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Escuela de Bioanalisis. Universidad La importancia de la medicion de los niveles de fibrindgeno radica en que éstos se alteran en
Central de Venezuela una gran cantidad de patologias, tales como la coagulacion Intravascular diseminada CID,
Yacelli Bustamante enfermedades cardiacas isquémicas, procesos inflamatorios, etc. Existen diferentes métodos
Escuela de Bioanalisis. Universidad para su determinacién, entre estos tenemos el método gravimétrico, clauss, tubidimetricos,

Central de Venezuela inmunoldgicos y el método Derivado del Tiempo de Protrombina dPT, éste es empleado

ampliamente por equipos automatizados. El objetivo de este trabajo fue comparar los valores
de Fibrinbgeno obtenido por el método dPT con el método de referencia, en individuos sanos y
en pacientes que tienen el Tiempo de Protrombina alargado, como es el caso de los pacientes
anticoagulados orales, y de esta forma evaluar la precision y exactitud del método y establecer
si el mismo puede ser recomendado como método de rutina. Se estudiaron muestras de 30
individuos aparentemente sanos y 85 pacientes anticoagulados por via oral, con diferentes
grados de anticoagulacion, reflejados en la razon internacional normalizada-INR, por el método
gravimétrico o de referencia y el método dPT. El analisis estadistico de los resultados, se
determind realizando pruebas paramétricas y no paramétricas utilizando el programa SPSS
12.0. Se realizé la prueba T con el objeto de estimar la exactitud del método dPT, dicho andlisis
arrojo diferencias significativas entre ambos métodos (p<0.05) , de igual manera se estimé la
precision del método dPT a traves de un analisis de varianza revelando diferencias (p<0.05)
entre ambos métodos en las poblaciones estudiadas. CONCLUSION: No es recomendable el
uso del método dPT en el laboratorio de rutina tanto en individuos aparentemente sanos como
en pacientes anticoagulados oralmente.

Palabras Claves:Métodos para fibrindbgeno, método derivado del PT, determinacion de
fibrinbgeno

Title
Comparison of fibrinogen values obtain by the method derived from Prothrombin Time (dPT)
with the gravimetric reference method

Abstract

Fibrinogen levels are altered in several diseases, such as: disseminated intravascular
coagulation (DIC), ischemic heart disease, and inflammatory processes, therefore its accurate
determination being very important. There are different methods for its determination, the
gravimetric method, Clauss, turbidymetric, immunological and dPT, this is widely used by
automated equipment. The aim of this study was to compare the values of fibrinogen obtained
by the method derived from prothombin time (dPT) to those obtained by the reference method
in healthy individuals, and in patients who have prolonged PT as is the case in oral
anticoagulation patients, and thus evaluate the accuracy of the method and establish whether it
can be recommended as a routine method. We studied samples from 30 apparently healthy
individuals with no history of bleeding or thrombotic tendency and 85 patients on oral
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anticoagulation, with different degrees of anticoagulation as shown by the INR, the gravimetric
method (reference methods) and the dPT. Statistical analysis of results showed significant
differences between both methods (p <0.05). When we estimated the precision of the dPT
through an analisis of variance, differences between both methods were revealed (p<0.05) in
the population studied. CONCLUSION: It is not advisable to use the method derived from the
PT in clinical laboratories in apparently healthy individuals and in orally anticoagulated patients.

Key Word
Fibrinogen methods, derived from Prothrombin Time method, Fibrinogen determination

Comparacion de los valores de fibrin6geno obtenidos por el método derivado del
tiempo de protrombina (dPT) con el método de referencia gravimétrico

Introduccién

El fibrindgeno es una glicoproteina presente en el plasma, sintetizada por las células del
parénquima hepatico, que participa en la hemostasia, especificamente estabilizando la
agregacion de las plaquetas activadas, y como precursor del coagulo de fibrina. Los estudios
bioquimicos y funcionales, realizados con fibrinbgeno aislado, han permitido establecer el
caracter multifuncional de esta proteina de peso molecular de 340 Kd, que contiene un 3% de

hidratos de carbono™, cuya concentracion normal es de 200-400 mg/dl y concentracion minima

requerida para una hemostasia eficiente es de 60-100 mg/dl. @ g fibrinbgeno es un reactante
de fase aguda y sus niveles pueden elevarse en relacion a una diversidad de variables
fisiologicas y condiciones inflamatorias (TABLA 1).

FIBRINOGENO ELEVADO FIBERINOGENO DISMINUIDO
EDAD AFIBRINOGENEMIA
SEXO HIPOFIBRINOGENEMILA
ESTACIONES ENFERMEDAD HEPATICA
EMBARAZO DESCOMPENSADA
ANTICONCEPTIVOS ORALES HEPATITIS VIRAL
MUJER POST-MENOPAUSICA clD
REACCION DE FASE AGUDA HEMODILUCION
CIGARRILLO
EJERCICIO AGUDO
MALIGNIDAD DISEMINADA

TABLA 1.- Factores fisiologicos, patclogicos y de estilo de vida que afectan los niveles
de fibnndgeno(3)

La importancia de la medicion de los niveles de esta proteina radica en el hecho de que ésta se
altera en una gran cantidad de patologias y su determinacién permite deteccion y monitoreo de
estas afecciones que pueden comprometer la vida del paciente. Un bajo nivel plasmatico de
fibrindgeno esta asociado con riesgo aumentado de sangramiento. En la afibrinogenemia hay
una severa disminucion de la sintesis hepatica de fibrinbgeno, con niveles plasmaticos
practicamente indetectables, la cual origina una diatesis hemorragica, con tiempos de
coagulacion prolongados y funcién plaquetaria anormal. En la hipofibrinogenemia, los niveles
circulantes de fibrindgeno, muestran una reduccion leve a moderada y los pacientes pueden
estar asintomaticos o tener problemas hemorragicos. En la disfibrinogenemia existe una funcién
anormal del fibrinbgeno, de esta manera los ensayos inmunolégicos muestran discrepancia con
los métodos funcionales para medir dicho parametro. El fibrinbgeno es utilizado ademas para
monitorear la coagulacion Intravascular diseminada (CID), en la que se producen depdsitos de

fibrina y/o plaquetas dentro de los vasos sin finalidades hemostaticas™”. Durante esta patologia
se observa un cuadro hemorragico debido en parte, al consumo de factores de la hemostasia,
entre los que se encuentra el fibrinbgeno; esta proteina tiende a disminuir durante este
proceso, ya que se genera una activacion anormal de las proteinas de la coagulacion,
produciéndose asi pequefios trombos a lo largo de los vasos sanguineos. Concentraciones
elevadas de fibrindgeno son también clinicamente relevantes; siendo la proteina plasmatica
mas abundante, una pequefia elevacion en los niveles de la misma puede tener un gran impacto
en la viscosidad del plasma, y de esta manera modificar la reologia de la sangre. Un aumento

de la viscosidad del plasma, ha sido asociada con el riesgo aumentado al tromboembolismo®.
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En afios recientes una gran variedad de estudios prospectivos ha mostrado que los niveles de
fibrinbgeno son predictores de una diversidad de eventos cardiovasculares. A razon de lo antes
expuesto, es importante que para esta gran variedad de patologias puedan ser supervisadas a
partir de los valores de la concentracion de fibrinbgeno, se cuente con metodologias que
puedan evaluar los niveles de esta proteina y que nos permita obtener resultados confiables y
reproducibles. En la actualidad existen diferentes métodos para su determinacién basados en
diferentes principios y que miden del fibrinbgeno diferentes caracteristicas propias de su
naturaleza, entre ellas su condicion como proteina, el hecho de ser el Unico factor coagulable,
asi como también sus propiedades antigénicas. Entre las primeras técnicas usadas y que en la
actualidad es la metodologia de referencia, se encuentra el método gravimétrico que se basa
en convertir el fibrinbgeno en fibrina, mediante la adicioén de cloruro de calcio y/o trombina. Una
vez que el coagulo se ha formado se seca, se pesa y se deduce la concentracion de
fibrinbgeno segun el peso del coagulo y el volumen del plasma utilizado, sin embargo este es un

método que consume mucho tiempo por lo que es raramente requerido en la practica clinica

@ Entre otras metodologias se encuentra el método funcional de Clauss, este mide el tiempo
de coagulacién de un plasma diluido al agregarle una cantidad estandarizada de trombina, lo
que quiere decir que posee una concentracion baja en fibrinbgeno que actiia como sustrato, y
una alta concentracién de trombina, esto lo hace muy sensible a cambios en la concentracién
de fibrindbgeno, pero relativamente insensible a los cambios de concentracién de trombina,
siendo entonces los tiempos de coagulacién inversamente proporcional a la concentracion de
fibrinbgeno. Este método permanece como metodologia de rutina para la investigacion y
monitoreo del tratamiento de desérdenes de sangramiento con bajas concentraciones de

fibrin6geno plasmético.(4)(5) También existen los llamados métodos turbidimétricos y métodos
inmunoldgicos, el primero mide la cantidad de fibrinbgeno que precipita por accion de sales
como sulfato de amonio o sulfito de sodio, se determina turbimétricamente a una longitud de
onda determinada y se compara con el grado de turbidez producida por un patron tratado en
iguales condiciones que el plasma , mientras que en el segundo, se detectan determinantes
antigénicos relacionados con el fibrinbgeno, en presencia de anticuerpos anti-fibrin6geno,
deteccion que se realiza por nefelometria, inmunoelectroforesis o metodologias tipo Elisa.®
Actualmente una de las metodologias disponibles y frecuentemente empleada es el método
Derivado del Tiempo de Protrombina (dPT), este no mide directamente la concentracion de
fibrinbgeno, pero la calcula a través de una curva de coagulacion a partir del PT en
coaguldmetros foto-6pticos, esta determinacion la realiza midiendo la diferencia de la luz
dispersada al final de la reaccion y antes de la transformacién de fibrindbgeno en fibrina, esto
proporciona los valores de la curva de calibracion que son correlativos con la cantidad de
fibrinbgeno presente en la muestra. Los ensayos derivados del PT son ampliamente usados,
debido a que son menos costosos y ademas no afiaden un costo adicional al generado por el
Tiempo de Protrombina. Sin embargo diferentes estudios han demostrado que sus resultados
varian ampliamente con los analizadores y reactivos, mostrando discrepancias con los ensayos
de tiempo de coagulacion para muestras con niveles de fibrindbgeno altos o bajos. Tomando en
cuenta que este parametro es calculado a partir de la cinética de coagulacion que presenta
otra prueba de laboratorio como es el Tiempo de Protrombina, que puede estar alterado a su
vez en una serie de condiciones entre las que cabe mencionar deficiencias de algun factor de la
coagulacion o el tratamiento con anticoagulantes orales, se decidid comparar los niveles
obtenidos de fibrinbgeno por esta metodologia ampliamente usada en nuestros laboratorios con
la metodologia de referencia, en el caso de pacientes bajo tratamiento con anticoagulantes
orales.

Objetivos

General: Comparar los valores de fibrinbgeno obtenidos por el método derivado del PT con los
valores de fibrinbgeno obtenidos a través del método gravimétrico o de referencia, en personas
aparentemente sanas y en pacientes que se encuentran bajo tratamiento con anticoagulantes
orales.

Especificos: Evaluar la exactitud de los valores de fibrinbgeno obtenidos con el método
derivado del PT en individuos normales y en pacientes bajo tratamiento anticoagulante oral.

Determinar la precisién de los valores de fibrindgeno obtenidos con el método derivado del PT
en personas normales y en pacientes bajo tratamiento anticoagulante oral.

Establecer si el método derivado del PT puede ser recomendado como método de rutina para
la determinacion de la concentracion de fibrinbgeno en pacientes bajo tratamiento de
anticoagulantes orales.

3de9 26/01/2010 11:04 a.m.



Vitae http://vitae.ucv.ve/index_pdf.php?module=articulo_pdf&n=4053&rv=90

Materiales y métodos

Se conformaron dos muestras de pacientes: 30 individuos aparentemente sanos sin
antecedentes de haber padecido trastornos hemorragicos y/o trombdéticos, estudiantes de la
Escuela de Bioandlisis de la Universidad Central de Venezuela; y 85 pacientes con
antecedentes tromboéticos que se encontraban bajo tratamiento con anticoagulantes orales, con
niveles de anticoagulacion dentro del rango esperado (INR entre 2 y 4) y con niveles por
encima y por debajo de dicho rango, todos ellos pacientes que acudieron a la consulta de
trombosis del Banco Metropolitano de Sangre del D.C. y edades similares al grupo control. A
cada uno de ellos se le extrajo sangre venosa, utilizando como anticoagulante el citrato
trisédico 0,109M en proporcion de 1 volumen de anticoagulante por 9 volimenes de sangre;
posteriormente se centrifugaron las muestras de sangre a 1500 g por 15 min con el fin de
obtener plasma pobre en plaquetas. En todos los casos descritos anteriormente, previo a la
toma de muestra se explicé a las personas acerca del alcance de la investigacién y se le
suministrd para su firma el debido consentimiento informado.

Metodologias: Todas las muestras fueron procesadas por duplicado utilizando ambas
metodologias de estudio. Para la realizacion de la técnica de fibrinbgeno derivado del tiempo
de protrombina se empled el equipo ACL 100 de la casa IL, para su funcionamiento se
siguieron las recomendaciones del fabricante de reactivos; para su calibracion se utilizd el
calibrador suministrado por la casa comercial y cada dia era chequeada la reproductibilidad de
la metodologia a través de un control comercial igualmente suministrado por la compafiia
fabricante de los productos. En relacion al método de referencia o gravimétrico: Un mililitro de
plasma pobre en plaguetas se hizo coagular con la adicion de 1 ml de cloruro de calcio 0,025M,
luego de 30 minutos de incubacion a 37 grados centigrados, se procedio a la remocion de la
fibrina formada con la utilizacién de varillas de vidrio. Posteriormente el coagulo se lavé en agua
destilada, se separ6 de la varilla, se secé y se colocé en acetona por 10 minutos para su
deshidratacion. Por Ultimo se pesé y se dedujo la concentracién de fibrinégeno. Para pesar los
coagulos se utiliz6 una balanza analitica d=0,1 mg. Explorer Chaus. USA, dicha balanza fue
previamente calibrada y chequeada por el Fondo de Desarrollo Metroldgico adscrito al Servicio
Auténomo Nacional de Normalizacién, Calidad, Metrologia y Reglamentos Técnicos
(SENCAMER), organismo encargado por el estado para las calibraciones metroldgicas. El
analisis estadistico de los resultados se realizd con el programa SPSS 12.0 y Hoja de Calculo
en Excel, todos bajo ambiente Windows. Se utiliz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
verificar la normalidad de los diferentes grupos en estudio. Seguidamente se utilizaron dos
herramientas estadisticas para medir la exactitud y precision del método a investigar,
realizando la Prueba T de Student para la exactitud y la prueba Anova para medir precision.

Resultados y discusién

Los resultados de la concentracion de fibrinbgeno determinada por los métodos en estudio se
obtuvieron de los dos grupos, el primero comprendia 30 individuos aparentemente sanos sin
antecedentes de haber padecido trastornos hemorragicos y/o tromboticos, y un segundo grupo
de 85 pacientes que se encontraban bajo tratamiento con anticoagulantes orales, los cuales se
agruparon a su vez en tres subgrupos en base a el nivel del INR, que comprendian a 33
pacientes con INR < 2,00, 50 pacientes con INR de 2,00 a 4,00 y 2 pacientes con INR > 4,00.
Con respecto a este ultimo subgrupo, los resultados obtenidos se excluyeron del estudio
debido a que se considerd de bajo interés estadistico el tamafio muestral, ya que se hizo muy
dificil obtener muestras de pacientes anticoagulados orales con un rango por arriba de los
valores de INR terapéutico. En la Tabla 2, se resume en estadisticos descriptivos, los valores
obtenidos de fibrinbgeno en individuos aparentemente sanos y en pacientes anticoagulados
oralmente, realizados por el método derivado del PT y el método gravimétrico.
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Tabla 2. Indicadores descriptivos de los valores de Fibrindégeno en
individuos sanos y en pacientes anticoagulados orales realizado por el
Método Derivado del PT y el Método Gravimeétrico

Concentracion de fibrinogeno (g/L)
ESTADISTICO IAS TPETA
FDPT FR FDPT FR
Media 34073 2.B060 4 4786 35774
Des_vialniﬂn + 07336 +0 4771 +12529 +0 8573

IAS= Individuos aparentemente sanos, TPBTA= Total de pacientes anficoagulados.
PBTA FDPT= Fibrindgeno Derivado del PT FR= Fibrindgeno de Referencia

Al observar los resultados obtenidos entre los dos grupos se observd que los valores de los
indicadores descriptivos conseguidos por el método derivado del PT son mayores que los del
método de referencia, diferencia que puede evidenciarse al observar los Grafico 1 y Grafico 2.
En ambos Graficos se observa que los valores de fibrinégeno obtenidos por el método derivado
del PT son sobreestimados con respecto a los valores de fibrinbgeno obtenido por el método
de referencia. Estas diferencias son mas notorias en pacientes bajo tratamiento anticoagulante
que en individuos aparentemente sanos.
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Grafico 1. Fibrindgeno Derivado del PT (g/L) vs Fibrinogeno referencia (g/L) en
individuos aparentemente sanos
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Grafico 2. Fibrinégeno Derivado del PT (g/l) vs Fibrinégeno referencia (g/L) en

pacientes anticoagulados orales
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METODO

Con la intencion de conocer la normalidad de las distribuciones de datos, se aplicé la prueba
Kolmogorov-Smirnov, para decidir el uso de estadistica paramétrica o no paramétrica en las
sucesivas comparaciones. En la Tabla 3 se presentan los resultados del p valor obtenido.
Segln esto, todos los grupos presentan un p>0,05 lo que nos indica que se ajustan a esta
condicion de normalidad, permitiendo de esta forma aplicar las pruebas paramétricas en esta
investigacion.

Tabla 3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov aplicada a los diferentes grupos

en estudio
p Valor
PACIENTES n FDPT FR
IAS 30 0363 0 895
TPETA 85 0.306 0.692
PEBTAINR < 2,00 33 0.961 0.699
PETAINR 2,00 a4,00 50 0.238 0.994

n= Numero de mmdividuos, IAS= Indwiduos apareniemente sanos, TPBTA= Total de pacientes
aticoagulados, PBTAINR < 2 = Pacientes anticoaguulados con INR<2  PBTAINR 2ad =
Pacientes anticoaguulados con INR de 2 a4 FDPT= Fibsindgeno Denvado del PT FR=
Fihaindnieno de Refarsncia

Para comparar ambos métodos se empleo en primer término la prueba t, con el objeto de
estimar la exactitud del método derivado del PT comparado con el método gravimétrico de
referencia. En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos al comparar el fibrinbgeno por
ambos métodos en todos los grupos de individuos de este estudio.
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Tabla 4. Fibrinogeno Derivado del PT (g/L) vs Fibrinégeno
referencia (g/L) en individuos y pacientes en estudio, por
diferente métodos estadisticos

p Valor
ESTADISTICO PBTA IAS
INR <2,00 INR 2,00 a 4,00
Prueba T 0,000 0,000 0,000

n= nimero de Individuos, IAS= Individuos aparentemente sanos,
PBTA=Pacientes bajo tratamiento anticoagulante, INR=Razon
Internacional Normalizada

Para todos los grupos de individuos de este estudio (individuos aparentemente sanos,
pacientes anticoagulados con INR <2,00 y pacientes anticoagulados con INR entre 2,00 a 4,00)
se obtuvo un p=0,00, lo que significa que existe diferencia estadisticamente significativa entre
los resultados obtenidos por ambos métodos (p<0,05). Esta diferencia habla de la inexactitud
de la determinacion de fibrindgeno derivado del PT por el equipo ACL 100 con respecto al
fibrinbgeno determinado por el método de referencia en individuos aparentemente sanos y en
pacientes anticoagulados con INR menor a 4,00. Sucesivamente, utilizamos Anova con el objeto
de estimar la precision del método derivado del PT comparado con el método de referencia. La
Tabla 5 resume nuestros resultados.

Tabla 5. Fibrinogeno Derivado del PT (g/L) vs Fibrinogeno
referencia(g/L) en individuos y pacientes en estudio, por
diferente métodos estadisticos

p Valor
ESTADISTICO PBTA IAS
INR <2,00 INR 2,00 a 4,00
Anova 0,000 0,052 0,000

1A S= Individuos aparentemente sanos, PBTA= Pacientes bajo
tratamiento anticoagulante, INR=R az6n Internacional Normalizada

Para los grupos de individuos aparentemente sanos y pacientes anticoagulados con INR <2,00
se obtuvo como resultado un p=0,000, por lo que el Fibrinbgeno derivado del PT revela
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto a la variabilidad del
fibrinégeno calculado por el método de referencia, lo que hace pensar que ademas de inexacto
el fibrinbgeno derivado del PT es poco preciso, al ser comparado con el método de referencia
en individuos aparentemente sanos y en pacientes anticoagulados con INR menor a 2,00. En
pacientes anticoagulados con INR entre 2,00 a 4,00 obtuvimos un p=0,052, revelando que no
existia diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre ambos métodos (Tabla 5), pero
al encontrarse el valor estadistico justo en el valor critico, se puede considerar que el método
posee poca precision, ademas de ya haber sido declarado como inexacto. Este estudio
coincide con los resultados obtenidos por A. Chitolie y colaboradores, Sobas y colaboradores y

por P. Llamas y colaboradores®’® en el cual llegaron a la conclusion que en el grupo de
pacientes tratados con anticoagulantes orales existia una diferencia significativa entre los dos
métodos utilizados para la determinacion de Fibrinégeno, conclusién a la cual se llegd porque
los andlisis demostraron que el método derivado del PT sobreestimaba la concentracion de
Fibrinbgeno en comparacion con el método de Clauss, que aunque no es el método de
referencia para la determinacion de Fibrindgeno es el método que se usa de rutina en los
laboratorios clinicos, encontrando de esta forma resultados similares a los obtenidos en este
estudio. A pesar del grado de acuerdo encontrado entre este estudio y el de investigaciones
gue lo precedieron, se tuvo discrepancia con respecto a los resultados que ellos obtuvieron en
relacion a la determinacién de fibrinbgeno en individuos aparentemente sanos, donde
encontraron que si existia en ese caso buena correlacion entre ambos métodos, mientras que
en este estudio los resultados fueron diferentes. Contrario a los resultados gue ellos obtuvieron,
en este estudio se observé una falta de exactitud y precision del método derivado del PT con
respecto al método de referencia en ambas poblaciones estudiadas, lo que hace incluso
suponer que ese comportamiento del método en estudio es propio del principio empleado para
la determinacion del fibrinégeno y de ninguna manera parece ser el resultado de la alteracién
de la prueba de base (tiempo de protrombina).

Conclusiones: Un método ideal para medir la concentracion de fibrinbgeno debe
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caracterizarse por ser exacto, preciso, sensible y especifico. Para que de esta manera se
pueda garantizar que los resultados emitidos a un paciente sean de calidad y reflejen su
condicion real de salud, y aportar al clinico datos confiables para establecer un diagnostico,
monitoreo y seguimiento de alguna enfermedad de base que presente. Mediante este trabajo
se compard uno de los métodos mas usado en los laboratorios clinicos actualmente para
determinar la concentracién de fibrindgeno como es el método derivado del PT con respecto al
método de referencia, basandose principalmente en su nivel de exactitud y precision, se
demostré que el primero con respecto al segundo es un método inexacto e impreciso, tanto
para individuos aparentemente sanos sin antecedentes hemorragicos ni tromboticos, asi como
en pacientes que se encuentran bajo tratamiento de anticoagulantes orales con diferentes
estados de anticoagulacién; por lo que concluimos que no recomendamos que sea utilizado en
el laboratorio de rutina sin restricciones, ya que no proporciona una medida confiable en los
niveles de fibrindgeno
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NOTA: Toda la informacién que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines académicos y de actualizacion
para estudiantes y profesionales de la salud. En ninglin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento de un médico.
Ante cualquier duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.
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