidad de Johns Hopkins. En 1916 McLean comenzé a
trabajar en el laboratorio del Dr. Howell, quien le asigné la tarea de purificar la
cefalina o tromboplastina, un fosfatido derivado de tejido o de células de la sangre
presentes en la iniciacién de la coagulacién. Su objetivo era determinar la pureza

de las preparaciones de cefalina provenientes de extractos de diferentes 6rganos y
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confirmar si la actividad procoagulante era debida a la fraccion de fosfatidos

purificados y no por la presencia de algin contaminante.?!

Los resultados obtenidos por McLean demostraron que la cefalina extraida de
higado, corazén y pulmoén era capaz de acelerar la coagulacion de la sangre. Sin
embargo, para su sorpresa, McLean descubrié que cierto extracto que contenia
fésforo solubilizaba ligeramente diferente de los extractos con cefalina y que tal
sustancia mejoraba la inhibicibn de la coagulacion. El extracto proveniente de
corazon fue designado como cuorin y el extracto derivado del higado como

heparfosfatido.??

Howell le permiti6 a McLean ser el Unico autor de su publicacion La accién
tromboplastica de la Cefalina en 1916. Dos afios después en 1918, Howell y su
asistente Emmett Holt, analizaron la actividad anticoagulante del heparfosfatido, al
cual denominaron heparina debido a su gran abundancia en el higado.®® La
molécula aislada del extracto de higado resulté ser un carbohidrato soluble en agua,
identificado como acido glucurénico, principal componente de lo que hoy
conocemos como heparina.?! En 1931 Best logré extraer la heparina del higado de
buey en grandes cantidades, demostrando que era mejor que la heparina obtenida
del higado de perro. Para el afio 1933, Charles y Scott crearon un método para aislar
la heparina con un alto nivel de pureza, empleando como fuente el pulmon de buey.
El Dr. Gordon Murray colabor6é con Best y en 1935 demostraron la eficacia de la
heparina sédica en la prevencion de trombosis. 2> 23 La heparina obtenida de

bovinos fue reconocida por la FDA en 1934 y dos afios después, la heparina porcina.
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Cerca de 1940 la heparina fue empleada en el tratamiento de enfermedades

trombéticas y fue hasta 1950 que se le dio el uso como profilactico.?*

Caracteristicas fisico-quimicas de la heparina.

La HNF es un polisacéarido con alta carga negativa que pertenece a la clase de los
glicosaminglicanos (GAG).%° Es heterogénea con respecto a su peso molecular, su
actividad anticoagulante y sus propiedades farmacocinéticas. Su peso molecular
presenta un rango variable que va de 3,000-30,000 Da con un promedio de 15,000

Da (con 45 cadenas de monosacaridos aproximadamente).?®

La HNF es un producto exclusivo de los mastocitos y estd constituido por
secuencias de unidades de disacéridos alternadas de acido D-glucurénico (GIcA),
acido L-idurénico (IdoA) y de una D-glucosamina (GIcN), prevalentemente N-
sulfatada (GIcNSOs) y N-acetilada (GIcNAc) en menor proporcién. Todos los
residuos se unen por un enlace a-1,4 al siguiente residuo de la cadena a excepcién

el acido glucurénico, que se une por un enlace B-1,4.27:28

La proporcién de los diferentes dominios que componen a la heparina varia
dependiendo del animal y del érgano del cual procede e incluso hasta del proceso
de purificacion. El principal disacérido en la heparina con secuencias repetidas es
un disacarido trisulfatado (TSD), el IdoA2SO3-GIcNSO36S0s, representa del 60-
75% de la estructura de la heparina obtenida de mucosa de cerdo y mas del 85%

de la heparina proveniente del pulmén de res (Fig. 4A).?°

La actividad anticoagulante de la HNF depende de una secuencia de pentasacarido
especifica que se unen a la AT y que se encuentran solamente en una tercera parte

de las cadenas de heparina comercial. El resto de las cadenas de heparina que
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carecen de esta secuencia de pentasacarido tienen escasa o nula actividad
anticoagulante.?”20 La regién especifica de unién a la antitrombina (ATBR por sus
siglas en inglés), se caracteriza por la presencia de una glucosamina trisulfatada,
que ademaés del N-sulfato y el O-sulfato sobre el carbono-6, también presenta un
grupo sulfato sobre el carbono-3 de la glucosamina (GIcNSO33,6S03) y precedente

a dicha secuencia se encuentra un residuo no sulfatado, el GIcA (Fig. 4B).3% 32

0s0, NHSOZ/, n

TSD
_ _ (A)
7 H,080;,
CO'O '
<C‘n’i2| O o
h.

(IdoA) — GIcNAc6SO, — GlcA — GleNSO,,3,650, — IdoA250, — GIcNSO,650,

or H,0S0; H,0S0; (B)
— p— Co; O
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| P
OH Nl-ig?}} 0s0; NHSO} )
_.--"/
TN
ATBR

Figura 4. Estructura de la heparina. (A) Disacarido trisulfatado (TSD). (B) Hexasacarido de la
secuencia de heparina que contiene el pentasacérido con la regidén de unién a la antitrombina
(ATBR). Los grupos sulfato esenciales para la unién con alta afinidad a la AT estan marcadas con
un @valo. Tomado de Casu B, et. al (2014).

Diferencias entre las heparinas calcicas y sédicas.

En 1976, Thomas y colaboradores realizaron un estudio para evaluar la diferencia
en los niveles de heparina al administrar heparina sddica y calcica por via
subcutanea e intravenosa. Los resultados demostraron que al administrar heparina

calcica por via subcutanea, los niveles de heparina en plasma eran menores con
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respecto a los niveles de heparina sédica. En cambio, cuando las mismas sales
fueron administradas por via intravenosa, no hubo diferencia significativa. Ellos
sugirieron que la heparina calcica puede estar asociada con menores
complicaciones hemorragicas.® Los resultados obtenidos por Thomas coincidieron
con la afirmacion de Detrie y colaboradores, acerca de que la heparina calcica
administrada por via subcutanea estd asociada con un menor efecto de hemorragia
local con respecto a la sal de sodio.** Otro estudio realizado por Walker demostr6
que la heparina célcica es mas efectiva que la heparina sddica en ayudar a lisar los
trombos existentes previniendo su propagacion, sugiriendo que la heparina célcica
administrada por via subcutdnea deberd ser usada como primera eleccién para
mantener la trombosis venosa profunda en las piernas, ya sea que esté o no

asociada a embolismo pulmonar.3®

En la actualidad no existen estudios comparativos que demuestren diferencia entre
las dos sales en cuento a eficacia y complicaciones asociadas. La via intravenosa
es la mas comun para la administracion de la heparina sodica, mientras que la

heparina célcica se emplea comunmente por via subcutanea.

Indicaciones de la HNF. Diferencias en el tratamiento de infusion
continua y aplicacion.

Algunas de las aplicaciones clinicas de la HNF son el tratamiento y la prevencion
de la embolia pulmonar, la prevencién de la trombosis mural luego de un infarto de
miocardio, el tratamiento inicial de la trombosis venosa profunda y venosa proximal,
tromboflebitis primaria y posquirlrgica, oclusién arterial subita por trombosis o

embolia, en la profilaxis de la trombosis venosa o embolia posquirdrgica, en
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trombosis cerebral durante el accidente cerebro vascular en evolucién, después de
una operacion de cirugia cardiovascular y en la prevencion de la coagulaciéon
sistémica en pacientes con fibrilacion atrial y valvulas mecéanicas prostético-
cardiacas.®® La HNF también esta indicada en pacientes con circulacion extra
corpdrea, cirugia vascular durante y después de angioplastia coronaria, en
pacientes con stents coronarios y en pacientes seleccionados con coagulacion

intravascular diseminada (CID).%’

La HNF se utiliza a concentraciones bajas en soluciones de lavado de catéteres
intravenosos para inyecciones intermitentes, ya que la heparina residual en el
catéter evita la formacion de coagulos que pueden obstruir su luz. También se utiliza

para prevenir las adherencias pleurales o peritoneales.36 38

Las dos rutas de administracién preferentes de la HNF son la via intravenosa y
subcutanea, la inyeccion intramuscular puede provocar la formacion de hematomas,
por lo que debe evitarse. Si la via subcutanea es seleccionada, la dosis debera ser
lo suficientemente alta para contrarrestar la biodisponibilidad reducida que ocurre
cuando la heparina se administra por esta ruta.’

Las guias del Colegio Americano de Médicos del Torax (American College of Chest
Physicians, ACCP) sugieren que la terapia con HNF sea ajustada con base al peso
corporal. Para el tratamiento de enfermedad tromboembdlica venosa por via
intravenosa se recomienda un bolo inicial de 80 Ul/kg seguido de una infusién
continua de 18 Ul/kg por hora. Una dosis ligeramente menor de 70 Ul/kg seguido
de una infusién de 15 Ul/kg por hora es recomendada en pacientes cardiacos o con

riesgo de evento cerebrovascular.®® Para la profilaxis, se requieren dosis fijas de
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5000 Ul dos o tres veces al dia, administradas por via subcutéanea, con estas dosis,
la monitorizacién de la coagulacién es innecesaria.3°

Las guias actuales no han establecido estrategias en cuanto a la dosis
anticoagulante con HNF en la poblacién con sobrepeso y obesidad. Se ha sugerido
el uso de la estimacion del volumen de sangre para la dosificacion de HNF en
pacientes obesos, sin embargo el tejido adiposo es menos vascular con respecto al
tejido magro, haciendo dificil de evaluar el volumen de distribucién.*® Los pacientes
con obesidad que son dosificados con base al peso corporal corren el riego de estar
sobreanticoagulados y sufrir hemorragia debido a la inclusién del tejido adiposo a la
dosis en la cual la heparina es pobremente distribuida.*! Estudios realizados por
Hohner y colaboradores recomiendan infusiones de heparina menores a las
recomendadas por las guias (13 unidades/kg por hora) en pacientes con mas de
165 kg, mientras que en pacientes con un peso menor a 165 kg se puede emplear
la tasa de infusién de heparina basada en el peso corporal normal para alcanzar los
tiempos de TTPa terapéuticos.*?

Es necesario conocer la duracion optima de la terapia anticoagulante con el uso de
HNF. El uso prolongado de la heparina esta asociado con un incremento en
hemorragias, con elevacion de costos al cuidado de la salud y a la mortalidad,
mientras que la discontinuacién temprana puede dirigir a un tratamiento inadecuado
con alto riesgo de trombosis. 43 Estudios futuros deberan identificar la duracién
optima de la terapia con la cual se logren los beneficios anticoagulantes mientras
se minimizan los costos y los riesgos asociados. Sin embargo, es recomendable
que el paciente en tratamiento alcance las concentraciones terapéuticas lo mas

rapido posible.
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Mecanismo de accion de la Antitrombina.

La AT es una glucoproteina plasmatica formada por una cadena de 432
aminoacidos con un peso molecular de 58 kDa y pertenece a la familia de los
inhibidores de las proteasas de serina (serpinas).* La AT se encuentra circulando
en plasma bajo las isoformas a y B3, las cuales difieren en la cantidad de glicosilacion.
La a-antitrombina representa cerca del 90% de los niveles en plasmay se encuentra
totalmente glicosilada, mientras que la B-antitrombina es la glicoforma que se
encuentra en menor proporcién y carece de un oligosacérido préximo al punto de

unién con la heparina, lo que la hace mas afin a la heparina.®

La actividad neutralizante de la AT se da por formacion de un complejo
estequiométrico entre 2 componentes, a través de la interaccion de un residuo de
arginina del centro reactivo de la molécula de AT y de la union covalente a la serina

del centro activo de la trombina y de otras enzimas de la coagulacion.*®

La molécula de heparina presenta sitios de union a la AT que se encuentran
distribuidos en una frecuencia variable. La formacion del complejo HNF-AT se debe
a interacciones electrostaticas entre los grupos sulfato de la secuencia especifica
de pentasacaridos presentes en la molécula de heparina y los aminoacidos de lisina
en la molécula de la AT, lo que provoca un cambio conformacional en el centro
reactivo de la arginina.*’#® La actividad inhibitoria del complejo HNF-AT es capaz
de inactivar a la trombina, al fXa y en menor grado a otras enzimas de la
coagulacion, incluyendo a los factores IXa, Xla y el Xlla. La trombina y el factor Xa

son las enzimas mas sensibles a la accion del complejo HNF-AT, ya que la heparina
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incrementa la afinidad de la AT por sus sustratos hasta 10,000 veces, en el caso de

la HNF, la trombina es mas sensible que el fXa.?®

La actividad inhibitoria de la AT esta directamente relacionada con el tamafio de la
heparina, requiriendo heparinas con cadenas que presenten al menos 16-18
unidades de sacéridos para lograr una union irreversible con la trombina.*® La
Heparina de Bajo Peso Molecular (HBPM) presenta cadenas mas cortas que la
HNF, sin embargo, sus cadenas son lo suficientemente largas para unirse a la AT e
inhibir al fXa, pero son muy cortas para unirse a la trombina (Fig.5). La actividad de

HBPM es predominantemente sobre el fXa.%°

Secuencia de pentasacarido

A Heparina no <~ . £
fraccionada N 2 . -+ Factor Xa »

Antitrombina %

B Heparina de bajo
peso molecular

Figura 5. Mecanismo de accion de la HNF y de la HBPM. Modificado de Harrison: Principios de
medicina interna (p. 993), por Longo DL, Kasper DL, Jameson JL, et al. (Editores), 2012, México.
McGraw Hill: Derechos de autor (2012).

Monitoreo del tratamiento con HNF.

Prueba de Tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa).

Antecedentes histoéricos.

El tiempo de tromboplastina parcial (TTP) fue descrito por Langdell, Wagner y
Brinkhous en 1953. Langdell y sus colaboradores desarrollaron una tromboplastina

parcial proveniente de extracto de cerebro de conejo, compuesto de fosfolipidos
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llamados cefalina. El término parcial fue designado debido a la reduccién de la
actividad del FT de la tromboplastina original, lo que redujo a su vez la actividad del
fVII y por tanto del fX, lo que permite al TTPa ser sensible a la deficiencia de los
factores fVIII, IX, XI, XlI, e incluso al fX debido a su limitacion en la generacion de la

trombina.5!

En 1954 Bell y Alton modificaron la técnica de Biggs y Douglas para la generacion
de tromboplastina debido a que la prueba consumia demasiado tiempo. Bell y Alton
describieron el método para preparar un extracto de tromboplastina de cerebro
humano en cloroformo, lo que sustituyd a la suspension de plaquetas del método
de Biggs y Douglas. Esta preparacion fue satisfactoria en el diagndéstico de

hemofilias y en la enfermedad de Christmas.52:53

Dos afios después, Margolis desarrollé6 un método rapido y de un sélo paso para el
diagnéstico de deficiencias en el sistema de coagulacion. Su método se baso en el
acortamiento del tiempo de coagulacién del plasma recalcificado, bajo condiciones
controladas de la fase de contacto por adicion de kaolin y una dilucién de plaguetas
o por adicién de un reactivo sustituto de plaguetas.® Los resultados de Margolis
llevaron a Rapaport y Robert Proctor a estandarizar el TTP empleando como
activador de contacto el kaolin, lo que dio origen a un ensayo simple, confiable,

sensible, reproducible y rapido para diagndéstico de hemofilias.5®

De esta forma, el ensayo del TTP fue designado con el término activado (TTPa) por
la adicion de activadores de contacto, particulas de carga negativa tal como el

kaolin, acido elagico, silica o celite.>®
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Fundamento.

El TTPa es un ensayo que ha sido empleado para la evaluacion de las llamadas
vias intrinseca y via comun de la coagulacién, su prolongacion tiene relevancia
como un indicador de la deficiencia de uno o varios de los siguientes factores: VI,

IX, X1, XII, X, Il y del Fg.57

La prueba del TTPa se inicia con la incubacién del plasma, un activador de
superficie y la tromboplastina parcial (fosfolipidos sin FT).5® Durante la incubacién
inicial se induce la activacion de los factores por exposicion de las cargas negativas
del activador, lo que provoca la activacion del fXIl. Consecuentemente el fXlla activa
al fXI en fXla y éste ultimo al fIX, el cual se une con su cofactor para formar el
complejo diezasa fIXa+fVIlla+Ca?*+fosfolipidos y activar asi al fX. Una vez activado
el X, se une a su cofactor para formar el complejo protrombinasa, fXa/fVa, el cual
es capaz de convertir grandes cantidades de protrombina en trombina. El ensayo
de TTPa mide el tiempo transcurrido hasta la formacién del coagulo.>%6°
Estandarizacion de la prueba del TTPa. Tipos de activadores y diferentes

fosfolipidos.

Diversos reactivos estan disponibles en el mercado para la prueba del TTPa, sin
embargo, su composicién es variable, lo cual influye en la sensibilidad de cada
reactivo.®! Las variables que presentan los reactivos incluyen el origen,
composicién y concentracion de fosfolipidos, asi como el tipo de activador de
superficie, lo que explica por qué los laboratorios especializados en hemostasia a
menudo usan diferentes reactivos de TTPa de acuerdo a la poblacion que

estudian.t?
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El origen de los fosfolipidos es un factor variable en los reactivos para la prueba del
TTPa, los mas comunes son los de origen animal, vegetal, humano y sintéticos. Los
tejidos de los cuales provienen pueden ser del cerebro de conejo, bovino, de la soja

y de la placenta humana.®?

Otro factor variable en los reactivos del TTPa es el empleo de diferentes agentes
activadores. Algunas de las sustancias que inician la fase de contacto son el vidrio,
caolin, el celite, el dextran y el acido elagico, los cuales estan cargados

negativamente, lo que activa al fXIl de la coagulacién.64.6566

Uso de la prueba de TTPa en el monitoreo de terapia con HNF.

El objetivo de la anticoagulacion con HNF es alcanzar los niveles terapéuticos
dentro de las primeras 24 horas para disminuir el riesgo de trombosis mientras se

minimiza el riego de hemorragia.®:68

En el afio de 1972, Basu y colaboradores estudiaron 162 pacientes con trombosis
venosa y evaluaron la relacién entre la prueba del TTPa y su eficacia clinica. Los
tiempos del TTPa fueron medidos diariamente y la dosis de heparina fue ajustada
para mantener tiempos de TTPa entre 1.5y 2.5 veces los valores del control normal
del laboratorio. Cinco de los 162 pacientes, desarrollaron trombosis venosa
recurrente durante su estancia en el hospital, todos ellos mantuvieron tiempos de
TTPa menores a 50 segundos, lo que representa aproximadamente 1.3 veces el
valor del control normal.® Este fue el primer estudio que apoy6 el uso de un indice
terapéutico de TTPa para reducir el riesgo de trombosis. Este indice se representa

mediante un calculo simple, el valor del TTPa del paciente entre la media del TTPa
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de al menos 20 sujetos sanos. Sin embargo, la variabilidad en la sensibilidad de los

reactivos para la prueba del TTPa hace obsoleto el uso de este rango arbitrario.

Trabajos previos han indicado que la sensibilidad de un reactivo de TTPa hacia la
heparina depende del contenido de fosfolipidos y de la naturaleza del activador
presente.’%’1.72 En 1996 Kitchen y colaboradores evaluaron nueve reactivos de
TTPa en 420 laboratorios, empleando plasmas de pacientes que recibian heparina
(método ex vivo) y muestras de plasma normal a las cuales se les adicion6 heparina
(método in vitro). Para ambos métodos, los resultados demostraron una notable
variabilidad en la sensibilidad de los diferentes reactivos durante la monitorizacion
de la HNF, asi como una alta influencia del coaguldmetro empleado.”® Otros
estudios han demostrado que el método in vitro presenta tiempos de TTPa
significativamente mas prolongados con respecto al método ex vivo, por lo que
decisiones en el incremento o disminucion de la infusion con HNF basado en este
método podria provocar complicaciones clinicas. EI método recomendado para
obtener el rango terapéutico de la HNF es el método ex vivo, el cual provee los
datos mas confiables de la concentracibn de heparina in vivo al tiempo de

muestreo.’

Para monitorizar la HNF por medio del ensayo del TTPa, el laboratorio debe emplear
reactivos sensibles a la HNF y sera necesario definir el indice del TTPa equivalente
al rango terapéutico de la heparina, usando idealmente muestras obtenidas por el
método ex vivo de pacientes tratados con HNF y evaluando la heparina por el

ensayo del TTPa y por niveles anti-Xa.” El rango terapéutico debe corresponder a
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una concentracion de 0.3 a 0.7 UI/mL evaluado por el ensayo cromogénico anti-Xa

o bien de 0.2 a 0.4 por el ensayo de titulacién con protamina (Fig. 6).7677
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Figura 6. Correlacion de los resultados de la prueba del TTPay el ensayo anti-Xa. El rango de
TTPa calculado de la ecuacion de la regresién lineal que corresponde a niveles de heparina de 0.3-
0.7Ul/mL es de 87.1 a 128.7 segundos. Tomado de Byun et. al (2016).

Pruebas semejantes: Titulacidén con protamina.

La protamina es una proteina de bajo peso molecular rica en lisina, arginina y otros
aminoacidos basicos. EI mecanismo de la protamina se basa en la unién
electrostéatica entre los grupos amino de la molécula de protamina y los grupos

sulfato de la HNF, revirtiendo asi su efecto anticoagulante.”

El tiempo de coagulacién de la Trombina (TCT) mide el tiempo de coagulacion
después de la adicion de trombina al plasma. La presencia de HNF en plasma,
produce una prolongacion dosis-dependiente del TCT. El resultado del ensayo de
titulacion con protamina representa la cantidad de protamina requerida para

regresar a los tiempos basales del TCT.”®

El método de titulacion con protamina no es caro y es considerado confiable, sin

embargo es un método manual, no automatizado. Debido a que el método es
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limitado por la variabilidad dependiente del operador y por la que corresponde al
origen y fuente de la trombina, el método de titulacion con protamina es a menudo
usado para propésitos de investigacién y raramente para uso clinico.®® Las
recomendaciones de la ACCP sugieren un rango de TTPa para la terapia 6ptima
con HNF que refleje concentraciones de heparina entre 0.2 a 0.4 Ul/mL por el

ensayo titulaciéon con protamina.8?

Prueba anti-Xa.

Fundamento de la prueba.

La utilidad clinica del ensayo anti-Xa en el monitoreo de la HNF se demostré en
gran medida debido a que se observé que una proporcion de los pacientes
expuestos a dosis terapéuticas con HNF fallaron en alcanzar el rango terapéutico

esperado en la prueba del TTPa.8?

El principio del ensayo consiste en evaluar la actividad de la heparina sobre la
inhibicién del fXa por la formacion del complejo HNF-AT. La reaccion se lleva a cabo
al mezclar el plasma heparinizado con un exceso de fXa exdgeno y un sustrato
cromogénico, con secuencias de aminoacidos especificas para el fXa (CHzOCO-D-
Val-Val-Gly-Arg-pNA). Algunos de los ensayos pueden contener AT para asegurar
una concentracion constante en el complejo HNF-AT. A partir de la adicion del fXa

en exceso al plasma, se originan los siguientes procesos (Fig. 7):

a) inhibicion del fXa por la heparina presente en el plasma
b) hidrdlisis del sustrato cromogénico por parte del fXa residual en la secuencia

adyacente al residuo de arginina.
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Transcurrido el tiempo necesario para que se establezca el equilibrio de la reaccion,
se mide a 405 nm la liberacion de la paranitroanilina (p-Na) del sustrato
cromogénico.? La cantidad de color formado es directamente proporcional al fXa
libre (o residual) e inversamente proporcional a la actividad de heparina presente en
la muestra.84 Para conocer la concentraciéon de heparina en la muestra se emplean

curvas de calibracion de referencia y se interpolan las absorbencias del plasma.®®

Abs. 405 nm
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exdgena S
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AT
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Figura 7. Ensayo cromogénico anti-FXa. HNF:heparina no fraccionada. AT:antitrombina, p-
Na:paranitroanilina. Modificado de Heparin properties, uses and side effects (p. 92). In: Piyathilake
DE and Liang R (Editors). 2012. New York: Nova Science Publisher.

Diferencias en las pruebas disponibles en el mercado. Uso de antitrombina
suplementada.

Existen dos tipos de ensayos cromogénicos anti-Xa disponibles, el primero es un
ensayo al que se le afiade un reactivo con exceso de AT (exdgena) y el segundo
que no requiere de AT exdgena.® En este caso, la actividad de la heparina depende
de la AT presente en el plasma del paciente, lo que significa una medida mas real
de la cantidad de HNF que se alcanza in vivo a diferencia del ensayo con AT

exégena.
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Existen condiciones en las cuales se presentan niveles bajos de AT, como son las
deficiencias congénitas (<60% de los niveles normales) y las adquiridas, que
pueden presentarse por numerosos factores, incluyendo enfermedades del higado,
sindrome nefrotico, CID, sepsis, pre-clampsia, embarazo y cirugias. También se ha
reportado que la administracion de anticonceptivos orales y la terapia con heparina
reducen los niveles de AT.8"8 Estudios realizados por Mitchell y Vegh demostraron
una correlacion directa entre los niveles de anticoagulante y la concentracion de AT.
Cuando las concentraciones de AT en plasma son menores a 1.0 y/ml los niveles
de heparina son subestimados, mientras que a concentraciones de AT por arriba de

1.0 w/ml los niveles de heparina en plasma se sobreestiman.®

Una de las limitaciones que presenta la adicion de AT a la prueba anti-Xa, es en
pacientes con deficiencia de AT, en los cuales los resultados no reflejan el estado
anticoagulante in vivo. El ensayo anti-Xa sin AT adicional, es un mejor reflejo de la
realidad del paciente, sin embargo, es incapaz de diferenciar entre deficiencias de

AT y una baja dosis de heparina.®?:86

Uso de la prueba de TTPa vs anti-Xa en el monitoreo de la terapia

anticoagulante con HNF.

Correlacion de los valores de TTPay la concentraciéon plasmatica de HNF.

El valor del indice del TTPa se usa como un intervalo de referencia terapéutica para
la monitorizacion de la heparina, que debe encontrarse entre 1.5 a 2.5; sin embargo,
el valor obtenido depende de muchos factores, principalmente de la sensibilidad del

reactivo hacia la heparina y del instrumento empleado para la prueba.®?
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La pobre correlacion entre los valores de la heparina en plasma (Ul/mL) y el TTPa
también puede deberse a factores tales como: terapia con warfarina, inhibidores
directos de la antitrombina, enfermedades del higado, deficiencia de la vitamina K,
deficiencia de factores, respuesta de fase aguda con incremento de las
concentraciones del fVIIl, sindrome antifosfolipidos, elevacion del PF4, entre

otros.83

Shannon y colaboradores realizaron un estudio donde evaluaron los cocientes del
TTPa a los cuales se obtenian niveles terapéuticos con HNF por medio del ensayo
anti-Xa, probando diferentes reactivos y coagulometros. Los resultados
demostraron que el uso del cociente del TTPa entre 1.5 a 2.5 veces con respecto
a los valores normales, presenta variabilidad con respecto al ensayo anti-Xa para
alcanzar los niveles terapéuticos de la HNF, encontré una mayor diferencia al probar
los diferentes reactivos en el mismo coagulémetro que al usar el mismo reactivo en
diferentes coagulémetros. Shannon recomendé establecer el intervalo del cociente

del TTPa con base al reactivo y al coagulémetro empleado.®?

La estandarizacion de la prueba del TTPa requiere establecer un intervalo
terapéutico para cada reactivo e instrumento, para ello se utilizan muestras de
plasma de al menos 30 pacientes que hayan recibido terapia con heparina. Se
realiza la prueba del TTPa y se determinan los niveles de heparina por medio del
ensayo anti-Xa o por el ensayo de titulacion con protamina. Por una andlisis de
regresion lineal se calcula el cociente del TTPa que corresponda al intervalo

terapéutico de la heparina.®376
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Ventajas y desventajas de usar la prueba del TTPa para monitorizar el efecto
de la HNF en el paciente

La principal ventaja que tiene el uso del TTPa es que es una prueba de rutina en el
laboratorio de coagulacidon y es sensible a la presencia de HNF. Esta prueba ha sido

usada para este propdsito por décadas.* 56

A diferencia del ensayo anti-Xa, el TTPa no presenta limitaciones en las muestras
con hiperbilirubinemia (niveles de bilirrubina >6.6 mg/dL), e hipertrigliceridemia

(niveles de triglicéridos >3 60 mg/dL) si se usa el método mecanico en la lectura.®®

En términos de variables biolégicas, en donde la prolongacion del TTPa no esta
relacionada con la HNF, la terapia es impredecible e insegura. La prolongacion del
TTPa por el AL se debe a una neutralizacion parcial del reactivo con fosfolipidos,
los que son requeridos para la formacion del coagulo. La prolongaciéon del TTPa
secundaria al AL en pacientes con heparina puede interferir en la interpretacion de
los resultados, al sobreestimar los niveles de la terapia anticoagulante. Se
recomienda que el reactivo del TTPa para el monitoreo de la terapia con

anticoagulantes se realice con un reactivo que presente baja respuesta al AL.56

Debido a que la mayoria de los factores de coagulacién se sintetizan en el higado,
los pacientes con hepatopatia presentan una reduccion en la concentracion de los
factores de coagulacion, lo que provoca una prolongacion en los tiempos del
TTPa.®® Contrario a esta situacion, el fVIII, el Fg y el FYW se incrementan durante
episodios de enfermedades agudas o en procesos inflamatorios, lo que provoca un

acortamiento en el TTPa.97:98. 99,100
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Entre los errores pre-analiticos mas comunes que pueden alterar al TTPa se
encuentran los tubos mal aforados y las muestras de sangre con hematocritos
mayores al 55%, donde la concentracion del citrato que se usa como anticoagulante
en los tubos, se encuentra incrementada con respecto a la proporcion del plasma,
provocando que el exceso de citrato que no se uni6 al calcio libre en la sangre se
una al calcio adicionado para las pruebas de coagulacion, teniendo como resultado
una prolongacion artificial en los tiempos de coagulacién.'! Otro error pre-analitico
comun que interfiere con el TTPa son las muestras hemolisadas, con niveles
elevados de Hemoglobina (Hb) libre y de bilirrubina; los altos niveles de Hb libre son
capaces de unirse a la HNF y neutralizar su actividad anticoagulante, provocando
valores de TTPa cortos de entre 5 a 20 segundos, mientras que la
hiperbilirrubinemia provoca TTPa prolongados.%? Errores debido a la hiperlipidemia

deben ser eliminados con una centrifugacion adicional.®®

Ademas de la variabilidad bioldgica que altera los resultados de la prueba del TTPa,
la mayor problemética es la variabilidad en la sensibilidad de los diferentes reactivos
de TTPa hacia la HNF y la metodologia de los instrumentos empleados. Para
monitorizar la HNF por medio del TTPa, cada laboratorio debera establecer un
indice de TTPa equivalente a un rango terapéutico, usando el método ex vivo
evaluado por ambos ensayos: TTPa y el ensayo anti-Xa.”®

Ventajas y desventajas de usar la prueba de anti-Xa para monitorizar el efecto

de la HNF en el paciente.

Entre las principales ventajas que tiene el ensayo anti-Xa es que la tecnologia para

su uso, se encuentra disponible en muchos analizadores automatizados de
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coagulacion. No es susceptible a interferencias por la presencia de AL,
enfermedades en el higado, deficiencias de factores o por incremento en los niveles
de proteinas de la fase aguda tales como el fVIIl y el Fg. 1°31%4 Aun cuando el costo
del ensayo anti-Xa es mayor que el del TTPa, los costos pueden ser equivalentes
debido a que el nUmero de muestras para el ajuste de las dosis, suele ser menor
que con el uso de TTPa.®® Finalmente, la principal desventaja del ensayo anti-Xa en
hospitales con bajos recursos sigue siendo el costo del mismo y en laboratorios

pequeiios, la presencia de equipos que sélo realizan pruebas coagulométricas.%®

La heparina tiene alta afinidad por el PF4, una proteina de carga positiva que se
encuentra en los granulos de las plaquetas y en la superficie de plaquetas
activadas.'% La unién del PF4 a la heparina provoca una potencial neutralizacién
de la HNF, por lo que las muestras deben ser transportadas al laboratorio y
centrifugadas dentro de la primera hora posterior a la coleccion; las muestras que
no puedan recibirse dentro de la primera hora, deben ser centrifugadas y el plasma
debe ser removido del componente celular. La HNF de las muestras que no sean
separadas del paquete celular, serd neutralizada por el PF4, provocando bajas
concentraciones de la HNF medidas por el ensayo anti-Xa y su efecto no se podra

evidenciar en el TTPa.107

Los ensayos anti-Xa que contienen AT no son recomendados en la monitorizacién
de la HNF, debido a que la concentracion de heparina se subestima en pacientes
con deficiencias severas de AT, en los cuales no se reflejan los niveles actuales de
HNF,1% sin embargo, en la actualidad, en México sélo existen reactivos

suplementados con AT.
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Aunque la ACCP recomienda que el ensayo anti-Xa debe alcanzar un rango
terapéutico de 0.3 a 0.7 Ul/mL, publicaciones en la literatura demostraron una
diferencia significativa (>0.2 Ul/ml) en los niveles de HNF al comparar diferentes
instrumentos y ensayos cromogénicos disponibles, lo que se relaciona sobre todo a

la falta de apego al cuidado pre-analitico de las muestras.19%:110
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2. JUSTIFICACION.

Tradicionalmente la heparina no fraccionada ha sido el anticoagulante de eleccion
indicado para el tratamiento o prevencion de trombosis venosa, en numerosas
situaciones. Los niveles de HNF deben alcanzarse rapidamente, mantenerse en el
intervalo terapéutico y al mismo tiempo, debe evitarse elevar el riesgo de
hemorragia de los pacientes. La prueba para el monitoreo de la HNF ha sido por
décadas el Tiempo de Tromboplastina Parcial activado, sin embargo, diversos
estudios han demostrado que el TTPa es una prueba de laboratorio cuyos
resultados varian significativamente dependiendo del reactivo. El ensayo Anti-Xa es
la mejor prueba de laboratorio para su monitorizacién, ya que mide la concentracion
del farmaco directamente en el plasma del paciente, sin embargo, tiene varias

limitantes, como el costo y su baja implementacion en los laboratorios de rutina.

Debido a que no se conoce la correlacion entre los valores del reactivo de TTPa
utilizado en el laboratorio de rutina de Hematologia del INCICh para evaluar a los
pacientes anticoagulados con HNF y los valores anti-Xa, se propone el presente
trabajo en el que ademas, se evaluaran los resultados obtenidos con otros reactivos

de TTPay su relacion con otras variables hemostaticas.

3. HIPOTESIS.

La correlacion entre los valores de TTPa con respecto a los niveles plasmaticos de

HNF medida por Ul/mL de anti-Xa, es alta.
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4. OBJETIVOS.

OBJETIVO PRIMARIO.

Demostrar la variabilidad en los resultados del Tiempo de tromboplastina parcial
activado, versus la determinacion de la concentracion de HNF por método

cromogénico en pacientes tratados con HNF.

OBJETIVOS SECUNDARIOS.

e Determinar la variabilidad en los resultados de tres reactivos diferentes de TTPa
en la valoracion de muestras de pacientes con HNF.

e Evaluar el efecto de la concentracion de fibrinégeno y fVIll:c sobre los valores
de TTPa de los pacientes tratados con HNF.

e Determinar qué reactivo de TTPa es mas sensible entre: el Pathromtin®SL de
Siemens, TTPa-SP liquid® de HemosIL y TTP-STA Automate 5 de Stago para
el monitoreo de la terapia anticoagulante con HNF de acuerdo al ensayo anti-Xa
de Stago.

e Determinar si el intervalo 1.5-2.5 del indice de TTPa corresponde a los niveles

terapéuticos de HNF en plasma.

5. MATERIAL Y METODOS.

Obtencion de las muestras

En un periodo de tres meses, se seleccionaron 70 muestras, de las recibidas en el
laboratorio de Hematologia para la realizacion de tiempos de coagulacion de
pacientes provenientes del servicio de hospitalizacion. Por la revision del expediente
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electronico, se seleccionaron aquellas provenientes de pacientes que estuvieran
recibiendo HNF. Como es usual, las muestras fueron colectadas en tubos con citrato
de sodio al 3.2%, manteniendo una relacion de nueve partes de sangre por una
parte de anticoagulante (9:1). Se obtuvo el plasma desprovisto de plaguetas con
menos de 10,000 plaquetas/uL por centrifugacion a 2190g por 20 minutos a
temperatura ambiente, en un plazo no mayor a una hora a partir de la extraccion. El
plasma se separd del paquete celular y fue transferido a tubos de polipropileno.
Debido a que las muestras incluidas en el estudio fueron obtenidas a partir de
solicitudes con requerimiento de tiempos de coagulacion y a que ningun paciente
fue intervenido o modificado su tratamiento durante este trabajo, aplicado alguna
cuota extraordinaria o uso individual de sus datos personales, lo que pudiera violar

su derecho a la privacidad, no se aplicé consentimiento informado.

Las pruebas de hemostasia como tiempo de protrombina (TP), TTPa con el reactivo
Pathromtin SL de Siemens® (reactivo de uso en el laboratorio de coagulacion del
INCICh), asi como el tiempo de trombina (TT) se midieron en fresco en un equipo
BCS-XP de Siemens®, que es un coagulémetro con lectura éptica de formacion del
coagulo. El remanente de cada plasma se congelé a -70°C en alicuotas de 1.2 mL
y se descongelaron en un solo bloque para la determinaciéon de la actividad del
factor VIl coagulante (fVIlI:c) y fibrinbgeno (Fg), en el mismo equipo de Siemens®,
el remanente se utiliz6 para los tiempos de TTPa con el reactivo de TTPa-SP liquid®
de HemosIL y TTP-STA Automate 5 de Stago, que se midieron en un equipo STA

Compact Max de Stago®, asi como la determinacion del ensayo anti-Xa.

Para obtener el indice de TTPa para cada reactivo se utilizé la siguiente férmula:
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indice tTpa= TTPa paciente
TTPa media 20 donadores.

Donde:

TTPa paciente= TTPa del paciente obtenido con cada reactivo de TTPa que se probo.
TTPa media 20 donadores= media del TTPa de 20 sujetos sanos donadores del banco de

sangre del INCICh a los que se les midio con cada reactivo de TTPa.

Se rechazaron aquellas muestras que estuvieran hemolisadas, lipémicas o aquellas

gue no mantuvieran la relacion de sangre:anticoagulante 9:1.

Reactivos y equipo de medicion.

Tiempo de protrombina (TP). Es una prueba sensible para la deteccion de
alteraciones en el sistema extrinseco de la coagulacion, mide el efecto global de los
factores I, V, VII, X y Fg. El proceso de coagulacion se desencadena por la
incubacion del plasma desprovisto de plaquetas al que se le agrega la cantidad
Optima de tromboplastina y calcio. Se mide el tiempo transcurrido hasta la formacién
del coagulo. El reactivo de TP es una tromboplastina de placenta humana

(Thromborel® S de Siemens) y se realizo en el equipo Dade Berhring BCS-XP®.

Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa). Es una prueba para la
deteccion de alteraciones en el sistema intrinseco de la coagulacion, mide el efecto
global de los factores XllI, XI, IX, X, VIII, V, Il y Fg. La muestra se incuba con
cantidades optimas de fosfolipidos y un activador de superficie que actlia sobre el
fXII principalmente; el proceso de coagulacion se desencadena al afiadir iones de
calcio y se mide el tiempo transcurrido hasta la formacion del coagulo. El TTPa se

determind con el reactivo Pathromtin®SL de Siemens, al que denominaremos:
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TTPa-Path, estd compuesto por particulas de dioxido de silicio, fosfolipidos
vegetales y cloruro de sodio; el segundo reactivo de TTPa fue el TTPa-SP liquid®
de HemoslL, al que denominaremos: TTPa-SP, compuesto por silica coloidal en
dispersion con fosfolipidos sintéticos. El ultimo reactivo probado fue el TTP-STA
Automate 5 de Stago que denominaremos: TTPa-A5, compuesto por silica
micronizada y cefalina extraida de tejidos cerebrales de conejo; ambos se midieron

en el equipo SCompact Max.

Tiempo de trombina (TT). Es una prueba que se utiliza para la busqueda de
anomalias en la formacion de fibrina. La trombina exdgena elimina los
fibrinopéptidos A y B del Fg, dando lugar a la formacién de fibrina en un tiempo
aproximado de 15-18 segundos. El TT se determin6 con el reactivo Thrombin®

utilizando el equipo Dade Berhring BCS-XP.

Fibrindgeno (Fg). Se realiz6 con la incubacion del plasma y un exceso de trombina.
El tiempo de coagulacion depende de la cantidad de Fg en la muestra y su
concentracion se determina a partir de una curva de referencia. El reactivo utilizado
fue Multifibren®U y se determind mediante una técnica coagulométrica utilizando el

equipo Dade Berhring BCS-XP.

Factor VIl coagulante (fVIlI:c). El porcentaje de actividad coagulométrica del factor
VIII se determind por la mezcla de un plasma deficiente en factor VIII con el plasma
del paciente mediante la prueba del TTPa. El resultado se interpreto utilizando una
curva de referencia obtenida a partir de diluciones de plasma humano estandar

mezclado con el plasma deficiente, sobre la que se interpolaron los datos de cada
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paciente. El porcentaje de actividad del factor VIII se determiné en el equipo Dade

Berhring BCS-XP.

Heparina. A partir de la adicion del fXa en exceso al plasma, se producen dos
reacciones, la primera es la inhibicion de fXa por la HNF presente en el plasmay la
segunda es la hidrolisis del sustrato cromogénico por parte del fXa residual.
Transcurrido el tiempo necesario para que se establezca el equilibrio de la reaccion,
se mide a 405 nm la liberacion de la paranitroanilina (p-Na) del sustrato
cromogeénico. La cantidad de color formado es directamente proporcional al fXa libre
(o residual) e inversamente proporcional a la actividad de heparina presente en la
muestra. Para conocer la concentracién de heparina en la muestra se emplean
curvas de calibracion de referencia y se interpolan las absorbencias del plasma.
Para este ensayo se utilizd el reactivo Liquid Anti-Xa de Stago® en el equipo

StaCompact Max de Stago®.

Andlisis Estadistico: Se realizdé un analisis descriptivo de las variables de acuerdo
al tipo de distribucion (normal o no normal). Los resultados de las variables con
distribucién normal se expresaron en términos de media + desviacion estandar
(M£D.E.), mientras que los resultados de las variables con distribucion no normal se
expresaron en términos de mediana (Me) e intervalos (percentilas 5-95%). La
diferencia entre grupos de variables normales se analizo por la prueba de ANOVA
y para las variables con distribucion no normal por la prueba U de Mann Whitney.
La relacion entre los valores de TTPa y valores de HNF (anti-Xa) se determiné por
la obtencion del coeficiente de correlacion de Spearman y la concordancia entre

meétodos por el coeficiente kappa. Se obtuvieron los parametros de Valor Predictivo
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Positivo, Valor Predictivo Negativo para cada reactivo de TTPa, asi como su
sensibilidad y especificidad para determinar si un paciente se encuentra
anticoagulado o no de acuerdo a las concentraciones de HNF por anti-Xa. Un valor
de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo. El analisis se realiz6 con

el programa SPSS, version 17.0.
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6. RESULTADOS.

Resultados demogréficos. Se obtuvieron y analizaron un total de 70 muestras de

pacientes del INCICh que recibieron tratamiento con HNF, de las cuales 30
provenian de mujeres. SOlo se trabajaron 55 muestras con el reactivo TTPa-A5. Los

resultados obtenidos totales y por género se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de variables hemostaticas analizadas por género

Total Hombre Mujer p
Edad (afios) 53.1+18.9 55.9 £ 20.0 49.3+£16.9 0.15*
(M+D.E.)
TP (seg) 12.9 (11.0-21.0) 12.9 (11.3-23.9) 12.9 (10.6-16.8) 0.442
INR 1.1 (1.0-1.8) 1.1 (1.0-2.1) 1.1 (0.9-1.4) 0.462
TT (seg) 144.3 (23.0-151.0)  90.9(24.5-151.0) 151.0 (20.6-151.0) 0.027
Fg (mg/dL) 390.6 £104.8 391.7+£ 106.8 389.2 £ 103.8 0.922*
(M+D.E.)
fVilil.c 151.6 (103.9-202.1) 145.6 (105.1-198.4) 166.2 (126.0-209.0) 0.057
(% actividad)
TTPa-Path (seg)  53.3 (39.3-151.0) 53.1 (39.1-98.3) 53.5 (36.9-151.0) 0.976
(N=70)
TTPa-SP (seg) 60.8 (40.7-161.0) 61.4 (41.6-116.4) 59.6 (40.3-181.0) 0.700
(N=70)
TTPa-A5 (seg) 72.5 (49.8-181.0) 70.1 (50.0-101.6) 78.1 (46.1-181.0) 0.521
(N=55)
HNF (Ul/mL) 0.16 (0.10-0.57) 0.12 (0.10-0.49) 0.21(0.10-1.1) 0.007

TP: Tiempo de Protrombina, INR: indice Internacional Normalizado, TT: Tiempo de Trombina, Fg:
Fibrinégeno, fVIll:c: factor VIl coagulante, TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado, HNF:
heparina no fraccionada. Los valores se expresan en media + desviacién estandar (MtD.E.) y
medianas (Me) e intervalos (p5-95%). *Pruebas estudiadas por ANOVA. El resto de las pruebas se
estudiaron por la Prueba U de Mann Whitney.

La edad de los pacientes fue ligeramente mayor en hombres que en mujeres (tabla
1). Las pruebas del TP/INR, Fg y los tiempos del TTPa con los tres reactivos: TTPa-

Path, TTPa-SP, TTPa-A5 fueron similares en hombres y mujeres, en contraste con
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los valores del TT y de heparina, los cuales fueron significativamente més altos en
mujeres. Los valores del fVIII:c fueron mas altos en mujeres, aunque la diferencia

no fue estadisticamente significativa.

En la figura 8 se muestra la distribucion de las diferentes patologias que
presentaron los pacientes que estuvieron bajo el tratamiento con HNF. Como puede
apreciarse, la cardiopatia isquémica representa la principal patologia en los

pacientes anticoagulados con HNF.

Figura 8. Distribucién de pacientes por patologias.
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B Arritmias varias M Estenosis de vélvulas

Correlaciones simples. Para determinar la asociacion del TTPa y las variables

hemostéticas, se obtuvieron los coeficientes de correlacion de Spearman. En la
tabla 2 se muestran los coeficientes obtenidos entre los resultados de los tres

reactivos de TTPa y otras variables estudiadas.
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Tabla 2. Coeficientes de Correlaciéon de Spearman entre diferentes métodos
de TTPay otras variables.

Prueba TTPa-Path TTPa-SP TTPa-A5
Edad (afios) 0.137 0.174 0.119
TP (seg) 0.206 0.054 0.052
INR 0.253* 0.078 0.096
TT (seq) 0.707** 0.679** 0.624**
Fg (mg/dL) -0.003 0.004 0.122
fVIil:c (% actividad) -0.580** -0.666** -0.539**
HNF (UI/mL) 0.536** 0.652** 0.554**

TP: Tiempo de Protrombina, INR: indice internacional normalizado, TT: Tiempo de Trombina, Fg:
Fibrinégeno, fVIli:c: factor VIII coagulante, TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado, HNF:
heparina no fraccionada. *p<0.05, **p<0.01

Los pardmetros que presentaron una asociacion directa y significativa con los
diferentes reactivos de TTPa fueron el TT y la heparina; la asociacion con el fVIll:c,
tal como se esperaba, fue indirecta y significativa. Los resultados no muestran una
asociacion significativa entre los niveles de Fg y la prueba del TTPa por ninguno de

los tres reactivos probados.

Efecto del FVIll:c en el TTPa. La relacién de los valores de fVIll:c sobre los

resultados de TTPa se determiné primero por una correlacion simple de Spearman
(tabla 2), para determinar si la relacion es verdadera e independiente, se realizé un
analisis de regresion multiple en el que se introdujo por el método de estimacion por
pasos como variable independiente al fVIll:c, considerando como variable
dependiente los valores de TTPa con los diferentes reactivos. En la tabla 3 se
muestran los resultados del andlisis de regresién mdultiple con los niveles de fVIll:c.
Aunque se esperaba que el Fg presentara una influencia semejante sobre los

resultados de TTPa, se encontrd que no existia una relacién bivariada (tabla 2), por

43



lo que al introducir al Fg como variable en el analisis de regresion lineal, su influencia

fue rechazada directamente por el programa.

Tabla 3. Resultados del analisis de regresion multiple entre los niveles de
fVIll.c sobre la prueba del TTPa.

Reactivo % R corregida F Significancia B Beta
TTPa-Path 42.5 53.50 <0.001 143.24 -0.658
TTPa-SP 51.5 75.20 <0.001 185.18 -0.722
TTPa-A5 48.2 52.14 <0.001 166.95 -0.701

% R corregida: porcentaje del valor de TTPa explicado por la variable independiente; F: valor de la
varianza no atribuida al azar; B: constante en la ecuacién de la regresion, Beta: coeficiente
estandarizado del valor de fVIIl:c sobre el valor del TTPa.

Los resultados del analisis de regresion lineal muestran que los valores del fVIIl:c
tienen una influencia significativa sobre los valores de TTPa con cualquier reactivo
de los probados. El reactivo TTPa-SP presenté mayor influencia, con un coeficiente
estandarizado Beta=-0.722, después el TTPa-A5y al final el TTPa-Path; con los tres
reactivos la relacion fue inversa: a mayor fVIll.c, los valores de TTPa fueron

menores.

Grados de anticoagulacion. Se establecieron tres grados de anticoagulacion,

usando los criterios mas ampliamente conocidos: sub-anticoagulado, anticoagulado

y sobre-anticoagulado, de acuerdo al intervalo de 1.5-2.5 del indice de TTPa:

Sub-anticoagulado Anticoagulado Sobre-anticoagulado
indice TTPa <1.5 1.5-2.5 >2.5
HNF (Ul/mL) <0.3 0.3-0.7 >0.7

En la tabla 4 se muestra la distribucion de los pacientes por grado de
anticoagulacién de acuerdo a cada reactivo de TTPa (intervalo de indice 1.5-2.5) y
a la concentracién de heparina por Ul/mL de anti-Xa.
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Tabla 4. Pacientes por grado de anticoagulacion por los tres reactivos
de TTPay ensayo anti-Xa (Intervalo 1.5-2.5).

N (%) Sub- N (%) N (%) Sobre- N (%)
anticoagulados Anticoaguldos anticoagulados
< 0.3 Ul/mL 0.3-0.7 Ul/mL >0.7 Ul/mL
TTPa-Path 18 (25.7) 43 (61.4) 9 (12.9) 70 (100)
TTPa-SP 21 (30.0) 36 (51.4) 13 (18.6) 70 (100)
TTPa-A5 2 (3.6) 42 (76.4) 11 (20.0) 55 (100)
anti-Xa 55 (78.6) 13 (18.6) 2(2.9) 70 (100)

Por HNF: Anticoagulado=0.3-0.7 Ul/mL, Sub-anticoagulado <0.3 Ul/mL y Sobre-
anticoagulado>0.7Ul/mL. Por todos los reactivos de TTPa: Anticoagulado Indice= 1.5-2.5, Sub-
anticoagulado Indice <1.5 y Sobre-anticoagulado Indice>2.5.

Se observa que solo el 18.6% de los pacientes alcanzaron la concentracion
terapéutica de HNF (anti-Xa = 0.3-0.7 UI/mL), mientras que guiados por el indice de

TTPa, el porcentaje de pacientes anticoagulados va de 51.4-76.4% por los

diferentes reactivos de TTPa.

Coincidencia de resultados entre la prueba del TTPa y la HNF.

En la tabla 5 se muestran los pacientes que considerando el intervalo de 1.5-2.5,

del indice de TTPa para cada reactivo, coinciden con las concentraciones

terapéuticas de HNF.

De acuerdo a la tabla 5, el reactivo que mayor porcentaje de coincidencia muestra

con la concentracion de HNF es el TTPa-SP con un 44.3% de coincidencia (31/70).

Tabla 5. Coincidencia del grado de anticoagulacion entre el TTPay el ensayo anti-Xa
(Intervalo 1.5-2.5).

N (%) Sub- N (%) N (%) Sobre- N (%) de N total
anticoagulados Anticoaguldos anticoagulados coincidencia (%0)***
< 0.3 Ul/mL 0.3-0.7 Ul/mL >0.7 Ul/mL total
TTPa-Path 18 (32.7) 9 (69.2) 2 (100) 29 (41.4) 70 (100)
TTPa-SP 21 (38.2) 8 (61.5) 2 (100) 31 (44.3) 70 (100)
TTPa-A5 2(4.5) 5 (55.6) 2 (100) 9 (16.4) 55 (100)

Porcentajes de coincidencia por grado de anticoagulacion son con respecto al nUmero de pacientes
que se asignaron a cada categoria de acuerdo a la concentracion de heparina. *** Es la N total de

sujetos evaluados.

45



Otra forma de visualizar la coincidencia se muestra en las figuras de la 9-11 donde
se presentan la correlacion entre los indices del TTPa y los niveles de heparina. En
cada figura se sefala el area que abarca al indice del TTPa (1.5-2.5), asi como la
correspondiente a los niveles terapéuticos de HNF medidos por unidades de anti-
Xa (0.3-0.7 Ul/mL). En todos los casos, son pocos los resultados de TTPa dentro

de valores terapéuticos que coinciden con el area de efecto terapéutico de la HNF.

Figura 9. indices TTPa-Path versus niveles de heparina.
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Figura 10. indices del TTPa-SP versus niveles de heparina.
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Figura 11. indices del TTPa-A5 versus niveles de heparina.
& 00
o
£ 00
o
E 400 o
5
s’ o
=T ]
E 100 . o o e
@ (4] g [+]
< T
£ 2004 = o
ol o
8
1,00
T T T T T T T
0000 0.200 0.400 0E00 0800 1.000 1.200

47



Desempeiio de las pruebas.

En la tablas 6 se muestra la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(VPP) y valor predictivo negativo (VPN) que presenté cada reactivo de TTPa con
respecto al ensayo de referencia. En este caso se agruparon los pacientes sub y
sobre anticoagulados en uno solo denominado de no-anticoagulacion.

Tabla 6. Desempefio de los reactivos de TTPa vs HNF (anti-Xa) en cuanto al
estado de anticoagulacién y no-anticoagulacion (Intervalo 1.5-2.5).

Reactivo (%) Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN
TTPa-Path 69.2 40.3 20.9 85.2
(N=70)

TTPa-SP 61.5 50.9 22.2 85.3
(N=70)

TTPa-A5 55.5 19.6 11.9 69.2
(N=55)

VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo.

Los tres reactivos de TTPa presentan un VPN alto con respecto a la concentracion
de HNF, ya que tienen una alta probabilidad de categorizar como no anticoagulado
a pacientes que no presentan niveles terapéuticos de heparina, sin embargo, tienen

una sensibilidad media, con especificidad baja y muy pobre VPP.

Concordancia. Para determinar la concordancia entre los métodos, se sugiere

el uso del calculo del coeficiente kappa (k), que no considera la correlacion atribuida
al azar y permite obtener una estimacion mas precisa de la concordancia genuina.
En latabla 7 se muestran las concordancias entre los dos métodos segun el reactivo

de TTPa.

Al emplear los reactivos TTPa-Path y TTPa-SP se obtiene una concordancia leve

con respecto a los niveles de heparina, mientras que el valor de la Kappa del
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reactivo TTPa-A5 no alcanza significancia estadistica, lo que se considera una

concordancia practicamente pobre.

Tabla 7. Fuerza de concordancia entre la prueba del TTPay los niveles de
heparina (anti-Xa), Intervalo 1.5-2.5.

Reactivo K estadistica p

TTPa-Path (N=70) 0.139 0.020*
TTPa-SP (N=70) 0.160 0.012*
TTPa-A5 (N=55) 0.003 0.936

Se acepta que una K estadistica de 0 tiene un grado de concordancia pobre, entre 0.01 y 0.20 tiene
un grado de concordancia leve, entre 0.21 y 0.60 tiene un grado de concordancia moderado, entre
0.61 y 0.80 tiene un grado de concordancia bueno y valores mayores a 0.81 tienen un grado de
concordancia casi perfecto!!l, *Se consider6 una concordancia entre las pruebas cuando p<0.05.

indice terapéutico de TTPa 2.0-3.5. Debido a que se ha propuesto que el intervalo

de anticoagulacién por el indice de TTPa entre 2.0-3.5 muestra una mejor
correlaciébn con los valores plasmaticos de HNF, se hicieron los célculos
considerando este intervalo tedrico. En la tabla 8 se muestra la distribucion por
grado de anticoagulacién y en la tabla 9 la coincidencia entre el TTPa y el ensayo

anti-Xa.

Tabla 8. Pacientes por grado de anticoagulacién por tres reactivos
de TTPay anti-Xa (Intervalo 2.0-3.5).

N (%) Sub- N (%) N (%) Sobre- N (%)
anticoagulados Anticoaguldos anticoagulados
TTPa-Path 48 (68.6) 18 (25.7) 4 (5.7) 70 (100)
TTPa-SP 40 (57.1) 23 (32.9) 7 (10) 70 (100)
TTPa-A5 20 (36.4) 31 (56.4) 4 (7.3) 55 (100)
anti-Xa 55 (78.6) 13 (18.6) 2 (2.9) 70 (100)
Por HNF: Anticoagulado = 0.3-0.7 Ul/mL, Sub-anticoagulado <0.3 Ul/mL vy Sobre-

anticoagulado>0.7Ul/mL. Por todos los reactivos de TTPa: Anticoagulado indice= 2.0-3.5, Sub-
anticoagulado Indice <2.0 y Sobre-anticoagulado Indice>3.5.
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Con el intervalo de 2.0-3.5, la clasificacibn de sub-anticoagulados y sobre-
anticoagulados se acerca mas a la que se hace en funcion de la HNF en plasma,
es decir, sube la proporcion de sub-anticoagulados y disminuye la proporcion de

pacientes sobre-anticoagulados (tabla 4 vs 8).

Tabla 9 Coincidencia del grado de anticoagulacion entre el TTPa y el ensayo anti-Xa
(Intervalo 2.0-3.5).

N (%) Sub- N (%) N (%) Sobre- N (%) de N total
anticoagulados Anticoaguldos anticoagulados coincidencia (%) ***

< 0.3 Ul/mL 0.3-0.7 Ul/mL >0.7 Ul/mL total
TTPa-Path 43 (78.2) 7 (53.8) 2 (100) 52 (74.3) 70 (100)
TTPa-SP 37 (67.3) 8 (61.5) 2 (100) 47 (67.1) 70 (100)
TTPa-A5 18 (40.9) 6 (66.7) 2 (100) 26 (47.3) 55 (100)

Porcentajes de coincidencia por grado de anticoagulacidn son con respecto al nUmero de pacientes
que se asignaron a cada categoria de acuerdo a la concentracion de heparina. *** Es la N total de
sujetos evaluados.

Al establecer este nuevo intervalo, la coincidencia entre los resultados del TTPa con
las Ul/mL de HNF aumento con respecto al indice de 1.5-2.5 (tabla 5 vs tabla 9),
por el reactivo de TTPA-Path la coincidencia aumenté a un 74.3% (52/70), para el
TTPa-SP a 67.1% (47/70) y en el caso del TTPa-A5 la coincidencia aument6 a

47.3% (26/55).

La sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del intervalo 2.0-3.5 se presentan en la

tabla 10.

Tabla 10. Desempefio de los reactivos de TTPa vs HNF (anti-Xa) en cuanto al
estado de anticoagulacidon y no-anticoagulacion (Intervalo 2.0-3.5).

Reactivo (%) Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN
TTPa-Path 53.8 80.7 38.8 88.5
(N=70)

TTPa-SP 61.5 73.7 34.8 89.7
(N=70)

TTPa-A5 66.7 45.6 194 87.5
(N=55)

VPP: Valor Predictivo Positivo, VPN: Valor Predictivo Negativo.
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En la tabla 10, se observa que al cambiar el intervalo a 2.0-3.5, los tres reactivos
aumentan la especificidad, manteniendo el valor del VPN alto; es decir, aumenta la
probabilidad de que un paciente que se encuentre en este intervalo, realmente esté

anticoagulado.
La fuerza de concordancia entre las pruebas de TTPa con el indice 2.0-3.5 y la

concentracion de HNF se presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Fuerza de concordancia entre la prueba del TTPay los niveles de
heparina (anti-Xa), Intervalo 2.0-3.5.

Reactivo K estadistica p
TTPa-Path (N=70) 0.376 <0.001*
TTPa-SP (N=70) 0.326 <0.001*
TTPa-A5 (N=55) 0.142 0.072

*Se considerd una concordancia entre las pruebas cuando p<0.05

Los valores de K que se obtienen con el intervalo teérico de 2.0-3.5, muestran que
la concordancia mejora significativamente, ya que dos reactivos subieron al grado
de concordancia moderada, y el TTPa-A5 alcanz6 el grado de concordancia leve

(tabla 7 vs 11).11%

Valores terapéuticos de TTPa para los tres reactivos. Considerando los valores
del intervalo 2.0-3.5, se encontraron que los siguientes valores de TTPa, son los

gue mejor reflejan la concentraciéon de HNF dentro del intervalo terapéutico.

TTPa-Path TTPa-SP TTPa-A5
TTPa 60-100 68-85 62-115
(segundos)
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Resultados demograficos. Las muestras evaluadas provenian de un grupo de
enfermos donde predomind la poblacion masculina con edad similar a las mujeres.
En cuanto a las variables hemostaticas, los valores de TP y por consiguiente el INR,
tal como lo muestran nuestros resultados, no suelen ser diferentes entre hombres y
mujeres, dado que el TP refleja principalmente la funcionalidad de los factores
vitamino-K dependientes, cuya sintesis no tiene relacion con el género. EI TT por
su parte evalla la capacidad del Fg end6geno para coagular, no es una medida del
Fg, sino s6lo una muestra de su funcionalidad. El TT es una prueba sensible a la
HNF por lo tanto, los valores elevados de TT se relacionan directamente con la
presencia de HNF.” La mayor concentracion de HNF en mujeres se ha encontrado
previamente y se sugiere que se debe a que las mujeres tienen menor peso corporal
y contenido total de agua, lo que provoca diferencias en los parametros
farmacocinéticos entre hombres y mujeres quienes alcanzan mas rapido niveles

terapéuticos.1?

Los valores de Fg y fVIll.c son mas elevados en mujeres y ademas, aumentan con
la edad. En el caso especifico de esta muestra, es posible que la concentracion del
Fg esté falsamente disminuida, debido a la presencia de HNF en los plasmas y a
gue el reactivo Multifibrin-U no es capaz de eliminar el efecto de la heparina como
seria si incluyera heparinasa entre sus componentes. En el caso de la medicion del
fVIll:.c, se realiza una dilucién del plasma problema con el plasma deficiente en fVIII,
lo que disminuye el efecto de la heparina en la determinacion coagulométrica del

mismo.
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Los valores elevados en ambos géneros son esperados dado que se trata de una
poblacion de enfermos que posiblemente se encuentran bajo situacion de
inflamacion. El fVIII:c no fue mayor en las mujeres con respecto a los hombres como
se ha encontrado en otros trabajos,'3!4 entre las razones que explican niveles
altos en las mujeres se encuentran: el uso de anticonceptivos orales y el embarazo,
ambos factores aumentan los niveles de estroégenos; sin embargo, en este caso, se
trata de una poblacion de mujeres enfermas (fig. 8), de una edad similar a la de los
hombres, posiblemente en menopausia lo que explica que los niveles de fVIll:.c en

las mujeres no sean significativamente mas altos que en los hombres.

Correlaciones simples. Los coeficientes de correlacion de Sperman (tabla 2) entre

los diferentes reactivos de TTPa y las variables hemostaticas, no mostraron una
relacion inversa con el Fg, como esperabamos, lo que consideramos se debe a una
influencia directa de la HNF sobre la prueba coagulométrica de dosificacion de Fg.
Por su parte, los valores de fVIII:c mostraron una relacion inversa y significativa, es
decir, que entre mas altos son los niveles del fVIII:c, mas cortos son los tiempos del
TTPa. Estos resultados son consistentes con casos reportados, donde se ha
demostrado que a niveles elevados de fVIIl:c existe un acortamiento relativo del
TTPa.?”115 Los niveles elevados de fVIIl:c constituyen una de las causas mas
importantes para la baja correlacion entre la prueba del TTPa y los niveles de
heparina, por lo que en pacientes con fVIll:c alto pueden ser necesarias dosis
mayores de HNF para alcanzar valores de TTPa terapéuticos, esta situacion a
menudo es referida como resistencia aparente a la heparina y también ha sido

atribuida a niveles elevados del Fg,%"?8 efecto que no se reprodujo en este trabajo.
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El reactivo TTPa-SP mostré mayor sensibilidad al efecto del fVIll.c alto, de acuerdo
al andlisis de regresion lineal (tabla 3). Nuestros resultados sugieren que en
circunstancias donde el fVIll:c se encuentra elevado, como durante la fase aguda 6
en procesos inflamatorios, el uso del TTPa para la monitorizacion de la HNF podria
requerir de un ajuste para corregir el efecto del fVIll:c, o mejor aun, deberia medirse

la concentracion de HNF directamente.

Coincidencia de resultados entre el TTPa y la HNF. Con base a los resultados,

se agruparon a los pacientes en tres categorias de anticoagulacion: sub-
anticoagulados, anticoagulados y sobre-anticoagulados, tanto por el método de
TTPa tradicional que utiliza los valores de los indices de anticoagulacion en el
intervalo de 1.5-2.5 como por el intervalo recomendado para la concentracion de
HNF en plasma (0.3-0.7 Ul/mL). De acuerdo a la tabla 4, la prueba del TTPa
muestra una discrepancia significativa con los resultados del ensayo anti-Xa lo que
se ha reportado en numerosos estudios.116:117.118.119 Recientemente Arachchillage y
colaboradores evaluaron la prueba del TTPa para la monitorizacién de la HNF por
el ensayo anti-Xa, de 3,543 muestras obtenidas de 475 pacientes: infantes (n=165),
nifios (n=60) de 1-15 afios y adultos (n=250), quienes recibieron tratamiento con
HNF. Los resultados demostraron que de acuerdo a su criterio de coincidencia, los
valores de TTPa coincidieron con el 51.8% del total de los resultados (1,466/2,836)
al estimar los niveles de heparina en los pacientes adultos. Y considerando las
subclasificaciones, uUnicamente el 38% de los pacientes coincidi®é con niveles
terapéuticos de heparina (0.3-0.7 1U/mL).*® Po su parte en un estudio con 569

muestras de 149 pacientes se encontrd que los resultados del TTPa coincidieron en

54



un 54% con el ensayo anti-Xa.*’” Una coincidencia menor se report6 en el estudio
realizado por Adatya y colaboradores, que en 340 muestras de 38 pacientes, los
resultados de TTPa coincidieron en un 25.6% (87/340).1*% En este trabajo los
porcentajes de coincidencia obtenidos en el intervalo 1.5-2.5 para los reactivos
probados, fueron semejantes: TTPa-Path=41.4%, TTPa-SP=44.3%, aunque para el
TTPa-A5, se encontré una muy baja coincidencia: 16.4% (tabla 5). Cabe mencionar
que ninguno de estos trabajos calculd la constante de concordancia entre métodos
llamada Kappa y que ayuda a determinar si la diferencia en los resultados de los

diferentes métodos tiene impacto en el criterio clinico.

Desempefio de las pruebas de TTPa para clasificar al paciente anticoagulado

con HNF. Considerando que en este caso, la sensibilidad (tabla 6) de la prueba de
TTPa es la capacidad para detectar al paciente anticoagulado, se encontré que al
usar el intervalo terapéutico de 1.5-2.5, ninguno de los tres reactivos es capaz de
categorizar a todos los pacientes verdaderamente anticoagulados (de acuerdo a la
HNF en plasma). Segun trabajos previos, la sensibilidad en la respuesta de los
reactivos del TTPa depende del contenido de fosfolipidos y de la naturaleza del
activador presente.'?0121.122 En nuestro caso, los tres reactivos de TTPa probados
contienen silica como activador de superficie y varian en la fuente de fosfolipidos:
el reactivo del TTPa-Path tiene de origen vegetal, el TTPa-SP de origen sintético y
el TTPa-A5 de cerebro de conejo, o que nos permite suponer que la diferencia en
la sensibilidad de los reactivos estuvo directamente influida por el contenido y origen
de los fosfolipidos, aunque ninguno presentd una sensibilidad aceptable. Es

importante mencionar que el reactivo TTPa A5, es muy sensible a la presencia del
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anticoagulante IUpico, por lo que su uso no es recomendable para dar seguimiento

a personas tratadas con HNF.

Con respecto a la especificidad, que determina la capacidad para distinguir a los no-
anticoagulados, se confirma la baja capacidad de la prueba para reconocer a los
pacientes cuando no estan anticoagulados, dando como resultado un alto indice de

falsos positivos (tabla 6) con los tres reactivos.

Los resultados obtenidos para el VPP indican que usando el intervalo terapéutico
de TTPa de 1.5-2.5, la probabilidad de determinar que un paciente esta
verdaderamente anticoagulado, es muy baja. El principal riesgo que esto representa
es que aquellos pacientes clasificados erroneamente como anticoaguldos no
reciben las dosis adecuadas para alcanzar los niveles terapéuticos de HNF. Por su
parte, el VPN de cada uno de los reactivos en general, permite clasificar con alto
grado de certeza que los pacientes calificados como fuera del intervalo terapéutico,

efectivamente se encuentran fuera de este intervalo.

Concordancia. Aun cuando la correlacién de Spearman muestra una asociacion

significativa del TTPa con los niveles de heparina, los resultados para el estudio de
concordancia (tabla 7) demostraron que la correlacion simple no implica que los
métodos se pueden usar indistintamente, ya que una clasificacion errénea entre
anticoagulado y no anticoagulado tiene implicaciones en el criterio clinico. Hasta
donde sabemos, el andlisis estadistico con el célculo de la constante de
concordancia entre métodos llamada kappa, no se ha realizado en trabajos
publicados. Estos resultados confirman que aunque el TTPa ha sido la prueba de
eleccion empleada para el monitoreo de la terapia anticoagulante de la HNF, en
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realidad no refleja los niveles de heparina plasmética terapéuticos determinados por

el ensayo anti-Xa.

indice terapéutico de TTPa 2.0-3.5. Se ha sugerido que el intervalo de indices de

TTPa al cual se suelen alcanzar con mayor certeza los niveles terapéuticos de
heparina es de 2.0-3.5.%8 Al establecer este nuevo indice de TTPa como el intervalo
terapéutico, nuestros resultados demostraron que la coincidencia entre los
pacientes anticoagulados por TTPa y por HNF aumenta (tabla 5 vs tabla 9). Por
otra parte, la constante de concordancia (k) entre los tres reactivos de TTPa y los
niveles de heparina también mejoraron (tabla 7 vs 11), lo que implica una mejor
clasificacion con este indice de los pacientes anticoagulados versus no-

anticoagulados.

Alcanzar las dosis terapéuticas de HNF es de importancia clinica, una revision de
604 pacientes pediatricos que fueron sometidos a tratamiento con oxigenacién por
membrana extracorpérea (ECMO) demostrd que la supervivencia de los pacientes
aumenta con dosis de HNF en intervalo terapéutico.'>® También, se ha demostrado
gue los pacientes que son monitorizados con el ensayo anti-Xa alcanzan los niveles
terapéuticos mas rapido y requieren menos mediciones que un grupo de pacientes
donde se manej6 el tratamiento con base al TTPa.%"12 Sin embargo, a pesar de la
evidencia de que el incremento en las dosis de HNF facilita la recuperaciéon del
paciente en general, el médico prefiere mantenerlo en niveles bajos de
anticoagulacién y disminuir el riesgo de hemorragia. Por otra parte, el acceso a la
prueba de HNF en plasma, es limitado. De ahi que a raiz de este trabajo de tesis,

en los resultados de TTPa para el paciente hospitalizado en el Instituto Nacional de
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Cardiologia, se mostraran los valores en segundos de TTPa del intervalo terapéutico
usando el reactivo de Pathromtin®SL de Siemens que encontramos con base al

ensayo de anti-Xa en valores de 0.3-0.7 Ul/mL.

8. CONCLUSIONES

e EXxiste una correlacion de Spearman significativa entre los valores del TTPa y
los niveles plasmaticos de HNF medida por el método cromogénico (Ul/mL), sin
embargo los resultados de concordancia determinaron que a pesar del valor de
la correlacion, el impacto de la diferencia entre los resultados obtenidos por un
método (TTPa con diferentes reactivos) y concentraciones de heparina en
plasma, son tan diferentes sobre todo con el uso del indice 1.5-2.5, que
determinan un comportamiento clinico diferente del que se tomaria al conocer
la verdadera concentracion de heparina en plasma.

e En este trabajo, los niveles elevados de fibrinGgeno no presentaron efecto sobre
la prueba del TTPa, ya que el reactivo carece de heparinasa y el resultado final
se afecta por la presencia de heparina en el plasma.

¢ Niveles elevados de fVIIl:c provocaron acortamiento en los tiempos del TTPa,
lo que contribuye a la discrepancia entre los resultados de la prueba y los niveles
de HNF determinados por el ensayo anti-Xa.

e Usar un intervalo terapéutico del TTPa con un indice de 1.5-2.5 no asegura que
se alcancen los niveles terapéuticos de HNF. Nuestros resultados sugieren que
la concordancia entre los niveles de la HNF y la prueba del TTPa mejora con el

uso del intervalo de TTPa de 2.0-3.5.
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Existe una variabilidad importante en los resultados de TTPa dependiendo del
reactivo (origen de fosfolipidos). En este trabajo, el reactivo TTP-SP de IL
mostro el mejor valor de concordancia con respecto a la HNF plasmatica.

A raiz de este trabajo, en el INCICh se usara el intervalo de TTPa de 60-100
segundos (Pathromtin®SL de Siemens) como intervalo terapéutico de HNF.
Dar seguimiento al paciente anticoagulado con HNF mediante su dosificacion
por el método cromogénico proporciona valores exactos de la concentracion
plasmatica del medicamento; sin embargo, es una prueba de poco manejo en
los laboratorios clinicos debido a su costo. Las ventajas de alcanzar un valor
terapéutico adecuado rapidamente puede ser un beneficio real a pesar de la
diferencia del costo con la prueba del TTPa, ya que se harian menos mediciones
y el paciente recibiria el beneficio del tratamiento mas tempranamente.

Es necesario dar a conocer entre médicos y personal de laboratorios, los

mejores criterios para la evaluacion del paciente anticoagulado con HNF.
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9. ABREVIATURAS.

ACCP
ACV
ADP
AL

AT
ATP
CID
Fg

FT
FvW
GAG
GIcA
GlcN
GP
Hb
HBPM
HNF
IdoA
INCICh
IVFT
PAI-1
PAls
PAR
PCa
PF4
PGl
p-Na
ON

American College of Chest Physicians
Accidentes Cerebro Vascular

Adenosin difosfato

Anticoagulante lupico

Antitrombina

Adenosin trifosfato

Coagulacién intravascular diseminada
Fibrin6geno

Factor tisular

Factor de von Willebrand
Glicosaminglicanos

Acido D-glucurénico

D-glucosamina

Glupotreinas

Hemoglobina

Heparina de Bajo Peso Molecular
Heparina no fraccionada

Acido L-idurénico

Instituto Nacional de Cardiologia, Ignacio Chavez
Inhibidor de la via del factor tisular
Inhibidor del activador del plasminégeno tipo |
Inhibidores del activador del plasminégeno
Receptores activados por proteasas
Proteina C activada

Factor 4 plaquetario

Prostaciclina

Para-nitroanilina

Oxido nitrico
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SCA
TAFI
TCT
™
TP
t-PA
TTPa
TSD
TT
u-PA
VPN
VPP

Sistema canicular abierto

Inhibidor de la fibrindlisis activado por la trombina
Tiempo de coagulacion de la trombina
Trombomodulina

Tiempo de protrombina

Activador tisular del plasminégeno

Tiempo de tromboplastina parcial activado
Disacérido trisulfatado

Tiempo de trombina

Activador del plasmindgeno tipo urocinasa
Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo
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11. ANEXO.

Tabla 12.Grado de anticoagulacion por el reactivo TTPa-Path versus vs el ensayo
anti-Xa (Intervalo 1.5-2.5), por SPSS 17.0.

Gdo. Anticoagulacion TTPa-Path
Sub Sobreanticoa
Anticoagulade | Anticoagulado gulado Total
GdoAnticHeparina  Anticoagulado Count 9 0 4 13
% within 69.2% 0% 30.8% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 12.9% 0% 57% 18.6%
SubAnticoagulado Count 34 18 3 55
% within 61.8% 32.7% 5.5% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 48.6% 25.7% 4.3% 78.6%
Sobreanticoagulade  Count 0 0 2 2
% within 0% 0% 100.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 0% 0% 2.9% 2.9%
Total Count 43 18 9 70
% within 61.4% 25.7% 12.9% 100.0%
GdoAnticHeparina
Y of Total 61.4% 25.7% 12.9% 100.0%

Tabla 13.Grado de anticoagulacion por el reactivo TTPa-SP versus vs el ensayo
anti-Xa (Intervalo 1.5-2.5), por SPSS 17.0.

Gdo. Anticoagulacion TTPa-5P
Sub Sobreanticoa
Anticoagulado | Anticoaguiado | qulado Total |
GdoAnticHeparina  Anficoagulado Count 3 0 5 13
% within 61.5% 0% 38.5% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 11.4% 0% 71% 18.6%
SubAnticoagulado Count 28 21 6 55
% within 50.9% 38.2% 10.9% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 40.0% 30.0% B.6% 78.6%
Sobreanticoagulado  Count 0 0 2 2
% within 0% 0% 100.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 0% 0% 29% 2.9%
Total Count 36 21 13 70
% within 51.4% 30.0% 18.6% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 51.4% 30.0% 18.6% 100.0%
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Tabla 14.Grado de anticoagulacion por el reactivo TTPa-A5 versus vs el ensayo
anti-Xa (Intervalo 1.5-2.5), por SPSS 17.0.

Gdo. Anticoagulacion TTPa-A5
Subanticoagu | Sobreanticoa
Anlicoagulado lado gulade Tolal
GdoAnticHeparina  Anficoagulado Count 5 0 4 9
% within 55.6% 0% 44.4% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 9.1% 0% 7.3% 16.4%
SubAnticoagulado Count 37 2 5 44
% within 84.1% 4.5% 11.4% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 67.3% 3.6% 9.1% 80.0%
Sobreanticoagulade  Count 0 0 2 2
% within 0% 0% 100.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 0% 0% 3.6% 3.6%
Total Count 42 2 11 55
% within 76.4% 3.6% 20.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 76.4% 3.6% 20.0% 100.0%

Tabla 15.Grado de anticoagulacion por el reactivo TTPa-Path versus vs el ensayo
anti-Xa (Intervalo 2.0-3.5), por SPSS 17.0.

Gdo. Anticoagulacion TTPa-Path
Subanticoagu | Sobreanticoa
Anticoagulado lado gulado Total
GdoAnticHeparina  Anticoagulado Count 7 5 1 13
% within 53.8% 38.5% 7.7% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 10.0% T1% 1.4% 18.6%
SubAnticoagulado Count 1 43 1 55
% within 20.0% 78.2% 1.8% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 15.7% 61.4% 1.4% 78.6%
Sobreanticoagulado  Count 0 0 2 2
% within 0% 0% 100.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 0% 0% 2.9% 2.9%
Total Count 18 48 4 70
% within 25.7% 68.6% 57% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 25.7% 68.6% 5.7% 100.0%
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Tabla 16.Grado de anticoagulacion por el reactivo TTPa-SP versus vs el ensayo
anti-Xa (Intervalo 2.0-3.5), por SPSS 17.0.

Gdo. Anticoagulacion TTPa-SP
Subanticoagu Sobreanticoa
Anticoagulado lado gulado Total
GdoAnticHeparina  Anticoagulado Count 8 3 2 13
% within 61.5% 23.1% 15.4% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 11.4% 4.3% 2.9% 18.6%
SubAnticoagulado Count 15 37 3 55
% within 27.3% 67.3% 55% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 21.4% 52.9% 4.3% 78.8%
Sobreanticoagulade  Count 0 0 2 2
% within 0% 0% 100.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 0% 0% 2.9% 29%
Total Count 23 40 7 70
% within 32.9% 57.1% 10.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 32.9% 57.1% 10.0% 100.0%
Tabla 17.Grado de anticoagulacion por el reactivo TTPa-A5 versus vs el ensayo
anti-Xa (Intervalo 2.0-3.5), por SPSS 17.0.
Gdo. Anticoagulacién TTPa-A5
Subanticoagu Sobreanticoa
Anticoagulado lado gulado Total
GdoAnticHeparina  Anticoagulado Count 6 2 1 9
% within 66.7% 22.2% 11.1% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 10.9% 3.6% 1.8% 16.4%
SubAnticoagulado Count 25 18 1 44
% within 56.8% 40.9% 2.3% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 45.5% 32.7% 1.8% 80.0%
Sobreanticoagulade  Count 0 0 2 2
% within 0% 0% 100.0% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 0% 0% 3.6% 3.6%
Total Count 31 20 4 55
% within 56.4% 36.4% 7.3% 100.0%
GdoAnticHeparina
% of Total 56.4% 36.4% 7.3% 100.0%
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