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Resumen

El test de generacion de trombina es una herramienta diagndstica que permite evaluar de forma global la hemostasia. En
los ultimos afios se ha avanzado técnicamente para lograr automatizar completamente dichos estudios con el fin de lograr
su estandarizacién y homogeneidad. En la actualidad estdn disponibles dos dispositivos, ST-Genesia® (Diagnostica Stago,
Asniéres-sur-Seine, France) y Ceveron® alpha TGA (Technoclone, Vienna, Austria) completamente automatizados. Se trata de
una herramienta muy versatil que ha demostrado su aplicabilidad clinica tanto en el campo de la didtesis hemorrdgica
evaluando el fenotipo hemorrdgico de los pacientes y la monitorizacion del tratamiento hemostatico, como en el campo de
la diatesis trombdtica siendo capaz de identificar el perfil de riesgo trombdtico no solo en trombosis venosa sino también
en riesgo cardiovascular y trombosis asociada a cancer. También se esta evaluando su papel en la monitorizacion del tra-
tamiento anticoagulante y el estado hemostatico de pacientes con cirrosis hepatica.
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Abstract

The thrombin generation assay (TGA) is a diagnostic tool that enables a global assessment of hemostasis. In recent years,
technical advances have been made to achieve full automation of these assays, with the aim of ensuring standardization and
consistency across studies. Currently, two fully automated devices are available: ST-Genesia® (Diagnostica Stago, Asniéres-
sur-Seine, France) and Ceveron® alpha TGA (Technoclone, Vienna, Austria). This is a highly versatile tool that has demons-tra-
ted clinical applicability both in the field of bleeding disorders — by assessing patients’ bleeding phenotypes and monitoring
their hemostatic treatment — and in thrombotic disorders, as it can identify thrombotic risk profiles not only for venous throm-
bosis but also for cardiovascular risk and cancer-associated thrombosis. Its role is also being investigated in the monitoring
of anticoagulant therapy and the hemostatic status of patients with liver cirrhosis.
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Introduccion

El test de generaciéon de trombina (TGA) es una
herramienta diagndstica avanzada disefiada para eva-
luar todo el proceso de coagulacién, con especial aten-
cion a la fase de generacion de trombina (GT). La
trombina, una enzima critica en la cascada de la coa-
gulacién, desempefa un papel fundamental en la for-
macion del codgulo sanguineo. EI TGA resulta
especialmente util para identificar y evaluar la funcio-
nalidad del sistema hemostatico en diversas situacio-
nes clinicas, que van desde los trastornos hemorragicos
hasta la trombofilia.

Desarrollo historico

El TGA ha evolucionado durante varias décadas
desde métodos manuales hasta técnicas automatiza-
das, desde su primera descripciéon en 1952 por
McFarlane y Bigg'. Inicialmente, el método consistia en
medir la GT en sangre total o plasma utilizando des-
encadenantes como el factor tisular (FT) o la cefalina,
empleando los tiempos de coagulacién para construir
una curva dosis-respuesta®. Este método era alta-
mente manual, requeria submuestreo y medicion dis-
continua, lo que implicaba la necesidad de operadores
experimentados y un tiempo considerable para realizar
los experimentos®#.

Entre 1970 y 1990, la comprensién del proceso de
coagulacion comenzd a orientarse hacia un abordaje
mas dinamico. Se introdujeron métodos automatiza-
dos, tales como el ensayo amidolitico, que utilizaba
sustratos cromogénicos para medir la GT, su produc-
cion total y su velocidad. Este avance permitié una
mayor precision y eficiencia en comparacion con los
métodos manuales®. Ademas, en 1986, Hemker intro-
dujo mejoras significativas, como la sustitucion del
fibrindgeno por sustratos cromogénicos sintéticos y
la incorporacién de software informatico para el ana-
lisis automatizado'. En las décadas siguientes, el
ensayo evoluciond aun mas, incorporando sustratos
fluorogénicos, lo que elimind la necesidad de des-fi-
brinacion y permitié su aplicacién en plasma rico en
plaquetas®.

A comienzos de los afios 2000, surgié un creciente
interés por la GT con el desarrollo de la trombografia
automatizada calibrada (CAT), que supuso un hito
importante. La CAT emplea sustratos fluorogénicos
para la medicién continua y calibrada de la GT y ofre-
cia una evaluacion integral de la hemostasia al captu-
rar las fases de iniciacién, propagacion y terminacion

de la coagulacién, con nuevos parametros como el
tiempo de inicio o lag time, el pico de trombina y el
potencial de trombina*®7,

En las ultimas décadas, la apariciéon de métodos
TGA completamente automatizados (tema central de
esta revisién) ha supuesto una mejora significativa y
un aumento del interés por esta técnica. En la actuali-
dad, el TGA sigue en plena evolucién, y se exploran
nuevos métodos, como la GT en sangre total, la CAT
de bajo volumen o tecnologias basadas en electroqui-
mica y fluorescencia para el monitoreo en tiempo real*.

Fundamentos de la TG: mecanismos
bioquimicos y diferencias con las
técnicas convencionales

La formacién de trombina es el evento central del
proceso de coagulacion. Implica varias etapas desde
su inicio, tras la interaccion del FT y el factor Vlla,
hasta la formacién del complejo protrombinasa y la
conversion subsiguiente de la protrombina en trom-
bina. Ademas, la trombina participa no solo en la con-
version del fibrinégeno en fibrina y en la activacion
plaquetaria, sino también en la activacién de vias inhi-
bitorias, como la activacién de la proteina C8. Lo que
hace al TGA especialmente interesante frente a las
pruebas hemostaticas clasicas, es que permite visua-
lizar toda la dinamica de este proceso, reflejando no
solo la produccién de trombina, sino también su degra-
dacion. Las pruebas de coagulacion tradicionales eva-
[tan Unicamente la fase de iniciacién y no reflejan el
equilibrio hemostatico completo®.

El TGA es capaz de representar este proceso tras la
formacién de trombina desencadenada por pequefas
cantidades de FT y fosfolipidos. La GT resultante, equi-
librada por la inhibicién de trombina que ocurre de
forma simultdnea en cuanto aparecen trazas de esta
enzima en el medio de reaccién, se monitoriza conti-
nuamente mediante sustratos cromogénicos o fluoro-
génicos especificos para trombina®.

La cinética de la reaccion de GT comprende 3 fases:
iniciacién, amplificacion y resolucién. En la primera, el
desencadenante permite reflejar la fase de iniciacion, la
cual puede inhibirse mediante el inhibidor de la via del
TF. El tiempo necesario para completar esta fase en el
TGA corresponde al tiempo de formacion inicial de
fibrina, o tiempo de coagulacién, en las pruebas rutina-
rias como el tiempo de protrombina (TP) o el tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPA), que requieren
solo trazas (~5% del total de trombina formada) y estan
disefadas para medir los eventos hasta la formacion
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inicial del coagulo. En la segunda, la fase de amplifica-
¢ion o propagacion, la conversion de protrombina sobre-
viene mas rapidamente que su inhibicion. Por ultimo, en
la fase de resolucidn, la conversion de protrombina se
ve superada por la accion de varios inhibidores presen-
tes en el plasma, tales como la proteina C activada

(PCA), la antitrombina (AT) y la alfa-2-macroglobulina.

A partir de la sefial dptica inicial medida en unidades

relativas de fluorescencia (RFU), se calcula la 12 deri-

vada para presentar una curva inicial de GT en RFU/min

a lo largo del tiempo. Un software especializado com-

para la actividad de la trombina con un estandar, traza

la curva de GT y determina los pardmetros clave que
describen el frombograma, expresando la cantidad de
trombina generada en nM a lo largo del tiempo (Fig. 1)>*.
El significado de los diferentes parametros que
caracterizan un trombograma es el siguiente:

- Tiempo de inicio (lag time): tiempo hasta la forma-
cién de las primeras trazas de trombina.

- Tiempo hasta el pico: tiempo necesario para alcan-
zar el pico maximo de trombina.

— Altura del pico: cantidad mdaxima de trombina
generada.

- Potencial enddgeno de trombina (ETP): cantidad
neta de trombina que puede generar el plasma, de-
pendiente de los factores procoagulantes y anticoa-
gulantes, representada por el area bajo la curva.

— Final de la cola (start tail): punto en el que la GT ha
finalizado y toda la trombina generada ha sido
inhibida.

— indice de velocidad: pendiente de la GT entre el lag
time y el tiempo al pico, que corresponde a la prime-
ra derivada de esa parte de la curva.

Ventajas del TGA totalmente automatizado
frente al semiautomatizado

Los sistemas de GT semiautomatizados suelen
requerir pasos manuales de preparacion, tales como
la mezcla de reactivos, la manipulaciéon de muestras y
la iniciacién del ensayo, seguidos de la medicion
mediante un fluorimetro u otro sistema de deteccion
similar. Este abordaje ofrece flexibilidad en la persona-
lizacion del ensayo, permitiendo a los investigadores
adaptar los reactivos y protocolos a las necesidades
especificas de cada estudio. No obstante, los TGA
semiautomatizados son mas propensos a la variabili-
dad debido a la manipulacién del operador, presentan
tiempos de respuesta mas prolongados y requieren
personal capacitado para garantizar la consistencia y
la exactitud®.

Ensayos automatizados de generacion de trombina

En cambio, los analizadores de GT totalmente auto-
matizados integran la preparacion de la muestra, la
manipulacion de reactivos, la iniciacion del ensayo y la
deteccién en un flujo de trabajo optimizado. Estos sis-
temas minimizan la intervencion humana, reduciendo
el riesgo de errores de pipeteo y la variabilidad entre
operadores, lo que mejora significativamente la repro-
ducibilidad y el rendimiento. Las plataformas TGA total-
mente automatizadas también proporcionan condiciones
de ensayo y analisis de datos estandarizados, lo que
facilita la comparabilidad entre ejecuciones y entre
laboratorios. Ademas, suelen incorporar interfaces faci-
les de usar y tiempos de procesamiento mas rapidos,
lo que las hace adecuadas para el uso clinico rutinario
y estudios a gran escala. Aunque el costo inicial de los
sistemas totalmente automatizados es mayor, sus ven-
tajas en consistencia, eficiencia y escalabilidad los
posicionan como la opcidn preferida para entornos cli-
nicos y de investigacion que requieren alta precision y
fiabilidad .

Lo que aporta el TGA totalmente automatizado al
TGA semiautomatizado es la implementacién del con-
trol de temperatura, la adicién de plasma de referen-
cia para normalizar los datos y el control de los
reactivos para evitar inconsistencias, garantizando
que los laboratorios puedan comparar resultados sin
discrepancias''.

En cuanto a la mencionada falta de estandarizacion,
varios grupos han realizado esfuerzos para homoge-
neizar y estandarizar esta técnica. En este contexto, el
Subcomité SSC de la ISTH sobre anticoagulante ldpico
(AL)/anticuerpos antifosfolipido publicéd sus recomen-
daciones para la medicién de la TG, proporcionando
indicaciones para el control de los factores preanaliti-
cos, analiticos y postanaliticos'.

Se recomiendan tubos de citrato a una concentra-
cion de 0,109 M. En cuanto a la muestra, se utiliza
preferentemente plasma pobre en plaquetas, con
menos de 10 x 10° plaquetas/L. Tras la centrifugacion,
la muestra debe procesarse en un plazo maximo de 4
horas o almacenarse a -80 °C o -20 °C'2. Para fines
clinicos, se deben emplear reactivos comerciales
estandarizados* 2.

El TGA debe realizarse siempre a 37 °C. Ademas,
se recomienda precalentar las muestras, los desen-
cadenantes y los sustratos durante al menos 10 minu-
tos'?. Algunos dispositivos, como el ST-Genesia®,
incorporan este precalentamiento y lo realizan
automaticamente.

Los dispositivos totalmente automatizados procesan las
muestras por triplicado, mientras que, para los métodos
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Figura 1. Curvas representativas de generacion de tromhina (TG) obtenidas con el analizador ST-Genesia. A: curva
de GT que muestra los principales parametros cinéticos: tiempo de inicio (lag time), tiempo al pico (time to peak),
altura del pico (peak height), indice de velocidad (velocity index), cola inicial (start tail) y potencial endégeno de
trombina (ETP), representado por el area bajo la curva. La linea azul representa la muestra en comparacion con un
plasma de referencia (area verde). B: la curva azul representa la GT en ausencia de trombomodulina (TM), mientras
que la curva marrén muestra el efecto inhibidor de la TM sobre la formacién de trombina, evidenciado por un pico

mas bajo y un ETP reducido.

Tabla 1. Comparativa entre las dos plataformas
totalmente automatizadas de TGA actualmente
disponibles

Método de deteccion  Fluorogénico ~ Cromogénico

Excitacién/emision 360/460 nm Absorbancia a ~405 nm

Tiempo de escaneo ~60 min ~30-60 min

Calibracion Interna Calibrador externo
(por pocillo)

Filtro requerido Si No

Volumen de plasma ~20 uL ~60-80 pL

TGA: ensayo de generacion de trombina.

manuales o semiautomatizados, se recomienda analizar
las muestras al menos por duplicado y, preferiblemente,
por triplicado'™2. Por Ultimo, se recomienda encarecida-
mente utilizar una muestra de plasma control para norma-
lizar los resultados y mejorar la comparabilidad'3.

Hasta la fecha, se han publicado varios estudios
sobre los rangos de referencia del TGA basados en el
método ST-Genesia®. Mientras que los estudios de
Ninivaggi et al., Calzavarini et al., Carlo et al. y
Kristensen et al. establecieron rangos de referencia en
individuos adultos'*", otros trabajos se han centrado
en definir rangos en poblacion pediatrica’® ™.

TGA totalmente automatizados
disponibles

En la actualidad, existen 2 plataformas de TGA total-
mente automatizadas: ST-Genesia® (Diagnostica
Stago, Asniéres-sur-Seine, Francia) y Ceveron® alpha
TGA (Technoclone, Viena, Austria). Sus diferencias se
resumen en la tabla 1. Ambas plataformas ofrecen
automatizacion completa incluidas dispensacién de
reactivos, calibracion y andlisis de datos. No obstante,
el ST-Genesia® esta disefiado exclusivamente para
TGA, mientras que el Ceveron® Alpha es un analizador
multiparamétrico que también realiza otras pruebas de
coagulacion.

El sistema de Technoclone se integra perfectamente
con sus analizadores de coagulaciéon Ceveron t100/
s100, anadiendo un médulo de TGA basado en fluo-
rescencia que permite realizar mediciones rutinarias y
de TGA a partir de la misma muestra de plasma, con
minima manipulacion y trazabilidad robusta. Ambos
sistemas registran la curva completa de GT a lo largo
del tiempo, aunque el tiempo exacto de escaneo puede
variar segun el protocolo y el reactivo desencadenante
utilizado.

Mientras que el ST-Genesia® emplea el principio CAT
con un sustrato fluorogénico, similar al CAT manual,
el Ceveron® alpha TGA utiliza un sustrato cromogé-
nico, que lo hace conceptualmente diferente de los
ensayos basados en CAT fluorogénico.
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En cuanto a los requisitos de filtros opticos,
el ST-Genesia® requiere filtros de excitacion y emision
para fluorescencia, mientras que el Ceveron® utiliza
fotometria de absorbancia y no necesita filtros espe-
ciales mas alla de los estandar.

Por ultimo, en términos de volumen de plasma reque-
rido, el ST-Genesia® utiliza un volumen de muestra
bajo, compatible con muestras pediatricas pequenas;
en cambio, el Ceveron® requiere un mayor volumen de
plasma, lo que puede representar una limitaciéon en
neonatos o estudios con volumenes reducidos.

Aplicaciones clinicas

Tal y como se menciond anteriormente, el TGA puede
ser util para detectar situaciones de hipo o hipercoa-
gulabilidad. Por ejemplo, en situaciones de hipocoagu-
labilidad, los pacientes presentaran un tiempo de inicio
o0 lag time y un tiempo al pico prolongados, asi como
una altura del pico, un indice de velocidad y un ETP mas
bajos?.

Las aplicaciones del TGA se han ampliado desde
su desarrollo, especialmente en el ambito de la medi-
cina personalizada. Esta tecnologia se ha evaluado
en multiples campos, incluyendo la investigacion en
hemostasia, el diagndstico clinico y la medicina
personalizada.

La presente revision se centrara en la evidencia rela-
cionada con los TGA totalmente automatizados.

Trastornos de la hemostasia y la
coagulacion

Una de las principales aplicaciones del TGA ha sido
la evaluacion del riesgo hemorragico en pacientes con
coagulopatias.

HEmoFILIA

Se ha demostrado que el TGA es util para identificar,
entre los pacientes hemofilicos con el mismo nivel de
factor, aquellos con un fenotipo hemorrdgico mas acu-
sado?®. Ademas, esta tecnologia ayuda a personalizar
la terapia sustitutiva en los pacientes con hemofilia, ya
que refleja el aumento de la GT tras el tratamiento?.
En este sentido, permite guiar la reposicion de factores
tanto en contextos quirdrgicos como no quirdirgicos®.

Otro escenario complejo en el que las pruebas con-
vencionales de hemostasia resultan ineficaces, y en el
que el TGA ha demostrado ser eficaz, es en el segui-
miento del tratamiento de pacientes con hemofilia que

Ensayos automatizados de generacion de trombina

han desarrollado un inhibidor. Estos pacientes presen-
tan un mayor riesgo hemorragico, que no es identificado
adecuadamente por las pruebas clésicas de coagula-
cion. Ademas, en muchos casos requieren terapia com-
binada con agentes by-pass y emicizumab, lo cual los
expone a un mayor riesgo trombético. El TGA puede
detectar estos cambios en el estado de coagulacién y
servir como herramienta valiosa para monitorizar el régi-
men terapéutico mas adecuado a administrar??.

DEFICIENCIAS DE FACTORES DE COAGULACION

Cuatro métodos de TGA diferentes —2 semiautoma-
tizados y 2 totalmente automatizados— demostraron ser
eficaces para diferenciar muestras con deficiencia ais-
lada de un factor de coagulacion de aquellas de indi-
viduos sanos, observandose solo discrepancias
modestas entre las plataformas'®.

TRASTORNOS HEMORRAGICOS NO DIAGNOSTICADOS

Un estudio reciente compard los sistemas ST-
Genesia® y CAT en pacientes con tendencia hemorra-
gica leve no diagnosticada mediante analisis de labo-
ratorio tradicionales. Se detectd un ETP disminuido en
el 62,7 y 69,5% de los casos, respectivamente, por lo
que los autores concluyen que la incorporacién del TGA
a las pruebas clasicas basadas en el tiempo de coagu-
lacién podria reducir el nimero de pacientes sin
diagnostico®.

TROMBOFILIA Y TRASTORNOS DE
HIPERCOAGULABILIDAD

El ST-Genesia® también ha sido evaluado en pacien-
tes con riesgo de trombofilia y otros trastornos de hiper-
coagulabilidad. Estas condiciones se caracterizan por
una mayor tendencia a formar codgulos sanguineos
anoémalos, lo cual podria provocar trombosis venosas
profundas, embolismos pulmonares o accidentes cere-
brovasculars. La cuantificaciéon de la GT ayuda a iden-
tificar el estado de hipercoagulabilidad en estos
pacientes, ofreciendo una visién mas detallada de su
estado hemostatico, mas alla de las pruebas tradiciona-
les como el TP o el TTPA?. Varios estudios han anali-
zado la capacidad del TGA para identificar pacientes en
riesgo de presentar un primer episodio o recurrencia de
tromboembolismo venoso (TEV), mostrando que un
ETP alto se asocia con el desarrollo de TEV; no obs-
tante, no se han identificado valores de corte
definidos®*.
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TROMBOFILIA HEREDITARIA

Los pacientes con deficiencias hereditarias de anti-
trombina (AT), proteina C o proteina S, resistencia a la
APC, mutacion del factor V Leiden o mutacién G20210A
del gen de la protrombina presentan una GT aumen-
tada, reflejada por un mayor ETP y una mayor altura
del pico?.

SinDrOME ANTIFOSFoLiPIDO (SAF)

Los pacientes con SAF suelen mostrar un tiempo de
inicio o lag time y un tiempo hasta el pico prolongados,
lo que indica una formacién retardada de trombina,
mientras que su ETP puede ser menor, similar o lige-
ramente superior al de individuos sanos. También se ha
observado de forma consistente una mayor resistencia
a la PCA en sujetos con SAF. Los individuos con AL sin
signos clinicos de SAF también presentan alteraciones
en la GT similares a las descritas en pacientes con SAF.
Una alta potencia del AL y un perfil antifosfolipido triple
positivo amplifican las diferencias en el lag time, el
tiempo al pico y, especialmente, aumentan la resisten-
cia a la APC, aunque no se observan cambios en el
ETP en ninguna de estas circunstancias®.

MONITORIZACION DE LA TERAPIA ANTICOAGULANTE

Los parametros del TGA se ven afectados por todos
los tratamientos anticoagulantes; en este sentido, esta
técnica representa una herramienta poderosa para eva-
luar su efecto, ayudar a personalizar el tratamiento y
optimizar la terapia antitrombdtica, limitando el riesgo
hemorrdgico®. En relacién con los antagonistas de la
vitamina K (AVK), Brocal et al. informaron que el ETP,
la altura del pico y el tiempo de inicio o lag time mos-
traron una alta correlacion con el indice internacional
normalizado (INR)?. Ademas, los pacientes tratados
con AVK ingresados en urgencias por sangrado presen-
taron valores de ETP més bajos que aquellos ingresa-
dos por otras causas, con un INR similar?*. En cuanto
a los anticoagulantes orales directos (ACOD), Metze et
al. demostraron que la generacién de trombina se man-
tiene reducida 12 horas después de la administracion
del farmaco?®’. Asimismo, el TGA se ha utilizado para
determinar el efecto anticoagulante residual en niveles
bajos del farmaco?®. Mientras que dabigatran aumenta
el tiempo de inicio, apixaban y rivaroxaban disminuyen
la altura del pico y el ETP. Ademas, los niveles plasma-
ticos de los ACOD no se correlacionaron con los para-
metros del TGA?*. Por Ultimo, en pacientes tratados

con heparina, el TGA mostrd valores de ETP més bajos
tras la administracién del farmaco frente a los valores
basales®’. No obstante, el TGA parece insuficiente-
mente sensible a concentraciones bajas de heparina de
bajo peso molecular?.

ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La trombina desempefa un papel clave en la fisiopato-
logia cardiovascular, y su generacion puede verse influida
por diversos factores como la aterosclerosis y otras afec-
ciones cardiovasculares. Berntorp y Salvagno demostra-
ron que los pacientes con infarto agudo de miocardio
generan trombina en mayor cantidad, mas precozmente y
mas rapido, lo que refleja un estado de hipercoagulabili-
dad. Ademas, propusieron que el TGA podria ser util para
guiar la terapia, intensificando el tratamiento en aquellos
con persistencia de una altura de pico elevada a lo largo
del tiempo®.

INVESTIGACION EN CANCER

Los pacientes con cancer presentan con frecuencia
un riesgo elevado de eventos trombdticos, en parte
debido a la actividad procoagulante del tumor. El riesgo
global de TEV es variable y cambia dinamicamente a lo
largo de la enfermedad. La generacién de trombina (TG)
se ha investigado como posible biomarcador de trom-
bosis asociada al cancer, asi como indicador pronds-
tico de progresion de la enfermedad?>°,

En relacion con la trombosis asociada al cancer, el
estudio Vienna Cancer and Thrombosis mostré que
aquellos que desarrollaron TEV presentaron niveles
elevados de altura de pico, un area bajo la curva mayor,
un indice de velocidad més alto y un tiempo al pico y
tiempo de inicio mas cortos. Al comparar los cuartiles
de pico de trombina, los del cuartil superior tuvieron un
mayor riesgo de trombosis durante el seguimiento.
A los seis meses, la probabilidad de desarrollar una
TEV fue del 11% en el cuartil superior frente al 4% en
los de pico mas bajo®'. Asimismo, Norris et al. desarro-
llaron y validaron la puntuacion Thrombogyn, capaz de
predecir la apariciéon de TEV en pacientes con cancer
ginecoldgico dentro de los 24 meses posteriores a la
estadificacion del cancer. El rendimiento de esta pun-
tuaciéon mejord al incluir tanto el ETP como el Dimero D%,

Entre las neoplasias hematoldgicas, se han publicado
estudios en mieloma multiple (MM) y leucemia linfoblas-
tica aguda (LLA)%*-%, Recientemente, un grupo espaol
demostrd que los pacientes con MM recién diagnosti-
cado muestran una mayor generacion de trombina
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frente a controles sanos®. Generan un pico de trombina
mas alto, en menos tiempo y con resistencia a la inhi-
bicién por trombomodulina (TM). También se observd
una disminucion significativa del indice de veloci-
dad (tras 1 ciclo) y de la altura del pico (tras 4 ciclos),
junto con un aumento de la sensibilidad a la TM (tras
4 ciclos), indicativo de una reduccién de la hipercoagu-
labilidad posterior al tratamiento®. Los nifios
con LLA presentan un mayor riesgo de TEV durante la
terapia de induccion, sin que estos eventos sean pre-
decibles mediante pruebas convencionales de coagu-
lacion. De manera notable, en aquellos que desarrollaron
complicaciones trombdticas, Betticher et al. demostra-
ron un ETP significativamente mayor en etapas tempra-
nas (dias 8-12), mucho antes de presentar clinica®.
Tras la administracion de asparaginasa pegilada, se
han descrito valores de ETP ain mas altos y una menor
inhibicién de la GT mediada por TM?.

CIRROSIS HEPATICA

En un estudio publicado por Talon et al, ST
Genesia® detectd que, en general, los pacientes con cirro-
sis presentaban un fenotipo hipercoagulable (ETP ele-
vado) en presencia de TM¥. Ademas, Brodard et
al. encontraron que mediciones mas altas de rigidez
hepatica se correlacionaban con un aumento de la GT y
con resistencia a la TM®. Es notable que los parametros
de ST-Genesia® mostraron una correlacion mas fuerte
con la rigidez hepdtica que los obtenidos con ensa-
yos CAT, lo que sugiere que ST-Genesia® podria identifi-
car de manera mas eficaz un estado procoagulante en
pacientes cirréticos®. Finalmente, otro estudio informo
que la inhibicién de la GT mediada por TM estaba signi-
ficativamente disminuida en pacientes con cirrosis hepa-
tica en comparacién con donantes sanos, y también en
los pacientes Child-Pugh B y C en comparacién con
los Child-Pugh A%,

INVESTIGACION EN TROMBOINFLAMACION

Investigaciones recientes han destacado la compleja
interaccidon entre trombosis e inflamacién, conocida
como tromboinflamacion. En pacientes con COVID-19,
los estudios que evaluaron el TGA han mostrado resul-
tados dispares. Algunos demostraron una generacion
de trombina hipercoagulable, mas pronunciada en los
pacientes mas graves“®, mientras que otros informaron
que el TGA no pudo predecir la supervivencia ni los
eventos trombdticos en pacientes hospitalizados*'.
Finalmente, se ha descrito una menor inhibicién del

Ensayos automatizados de generacion de trombina

ETP mediada por TM en pacientes con sindrome
post-COVID en comparacién con controles sanos*?.

Ventajas y limitaciones de esta nueva
tecnologia

Ventajas

El TGA ofrece una vision mas holistica del proceso
de coagulacién en comparacion con las pruebas estan-
dar, reflejando tanto las actividades procoagulantes
como anticoagulantes como consecuencia de un estado
de hemostasia desequilibrado, lo que lo hace util en el
diagndstico de diversos trastornos. Representa mejor la
hemostasia in vivo que las técnicas tradicionales®.

La automatizacion garantiza que los resultados
sean comparables entre distintos centros y facilita
la estandarizaciénde las técnicas. Actualmente, los
TGA son faciles de usar y accesibles, requiriendo
pocas habilidades. Ademas, esto hace que los méto-
dos sean mas accesibles para los laboratorios rutina-
rios, y no solo para la investigacion®.

Cuando se incorporan en la practica clinica, pueden
ayudar a personalizar los tratamientos tanto en trastor-
nos hemorragicos como trombaticos.

Limitaciones

Hasta la fecha, existe una falta de estandarizacion,
no solo en los reactivos y protocolos, sino también en
la variabilidad preanalitica, aunque la ISTH y los fabri-
cantes estan realizando grandes esfuerzos para resol-
ver este problema*1%12, Ademas, las variaciones en las
técnicas y reactivos pueden dificultar la interpretacion
de los resultados, ya que la presencia de inhibidores o
activadores de la coagulacién puede diferir',

Conclusiones

El TGA es una herramienta poderosa para evaluar
la funcién de la coagulacion de manera integral.
Ofrece informacidn valiosa, especialmente en pacien-
tes con trastornos complejos de coagulacién o bajo
tratamiento anticoagulante. Aunque presenta claras
ventajas en términos de sensibilidad y profundidad de
informacion, su complejidad, costo y la necesidad de
conocimiento especializado pueden limitar su uso
generalizado. A medida que mejoren la tecnologia y
la estandarizacion, se espera que el TGA se integre
progresivamente en la practica clinica, mejorando los
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abordajes diagndsticos y terapéuticos de los trastor-
nos de la coagulacion en los proximos afnos.

Sumario
A. Aplicaciones clinicas

A.1- El TGA permite detectar alteraciones de la coa-
gulacion no evidentes en las pruebas convencionales
y orienta el tratamiento individualizado, AQ10 AQ11
especialmente en pacientes que requieren agentes
bypass o emicizumab. Recomendacion: El TGA puede
utilizarse para la evaluacion del riesgo hemorragico en
pacientes con hemofilia, incluidos aquellos con
inhibidores.

A.2- El TGA puede poner de manifiesto alteraciones
en el potencial de trombina no identificables mediante
pruebas tradicionales, mejorando asi el rendimiento
diagndstico. Recomendacion: El TGA puede emplearse
en la evaluacion de trastornos hemorrdgicos diagnos-
ticados y no diagnosticados.

A.3- EI TGA proporciona informacion detallada sobre
la dindmica de generacion de trombina, como el
aumento del ETP y la resistencia a la APC, lo cual con-
tribuye a la estratificacion del riesgo. Recomendacion:
El TGA puede utilizarse en la valoracion de estados de
hipercoagulabilidad en el contexto de trombofilia, favo-
reciendo la estratificacion del riesgo.

A.4- EI TGA con trombomodulina (TM) presenta una
correlacién superior con la rigidez hepatica y permite
detectar resistencia a la TM, un marcador de riesgo
protrombotico. Recomendaciéon: EI TGA puede
emplearse para evaluar el estado de coagulacion en la
cirrosis hepatica, con especial atencién al componente
mediado por TM.

B. Automatizacion y estandarizacion

B.1- Estos sistemas disminuyen el error humano,
aumentan la reproducibilidad y facilitan una interpreta-
cion estandarizada de los datos. Recomendacion: Se
recomienda emplear, con prioridad, dispositivos de
TGA totalmente automatizados en el ambito clinico.

B.2- Las condiciones estandarizadas permiten la
comparacion intercentros. Recomendacion: Utilizar
preincubacion, analisis por duplicado/triplicado y plas-
mas de control para mejorar la robustez del ensayo.

B.3- El procesado y la preparacion estandarizados
de las muestras reducen la variabilidad intralaboratorio
y mejoran la fiabilidad de los datos. Recomendacion:
Seguir las directrices de la ISTH relativas al control de

calidad preanalitico y analitico, incluyendo PPP y tubos
con citrato.

C. Consideracion global

C.1- El TGA permite monitorizar tanto la actividad
procoagulante como la anticoagulante, aportando una
vision integral del equilibrio hemosta-
tico. Recomendacion: El TGA puede considerarse un
nuevo ensayo global de la coagulacion en la practica
del laboratorio clinico para la evaluacion de la
hemostasia.

Grupo de generacion de trombina: L. Baére de Faria-
Ricca-Gongalves, C. Aguilar-Franco, N. Vilalta-Sepo,
M.D. Llobet-Lorente, A. Marco-Rico, D.J. Gongalves-
Ferreira, S. Pereira-Borges-Lopes, J.B. de Barros-Soeiro
Mariano-Pego, P. Marco Vera, A. Bernardo-Gutiérrez, A.
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Marcellini-Antonio, J.M. Bastida-Bermejo, S. Ortegdn-
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