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GLOSARIO

APL: antiplasmina

AT: antitrombina 11l

CID: coagulacion intravascular diseminada
FIB: concentracion de fibrin6geno

FSF: factor estabilizador de la fibrina

FvW: factor de von Willebrand

GP: glicoproteina de membrana

MA: méaxima amplitud

NO: Oxido nitrico

PAI-1: inhibidor del activador del plasminégeno
PDF: productos de degradacion del fibrinbgeno
PLMG : plasminogeno

PLS : plasmina

PLT: recuento plaquetario

TAFI: inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina
TAT: trombina-antitrombina

TEG : tromboelastografia

TP: tiempo de protrombina

TT: tiempo de trombina

TTPa: tiempo de tromboplastina parcial activada
t-PA: el activador del PLMG tipo tisular

u-PA: el activador del PLMG tipo urocinasa
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Introduccion

1.- INTRODUCCION

El término “coagulacion” se deriva del latin “coagulare”, que quiere decir
cuajar o en otras palabras, pasar del estado liquido al sélido. Este término se
utiliza para referirnos a multitud de procesos donde un liquido pasa al estado
sélido. Uno de estos procesos y de vital importancia en ciencias biolégicas, es
la coagulacién de la sangre, la cual tiene un papel principal en la hemostasia
sanguinea (complejo proceso por el cual se detiene el sangrado).

La hemostasia sanguinea actia en el organismo como sistema de
seguridad para detener la hemorragia o pérdida de sangre producida por la
rotura de la pared de un vaso sanguineo. Este complejo sistema incluye tres
pilares basicos: 1) todos los vasos sanguineos del organismo (que
reaccionaran mediante una vasoconstriccion para evitar mayor pérdida
sanguinea); 2) las plaquetas (que formaran el tapon plaquetario); y 3) la
coagulacion propiamente dicha, que incluye la coagulacion primaria (activacion

de las plaquetas) y la coagulacion secundaria (cascada de la coagulacion).

Por otro lado, una vez que se ha producido el coagulo y se ha
restaurado el dafio vascular, debe existir un mecanismo que destruya el
coagulo sanguineo ya inservible; este proceso se denomina fibrinolisis. La falta
del equilibrio adecuado entre ambos procesos, puede dar lugar a una
hemorragia cuando falla la hemostasia, o una trombosis cuando lo que se ve

alterado es el proceso fibrinolitico.

Entender cdmo ocurre la hemostasia es la base para una completa
comprensioén de los principales estados patoldgicos asociados a la hemorragia
y/o trombosis. La lesion de un vaso sanguineo desencadena la siguiente
secuencia de procesos:

- El vaso se contrae para reducir el flujo sanguineo (vasoconstriccion).

José Leandro Méndez Angulo 3 Tesis Doctoral, 2011
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- Las plaquetas circulantes se adhieren a la pared del vaso en el lugar
del traumatismo (tapon plaquetario).

- La activaciéon y agregacion de las plaquetas, junto con una compleja
serie de reacciones enzimaticas en las que intervienen proteinas de la

coagulacién, producen fibrina, y forman un tapén hemostatico estable.

Este proceso, refinadamente sincronizado, sirve para mantener la
integridad del sistema circulatorio. No obstante el proceso se puede
desequilibrar, dando lugar a una significativa morbilidad y mortalidad.

En los équidos, las alteraciones de la coagulacion estdn cominmente
asociadas a estados de sepsis y trastornos gastrointestinales (Dallap Schaer
and Epstein, 2009; Feige et al., 2003; Welch et al., 1992). Actualmente, para el
estudio de las alteraciones hemostaticas en el caballo, se utlizan varias
técnicas de laboratorio. La hemostasia primaria se evalla mediante el recuento
plaquetario (PLT) y el tiempo de sangrado de las mucosas, (Segura and
Monreal, 2008) mientras que la hemostasia secundaria o factores de la
coagulacion son evaluados generalmente mediante los tiempos de protrombina

(TP) y tromboplastina parcial activada (TTPa).

Estas pruebas, evaltan las vias extrinseca (TP) e intrinseca (TTPa) de
la cascada de la coagulacién, incluyendo los factores: I, 1I, V, VII, X y I, II, V,
VI, IX, X, Xl, XIll, respectivamente. Para la evaluacion completa e
interpretacion de estas pruebas, siempre se requiere la comparacion de los
resultados con un animal sano (control). Otros métodos de ayuda al diagndstico
de patologias de la coagulacion en caballos, que se estan desarrollando en la
actualidad, son los siguientes:

- Productos de degradacion del fibrinégeno (PDF) (Stokol et al., 2005)

- Dimeros-D (Stokol et al., 2005)

- Antitrombina Il (AT) (Bernard et al., 1987)

- Plasminégeno (Prasse et al., 1990; Welles et al., 1990)

- Proteina C (Welles et al., 1990)

- ag-antitripsina (Prasse et al., 1990)

- Factor de von Willebrand (Brooks et al., 1991)

José Leandro Méndez Angulo 4 Tesis Doctoral, 2011
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Las pruebas convencionales utilizadas a dia de hoy en la clinica equina,
para la evaluacion de la hemostasia en caballos son las siguientes:

- Contaje plaquetario (PLT)

- Tiempo de protrombina (TP)

- Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

- Concentracion de fibrinogeno (FIB)

En estas pruebas se fundamentan, tanto el diagndstico como el
tratamiento y monitorizacion de los pacientes equinos con trastornos
coagulativos. Para el establecimiento de un diagnostico fiable de coagulopatia,
normalmente se necesitan varias de estas pruebas, ya que cada una de ellas
evalla una parte aislada del proceso complejo de la hemostasia (Kol y
Borjesson, 2010).

La tromboelastografia (TEG), por el contrario, es una técnica novedosa
en medicina veterinaria que nos aporta informacion de todo el sistema
hemostatico, desde el comienzo de la coagulacién, seguido con la formacion

del coagulo y terminando con el proceso fibrinolitico.

Asi, los parametros tromboelastograficos rutinariamente analizados e

interpretados son:

- El “Tiempo R”, que representa el tiempo desde la adicion del agonista

(CaCly) hasta el comienzo de la formacion del coagulo. Este parametro

evalla la actividad de los factores de la coagulaciéon en el plasma.

- El “Tiempo K”, que representa la cinética del coagulo, midiendo el
tiempo necesario para que la elasticidad del coagulo avance desde 2
hasta 20 mm. Este parametro evalla la funcién y concentracion de
plaquetas y de fibrinbgeno, ademas de la actividad de los factores de
la coagulacién en plasma.

- El angulo , gue esta relacionado con la concentracion de

fibrindgeno y la rapidez de formacion de la fibrina.

- La maxima_ amplitud “MA”, muestra la fuerza de la fibrina y la

contribucion de la agregacion plaquetaria a la formacién del coagulo.
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También y aunque en menor grado representa la concentracién del
fibrindgeno.

- Elvalor G, representa las propiedades viscoelasticidad del codgulo, y
se calcula a partir de la maxima amplitud.

- Finalmente, el valor LY60 que representa el porcentaje de lisis del
coagulo o reduccion de maxima amplitud a los 60 minutos del analisis

de la muestra.

Esta novedosa técnica de tromboelastografia (TEG) en la especie
equina, se encuentra ampliamente desarrollada en la especie humana y
también en los Ultimos afios se han realizado multiples estudios en pequefios
animales (Kraft, 1973; Moalic et al., 1989; Burghardt et al., 1995; de Laforcade
et al., 2003; Vilar et al.,, 2008). Hoy en dia, varios hospitales veterinarios
universitarios, ya disponen de un tromboelastografo para su uso en pacientes

clinicos.

Hasta la fecha, en caballos sanos solamente se han realizado estudios
en pequefios grupos de animales adultos (Paltrinieri et al., 2008; Epstein et al.,
2009; Leclere et al., 2009); y los datos existentes en casos clinicos, se reducen
a un estudio para detectar hipercoagulacion en caballos con trastornos
gastrointestinales (Dunkel et al., 2010), y un caso clinico donde la TEG fue

utilizada experimentalmente (Macieira et al., 2007).

Con todos estos antecedentes, en nuestro estudio planteamos los

objetivos que se explican con detalle en el siguiente apartado.
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2.- OBJETIVOS

El objetivo fundamental de estudio para la elaboracién de la Tesis
Doctoral, esta orientado a demostrar la utilidad de la tromboelastografia como
técnica evaluadora del proceso global de la hemostasis en la especie equina,
ya que nos permite evaluar todos los estados de la hemostasis, empezando por
el inicio de la coagulacion, seguido por la formacién del coagulo y finalizando

con la fibrinolisis.

Ademas, para el desarrollo de este proyecto, desglosamos nuestra idea
en varios objetivos especificos que consideramos de vital importancia para que

sirva de utilidad préactica en la clinica médica de los équidos:

1°.- Analizar la hemostasia mediante tromboelastografia en equinos
clinicamente sanos, tanto adultos como potros neonatos menores de 8 dias de
edad, para determinar y establecer valores de referencia para los parametros
de la TEG (Tiempo-R, Tiempo-K, angulo a, maxima amplitud MA, valor G y
LY60).

2°.- Evaluar la hemostasia mediante tromboelastografia y las técnicas
tradicionales de evaluacion de la coagulacion (PLT, TTPa, TP, y FIB) en

caballos con patologias gastrointestinales de tipo inflamatorio (colitis).

3°.- Analizar los trastornos hemostéaticos en potros neonatos enfermos
con septicemia y por otras causas (Ej. impactacion por meconio, deformidades
flexurales y/o angulares) mediante tromboelastografia y con las técnicas

tradicionales de evaluacion de la coagulacion (PLT, TTPa, TP, FIB, y AT).

4° .- Comparar los resultados de la tromboelastografia con las técnicas

tradicionales para el diagnéstico de patologias hemostaticas en los équidos.
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3.- REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.- FISIOLOGIA DE LA HEMOSTASIA

3.1.1. — Introduccién a la hemostasia

Los animales en su evoluciéon han desarrollado un complejo sistema
hemostatico disefiado para mantener la sangre en estado liquido bajo
condiciones fisiologicas, pero a su vez preparado para reaccionar ante una
lesion vascular repentina, con el proposito de detener la pérdida de sangre,

sellando el defecto en la pared del vaso.

El endotelio vascular mantiene la fluidez de la sangre mediante inhibicién
de la coagulacion sanguinea, la agregacion plaquetaria y la fibrinolisis.
También, proporciona una barrera protectora que separa las células
sanguineas y los factores del plasma de elementos altamente reactivos en las
capas mas profundas de la pared vascular. Estos componentes incluyen
proteinas de adhesion tales como el colageno, la fibronectina, laminina,
vitronectina, y el factor de von Willebrand (FvW), que promueven la adhesion
de plaquetas y factor tisular, una proteina de membrana situada en el misculo

liso, fibroblastos y macréfagos, que provoca la coagulacion de la sangre.

Cuando un vaso sanguineo se lesiona, se contrae, desviando asi la
sangre del lugar de la lesion, y la sangre derramada se expone a estas
estructuras subendoteliales que estimulan la formacién de un tapdn
hemostatico, promoviendo la adhesion y agregacion plaquetaria y la activacion
de la coagulacion sanguinea. Posteriormente, las plaquetas son estimuladas

por el coldgeno subendotelial, que expone y agrega a las glicoproteinas de
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membrana (GP) llb y GP llla, que puede actuar uniendo a los cofactores como
el fibrindgeno y FVYW a las plaguetas, originando la agregacion. La secrecion de
proteinas esta mediada por la sintesis de tromboxano, la fosforilacion de
proteinas especificas, y la translocacion de calcio intracelular.

Los cofactores proteicos como el factor V, segregados por las plaquetas o
los derivados del plasma, sirven como lugar para ensamblar un complejo
cofactor enzimético en la superficie plaquetaria, con lo que se activa el factor X
y la protrombina. El resultado es la formacion de trombina, que aumenta su
propia produccién muchas veces mediante la conversion de los factores V y
VIII en cofactores activados y ello estimula la secrecion de las plaquetas.

Esta reaccion explosiva, celular y molecular, es modulada por las células
endoteliales que elaboran lipidos antitromboticos (prostaciclina o PGI2),
proteinas (trombomodulina), compuestos inorganicos [0xido nitrico (NO)], y los
polisacaridos (heparan); por enzimas de union a la superficie, como la
adenosina difosfatasa (ADPasa) (CD39), y por varios inhibidores de las
proteasas plasmaticas, siendo la mas importante la antitrombina (AT)
lIl para los factores 1Xa, Xa, y la trombina, inhibidor de C1, para las enzimas de

contacto del factor Xlla.

El principal sustrato de la trombina es el fibrinbgeno, que después de la
hidrolisis inicial, forma monomeros de fibrina que se polimerizan
espontaneamente para formar el coagulo de fibrina. La red aumenta su firmeza
por la trombina que activa la enzima del factor Xllla aumentando asi la
resistencia del coagulo a la fibrindlisis. La red covalente unida por la trombina,
activa la enzima del factor Xllla aumentando asi la resistencia del coagulo a la

fibrinolisis.

El plasminégeno, un zimégeno del plasma, se convierte en plasmina por
dos activadores del plasminégeno que son elaborados por las células
endoteliales. El proceso esta modulado al menos por tres inhibidores del
activador del plasminégeno. La plasmina, por lo general, no actia sobre el

fibrinbgeno en solucién debido a la presencia de plasmina en la superficie del
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coagulo de fibrina, el cual estd protegido contra el inhibidor, y la fibrindlisis se
produce con la formacion de productos de degradacion de la fibrina. En
segundo lugar, el inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) producido
por las células endoteliales y las plaquetas, neutraliza al activador del
plasmindgeno de tipo tisular (t-PA) y previene la lisis temprana del codgulo. En
tercer lugar, la trombina activa a una proenzima carboxipeptidasa B, llamado
inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina (TAFI), que afecta a la
degradacion fibrinolitica de filamentos de fibrina. Actualmente se esta
investigando sobre la importancia y funciébn de esta proenzima en la
hemostasia; se ha demostrado que un exceso en TAFI plasmatico induce un
estado pro-coagulable, y por el contrario se ha sugerido que una disminucién
en TAFI plasmatico resulta en un estado propenso al sangrado. Por tanto, cada
vez toma mas fuerza la teoria de que el TAFI es un elemento importante en el

mantenimiento del equilibrio hemostatico.

Por lo tanto, con la coagulacibn mas activa y con la conversion mas
completa de la protrombina en trombina, no sélo hay mas cantidad de fibrina
formada a partir de fibrinbgeno, si no que ésta, esta protegida de la fibrinolisis
por TAFI. La disolucién del coagulo facilita la deposicion de colageno, la

formacion de tejido fibroso, y la cicatrizacion de heridas.

3.1.2.- Funcién del endotelio.

El endotelio mantiene la fluidez de la sangre mediante la produccion de
inhibidores de la coagulacién sanguinea y de la agregacion plaquetaria.
Ademéas, es el encargado de la modulaciéon del tono vascular y la
permeabilidad, y de proporcionar una envoltura protectora que separa los
componentes hemostaticos de la sangre de reactivos situados en las
estructuras subendoteliales. Las células endoteliales sintetizan y secretan
componentes en la membrana basal y la matriz extracelular, que contienen
proteinas de adhesion como el colageno, la fibronectina, laminina, vitronectina,
y FVW.
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El endotelio inhibe la coagulacién de la sangre mediante la sintesis y
secrecion de trombomodulina y el sulfato de heparan en la superficie; modula la
fibrindlisis ya que sintetiza y secreta t-PA, activador del plasmindgeno
uroquinasa (u-PA) y el activador o inhibidores del plasminégeno, inhibe la
agregacion plaquetaria por la liberacion de PGI2 y NO (oxido nitrico), y regula
el tono de la pared del vaso por la sintesis de endotelinas, que inducen la
vasoconstriccion, y PGI2 y NO, que producen vasodilatacion.

Una funcion vascular defectuosa puede causar sangrado patoldgico si el
endotelio se vuelve mas permeable a las células de la sangre, si la respuesta
vasoconstrictora se deteriora debido a anomalias estructurales de la pared del
vaso o de los tejidos extravasculares, o si la fibrindlisis fisiologica no esta
controlada por la produccion normal de inhibidor del activador del

plasminogeno.

El sangrado asociado con la lesion endotelial puede estar mediado por
complejos inmunes y virus (MacGregor et al., 1980; Cines et al., 1987). Las
enzimas proteoliticas liberadas por los leucocitos en los estados inflamatorios
perturban las células endoteliales y alteran las proteinas del tejido conjuntivo, y
también pueden contribuir a la hemorragia petequial en trastornos vasculiticos
(Janoff et al.,, 1977; LeRoy et al.,, 1984). La atenuacion y fenestracion del
endotelio vascular puede contribuir a las manifestaciones hemorragicas de la
purpura trombocitopénica idiopatica, que puede responder al tratamiento con
esteroides en una terapia rapida, o incluso antes del aumento perceptible del

numero de plaquetas (Kitchens, 1982).

Las células endoteliales pierden sus propiedades de proteccion
antitrombogénica después de que son estimuladas por enzimas como la
trombina, o por hipoxia, estrés, oxidantes; citocinas como la interleucina-1,
factor de necrosis tumoral, gamma interferon; hormonas sintéticas tales como
acetato de desmopresina y endotoxinas. La sintesis de factor tisular y PAI-1 es
inducida y la concentracibn de trombomodulina unida a su superficie es
reducida por citoquinas y endotoxinas. Las células endoteliales también

contienen receptores, llamadas integrinas, que permiten la unidon de la
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fibronectina, coldgeno y laminina (Hynes, 1987). Una vez que la célula
endotelial ha sido estimulada, ésta sintetiza quimioquinas, como la proteina

quimiotactica de monocitos y la interleuquina-8.

Las células endoteliales también contienen moléculas de adhesion
intercelular, que actian como receptores opuestos a las integrinas de los
leucocitos. Antes de su adherencia al endotelio, el papel de las plaquetas y
leucocitos, consiste en una interaccion mediada por la selectina E y selectina P.

El endotelio vascular es heterogéneo, tanto metabdlicamente como
estructuralmente. Por ejemplo, la enzima convertidora de angiotensina, parece
ser sintetizada por la mayoria de las células endoteliales, pero principalmente
es sintetizada por el endotelio de la aorta, y no por los microvasos del endotelio
cardiaco. Sin embargo, por su parte, el tromboxano no es sintetizado por la
mayoria de células endoteliales, pero si es sintetizado por el endotelio arterial
pulmonar. La renovacion de las células endoteliales es baja en condiciones de
reposo, pero varia con su localizacion. Por tanto, en los sitios de estrés

hemodinamico y dafio endotelial, la proliferacion es especialmente mayor.

La permeabilidad de los vasos puede verse comprometida bajo
determinadas circunstancias, incrementandose por vasodilatacion, por
induccion de una severa trombocitopenia, y por la administracién de altas dosis
de heparina; explicandose asi el sangrado espontaneo que se observa con un
recuento bajo de plaquetas o después de la infusion de heparina. La
trombocitopenia induce por tanto la extravasacion de eritrocitos, que se

manifiesta clinicamente como petequias.

La pérdida de la funcion de la barrera endotelial, asociada con una
disminucién extrema de plaquetas, puede estar relacionada con una pérdida de
serotonina y norepinefrina liberadas por las plaquetas al medio microvascular;
bien, como fuentes exdgenas de otras aminas que previenen la formacién de
petequias en animales severamente trombocitopénicos, o por el fallo de las
plaquetas para tapar huecos de las uniones intracelulares entre las células

endoteliales retraidas.
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Las células endoteliales estan cargadas negativamente, siendo esta una
caracteristica que puede repeler a las plaquetas cargadas negativamente. Esta
superficie aniénica, asi como otras propiedades antitromboéticas del endotelio,
puede ser un factor importante para limitar la extensioén intravascular de la
reaccion hemostética inducida por la lesion vascular (Ofosu et al., 1989). Por lo
tanto, el sintetizado y liberado de las células endoteliales cerca del sitio de la
formacién de tapon hemostatico, podria inhibir la agregacion plaquetaria
intravascular (Weksler et al., 1977; Marcus et al., 1978; Moncada y Vane, 1979;
Weiss y Turitto, 1979).

La trombomodulina se une a la trombina e inhibe la capacidad de la
enzima que forma el fibrindbgeno y activa a las plaquetas y a los factores Va y
Vllla. La trombomodulina también mejora la capacidad de la trombina para
activar la proteina C. La proteina C se une al receptor de la proteina C de las
células endoteliales, lo que aumenta su activacion (Fukudome y Esmon, 1994).
La proteina C, a su vez, inactiva los factores Va y Vllla y aumenta la fibrinolisis,
probablemente uniendo a los inhibidores de los activadores del plasmindégeno
(Esmon et al.,, 1982). La trombina unida a la trombomodulina también es

inactivada por AT circulante.

Por lo tanto, las células endoteliales expuestas a los estimulos adecuados
sintetizan y liberan distintos mediadores de vasodilatacion e inhiben la funcién
de las plaguetas (Warner et al., 1989). Dicha estimulacién hace que estas
células también sinteticen un grupo de péptidos conocidos como endotelinas
gue tienen propiedades reguladoras, incluyendo la vasoconstricciéon
(MacCumber et al., 1989). Las células endoteliales también producen
activadores del plasminégeno que, en presencia de fibrina, pueden promover la
fibrindlisis agravando la tendencia a la hemorragia en pacientes susceptibles.
Esta tendencia a la hemorragia puede ser controlada por los inhibidores

fibrinoliticos naturales y/o sintéticos.
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El PAI-1 (cuyas siglas corresponden a “plasminogen activator inhibitor-17,
o lo que es lo mismo “inhibidor del activador del plasminégeno”) también es
elaborado en respuesta a diferentes estimulos (Wiiman et al., 1984). La
deficiencia de PAI-1 causa una tendencia al sangrado, ya que si no hay una
oposicion fisiologica a la fibrindlisis, y el equilibrio hemostético se ve alterado.
Las células endoteliales son estimuladas por citoquinas y otros mediadores
para instaurar una respuesta procoagulante caracterizada por un aumento de la
sintesis y liberacion de PAI-1, liberacion de FvW, la sintesis y la disponibilidad
de factor tisular, y la reduccion de la trombomodulina asociada a la membrana

celular.

La compleja interaccion entre los mediadores de la pared de los vasos, el
revestimiento endotelial, e incluso la regulacion del tono vasomotor de las
arterias y venas, afecta a la cicatrizacion de heridas y a la hemostasia. Todos
estos procesos vasculares actian en concierto con los complejos procesos que
similarmente tienen lugar en las plaquetas, en la coagulacion de plasma, y en
vias fibrinoliticas y en sus inhibidores para mantener la hemostasia normal. Sin
embargo, en ocasiones, la respuesta hemostéatica es excesiva y lleva a la

trombosis intravascular.

3.1.3. Las plaguetas.

Las plaquetas son producidas a partir de los megacariocitos de la
médula 6sea, una célula gigante con multiples nacleos (de 8 a 32) producto de
una division nuclear sin division celular (George, 2000). Datos recientes
muestran que la fragmentacion es similar a la apoptosis, ya que es el resultado
de la activacion de la caspasa dentro del megacariocito (De Botton et al.,
2002). El factor de crecimiento dominante es la trombopoyetina, que es
responsable de la replicacion del ADN y de la diferenciacién citoplasmatica
(Kaushansky, 1998).

La participacion de las plaguetas en la hemostasia primaria es parte
fundamental del proceso fisiol6gico, e incluye las siguientes reacciones:

adhesion a la base del dafio del vaso sanguineo, difusién de las plaquetas
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adheridas en la superficie subendotelial, secrecion de los componentes de las
plaguetas almacenadas (incluyendo las moléculas implicadas en la hemostasia
y la cicatrizacion de heridas), y la formacion de grandes agregados plaquetarios
(Ruggeri et al., 1999). Ademés, hay zonas de la membrana de las plaquetas
especificas para la adherencia y concentracion de factores de coagulacion,
acelerando asi la coagulacién del plasma, y resultando en la rapida formacion
de una red de fibrina que refuerza el tapon de plaquetas. Una vez que la
formacién del coagulo se ha completado y éste, ha realizado su funcion
taponadora, se inicia la retraccion del mismo, en un proceso que también

depende de las plaquetas.

En condiciones fisioldgicas, las plaquetas no se adhieren a las células
endoteliales, al menos que exista un area de alteracion endotelial (por ejemplo,
el extremo del corte de un vaso sanguineo dividido) donde se encuentran
receptores especificos para las proteinas de adhesion (FVW a través de la GP
Ib / I1X /V, y el fibrinbgeno y la fibronectina a través de los receptores de la

integrina) (Pytela et al., 1986).

Una vez que las plaguetas se han adherido al subendotelio,
distribuyéndose por la superficie, otras plaquetas adicionales son emitidas por
la sangre circulante, las cuales se adhieren primero a la capa basal de las
plaquetas ya adheridas y finalmente unas a otras, formando el agregado
plaquetario. Un acontecimiento crucial en este proceso es la induccion de un
cambio en la disposicidon de la superficie de la membrana glicoproteina (GP) llb
/ llla [ahora conocida como integrina a;,PB3,(Shattil et al., 1998)], que adquiere la
capacidad de unirse al fibrinégeno, asi como al FvW, a la fibronectina y la
vitronectina (Shattil et al., 1985). El fibrinbgeno parece ser el mas importante en
la agregacion, en virtud de su estructura divalente, permitiendo asi formar un
puente de plaqueta a plaqueta y por lo tanto potenciando la agregacién (Figura
1).

Otras integrinas de la membrana de las plaguetas actian como
receptores de proteinas adhesivas del plasma. Estos heterodimeros, tales

como el receptor de la vitronectina, estan presentes en la superficie de las
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células de la sangre y de las células endoteliales (Lam et al., 1989). De esta
forma, el FYW y el coldgeno pueden interactuar con plaquetas en reposo,
mientras que el fibrinbgeno solamente se une con la integrina GP Ilb / llla de
las plaquetas activadas (Bennett y Vilaire, 1979).

La interaccion con los receptores (GP) de la membrana de las plaquetas,
también es una caracteristica de la participacion en la agregacion plaquetaria
por parte de la fibronectina y la trombospondina. La interaccion de esta ultima
con la GP IV puede actuar estabilizando los agregados plaquetarios.

Algunos de los agonistas de las plaquetas, tienen capacidad para inducir
agregacion y secrecion; siendo los de mayor relevancia fisiologica la trombina,
ADP, colageno, acido araquidénico y epinefrina (Figura 1). La epinefrina es la
Unica de éstos que no da lugar a un cambio detectable en la forma de las
plaquetas. Existen receptores especificos en la superficie de la plaqueta para
estos agonistas (Colman, 1990). Algunos de estos receptores interactian con
proteinas diana, situadas junto a los canales de iones permeables en las
membranas plaquetarias, modulando el flujo de iones, sobre todo el
movimiento hacia adentro de calcio ionizado. Otros estan vinculados con la
proteina tirosina quinasa (TK) que fosforilan otros sitios en la proteina del

mismo receptor.

Muchos de los procesos implicados en la activacion plaquetaria son calcio
dependientes, incluyendo la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina por
una enzima quinasa especifica y la liberacion de acido araquidénico de los
fosfolipidos de la membrana por la enzima fosfolipasa A2 (Adelstein y Conti,
1975; Pickett et al.,, 1976). La fosfolipasa libera &cido araquidénico de la
fosfatidilcolina y otros fosfolipidos. El acido araquidénico es convertido, por la
enzima ciclooxigenasa, en endoperoxidos de prostaglandina, y en dltima
instancia, en potente agonista plaquetario del tromboxano, asi como a las
prostaglandinas estables como la prostaglandina. Esta udltima, inhibe la
activacion plaguetaria y, en un sistema de retroalimentacion negativo, puede

servir para modular la actividad plaquetaria. Una serina reactiva de la
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ciclooxigenasa es transformada por la aspirina, inactivando la enzima de forma

permanente.

Las plaquetas contienen varias clases de granulos en los cuales hay
componentes intracelulares; entre ellos estan los "cuerpos densos" (que
contienen serotonina, ATP, ADP, pirofosfato, y calcio), los granulos-a (que
contienen fibrinégeno, FvW, fibronectina, antitripsina-a1, tromboglubulina-£,
factor plaquetario-4, y factor de crecimiento derivado de las plaquetas), y los
lisosomas (que contienen una variedad de hidrolasas acidas). En humanos y
pequefios animales, la liberacion de granulos por parte la plaqueta, esta
condicionada por la presencia de una elevacion del calcio citoplasmatico, la
cual, induce una fusion del envoltorio granular con la superficie de membrana
de los canaliculos intracelulares y hay una secrecidén externa del contenido de
los granulos. Sin embargo, en rumiantes y équidos, la liberacion de los
granulos se produce directamente mediante una fusion de estos con la

membrana externa, vertiéendose su contenido al exterior (Boudreaux, 2018).

La activacion plaguetaria y sus efectos son modulados por otras
sustancias reguladoras, de las que el mas importante es el AMPc (Haslam,
1978). Al igual que practicamente todas las células animales, excepto las
células rojas, las plaguetas contienen la adenilato ciclasa, la enzima que
convierte el ATP a AMPc. Su accion esta fuertemente estimulada por los
productos del &acido araquiddénico, prostaglandinas en las plaquetas y
(prostaciclina) en las células endoteliales. Las plaquetas también contienen
fosfodiesterasas de los nucleétidos ciclicos AMPc que se unira al AMP,
modulando la concentracion intracelular de AMPc (Colman, 1999). EI AMPc,
estimula una proteina quinasa que interviene en la fosforilaciéon de un ATP
dependiente del sistema de bombeo del calcio que extrae el calcio del citosol.
En concentracion suficiente, el AMPc no solo inhibe la agregacion, secrecion y

el cambio de forma de las plaquetas, sino también la adhesion a las superficies.

Figura 1. — Representacion de la funcion plaquetaria. La adhesion a las células
endoteliales estd mediada por las glicoproteinas (GP) Ib, que se unen al factor

de von Willebrand (FVW) en el endotelio celular. La agregaciéon también esta
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mediada por la GP IIb / llla de dos plaquetas, donde el fibrinGgeno actia de
puente entre ellas. Varios agonistas como el difosfato de adenosina (ADP) y el
factor activador de plaguetas (FAP) estan representados interactuando con
receptores especificos y activando la fosfolipasa C. Esta enzima cataliza la
escision del fosfatidil inositol bifosfato (PIP,) a IPs, que moviliza el Ca®* desde
el sistema tubular denso, para activar las cadenas ligeras de la miosina
quinasa, lo cual fosforila la cadena ligera de la miosina (MLC). ElI Ca, también
activa la fosfolipasa A, para liberar acido araquidonico de los fosfolipidos, que a
su vez son convertidos por la ciclooxigenasa a PGG, y PGH, y, a continuacion,
por la tromboxano sintetasa (TS) a tromboxano A,. El otro producto de la
division del PIP, es el diacilglicerol (DAG), que estimula la proteina quinasa C
a fosforilato, la proteina intracelular P47 a P47-PO4. Este ultimo, el tromboxano
y el MLC-PO4, juntos estimulan la secrecion de los “cuerpos densos”,
granulos-a y los granulos lisosomales. La actividad plaquetaria coagulante es
generada por los factores de la coagulacion, que se muestra en forma de
nameros romanos (VIII, 1Xa, Ca2) y el "complejo protrombinasa” (Va-Xa-Ca,+),
sobre los fosfolipidos de la membrana externa de plaguetas para convertir la

protrombina (II) en trombina (lla) (Colman et al., 2006).
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Ademas de los anteriormente mencionados, existen otros controles sobre la

activacion plaquetaria situados en la superficie de las células endoteliales

el ADP-destruyente, la ectoenzima (ADPasa), y la trombomodulina, un
potente inhibidor de la trombina. Las células endoteliales, cuando son

estimuladas por agonistas como el ATP, producen oxido nitrico (NO), un
potente vasodilatador que inhibe la funcién plaquetaria mediante el aumento
de GMPc plaquetario. Hay pruebas que indican que las plaquetas tienen
también la condicion para formar NO a partir de L-arginina y que ésto se

traduce en un aumento en la concentracion de GMPc, que es un potente
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regulador intracelular de la actividad de las plaquetas (Rapoport y Murad,
1983).

3.1.4- La coagulacion sanguinea

La coagulacion de la sangre comprende una serie de reacciones donde
intervienen los componentes celulares, asi como los factores de la coagulacién
sanguinea (Tabla 1). La mayor parte de estos factores se encuentran en el
plasma en forma de proenzimas y se nombran con nimeros romanos seguidos
del sufijo “@” para indicar que estan activados. Se sintetizan en el higado,
donde la vitamina K es necesaria para la produccion de los factores I, VII, IX y
X.

Tabla 1.- Factores de la coagulacion sanguinea.

Factores de la coagulacién sanguinea

Fibrinbgeno

Protrombina

Tromboplastina. Factor tisular

Calcio

Proacelerina
Acelerina (FVa)

Proconvertina

Factor antihemofilico A

Factor Christmas o antihemofilico B

Factor Stuart-Power

Antecedente plasmatico de la tromboplastina

Factor Hageman

Factor estabilizador de la fibrina (FSF)
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Formacién de trombina

El activador de protrombina (protrombinasa) es un complejo enzimatico
formado por el Xa, iones Ca2+, fosfolipidos de origen tisular o plaquetario y el
factor V. La formacion de este complejo se puede alcanzar por dos vias

diferentes, aunque estrechamente relacionadas: la via extrinseca en la que el

proceso se pone en marcha por un dafo tisular y la via intrinseca, por el

contacto de la sangre con una superficie diferente al revestimiento endotelial
intacto de la pared vascular; de cualquier manera, la formacion del activador de
protrombina es necesaria para la siguiente fase del proceso, esto es, la
conversion de la protrombina en trombina. Ambos mecanismos o vias, deben
considerarse como sistemas complementarios y nunca competidores, ya que
Su existencia garantiza la reparacion de los traumatismos a que estan

expuestos los vasos sanguineos.

Via extrinseca

La via principal para el inicio de la coagulacion sanguinea ‘in vivo” es la
extrinseca, la cual contiene componentes tanto de la sangre como de los
elementos vasculares. EI componente fundamental de esta via es el factor
tisular (FT); una proteina intrinseca de membrana compuesta por una Unica
cadena polipeptidica que funciona como cofactor del factor VIII en la via
intrinseca y del factor V en la via comun (Figura 2). El inhibidor de la via del
factor tisular es una proteina que en asociacion con el factor Xa inhibe los
complejos del factor tisular-factor VII (Rao y Rapaport, 1987; Broze et al.,
1988). La sintesis del factor tisular en los macrofagos y en las células
endoteliales estd inducida por endotoxinas y por citoquinas como la
interleuquina-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF) (Colucci et al., 1983;
Edwards y Rickles, 1984).

El componente del plasma mas importante en la via extrinseca es el
factor VII, uno de los factores dependientes de la vitamina K que son
sintetizados como prozimdgenos y convertidos (activados) a proteasas séricas

por un limitado niumero de divisiones proteoliticas. La proteina S, que también
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es una proteina dependiente de la vitamina K, es un cofactor en lugar de un
zimégeno. Estas proteinas tienen en comun los residuos del acido B-glutamil
carboxilo (GLA) con un extremo N-terminal, que requiere de la vitamina K para
una adecuada sintesis por los hepatocitos. Esta modificacion postribosomal de
la proteina es necesaria para la union del calcio (un calcio con 2 grupos
carboxilo de un residuo Gla), de tal modo que actia como un puente para la
unién de la proteina a los fosfolipidos de la superficie.

Tanto el factor IX como el factor X se activan por el complejo FT-factor
Vila'y el mismo factor Xa. La forma activa se denomina factor de g-glutamil Vlla
y representa aproximadamente el 1% del total del factor VII. La interaccion
entre las vias intrinseca y extrinseca se produce a varios niveles de la cascada
de la coagulacion. El zimogeno del factor VII tiene minima pero definitiva
actividad proteasa y es capaz de su autoactivacion. Esto convierte tanto al
factor VII como al Vlla con lo que muestra efectos de retroalimentacion tanto

positivos como negativos.

El factor Vlla, complejo factor tisular enzimatico, que se ensambla con el
monocito activado o las células endoteliales alteradas, tiene dos substratos
principales, el factor IX y el factor X, ambas proteinas son dependientes de la
vitamina K. El cofactor necesario para que el factor 1Xa catalice la conversion
del factor X al factor Xa es el factor VIII, mientras que para la conversion de Xa
protrombina en trombina es el factor V. El factor VIII estd en el plasma
principalmente como un complejo no covalente con el FYW, y su funcién dentro

de la coagulacion es acelerar la conversion del factor IXa del factor X a Xa.

Via intrinseca

La via intrinseca podria definirse como la coagulacién que es iniciada
por componentes contenidos dentro del sistema vascular. El proceso se inicia
con un traumatismo a la propia sangre o el contacto de ésta con una superficie
diferente a la del endotelio del vaso sanguineo, produciéndose la activacién del
FXII (de contacto) y continuando con una serie de reacciones enzimaticas en

cascada que concluyen con la formacion del FXa que, con fosfolipidos
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plaquetarios, Ca2+ y factor V constituyen el activador de protrombina (Figura
2). Se trata de una via mas lenta que la anterior. Este mecanismo se pone en

marcha cuando se trabaja con sangre extravasada en el laboratorio.

Este proceso esta precedido de la activacion del factor IX, una proteasa
sérica dimérica, lo que proporciona una via independiente para el factor VII de
la coagulacion de la sangre. Sin embargo, una diferencia importante existe
entre las dos vias en la cascada de la coagulaciéon. Si consideramos que la
activacion de factor IX, por Xla solo requiere la presencia de calcio ionizado, la
activacion del factor IX por Vlla requiere calcio y el cofactor de la proteina, el
factor tisular, incrustado en una celda de la membrana (bicapa lipidica).

El papel de las proteinas del sistema de contacto en la iniciacion de la
via intrinseca de la coagulacion es discutible, ya que solo una deficiencia de
factor Xl se asocia con una tendencia hemorragica. Estas proteinas participan
en cambio, en la iniciacion de la respuesta inflamatoria, la activacion del
complemento, fibrindlisis, la angiogénesis (Colman et al., 2000), y la formacion
de quinina (Colman, 1999), y los estudios demuestran que el quinindégeno es
una proteina anticoagulante in vivo (Colman et al., 1999). El mecanismo puede
ser la inhibicién de la union de bajas concentraciones de trombina a la GP Ib /
IX de las plaquetas (Bradford et al., 1997). El sistema de contacto se implica
cuando la sangre interactia con una superficie exterior, como en el bypass
cardiopulmonar. El factor de zimégeno Xl (factor de Hageman) es la primera
proteina en la serie de reacciones fuertemente reguladas y se une a superficies
cargadas negativamente como el caolin, sulfato de dextrano, y sulfatidos. La
cadena pesada del factor XIl se une a la superficie, lo que permite un gran
aumento en la concentracion local de la enzima, su autoactivacion, y la acciéon
sobre sus sustratos, precalicreina y el factor XI, para formar calicreina y el
factor Xla (Mandle et al., 1976). En la mayoria de las enzimas de la
coagulacion, la cadena ligera contiene los lugares activos de residuos de
serina, histidina y acido aspartico, y es homologa a la proteasa sérica arquetipo
guimotripsina, mientras que la cadena pesada contiene regiones vinculantes a
las superficies, fosfolipidos, membrana celular y tejido conjuntivo, los cuales

definen el Unico papel de cada enzima proteolitica de la coagulacion.
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Recientemente, se ha observado que la ausencia del factor Xll en el sistema de

coagulacion, no altera el proceso fisiologico de la hemostasia (Hack, 2000).

El ensamblaje de un cofactor, la enzima y el sustrato es un proceso
constante en la coagulacién de la sangre, resultando en la maxima eficiencia y
velocidad de las reacciones moleculares, especialmente como un fosfolipido o
membrana celular que proporciona la superficie para una posicion eficiente de

interactuar de los complejos enzimaticos con los sustratos proenzima.

La regulacion de retroalimentacion negativa es una caracteristica del
sistema de coagulacion. Una de estas reacciones es el factor de division Xla de
la cadena ligera HK, que contiene la actividad coagulante, destruyendo asi su
actividad cofactor y permitiendo al factor Xla para disociarse de la superficie
activa (Scott et al., 1985). Del mismo modo, la trombina activa los factores V y
VIII, pero sin embargo, la conversion de la proteina C en proteina C activada
conduce a la destruccion de los factores Va y Vllla. Aunque la deficiencia de
cualquiera de las tres proteinas implicadas en la via del sistema de contacto
resulta en la generacion lenta de trombina y un tiempo parcial de
tromboplastina in vitro prolongado, su efecto in vivo parece no estar
relacionado o ser lo contrario. HK es una proteina con funcién antitrombatica
después de la lesion endotelial (Colman, 1999), y una deficiencia puede
predisponer a la trombosis. La deficiencia del factor Xll, ha sido implicada como
un factor de riesgo venoso y tal vez la trombosis arterial (Halbmayer et al.,

1992), por lo que podria ser un anticoagulante natural.

Via comun

Una vez que el factor Xa se ha formado, ya sea por la via extrinseca o la
intrinseca, la protrombina se convierte en trombina (Figura 2). Al igual que con
los otros factores dependientes de la vitamina K, la protrombina tiene diferentes
ambitos funcionales dedicados a la union del calcio a fosfolipidos (10 residuos
Gla en la porcion N-terminal). Esta region se asemeja al factor de crecimiento
epidérmico que contiene acido C-hidroxiaspartico o asparagina, la cual puede

unir el Ca®* a una region de interaccién del cofactor (factor V), una region de
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activacion del péptido, y una parte que contiene el centro catalitico. Los niveles
elevados de protrombina se deben a una mutacion en la region sin traducir,
G20120A, siendo esta una causa genética que puede dar lugar a un estado de
hipercoagulabilidad (Poort et al., 1996).

Después de la escision adecuada de la protrombina por el factor Xa, la
parte Gla N-terminal se retira, y las dos cadenas resultantes de moléculas de
trombina se separan de la superficie de los fosfolipidos. La interaccién de los
cuatro componentes del complejo protrombinasa (factor Xa, factor V,
fosfolipidos, y calcio), establece una tasa incrementada significativamente de la
activacion de protrombina de mas de 300.000 veces mas que lo que sélo se
logra con la enzima (factor Xa) y sustrato (protrombina). Asi, el factor V que
participa en este "complejo protrombinasa” en la membrana de las plaquetas se
presenta como el resultado de su secrecion de las plaquetas o la fusion con la
membrana plasmatica, y sirve como un receptor para el factor Xa uniéndose a
la plagueta activada (Miletich et al., 1978). Debido a esta participacion de las
plaquetas, las manifestaciones clinicas de deficiencia de factor V pueden
parecerse a los trastornos cualitativos de las plaquetas. Las vias alternativas
para la activacion de la protrombina por el factor Xa independientes del factor V
se han descrito en las células malignas, células endoteliales hipoxicas y los
macrofagos (Gordon y Cross, 1981). Las proteinas de la coagulacion de la
sangre pueden estar agrupadas de acuerdo a las propiedades que comparten,
a sus actividades, o a su localizacion. Por ejemplo, las enzimas fosfolipidicas
requieren una carboxilacion (dependiente de la vitamina K) de residuos del
acido glutamico en sus dominios N-terminal, y procofactores sin actividad
enzimatica que facilitan la colocacidon y la interaccion de los factores de la
coagulacion en las superficies biologicas. Otro grupo de factores incluye a
aquellos que sirven de sustrato para la trombina: por ejemplo, cofactores V y
VIII (activada, desactivada), proteina C (activada), la protrombina (escindida de
pretrombina), proteina S (inactivada), el factor Xlll (para formar factor

estabilizador de la fibrina activo), y el fibrindgeno (liberacién del fibrinopéptido).

Ademas, la deficiencia del factor VIl o IX produce la misma alteracién

clinica (formacién de fibrina deficiente y un coagulo inestable) en virtud de su
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cooperacion en el complejo "tenasa” (hemofilias A y B). También, el factor V, el
fibrinbgeno y las proteinas de adhesion de la fibronectina, FVW vy
trombospondina estan todas almacenadas en los granulos de las plaquetas.

El mapeo del genoma humano completo ha descubierto nuevas
relaciones entre los viejos emparejamientos de proteinas de la coagulacion.
Asi por ejemplo hay mutaciones en el gen LMANI (Nichols et al., 1998) que
conducen a defectos en el procesamiento del factor V y VIII en el sistema ER-
Golgi subcelular, explicando la deficiencia combinada de estos cofactores de la
coagulacién. Igualmente, la deficiencia de la vitamina K epdxido reductasa (Li
et al., 2004) conduce a la resistencia a la warfarina de los factores I, VII, IX y
X. Otro importante gen hemostatico recientemente descubierto (Levy et al.,
2001) es ADAMTS, que controla la ruptura proteolitica de multimeros FvW; la
deficiencia de ADAMTS estd asociada con purpura trombocitopénica
trombotica (TTP). Inhibidores proteoliticos del plasma sirven para limitar y
controlar el grado y la velocidad de coagulacion de la sangre y las reacciones

fibrinoliticas.

Figura 2.- Cascada de la coagulacion sanguinea. Vias extrinseca, intrinseca y

comdn.
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La formacién de fibrina

La trombina actia sobre mdltiples sustratos, incluyendo el fibrindgeno,
los factores XllI, V y VIII, la membrana plaquetaria GP V, la proteina S y la
proteina C (Figura 3). De este modo, la trombina ocupa un papel central en el
proceso de formacién de tapon hemostético, que influyen en su forma, la tasa
de formacion, y su limitacion. Su efecto potenciador sobre los factores VIl y V
produce un aumento de la “tenasa” y los complejos protrombinasa, lo que
resulta en un estallido de actividad de la trombina y la formacion de la linea de
fibrina. La causa genética mas comun de trombosis se produce cuando la
trombina hidroliza el factor V muy lentamente debido a una mutacion puntual en

un sitio de corte (factor de trombosis V cigen) (Bertina et al., 1994).

La trombina también ayuda a reclutar plaquetas para el tapon
hemostatico, dependiendo de las influencias relativas de los sistemas de
coagulacion intrinsecos o extrinsecos que estén operativos. Cuando se inicia la
coagulacion principalmente en la superficie plaquetaria alterada (via intrinseca),
la formacion de trombina es mas lenta que cuando la via de coagulacion
extrinseca se inicia por la exposicion al factor tisular, una proteina de
membrana que se encuentran en los macrofagos, ceélulas endoteliales
activadas, y las células tumorales. En este ultimo caso, la trombina puede tener

una mayor influencia en la agregacion plaquetaria.

La formacion de los filamentos de fibrina representa la segunda fase en
la hemostasia (la primera empieza con el primer agregado de plaquetas). El
precursor de la fibrina es el fibrinbgeno, una gran glicoproteina dimérica
(340.000 Da) presente en alta concentracién en plasma y en los granulos de
las plaquetas, y que interactla con otras proteinas, como el factor XIll, alfa2-
plasmina, fibronectina, inhibidor del plasminbgeno y del activador del
plasminégeno (Doolittle et al.,, 1978). La ubicacién y la concentracion de la
superficie de estas proteinas modificadas influyen en el proceso ordenado de la
formacion de la fibrina, el entrecruzamiento y la lisis de la fibrina. La trombina

se une al dominio central del fibrindbgeno vy libera fibrinopéptidos A y B, dando
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lugar a mondémeros de fibrina y a la formacion de polimeros (Blomback y
Blomback, 1972). El alargamiento progresivo de la cadena del polimero se
produce por una superposicion, la aproximaciéon de lado a lado de las
moléculas del mondmero de fibrina, y las dos cadenas de protofibrillas que
interactian lateralmente para formar cadenas largas, delgadas o cortas y
bandas anchas de la fibrina (Ferry, 1952; Hermans y McDonagh, 1982).

Aunque el grado de agrupamiento de los filamentos probablemente
contribuye a la resistencia de la traccion del coagulo, su resistencia a la
degradacion de la plasmina est4d principalmente influenciada por el
entrecruzamiento inducido por el factor Xllla (Robbins, 1944). Ademas, el factor
Xllla, vinculando al inhibidor plasmina-a2 de la fibrina, puede proteger al
coagulo contra la fibrinolisis. El factor XIII existe en el plasma como una cuarta
cadena precursora de moléculas de 340.000 daltons, y después de la
activacion de la trombina, la enzima (con calcio) induce el entrecruzamiento de

los polimeros de fibrina (Schwartz et al., 1973).

Los enlaces covalentes isopeptidicos se forman entre los grupos de
lisina y los receptores de glutamina, con dos y (gamma) entrecruzamientos
rapidamente para formar dimeros y-y; cadenas alfa que son entrecruzadas mas
lentamente, cada uno con dos cadenas de cualquier otro, para formar una red
de polimeros (Mattock y Hill, 1970, Folk y Finlayson, 1977). En las formas
maduras, las fibras de fibrina contienen aproximadamente 100 protofibrillas,

con un patron de ramificacion variable que une a las fibrillas entre si.
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Figura 3. Funciones de la trombina.
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La malla de fibrina une a las plaquetas entre si y contribuye a su fijacion
a la pared del vaso, todo ello mediado por su union a los receptores de las
glicoproteinas de plaquetas y por interacciones con otras proteinas de
adhesion como la trombospondina, la fibronectina y el fibrinbgeno plaquetario
(liberado de los granulos de las plaquetas) (Kaplan et al., 1979). Después de la
adhesion a los sitios de union de las plaquetas, estas proteinas pueden servir
como puentes moleculares entre las proteinas del plasma y el interior de las
plaquetas, entre las plaquetas y la pared del vaso, y entre las fibras de fibrina

del plasma y la matriz subendotelial.

Por ejemplo, la fibronectina se entrecruza a la fibrina por el factor Xllla, y
se separa de su sitio de unién para usar el colageno como puente de fibrina y
unirse a la pared del vaso (Mosher, 1976; Ruoslahti et al., 1979). El FVW
también puede servir como un puente entre membrana plaquetaria GP Ib y un

componente de la matriz subendotelial (Wagner et al. 1984). Ademas, la
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membrana plaquetaria GP 1lb / llla podria unir el fibrinbgeno plasmatico a la
actina intracelular, lo que mediaria la retraccién del coagulo y la constriccion de

la pared del vaso (Nachmias et al., 1977).

Existe una gran variedad de enfermedades hemorragicas o trombdticas
que resultan de las alteraciones en la estructura del fibrinbgeno, o de la
concentracion o la interaccion con la trombina o del factor Xlll. Por ejemplo,
una de estas patologias puede manifestarse como una proteina no
polimerizada, por liberacion lenta o ausente de un fibrinopéptido, o como una
forma inadecuada de fibrina entrecruzada (McDonagh y Carrell, 1993). Esta
ultima situacién puede ser producida por la ausencia o defectos en el factor
X1, que podrian contribuir tanto a una condicion hemorragica como a una
cicatrizacion de heridas inadecuada. Los trastornos adquiridos del fibrinogeno
mas comunmente encontrados son los del consumo excesivo, la coagulacion
intravascular diseminada (CID), los sindromes, que reflejan una coagulacion
excesiva o inadecuada o la degradacion proteolitica del fibrindgeno del plasma
y puede resultar en una variedad de manifestaciones hemorragicas y
tromboticas, dependiendo en gran medida en el proceso patologico subyacente
(Marder et al., 1993).

Existen varios mecanismos para el control y la localizacion de la
hemostasia, incluyendo los efectos del flujo vascular y la hemodilucion, la
retroalimentacion proteolitica por la trombina, la inhibicion por las proteinas del
plasma y la activacion de un inhibidor de la enzima proteina C (localizado en
las células endoteliales), y la fibrinolisis. En primer lugar, el tapdn hemostatico
se expone a la perturbacion del flujo sanguineo, y como consecuencia,
pequefios grupos de plaquetas que se encuentran inadecuadamente unidos al
agregado plaquetario o la pared del vaso se pueden soltar y quedar libres en la
sangre. En segundo lugar, la trombina que esta presente en el tapdn
hemostatico y que ha contribuido a su formacién al potenciar la activacion de
los factores V y VIII, también podria inactivar estos mismos cofactores, en
presencia de trombomodulina, una proteina de membrana de las células
endoteliales. Este complejo efecto de la trombina es un sencillo ejemplo de

autocontrol que limita el crecimiento del tapdn de plaquetas vy fibrina. En tercer
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lugar, las proteinas coagulantes solubles que estan activadas, como el factor
Xa o la trombina se pueden propagar y distanciar del coagulo, y con ello unirse
a proteinas inhibidoras que destruyen o al menos disminuyen notablemente su
potencial de coagulacion. Entre los principales inhibidores de este tipo esta la
antitrombina 11l (ATIII), que forma un complejos no solamente con la trombina
sino también con otras proteasas séricas de proteinas coagulantes, como la

enzima fibrinolitica plasmina.

Sin embargo, a pesar de que la trombina puede ser facilmente inactivada
por la ATl en solucion, el sitio catalitico de la trombina es inaccesible para el
inhibidor mientras que la enzima esta unida a la fibrina, y puede conservar la
capacidad de escindir fibrinopéptidos incluso en presencia de heparina. En
cuarto lugar, la trombina, que al difundirse en la superficie de las células
endoteliales puede unirse a un receptor especifico, trombomodulina, lo que
pone en marcha otro sistema de retencion sobre la coagulacion local. Como se
sefialé anteriormente, la complejo trombina-trombomodulina sirve como
receptor de proteina C que depende de la vitamina K, que se activa y se libera
de la superficie de la célula endotelial. La proteina C activada reacciona con los
factores V y VIII para destruir sus propiedades coagulantes, lo que limita el
efecto de la trombina. En los pacientes con deficiencias de proteina C, proteina
S (un cofactor de la proteina C) y ATIII se ha visto que el proceso hemostatico
no esta realmente limitado y tienen gran tendencia a enfermedades

tromboembodlica.

La Fibrinolisis

El dltimo mecanismo para limitar la formacion de coagulos es la
fibrinolisis, que también constituye un mecanismo de reparacién, junto con el
nuevo crecimiento de células endoteliales y recanalizacion del vaso.
La fibrindlisis se asemeja al mecanismo de cascada de activacion del factor de
coagulaciéon, ya que implica conversiones del zimégeno a enzima, la
potenciacion de la retroalimentacion, y un equilibrio mediado por inhibidores. El
precursor inactivo de la proteina es el plasmindgeno, que esta presente en el

plasma al doble de la concentracion molar del inhibidor. Durante los primeros
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periodos de formacién del tapdén hemostatico, las plaquetas y las células
endoteliales liberan activadores e inhibidores del plasmindgeno que facilitan la
formacion de fibrina (Plow y Collen, 1981). Sin embargo, en respuesta a una
sincronizada y organizada secuencia de estimulos, las células endoteliales
también liberan el activador tisular del plasminégeno (Levin et al., 1984).
Ambos activadores tisulares del plasminégeno y la prourocinasa tienen la
capacidad de convertir el plasmindgeno (especialmente una molécula del
plasmin6geno que esta unida a la fibrina) a la forma activa de la proteasa
sérica, la plasmina (Lijnen y Collen, 1982).

Al igual que con el mecanismo de retroalimentacion de la trombina, que
conduce a la formacion del factor Xa, la plasmina también ejerce una
retroalimentacion positiva, lo que la hace mas susceptible a unirse a la
superficie y posterior activacion de los activadores del plasminégeno. Por otro
lado, se puede considerar mas critica la reactividad elevada del plasminégeno
después de que se haya unido a la fibrina. La lipoproteina A, con los multiples
anillos de la histidina también modula las interacciones entre fibrina-
plasmindégeno por medio de la inhibicion del plasminégeno unido a la fibrina
(Lijnen et al., 1980; Mao y Tucci, 1990).

Aunque so6lo una pequefia proporcion del plasmindgeno del plasma se
une a la fibrina durante la formacion de los coagulos, esto es suficiente para
inducir la fibrindlisis fisiologica (Alkjaersig et al., 1959). El tiempo y el grado de
disolucién del coagulo se ven afectados por la proporcién y la posicion del
plasminégeno profibrinolitico, asi como por las moléculas del activador del
plasminégeno y las moléculas inhibidoras antifibrinoliticas de la plasmina-a2.
Los signos clinicos relacionados con los trastornos moleculares incluyen un
trastorno hemorragico debido a la deficiencia o estado defectuoso del inhibidor
de la plasmina-a2 y el PAI-1 (Aoki et al., 1978). Varios estudios han dilucidado
una importante conexion entre la coagulaciéon y vias fibrinoliticas en virtud de
la mediacién entre la trombina y la trombomodulina de proteinas C y la
activacion de TAFI (Boffa y Koschinsky, 2007). Mientras que la activacion de la
proteina C lleva a la inactivacion de los factores Va y Vllla y a la reduccion de

la formacion de coagulos futuros, la activacion de TAFI promueve la
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estabilizaciéon de la fibrina y por lo tanto los coagulos de fibrina ya formados. La
funcion de TAFI consiste en unirse a los residuos de lisina C-terminal de la
fibrina, de tal modo que previene la union del plasminégeno, la plasmina, y los
activadores tisulares del plasmindégeno (tPA) a la fibrina; y en segundo lugar, la
inhibicion de la fibrindlisis.

En condiciones clinicas de reduccion de la coagulacion, como en la
hemofilia clasica, no sélo son deficientes en la formacion de trombina y fibrina,
pero, en virtud de la baja formacién de TAFI (Boffa y Koschinsky, 2007),
permiten al proceso fibrinolitico avanzar sin obstaculos. La combinacion de
menos fibrina y més lisis contribuye a la hemorragia observada en pacientes
con deficiencia de factor VIII. Del mismo modo, los pacientes con deficiencia de
coagulacion inducida por contacto también parece que tienen disminuida la
activacion de TAFI, tal vez por una inadecuada coagulacion después de la
formacion inicial de la fibrina. Por otro lado, pacientes con deficiencia de la
proteina C manifiestan una tendencia trombotica en virtud de un fracaso de la
inhibicién por retroalimentacion de los factores Va y Vllla por la trombina. La
predileccion a la trombosis puede también tener una contribucion excesiva a la
formacion de TAFI debido a la continua produccion de trombina. En este caso,
no soélo se forman trombina y fibrina, sino que también la fibrina formada es
mucho mas resistente a la lisis de plasmina por TAFI (Boffa y Koschinsky,
2007).

Una vez que la plasmina es producida localmente alrededor del tapon
hemostatico, la degradacion de fibrina puede comenzar. El coagulo se va a
reducir gradualmente mediante un complejo equilibrio entre las fuerzas de la
coagulacion y de la agregacion plaquetaria, la inhibicion de la coagulacién, las
reacciones profibrinoliticas y antifibrinoliticos y los mecanismos celulares para
la coagulacion y la lisis (en los leucocitos como asi como en las plaquetas y
células endoteliales). La proteasa neutra sérica (elastasa) liberada de los
granulos primarios de los neutréfilos también contribuye a la fibrindlisis local
(Plow, 1982). La superficie del coagulo puede ser eliminada primero, y esta es
seguida por capas que han sido progresivamente adheridas hasta que el

proceso esta completado (Francis et al., 1980). Durante la disolucién del tapén
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hemostético o el trombo, los productos de degradacion de la fibrina
solubilizada, son liberados a la circulacion. Algunos de estos productos
representan una red Unica de derivados como el dimero-D que se pueden
distinguir de los productos de degradacion del fibrinégeno (Kopec et al., 1973).
Los productos de degradacion circulantes son marcadores de la trombina o el
factor Xllla siendo usados en el diagndstico de coagulopatias. La superficie del
coagulo de fibrina y los derivados de la fibrina circulante pueden poseer una
cantidad pequeiia pero significativa de la trombina activa que puede servir para
propagar el mecanismo de coagulacion en la circulacion (Francis et al., 1983).
Las moléculas de plasmina activa también puede ser liberadas a la circulacién
durante la fibrindlisis, y asi como la trombina libre es neutralizada por la ATIII,
la plasmina es extremadamente susceptible en solucién y puede inhibir la
neutralizacion por el inhibidor (Collen, 1980). Esta ultima reaccion sirve para
limitar la fibrinogenolisis a la region del coagulo, asi como la ATIII sirve para
prevenir la coagulacion diseminada por la propagacion de un proceso

hemostatico regional.

Cuando la formacion del tapon hemostatico es defectuosa (por ejemplo,
en la hemofilia), la fibrinolisis fisiolégica puede agravar la hemorragia; por el
contrario, en estos casos, el uso de &acido aminocaproico (un agente
antifibrinolitico que inhibe la plasmina) ayuda en la hemostasia. Este
mecanismo también se puede aplicar en el sangrado después de una infusion
de dextrano, deficiencia de la antiplasmina-a2, y la deficiencia de factor XIII. En
este Ultimo caso, la falta de enlaces cruzados conduce a una mayor
susceptibilidad a la plasmina y al fallo de la exposicion de la antiplasmina con al
coagulo de fibrina, lo que también puede dar lugar a un incremento de la

fibrinolisis y la hemorragia.

Este complejo proceso donde estan implicadas tanto las células
endoteliales y las plaquetas, como los factores de coagulacion, las proteinas de
adhesion, los mecanismos inhibidores de la coagulacion, la fibrinolisis y la
agregacion plaquetaria, sirve para mantener el equilibrio entre la hemostasia y
Su recuperacion. Este sistema, altamente desarrollado, permite una respuesta

rapida y eficaz a la hemorragia pero evita que se desarrolle un proceso
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trombogénico desde el lugar de la lesidn, y que el proceso persista mas alla de
lo fisiologicamente necesario. Una alteracion producida a cualquier nivel del
complejo proceso puede producir un desequilibrio, que conlleve a un trastorno
resultante en signos clinicos de hemorragia o trombosis. Una caracteristica que
complica aun mas este delicado equilibrio es la intervencién terapéutica, que
debe ser cuidadosamente regulada para corregir un defecto hemostatico sin
alterar el equilibrio, ya que ello puede llevar al desarrollo de una trombosis.

A continuacién y una vez revisados los conceptos basicos de la fisiologia
de la hemostasia, vamos a pasar a detallar las pruebas y técnicas para la
evaluacién de la coagulacién en pacientes clinicos, con especial atencién en

las pruebas disponibles en veterinaria.

3.2.- EVALUACION DE LA HEMOSTASIA

Para el correcto enfoque diagndstico de los trastornos de la coagulacion,
es fundamental la realizaciéon de una buena anamnesis y exploracion fisica
minuciosa del paciente. Los datos clinicos, signos y sintomas, antecedentes
hemorragicos, o historia de coagulopatias, pueden resultar de gran ayuda para
un primer enfoque diagnostico. Ademas también disponemos de una completa
bateria de analiticas y pruebas complementarias, que permiten conocer el

alcance y la gravedad de la enfermedad.
3.2.1 Evaluacién de la hemostasia primaria

Para el estudio y caracterizacion de los trastornos de la hemostasia
primaria, vasos y plaquetas, contamos con las pruebas de contaje plaquetario y

de la funcién plaguetaria. Seguidamente pasamos a describir el procedimiento

para desarrollar dichas pruebas:
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Contaje plaquetario: El numero de plaquetas es calculado por pL (x

10°%L) de sangre, utilizando la siguiente férmula:

Total de plaquetas contadas x factor de dilucion x [1/factor volumen (area x profundidad)] =

células/mm?®

El contaje se realiza en sangre entera, la cual es diluida en una solucion
de oxalato aménico al 1% (Rutherdford, 1995). Con esta dilucién se lisan todos
los eritrocitos manteniendo intactos los leucocitos, plaquetas, y reticulocitos. La
dilucién estandar necesaria para el contaje plaguetario es de 1:100, y el contaje
se realiza con la camara de Neubauer, utilizando solamente el cuadrado central
(1 mm?) y el objetivo de 40 aumentos. Un segundo método para el contaje
manual es el método de Rees-Ecker. Para este método, la sangre entera es
diluida a una concentracion de 1:100 con la solucion de Rees-Ecker, la cual
contiene azul de cresilo brillante. Este colorante tifie las plaquetas de un color

azul refringente facilitando su contaje (Burns, 2004a).

Tiempo de sangrado de mucosas: Es una prueba realizada in vivo,

donde se mide el tiempo necesario para el cese de una hemorragia causada
por un pequeiio corte en la piel o mucosas. Esta prueba evalla
especificamente la funcion plaquetaria, viéndose alterada por varios factores
como el numero de plaquetas, funcionalidad de las plaquetas, y la integridad
vascular. Otros factores a tener en cuenta, cuando se realiza este test, son la
profundidad, localizacion y direccién de la incision, asi como el grosor de la
piel, ya que todos ellos influenciaran en mayor o menor medida los resultados
(Mielke, 1984).

Existen distintos métodos para la realizacion de este test. El mas antiguo
descrito, el método de Duke, consistia en la realizacion de un corte en el I6bulo
de la oreja con una lanceta. En 1941, este método fue mejorado por lvy, quién
cred una presion constante en el antebrazo mediante un manguito de presion
(40 mmHg) y realizé la incision en el antebrazo. A dia de hoy, este es el

método todavia utilizado, aunque con la utilizacion de un boceto estandar para
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realizar la incision siempre del mismo tamafio y profundidad. El intervalo

general de referencia para esta prueba son entre 1 y 9 minutos (Burns, 2004b).

Los pacientes, a los que se les va a realizar esta prueba, no deben recibir
ningan tipo de terapia anticoagulante. Ademas, la realizacion de un contaje
plaquetario esta altamente recomendada debido a su influencia en los
resultados.

Agregacién plaguetaria: Los estudios de agregacion plaquetaria estan

destinados a la evaluacién de la funcionalidad plaquetaria. El procedimiento
para el desarrollo de esta prueba se realiza mediante la adiccién de un
reagente (agonista plaquetario) a una suspension de plasma rico en plaquetas,
lo cual resultara en un cambio en la morfologia de las plaguetas (Jensen,
1999). Estos cambios propician la agregacion plaquetaria, lo que es captado
por el agregdmetro y expresado en forma de grafica o curva. Los agregantes
mas comunmente utilizados son ADP, epinefrina, colageno, ristocetina y acido
araquidonico. Dependiendo del tipo de reagente utilizado, la agregacion puede
presentar una o dos curvas. La primera curva, esta establecida por la respuesta
directa de las plaguetas al agente agregante, representando la forma de las
plaquetas y la formacion de pequefios agregados. La segunda curva,
representa la agregacion completa, fenomeno que ocurre como resultado de la
suelta de ADP enddgeno por parte de los cuerpos densos de la plaqueta. En
los casos donde se observa una curva primaria y otra secundaria, la curva se
conoce como curva bifasica, mientras que cuando solo se producen una curva,

se conoce como curva monofasica (Burns, 2004b).

Los cambios observados en las curvas de agregaciéon plaquetaria deben
ser interpretados para la identificacibn cualitativa de las anomalias
plaquetarias. Por lo general, cada reagente utilizado suele mostrar un patrén
tipico de agregacion plaguetaria. Aunque los resultados estan también
influenciados por el pH, el tiempo de espera hasta que la muestra es procesada

y el contaje plaquetario (Santoro and Evy, 2000).
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Analizador de la funcién plaquetaria (PFA): Este tipo de analizadores

estan tomando gran popularidad y son usados para evaluar la adhesion y
agregacion plaquetaria. El aparato realiza una aspiracion de sangre citratada
bajo una alta fuerza de rozamiento a través de un tubo capilar, y un
compartimento que contiene una membrana. Esta membrana contiene una
pequefa apertura en el centro revestida con ADP y colageno o con colageno y
epinefrina. Al pasar la sangre a través de la membrana y su apertura, las
plaquetas se activan y empiezan a adherirse y agregarse, resultando en un
taponamiento de la apertura en aproximadamente de 1 a 3 minutos. El
instrumento mide la reduccién en flujo a través de la apertura hasta que el flujo
se para por completo, y registra el volumen de sangre. El tiempo de cerrado
puede verse afectado por varios factores, como son el contaje plaquetario,
hematocrito, medicaciones, FvVW, trastornos intrinsecos de las plaquetas, y
manejo inapropiado de la muestra sanguinea. Por ello, estos instrumentos no
son utiles para la identificacion especifica de un aspecto particular de la funcién
plaquetaria, y no se pueden usar para distinguir entre una deficiencia del FVW y

un trastorno intrinseco de la plaqueta (Segura et al., 2005).

Pruebas adicionales para evaluar la funcidon plaguetaria: Los estudios de

la secrecion plaquetaria estan disponibles en algunos laboratorios de
referencia. En ellos se evalla la secrecion del contenido de los granulos
plaquetarios mediante seguimiento de la serotonina-C o ADP mediante un
procedimiento de quimioluminiscencia (Santoro and Evy, 2000).

- La citometria de flujo también puede ser empleada para el diagnostico
de anomalias plaquetarias, especialmente el sindrome de Bernard-Soulier y la
trombastenia de Glanzmann. Para este propdsito, se han desarrollado
anticuerpos monoclonales que son capaces de reconocer las diferentes formas

del complejo GPlIb/llla y llb/llla, respectivamente (Santoro and Evy, 2000).

3.2.2 Evaluacién de la hemostasia secundaria

Las pruebas laboratoriales incluidas en este grupo estan destinadas a
evaluar los factores de la coagulacion, pudiendo también detectar inhibidores.

Para una evaluacién basica de la hemostasia secundaria, actualmente se
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realizan 4 pruebas: el tiempo de protrombina (TP), el tiempo de tromboplastina
parcial activado (TTPa), el tiempo de trombina (TT) y la concentracion de

fibrinégeno.

Tiempo de Protrombina (TP): Es una prueba de gran importancia en el

diagnéstico de deficiencias (tanto hereditarias como adquiridas) de los factores
de la via extrinseca de la coagulacion. Para esta prueba, se realiza una
medicion del tiempo necesitado por la muestra para coagular, una vez que la
muestra ha sido activada. Para la activacion, se afiade una preparacion de
factor tisular (un reagente trombina-plastina-calcio) a la muestra sanguinea, lo
cual inducira la formacién de complejos factor tisular-factor VII. La formacion
del coagulo puede ser detectada por métodos Opticos o electromecanicos,
mediante el uso de aparatos manuales, semiautomaticos o automaticos. El
intervalo de referencia para el tiempo de protrombina es de 10-13 segundos.
Los TP pueden verse prolongados debido a la deficiencia de los factores de la
coagulacion VII, X, V, protrombina, o fibrinbgeno, y por la presencia de algun
inhibidor (Tabla 1) (Burns, 2004b).

La sensibilidad del TP en la deteccion de deficiencias varia entre las
tromboplastinas comercialmente disponibles, debido mayoritariamente a los
diferentes tejidos animales utilizados y a los métodos de preparacion de los
reagentes. Ademas, la diferente metodologia e instrumentacion utilizada por

cada laboratorio aumenta la variabilidad de dicha prueba (Burns, 2004b).

Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa): Es una prueba de

gran importancia en el diagnéstico de deficiencias (tanto hereditarias como
adquiridas) de los factores de la via intrinseca de la coagulacion, asi como en
la monitorizacion de pacientes con terapias anticoagulantes y en la deteccion
de inhibidores de la coagulacién sanguinea. Los reagentes utilizados en esta
prueba son tromboplastina y calcio. El reagente de la tromboplastina parcial
activada esta compuesto de fosfolipidos, en cuya superficie se producen las
reacciones enzimaticas de la cascada de la coagulacion y un activador como el
kaolin, celite, o acido elagico que aporta la superficie cargada negativamente

para la activacion del factor VII. Una vez que la muestra ha estado en contacto
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con el primer reagente, el tiempo suficiente para la activacion de los factores,
afadimos el calcio y medimos el tiempo de coagulaciéon. Al igual que para el
tiempo de protrombina, la formacion del codgulo puede ser detectada por
métodos Opticos o electromecéanicos, mediante el uso de aparatos manuales,
semiautomaticos o automaticos. El intervalo de referencia general para el
tiempo de tromboplastina parcial activada es de 30-40 segundos; una
reduccién del 25-40% es necesaria para que los TTPa se vean alterados. Los
TTPa pueden verse prolongados en diferentes enfermedades o condiciones
patoldgicas, como las presentadas en el Tabla 2.

Tabla 2. Patologias o condiciones asociadas a tiempos de coagulacion
prolongados.

Patologias o condiciones asociadas a

tiempos de coagulacién prolongados

Enfermedad de von Villebrand
Sindrome de Bernard-Soulier
Trombastenia de Glanzman
Afibrinogenemia
Hipofibrinogenemia severa
Sindrome de Ehlers-Danlos

Uremia

Tiempo de Trombina (TT): Esta prueba de la coagulacién mide la conversién

del fibrinégeno en fibrina, después de la adiccidén de trombina a una muestra de
plasma sin diluir. El reagente de trombina actua rompiendo el fibrinbgeno en
polimeros de fibrina. Al igual que en el TP y TTPa, la formacion del coagulo
puede ser detectada por métodos opticos o electromecénicos, mediante el uso
de aparatos manuales, semiautomaticos o automaticos. El intervalo de
referencia general para el tiempo de trombina es de 10-16 segundos. En el

caso de que obtengamos un TT prolongado debido a la contaminacion de la

José Leandro Méndez Angulo 45 Tesis Doctoral, 2011



Revision Bibliografica

muestra con heparina, la adiccion de sulfato de protamina, reestablecerd un

valor normal para el TT (Parsipanny, 1991).

Concentracion de Fibrindgeno (FIB): Se han descrito varios métodos para la

cuantificacion de la concentracion de fibrindgeno, incluyendo los métodos de
precipitacion o desnaturalizacion, métodos turbidimétricos, ensayos
inmunolégicos, medicidn ultravioleta de la fibrina en el coagulo, y el ensayo
basado en el codgulo de Clauss, siendo este ultimo el método de referencia.
Segun el método de Clauss, la concentracion de fibrinbgeno es directamente
proporcional al tiempo de trombina del plasma diluido, y para su interpretacion
se prepara una curva de referencia con concentraciones de fibrindgeno
conocidas enfrentadas a los tiempos de trombina.

Los resultados de la concentracion de fibrinbgeno de cada paciente son
sacados de la curva de referencia mediante el uso de los respectivos tiempos
de coagulacion. En general, el intervalo de referencia para la concentracion de
fibrinbgeno es de 150-350 mg/dL. Un factor a tener en cuenta es que esta
prueba mide la formacién de un coagulo detectable, por lo que los inhibidores
de la polimerizacion de fibrina (PDF) prolongaran los tiempos de coagulacion,
causando una estimacion baja de la concentracion de fibrinGgeno

artificialmente (Villanova, 1994).

3.2.3 Evaluacioén del sistema fibrinolitico.

Las anomalias o alteraciones en el sistema fibrinolitico no son detectadas
con las pruebas rutinatinarias de la coagulacion como son el tiempo de
protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina parcial activada. Por ello, ante
la sospecha de trastornos en este sistema se deben realizar pruebas

especificas como las que pasamos a detallar.

Productos de la degradacién del fibrinbgeno (PDF): El incremento de los

productos de la degradacion del fibrinbgeno refleja un aumento en la actividad
fibrinolitica del paciente. Algunas de las patologias en las que frecuentemente
se observa una elevacién de los PDF son las enfermedades hepéticas y del

rifidn, complicaciones postquirdrgicas, algunos tumores, infarto cardiaco y otras
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enfermedades vasculares, embolismo pulmonar, trombosis, y coagulacion

intravascular diseminada (CID) (Burns, 2004b).

La deteccién de los productos de la degradacion del fibrindgeno se realiza
por medio de una reaccién de tipo antigeno-anticuerpo. Para realizar esta
prueba es necesario tomar la muestra sanguinea del paciente en un tubo que
contenga trombina, para de esta forma quitar todo el fibrindgeno; y un inhibidor
de la fibrindlisis, para evitar in vitro fibrinogenolisis. La muestra del paciente se
mezcla con particulas de latex revestidas con anticuerpos FDP monoclonales
humanos en un porta de vidrio durante un tiempo especifico. Al final de este
periodo, se observa el resultado de la mezcla al microscopio para ver si ha
habido aglutinacion (Burns, 2004b).

Dimeros-D: Los dimeros-D son un marcador especifico de la degradacion de la
plasmina, y representan un producto de la degradacion de la fibrina generado a
partir del factor Xllla y su entrecruzamiento con la fibrina. Tienen especial
relevancia en como marcador de coagulacion intravascular diseminada (CID)
con fibrindlisis secundaria. Otros procesos patologicos en los que se pueden
ver elevados los dimeros-D son el tromboembolismo arterial y venoso, cirugia

reciente y/o trauma, cirrosis hepatica, y fallo renal.

La medicion de los dimeros-D puede realizarse en plasma (con citrato,
EDTA, o heparinizado) o también con suero. Una vez se ha obtenido una
muestra del paciente, esta se mezcla con particulas de latex revestidas con
anticuerpos monoclonales (dirigidos contra los dimeros-D) en un porta durante
un tiempo determinado. Al finalizar este periodo, la muestra se observa
macroscopicamente para la deteccion de aglutinacion. Para una cuantificacion
de la cantidad de dimeros-D en la muestra sanguinea se realizan diluciones y

se repite el proceso (Burns, 2004b) (Armengou et al., 2008).
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3.2.4 Evaluacién de la hemostasia global (Técnicas viscoelasticas)

Clasicamente, en medicina humana, el sistema hemostatico y las
coagulopatias han sido monitorizadas mediante el uso de las pruebas rutinarias
de la coagulacion, como son el tiempo de protrombina (TP) y el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa). Sin embargo desafortunadamente,
estas pruebas rutinarias nunca han sido validadas para la prediccion de
hemorragia en pacientes clinicos (Proctor and Rapaport, 1961; Shapiro et al.,
1942); aunque existe una alta mortalidad entre los pacientes con tiempos
prolongados de protrombina y tromboplastina parcial activada, la causa de
muerte en estos pacientes no esta correlacionada con un sangrado excesivo
(Aoki et al., 2000; MacLeod et al., 2003). Esta falta de correlacion entre las
pruebas rutinarias para la evaluacion de la coagulacién y la clinica, podria
explicarse en base a que dichas pruebas simplemente reflejan una porcion
aislada del sistema hemostatico (Levi and Schultz, 2010). Con el objetivo de
suplir el déficit de un método capaz de evaluar el complejo sistema de la
coagulacion de forma global, surgieron las técnicas viscoelasticas:
tromboelastografia (TEG) (Hartert, 1951; Samama, 2001), tromboelastometria
(ROTEM) (Innerhofer et al., 2004; Ebinger et al., 2010), y un analizador
viscoelastico de la coagulacion y de la funcion plaquetaria (Sonoclot) (Schott et
al., 2010; Dallap Schaer et al., 2009).

Las técnicas viscoelasticas para la evaluacion de la coagulacion, son
realizadas ex vivo, mediante la utilizacion de sangre fresca sin anticoagulantes,
o bien sangre que ha sido previamente citratada y es recalcificada antes de su
analisis en el laboratorio (Johansson et al., 2009; Johansson et al., 2010). Las
muestras sanguineas son colocadas en una pequefia tacita a 37° C y
posteriormente una pequefia clavija se sumerge en la muestra. La medicion de
la coagulacién es realizada por un sistema detector (un alambre de torsion en
la TEG y un detector 6ptico en ROTEM). La tacita y la clavija se encuentran
colocadas en un angulo de 4° y 45’; y una vez comienza el analisis, la tacita
comienza a girar en el caso de la TEG (Figura 4), o bien la clavija es quien
comienza a realizar los movimientos oscilatorios (en el caso de ROTEM)
(Johansson et al., 2009).
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Figura 4.- Esquema del sistema de acoplamiento de la tromboelastografia.
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Una vez el inicio de la coagulacion es detectado por los sensores, es
transferido al ordenador y el software especifico en cada caso, es el encargado
de generar una grafica con toda la informacion recibida. Dicha grafica esta
dividida en varias partes y cada una de ellas refleja los diferentes estados del
proceso hemostatico (tiempos de coagulacion, cinematica, fuerza del coagulo,

y fibrinolisis (Figura 5) (Johansson et al., 2009).

Figura 5.- Grafica esquematica de las diferentes etapas de la coagulacion

evaluadas con tromboelastografia (TEG) y/o tromboelastometria (ROTEM).
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3.2.4.1 - Desarrollo de latécnica de tromboelastografia (TEG) en humana

La evaluacibn de la coagulacion mediante la técnica de
tromboelastografia ha sido investigada en las especie humana durante mas de
50 afios. Fue en 1948, cuando el Dr. Hartert hizo la primera mencion a la
técnica tromboelastografica como un método de evaluacion de las propiedades
viscoelasticas de la coagulacion en sangre entera y en unas condiciones de
bajo rozamiento (Hartert, 1948). Posteriormente, la técnica fue detallada mas
en profundidad en su articulo cientifico “Thromboelastography, a method for

physical analisys of blood coagulation” (Hartert, 1951).

Durante los siguientes afos, el Dr. Hartert y su equipo, dedicaron gran
parte de su investigacion a la aplicacion clinica de esta técnica y a su estudio
en pacientes humanos. Numerosas publicaciones se realizaron en los afios 50,
en relacion a la descripcion de la técnica, (Petersen et al., 1954) rangos de
referencia en humanos sanos, (Della Santa and Duraffourd, 1954) aplicaciones
en el tratamiento de enfermedades (Soares and Parreira, 1958) vy

monitorizacion de pacientes con anomalias hemostaticas (Griguer, 1956).

Durante los afios 60 y 70, la tromboelastografia tuvo una gran
distribucion por el panorama internacional y buena aceptacion entre diferentes
colectivos y especialistas. Dicha prueba se comenzé a utilizar en todo tipo de
pacientes con patologias relacionadas con coagulopatias, tanto en su
diagndstico, como en su tratamiento y monitorizacion. Algunos ejemplos son

los siguientes:

- Kiczak, J., Szozda, M. y Wichert, K. (1965). "[Value of
trombelastography in the diagnosis of defects of hemostasis in
children]." Pediatr Pol 40(11): 1193-200 (Kiczak et al., 1965).

- De Matteis, F. y G. Barbano (1963). "[The thrombelastogram in
coronary disease.]l." Minerva Med 54: 194-202 (De Matteis and
Barbano, 1963).
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- Besborod'ko, B. N. y G. D. Tishchenko (1971). "[Thrombelastographic
evaluation of blood coagulation in patients with bronchial asthma at
the time of onset and during the extraparoxysmal period]." Ter Arkh
43(3): 48-51 (Besborod'ko and Tishchenko, 1971).

En la actualidad, la tromboelastografia esta siendo ampliamente utilizada
para la monitorizacion hemostéatica en pacientes humanos (Kashuk et al., 2009;
Sivula et al., 2009; Powner, 2010; Sharma and Saxena, 2010), y es
considerada una herramienta de alta aplicacion clinica (Powner, 2010). La
cirugia es quizas una de las ramas de la medicina que mas partido le esta
sacando a esta técnica, demostrado por la multitud de estudios que hacen
referencia a ella (Aoki et al., 2000; Coakley et al., 2006; Kashuk and Moore,
2009; El Kady et al., 2009; Moganasundram et al., 2010).

En la cirugia cardiaca, la tromboelastografia se ha instaurado
extensamente (Cui et al., 2009) y recientes estudios indican que los riesgos de
sangrado excesivo post-quirargico, pueden reducirse si esta técnica se afiade a
cualquiera de los modelos ya existente para la prevencion en el sangrado post
operatorio (Wasowicz et al., 2010). En otro estudio similar, desarrollado en
pacientes sometidos a una técnica quirdrgica de bypass de las arterias
coronarias que habian sido tratados con antiagregantes plaquetarios, se
demostré que la monitorizacion con TEG es capaz de predecir sangrado
postoperatorio excesivo entre estos pacientes (Preisman et al., 2010). Pero a
pesar de todos los esfuerzos que se estan haciendo para la prevenciéon del
sangrado después de una cirugia cardiaca, la hemorragia ocurre en ocasiones
(Wasowicz et al., 2009). Una de las posibles terapias para controlar la
hemorragia postquirdrgica es la administracion del factor de coagulacion Vlla;
y para la monitorizacion de dicha terapia, la tromboelastografia ha demostrado

ser util en la prediccidon de la respuesta del paciente (Wasowicz et al., 2009).
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3.2.4.2- Desarrollo de latécnica de tromboelastografia en veterinaria

No fue hasta 1965, 14 afios después de la descripcion de la técnica y su
primer uso en medicina humana, cuando aparecieron las primeras
publicaciones incluyendo animales en estudios de tromboelastografia. En
concreto fue en la especie canina, donde mostraron los cambios de la
coagulacién segun la tromboelastografia en perros que habian recibido
radiacién (Serikova and Makhalova, 1965). Desde esa fecha, muchos son los
articulos encontrados en la literatura cientifica relacionando la
tromboelastografia y estudios de la coagulacién, basados en proyectos

experimentales con animales.

En 1966, los Drs. Keck y Sternlicht fueron los primeros cientificos en
describir el tromboelastograma en medicina veterinaria (Keck and Sternlicht,
1966). Sin embargo, la amplia expansion de la trombolastografia en nuestra
profesion veterinaria, se ha producido en los ultimos 10 afios, introduciéndose
en el diagnostico y tratamiento de enfermedades de la mayoria de nuestras

especies animales domésticas.

3.2.4.3.- Desarrollo de la técnica de tromboelastografia en la especie

equina

La tromboelastografia ha sido recientemente introducida en la especie
equina mediante varios grupos de investigadores. Por primera vez fue utilizada
en un caso clinico de trombastenia de Glanzman en una potra, donde se uso
como ayuda al diagndstico y mediante la comparacion del tromboelastograma

de un caballo adulto sano como control (Macieira et al., 2007).

Paltrinieri et al. (2008) fueron los primeros autores en publicar una
validacion de la técnica en caballos sanos. En este estudio los investigadores
utilizaron 38 caballos, dividiéndolos en dos grupos; caballos de carreras y
caballos de montura. Una sola muestra se tomé a los caballos de montura y

dos muestras se tomaron a los caballos de carreras, una antes de la carrera y
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otra después. Los objetivos del estudio fueron investigar la precision del
tromboelastégrafo, asi como evaluar la influencia de hemadlisis, y efectos de la
temperatura y el tiempo de almacenaje.

En sus resultados, demuestran que el tromboelastégrafo es un
instrumento preciso, dan valores de referencia para caballos adultos y
muestran ciertas diferencias entre tromboelastografia en caballos de carreras y
caballos de montura. Finalmente, demuestran que tanto la hemdlisis de la
muestra sanguinea como la temperatura, afectan a los resultados (Paltrinieri et
al., 2008).

Seguidamente en 2009, Epstein et al. publicaron una descripcion de la
tromboelastografia, utilizando el factor tisular, en un intento de reducir la
variabilidad que parece presentar esta técnica cuando se realiza con sangre

citratada.

En sus resultados muestran que efectivamente el factor tisular era
efectivo para ese proposito. Ademas, un hallazgo no esperado en este estudio
fue la gran variabilidad en resultados obtenidos cuando diferentes individuos
analizaban la misma muestra. En sus conclusiones realzan la importancia de la
estandarizacion de la técnica para reducir su variabilidad y recomiendan que
cada laboratorio establezca sus propios valores de referencia (Epstein et al.,
2009).

En este mismo afio, Leclere et al. analizaron el efecto del tiempo de
almacenamiento de sangre citratada para el andlisis posterior mediante
tromboelastografia. Para ello, recogieron muestras sanguineas de 20 caballos
adultos sanos para establecer valores de referencia y con 13 de estas
muestras, realizaron tromboelastografia a los 30, 60, 90 y 120 minutos. En sus
conclusiones, este grupo de trabajo, recomendd el establecimiento de un
tiempo determinado entre la toma de la muestra de sangre y su analisis, ya que
los resultados obtenidos variaban dependiendo del tiempo de almacenamiento.
En esta publicacion, los autores sugieren un tiempo fijo de 30 minutos como

una buena opcién (Leclere et al., 2009).
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Recientemente, otra prueba viscoeldstica de la coagulacion se ha
investigado en la especie equina, especialmente en potros neonatos. Dallap et
al. (2009) estudiaron un grupo de 30 potros neonatos (menores de 3 dias) que
se presentaron a la UCI del hospital veterinario debido al grave estado de salud
gue presentaban. En su estudio, realizaron y compararon la hemostasia de los
animales en admision, a las 24 horas después de la admision y a las 48 horas
después de la admision, mediante analisis viscoelastico (Sonoclot) y con las
pruebas tradicionales de la coagulacién (PLT, FIB, PDF y AT). Ademas,
recogieron informacion acerca de la edad, raza, cultivo sanguineo, datos

clinicos y patoldgicos y si el animal fue dado de alta o no.

En sus resultados, observaron que los animales que habian sido
muestreados en el mismo periodo y presentaban menor formacion del coagulo,
tenian mas posibilidades de morir o ser eutanasiados. También, la
identificacion de una coagulopatia en la admisién al hospital, y su persistencia
a las 48 horas, estaban asociadas con la muerte del potro. Con todo ello
concluyeron que la nueva técnica viscoelastica (Sonoclot) podria ser utilizada
en la unidad de cuidados intensivos para caracterizar las coagulopatias e
identificar los potros que tienen un alto riesgo y un prondstico pobre (Dallap
Schaer et al., 2009).

3.2.5.- Evaluacion de deficiencias de factores especificos de la

coagulacion

Estas pruebas estan indicadas en casos donde la evaluacion de la
hemostasis secundaria (como la TP y TTPa) ha resultado en parametros
anormales. De esta forma, todos los estudios especializados en los factores de
la coagulacion y las medidas indirectas de antitrombina y proteina C estan

basados en las variaciones de TP, TTPa, y TT.

Andlisis de un factor para el tiempo de protrombina: Este tipo de andlisis se

realizan para confirmar la deficiencia de un factor de la coagulacion y
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determinar su actividad dentro del plasma. La técnica de protrombina realiza
una determinacion de la actividad de los factores de la cascada de coagulacién
dentro de la via extrinseca (factor VII) y la via coman (factores X, V, II). El
principio de esta prueba esta basado en la habilidad que tiene el plasma de un
paciente en corregir un tiempo prolongado de protrombina al ponerlo en
contacto con un sustrato deficiente en un factor determinado. Por ejemplo, el
sustrato del factor VII se usa para determinar los niveles de actividad del factor
VII.

Para dicho procedimiento, se hacen diluciones de un plasma de
referencia con un sustrato especifico para un factor y se prepara una curva de
la actividad de dicho factor. Seguidamente se realiza un TP a la muestra de
plasma del paciente a distintas diluciones y empleando un sustrato con la
deficiencia del factor (generalmente 1:10 y 1:20) de la muestra a los
porcentajes respectivos de referencia de la actividad del factor a estudio. Para
la mayoria de los factores, el rango normal de la actividad del factor esta entre
el 50% y el 150%.

Analisis de un factor para el tiempo de tromboplastina parcial activada: La

técnica de tromboplastina parcial activada realiza una determinacion de la
actividad de los factores de la cascada de coagulacion dentro de la via
intrinseca (factor XIlI, XI, IX, y VIIl) y de la via comun (factores X, V, Il). El
principio de esta prueba esta basado en la habilidad que tiene el plasma de un
paciente en corregir un tiempo prolongado de protrombina al ponerlo en

contacto con un sustrato deficiente en un factor determinado.

Para dicho procedimiento, se realiza un TTPa con diluciones de un
plasma de referencia y un sustrato especifico para un factor, para de esta
forma obtener una curva de la actividad de dicho factor. Seguidamente, se
realiza un TTPa a la muestra de plasma del paciente a distintas diluciones y
empleando un sustrato con la deficiencia del factor (generalmente 1:10 y 1:20)
a los porcentajes respectivos de referencia de la actividad del factor a estudio.
Para la mayoria de los factores, el rango normal de la actividad del factor esta
entre el 50% y el 150%.
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Una vez descritas las técnicas y pruebas mas comunes para la
evaluacion de la hemostasia, pasaremos a realizar una revision bibliografica
detallada de su aplicacion en la especie equina, con especial interés en
caballos con patologias gastrointestinales y potros neonatos sépticos.

3.3.- EVALUACION DE LA HEMOSTASIA EN CABALLOS CON
PATOLOGIAS GASTROINTESTINALES

Varios grupos de investigadores de diferentes nacionalidades han
estudiado las alteraciones que se producen en el sistema hemostatico de
caballos con patologias gastrointestinales. Especial atencion se ha prestado al
trastorno gastrointestinal mas comun que sufren los caballos, el “célico”.
También y debido a la gran morbilidad y mortalidad que se produce en los
pacientes equinos con colitis, las alteraciones hemostaticas se han estudiado

en esta poblacién con detenimiento.

Monreal et al. (2000) estudiaron los cambios de la coagulacion y la
actividad fibrinolitica en caballos con célico severo y alto riesgo de desarrollar
una coagulacion intravascular diseminada (CID). Para ello, evaluaron 41
caballos con colico y 30 caballos sanos. El diagndstico de CID lo basaron en el
hallazgo de al menos 3 alteraciones en los parametros estudiados:
trombocitopenia, tiempos de coagulacion prolongados (TTPay TP), incremento
en los productos de degradacion del fibrinbgeno (PDF) y reduccion de la FIB y
antitrombina (AT). Ademas, también se evaluaron los complejos trombina-
antitrombina 11l en el plasma (TAT), los dimeros-D, y los PDF con la técnica
ELISA.

Se realizdé un diagndstico de CID en 16 de los 41 caballos con cdlico;
cuando se compararon los controles y los caballos con coélico, se encontraron
diferencias significativas en los TAT, estando éstos mas elevados en los

caballos con cdlico y CID respecto a los controles y a los caballos con cdlico
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pero sin CID. También, los dimeros-D estaban significantemente disminuidos
en los caballos con colico y CID. Sin embargo, los PDF se observaban mas
bajos en los caballos con célico y CID solamente cuando se compararon al
grupo de cdlicos que no tenian CID. Ademas se comprob6 una correlacion
positiva entre los TAT y los tiempos de coagulacion (TTPay TP). El diagnéstico
de CID fue asociado con los caballos que no sobrevivieron y con los que

presentaban isquemia intestinal.

Los investigadores concluyen que existia un estado de hipercoagulacion
en los caballos con cdlico, y dicho cdlico, estaba acentuado en los caballos con
CID. La hipofibrinolisis aparecié solamente en los caballos con CID (Monreal et
al., 2000).

Las alteraciones de la fibrindlisis en caballos con colico han sido
estudiadas por varios grupos de investigacion y mediante el empleo de
diferentes técnicas. En el 2005, un grupo de investigadores de la Universidad
de Cornell, (Stokol et al.,, 2005) evaluaron la utilidad de unos kits de
aglutinacion para la deteccién de los PDF y de los dimeros-D en caballos sanos

y caballos con colico.

Sus objetivos fueron:
1) Calcular la sensitividad y especificidad de los kits para el diagndéstico de
CID en caballos; y

2) Calcular el valor prondstico en caballos con cdélico.

Para ello incluyeron en el estudio 30 caballos sanos y 20 caballos con célico
severo y CID, realizando en todos los animales un PLT y un panel hemostatico.
La concentracion de PDF fue medida usando diferentes kits de aglutinacion. La
concentracion de los dimeros-D fue medida con tres diferentes kits de

aglutinacion y un test de inmunofiltracion.

Por altimo, calcularon la sensitividad y especificidad para los kits en todos

los animales, comparando también sus valores entre los caballos con cdlico
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gue sobrevivieron y los que no lo hicieron, para evaluar la utilidad prondstica.

Los kits para los PDF tuvieron una baja sensitividad (<40%) y el mejor de
los kits para los dimeros-D, tuvo una sensitividad del 50% y especificidad del
97%. Una alta concentracién en dimeros-D fue la tercera anomalia hemostatica
mas comunmente encontrada. La actividad de la AT fue significativamente mas

baja y el TTPa prolongado en los caballos que no sobrevivieron.

En conclusién, estos investigadores consideran que los kits para evaluar
dimeros-D pueden ser Utiles como prueba complementaria en el diagndstico de
CID. Por el contrario, los kits para evaluar los PDF no son validos para este
proposito (Stokol et al., 2005).

La fibrinolisis, ademas de llevarse a cabo en el sistema vascular y como
parte de la hemostasis, también tiene lugar en otros sistemas y cavidades del
organismo, donde se forman acumulos de fibrina. En las patologias digestivas
en equinos, y en especial en el sindrome cdlico, se ha detectado un incremento
en la formacion de fibrina y su consecuente actividad fibrinolitica. Por ello,
Delgado et al. (2009) estudiaron la utilidad de la concentracion de dimeros-D
en el liquido peritoneal de caballos con colico. En este estudio incluyeron 221
caballos con cdlico que fueron divididos en diferentes grupos segun los tipos de
colico y 15 caballos control. A todos los animales les midieron la concentracion
de dimeros-D, el activador de plasmindgeno tisular y el inhibidor del activador
del plasmindgeno en la admision de los caballos al hospital. Ademas, también

midieron la concentracion de los dimeros-D en el plasma.

En los resultados, todos los grupos de colicos tuvieron concentraciones
de dimeros-D mas altas que los controles; los caballos con enteritis, peritonitis,
y problemas isquémicos presentaron los valores mas altos. Las
concentraciones mas altas de dimeros-D en plasma, se encontraron en los
caballos con peritonitis, y en los caballos que tenian alterado el andlisis del
liquido peritoneal (trasudado modificado o exudado). Finalmente, la

concentracion peritoneal de dimeros-D fue significativamente correlacionada
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con una disminucién del activador del plasminégeno tisular y un incremento del

inhibidor del activador del plasmindgeno tisular (Delgado et al., 2009).

Son muchos los investigadores que han estudiado las alteraciones que
se producen en la coagulacion en los caballos con célico y otras patologias
digestivas. Sin embargo, no son muchas las investigaciones que se han
realizado sobre la influencia del tratamiento recibido y su impacto en la

coagulacion.

Feige et al. (2003) fueron de los primeros investigadores que estudiaron
la influencia de la cirugia de cdlico en la hemostasis de estos caballos. Para
ello, estudiaron la coagulacion en 30 caballos con célico que necesitaron
cirugia para resolverlo. También, incluyeron 10 caballos que se sometieron a
cirugia para resolver el problema de tragar aire. El tipo de cirugia practicada a
estos caballos fue la técnica de Forssell (neurectomia bilateral de la rama
ventral del nervio accesorio combinado con la escision de una porcion del
musculo homohioideo, esternohioideo y esternotiroideo). En todos los caballos
se determinaron los tiempos de la coagulacion (TTPa y TP), tiempos de

trombina, mondmeros de fibrina (MF), dimeros-D, y la AT.

Una vez comparados todos los valores antes y después de la cirugia, el
TTPa fue el Unico parametro que estaba significativamente prolongado
después de la cirugia. Tras la operacion, todos los caballos (célicos y controles)
tuvieron un aumento en la FIB. La actividad de la AT se encontraba reducida
después de la cirugia de célico, pero no varié significativamente en el grupo

control.

Como conclusioén, la activacion del sistema de coagulacion se produce,
no solamente por la patologia del célico, sino también debido en parte a la

cirugia en si (Feige et al., 2003).

Otra de las patologias gastrointestinales mas frecuentes encontradas en
caballos es la inflamacion del colon, también denominada colitis. Este tipo de

patologia puede comprometer seriamente la vida del caballo si no se establece
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un diagnéstico y tratamiento a tiempo. Pero no solamente la causa primaria de
una colitis, pone en riesgo la vida de estos animales, sino que también el
desarrollo de complicaciones secundarias puede, llevar a un estado critico y a
veces a la muerte. Una de las complicaciones, altamente asociada a casos de

colitis severa, es el desarrollo de coagulopatias y trastornos en la hemostasia.

Al igual que anteriormente se realiz6 en caballos con colico, Dolente et
al. (2002) estudiaron el sistema de la coagulacién en caballos con colitis aguda.
Su principal proposito fue la deteccién de CID en estos caballos y determinar si
existia alguna asociacion entre el diagnéstico de CID subclinica y el resultado
final de los pacientes o el desarrollo de complicaciones. Para ello, incluyeron en
el estudio 37 caballos con colitis aguda, y realizaron paneles hemostéaticos en
la admision, a las 24 y 48 horas. Los paneles hemostaticos incluyeron 6
pruebas diagnosticas: PLT, FIB, tiempos de la coagulacion (TTPay TP), AT,y
los PDF.

Los investigadores consideraron un diagnostico positivo de CID si 3 de
las 6 pruebas hemostéticas, estaban fuera de los rangos normales en una
misma muestra sanguinea. Doce de los 37 caballos (32%) cumplian los
criterios para el diagnostico de CID subclinica, ya que ninguno de ellos mostré
signos clinicos cuando se le tomaron las muestras. El analisis estadistico
revel6 que los caballos con colitis aguda, tenian 8 veces mas posibilidades de
morir o ser eutanasiados, si cumplian los criterios para el diagnéstico de CID

subclinica.

En las conclusiones de este estudio destacan que un estado de CID es
comun en caballos con colitis aguda y esto esta significantemente asociado con
un pronaostico pobre. EL tratamiento de esta CID subclinica, puede influenciar

beneficiosamente el resultado final de estos caballos (Dolente et al., 2002).

Otra de las complicaciones mas frecuentes vista en caballos con colitis
y que esta asociada a coagulopatias, es el desarrollo de tromboflebitis en las
venas yugulares. Los factores de riesgo que se han encontrado en estos

caballos, han sido los siguientes: endotoxemia, salmonelosis, e
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hipoproteinemia (Dolente et al., 2005). También y aunque mas raramente,
infartacion y trombosis de las arterias de los miembros distales, puede ocurrir
como complicacién de un proceso infeccioso del aparato digestivo (Brianceau
and Divers, 2001). Brianceau y Divers (2001) publicaron 3 casos de trombosis
de las extremidades como causa de enterocolitis, donde especularon que el
accidente vascular pudo estar causado por la pérdida de AT, la

hemoconcentracion y la acidosis que frecuentemente sufren estos pacientes.

3.4.- EVALUACION DE LA HEMOSTASIA EN POTROS
NEONATOS SANOS Y ENFERMOS

El sistema de coagulacion, al igual que otros sistemas del organismo,
sufre multiples cambios y reajustes durante los primeros dias de vida en potros
sanos. Estos cambios son parte de las alteraciones fisioldgicas que prepararan

al individuo para su nuevo ambiente.

En 1995, Barton et al. estudiaron los cambios hemostaticos que se
producen en potros neonatos sanos desde su nacimiento hasta un mes de
vida, y compararon los resultados con los indices hemostaticos de caballos
adultos. En el estudio utilizaron 45 potros sanos de varias razas y 20 caballos
adultos. A todos los potros les tomaron muestras de sangre en cuatro edades
diferentes: 1) < 24 horas, 2) entre 4-7 dias, 3) entre 10-14 dias, y 4) entre 25-30
dias. El panel hemostatico que realizaron incluyé: PLT, TTPa, TP, actividad de
la concentracion de la proteina C, AT, plasmindgeno, antiplasmina a2,
activador del plasmindgeno tisular, inhibidor del activador del plasminégeno, el

antigeno plasmatico de la proteina C, la FIB, y la PDF.

En los resultados destacaron los tiempos prolongados de la coagulacion
(TP y TTPa) en potros recién nacidos respecto a cuando tenian un mes de
edad. Ademas, los siguientes parametros presentaban valores mas bajos al

nacimiento que cuando los potros tenian un mes: AT, plasmindgeno, actividad
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del activador del plasmindgeno tisular, antigeno de la proteina C, y FIB. Sin
embargo, las concentraciones de los siguientes parametros eran
significantemente mas altas en el nacimiento que cuando tenian un mes de
vida: la proteina C, el inhibidor del activador del plasminégeno y la PDF.

Como conclusiéon, los investigadores establecen que los indices
hemostéaticos en potros neonatos difieren significantemente de los potros con
un mes de vida. A excepcién de la AT y el activador del plasmin6geno tisular,
todos los indices hemostéticos evaluados en este estudio, cuando los potros
tenian un mes de vida, eran iguales a los indices de caballos adultos (Barton et
al., 1995).

El mismo grupo de investigadores, en 1998 evaluaron el sistema
hemostatico y fibrinolitico en potros neonatos con sospecha de septicemia
(Barton et al., 1998). En este estudio, evaluaron 13 pruebas de la coagulacion,
en un total de 34 potros con sospecha de sepsis y otros 46 potros neonatos

sanos de la misma edad.

En los potros con sospecha de sepsis, se observaron tiempos mas
largos de protrombina, tromboplastina parcial activada y recalcificacion de
sangre entera comparados con los potros sanos. El fibrindgeno y la PDF, el
plasminégeno, la antiplasmina a2, el inhibidor de la actividad del plasmindgeno,
el factor de necrosis tumoral y las actividades de las interleuquina-6 estaban
aumentadas en los potros seépticos. Por el contrario, la proteina C y la AT
estaban significantemente disminuidas en los potros sépticos. La presencia de
endotoxinas en potros sépticos estuvo asociada a tiempos mas largos de
coagulacion (TP y TTPa) y a una disminucion en plasminégeno y AT en estos
animales. Veintitrés de los potros sépticos no sobrevivieron y en 11 de ellos se
observaron evidencias de hemorragia en la histopatologia. Ademas, en dos de

ellos se observaron signos de trombosis.

Las conclusiones de esta investigacion establecen que existian
alteraciones clinicamente relevantes en los indices hemostaticos vy fibrinoliticos
de potros con septicemia, y estos cambios se correlacionaban con la presencia

de endotoxemia. Los indices hemostaticos fueron Utiles para la identificacion de
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potros con alto riesgo de sufrir coagulopatias, pero no para predecir si éstas

iban a ser de tipo hemorragico o tromboembdlico (Barton et al., 1998).

Las concentraciones de dimeros-D de potros neonatos enfermos
hospitalizados y de enfermos sépticos, fueron estudiadas con el objetivo de
establecer si eran capaces o no de detectar sepsis o CID, o si tenian valor
pronostico en estos animales. Para ello, Armengou et al. (2008), evaluaron la
concentracion de dimeros-D en 40 potros neonatos sépticos, 41 potros
hospitalizados pero sin septicemia y otros 22 potros neonatos sanos. En todos
los potros hospitalizados tomaron muestras en la admision al hospital, a las 24-
48 horas después de la admisién y una vez le dieron el alta o fueron
eutanasiados. Las pruebas realizadas a las muestras sanguineas incluyeron: la
medicion de la concentracion de los dimeros-D, los tiempos de coagulacion (TP
y TTPa), la AT y la FIB.

En la admisién y a la edad de 2-7 dias, las concentraciones de dimeros-D
eran mas altas en los potros sépticos, cuando se compararon a las
concentraciones en potros hospitalizados sin septicemia o a los sanos. La
concentracion de dimeros-D fue util para diagnosticar septicemia, y o predecir
la muerte de los animales en las muestras tomadas entre las 24 y 48 horas
después de la admisién, y utilizando como valor de corte concentraciones
>2000ng/mL. Se hizo un diagnostico de CID en el 50% de los potros sépticos,
aunque la concentracion de los dimeros-D no estuvo significantemente

asociada al diagndstico de CID.

En las conclusiones de este estudio, el quipo de investigacion establece
gue la concentracion de dimeros-D estad significativamente asociada al

diagndstico de sepsis (Armengou et al., 2008).

Recientemente, otro grupo de investigacion estudié en profundidad los
cambios que se producen en el sistema hemostéatico de potros neonatos con
septicemia y/o shock séptico (Bentz et al., 2009). En su hipétesis, Bentz et al.
(2009), establecieron que los potros neonatos criticamente enfermos

presentarian anomalias en la coagulacion, y que éstas estarian asociadas a la

José Leandro Méndez Angulo 63 Tesis Doctoral, 2011



Revision Bibliografica

gravedad de la enfermedad y al resultado final del paciente. En su estudio
incluyeron 63 potros neonatos enfermos de menos de 72 horas de edad y que
fueron hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos. A todos los potros
les tomaron muestras de sangre a la llegada al hospital, y a las 24 y 48 horas
posteriores para un PLT, TP, TTPa, AT, FIB y PDF. El diagnéstico de
coagulopatia lo realizaron si al menos 3 de los parametros medidos estaban

fuera de los valores normales.

Los 63 potros del estudio fueron clasificados en 3 grupos diferentes
segun su estado de sepsis. 12 potros fueron clasificados como en shock
séptico, 28 potros como sépticos y 23 potros como otros. AL menos uno de los
parametros hemostaticos medidos estaba fuera de los rangos de referencia en
el 64% de los potros en shock séptico, en el 78% de los potros sépticos, y en el
51% de los otros potros. Se diagnosticO coagulopatia en el 58% de las
muestras tomadas al grupo de shock séptico, en el 16% de las muestras de los

potros sépticos y en el 5% de las muestras de los otros potros.

Clinicamente, en 8/12 (68%) de los potros del grupo se shock séptico se
observo sangrado, al igual que en 11/28 (39%) de los potros sépticos y en 3/23
(13%) de los otros potros. Los potros en el grupo se shock séptico tenian 12.5
mas posibilidades de presentar sangrado que los potros del grupo de otros. El
tratamiento con plasma o fluidos parecié no tener una mayor influencia en los

valores hemostaticos.
Como conclusién, los investigadores establecen que los potros

criticamente enfermos comUnmente presentan coagulopatias, especialmente

los potros sépticos y aquellos en shock séptico (Bentz et al., 2009).
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4.- MATERIAL Y METODOS

Este estudio fue aprobado por el comité ejecutivo del Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad del Estado de Ohio en Columbus (Ohio, Estados
Unidos), y poseia toda la ética necesaria para el tratamiento humanitario de los

animales usados en investigaciones clinicas.

Los caballos y potros incluidos en este estudio fueron pacientes del
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad del Estado de Ohio (The Ohio
State University) (Figura 6) entre los meses de Agosto de 2007 y Junio de
2009, o bien eran animales sanos y pertenecian a yeguadas cercanas al
hospital. Todos los propietarios dieron su consentimiento para participar en el
estudio (Figura 7).

Figura 6.- Galbreath Equine Trauma, Intensive Care and Research Center. The

Ohio State University, College of Veterinary Medicine, 601 Vernon L. Tharp
Street, Columbus, OH, USA.
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Figura 7.- Consentimiento informado que todos los propietarios firmaron antes

de incluir a su animal en este estudio.

The Ohio State University OWNER CONSENT FORM

Veterinary Teaching Hospital

Name of Study: THROMBOELASTOGRAPHY IN HORSES

Purpose and Brief Explanation of Study: The Ohio State University Veterinary Teaching Hospital is

evaluating bleeding disorders in horses with a novel diagnostic method: the Thromboelastograph (TEG®).

In order to compare those results with normal physiologic ranges, a database of healthy horses and horses

with colic must be developed. The study will involve the collection of 6 ml of total blood in two 3.2%

Sodium Citrated tubes for TEG® hemostatic analysis. Once analyzed, the collective results from several

dozens of horses are expected to add important knowledge and understanding to the disorders of

coagulation and their prevention, early diagnosis/treatment.

1. I, the undersigned, am the owner, or authorized agent for the owner, and agree to enter my animal
into the above clinical study. The design and ob jectives of the study have been clearly explained
to me.

2. I agree to allow the use of data collected as a result of my animal's inclusion in the study for
publication in scientific journals and presentation at scientific meetings. I authorize the taking
and use of photographs for teaching and publication purposes.

3. I have been informed of the most common adverse effects that might result from this procedure
(Venous blood collection). Among those, the most serious adverse effects include: Hematoma at
the venipuncture site.

4, I have been given an opportunity to ask any questions of the investigators relating to this study
and my animal's condition. I certify that I have read and fully understand this authorization and
consent to have my animal participate in this study.

5; I have been informed of the costs covered by the study and those which are my responsibility.
Please list those items for which the client will be financially responsible: The study does not cover
any other cost than processing the blood sample for TEG® test.

Name of Pet:

Signature of Owner/Agent Date

Witness Date
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4.1.- ANIMALES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO Y TOMA DE
MUESTRAS

4.1.1.- Caballos adultos sanos.

Todos los caballos adultos sanos fueron sometidos a un examen fisico
completo, una analitica sanguinea, y un panel convencional de la coagulacion
(TTPa, TP, y FIB) antes de ser incluidos en el estudio. Requisito indispensable
para confirmar la salud de los caballos fue que no presentaran ninguna
anomalia en las pruebas a las que fueron sometidos. Este grupo fue utilizado

para establecer rangos de referencia en nuestro laboratorio.

En todos estos animales, las muestras sanguineas se tomaron siguiendo
el mismo protocolo de investigacion. Para ello, se realizdé puncion de la vena
yugular derecha con una aguja de 20 G de tipo vacutainer (Vacutainer, Becton
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) adjunta a su adaptador
correspondiente, una vez que la piel del animal habia sido preparada

asépticamente.

Para la recogida de la sangre, se utilizd primeramente un tubo de cristal
de EDTA (EDTA Monoject’™ Lavender Stopper, Tyco Healthcare Group LP,
Mansfield, MA 02048 USA) de 2.7 mis y seguidamente se reemplaz6 por 2
tubos de citrato sodico (3.2 % buffered sodium citrate (0.105 M) Vacutainer,
BD, Franklin Lakes, NJ.), de 2.7 mIs de capacidad para conseguir una dilucion
final de anticoagulante y sangre de 1:9. Todos los tubos fueron mezclados

correctamente para una adecuada homogeneizacion.
4.1.2.- Caballos adultos con colitis y sospecha de coagulopatias.

En este grupo se incluyeron caballos admitidos al hospital clinico
veterinario que habian sido diagnosticados con colitis y que tenian alguno o

ambos tiempos de coagulacion (TTPa y/o TP) fuera de los rangos de

referencia. En todos los caballos de este grupo la toma de muestras se realizé
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siguiendo el mismo protocolo de investigacion que fue utilizado en los caballos

adultos sanos.

4.1.3.- Potros neonatos sanos.

Todos los potros neonatos sanos incluidos en este estudio eran menores
de 8 dias de edad. La salud de los potritos fue establecida en base a un
examen fisico normal, una analitica sanguinea completa dentro de los valores
normales, una concentracion sérica de inmunoglobulina G adecuada
(>800mg/dL) (Figura 8), una puntuacién de sepsis <8 (Figura 9) (Brewer and
Koterba, 1988), y un panel convencional de la coagulacién (TTPa, TP, FIB, y
AT) dentro del rango de referencia. Este grupo fue utilizado para establecer

rangos de referencia en nuestro laboratorio.

Las muestras de sangre fueron tomadas mediante puncion de la vena
yugular derecha con una aguja de 20 G de tipo vacutainer (Vacutainer, Becton
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) adjunta a su adaptador
correspondiente, una vez que la piel del animal habia sido preparada
asépticamente. Posteriormente, se colocé un tubo de cristal de EDTA (EDTA
Monoject™ Lavender Stopper, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, MA
02048 USA) de 2.7 miIs y seguidamente se reemplazé por 2 tubos de citrato
sédico (3.2 % buffered sodium citrate (0.105 M) Vacutainer, BD, Franklin Lakes,
NJ.), de 45 mils de capacidad para conseguir una dilucién final de
anticoagulante y sangre de 1:9. Todos los tubos fueron mezclados

correctamente para una adecuada homogeneizacion.

4.1.4.- Potros neonatos enfermos.

Los potros neonatos enfermos incluidos en este estudio fueron admitidos
a nuestro hospital clinico veterinario entre Enero del 2008 y Mayo del 2009.
Todos los animales eran < 8 dias de edad y fueron clasificados en dos grupos:
- Enfermos No Sépticos (NS), y

- Enfermos Sépticos (S).
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El grupo NS estaba constituido por potros enfermos (con impactaciones
por meconio, encefalopatia isquémica hipoxica y problemas ortopédicos) pero
qgue no tuvieran ningun foco de infeccion o fueran diagnosticados con
septicemia. Uno de los requisitos para ser incluido en este grupo fue el tener
cultivos sanguineos negativos y/o una puntuacién de sepsis < 8 (Figura 9)
(Brewer and Koterba, 1988).

El grupo S estaba constituido por potros enfermos los cuales tenian un
cultivo sanguineo positivo y/o una puntuacion de sepsis = 12 (Figura 9) (Brewer

and Koterba, 1988) y un foco séptico (ej. onfaloflebitis).

De la historia clinica de los potros neonatos enfermos se recogieron los
siguientes datos: historia completa de todos los potros, edad, sexo, raza, razén
por la que fue hospitalizado, y el examen fisico completo (incluyendo la
presencia de un foco séptico, como neumonia, enteritis, uveitis, onfaloflebitis, o
artritis) para la clasificacion de los animales en los diferentes grupos. Ademas,
se recogio la informacion clinicopatologica referente a la puntuacion de sepsis
(Figura 9) (Brewer and Koterba, 1988), hematocrito (Hto), proteinas totales
(PT), plaquetas (PLT), contaje de células blancas, inmunoglobulina G (IgG)
(Figura 10; Hitachi 911 system, Boehringer Mannheim Corp, Indianapolis, IN), y
los resultados de cultivos bacterianos (aerobicos y anaerdbicos) (Figura 11;
BBL Septi-Chek blood culture system, Becton; Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ). Ademas hay que afiadir que se realizaron cultivos
sanguineos de forma sistematica a todos los potros que se hospitalizaron en

nuestro hospital.

Todos los potros que habian recibido fluidos, antibioticos,
anticoagulantes, o productos del plasma antes de la admisién en nuestro
hospital o antes de la toma de muestras fueron automaticamente excluidos del

estudio.
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Figura 8.- Test rapido para la medicién de IgG en potros neonatos. (SNAP Foal
IgG Test Kit, IDEXX Laboratories Inc, Westbrook, ME).
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Figura 9.- Puntuacién de sepsis para potros neonatos utilizada en este estudio
(Brewer and Koterba, 1988).

Foal Sepsis Score Sheet

The Ohio State University Veterinary Teaching Hospital

Date
Total Score:
Check one:

At Admission?
Day subsequent to admission?
Indicate Day #

Number of points to assign:

Foal sepsis score: 4 3 2 1 0 this case
. CBC record
Exact #
1. Neutrophil count <2.0x10¥ 2.0-4.0 8.0-12.0 Normal
(NOT TOTAL WBC) or>12.0
2. Band neutrophil count >0.2 x 10%/1 0.05-0.20 <0.05

3. Doehle bodies
Toxic, granulation, marked moderate slight none
Or vacuolization
In neutrophillis

4. Fibrinogen (mg/dl) >600 410-600 <400
Il.  Other Laboratory Data

1. Hypoglycemia (mg/dl) <49 49-79 >79

2. 1gG (mg/dl) <200 200-400 400-800 >800

3. Aterial oxygen <40 Torr 40-50 51-70 >70

4. Metabolic acidosis Yes No

Clinic Examination

1. Petechiation or
Scleral injection Marked Moderate Mild None
No secondary to eye
Disease or trauma

2. Fever (°F) >102°F <100°F Normal

3. Hypotonia, coma
depression, convulsions Marked Mild Normal

4. Anterior uveitis,
Diarrhea, respiratory distress
Swollen joints, open wounds Yes No

IV. Historical data
1. Placentitis, vulvar
Discharge prior to delivery,

Dystocia, long transport of mare, Yes No
Mare sick, foal induced
2. Prematurity <300 days 300-310 311-330 >330
Total Points

1. If a foal older than 12 h, compute the score using the IgG value you get back from the lab.

2. Ifitlessthan 12 h, give it a +2 for IgG if it has a history of nursing what appeared to be a good colostrum. Give the foal a +4 if it has not nursed
or if in doubt.

3. A score of 12 or higher correctly predicts sepsis 93% of the time. A score of 11 or less predicts non-sepsis correctly 88% of the time.
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Figura 10.- Analizador de inmunoglobulina G (Hitachi 911 system, Boehringer

Mannheim Corp, Indianapolis, IN).

Figura 11.- BBL Septi-Chek sistema de cultivos sanguineos, Becton; Dickinson

and Company, Franklin Lakes, NJ, USA.
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En el grupo de potros enfermos, la toma de muestras sanguineas se
realizé de forma aséptica a través de un catéter intravenoso (Figura 12), antes
de la administracion de fluidos o algun tipo de medicacion, y desechando los
primeros 10 mls. La sangre se coloc6 en un tubo de cristal de EDTA (EDTA
Monoject™ Lavender Stopper, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, MA
02048 USA) de 2.7 mis y en 2 tubos de citrato sodico (3.2 % buffered sodium
citrate (0.105 M) Vacutainer, BD, Franklin Lakes, NJ.), de 4.5 mls de capacidad
para conseguir una dilucion final de anticoagulante y sangre de 1:9. Ademas,
se obtuvieron 20 mlIs de sangre para la realizacion de cultivos sanguineos.

Figura 12.- Momento de extraccion de la muestra sanguinea una vez el catéter
habia sido colocado asépticamente en la vena yugular derecha de un potro

enfermo y antes de la administracion de medicamentos o fluidos.
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4.2.- PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE MUESTRAS
SANGUINEAS

Todas las muestras fueron obtenidas, manipuladas y procesadas por el
doctorando. El tubo de EDTA fue enviado al laboratorio para la obtencién de
una analitica sanguinea completa. Uno de los tubos citratados (Figura 13), fue
almacenado durante 30 minutos a temperatura ambiente en una gradilla para el
posterior analisis tromboelastografico. El segundo tubo de citrato fue
centrifugado (1380 x G 12 min) inmediatamente a temperatura ambiente para la
obtencion de plasma. Una vez centrifugada la muestray separado el plasma
de las células sanguineas, se paso a la congelacion a -80°C (Figura 14) y
almacenamiento de dicho plasma, a la espera del analisis del panel

hemostatico.

Al final del estudio, se realiz6 un panel hemostéatico completo [incluyendo
TP, TTPa, y FIB y AT (solamente en los potros)] a todas las muestras de
plasma, utilizando un analizador de la coagulacion (Figura 15; ACL® 7000

Coagulation Analyzer; Beckman Coulter, Inc, IL, USA).

Figura 13.- 4.5 mL, 3.2 % buffered sodium citrate (0.105 M) Vacutainer, BD,
Franklin Lakes, NJ.
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Figura 14.- Congelador de -80 °C.

Figura 15.- ACL® 7000 Analizador de la coagulacion; Beckman Coulter, Inc, IL,
USA.

El hemograma se realizé dentro de los 60 minutos posteriores a la toma
de muestras en un analizador automatico (Figura 16; Cell-Dyn 3500R
automated hematology analyzer; Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA),
seguido de un contaje manual de las diferentes células blancas (Leucocitos).
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Figura 16.- Cell-Dyn 3500R Analizador hematologico automatico; Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA.

4.3.- ANALISIS TROMBOELASTOGRAFICO

Todas las muestras fueron analizadas por el doctorando, utilizando el mismo
tromboelastégrafo (Figura 17), y siguiendo las instrucciones del fabricante
(TEG® 5000 User’'s Manual Haemoscope (1995-2005).

Figura 17.- TEG® 5000 Tromboelastégrafo; Analizador de la coagulacion;

software version 4.2.2 (Haemoscope Corporation, Niles, IL, USA).
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Para el analisis tromboelastografico, se afiadieron 20 microlitros (uL) de
0.2 M CaCl, (Figura 18) a una de las tacitas de TEG que habia sido
previamente precalentada a 37°C, y habia sido colocada en uno de los canales
del tromboelastografo (Figura 19). Del tubo de sangre citratada que habia sido
reposado a temperatura ambiente, se tomaron 340 puL y se afiadieron a la
misma tacita de reaccion. En la realizacién de la metodologia, se tomdé mucha
precaucién al pipetear y depositar la sangre en la tacita, para asi evitar
cualquier posible activacion de la coagulacién o la formacion de burbujas de
aire (Figura 19).

Figura 18.- Cloruro calcico, 0.2 M, Haemoscope Corporation, Niles, IL, USA.

Figura 19. Tazas de reaccion de la TEG (Haemoscope Corporation, Niles, IL,
USA).
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Las graficas y resultados se obtuvieron después de 120 minutos de
analisis, a una temperatura de 37° C. Los parametros tromboelastograficos
medidos y que se consideraron a estudio, fueron los siguientes: Tiempo-R (R),
Tiempo-K (K), angulo (a), amplitud maxima (MA), valor G, y lisis a los 60
minutos (LY60) (Figuras 20, 21y 22).

4.3.1.- Caballos adultos.

Se realizé un unico analisis por muestra, excepto en 10 caballos adultos
sanos en los que las muestras fueron analizadas por duplicado (para evaluar la
variabilidad dentro de la misma muestra), utilizando ambos canales del

tromboelastégrafo simultdneamente.

4.3.2.- Potros neonatos.

En todos los potros se realizé un Unico andlisis por potro, excepto en diez
de los potros sanos, en los cuales las muestras fueron analizadas por
duplicado usando ambos canales del tromboelastografo simultaneamente, con
el objetivo de evaluar la precision del tromboelastégrafo. Ademas, en 5 de
estos potros sanos, se tomaron muestras y se realizd un analisis
tromboelastografico a las 12 h., 24 h., y 7 dias de vida del potro, para evaluar

los cambios dentro de los primeros dias de vida.
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Figura 20. Grafica tipica de la tromboelastografia y sus valores mas relevantes:

Tiempo R (R), Tiempo K (K), angulo (a), y maxima amplitud (MA).

-

Time, min

Figura 21.- Software del tromboelastégrafo en funcionamiento. En el lateral
izquierdo se pueden observar las gréaficas obtenidas, y en el lado derecho el

valor numérico de los diferentes parametros tromboelastograficos.
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Figura 22.- Resultado final de una prueba de tromboelastografia en un caballo

adulto clinicamente sano.
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4.4.- ANALISIS ESTADISTICO

4.4.1.- Caballos adultos.

La distribucion de todos los datos fue evaluada con el método de
Agostino. Los coeficientes de variacion (CV) fueron utilizados para calcular la
variabilidad entre individuos y dentro de la misma muestra. La media y dos
veces la desviacion estandar fue el método utilizado para calcular los rangos de

referencia para cada parametro de la TEG.

Los coeficientes de correlacion se calcularon utilizando datos de todos
los individuos. La fiabilidad de nuestro estudio para detectar una correlacion (r)
de 0,4 o mayor fue mayor del 80%. Los parametros de la TEG de ambos
grupos fueron comparados usando la T de Student y el test de Mann-Whitney

para los datos con distribucion Gausiana y no Gausiana, respectivamente.
Todas las diferencias estadisticas se establecieron para valores de

p<0.5. El programa de ordenador Prism Statistical Software package fue el

empleado para el calculo de todas las estadisticas.
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4.4.2.- Potros neonatos.

Todos los resultados fueron sometidos a andlisis estadistico (Prism
version 4.0, GraphPad software Inc, San Diego,CA), y la distribucién de los
datos fue evaluada usando el test de D’Agostino y Pearson émnibus test. Los
rangos de referencia para los potros neonatos se calcularon usando los
percentiles 2.5 y 97.5. Las variaciones entre individuos, dentro de la misma
muestra, entre el mismo individuo (a las 12 horas, 24 horas, y 7 dias de vida)
fueron analizadas dentro del grupo de potros sanos usando los coeficientes de
variacion (CV). La variacion entre individuos fue calculada solamente
considerando la primera muestra tomada de cada individuo sano.

Los resultados de la TEG de los 5 potros que se evaluaron a las 12 h,
24h, y 7 dias, fueron utilizados para monitorizar los cambios producidos en la

coagulacion dentro de los primeros 7 dias de vida.

Cuando los datos presentaban una distribucion Gaussiana, los tres
grupos (H, NS, y S) fueron comparados mediante un andlisis de varianza
(ANOVA), seguido por el test de Bonferroni (post-test) cuando se encontraron
diferencias estadisticas. Cuando los datos no presentaban una distribucion
Gaussiana, los grupos fueron comparados mediante el test de Kruskal-Wallis,
seguido por el test de Dunnet (post-test) cuando se encontraron diferencias

estadisticas.

El estudio de las correlaciones entre las variables de la TEG vy los valores
hematoldgicos y hemostaticos convencionales, se llevaron a cabo mediante el
test de Pearson (cuando los datos seguian una distribucion Gaussiana) y
mediante el test no paramétrico de Spearman (cuando los datos no seguian la
distribucion Gaussiana). También, se realizé un estudio de regresion lineal de
las variables cuando se encontrd una correlacion estadisticamente significativa.
En este estudio, todas las diferencias fueron consideradas significativas cuando
p<0.05.
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5.- RESULTADOS

5.1.- CABALLOS ADULTOS SANOS

Los équidos adultos sanos incluidos en el estudio fueron 45 animales
pertenecientes a las siguientes razas: Cuarto de Milla (n=15), Pura Sangre
Inglés (n=8), Troton (n=11), Sangre Caliente (n=6), Arabe (n=2), Poni Welsh
(n=2), y poni Irish Cob (n=1). En este grupo habia 2 sementales, 24 machos
castrados y 19 yeguas sexualmente intactas. La edad media + DS de los
animales fue de 12 = 5 afios, y los pesos medios + DS eran de 480 £ 145 kg.

Los resultados de los valores de la tromboelastografia, hematologia y
panel hemostatico de los 45 caballos, expresados como media + desviacion
estandar estan reflejados en la Tabla 3. Los rangos de referencia calculados en
base a la media + dos veces la desviacion estandar estan presentados en la
Tabla 4. Una grafica representativa de TEG en un caballo adulto sano y una
aproximacion a los rangos de referencia, esta mostrada en la Figura 23. La
variabilidad entre individuos y la variabilidad dentro de la misma muestra,

expresadas como coeficientes de variacion, estan presentadas en la Tabla 5.

Figura 23.- Gréfica de la tromboelastografia de un caballo sano (linea
continua). Las lineas discontinuas muestran los rangos de referencia de

nuestro laboratorio en caballos adultos sanos.
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Tabla 3. Valores tromboelastograficos (TEG) en caballos adultos sanos y con
trastornos gastrointestinales y coagulopatias sospechadas. Los resultados
estan presentados como media (desviacidén estandar) y rango.

Caballos con colitis

media + DS n=45 DEEIEE: DTZ(Rango)
=

R (min) 10.4 + 3.1 22.0 + 12.8 (10.8-54.2)

K (min) 35+1.2 8.3 £ 6.9 (3.4-26.5) <0.001
a (grados) 46.3+11.0 26.6 + 13.6 (3.1-43.6) | <0.001
MA (mm) 55.6 + 5.1 44.0 £ 16.4 (11.9-65.5) | 0.001

G (dyn/cm? 6429 + 1341 5151 + 2523 (1633-9480) | 0.02
LY60 (%) 51+24 6.1 + 3.1 (0.0-9.2)
Hto (%) 37.7+32 51.2+5.6 <0.001
PT (g/dL) 71+03 75+11 >0.05
PLT (K/uL) 170.0 + 315 326.0 + 199.8 <0.001
TP (sec) 12.1+038 135+1.6 0.002
TTPa (sec) 525+4.5 72.3+19.3 <0.001

Fib (mg/dL) 299.4 +55.1 413.8 + 183.9 0.01

Caballos adultos sanos

Parametros

Tabla 4. Rango de referencia para los parametros de la TEG en caballos
adultos sanos calculados en base a la media + dos veces la desviacion

estandar.

TEG Tiempo Tiempo Angulo Valor G LY60
R (min) K (min) e (%)
Rango de
44.9-64.1 | 3773-8489

referencia
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Tabla 5. Coeficientes de variacion (CV) entre individuos y dentro de la misma
muestra para los valores tromboelastogréaficos (TEG) en caballos adultos sanos

expresados en porcentajes (%).

Valor G
(dyn/cm?
)

LY60
(%)

LISC Tiempo R Tiempo Angulo MA
CV (%) (min) K (min) () (mm)
Entre
individuos
n=45

Dentro de la
misma
muestra n=10

Cuando se compararon los parametros de la TEG y del panel
hemostatico entre los caballos castrados y las yeguas, no se encontraron
diferencias estadisticas. La edad tampoco fue estadisticamente diferente entre
caballos castrados y yeguas (p=0.48) y no existia correlaciébn con ninguno de

los parametros de la TEG (r<0.2).

5.2.- CABALLOS ADULTOS CON COLITIS Y SOSPECHA DE
COAGULOPATIAS

Las razas incluidas en este grupo de caballos con colitis (Figura 24)
fueron las siguientes: Troton (6), Pura Sangre Inglés (3), y Cuarto de Milla (3).
De estos équidos utilizados, 8 eran caballos castrados y 4 eran yeguas, con

una edad media de 8 + 1.8 afios, y un peso medio de 530 + 89 kg.

Figura 24. Uno de los caballos con colitis incluido en el estudio.
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Los resultados de la TEG, valores hematologicos (PLT, Hto y PT) y el
panel hemostatico, expresados como media £+ DT, estan representados en la
Tabla 3. El rango, expresado como minimo y maximo, estd también
presentado en la Tabla 3 para los valores de la tromboelastografia. Una grafica
de TEG de uno de los caballos con colitis estd mostrada en la Figura 25 (traza
blanca). El contaje de células blancas en estos caballos, estuvo entre 2.4 y
13.5 x 10° células/L (media = DT, 7.6 + 3.5 x 10° células/L).

Tres de los caballos tenian leucopenia (<4.7 x 10° cells/L), sin embargo,
uno de ellos tenia leucocitosis (>10.6 x 10° cells/L). La concentracién de lactato
estaba disponible en la historia clinica para nueve de los caballos y los valores
encontrados iban desde 1.2 a 9.1 mmol/L. El porcentaje de supervivencia de
los caballos con colitis fue del 41% (5/12), y solamente uno tuvo como
complicacion, sangrado (epistaxis y petequias) (Figura 26). En la Figura 27, se
puede observar el seguimiento tromboelastografico realizado al caballo que
presentaba hemorragias desde su llegada al hospital hasta la eutanasia a
intervalos de 6 horas. Este seguimiento se realizé por interés clinico y fuera de

este estudio.

Figura 25. Tromboelastogramas superpuestos de un caballo adulto sano (traza
verde) y un caballo con colitis (traza blanca) y tiempos de coagulacion
prolongados (traza blanca). Los valores de la tromboelastografia para ambos

animales estan representados en la grafica.
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Figura 26. En estas imagenes podemos observar las mucosas de 2 de los
caballos con colitis incluidos en el estudio. La foto de la izquierda muestra un
halo endotéxico muy marcado. La foto de la derecha muestra petequias en el

labio inferior.

Figura 27.- Gréficas del seguimiento tromboelastografico de un caballo con

colitis severa desde su llegada al hospital hasta que tuvo que ser eutanasiado.
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Comparaciones y Correlaciones

Los resultados hematoldgicos, panel hemostatico y parametros de la
TEG de los caballos con colitis fueron estadisticamente diferentes de los
caballos adultos sanos (ver Tabla 3). Los caballos con colitis tuvieron tiempos
R y K mas largos, angulos medios mas estrechos, MA reducidas y valores G
medios mas pequefios que los caballos sanos. Los valores medios de
plaguetas, fibrinbgeno y hematocrito fueron estadisticamente diferentes,
teniendo valores mas altos los caballos con colitis. Una correlacién positiva se
detect6 entre el TTPa y el tiempo R (r=0.55), y entre el TTPa y el tiempo K
(r=0.43). No se observaron correlaciones al comparar PLT, Hto, TP, Fib y los

valores de la TEG entre caballos sanos y caballos con colitis.

5.3.- POTROS NEONATOS SANOS, ENFERMOS NO SEPTICOS
Y SEPTICOS

En este estudio se incluyeron 50 potros neonatos: 18 fueron
categorizados como sanos (Grupo H) (Figura 28), 15 como enfermos no
sépticos (Grupo NS) (Figura 29), y 17 como sépticos (Grupo S) (Figura 29).
Entre ellos habia 28 (66%) potros machos y 22 (44%) potras. La edad media *
DT de los potros fue 2.2 + 1.6 dias y el peso medio fue 48.9 + 8.4 kg.

Al comparar la edad y los pesos entre los diferentes grupos, se
encontraron diferencias estadisticas en la edad entre el grupo H [edad media
1.72 + 1.22 dias] y el grupo S [edad media 3.16 + 1.88 dias]. Los potros
incluidos en el estudio pertenecian a las siguientes razas: Cuarto de Milla
(n=23), Trotones (n=10), Pura Sangre Inglés (n=6), Cruzados (n=4), Sangre
Caliente (n=3), Percheron (n=1), Arabe (n=1), Tennesse Walker (n=1), y
Haflinger (n=1).
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Figura 28. Potro neonato sano de dos dias de vida y cuya coagulaciéon fue

evaluada mediante TEG.

Las patologias primarias diagnosticadas en el grupo NS incluyeron:
célico (2), ruptura de la vejiga urinaria (2), disfagia (2), deformidades flexurales
(2), encefalopatia isquémica hipoxica (2), uraco persistente (2), impactacion por

meconio (1), malformacion del pene (1), e isoeritrolisis neonatal (1).

En el grupo de los potros sépticos, 14 de los 17 tuvieron un cultivo
sanguineo positivo, en donde fueron aislados los siguientes organismos:
Escherichia coli (n=7), Actinobacillus spp. (n=4), Enterococcus spp. (n=2),
Staphylococcus spp. (n=2), Clostridium perfringens (n=1), y Proteus spp. (n=1).

La presencia de al menos uno de los siguientes focos de infeccion fue
encontrada en 15 de los potros sépticos: artritis séptica (n=7), enteritis (n=5),

neumonia (n=4), onfalitis (n=2), paniculitis (n=2), y fisitis séptica (n=1).

Tres de los potros en el grupo S y dos del grupo NS fueron
eutanasiados debido a un pobre prondstico. La puntuacion de sepsis para el
grupo H varié entre 0 y 3 puntos (mediana, 1 punto); en el grupo NS varié entre
0y 8 (mediana, 6 puntos), y en el grupo S vario entre 12 y 21 puntos (mediana

José Leandro Méndez Angulo 93 Tesis Doctoral, 2011



Resultados

14 puntos). No se observaron signos de sangrado o petequias en ninguno de

los potros al tiempo de la toma de muestras.

Figura 29.- Potros enfermos que fueron admitidos al Hospital Clinico
Veterinario de la Ohio State University en la primavera de 2008 y los cuales
fueron incluidos en este estudio. El potro de la izquierda presentaba solamente
deformidades angulares y fue incluido en el grupo NS. EL potro de la derecha

presentaba septicemia (Escherichia coli).

Los resultados del andlisis tromboelastografico y los rangos de referencia de la
TEG de los 18 potros sanos, estan presentados en las Tablas 6 y 7,
respectivamente. Las variaciones entre individuos, dentro de la misma muestra,
y en el mismo potro a las 12 horas, 24 horas, y 7 dias de vida, en los potros
clinicamente sanos estan expresadas como CV (%) en la Tabla 8. Los cambios
de los parametros de la tromboelastografia a las 12 h, 24 h, y a los 7 dias de

vida en los potros neonatos sanos estan representados en la Figura 30.
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Tabla 6. Valores tromboelastograficos (TEG) en potros neonatos sanos,

enfermos no sépticos, y sépticos. Los resultados estan presentados como
media (desviacion tipica) y rango.

Parametros
de la TEG Potros Sanos (H)

Enfermos

no sépticos (NS) Enfermos sépticos (S)

Media Media Media
Rango Rango Rango
(DT) (DT) (DT)
Tiempo R 11.82 13.83 12.61
) 4,90 - 25.20 3.00—-24.40 2.70 - 28.80
(min) (5.35) (6.56) (7.19)
Tiempo K 3.06 411 3.07
) 1.40-6.00 1.40-6.00 1.10-6.20
(min) (1.34) (1.34) (1.62)
Angulo 51.19 21.00 - 42.56 55.68
19.00 - 68.40 36.90 — 76.40
(grados) (12.66) 66.40 (22.59)1 (12.32)8
55.06 42.00 — 54.50 65.48
MA (mm) 35.50 — 64.00 48.50 — 76.20
(6.67) 65.50 (8.28)I (7.55)*8
Valor G 6,361 3,618 — 6,309 10,139
7 2,754 — 8,886 4,709 — 15,970
(dyn/cm®) (1,700) 9,499 (2,918)I (3,276)*8
2.71 1.14 3.36
LY60 (%) -1.20-6.80 -0.10 - 4.20 1.10-7.60
(2.59) a.sni (2.03)8

*Significativamente diferente del grupo de potros sanos (H).
SSignificativamente diferente del grupo de potros enfermos no sépticos (NS).
' Significativamente diferente del grupo de potros sépticos (S).

Tabla 7. Rango de referencia para los parametros de la TEG en potros

neonatos sanos, calculados mediante los percentiles 2.5y 97.5.

TEG Tiempo Tiempo  Angulo MA Valor G LY60
R (min) K (min) () (mm) (dyn/cm?) (%)

Rango de
5.07-22.26 26.27-66.18 | 42.68-65.03 | 9300.69-3724.99

referencia
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Tabla 8. Variaciones entre individuos, dentro de la misma muestra y en el
mismo individuo a las 12 horas, 24 horas, y 7 dias, de los 18 potros neonatos

clinicamente sanos. Los resultados estan expresados como coeficientes de

variacion (%).

TEG Tiempo R Tiempo K Angulo MA G LY60
CV (%) (min) (min)  (grados) (mm) (dyn/cm?) (%)
Entre individuos 45.2 58.7 24.7 12.1 26.7 95.5
Dentro de la
_ 35 5.3 1.5 0.3 1.6 5.4
misma muestra
Mismo individuo
(alas 12h, 24h, 43.1 28.7 11.9 6.1 14.7 69.5
y 7d)

Figura 30. Graficas mostrando los cambios de los parametros de la
tromboelastografia a las 12 h, 24 h, y a los 7 dias de vida en los potros
neonatos sanos. Existen diferencias estadisticas en: a (entre 12h-7d), MA
(entre 12h-24h, y entre 12h-7d), y en G (entre 12h-24h). Los datos estan
presentados como la media £ DT.

1st week variation "Angle" 1st week variation "MA" 1st week variation "G value"
801 67.59 10500+

65.04 9500

A I O
1

dyn/cm2

o |

52.54 55004

0.

L 1) L) 50"' L L) \J m L) L T
Angle 12h  Angle 24h  Angle7d MA12h MA24h MA7d G Value 12h G Value 24h G Value7d

Los resultados de la TEG [expresados como media (DT) y rangos] en
todos los potros enfermos estan presentados en la Tabla 6. Los valores
tromboelastograficos de potros sépticos (Figura 31), fueron significantemente
diferentes de los valores en potros sanos, y tuvieron una mayor MA (p<0.001) y

valor G (p<0.001), cambios consistentes con hipercoagulacion. El a en el grupo
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S fue mas amplio que en el grupo NS (p<0.05) pero no existian diferencias
cuando se compar6 al grupo H. Debido a la alta variabilidad encontrada en el
valor LY60, este valor no se consider6 fiable y por consiguiente no se
compararon los resultados estadisticamente entre los diferentes grupos.

Figura 31.- Gréfica de la tromboelastografia de un potro neonato séptico.

LY60
%
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6.7 2. 1 4.9

2—6 3 2 K 2i—=4

Los valores hematolégicos (Hto, PT, leucocitos, y PLT), de IgG, y de los
perfiles convencionales de la coagulacion (TP, TTPa, Fibrinogeno, y AT) de

todos los potros estan presentados en la Tabla 10.

Se encontraron diferencias estadisticas entre el Hto, TTPa, y el
fibrinbgeno entre el grupo H y los grupos NS y S. El grupo S tuvo un TTPa
prolongado comparado al grupo H (p<0.01); y los potros de los grupos Sy NS
tuvieron mas alto el fibrindgeno que los potros del grupo H (p<0.001 y p<0.05,
respectivamente). El grupo NS tuvo mas alto el Hto en comparacion al grupo S
(p<0.01). Los demas parametros medidos y comparados en este estudio, no

presentaron diferencias estadisticas entre los grupos.
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Tabla 10. Valores hematoldgicos y perfiles hemostéaticos de potros neonatos

sanos, enfermos no sépticos, y sépticos expresados como media (DT)

Parametros

Hto (%)

Potros Sanos
(H)

36.68 (4.30)

Enfermos no

sépticos (NS)

39.20 (5.72)"

Enfermos
sépticos (S)

32.00 (7.65)°

PT (g/dL) 6.08 (0.50) 5.72 (0.75) 5.86 (0.99)
Leucocitos
(x10°L) 9.98 (1.99) 6.74 (2.73) 8.95 (6.82)
IgG (mg/dL) >800 720 (637.8) 654 (633)
PLT (K/ul) 221.80 (61.15) 224.20 (85.72) 260.80 (89.70)
TP (s) 12.26 (1.21) 12.03 (0.97) 13.47 (3.70)
TTPa (s) 46.18 (7.34) 69.39 (21.02) 95.19 (62.11)*

Fibrinbgeno
(mg/dL)

150.50 (69.67)

297.50 (158.20)*

476.00 (246.90)*

AT (%) 123.50 (11.08) 133.80 (21.54) 129.60 (35.45)

*Significativamente diferente de los potros del grupo H.
SSignificativamente diferente de los potros del grupo NS.
' Significativamente diferente de los potros del grupo S.

El andlisis de regresion mostré una correlacion positiva débil entre el
fibrinbgeno y la MA [p<0.001, r’=0.28, error estandar del estimado
(EES)=7.938] (Figura 32), y entre el fibringeno y el G (p<0.001, r?=0.39,
EES=2438) (Figura 33). También se encontré6 una correlacion positiva débil
entre las PLT y la MA (p=0.02, r>=0.11, EES=7.907), y con G (p=0.04, r?=0.09,
EES=2378). Entre el Hto y la MA se encontré una correlacion negativa débil
(p<0.001, r?=0.29, EES=7.6), como también con G (p<0.001, r?=0.39,
EES=2354).
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Figura 32. Gréfica de la regresion lineal entre la MA y el fibrindgeno. La linea

de puntos discontinuos indica el intervalo de confianza del 95%.
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Figura 33. Grafica de la regresion lineal entre el valor G y el fibrindgeno. La

linea de puntos discontinuos indica el intervalo de confianza del 95%.
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6a.- DISCUSION

6a.1.- CABALLOS ADULTOS SANOS

En el presente estudio, los valores de TEG encontrados en caballos
adultos sanos fueron similares a los resultados recientemente publicados por
otros investigadores (Paltrinieri et al., 2008; Epstein et al., 2009, Dunkel et al.,
2010). Sin embargo, nuestros resultados muestran tiempos R y K mas cortos, y
en general gran variabilidad entre individuos para los Tiempos R y K, angulo,
valor G, y LY60. Esta variacion no se pudo atribuir a diferencias en la edad o
sexo de los animales, ya que no se observaron diferencias estadisticas cuando
estos factores fueron comparados.

El amplio intervalo (de 30 a 60 minutos) de almacenaje de las muestras
previamente a su analisis, puede haber contribuido potencialmente a la alta
variabilidad en el Tiempo R y K, y en el angulo, ya que asi lo han demostrado
otros autores (Leclere et al., 2009). Este grupo recomendo fijar el tiempo de
almacenaje a 30 minutos, aunque ésto no fue posible en nuestro laboratorio,
debido a que el tromboelastografo se esta utilizando actualmente para la clinica
de pequefios y grandes animales. Ademas otros factores como la raza o

cambios circadianos pudieron afectar nuestros resultados.

La variabilidad atribuida al operador y que ha sido demostrada por otro
grupo cientifico, es improbablemente la causa en este estudio, pues la misma
persona (el doctorando) manejo todas las muestras (Epstein et al., 2009). Los
cambios circadianos o diurnos desafortunadamente no fueron tenidos en

cuenta en nuestro estudio.

Por otro lado, la variabilidad dentro de la misma muestra no debe ser
considerada significativa, ya que los CV de las muestras analizadas en
duplicado para el Tiempo-R y K, a, MA y G fueron insignificantes. Para el valor

de la TEG LY60 se encontr6 una alta variabilidad entre individuos y por
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consiguiente no se consideré su comparacién con los animales enfermos.
Otros grupos de investigadores también han encontrado una alta variabilidad
entre individuos (Paltrinieri et al., 2008; Epstein et al., 2009, Dunkel et al.,
2010).

La adiccion de factor tisular podria reducir la variabilidad de los valores
en la TEG, aunque esta activacion podria también enmascarar casos de
hipocoagulacién, ya que se ha demostrado que los tiempos R y K se acortan
con esta técnica (Epstein et al., 2009). En la actualidad, una técnica que utiliza
sangre citratada y recalcificada (sin activacion) no ha sido estudiada en
profundidad en caballos enfermos, por lo que se necesitan mas estudios a este

respecto, antes de poder saber cual técnica es superior.

A pesar de la similitud de nuestros resultados con otras publicaciones
recientes, creemos que hay suficientes diferencias que nos obligan a
recomendar a cada laboratorio, crear sus propios rangos de referencias para
caballos adultos (Epstein et al., 2009, Dunkel et al., 2010). En nuestro estudio,
el coeficiente de variacion para la MA fue el menor (menor del 10%), y la
variacion dentro de la misma muestra, fue minima; por lo tanto, ésto nos
sugiere que la MA podria ser el valor de la TEG mas consistente y fiable para
establecer rangos de referencia. Ademas, Leclere et al. (2009) demostraron
gue el efecto de almacenaje era minimo sobre la MA, lo cual podria ser una

ventaja cuando se evallan pacientes.

6a.2.- CABALLOS CON COLITIS Y COAGULOPATIAS
SOSPECHADAS

Los valores de la TEG concordaron con el diagnéstico de
hipocoagulacién que previamente se habia realizado en base a los tiempos
prolongados de protrombina y de tromboplastina parcial activada. Previamente
otros investigadores han documentado una alta prevalencia de

hipocoagulabilidad en caballos con colitis, probablemente debido al desarrollo
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de una coagulopatia de consumo en estos pacientes (Dolente et al., 2002). Uno
de los tratamientos para esta condicion es la administracion de productos del
plasma, los cuales proveen factores de la coagulacién (factor VII). La cantidad
necesitada para influenciar positivamente el sistema de coagulacion podria ser
ajustada o monitorizada mediante TEG secuencial, enfocandola sobre todo a

cambios en el tiempo R, tiempo K, el angulo, y la maxima amplitud.

Basados en nuestros resultados, la TEG fue capaz de detectar un
estado hipocoagulable en caballos con trastornos gastrointestinales de tipo
inflamatorio y en los cuales se habian diagnosticado previamente
coagulopatias. En este aspecto, nuestros resultados no concuerdan con el
estudio de Dunkel et al., 2010, ya que ellos encontraron hipercoagulacion en un
grupo de caballos con trastornos gastrointestinales de tipo isquémico e
inflammatorio. La razén de esta contradiccion, podria deberse a que en ese
estudio, los autores incluyeron caballos con patologias diferentes
(estrangulaciones versus colitis) dentro del mismo grupo (Dunkel et al., 2010).
En otras especies la TEG también se ha utilizado para la deteccién de estados
hipercoagulables. Para evaluar esta faceta de la TEG en caballos, seria
necesario estudiar un gran numero de animales en diferentes estados de una
enfermedad gastrointestinal inflamatoria. Mientras tanto y en base a los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral, la TEG puede ser
afiadida al panel convencional de la hemostasis, sobre todo para evaluar casos
de hipocoagulacion sospechada. Su mayor utilidad seria la evaluacion

completa del sistema de coagulacion y la monitorizacion de los pacientes.

Antes de determinar si la TEG puede reemplazar a las pruebas
convencionales, se necesitan realizar otros estudios clinicos en caballos con

célico y/o colitis.

Los rangos de referencia que nosotros hemos establecido para caballos
sanos adultos pueden ayudar a otros laboratorios a establecer los suyos
propios. No obstante, nosotros no recomendamos tomar nuestros resultados
literalmente para ser usados en otro laboratorio, debido a la gran variabilidad

introducida por el operador (Epstein et al., 2009).
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6a.3.- POTROS NEONATOS SANOS

Los rangos de referencia calculados para los potros neonatos sanos de
este estudio son mas amplios y varian ligeramente de los estimados para
caballos sanos adultos, al igual que los publicados recientemente (Epstein et
al., 2009, Dunkel et al., 2010). El tromboelastégrafo fue muy preciso analizando
las muestras de los potros neonatos, como asi lo demuestra el bajo coeficiente
de variacién encontrado, el cual es menor que el publicado anteriormente en
caballos y perros (Wiinberg et al., 2005; Paltrinieri et al., 2008). Aqui se detecto
una alta variacién en potros sanos, los cuales fueron muestreados a las 12h,
24h, y 7 dias de edad, sugiriendo cambios fisiologicos en la coagulacion de los
potros neonatos durante los primeros dias de vida, como ya ha sido

previamente detallado por otros investigadores (Barton et al., 1995).

Los cambios circadianos en la coagulacion, también han podido afectar
a nuestros resultados, pero hasta la fecha, estos cambios no han sido
suficientemente estudiados en la especie equina, y tampoco se hizo en este
estudio. Aunque el nimero de animales sanos a los que se les tomaron varias
muestras (un total de 3) en la primera semana de vida, fue bajo (solamente 5
potros), y hacen falta mas estudios a este respecto, nuestros hallazgos
sugieren que la edad del potro es un dato importante a tomar en cuenta cuando

se quiera monitorizar la coagulaciéon de los neonatos equinos.

Idealmente, los laboratorios que analicen la coagulacion mediante
tromboelastografia, deberian establecer rangos de referencia independientes
para cada intervalo de edades diferentes. Ademas, la alta variabilidad
encontrada entre individuos (potros), podria atribuirse a los cambios
hemostaticos que ocurren durante el primer mes de vida (Barton et al., 1995),
aunque la variabilidad entre razas o el tiempo de almacenaje, también han
podido influenciar en los resultados considerablemente. Como ya dijimos

anteriormente, la homogeneizacién del tiempo de almacenaje a 30 minutos
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antes del andlisis tromboelastogréfico podria haber reducido la variabilidad
(Leclere et al., 2009).

La variaciéon entre individuos no puede explicarse debido al sexo de los
potros ya que no se encontraron diferencias estadisticas entre ellos. Por otro
lado, la influencia del operador y manipulador de las muestras debe
considerarse minima ya que la misma persona (el doctorando) llevo a cabo
tanto la recogida de muestras como los andlisis tromboelastogréaficos. Como ya
comentamos anteriormente en la seccién de caballos adultos sanos, Epstein et
al. (2009) recomendaron la adiccion del factor tisular a las muestras
sanguineas para asi minimizar la variabilidad. Esto tendria incluso mas
importancia en el analisis tromboelastografico de los neonatos, y es algo que

sin duda se deberia considerar en futuros estudios con potros recién nacidos.

6a.4.- POTROS NEONATOS ENFERMOS Y SEPTICOS

En nuestros resultados se observaron diferencias estadisticas en
algunos de los parametros de la TEG, sobre todo cuando comparamos los
potros sanos con el grupo de sépticos. Estos resultados se deben de interpretar
con precaucion, debido a que se utilizaron dos técnicas diferentes (puncién de
la vena yugular versus catéter) para la toma de muestras en estos grupos (H y
S). Sin embargo y a pesar de esta fuente de variacién, no se observaron
diferencias estadisticas entre el grupo de potros sanos y el grupo de animales
enfermos no sépticos (muestras también tomadas mediante diferentes

técnicas).

La edad media de los grupos podria explicar en cierto grado estas
diferencias, al haberse visto una tendencia con la edad hacia un mayor angulo,
y mayores maxima amplitud y valor G. Sin embargo, las diferencias
encontradas en los parametros de la TEG (MA y valor G) en el grupo S,
podrian sugerir que las muestras de sangre de estos potros sépticos, son

capaces de crear coagulos mas fuertes; por consiguiente, este dato se podria
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interpretar como una tendencia a la hipercoagulabilidad en este grupo. Por el
contrario, otro estudio de tromboelastografia en equinos adultos observo
hipercoagulaciéon en base a un tiempo R acortado respecto al grupo control
(animales sanos) (Dunkel et al., 2010), lo cual no fue detectado en este trabajo
de tesis doctoral.

Los hallazgos indicativos de hipercoagulacion coinciden con un estudio
reciente de la concentracion de dimeros D (un producto de la degradacion de la
fibrina) en potros neonatos sépticos, el cual revel6 una marcada activacion de
la coagulacion en potros con septicemia (Armengou et al., 2008). Ademas,
nuestros potros sépticos tuvieron las concentraciones de fibrin6geno mas altas,
lo cual estaba positivamente correlacionado con la MA y el valor G en este
proyecto y con la MA en un estudio previo (Epstein et al., 2009).

En general, las correlaciones detectadas entre los parametros de la TEG
y los valores hematologicos y hemostéaticos fueron modestos y menores de lo
gue nosotros habiamos hipotetizado. Los potros sépticos tuvieron un TPPa
prolongado, lo cual podria estar indicando un déficit de los factores de
coagulacion debido al consumo de los mismos. Varios investigadores han
descrito tiempos de coagulacion prolongados y un incremento en la
concentracion en los productos de la degradacion del fibrinGgeno en potros
neonatos sépticos (Barton et al.,, 1998; Armengou et al., 2008; Bentz et al.,
2009).

La hipercoagulabilidad observada con el analisis tromboelastografico en
potros seépticos contrasta con la hipocoagulabilidad vista en las pruebas
tradicionales de la coagulacion (tiempos de coagulacion prolongados). Pero
considerando que un proceso de coagulacién intravascular diseminada (CID)
es tipicamente caracterizado por una etapa temprana de hipercoagulacion,
seguida por un consumo masivo de factores de coagulacion y finalmente un
estado de hipocoagulacion, es posible que las diferentes pruebas estén
demostrando ambos estados (hipercoagulacion e hipocoagulacion) dentro de

un mismo animal.
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Un estado de hipercoagulacién también fue sugerido en el estudio de la
concentracion de dimeros D en potros sépticos, donde los dimeros D estaban
significantemente incrementados 24 horas después de la hospitalizacién y en
comparacién con el momento de la admisién (Armengou et al., 2008). Los
resultados de nuestro estudio sugieren que la TEG puede estar detectando
hipercoagulaciéon en un estado mas temprano (en admisién al hospital) y esto
puede ser muy beneficioso para poder comenzar un tratamiento lo antes
posible. Desafortunadamente, en nuestro estudio, no tuvimos accesibilidad al
analisis de las concentraciones de dimeros, lo cual habria sido muy

interesante.

Tampoco se realizaron analisis a las 24 y 48 horas de la admision a
nuestro hospital, hecho que hubiera sido de utlidad, sobre todo para
monitorizar la progresion de los animales. En el estudio realizado por Dunkel et
al., 2010, los investigadores encontraron hipercoagulacion en caballos adultos
con trastornos gastrointestinales y cuando realizaron un segundo analisis
tromboelastografico a las 48 horas, observaron una tendencia a la
hipocoagulaciéon. Quizas, la utilidad de la monitorizacion seria incluso mayor
para casos donde hay sospechas de coagulacion intravascular diseminada,
monitorizacion de su tratamiento y progresion. La baja mortalidad de potros
enfermos incluidos en nuestro estudio, no permitio la comparacion entre
animales muertos o eutanasiados y los sobrevivientes. Un estudio de la
coagulacion en potros neonatos utilizando otra técnica viscoelastografica
(Sonoclot), mostré que los animales con disminucion de la formacion de
coagulos, tenian mas probabilidades de morir 0 ser eutanasiados (Dallap
Schaer et al., 2009). Igualmente, una maxima amplitud disminuida (muestras
tomadas en la admosion) en caballos con trastornos gastrointestinales ha sido

asociado con incremento en la mortalidad (Dunkel et al., 2010).

Nuestros resultados muestran que la tromboelastografia podria proveer
informacion adicional sobre el sistema hemostatico de potros neonatos. Pero
antes de su uso clinico en estos pacientes, los autores recomiendan que cada
laboratorio obtenga independientemente sus propios valores de referencia para

potros neonatos y caballos adultos, y que la técnica tromboelastografica sea
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completamente estandarizada para asi reducir su variabilidad. =~ Ademas, vista
la gran variabilidad en los pardmetros de la TEG durante los primeros dias de
vida en potros neonatos, los rangos de referencia para estos animales, se

deben de calcular para edades exactas.
Finalmente, mas estudios incluyendo un mayor numero de animales

sanos y enfermos contribuirian al desarrollo de esta técnica en veterinaria y

desvelaria si la TEG tiene algun valor prondéstico o no.
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6b.- DISCUSSION

6b.1.- HEALTHY ADULT HORSES

In the present study, TEG values obtained from healthy horses were
similar to results reported in other recent publications ( Paltrinieri et al., 2008,
Epstein et al.,, 2009; Leclere et al., 2009; Dunkel et al., 2010). Our results
showed a high inter-individual coefficient of variation (CV) for the R time, K time,
a, G, and LY60 in healthy horses. This variation could not be explained by age
or gender, as no differences between age or gender groups for the TEG
variables were observed. Variations in storage time could potentially contribute
to the high variability on R, K, and a because it has been reported to affect their
values (Leclere et al., 2009). A fixed storage time of 30 minutes has been
recommended, but it was not always feasible in our laboratory because the
thromboelastograph is currently being used in clinical small and large animal
cases. In addition, other influencing factors could be breed and daily variations
or high inter-individual variability. It is unlikely in our study that variation was due
to operator handling, since all TEG testing was performed by the same
individual. Circadian and diurnal variation in TEG variables were not addressed
in this study. The intra-assay variability was not likely a factor, since the CVs
from duplicated samples for R, K, a, MA and G were negligible. We found a
high inter-individual variability in healthy horses for LY60; therefore we did not
compare this variable in the clinical cases. Large inter-individual variation of
TEG values in horses has also been demonstrated by other groups (Paltrinieri
et al., 2008; Epstein et al., 2009; Leclere et al., 2009; Dunkel et al., 2010).

Although addition of tissue factor may reduce variability in TEG values,
the activation of clotting by tissue factor may mask true hypocoagulability
(Epstein et al., 2009). Citrated recalcified (non-activated) and tissue factor
(activated) TEG have not been compared in sick horses, so further study is
needed to determine whether one method is superior in clinical cases. While
our results are similar to previously reported reference ranges, there are

enough differences to warrant establishing reference ranges for each individual
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laboratory (Epstein et al., 2009). In our study, the coefficient of variation for MA
was the lowest (less than 10%), and intra-assay variation was minimal,
suggesting that this TEG value could be the most consistent and reliable
variable for establishing reference ranges in horses. Furthermore, Leclere et al.
(2009) showed no significant effect of storage time on MA, an advantage when

evaluating clinic patients.

6b.2.- HORSES  WITH COLITIS AND  SUSPECTED
COAGULOPATHIES

Statistical differences were observed when mean TEG values from
healthy horses were compared to those in sick horses, suggesting
hypocoagulability in the colitis group (longer R and K, narrower a, and
decreased MA and G). These findings do not agree with thromboelastographic
values of another equine study where authors found hypercoagulation in horses
with ischemic and inflammatory gastrointestinal disorders (Dunkel et al., 2010).
This disagreement could be due to the inclusion of horses with two different
pathologic conditions (ischemia versus inflammation) in the same group (Dunkel
et al., 2010).

Our results suggest that citrated recalcified TEG is a useful technique to
evaluate the coagulation system and can detect clotting abnormalities in horses
with colitis and abnormal clotting times. However, there was substantial overlap
between the normal range and the values for sick horses, so TEG may not be
reliable as a stand-alone test. There was modest correlation of aPTT with R and
K time; however, the extent of correlation between TEG and traditional
coagulation testing was less than we had hypothesized. Surprisingly, the group
of colitis horses had decreased MA despite having increased FIB and PLT,
conditions that have been reported in horses and other species to correlate
with an increased MA (Wiinberg et al., 2008; Epstein et al., 2009). In addition,
the differences in PCV seen in our study might have influenced the TEG values

since it has been negatively correlated with MA in humans and with the velocity

José Leandro Méndez Angulo 112 Tesis Doctoral, 2011



Discussion

of clot formation in horses (Iselin et al., 2001; Paltrinieri et al., 2008). It is
possible that other factors, such as a decrease in coagulation proteins,
contributed to the decrease in MA in the colitis group.

TEG values supported a diagnosis of hypocoagulability in horses with
colitis who also had prolonged PT and/or aPTT. Previous investigators have
documented a high prevalence of hypocoagulatibility in horses with colitis, likely
due to a consumptive coagulopathy (Dolente et al., 2002). Possible therapy for
this condition includes administration of fresh frozen plasma which provides
coagulation factors (fibrinogen and factors Il, V, VII, IX, X, Xl, Xll). The amount
needed to influence positively the coagulation system could be adjusted and

monitored by sequential TEG analysis, focusing on changes in R, K, a, and MA.

Based on our data, TEG values support a diagnosis of hypocoagulability
in horses with inflammatory gastrointestinal disorders and a previously
determined coagulopathy. Data in other species suggests that TEG may be
especially useful for detection of hypercoagulable states. A larger number of
cases and various stages of severity of gastrointestinal inflammatory conditions
would be needed to assess the clinical utlity of TEG for detection of
hypercoagulability in horses. TEG may be a valuable addition to the
‘hemostasis panel” in horses, particularly in those with suspected
hypocoagulability. It could be especially useful to characterize the entire
coagulation process and to monitor treatments. Further prospective clinical
studies are needed to determine whether TEG could replace traditional

coagulation testing for the evaluation of equine patients with colic or colitis.

Our laboratory reference ranges for healthy horses could be used to
help establish reference values in different laboratories. Due to the operator’s
influence reported by other authors and our own experience, we recommend
that each laboratory evaluate a group of healthy horses in order to establish

their own reference ranges.

José Leandro Méndez Angulo 113 Tesis Doctoral, 2011



Discussion

6b.3.- HEALTHY NEONATAL FOALS

The reference ranges obtained for healthy neonatal foals in this study are
wider and slightly different from those reported for adult horses (Epstein et al.,
2009, Dunkel et al., 2010). The thromboelastograph' was very precise, as
demonstrated by low intra-assay CV, which was lower than that reported for
adult horses and dogs (Wiinberg et al., 2005; Paltrinieri et al., 2008). A high
variation was detected in healthy foals that were tested over time (12h, 24h and
7 days of age), suggesting coagulation changes in neonatal foals during the first
days of life, as previously reported (Barton et al., 1995). Circadian coagulation
changes might have also affected the results but to date those changes have
not been studied in the equine species, and were not addressed in this study.
Although the number of animals tested over time in our study was low and more
studies are needed, this finding should be considered when monitoring
treatments using TEG in neonatal foals. Ideally, coagulation laboratories should
establish reference values for very specific age groups of neonates. In addition,
the high inter-individual variability seen in this study could be attributed to the
hemostatic changes that occur in foals during the first month of life (Barton et
al.,, 1995), although breed variability and storage time could also have
influenced the results. In a previous study, a fixed storage time of 30 minutes
before TEG analysis was recommended, but it was not always feasible in our
study because the thromboelastograph' is often being used for hospital patients
(both small and large animal) (Leclere et al., 2009). The inter-individual variation
could not be explained by gender, as no differences between gender groups
were observed. Moreover, the operator influence should be considered minimal,
as the same operator performed all the tests. The addition of tissue factor has
been recommended to minimize TEG variability in adult horses and it should
also be considered in future studies involving neonatal foals, because the high

inter-individual variability reduces its utility (Epstein et al., 2009).
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6b.4.- SICK NON-SEPTIC AND SEPTIC NEONATAL FOALS

Statistically significant differences were found in some of the TEG
variables between healthy and septic foals. These results should be interpreted
carefully because two different blood collection techniques (venipuncture vs
catheter) were utilized. Despite this potential source of bias no statistical
differences were found between the H group and the NS group. Age could
explain these statistical differences since changes towards wider a, greater MA
and G were detected in the small group of healthy foals that was evaluated over
time. However, the differences in TEG variables (MA and G) in the S group
could also suggest that blood samples from this group were able to generate
stronger clots, which suggests a trend toward hypercoagulability in this group.
In a previous study, investigators based the diagnosis of hypercoagulation in
horses with gastrointestinal disorders in a shorter R-time than controls, which
was not seen in the septic neonatal foals evaluated in our study (Dunkel et al.,
2010). Our findings are consistent with a recent study of D-Dimer concentration
(a fibrin-linked degradation product from fibrinolysis) in septic foals, which
revealed a marked activation of coagulation in foals with septicemia (Armengou
et al., 2008). Furthermore, septic foals in our study had the highest Fib, which
was positively correlated with MA and G in the present study and with MA in a
previous study (Epstein et al., 2009). In general, the correlations detected
between TEG variables and hemostatic and hematologic values were modest
and less than we had hypothesized. A prolonged aPTT was seen in septic foals,
which could indicate a deficit of coagulation factors due to consumption.
Prolonged clotting times and increased concentration of fibrin degradation
products in septic equine neonates have been reported by several investigators
( Barton et al., 1998; Armengou et al., 2008; Bentz et al., 2009).

The hypercoagulability shown on TEG testing in septic foals contrasts
with the hypocoagulability demonstrated with traditional coagulation testing
(prolonged aPTT). Since DIC is typically characterized by an early
hypercoagulable state leading to depletion of coagulation factors, it is possible

that the different methods of testing are demonstrating the hypercoagulable and
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hypocoagulable processes that are occurring at the same time.
Hypercoagulation has also been suggested by D-dimer concentration which is
significantly higher in septic foals 24 hours after hospitalization than at
admission (Armengou et al., 2008). The results of our study suggest that TEG
may be detecting hypercoagulation in an earlier stage (on admission) which
would be beneficial to implement a prompt treatment. Unfortunately, D-dimer
concentrations were not available for comparison for the foals in our study.
Further evaluation and repeated TEG analyses at 24 and 48 hours from
presentation were not performed in this study; however, serial TEGs may be
useful in cases of suspected DIC in order to monitor the progression of the
condition. In this study, no comparison was attempted between survivors and
non-survivors because of the low number of animals that died or were
euthanized. One study using a viscoelastic analyzer (Sonoclot) in septic foals
showed that animals with decreased clot rate were more likely to be euthanized
or die (Dallap Schaer et al., 2009).

TEG could be used to provide additional information about the
hemostatic system in equine neonates. The authors recommend that reference
ranges for healthy neonatal foals be obtained independently from adult horses
and that the technique be standardized to reduce its variability. In addition, age-
specific reference ranges may need to be developed for neonates since there is
significant variation in several TEG variables during the first week of life. Further
studies including a larger number of clinical cases are needed to see if TEG has

any value as prognostic indicator.
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7a.- CONCLUSIONES

1°.- Los parametros tromboelastograficos (Tiempo-R, Tiempo-K, angulo
a, maxima amplitud y valor G) aportan informacién adicional en la evaluacion

de la coagulacion en los équidos.

2°.- En potros neonatos sanos existe una gran variabilidad entre los
parametros de la TEG, entre individuos y en el mismo individuo dentro de la
primera semana de vida; por consiguiente, es dificil establecer valores de

referencia en este grupo.

3°.- La tromboelastografia fue capaz de detectar hipocoagulacion en
aquellos caballos con colitis y con tiempos de coagulacion (TTPa y TP)

prolongados.

4°- La tromboelastografia detectd6 cambios en la coagulacion

consistentes con hipercoagulacion en el grupo de potros neonatos sépticos.
5°.- Las correlaciones encontradas entre los valores

tromboelastograficos y las pruebas convencionales para la evaluacion de la

hemostasia (PLT, TTPa, TP, y FIB) fueron débiles en general.
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7b.- CONCLUSIONS

1°.- Thromboelastograpic variables (R-Time, K-Time, angle, maximum
amplitude y G value) provide additional information about the hemostatic

system in horses.
2°.- Thromboelastography has a high interindividual variability in equine
neonates, and also within the same individual over the first week of life;

therefore, reference values are difficult to establish in this group.

3°.- Thromboelastography was able to detect hypocoagulation in horses

with colitis and prolonged clotting times (aPTT y PT).

4°-  Thromboelastography = showed changes consistent  with

hypercoagulability in the neonatal septic foals group.

5°.- Correlations between thromboelastographic variables and the

conventional hemostatic tests (PLT, aPTT, PT, y FIB) were weak in general.
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8a.- RESUMEN

Objetivos — Analizar y establecer rangos de referencia para los pardmetros de
la tromboelastografia en sangre citratada y recalcificada en caballos adultos y
potros neonatos sanos. Evaluar la TEG, los valores hematoldgicos, y las
técnicas tradicionales de evaluacioén de la coagulacién en caballos con colitis y
coagulopatias sospechadas. Analizar los trastornos hemostaticos en potritos
neonatos enfermos con septicemia y por otras causas mediante TEG, valores
hematoldgicos y con las técnicas tradicionales de evaluacion de la coagulacion.
Ademas, comparar y establecer correlaciones entre los resultados de la TEG y
las técnicas tradicionales para el diagndéstico de patologias hemostéticas en los
equidos.

Disefo — Estudio prospectivo observacional, realizado entre Agosto del 2007 y
Junio del 2009.

Animales — 45 caballos adultos sanos, 18 potros neonatos sanos, 12 caballos
adultos con colitis y tiempos de protrombina (TP) y tromboplastina parcial
activada (TTPa) prolongados, 15 potros neonatos enfermos no sépticos, y 17
potros neonatos sépticos.

Material y Métodos — Se sacaron dos muestras sanguineas en citrato sodico
(3.2%) para evaluar la hemostasis mediante tromboelastografia [Tiempo-R (R),
Tiempo-K (K), angulo (a), maxima amplitud (MA), valor G (G), lisis a los 60
minutos (LY60)] y con las pruebas tradicionales de la coagulacion [TP, TTPa,
PLT, Fib, y AT (solo en los potros)]. Ademas, se recogieron los siguientes datos
de la historia clinica en los potros enfermos: la edad, raza, motivo por el que
fue hospitalizado, puntuacion de sepsis, resultados de cultivo sanguineo y si se
le dio el alta o no.

Resultados — CABALLOS ADULTOS: Los valores medios (DT) para los
parametros de la TEG en caballos sanos fueron: R = 10.4 (3.1) min; K = 3.5
(1.2) min; a = 46.3 (11.0) grados; MA = 55.6 (5.1) mm; G = 6429 (1341)

dyn/cm?, y LY60 = 5.1 (2.4) %. La media de los coeficientes de variacién entre

individuos y dentro de la misma muestra para los parametros de la TEG en
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caballos sanos fueron: R = 30.7/4.7%, K = 35.3/4.8%, a = 23.8/4.4%, MA =
9.3/1.4%, G = 20.8/3.4%, y LY60 = 47.7/13.1%, respectivamente. Los caballos
con colitis y tiempos prolongados de protrombina y tromboplastina parcial
activada mostraron mayores valores medios de R (p<0.001) y K (p<0.001), a
mas reducidos (p<0.001), MA mas pequefias (p=0.001) y valores G reducidos
(p=0.02); cambios consistentes con hipocoagulabilidad.

POTROS NEONATOS: Los valores medios (DT) para los parametros de TEG
en potros neonatos sanos fueron: R=11.82 (5.35) min, K = 3.06 (1.34) min, a =
51.19 (12.66) grados, MA = 55.06 (6.67) mm, G = 6,361 (1,700) dyn/cm?, y

LY6O = 2.71 (2.59) %. La media de los coeficientes de variacion entre

individuos, dentro de la misma muestra, y para el mismo individuo a las 12 h,
24h, y 7 dias de vida para los parametros de la TEG en potros sanos fueron:
R= 45.2/3.5/43.1%, K=58.7/5.3/28.7%, a =24.7/1.5/11.9%, MA=12.1/0.3/6.1%,
G=26.7/1.6/14.7%, y LY60=95.5/5.4/69.5%, respectivamente. LoOs potros
sépticos tuvieron mayores MA (p<0.001) y G (p<0.001) que los potros sanos y
enfermos no seépticos, cambios consistentes con hipercoagulacion. Las
correlaciones detectadas entre los parametros de la TEG y los valores
hematoldgicos y hemostaticos fueron débiles.

Conclusiones — Los parametros tromboelastograficos (Tiempo-R, Tiempo-K,
a, MA y G) aportan informacion adicional en la evaluacion de la coagulacién en
los équidos. En potros neonatos sanos, existe una gran variabilidad entre los
parametros de la TEG entre individuos y en el mismo individuo dentro de la
primera semana de vida; por consiguiente, es dificil establecer valores de
referencia en este grupo. Ademas, la TEG fue capaz de detectar
hipocoagulacién en aquellos caballos con colitis y con tiempos de coagulacion
(TTPa y TP) prolongados. La TEG también detecté cambios en la coagulacién
consistentes con hipercoagulacion en el grupo de potros neonatos sépticos.
Finalmente, las  correlaciones  encontradas entre los  valores
tromboelastograficos y las pruebas convencionales para la evaluacion de la

hemostasia (PLT, TTPa, TP, y FIB) fueron débiles en general.
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8b.-SUMMARY

Objectives.- To evaluate citrated recalcified (non-activated)
thromboelastography (TEG) variables and establish reference intervals in
healthy adult horses and healthy newborn foals. To assess TEG variables,
hematologic values and conventional coagulation profiles from horses with
colitis and suspected coagulopathies. To evaluate TEG variables, hematologic
values and conventional coagulation profiles from sick non-septic and septic
foals. Adittionally, to compare and establish correlations between TEG values
and conventional coagulation profiles.

Design — Prospective, observational. From August 2007 to June 2009.

Animals - 45 healthy adult horses, 18 healthy neonatal foals, 12 sick adult
horses with colitis and prolonged prothrombin time (PT) and/or activated partial
thromboplastin time (aPTT), 15 neonatal sick non-septic foals, and 17 neonatal
sick septic foals.

Material y Methods - Two citrated (3.2%) blood samples were submitted for
hemostatic evaluation using a TEG analyzer and a conventional coagulation
profile. Coagulation profile [PT, aPTT, PLT, Fib, and AT(only foals)] and citrated
recalcified whole blood TEG analysis [R-Time (R), K-Time (K), angle (a),
maximum amplitude (MA), G value (G), lysis at 60 minutes (LY60)] were
evaluated. In addition, signalment, presenting complaint, sepsis scores, blood
culture results, and outcomes were recorded from medical records in the sick
foals.

Main Results - ADULT HORSES: Mean values (SD) for TEG parameters in
healthy horses were: R = 10.4 (3.1) min; K = 3.5 (1.2) min; a = 46.3 (11.0)
degrees; MA = 55.6 (5.1) mm; G = 6429 (1341) dyn/cm?, and LY60 = 5.1 (2.4)
%. Mean coefficients of variation for inter-individual/intra-assay variability in
healthy horses were: R = 30.7/4.7%, K = 35.3/4.8%, a = 23.8/4.4%, MA =
9.3/1.4%, G = 20.8/3.4%, and LY60= 47.7/13.1%, respectively. Horses with
colitis and prolonged PT and /or aPTT had longer mean values for R (p<0.001)

and K (p<0.001), narrower mean a (p<0.001), decreased mean MA (p=0.001)

and smaller mean G (p=0.02); changes consistent with hypocoagulability.
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NEONATAL FOALS: Mean values (SD) for TEG variables in healthy neonatal
foals were: R = 11.82 (5.35) min, K = 3.06 (1.34) min, a = 51.19 (12.66)
degrees, MA = 55.06 (6.67) mm, G = 6,361 (1,700) dyn/cm?, and LY60 = 2.71
(2.59) %. Mean coefficients of variation for inter-individual/intra-assay/daily
variability in healthy foals were: R = 45.2/3.5/43.1%, K = 58.7/5.3/28.7%, a
=24.7/1.5/11.9%, MA = 12.1/0.3/6.1%, G = 26.7/1.6/14.7%, and LY60 =
95.5/5.4/69.5%, respectively. Septic foals had greater MA (p<0.001) and G
(p<0.001) than healthy and sick non-septic foals, changes consistent with

hypercoagulability. Weak correlations were detected between TEG variables
and hematologic or hemostatic values.

Conclusions - TEG variables (R-Time, K-Time, a, MA, and G) provide
additional information about the hemostatic system in horses. TEG has a high
interindividual variability in equine neonates, and also within the same individual
over the first week of life; therefore, reference values are difficult to establish in
this group. Adittionally, TEG was able to detect hypocoagulation in horses with
colitis and prolonged clotting times (aPTT y PT). It also showed changes
consistent with hypercoagulability in the neonatal septic foals group. Finally,
correlations between thromboelastographic variables and the conventional

hemostatic tests (PLT, aPTT, PT y FIB) were weak in general.
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