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Resumen

Datos bibliograficos indican que en pacientes con ci-
rrosis, el monitoreo del tratamiento con heparina de
bajo peso molecular (HBPM) midiendo la actividad
anti-factor X activado (anti-Xa) con un reactivo sin
agregado exdégeno de AT, no es confiable. Nuestro
objetivo fue demostrar la subestimacion del dosaje
de HBPM utilizando un ensayo para medir la activi-
dad anti-Xa, con un reactivo sin agregado exogeno
de AT, en una paciente oncoldgica con hipertension
portal no cirrética: paciente femenina de 29 afios
con diagnoéstico de hepatocolangiocarcinoma que
requirid la implantacion de 2 stents en vena cava re-
trohepdatica y un shunt porto-cava protésico. En el
postoperatorio inicid anticoagulacion con HBPM,
no logrando niveles terapéuticos. Atn con dosis su-
praterapéuticas, no se detect6 actividad de HBPM.
Por presentar bilirrubina total (BT): 36 mg/dl y AT:
26%, se diluyd la muestra con plasma normal (PN),
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para minimizar la posible interferencia de la BT y
aportar AT in vitro, pero los dosajes no se modifi-
caron. Al dia 7 de tratamiento con la misma dosis,
se constatd: HBPM: 0.13 Ul/ml, AT: 31%, BT: 42
mg/dl. La paciente evoluciono6 favorablemente y en
dos semanas se evidencié: HBPM: 0.42 Ul/ml, AT:
54%, BT: 41 mg/dl. Se procesaron diluciones con
PN y se inform6: HBPM: 0.64 Ul/ml. Una sema-
na después los dosajes mostraron: HBPM: 0.68 Ul/
ml, AT: 68%, BT: 39 mg/dl y diluyendo con PN se
obtuvo el mismo dosaje. Demostramos que en esta
paciente oncologica, con deficiencia adquirida de
AT, medir la actividad anti-Xa con un reactivo sin
agregado exdgeno de AT, no resulto confiable.

Palabras clave: Heparina de bajo peso molecular,

Antitrombina III,
Deficiencia
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Abstract

Published data indicate that in patients with cirrho-
sis, monitoring of treatment with low molecular
weight heparin (LMWH) by measuring the anti-fac-
tor Xa activity (anti-Xa) with a reagent without ex-
ogenous addition of AT, is not reliable. Our goal was
to demonstrate the underestimation of the dosage of
LMWH using an assay to measure anti-Xa activity,
with a reagent without exogenous addition of AT in
an oncology patient with non-cirrhotic portal hyper-
tension: 29 years old female patient diagnosed with
hepatocholangiocarcinoma that required the im-
plantation of 2 stents in retrohepatic vena cava and a
prosthetic porto-cava shunt. Postoperatively he start-
ed anticoagulation with LMWH, not achieving ther-
apeutic levels. Even with supratherapeutic doses, no
LMWH activity was detected. By presenting total
bilirubin (TB): 36 mg/dl and AT: 26%, the sample

Introduccion

El impetu para el desarrollo de las heparinas de bajo
peso molecular (HBPM) como potenciales agentes
antitromboticos derivd de dos observaciones: una
publicada a mediados de los afios 70 y otra de prin-
cipios de los 80. La primera fue el hallazgo de que la
HBPM, fraccionada a partir de la heparina comercial
de grado estandar (HNF), progresivamente perdia
su capacidad de prolongar el tiempo de tromboplas-
tina parcial activado (APTT), mientras mantenia su
capacidad de inhibir al factor X activado (Xa). La
segunda fue la observacion de que un equivalente
efecto antitrombdtico de las HBPM producia menos
sangrados en modelos experimentales que la HNF.(V
Las HBPM representan una familia de polisacaridos
sulfatados con pesos moleculares entre 2000 y 9000
Da y son obtenidas por despolimerizacion quimica
o enzimatica de la HNF.? Su efecto anticoagulante
o antitrombético es mediado a través de su union a
ciertas proteinas plasmaticas conocidas como serpi-
nas, siendo la antitrombina (AT) la inica que expone
su sitio activo, normalmente inaccesible, por union
a heparina. Esta actividad es debida a una secuencia
unica de pentasacarido en la molécula de heparina,
cuyos grupos sulfato especificos se unen con ami-
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was diluted with normal plasma (NP), to minimize
the possible interference of TB and provide AT in
vitro, but the dosages were unchanged. On day 7 of
treatment with the same dose, it was found: LMWH:
0.13 TU/ml, AT: 31%, TB: 42 mg/dl. The patient im-
proved and in two weeks was evidenced: LMWH:
0.42 1U/ml, AT: 54%, TB: 41 mg/dl. NP dilutions
were processed and reported: LMWH: 0.64 [U/ml.
A week later the dosages showed: LMWH: 0.68 1U/
ml, AT: 68%, TB: 39 mg/dl and diluting with NP the
same dosage was obtained. We show that in this on-
cology patient with acquired AT deficiency, measure
anti-Xa activity with a reagent without exogenous
addition of AT, was not reliable.

Key words: Heparin, Low-Molecular-Weight,
Antithrombin 111,
Deficiency

noacidos basicos de la molécula de AT, induciendo
un cambio conformacional en la misma y aceleran-
do marcadamente su habilidad para inactivar trom-
bina (Ila), y en menor medida los factores Xa y [Xa.
A medida que disminuye el peso molecular de las
heparinas, se reduce su actividad antitrombinica
(anti-Ila) medida por el APTT, pero no su capacidad
antitromboética medida por su accidn inhibitoria so-
bre el Xa.® Se ha descripto una gran variacion entre
las preparaciones comerciales de las HBPM con res-
pecto a su peso molecular y consecuentemente en la
relacion de actividad anti-Xa/anti-ITa.®

Para el monitoreo de la terapéutica hay que consi-
derar que el nivel plasmatico maximo de la HBPM
luego de una inyeccion subcutanea, se alcanza entre
las 3 y las 5 horas, por lo cual el momento ideal para
realizar la extraccion de sangre para el control es a
las 4 horas. Los valores esperados para alcanzar ni-
veles Optimos de anticoagulacion son de 0.6-1.2 Ul
anti-Xa. Su vida media es aproximadamente de 3 a
6 horas y debido a su menor unidn al factor plaque-
tario 4 (PF4), a otras proteinas plasmaticas y células
endoteliales, su biodisponibilidad es cercana al 90%
comparada con 20-30% de la HNF. La variacion in-
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terindividual de la respuesta anticoagulante ajustada
segun el peso corporal es menor comparada con la
HNF. Las ventajas farmacocinéticas de las HBPM
respecto a la HNF son: mayor vida media plasmati-
ca, biodisponibilidad subcutdnea mejorada y menor
variabilidad de respuesta a dosis fija. Esto permite
que su administracion no requiera de monitoreo de
laboratorio con excepcion en pacientes pediatricos,
con peso mayor a 100 kg o menor de 60 kg, insufi-
ciencia renal y embarazo.

Las pruebas més frecuentemente usadas para el mo-
nitoreo de las HBPM son los ensayos de actividad
anti-Xa, realizados en plasmas suplementados o no
con AT y utilizando sustratos cromogénicos especi-
ficos para factor Xa.® El método amidolitico o cro-
mogénico competitivo consiste en agregar al plasma
un exceso de factor Xa, el cual es neutralizado en
parte por el complejo AT-heparina cuantificandose
posteriormente el factor Xa residual de acuerdo al
color desarrollado por hidrélisis de un sustrato cro-
mogénico especifico para dicho factor, siendo la
liberacion de paranitroanilina (pNA) inversamente
proporcional a la cantidad de heparina presente en
la muestra.®) En los métodos sin agregado exdgeno
de AT, el complejo AT-heparina se forma a partir de
la heparina y de la AT propias del paciente. Algunos
reactivos comerciales involucran la adicion de AT
para optimizar su concentracion en el ensayo mien-
tras que otros no. Es posible entonces que la varia-
cion de la actividad anti-Xa obtenida con diferentes
métodos pueda depender de la variable actividad de
AT presente en los plasmas de los pacientes.” En
el método coagulométrico el factor Xa residual se
cuantifica agregando una mezcla recalcificadora
de cloruro de calcio y fosfolipidos y se registra el
tiempo requerido para la formacion del coagulo de
fibrina que es interpolado en una curva de calibra-
cion. Los componentes plasmaticos necesarios son
aportados por la dilucion del plasma del paciente y
por un plasma normal que aporta AT exogena.
Existen diferencias significativas en los dosajes de
heparinemia cuando se utilizan diversos métodos,
dependiendo de la fuente de factor Xa, de los di-
versos equipos de medicion y de las distintas pre-
paraciones de heparina utilizadas para realizar las
curvas de calibracion.® Esta variabilidad de méto-
dos existe a pesar de que los ensayos fueron estan-
darizados contra el primer estandar internacional
para HBPM de la Organizaciéon Mundial de la Salud
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(OMS). Han sido reportados resultados de encues-
tas de Evaluacion Externa de la Calidad en el Reino
Unido (NEQAS) en coagulacion que mostraron coe-
ficientes de variacion (CV) interlaboratorio mayores
a 20% para los dosajes de actividad anti-Xa.®) La
recomendacion de la ISTH es utilizar el ensayo para
medir actividad anti-Xa equipo especifico ya que
son los de menor CV%.

Un estudio realizado en una cohorte de pacientes

cirroticos ha demostrado que a pesar de que reci-
bian dosis profilacticas o terapéuticas correctas, los
niveles de actividad anti-Xa medidos in vitro esta-
ban por debajo de los rangos recomendados para el
optimo control anticoagulante.*> Sin embargo los
niveles disminuidos de anti-Xa en estos pacientes
parecen ser un artefacto de laboratorio y no una
verdadera medida de efecto anticoagulante.®” En
efecto ha sido demostrado que los niveles de acti-
vidad anti-Xa correlacionan positivamente con los
niveles de AT, los cuales estan disminuidos en pa-
cientes cirroticos.® A pesar de los reducidos valores
de anti-Xa, las HBPM han mostrado ser seguras y
efectivas en pacientes con cirrosis.®*” Ensayos rea-
lizados en plasmas de pacientes con enfermedad he-
patica, han expuesto una reducida recuperacion de
los denominados anticoagulantes dependientes de
AT (incluyendo las HBPM) y esto parece ser una
consecuencia directa de la deficiencia adquirida de
AT en estos pacientes. De esta forma los autores su-
girieron que los niveles de actividad anti-Xa no son
confiables para el monitoreo de las HBPM en pa-
cientes cirrdticos, a menos que se disponga de prue-
bas con agregado exogeno de AT.*
El objetivo de este trabajo es demostrar la subesti-
macion del dosaje de HBPM utilizando un ensayo
para medir la actividad anti-Xa, con un reactivo sin
agregado exogeno de AT y ademds mostrar la utili-
dad de medir la actividad anti-Xa en una mezcla con
plasma normal (PN) utilizado como fuente de AT,
en una paciente oncologica con hipertension portal
no cirroética.

Materiales y métodos

Paciente femenina de 29 afios, con antecedente de
hepatocolangiocarcinoma, que requirié radioem-
bolizacion en el afio 2013. Durante su seguimiento
requirié multiples paracentesis evacuadoras por dis-
nea funcional 4 e hidrotorax derecho, secundaria a
trombosis portal y estenosis de la vena cava retrohe-
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patica, que genero hipertension portal no cirrotica.
Evoluciono torpidamente requiriendo la colocacion
de 2 stents en vena cava retrohepatica y luego un
shunt porto-cava con protesis de Gore-Tex anillada
de 8 mm. En el postoperatorio inmediato inici6 an-
ticoagulacion con HBPM, con una dosis de 1 mg/
kg cada 12 hs, no detectando niveles adecuados de
actividad anti-Xa. Se infundi6 plasma fresco para
aportar AT y progres6 dosis de HBPM hasta 1.5 mg/
kg cada 12 hs no alcanzando niveles adecuados de
actividad anti-Xa. Posteriormente por seguridad, la
dosis se disminuy6 a 1 mg/kg cada 12 hs.

Determinacién de HBPM: Las muestras de la pa-
ciente para el dosaje de HBPM fueron tomadas, en
todos los casos, a las 4 horas de la inyeccion del
anticoagulante. La HBPM se cuantificé en nues-
tro laboratorio con el reactivo Rotachrom Heparin
de Diagnostica Stago. En este método se adiciona
factor Xa en exceso a la mezcla plasma + sustrato
cromogénico y se producen dos reacciones simul-
taneamente: hidrolisis del sustrato por el factor Xa
e inhibicion del factor Xa por parte del complejo
AT-heparina. Tras el periodo de tiempo necesario
para el establecimiento del equilibrio de la reaccion
de competicion, la liberacion de pNA es inversamen-
te proporcional a la concentracion de heparina en la
muestra. El complejo AT-heparina se forma a partir
de la heparina y la AT propias del plasma testeado.
Este reactivo no aporta AT y presenta interferencia
por la bilirrubina total (BT) mayor a 6.6 mg/dl.

En dos oportunidades se enviaron muestras para su
analisis a dos laboratorios de derivacion para deter-
minar la actividad anti-Xa, en el primer caso por un
método cromogénico alternativo sin agregado exo-
geno de AT y en el segundo caso utilizando un mé-
todo coagulométrico con agregado exdgeno de AT.
El método cromogénico alternativo que se utilizé en
el laboratorio de derivacion 1 fue Liquid Heparin
de Instrumentation Laboratory (IL), con el mismo
fundamento que el ensayo utilizado en nuestro la-
boratorio pero con interferencia por BT mayor a 20
mg/dl y realizado en un coagulometro automatizado
de la familia ACL TOP (IL).

El método coagulométrico que se utiliz6 en el labo-
ratorio de derivacion 2 fue Staclot Heparin de Diag-
noéstica Stago, con el cual se midio la actividad coa-
gulante del factor Xa residual mediante la adicion
de fosfolipidos y de calcio en presencia de un plas-
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ma sustrato que ademas de un exceso de AT, aporta
también un exceso de los factores necesarios para la
coagulacion y permite asi eliminar la interferencia
de los factores aportados por el plasma ensayado.
Este ensayo no tiene interferencia por la hiperbili-
rrubinemia.

Determinacion de AT: se cuantificd con el reactivo
STA Antithrombin III. Diagnostica Stago. En este
test la muestra es incubada con un exceso de trombi-
na en presencia de heparina. La trombina residual es
cuantificada por su accién amidolitica sobre un sus-
trato sintético cromogénico midiendo la liberacion
de pNA a 405 nm, que es inversamente proporcional
al nivel de AT de la muestra. Este ensayo tiene una
interferencia por BT mayor a 20 mg/dl.

Diluciones con plasma normal (PN): Se practicaron
distintas diluciones de la muestra de la paciente con
PN hasta lograr normalizar los valores de AT en la
mezcla y asi también disminuir la interferencia por
la hiperbilirrubinemia. El PN utilizado es un pool
de 20 plasmas de pacientes normales con actividad
anti-Xa no detectable y dosaje de AT, tiempo de pro-
trombina, tiempo de tromboplastina parcial activado
y fibrindgeno normales.

Todos los reactivos, calibradores y controles utiliza-
dos en nuestro laboratorio fueron de la marca Diag-
noéstica Stago, procesando todas las muestras en un
coagulometro automatizado STA Compact.

Este reporte de un caso clinico fue revisado y apro-
bado para su presentacion académica por el Comité
de Evaluacion Institucional (CIE) de la Facultad de
Ciencias Biomédicas de la Universidad Austral.

Resultados

En el postoperatorio del shunt porto-cava protésico
se inicio anticoagulacion con HBPM que se ajusto
progresivamente a una dosis de 1 mg/kg cada 12 hs.
Se gener6 una alarma en el laboratorio cuando los
primeros dosajes de HBPM de la paciente fueron no
detectables (ND). Los datos de laboratorio se descri-
ben en la Tabla I. Se objetivé que aun recibiendo una
dosis supraterapéutica de 1.5 mg/kg cada 12 hs (60
mg/12 hs) la actividad anti-Xa era indetectable. En
primer lugar se intentd descartar una interferencia
en los métodos de medicion por la intensa ictericia
que presentaba el plasma de la paciente. El dosa-
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je de HBPM por el método cromogénico empleado
tiene interferencia para BT mayor a 6.6 mg/dl y el
dosaje de AT por el método cromogénico empleado
presenta interferencia para BT mayor a 20 mg/dl.
Luego se dosaron los niveles de AT para evaluar un
posible déficit adquirido de AT. Por presentar BT de
36 mg/dl (VN: 0.2-1.0 mg/dl) y AT de 26% (VN: 80-
120%), se realizaron ensayos de mezcla de la mues-
tra de la paciente en distintas diluciones con plasma
normal (PN), para eliminar la posible interferencia
de la BT y aportar AT in vitro, pero los dosajes de
HBPM de la paciente fueron ND. En la tabla II se
muestran los resultados de las pruebas de mezclas
con PN.

Al dia 7 de tratamiento con la misma dosis, se evi-
dencio: HBPM: 0.13 Ul/ml con una AT: 31% y una
BT: 42 mg/dl. Se envié una muestra de la paciente a
un laboratorio de derivacion 1 y se proceso utilizan-
do un método cromogénico alternativo sin agrega-
do exogeno de AT y se obtuvo el resultado: HBPM:
0.20 Ul/ml diluyendo la muestra para eliminar la in-
terferencia por la hiperbilirrubinemia. No encontra-
mos diferencias significativas con el valor obtenido
en nuestro laboratorio. Se envié una nueva muestra
a un laboratorio de derivacion 2, que utilizé un mé-
todo coagulométrico con agregado exogeno de AT,
para evitar la interferencia por la hiperbilirrubine-
mia de la paciente y ademas corregir la deficiencia

de AT in vitro, siendo el dosaje de HBPM: 0.65 Ul/
ml. Este dato mostr6 una diferencia significativa con
los obtenidos por los dos métodos cromogénicos sin
agregado exodgeno de AT y mas coherente con la do-
sis que recibia la paciente.

La paciente evolucion6 favorablemente y dos sema-
nas mas tarde se constatod en nuestro laboratorio una
HBPM: 0.42 Ul/ml con una AT: 54% y una BT: 41
mg/dl. Se procesaron diluciones con PN y se infor-
mo el resultado de la dilucion %, en la cual se logro
normalizar el valor de AT en la mezcla, arrojando el
resultado para HBPM: 0.64 Ul/ml. En el proximo
control, una semana después, se constat6 HBPM:
0.68 Ul/ml, AT: 68%, BT: 39 mg/dl y diluyendo con
PN se obtuvo el mismo dosaje. A la semana siguien-
te se obtuvo: HBPM: 0.66 Ul/ml con AT: 72% y BT:
37 mg/dl y practicando la dilucién % con PN, se co-
rrige el valor obtenido a 0.88 Ul/ml. Por seguridad
se desciende la dosis de HBPM a 1 mg/kg cada 12
hs (40 mg/12 hs). En el tltimo control realizado a
la paciente se obtuvo: HBPM: 0.70 Ul/ml, AT: 77%
con BT: 33 mg/dl. Practicando la diluciéon 1/4 con
PN no hubo diferencias en el resultado obtenido. En
el grafico I y la tabla I1I se observa la correlacion en-
tre los resultados de actividad anti-Xa y los niveles
de AT obtenidos en nuestro laboratorio, a lo largo
de la buena evolucién de la paciente en el postope-
ratorio.

Tabla I: Evolucion de los resultados de laboratorio en el postoperatorio de la paciente

Fecha Dosis HBPM | anti-Xa | AT BT TP | APTT Fib TT/ PN \% vl

(mg/12hs) | (Ul/ml) | (%) | (mg/dl) | (%) (seg) | (mg/dl) |(seg/seg)| (%) (%)
19/05 40 ND - 29 63 47 - - - -
21/05 60 0.06 24 36 46 63 - - - -
22/05 60 ND 28 34 55 49 274 15/15 53 -
28/05 60 0.134 26 41 44 56 313 - 71 29
30/05 60 & 31 41 52 55 257 - - -
12/06 60 0.42 54 41 61 54 277 25/16 - -
19/06 60 0.68 68 39 73 56 295 30/16 - -
26/06 60 0.66 72 37 78 54 311 34/16 - -
10/07 40 0.70 77 33 94 50 - - - -
21/07 0 99 41 277 117

ND: no detectable, anti-Xa: actividad anti-Xa por método cromogénico sin agregado exogeno de AT, AT: dosaje de AT, BT: Bili-

rrubina total, TP: Tiempo de protrombina, APTT: tiempo parcial de tromboplastina activado, Fib: dosaje de fibrindgeno, TT(seg)/

PN(seg): tiempo de trombina paciente/tiempo de trombina de plasma normal. V: dosaje de factor V, VII: dosaje de factor VII.

#Se realiz6 dosaje de HBPM por método cromogénico alternativo en un laboratorio de derivacion 1, arrojando el resultado: HBPM:
0.20 Ul/ml, con otro reactivo sin agregado exdgeno de AT ¢ interferencia por la BT mayor a 20 mg/dl.

*Se realizo dosaje de HBPM por método coagulométrico en un laboratorio de derivacion 2, arrojando el resultado: HBPM: 0.65 Ul/
ml. Este método es con agregado de AT en exceso y no tiene interferencia por la hiperbilirrubinemia.
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Tabla II: Pruebas de mezclas con plasma normal
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Fecha ?I‘}}‘/Ifl‘f; AT (%) Dil aglg(%al/?ln?f a“*tg}:i‘;““ AT (r(r)l/::)lcla A(T0 A)P)N
22/05 12 ND ND 68 103
ND 103
1/10 ND ND 101 103
12/06 12 0.30 0.60 74 101
0.16 101
1/6 0.10 0.60 87 101
19/06 0.15 93
26/06 D) 0.22 107
10/07 GD 0.18 98

anti-Xa: actividad anti-Xa, AT: antitrombina, Dil: dilucion realizada a la muestra de la paciente con PN, anti-Xa
mezcla: actividad anti-Xa de la mezcla, anti-Xa mezcla x dil: resultado final de la actividad anti-Xa multiplicando

por el factor de dilucion.

Tabla III: Datos del grafico I

-
Grifico I
Correlacion entre anti-Xa y AT*
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*Nota: Dosis de HBPM de 60 mg cada 12 hs salvo en
el altimo punto que se disminuy6 a 40 mg cada 12 hs.

Discusion

Describimos a una paciente con antecedentes de
hepatocolangiocarcinoma, que posterior a la ra-
dioembolizacién del tumor evolucioné con hiper-
tensidon portal no cirrotica asociada a trombosis
portal y de vena cava inferior. Con la intencion
de disminuir la presion portal se implantaron 2
stents en la vena cava retrohepatica y se realiz6
un shunt quirtirgico porto-cava. En el postope-
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Fecha ?{};ﬁg AT (%)
22/05 ND 28
28/05 0,13 26
12/06 0.42 54
19/06 0,68 68
26/06 0,66 7
10/07 0,70 77

ratorio fue muy importante descubrir la deficiencia
adquirida de AT para explicar los niveles no detec-
tables de actividad anti-Xa, a pesar de que la mis-
ma recibia dosis anticoagulantes de HBPM. En este
caso también se sumd la marcada ictericia que tenia
el plasma de la paciente. El dato obtenido utilizando
un método coagulométrico con agregado de AT en
exceso, sin interferencia por la hiperbilirrubinemia,
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puso en evidencia la subestimacion en el dosaje de
HBPM utilizando un método cromogénico sin agre-
gado exogeno de AT, en una paciente con deficiencia
adquirida de AT. En nuestro laboratorio practicamos
pruebas de mezcla con PN para minimizar la inter-
ferencia de la BT elevada y normalizar la AT in vitro
y de esta forma conseguimos cambios significativos
en los valores de actividad anti-Xa obtenidos con
respecto a la muestra original. Se requeriran estu-
dios con mayor nimero de pacientes con deficiencia
adquirida de AT para validar la utilizacion de estas
pruebas de mezcla con PN midiendo la actividad
anti-Xa con métodos cromogénicos sin agregado
de AT y comparando los resultados contra métodos
coagulométricos o con métodos cromogénicos con
agregado de AT.

En este trabajo evidenciamos en nuestro laborato-
rio, utilizando el ensayo cromogénico sin agregado
exogeno de AT, una correlacion positiva entre los
dosajes de HBPM midiendo actividad anti-Xa y los
valores de AT, asociado a la buena evolucion de la
paciente en el postoperatorio. Esto fue descripto por
Bechmannn y col en 2011 en una cohorte de pacien-
tes cirroticos.’

Demostramos asimismo que en esta paciente onco-
logica, con deficiencia adquirida de AT, medir la ac-
tividad anti-Xa con un reactivo sin agregado exdge-
no de AT, no resultd confiable. En este caso, la falta
de deteccion de la deficiencia de AT pudo conducir a
un aumento progresivo de la dosis de HBPM y a un
potencial riesgo de sangrado.
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