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II Evaluacion de las alteraciones en la Hemostasia

Introduccion

Se denomina hemostasia al proceso fisiolégico y bioquimico por el cual se
cohibe una hemorragia por medio de la formacion de un tapdn hemostatico y su
posterior lisis.

La valoracion de la hemostasia puede ejecutarse mediante la realizacion de
diferentes técnicas que pueden ayudar en el diagnostico etioldgico o establecer distintas
alteraciones en los mecanismos fisioldgicos de la hemostasia, valorar un tratamiento,
seguimiento del paciente y emitir un prondstico.

El presente material brinda una breve mencién de las principales técnicas, que
todo clinico debe conocer a fin de realizar una evaluacién de los procesos que
comprometen a la hemostasia.
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II Evaluacion de las alteraciones en la Hemostasia

TECNICAS DE DIAGNOSTICO PARA ALTERACIONES EN LA
COAGULACION

Tiempo de sangria (TS):

Esta es una técnica util y sensible que se puede implementar en el consultorio en el
momento de la atencién clinica, cuando existe la sospecha de alteracion en el mecanismo
primario de hemostasia. Para ello se debe realizar una incisién con una lanceta estandar de 3
mm de profundidad por 3 mm de ancho, en zonas de microcirculacion, como la cara interna del
muslo o de la oreja, o bien en la mucosa bucal. La hemorragia que se produce en caninos
normales cesa en un lapso de tiempo entre 1 a 5 minutos.

Esta prueba es el método mas sencillo y eficiente para evaluar la funcién plaquetaria,
disfuncién vascular, vasculitis o/y enfermedad de von Willebrand.

Diagnostico de deficiencia del FvW (factor de von Willebrand):

Se produce prolongacion del TS debido a que se afecta la adhesividad plaquetaria,
pero el recuento plaquetario se encuentra dentro de los valores de referencia. Cuando es
necesario realizar un diagnostico de certeza se puede recurrir a determinaciones mas especificas
que permiten dosar el FYW como la inmunoelectroforesis (figura 1), inmunoelectroforesis
cruzada y el analisis multimérico.
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Figura 1. Andlisis de multimetros del vWF por
electroforesis. Fuente: Kodak, 2005.

Otras técnicas que son de utilidad para evaluar la actividad del factor de von
Willebrand, a partir de la funcionalidad de las plaquetas, son: la agregacion inducida y la
adhesion plaquetaria.

Recuento Plaquetario:

Es el primer estudio de laboratorio que se debe realizar cuando se sospecha de
trombocitopenia. Es una prueba sencilla y rdpida que permite detectar trombocitopenias
clinicamente importantes.

El recuento de las plaquetas se puede realizar por métodos directos mediante recuento
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II Evaluacion de las alteraciones en la Hemostasia

en camara cuenta globulos o por contador electronico (hematolégico) (Figura 2) o por métodos
indirectos por observacion del frotis sanguineo (Figura 3 y4).

La muestra de sangre se debe recolectar con anticoagulante como sales del acido
etilendiaminotetracético (EDTA) y debe ser remitida al laboratorio para su anélisis dentro de las
12 Hs posteriores a su obtencion. ElI nimero de plaquetas es variable, dependiendo la especie,
en caninos se considera normal un recuento entre las 3 200.000/ul a 500.000/ul de sangre.

Un canino puede tener tendencia a presentar sangrado cuando el nimero de plaquetas
desciende a 40.000 /ul de sangre; mientras que la hemorragia espontanea ocurre cuando la
cantidad de plaquetas se encuentra por debajo de las 20.000/ul de sangre.

gL
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Figura 2. Recuento directo Figura 3. Recuento indirecto. Figura 4. Recuento indirecto.
en contador hematoldgico y Realizacion del frotis  Observacién de frotis sanguineo
camara cuenta globulos. sanguineo. en microscopio optico (MGG).

@ Actividades para estudio:
@ P

En el texto se mencionan dos métodos para estimar la cantidad de plaquetas, los
métodos directos e indirectos. Investiga en que consiste cada método y realiza una sintesis
de cada uno.
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Retraccion del coagulo:

Es una prueba sencilla, que permite evaluar la cantidad y la calidad plaquetaria. Este
fendmeno es el que ocurre cuando se toma una muestra de sangre entera o una fraccion de
plasma rico en plaquetas, y se la deja reposar en un tubo de vidrio. La retraccion normal ocurre
entre los primeros 30 minutos y las dos horas posteriores a la toma de la muestra.

La retraccion del coagulo y la exudacién de suero son minimas en caninos con
Trombocitopenia y/o disfunciones plaquetarias. Ademas, este resultado se puede ver modificado
en animales que padecen anemia y en tal caso se obtienen Tiempos de Retraccién del Coagulo
prolongados, por el contrario, aquellos animales que padecen policitemias severas, manifiestan
acortamiento de dicho tiempo (6).

Examen de Médula Osea:

Este estudio se debe realizar cuando la trombocitopenia es incierta y/o se encuentran
reducidas otras lineas celulares (anemia o neutropenia).

En aquellas trombocitopenias que son resultado de un aumento en la destruccion y/o
consumo, los megacariocitos que se observan en médula 6sea usualmente son abundantes y
presentan una secuencia de maduracion normal, de lo contrario, en las hipoplasias de médula
Osea, se observan escasos megacariocitos y esta relacionada a una hipoproduccion plaquetaria.
La presencia de dos o tres megacariocitos por campo (Figura 5 y 6), con una magnificacion
microscopica de 100X, se considera una cantidad adecuada en una muestra de médula 0sea.

Figura 5. Megacariocito, precursores eritroides y Figura 6. Megacariocito. Frotis de medula
granulocitos, Frotis de medula dsea canina. 6sea canina. Objetivo 50x. Fuente: Reagan
Objetivo 50x. Fuente: Reagan et al., 1999. et al., 1999,

Agregacion plaquetaria:

Esta prueba se refiere a la capacidad de las plaquetas para adherirse entre si, cuando se
emplean agentes activadores como el ADP, la epinefrina, el colageno, la trombina, el &cido
araquiddnico o la ristocetina. La medicion de este fendémeno se realiza en un dispositivo dptico
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II Evaluacion de las alteraciones en la Hemostasia

especial que se denomina agregémetro y que mide el cambio en la densidad Gptica, a medida
que las plaquetas de la muestra se van agregando.

Para su realizacion se utiliza una fraccién de plasma rico en plaquetas o también
denominada costra flogistica, obtenido a partir de una muestra sanguinea anticoagulada con el
empleo de citrato. Es necesario que la muestra se procese con rapidez debido a que la viabilidad
y reactividad de las plaguetas disminuyen a los pocos minutos de extraida la sangre.

Adhesion Plaquetaria:

Esta técnica permite evaluar la fijacion de las plaquetas a cualquier superficie no
plaquetaria. Para su desarrollo se utilizan columnas de bolitas de vidrio. Esta evaluacion es de
utilidad para el diagnéstico de defectos en la adhesion plaquetaria, asi como en la enfermedad
de von Willebrand.

En un animal normal el 75% de las plaquetas quedan adheridas a la superficie
expuesta. Pero, se considera una disminucion de dicha funcion, cuando solo quedan retenidas a
las columnas de vidrio entre el 0% y el 50% de las plaquetas.

Tiempo de Protrombina (TP):

Esta técnica permite evaluar la funcionalidad de los factores que intervienen en la via
extrinseca y la via comun de la cascada de la coagulacion. Para ello se debe obtener plasma con
citrato trisodico, el cual es un anticoagulante que forma un complejo con el calcio. Luego la
muestra problema se recalcifica y se activa con tromboplastina tisular. Esta activacion
desencadena la formacion de un coagulo que se inicia a partir de la via extrinseca de
coagulacion.

Los coagulos de plasmas controles, correspondientes a animales en O&ptimas
condiciones de salud, se forman entre los 10 y 15 segundos. Es importante considerar que la
tromboplastina tisular es especifica de especie, por lo cual es necesario disponer de extractos de
tromboplastina homélogo a la especie en estudio o realizar una puesta a punto de los reactivos
comerciales que contienen extracto crudo de factor tisular de cerebro o de pulmén de conejo.

Tiempo de Coagulacién (TC):

Esta técnica permite evaluar la via intrinseca y la via comun de la cascada de la
coagulacion. Para su realizacion se debe obtener sangre entera, con la precaucién de no
incorporar tromboplastina tisular a la muestra, y esto hace necesario la eleccion de una vena de
facil acceso.

En esta técnica la coagulacion se desencadena a partir de la activacién del factor XII,
como consecuencia del contacto de la sangre con el vidrio de los tubos de recoleccion. Si bien
esta técnica se emplea para diagnosticar alteraciones de la via intrinseca de la coagulacion, en
estados trombocitopénicos graves con disminucion severa de los fosfolipidos plaquetarios se s )_
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puede ver anormalmente prolongado.

Tiempo de Coagulacién Activada (TCA):

Esta técnica permite evaluar la via intrinseca y la via comdn de la cascada de la
coagulacion. Para su realizacion se debe obtener sangre entera con las mismas precauciones
consideradas para la técnica anterior.

En este caso la activacion del factor XII se realiza con tierra de diatomea, que actla
como una superficie activadora inerte. EI coagulo se produce mas rapidamente con respecto al
TC, de modo que la disminucion del tiempo de reaccidn que se logra con el TCA hace que esta
Gltima sea una técnica mas sensible. Una disminucién severa de los fosfolipidos plaquetarios
puede prolongar el tiempo de reaccion.

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA):

Esta técnica es un indicador del funcionamiento de los factores que participan en la via
intrinseca y en la via comun de la cascada de la coagulacion. Para su realizacion se debe obtener
plasma citratado, al que posteriormente se recalcifica y se activa con kaolin o celite. Estas
sustancias acttian activando el factor X1l y por lo tanto se desencadena el mecanismo intrinseco
de la coagulacion. Es necesario también agregar cefaloplastinas como sustitutos de los
fosfolipidos plaquetarios, de modo tal que los responsables de la velocidad de la formacion del
coagulo son los factores del mecanismo intrinseco de la coagulacion.

Tiempo de Trombina (TT):

Esta técnica es de utilidad cuando se pretende evaluar la funcionalidad y/o
concentracion del fibrindgeno (factor I). La formacién del codgulo de la muestra de plasma
citratado se produce como consecuencia del agregado de trombina exdgena. La trombina que se
incorpora actta transformando el fibrindgeno en fibrina. Esta técnica es independiente del
funcionamiento de los factores involucrados en la via intrinseca y la via extrinseca de la cascada
de coagulacion.

En la préctica diaria las pruebas mas utilizadas son el TP y el TTPA o KPTT, las
cuales consisten en mezclar muestras obtenidas en citrato con una sustancia que activa el
sistema intrinseco (TTPA) o sistema extrinseco (TP) y cuantificar el tiempo que tarda en
coagular la muestra. Si el tiempo es mayor al normal indica una deficiencia en uno o varios de
los factores del sistema correspondiente.

Actividades para estudio:
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Investiga como se informan e interpretan los TP y TTPA.

! I

Es importante recordar que para realizar el recuento
plaquetario el anticoagulante utilizado es el EDTA, el mismo
que se utiliza para hemograma y para las pruebas de
coagulacion como TP, TTPA, TCA el anticoagulante es citrato

Diagnostico de Deficiencia de Vitamina K y Antagonismo:

Durante la fase temprana de la intoxicacion con warfarina, el factor VII desaparece
rapidamente, y puede provocar prolongacion del TP. Posteriormente también se pueden ver
modificados el TTPA y el TC. El test de las PIVKA (proteinas inducidas por vitamina K
antagonistas) detecta la presencia de proteinas inducidas por deficiencia de Vit K o antagonistas
de dicha vitamina y es considerado el indicador méas temprano, cuando existe deficiencia de los
factores K dependientes.

Dimero Dy PDFs

El dimero-D y los PDFs se producen por accion de la plasmina para degradar la
fibrina formada en el proceso de coagulacién. Por lo tanto aumentan cuando hay excesos de
coagulacion y a la vez una fibrindlisis, como ocurre en el sindrome de coagulacién intravascular
diseminada (CID) y en pacientes con tromboembolismo.

®® Actividades para estudio:

¢Cudl es la diferencia entre Dimero-D y PDFs?

Diagnostico de Coagulacién Intravascular Diseminada (CID):

Es una de las coagulopatias mas frecuentes en medicina veterinaria y resulta
secundaria a una amplia variedad de procesos morbidos. Los resultados de laboratorio varian
dependiendo de la causa desencadenante de este desequilibrio; y de la fase de la patologia al
momento del estudio: hipercoagulabilidad o hiperfibrinolisis.

Las pruebas relacionadas a la hemostasia que se pueden ver alteradas son: TP, TTPA,
TCy TT. En todas las técnicas mencionadas se manifiesta un retardo con respecto a los valores

de referencia. También se observa una disminucion de la concentracion del fibrindgeno y 7 )—
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aumento de los PDFs (productos de degradacion de Fibrinogeno-fibrina). Otras anormalidades
incluyen una disminucién del recuento plaquetario y de la ATIII (antitrombina I11). Debido a la
gran complejidad de este desequilibrio en la hemostasia, no existe una Gnica determinacién que
resulte patognomonica.

Diagnostico de Trombosis:

En la clinica de pequefios animales, las anormalidades en la hemostasia se pueden
presentar con manifestaciones de hipercoagulabilidad y se produce la formacion de trombos. Un
trombo es el depdsito intravascular de fibrina y elementos formes de la sangre que impide el
flujo sanguineo normal en las arterias, las venas, el corazon y la microcirculaciéon. Es el
resultado de un desequilibrio entre los mecanismos que favorecen la formacion del coagulo y
aquellos que lo inhiben y disuelven. Existen diferencias entre el trombo arterial y el venoso
debido a una diferencia en la hemodinamia.

El trombo arterial (trombo blanco), esta constituido fundamentalmente por plaquetas
agregadas, pequefias cantidades de fibrina y escasos leucocitos y eritrocitos.

El trombo venoso (trombo rojo) presenta mayor cantidad de elementos celulares y
fibrina, con una escasa cantidad de plaquetas.

Estas formaciones pueden presentar un crecimiento continuado, llevando a la
formacién de placas fibrosas. El tromboembolismo es el resultado del desprendimiento de un
trombo hacia los vasos sanguineos, pudiendo obstruir los vasos de menor calibre, lo que
ocasiona una disminucién del aporte sanguineo en el tejido afectado. La CID se puede
manifestar como un cuadro trombotico.

La trombosis es de presentacion poco frecuente en caninos a pesar de estar relacionada
a muchas etiologias. El diagndstico de este tipo de alteracion es complicado y generalmente se
debe recurrir a ultrasonografia y angiografia de contraste.

Al evaluar la concentracion de ATIII de la muestra se observa una disminucion,
mientras que los mondmeros de fibrina y los PDFs se ven aumentados. En la trombosis el
sistema fibrinolitico es deficiente y esto se puede evidenciar con las siguientes pruebas:

A) Tiempo de Lisis del Coagulo (TLC): es el tiempo que tarda para lisarse un
coagulo, cuando es mantenido a 37° C. EI TLC en caninos se produce normalmente entre las 8 y
las 20 horas.

B) Tiempo de Lisis de las Euglobulinas (TLE): Las euglobulinas del plasma tales
como el fibrindgeno, plasmindgeno, plasmina, y activador del plasmindgeno, precipitan cuando
son diluidos en medio &cido, lo que no ocurre con los inhibidores del sistema fibrinolitico como
la antiplasmina y el antiactivador del plasmindgeno. EI TLE mide el tiempo que tardan las
euglobulinas en redisolverse, luego de haber sido precipitadas por la presencia de plasmina
endogena.

C) Test de Placa de Fibrina (TPF): Con esta técnica se mide la capacidad que tiene

una muestra de plasma para lisar una placa de fibrina estandarizada. La lisis que se produce 8 )—
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depende de la concentracién del plasmindgeno y de los activadores del mismo, presentes en la
muestra problema. Por lo tanto, el TPF permite evaluar las proteinas que estan afectadas al
sistema fibrinolitico. El resultado se expresa en milimetros de area de lisis.

@ Actividades para estudio:
@ P

A modo de resumen te proponemos completar la siguiente tabla, la que constituira un
resumen de las principales pruebas para evaluar las distintas fases de la hemostasia, te
recomendamos para ello apoyarte en este material y en el contenido de la unidad 5 del programa
de la asignatura Analisis clinico: EVALUACION DE LA HEMOSTASIA:
ANORMALIDADES DE LA COAGULACION Y LAS PLAQUETAS, en donde
encontraras bibliografia recomendada.

Fases de la hemostasia Elementos Pruebas para su
intervinientes evaluacion

Hemostasia primaria

Hemostasia secundaria

Hemostasia terciaria
Fibrinolisis

Existe una técnica que permite una evaluacion global de la hemostasia, el
tromboelastografo o tromboelastografia (TEG).

Esta técnica novedosa, aun no esta disponible en todos los laboratorios de
veterinaria, y en la actualidad se esta investigando su alcance. Quizas uno de los puntos
mas relevantes es que permite detectar hiercoagulabilidad.
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