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Utilidad diagnostica del ensayo de generacion de trombina
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La trombina proveniente de la
activacion de la coagulacién es la principal
enzima del sistema hemostatico. Tiene un rol
fundamental en la hemostasia y en la
trombosis. Los ensayos globales tales como
el tiempo de protrombina para evaluar la via
extrinseca de la coagulacion y el tiempo de
tromboplastina parcial activado que evalua
la via intrinseca, asi como los dosajes de
factores de coagulacion en forma individual
se usan en la rutina de los laboratorios de
hemostasia. En el siguiente trabajo realizado
por el Area de Hemostasia de Laboratorios
MANLAB nos describen un ensayo de gene-
racion de trombina (GT) automatizado que
utiliza un software para obtener la curva de
GT denominada Trombograma. Esta prueba
promete ser mas fisioldgica en la evaluacion
de la hemostasia.

14

Leonardo Bello*, Ricardo Raul Forastiero**
AreaHemostasia— MANLAB

*Técnico del drea Hematologiay Hemostasia
**Dr. Bioquimico Especialista en Hemostasia

®
@

E-mail: ricardo.forastiero@manlab.com.ar

»

La trombina proveniente de la
activaciéon de la coagulacion es la principal
enzima del sistema hemostatico. Tiene unrol
fundamental en la hemostasia y en la
trombosis. Los ensayos globales tales como

el tiempo de protrombina para evaluar la via
extrinseca de la coagulacion y el tiempo de
tromboplastina parcial activado que evalta
la via intrinseca, asi como los dosajes de
factores de coagulacion en forma individual
seusan en la rutina de los laboratorios de
hemostasia. Sin embargo, hay que consi-
derar que estos ensayos miden el tiempo al
cual se forma el coagulo de fibrina que se
produce muy tempranamente cuando solo
el 1-5% de la protrombina ha sido activada.
Por ese motivo, desde hace muchos afios se
ha intentado evaluar la generacion completa
y la inhibicidn de la trombina mas alla del
tiempo de formacién del coagulo de fibrina.
La evaluacién completa en el tiempo de la
generacion de trombina (GT) podria ser de
utilidad en estudiar los estados de hipo y de
hipercoagulabilidad. Un exceso de trombina
indicaria riesgo trombotico y una disminu-
cién en la cantidad de trombina generada
indicariariesgo de sangrado.

Hasta no hace mucho tiempo la
Unica manera de estudiar la generacién de
trombina en sangre entera o plasma era por
el método manual de determinar la
trombina formada a lo largo del tiempo
tomando muestras de la reaccién a
diferentes tiempos e intervalos(1). Sin
embargo, esta prueba es muy laboriosa,
variable y consume mucho tiempo lo cual
hizo que solo fuera util en laboratorios de
investigacion.

Generacion de trombina automatizada

Actualmente existe la posibilidad
de estudiar la GT en forma automatizada
evaluando el curso en el tiempo de la
trombina con todos los componentes
hemostaticos naturales presentes(2,3). Con

la ayuda de un software se obtiene la curva
de GT que se denomina Trombograma que
contiene varios parametros como se ilustra
en lafigura 1. Ellos son el tiempo de latencia
que indica el tiempo hasta el comienzo de la
generacion de trombina, el pico maximo de
cantidad de trombina generada, la velocidad
de la misma o el tiempo en que se alcanza
ese pico maximo y también el area bajo la
curva que se conoce como potencial endo-
geno de trombina o ETP. Los métodos
actuales usan inhibidores de la formacién de
fibrina para evitar el coagulo de fibrina y
puede usarse tanto en plasma pobre (PPP)
como en plasma rico en plaquetas (PRP). La
trombina generada es evaluada a través de
sustratos cromogénicos (ensayo auto-
matizado en el coagulometro BCS, Behring
Coagulation System) o fluorogénicos
(ensayo conocido como CAT, Calibrated
Automated Thrombography)(4).

En ambos métodos existen dife-
rencias en la poblacién adulta y en pediatria
con valores mas bajos en la edad infantil(5).
Esto estd en concordancia con la menor
concentracion de algunos factores de la
coagulacién en la infancia. Es muy impor-
tante establecer el rango de referencia en
cada centro que se utilice y la calidad y
conservacion de las muestras a analizar es
fundamental para una correcta evaluacién
deltrombograma(6,7).

LaGTenPRPeslasituacioninvitro
mas cercana a lo que sucede in vivo y una
evaluacidén parcial es la que se obtiene con
PPP. Eneltrombograma unavez se alcanzael
pico maximo de GT lo que sucede es la
evaluacién de los sistemas inhibitorios con
accion de antitrombina. En ambos métodos
automatizados el comienzo de la GT se
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Figura 1. Parametros del trombograma. A: Tiempo de latencia (min), B: Figura 2. Ejemplos de trombogramas en individuos normales, con
pico maximo (nM), C: potencial endégeno de trombina (ETP) (area defecto trombotico (ej: polimorfismo del gen de la protrombina
bajo la curva en nM/min), D: pendiente maxima (nM/min), E: tiempo 20210AG) o con alteracién con tendencia hemorragica o estado de
paraalcanzar el pico maximo (min) hipocoagulacion (ej: terapia con anticoagulantes orales AVK)
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induce por la adicién de factor tisular a la
mezcla de reaccidn. Simultdneamente a la
mezcla de activador y plasma a estudiar se
realiza otra mezcla de reaccién con un
calibrador interno de trombina. El objetivo
es realizar la comparacion en simultaneo
para disminuir las variables propias del
ensayo.

Utilidad clinica

El ensayo de GT automatizado ha
sido evaluado en distintas situaciones
clinicas y en pacientes con diferentes fac-
tores de riesgo Tromboembdlico (8). Las
alteraciones en el sistema antitrombina,
proteina C/proteina S, asi como también
defectos genéticos protrombodticos como
Factor V Leiden o polimorfismo 20210 del
gen de protrombina inducen un incremento
en el ETP y en otros parametros de la curva
de GT (Figura 2). También se observan
resultados similares en pacientes con
factores de riesgo transitorios como el uso
de anticonceptivos orales. Pacientes con
anticuerpos antifosfolipidos muestran
incrementos pronunciados en casi todos los
parametros de la curva de GT. Los individuos
con trombosis venosa presentan mayor
alteracion en el trombograma que aquellos
con trombosis arterial. Sin embargo, hay
estudios que indican que pacientes con
infarto cerebral también muestran incre-
mentosenel ETP.

Por el contrario, individuos con
enfermedades hemorragicas tales como
hemofilias (deficiencias de VIII, IX u XlI) y
otros desordenes mas raros (deficiencias de
I1,V, VII, X o XIl) tienen disminucion de la GT
y latendencia al sangrado se ve cuando la GT
disminuye mas alla del 20% del rango
normal(9). En el caso de la hemofilia A se ha
demostrado que el descenso de la GT es mas
sensible para evaluar el riesgo de sangrado
que la evaluacion de los niveles de factor
VIII.

Los defectos plaquetarios como
trombocitopenias severas, trombocitopa-
tias, enfermedad de Bernard-Soulier, trom-
boastenia de Glanzmann o la enfermedad de
von Willebrand solo muestran disminucién
delaGTsiseevaliaenPRP.

Otra utilidad del ensayode GTesla
evaluacién de eficacia de las drogas que se

usan para terapias de enfermedades trom-
boticas o hemorragicas (10). Tanto en
pacientes bajo tratamiento con heparinas
convencionales o de bajo peso molecular
como en aquellos con inhibidores directos
de trombina o de factor Xa, estatinas o
antivitaminas K (acenocumarol, warfarina)
se obtienen curvas de GT donde la reduccién
de trombina es mas importante en el pico
maximo y el ETP. Se propone la evaluacion
de la GT como marcador de la eficacia de la
accion de estas drogas antitromboticas. En el
caso de evaluar la accion de agentes
antiplaquetarios se debe realizar la GT en
PRP.

Conclusiones

El ensayo de GT promete ser una
prueba mas fisioldgica en la evaluacion de la
hemostasia, pero al dia de hoy aun hacen
faltan mas estudios a largo plazo y con mayor
numero de pacientes para sacar con-
clusiones definitivas. La posibilidad de
automatizacidn hace mds factible su uso en
laboratorios y la aplicabilidad en un grupo
mayor de pacientes. Sin embargo, deben
tenerse en cuenta las variables que afectan
esta prueba y minimizar los errores para su
correctainterpretacion.
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