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INTRODUCCION

El mantenimiento de Qn estado normal y funcional de todos
los tejidos depende de: la circulacidén normal de 1la sangre,
un balance entre los fluidos intravasculares ¥ extravasculares
del cuerpc y la preservaciédn de una concentracidédn normal de

los componentes de los fluidos corporales.

La hemostasia es el proceso mediante e] cual se detiene

el sangrado de un vaso sanguineo., Por este proceso la sangre

se mantiene fluida dentro de los vasos, previniendo ademas la
pérdida excesiva de sangre en caso de lesibén de los mismos.

Para cumplir estas funciones el organismo reqguiere de la inter

accidén intima de tres componentes que son: vasos sanguineos,

células sanguineas y plasma. La importancia relativa de cada
componente hemostatico varia en las distintas especles y en
el hombre depende del vaso ‘sanguineo involucrado (1,2)..

El sangrado de vasos pequefios dafiados (a:teriolas precapi
lares, capilarés y vasos postcapilares) normalmente se detiene
por la interaccidn espontdnea de la pared vascular y las pla-
quetas y posteriormente por la formacidn de un coiagulo.

Cuando un vaso sanguineo ha sido dafiado, la pared vascular
.se contrae y las plaquetas circulantes se adhieren a las fi
bras de colagena expuestas. Entonces las

plaquetas liberan
varias sustanclas,

incluyendo difosfato de adenosina (ADP),
el cual promueve la adhesidén y agregacidn de plaquetas adicio
nales y la produccidn de factor 3 plaquetario, que es esencial

para el funcionamiento del sistema intrinsecc de 1la coagulg

cibén del plasma; sigue una agregacidn irreversible secundaria,

ayudada por la trombina, con una liberacidn adicional de facto

res plaquetarios. Por Gltimo el tapdn de plaquetas es reforzado

por el coégulo de fibrina; la trombostenina, otro producto de



la agregacidn plaquetaria, causa la retraccidén del coagulo de
fibrina (3).

La formacidén de fibrina juega un papel importante no
s6lo en la hemostasia, sino también en: la respuesta inflamato
ria, mecanismos de defensa contra infeccidn bacteriana y 1la
curacién de heridas. Pero, por este mecanismo que siempre estéa
listo para entrar en accién, el organismo corre el riesgo de
la acumulacidn de microdepdsitos de fibrina, los cuales cons-
tituyen un peligro potencial: la trombosis.

En contraparte a este peligro potencial, esta el sistema
fibrinolitico, el cual destruye los depdsitos de fibrina. A
este respecto la formacidén de fibrina puede ser considerado
un mecanismo fundamental de reparacidén del tejido lesionado
y la fibrindlisis su antitesis fisioldgica. Por lo tanto exis-
te un balance entre la coagulacidén y la fibrindlisis en 1la
hemostasia, y cualquier excesc o deficiencia en los componentes
de alguno de estos sistemas podria traer como consecuencia la
aparicidén del evento trombdtico y/o hemorragico (4).



Mencionar las alteraciones del sistema fibri-
nolitico relacionadas a la trombosis.

Describir las pruebas de labecratorio comunmen
te disponibles para detectar estas alteracio-~
nes, asi como las ventajas y limitaciones de
dichas pruebas.



I. GENERALIDADES

I.A. EL MECANISMO DE LA COAGULACION

La coagulacidén involucra una serie de conversiones enzimi
ticas de precursores inactivos de proteasas a proteasas acti-
vas. Cuando el factor X es activado por cualquiera de las dos
vias: la extrinseca, activada por los tejidos (4,5) o la in-
trinseca, por contacto de superficie, este factor junto con
el factor V activado (6); el calcio y el factor 3 plaquetario,
convierten la protrombina a trombina (7,8); entonces la trombi
na convierte el fibrindgeno a mondmeros de fibrina y también
autocataliza la reaccidn intrinseca induciendo la activaciédn
de los factores VIII y V: enseguida de la formacidén de 1los
monémeros de fibrina, el factor XIII activado une esos mondme-—
ros solubles para formar un polimero insoluble; ésta es 1la
estabilizacién de la fibrina (9,10).
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I.B. MECANISMO DE CONTROL DE LA COAGULACION

Como otros procesos fisioldgicos, la coagulacidn de la
sangre estd controlada por varios mecanismos inhibitorios dise
flados para limitar la extensidn de las conversiones enzimaticas
y la posible diseminacidn del proceso, restringiendo la coagu
lacidén a un sitio especifico.

a) El primer mecanismo 1o constituye el endotelioc vascular
intacto, que es la Unica superficie no trombogénica verdadera
(11), ya que las plaquetas no pueden adherirse a éste para ini
ciar la secuencia hemostatica. Una superficie no trombogénica,
ademas de ser compatible con las plaquetas, debe ser compati-
ble con el sistema de coagulacién del plasma (12). La compati
bilidad de una superficlie no trombogénica con el sistema de
coagulacién del plasma ha sido explicada por el hecho de que
la ruta extrinseca (activada por los tejidos y agui se habla
del endotelio vascular, que es un tejido) de la coagulacidn
no se dispara por medio de los factores XII y XI; otro aspecto
de 1la no trombogenicidad puede ser la capacidad de la superfi
cie de tomar parte en la inhibicién de enzimas activadas de
la coagulacidén (11).

b) El1 segundo mecanismo lo constituyen los inhibidores
fisioldgicos, que acthan sobre sustancias coagulantes y de los
cuales la AT III es el inhibidor principal. -

Los inhibidores de la coagulacidén son los siguientes:

i) ACTIVACION NO PROTEOLITICA DE LOS FACTORES XII y VII

Aunque la coagulacidn sanguinea es el resultado de una
secuencia proteolitica, es importante hacer notar que la etapa
de iniciacidén en ambas vias (intrinseca y extrinseca) sobre
la lesidbn, es la "activacidén no proteolitica" del factor XII
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y el factor VII por la coligena y el factor tisular réspecti-
vamente, donde éstos dos Gltimos parecen ser totalmente inertes
hacia otras proteinas coagulantes y de este modo pueden estar
Qistribuidos ampliamente sin riesgo de activacidn no especifi
ca de otras proteinas (13).

ii) EL FACTOR Xa COMO INHIBIDOR

Una vez activada la via extrinseca, el producto de 1la
reaccidn, el factor Xa, primero activa al factor VII y subse-
cuentemente destruye su actividad, limitando con eso su propia
formacidén (13).

iii) LA TROMBINA COMO INHIBIDOR

La enzima trombina, ademds de su capacidad de convertir
el fibrindgeno a fibrina y activar al factor XIII, tiene 1la
capacidad de aumentar temporalmente la actividad de los facto-
res V y VIII, seguida de la destruccidén inmediata de dicha
actividad (13).

iv) REQUERIMIENTOS ESTEQUIOMETRICOS

La formacidén de los diferentes complejos depende de una
estequiometria precisa, que requiere de una concentracién épti
ma de cada componente para una funcidén adecuada. La reduccién
en la concentracidn de alguno de los componentes da como resul
tado una activacidén inadecuada, asi como un exceso, ocasionaria
una sobreactivacidén (14,15).

v) GENERACION DE PROTEINA C ACTIVADA
La trombina activa a la proteina C (un factor dependiente
de la vitamina K descublerto recientémente) la cual inactiva



los factores V y VIII (16,17,18,19,20,21,22,23) y estimula la
liberacién de activador del plasmindgeno por la célula endote-

lial (24), limitando de esta manera la coagulacidén y promovien
do 1a fibrinélisis (25).

vi) LA ANTITROMBINA III

La antitrombina III (AT III) es el inhibidor principal
de 1la coagulacidén sanguinea. Este inhibidor controla la activi
dad de las proteasas involucradas en la secuencia intrinseca
de 1la coagulacidén (26) inactivandolas al formar con ellas un

complejo irreversible bloqueando de esta manera el sitio activo
de las mismas. '

La AT IIT inactiva a la trombina y al factor Xa (27,28),
a los factores IXa, XIa, XIIa (29) vy a la calicreina (2)}.

vii) PRODUCTOS DE DEGRADACION DE LA FIBRINA

Los productos de la fibrinédlisis funcionan como inhibido-
res, al interferir en: 1) la conversidén del fibrindgeno a fi-
brina (por bloqueo de 1la reaccidn trombina-fibrindégeno), 2)
la polimerizacidn de la fibrina, 3) la funcidn plaquetaria (30).
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viii) EL SISTEMA FIBRINOLITICO

La formacién de fibrina estd ascciada con la activacién
del sistema fibrinolitico, que previene l1la formacidén indefini
da de algin coagulo (3,31).

La fibrinélisis es una parte basica del mecanismo hemosta
tico y esti disefiada para controlar el depbésito de fibrina en
el sistema vascular y en los tejidos. Cuando la trombina actia
sobre el fibrindgeno, la fibrina se precipita y queda deposita
da como un polimero. Este depdsito de polimero estd regulado
parcialmente por el sistema fibrinolitico, que actha sobre la
proteina insoluble y la rompe en fragmentos solubles (32).
Este proceso de solubilizacidn de la fibrina es el mecanismo
fibrinolitico o sistema plasmindgeno-plasmina.

El sistema plasmindégeno-plasmina tiene cuatro componentes

principales: plasmindgeno, plasmima, activadores e inhibido
res (33).

La enzima‘responsable de la lisis es la plasmina, la cual
es derivada de su precursor inactivo el plasminégeno; la plas-
mina tiene especificidad para diferentes sustratos tales como
el fibrinégeno, el factor VIII y el factor V (34), pero es pre
ferentemente especifica para la fibrina. La fibrina es esencilal
para el mecanismo de 1la fibrinélisis porque provee una superfi
cle especial que permite que la conversidn plasminédégeno-plasmi
na, proceda con inteferencia minima de las antiplasminas. El
plasmindégenc y el activador del plasmindgeno se unen selectiva
mente a la fibrine y reaccionan sobre la superficie de la fi-
brina para formar plasmina, la cual actia directamente sobre
la fibrina. Esta interaccidn ocupa los sitios activos de 1la
plasmina y los deja imposibilitados para la interaccidn y neu-
tralizacidén por 1las antiplasminas. La participacién especial
de la plasmina por lo tanto protege a la plasmina de las anti-
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plasminas. Si la plasmina se forma aparte de la superficie de
la fibrina esta plasmina es expuesta inmediatamente a las anti
plasminas y es inhibida.

Si se genera un exceso de plasmina esta pasari fuera del
ambiente "protegido' de la fibrina y dentro de la circulacidn
general, donde en circunstancias normales es inmediatamente
contenida y neutralizada por ias antiplasminas. De esta manera
las antiplasminas ayudan a limitar la actividad fibrinolitica
a la regién donde se encuentra el tapén hemostatico o el trom
bo (35,36,37).
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MECANISMO DE DISOLUCION DE LA FIBRINA

Cuando se ha formado el codgulo sanguineo, el factor XIIla
une 1a»antip1asmina—alfa2 a la fibrina (38,39), la plasmina
que se produce en €l plasma es inactivada instantédneamente por
la antiplasmina-alfa2 Yy eliminada de la circulaciédn como un
complejo inactivo plasmina—antiplasmina—alfa2;

enseguida del
contacto con la fibrina,

el complejo inhibidor de la plasmina
se disocia y la plasmina queda libre para digerir a la fibrina.

La plasmina actla sobre la fibrina insoluble Yy la degrada a

fragmentos, solubles 1llamados productos de degradacidén de 1la
fibrina (FDP) (40,41).
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Secuencia de la conversién del fibrindgeno a los fragmen-—
tos Dy E por la plasmina. El peso molecular aproximado de cada
fragmento estéd entre paréntesis.
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ACTIVADORES FIBRINOLITICOS

El plasmindgeno puede sSer activado a plasmina mediante
un proceso proteolitico semejante al de la formacidn de otras

enzimas a partir de sus precursores inactivos por varios activa

dores diferentes; de los distintos activadores del plasminbge-

no 1os mejor conocidos son:

a) La urocinasa, una enzima proteolitica sintetizada por

el rifibn y encontrada en la orina normal; la urocinasa convier

te directamente el plasmindgeno a plasmina por protedlisis.
Se ha obtenido una forma precursora de la urocinada semejante
a la aislada de la orina y la cual es una molécula de cadena
sencilla; se encontrd que la lisis por este precursor llamado
activador del plasminégeno tipo urocinasa de cadena sencilla
(scu-PA) o pro urocinada (pro-UK) es mas efectiva y especifica
que con la UK‘y tiene la ventaja de que su activacidn se limi
ta -al sitio de un codgulo; esto puede explicarse por un’
meéanismo de activacidn que depende bajo condiciones fisiolégi
cas, de la unidédn de 1la fibrina a la plasmina,
del coagulo estd acompafiada  por una pequefia
pro-UK a UK (42,43).

¥y gque la lisis
activacibébn de

b) Activadores provenientes de diferentes tejidos (44,45)
Casi todos los tejidos producen activadores (46) pero el

mAs importante de estos tejidos es el endotelio de los vasos

sanguiheos, que es el productor principal del activador del

plasminégeno, al cual se le llama activador del plasminbgeno

de tipo tisular t-PA (47,48).

c) Productos bacterianos

1) La estreptocinasa (producida por los estreptococos

hemoliticos-beta), una enzima no proteoiitica, pri

mero forma un complejo con el sustrato (plasminbge-
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no) o con la eﬁzima misma (plasmina). Esto di como

resultado un activador que convierte el plasmindge
no a plasmina.

La estafilocinasa (producida por 1los estafilococos)

realiza la conversidén por un mecanismo semejante
al de la estreptocinasa.
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REGULACION DE LA FIBRINOLISIS

La regulacidn de la fibrindlisis bajo condiciones fisiold

gicas parece que ocurre a cuatro niveles distintos: 1) a nivel

2) a nivel
de plasmina activa (antiplasminas) (33,3%), 3) la trombina y
4) el factor XIIIa. ’

de activacién del plasmindégeno {antiactivadores),

1)} ANTIACTIVADORES

A pesar de las dificultades técnicas, existe buena eviden
cia de que el plasma humano contiene sustancias capaces de
inhibir l1a activacién del plasminégeho (33,3%,49). Las células
endoteliales humanas liberan dos formas de inhibidor especifi
co del activador del plasmindgenc: una forma activa que réapida

mente se une a los activadores del plasmindgeno y una forma

inactiva ¢ latente que no +tiene actividad de antiactivador

pero ia cual puede ser activada por desnaturalizacidn (50).

2) ANTIPLASMINAS

a) La mayor actividad de antiplasmina en el plasma se

debe a 1la a.ntiplasmina-—alfa2 de accidén rapida, que ha sido

identiTicada como el inhibidor principal de plasmina (15). Ade

mis de la inactivacién inmediata de la plasmina, la antiplasmi

né—alfaz interfiere con la adsorcidn del plasmindgeno a la fi-~

brina, haciendo a ésta Gltima menos susceptible a la lisis por

plasmina, 1o que representa una inhibicién eficiente (36,38,51).

b) La macroglobulina—alfa2 es la responsable de innhibir

la actividad de la plasmina que excede la capacidad de inhibi-

cidén de 1la antiplasmina—-alfa2 disponible ¥y en presencia de.

.concentraciones normales de estas dos antiproteasas, ningin

otro inhibidor de proteasa del plasma tiene importancia en 1la
inhibicidén de 1a plasmina.
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3) LA TROMBINA ‘

Otro papel de control de 1la actividad fibrinolitica 1lo
ejerce la trombina al disminuir la actividad fibrinolitica en
células endoteliales humanas. De este modo la trombina, ademas
dehép papel en la coagulacibén, puede pfoteger a los coagulos
de la lisis prematura al aumentar la cantidad de un inhibidor
fibrinolitico especificb. que es el inhibidor del activador
del plasminégeno (PA-I) (52,53).

- 4) EL FACTOR XIIIa
Se ha encontrado que el factor XIITa, ademids de participar
en la polimerizacién de la fibrina, tiene también efecto sobre

.1a actividad fibrinolitica al unir la antiplasmina-alfa, a la

fibrina contribuyendo a la resistencia de 1la fibrina2 a la’
fibrindlisis. Pero se ha mostrado que la reaccidn de unidén eé
reversible y se sugierg la posibilidaa de que la AP--alfa2 po-
dria ser liberada de la fibrina in vivo al romperse el equili-
brio de la reaccibébn de unidn AP—alfaz-fibrina y que la libera

cibébn daria como resultado una trombolisis acelerada (54).

I.C. TROMBOS1S

La trombosis es la obstruccidédn parcial o total de un vaso
sanguinss por la formacidn de un trombo.

Un trombo es una masa o depdsito formado a partir de los
constituyentes sanguineos en un sitioc particular sobre la pared
interior de un -vaso sanguineo o del revestimiento del corazédn.
Los trombos puédén ocurrir en cualquier parte de la circula-
cién: en las arterias, venas, capilares y céamaras del cora-.
z6é6n (85).
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I.D. HEMOSTASIA Y TROMBOSIS

Cuando la sangre ha sido removida del cuerpo forma rapida
mente un coagulo a menos que se tomen medidas especiales para
mantener su fluidez. Una masa de esta sangre coagulada se lla-
ma codgulo cuando se forma en un recipiente de laboratorio,
por ejemplo un tubo de ensaye (56), la sangre también coagula
en una serie de situaciones diferentes; los vasos sanguineos
dafiados dejan escapar sangre dentro de sus espacios tisulares
circundantes, pero en la mayoria de los individuos sanos este
sangrado (o hemorragia) se detiene eventualmente por la forma-
cidén de sangre coagulada en el sitio lesionado, a los coagulos
que se forman bajo esas condiciones se 1les llama tapones
hemostaticos.

Los coagulos sanguineos se forman también en vasos sangui

neos que no han sido dafiados notablemente; a los coagulos que

se forman en esos sitios se les llama trombos. En contraste

a los tapones hemostaticos, los cuales son necesarios para

prevenir la pérdida de células sanguineas y plasma, los trom-—
bos bloquean el flujo sanguineo a las Aareas abastecidas por

el vasc trombosado y entonces deja de reaiizarse cualquier
funcidn Gtil (56).
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II ENFERMEDADES ASOCIADAS A TROMBOSIS
INTRODUCCION

EVIDENCIA CLINICA DE LA ASOCIACION ENTRE LAS ANORMALIDADES
SANGUINEAS Y LA TROMBOSIS

Las anormalidades asociadas a 1la trombosis caen dentro
de dos categorias: a) anormalidades transitorias y b) anormali
dades de larga duracibén (57).

a) Las anormalidades <transitorias ocurren: 1) como una

respuesta de fase aguda al trauma o inflamacidén 6 2) como un
reflejo especifico de la activacidén de la coagulacidn sanguinesa
o de la funcién plaquetaria.

b) Anormalidades de larga duracién, que pueden ser de dos

tipos: 1) hereditarias 0 2) en asociacidén con una enfermedad

o desorden crdnico; se ha reportado que estas anormalidades

estan asociadas con trombosis recurrente o idiopatica (57).

De estas anormalidades, aunque estan relacionadas con el

proceso trombético, s610 en algunas situaciones se ha estable-

cidoe una relacidén causal clara,
la defiencia de AT IIX.

una de estas situaciones es

II.A. DEFICIENCIA DE AT III.

La AT III Jjuega un papel muy importante en el sistema de
defensa fisioldgico contra la trombosis, apoyado por muchos
estudios clinicos que han indicado una asociacidn cercana de
niveles bajos de AT III en el plasma, con estados hipercoagula

bles o alta incidencia de desordenes tromboembdlicos (58).
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Pueden darse varias situaciones de deficiencia de AT IIT
y éstas son:

a) DEFIENCIA HEREDITARIA

El primer caso de deficiencia congénita de AT III en el
plasma fue descrito por Egeberg en 1965; desde entonces, ha
ido aumentando el numero de reportes acerca de familias afecta
das por esta deficiencia.

La edad promedioc de los sujetos examinados por Matsuo (2¢°
oscilé de los 16 a los 44 afios con 5 meses y la distribucia:
dé sexo fue dominante para los varones (la proporcidén vardn-—
mujer fue aproximadamente 2:1), encontrandose niveles dismi
nuidos de AT III (27,58).

Sin embargo los resultados de 1los reportes analizados
sugieren que la mitad de las personas en las familias con defi
ciencia congénita de AT I1I, la cual se presenta como un rasgo
autosémico dominante (26,27), tuvieron deficiencia de este
inhibidor y que cerca de la mitad de esas personas deficientes
tuvieron episodios trombdéticos, lo que significa que la defi-
ciencia de AT III no siempre induce trombosis. Por lo tanto,
hay factores adicionales que pueden estar presentes y que
pueden inducir trombosis en personas deficientes de AT III (59).

AT ITI ANORMALES .

La heterogeneidad de las deficiencias congénitas heredadas
de AT II1 se ha puesto en evidencia al describirse el caso de
diferentes familias trombofilicas con deficiencia funcional
heredada de AT III, que tuvieron actividad baja de AT III pero
concentracién normal de este inhibidor en el plasma (60,61).
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Un modelo de la molécula de AT ITI.

(De Petersen y cols.
1979).

La secuencia primaria de la

AT III ha sido reportada por
Petersen y cols. La molécula es

una glicoproteina de cadena
sencilla compuesta de 425 aminoacidos y 4 residuos de carbohi-
drato; hay 3 puentes de disulfuro.

21

i HhAy \s4. (M) 425

También se ha descrito el caso

de un paciente con. una.
AT III la cual tuvo un defecto en el

sitio de ‘unidén serina y
por lo tanto una capacidad deficiente en la unidén e inhibicidn
de la trombina y del factor Xa (62).

b) DEFIENCIA ADQUIRIDA

Se han encontrado estados de deficiencia de AT I1II

en
otras situaciones clinicas, tal es

2l caso d2 paclientes hospi-

talizados que sufrieron cirugia, particularmente los que se
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encontraban en culidado intensivo y en los cuales la deficiliencia
fue un rasgo frecuente; también los pacientes con infecciones

bacterianas postoperatorias presentaron niveles de AT IIT
disminuidos notablemente (63,64)

El significado posible de la deficiencia de AT III induci
da por cirugia para el desarrollo de DVT, especialmente en pa-

cientes con infecciones bacterianas, todavia tiene que ser de-
mostrado.

I11.B. ENFERMEDAD RENAL

Los hallazgos en el examen histolégico de los rifiones de
pacientes con glomerulonefritis suglieren que 1la coagulacidn
intravascular local juega un papel importante en el progreso
de la enfermedad renal; en esos pacientes la presencia de un
estado hipercoagulable sistémico puede contribuir al deterioro
de la funcién renal y puede estar asociada con una alta inci-
dencia de complicaciones trombdticas (65,66).

Ademds se ha reportado una alta incidencia de fendmenos

tromboembélicos en pacientes con sindrome nefrdtico estableci
do (67,68).

II.C. ENFERMEDAD HEPATICA

El papel del higado sano y enfermo en la coagulacién.
El higado sano juega un papel central en la coagulacién

sanguinea y la fibrindlisis. Los factores de 1la coagulaciébn,
componeéntes fibrinoliticos y 1los

se sintetizan en el hepatocito.

inhibidores de las enzimas

Los defectos cuantitativos y
cualitativos en la sintesis de los factores de la coagulacién

(70), asi como 1la produccidn inadecuada de los inhibidores de
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la coagulacidn y fibrindlisis (71), pueden ser el resultado
de una enfermedad hepatocelular.

Ademas de su funcidn de sintesis, el higado elimina de
la circulacidn factores de la coagulacidén activados. Estos me-—
canismo de depuracidén hepitica también pueden estar afectados
en situaciones de enfermedad, permitiendo la circulacidn de
factores activados, activadores fibrinoliticos y productos de
degradacidén de la coagulacién. La insuficiencia hepética tam
bién da com¢ resultado defectos cualitativos y cuantitativeos
de las plaquetas.

Para apreciar la naturaleza de las anormalidades asociadas
con la enfermedad crénica del higado se evalud la actividad
de las plaquetas, el fibrindgenc .y el plasmindgeno y los resul
tados reflejan la capacidad reducida del higado cirrdtico de
aumentar la sintesis de proteinagi(72).

II.D. DESORDENES VASCULARES
Enfermedad de Behcet

Desde que Behcet describidé en 1937 un proceso inflamato-
rio sistémico con diferentes manifestaciones principalmente
en la piel, las mucosas y la capa pigmentada posteriof del
iris, se han considerado numerosos factores etioldgicos como
importantes para el inicio de la enfermedad. Aunque la etio-
logia todavia es incierta, ahora se acepta generalmente que
el mecanismo patoldgico de este desorden involucra la. pared
vascular la cual es afectada sisteméticamente (74).

La supresién del sistema fibrinolitico es un fendmeno bien
conucido en pacientes con enfermedad de Behcet sin considerar
si ellos presentan complicaciones trombéticas. Este hallazgo
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ha sido relacionado con la produccidén disminuida y/o liberacidn
disminuida de activadores del plasmindgeno por el endotelio

vascular, las que estan consideradas como factores contribuyen

tes en el tromboembolismo venoso ¥y la trombosis arterial (40,

73). Por lo tanto, los datos obtenidos por Schmitz y Knop apo-

yan la suposicién de que una disfuncidén mids extensa del endote

lic vascular es la razén de las ancormalidades hemostaticas

encontradas en la enfermedad de Behcet (74). A

Ademds, en los estudios llevados a cabo por Mettinger y
Egeberg en pacientes con enfermedad cerebrovascular isquémica,
s¢ sugiere que la fibrinédlisis defectucsa en una prueba de
oclusién venosa, en la mayoria de los casos con un contenido
normal de activadores del plasmindégeno en la pared vascular,
reflejan una funcién de liberacién interrumpida (75).

1I.E. HIPERLIPIDEMIA

Entre las numerosas causas de la trombosis, la hiperlipi-
demia estéd considerada como una condicién particulafmente im
portante porque esta asociada con un estado hipercoagulable
y puede conducir a la aterosclerosis (76,77). Se ha estudiado
el mecanismo de la formacién de trombos en la hiperlipidemia
Yy los resultados sugieren que estos trombos se formen probable
mente como resultado de la hiperfuncién plaquetaria (78,79).

Los estudios recientes del papel de las plaquetas en la
coagulacién sanguinea han mostrado que las plaquetas pueden
disparar la coagulacidn intrinseca por dos rutas alternas:.
1) protegiendo de la accidén de los inhibidores del plasma a
factores de la coagulacidn asociados a ellas y 2) catalizando
las reacciones de coagulacidén intrinseca sobre la superficie
plaquetaria para formar fibrina (35).
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Por otro lado se ha encontrado que los perdxidos de lipi .
dos tienen efecto inhibitorio sobre la actividad derla AT XIII;
‘de esta manera la peroxidacién de los lipidos ha sido reconoci
da como un factor en la patogénesis de varias enfermedades y
es posible que la inhibicidén local de la AT III por estos
perdéxidos contribuya al desarrollo de un evento trombético (80).

En resumen, los impedimentos principéles para ia formacidn
de trombes son: 1los inhibidores de la coagulacidén del plasma
y €l sistema fibrinolitico, y los defectos de esos componentes
también pﬁeden romper el balance que existe entre las fuerzas
procoagulantes y antitrombéticas y conducir a la trombosis (81).
Los causantes de los transtornos'en el sistema de control de
la coagulacién han sido encontrados entre los inhibidores y
componentes fibrinoliticos y como ejemplos estén las deficien-
cias de 1la antitrombina I1I, plasminégenos que se convierten
pobremente a plasmina (82,83,84) y fibrindgenos gque muestran
una tendencia a formar trombos al coagular lentamente, siendo
estos trombos no susceptibles a la lisis por la plasmina (85,
86,87,88). ’ |

pesar de los avances en el laboratorio de coagulacidn sanguinea
Yy en 1a_hemostasia clinica, la etiologia de 1la trombosis ha
quedado indefinida en la mayor parte de' los casos.

Hasta anora la trombosis ha sido muy poco cntendida. A

En general, hay tres factores primarios (838) que contribu
yen a la formacién de un trombo y son: ’

a) cambios en el flujo sanguineo
b) cambios en la sangre circulante
c) cambios en la pared vascular
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Cambios en el flujo sanguineo

Con respecto a los cambios en el flujo sanguineo, se sabe
muy poco al considerar la estasis y la iniciacidn de la forma
cidén del trombo. La hipdtesis més conocida acerca de porque
el fluje sanguineo alterado conduce a la formacién de trombos
propone gque durante el periodo de estasis, espécialmente en
las bolsas valvulares venosas, ocurre la activacién de los fac
tores XII, XI y IX y la formaciédn subsecuente de los trombos.
Sin embargo, no hay prueba de que esto sea determinante para
la-mayoﬁia de los casos de‘estasis h'2 trombosis{ es muy bproba-
ble que esta hipdétesis sea sb6lo una de muchas alteraciones po
tenciales en la coagulacidn, y ia funcidn plaquetaria que lle
ven a la formacién de trombos en el aspecto de la estasis sis-

témica.

Cambios en la sangre circulante

Los camblos en la sangre circulante estén bien definidos
antes y después de la trombosis; sin embargo, no se sabe con:
certeza el significado de muchos de estos cambios. La mayoria
de estos cambios son muy dificiles de considerar porgue han
sido medidos después-del hecho {(la trombosis). A conkinuacién
se mucstrra una serie -de camblos en la sangre circulante que
podrian, tedricamente, conducir a la trombosis.

. a) Adhesién plaguetaria aumentada

b) Factores de la coagulacién aumentados

c) Inhibidores de la coagulacidbédn disminuidos
d) Actividad fibrinolitica disminuida

‘e) Inhibidores fibrinoliticos aumentados

£) Lipidos aumentados
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a) Se ha reportado que la adhesién plaquetéria aumentada
se detecta en muchos individuos con aterosclerosis. Sin embar
go hay controversia de si existe correlacidn entre la adhesién
plagquetaria aumentada y la incidencia actual de trombosis cli-
nica. La Unica conclusidén que puede obtenerse es que este
cambic es un factor predisponente importante en la trombosis,
especialmente cuando estéd acompafiado de otros cambios en 1la
coaguiacién. AGn falta evidencia de que la adhesidén plaqueta-
ria aumentada cause actualmente trombosis clinica.

También los cambios en 1los factores de la coagulaciédn
circulantes estan bien documentados en relacién a la trombosis
y en situaciones que conducen a 1la trombosis. A menudo se
notan los factores de la c¢oagulacidn aumentados en la etapa
postoperatoria, en la enfermedad cerebrovascular isquémica y
en la trombosis aguda. Sin embargo, comc el hallazgo de 1la
adhesién plaquetaria aumentada, muchos aumentos en los factores
de la coagulacidén que han sido descritos han sido medidos
después del hecho y por lo tanto -el significado de estos ha-
llazgos no se entiende con claridad. Los factores de la coagu
lacidén que se encuentran mas comunmente aumentados, en 1los
desordenes mencionados arriba son: el fibrindgeno, factor VIII,
factor V y el factor VII (80).

Debe recalcarse sin embargo, que hay muy poca correlacién
entre cualquier factor de la coagulacidn individual aumentado
y el desarrollo de la trombosis clinica (69,91,92).

Los inhibldores de la coagulacidén se encuentra disminui
dos en muchos desordenes asociados con la formacidén de trombos,
especificamente la AT III. Algunos de estos desordenes son
familiares con trombofilia hereditaria en los cuales hay una
disminucidén heredada en la AT III. Estos pacientes comienzan
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comunmente a sufrir trombosis venosa profunda extendida en sus
afios de adolescencia y necesitan tratamiento de por vida. En

la mayoria de los desordenes asociados con la trombosis aguda,
"1a AT III se ha encontrado disminufda; sin embargo ésta ha
sido medida después del hecho y no se entiende si esto ha juga
do un papel etioldéglico o se debe simplemente al consumo durante
el proceso de coagulacién. En general, los pacientes postopera
dos presentan niveles disminuidos de AT III, pero no se sabe
todavia la causa de esta disminucibn.

Las anormalidades de las moléculas de plasminbdégeno y
fibrinégeno se han descrito ¢n pacientes con trombosis venosa
familiar o recurrente, pero estos son raros y la asociacidn
podria ser una coincidencia.

Las actividades fibrinolitica y del activador fibrino-
litico predisponen, al menos en teoria, a la formacidn de
trombos. La hipoactividad y la predisposicién a la formacidn
de trombos pueden provenir de niveles de plasmindgeno disminui

dos, actividad del PA disminuida o de actividad antiplasminica
aumentada.

Muchos desordenes estan asociados con la inhibicidn del
activador del plasminégeno: la inhibicién de su actividad en
el estado postoperatorio, en las infecciones y en los desorde-—
nes inflamatorios generales. Sin embargo no se ha detectado

inhibicién de su actividad en pacientes que sufren trombosis
aguda (89).

Puede concluirse que en general, 1los procesos reactivos
estan asociados con la trombosis y la hipofibrindlisis y ésta
Gltima se presenta a través de varios mecanismos:
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i) Plasminégeno disminuido

i1) Produccidén y/o liberacidn disminuida del activador por
el endotelio.

iii) Actividad disminuida del PA

iv) Inhibidores fibrinoliticos aumentados

No se entiende el significado de estos hallazgos, como
tampoco se sabe si muchos de esos cambios estuvieron presentes
antes de la formaclidén del trombo y de esta manera ser poten-—
cialmente etioldgicos, o si simplemente se desarrollaron como
consecuencia de la trombosis.

Se ha sugerido que los lipidos aumentados predisponen a
la formacidén de trombos (79,93); sin embargo este hecho ha pro
vocado confusidn y no se tiene una evidencia convinceﬁte, de
que realmente ocurra.

Cambios en la pared vascular

Los cambios en la pared vascular son probablemente los
factores etioldgicos mas comunes en la formacidén de trombos.
Esos cambics pueden ocurrir mediante numerosos mecanismos,
entre ellos los cambios vasculares inflamatorios.

Debido a esto, la actividad del PA se encuentra disminui
da en muchos desordenes vasculares. Es importante hacer notar
que  hay menbs actividad del PA en las extremidades inferiores
en comparacién con las extremidades superiores (94); esto pué—
de contribuir a la alta incidencia de trombosis en las extremi

dades inferiores. No obstante no se sabe con certeza el signi
ficado de este hecho.
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III PRUEBAS DE LABORATORIO

INTRODUCCION

Desde el punto de vista clinico seria muy Gtil contar con
pruebas de laboratorioc que pudieran auxiliar en el diagndéstico
de la trombosis. Se requieren pruebas que sirvan para diagnos-
ticar la lesidén establecida y también para indicar al médico
si el paciente ha estado en riesgo alto de padecer trombosis;
esto es, ayudar en la prediccién de la trombosis.

El problema mas importante a considerar en la trombosis
¥y la embolia es desde luego la prevencidn, y la capacidad de
prevenir estos dos estados patoldégicos requiere la disponibili
dad de pruebas que permitan la prediccidn del riesgo alto de
padecer el desorden clinicamente.
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1IIl.A. FUNDAMENTO DE LAS PRUEBAS

II1.A.1. Fibrinbdgeno

El tiempo de trombina

El tiempo de trombina mide la razdén en la que el fibriné-
geno del plasma se convierte a fibrina después de la adicidn
de trombina. El tiempo de coagulacidn es inversamente propor-

cional a la concentracién de fibrindgeno (95).

Ensayo fotométrico funcional

El método estd basado en una observacidén de Hemker, quien
encontrd que el tiempo de coagulacidn no es sbdlo funcidn de
la concentracidn de fibrindgeno,

la velocidad de coagulaciodn.

sino también una funcidn de

En este método se usa la veloci

dad de c¢oagulacidén como una medida de la concentracidén de

fibrinbégeno. La muestra se digiere con batroxobina,
enzima de veneno de serpiente,

que es una
¥y la razdén de la formacidén de
fibrina se registra turbidimétricamente (96,97).

IIT.A.2. Plasmindgeno
Antecedentes

El plasmindgeno puede ensayarse funcional e inmunoquimica
mente.

En el ensayo funcional el plasmindgeno es convertido a
plasmina o complejo plasmindgeno-SK y su actividad amidolitica
puede medirse con una serie de sustratos.

En afics recientes se han desarrollado sustratos peptidicos
sintéticos que imitan 1la estructura del sustrato-natural que

precede al enlace roto por la enzima y que poseen correlaciones



31

estructura —actividad con ciertas enzimas. Estos avances han
dado -como resultado la generacidn de sustratos peptidicos
cromogénicos especificos para proteasas de serina.

Se ha desarrollado el sustrato H-D-Val-Leu-Lis-pNA{(S-2251)
¥ se ha encontrado que es sensible a la plasmina y al plasmi
nbgeno activado por la SK, pero mucho menos sensible a otras
prroteasas de serina. Por lo tanto el S-2251 ha sido utilizado
para desarrollar un ensayo de plasmindgeno (35).

Método amidolitico

En el ensayo del plasmindgeno, cuando se agrega un exceso
de SK a plasma humano diluido, el plasminégenc forma un comple
jo con la SK el cual tiene actividad enzimdtica. Este complejo
plasmindgeno-SK favorece 1la ruptura del sustrato $-2251 al
reaccionar con éste liberando el croméforo pNA cuya concentra-
cidén de color es proporcional a la actividad del complejo y
puede leerse en un espectrofotdmetro a 40% nm (35).

Como la SK se agrega en cxcecso, el plasmindgeno no libre
queda activado a plasmina; bajo esas condiciones la actividad
del complejo no se inhibe por los inhibidores del plasma y
usando esas condiciones con el S-2251, el plasmindgeno del
plasma puede determinarse facil y rapidamente con buena repro
ducibilidad (38).

Método inmunoguimico

Para la determinacidn inmunoldégica de plasmindgeno, plas
mina y AP-alfa, el método que se utiliza en la inmunodifusiodn

radial simple (RID)}, que es una técnica inmunoquimica cuantita
tiva.
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Inmunodifusiédn radial simple (98)
Antecedentes

Desarrollada inicialmente por Petrie en 1932, para propé-
sitos comparativos cualitativos, la técnica fué usada subse-
cuentemente en varias formas para la medicién semicuantitativa
de antigenos (Ouchterlony, 1949; Feinberg, 1957; Hayward Yy
Augustine, 1957; Crowle, 1960). Fué puesta sobre una base fir-
me por Manchini y.ﬁbfs. (1964-1965), quienes mostraron que
existe una relacidn 1iheal entre el area ocupada por el anillo
y la concentracién de antigeno, y su aportacién fué indicar
que a la difusién se le permite avanzar hasta la terminacidn.

Este tipo de reaccidn de precipitina se desarrolla incor-
porando uno de los dos reactivos (usualmente el anticuerpo)
en un gel de agar extendido sobre una superficie plana y permi
tiendo al otro reactivo difundir dentro de éste desde un pozo.
Se forman las bandas de precipitacidén en forma de anillo y
migran hacia afuera concéntricamente alrededor de los hoyos
hasta que los reactivos se encuentran en proporciones iguales

IIT.A.3. PLASMINA
Método inmunoquimico

E1 mismo .que para la determinacidn de plasmindgeno.

ITI.A.4., ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO

La accién del activador del plasminégenb puede ensayarse
usando ya sea una prueba de lisis del codgulo de euglobulina
0 una prueba de la placa de fibrina. También puede ensayarse
con el método del sustrato cromogénico.

En el método descrito por Gyzander se presenta otra forma
de separar el activador de los inhibidores en el plasma, por



adsorcidén sobre gel de sefarosa de lisina el cual remueve la
mayoria de las otras proteinas del plasma (99).

Tiempo de lisis del codgulo de euglobulina

Antecedentes

Milstone, en 1941, demostrdé que la estreptocinasa no
lisaba de manera considerable la fibrina humana purificada;
pero si se afladia una pequefia cantidad de euglobulina de suero

humano, la 1lisis se presentaba ripidamente.

Cristensen, en 1945, halldé que la fraccidn euglobulina
del suero humano debia su efecto a que contenia una sustancia
inactiva, llamada actualmente plasmindégeno, que se convierte
en plasmina mediante la accidn de diversos activadores, unoc

de los cuales es la estreptocinasa.

Se han descrito varios métodos para preparar la fraccidn
euglobulina pero todos son basicamente similares (100,3101,102).
La fraccidén euglobulina precipitada se separa, se resuspende
con amortiguador y se coagula con trombina © calcio © ambos.
Se mide el tiempo que tome el coagulo para lisarse.

‘Método _de la placa de fibrina

La actividad del activador del plasminégeno puede ensayar
se midiendo la cantidad de lisis producida por un volumen cono
cido de la fraccidén de euglobulina sobre una placa estandariza
da de fibrina que contiene plasmindgeno (35,103).

Método del sustrato cromeogénico

En este método el sustrato sintético reacciona con 1la
fraccién euglobulina del plasma liberando el croméforo pNA
que se determina a 405 nm y 37°C (75)
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III.A.S. ANTIPLASMINA—ALFA2

La antiplasmina—alfa2 puede ensayarse con un método amido
1itico y con un método inmunoguimico (35)

Método amidolitico

El método amidoliticeo utiliza un sustrato cromogénico para
determinar la plasmina residual después de agregar un exceso
de plasmina al plasma de prueba. Se utiliza el sustrato cromo-
génico S-2251 que tiene tiempo de reaccidn corto para este en-
sayc de 1la antiplasmina—alfa2 de accidédn muy rapida. La amido
lisis del sustrato puede seguirse en un registrador (método
de la razén inicial) o leerse después de un periodo establecido
de tiempo (método de punto final). La concentracidén de anti-
plasmina se calcula de una curva estandar preparada a partir
de una dilucidn de plasma normal humano (35).

Método amidolitico selectivo

En la determinacidén de la actividad antiplasminica de la

antiplasmina—alfa2_usando un métcde amidolitico, la macroglobu

lina-alfagz (M—alfaa) en concentraciones presentes en el plasma

normal inhibe la ruptura de los sustratos cromogénicos por la

plasmina; por lo tanto se reguiere que el tiempo de reaccidn

entre la muestra y la plasmina se acorte lo mas posible porgue
se ha mostrado que la M—-alfa2 representa de 25 a 33% de. las

actividades de antiplasmina de accidén répida en el plasma

numano normal. Debido a la importancia clinica de la AP—alfaz,

debe eliminarse el efecto de la M—alfaz especialmente cuando

la AP-alfa,; esta muy reducida en el plasma o la M-alfa
muy aumentada. ‘

esta

Se ha desarrollado este nuevo método para ensayar la AP-
alfa, selectivamente con el sustrato cromogénico S-2251 usando
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un método de punto final. La actividad antiplasminica de 1la

M—alfa2 se destruye por la adicidén de clorhidrato de metila-
mina (104).

Método inmunoquimico

La AP—alfa2 puede medirse inmunoldégicamente por medio de
la inmunodifusién radial simple.

III.A.6. ANTIACTIVADOR

i El método amidolitico estd basado en el principio siguien
te:

plasminégeno® —-———— plasmina . _

- 4~ = fibrina
antiactivador—-—p / l
o
/ lisis

urocinasa trasylol
(activador) (inhibidor)

donde la urocinasa se usa para activah al plasmindgeno y el
Trasylol (inhibvidor de proteasa) se usa para inhibir a 1a hlag
mina. El sustrato peptidico se usa para determinar la activi
dad residual de la urocinasa y/o del activador de tejido, 1la

cual es una medida inversa del antiactivador del plasma de
prueba (75).
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ITI.B. MATERIALES

IIT.B.1. FIBRINOGENO

El tiempo de trombina

La técnica que utiliza este principio se conoce como el

método de Clauss y se lleva a cabo con plasma diluido con un
exceso de trombina. Como es dificil registrar el punto final

(la formacidén del coagulo) manualmente, debe usarse un coaguld
metro automatico.

Material:
plasma pobre en plaqguetas
reactivo de trombina (3-4 unidades NIH de trombina/ml). Se
calienta previamente a 37°C en bafic de agua durante por 1lo
menos dos minutos antes de su uso.
solucidén de citrato de sodio 0.13 M
solucién de cloruro de sodio al 0.85%

plasma control. Se utilizan para cada corrida de muestras
pool de plasma normal, El1 plasma de 10 donadores sanos sin

historia conocida de desorden hemostatico se almacena y se

etiqueta como '"pool normal"

plasma control normal. Se adquiere en el comercio y se mane-
Jja segin las indicaciones del fabricante.

Notas

1.

La trombina debe trabajarse en recipientes de pléastico por
que en presencia de vidrio se desnaturaliza.

La preparacidén de trombina debe tener actividad baja (de
2 a 10 unidades NIH/ml).

Una unidad NIH de trombina se define como aquella cantidad
de trombina que en 15 segundos coagularada 1 ml de fibrinégeno
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que ha sido estandarizado con el estéandar de referencia de
trombina.kDe este modo la actividad de la muestra de trom-
bina esta definida en términos de su potencla relativa a
aquella del estandar de referencia de trombina (105).

Ensayo fotométrico funcional

Material:

- plasma pobre en plaquetas. Se prepara por centrifugacidn a
13000 X g durante cuatro minutos a temperatura ambiente. Se
deja a temperatura ambiente para usarse enseguida, o si se
usa después se congela a -20°C durante un periodo menor de
dos semanas. Las muestras descongeladas se calientan a 37°C
durante cinco minutos antes de usarlas en el ensayo.

- fibrindgeno humano purificado (grado de investigacidén L),
o como el obtenido por Vila y cols. (i086).

- batroxobina (reactivo de reptilasa) 10 unidades/vial

- aprotinina (6700 KIU/mg)

- heparina

- estéandar calibrado para fibrindgeno

- base Tris (Tris-HCl 0.1 M, pH 7,.5)

- cloruro de calcio dihidratado

- brij 35, 10 g/1

-~ polietilenglicol 6000, 20 g/1

~ fotdmetro

Condiciones éptimas para la medicién
Para ejecutar la medicidn cinética tiene que lograrse un
aumento lineal en la absorbancia. Con este método se logra la

cinética 1linealj; por 1lo tanté, las condiciones de reaccidén
quedan optimizadas.

Al agregar el polietilenglicol a la mezcla se obtienen

dos efectos benéficos: aumentando la concentracidén de PEG se
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acorta considerablemente la fase log de la reaccidn y se aumen
ta la sensibilidad del ensayo.

El Brij 35 se usa como detergente para reducir 1la preci
pitacidén inespecifica de proteinas plasmédticas inducida por
el PEG y prevenir la formacidén de trombina enddgena generada

en presencia de iones calcio libres.

El calcio sc usa para aumentar la sensibilidad y estabili
zar los filamentos de fibrina.

La aprotinina 6700 KIU/l se agrega para prevenir la inter
ferencia de posible fibrinélisis inducida por la muestra.

Longitud de onda. 334 nm se considera como OJ6ptima; con

una longitud de onda mayor la sensibilidad del ensayo disminuye
rapidamente, de manera que cuando se use una longitud de onda

mas grande debe considerarse una precisidén més bvaja.

Con dos lecturas después de 3 y 4 minutos del comienzo
bajo condiciones de rutina se obtiene un intervalc de medicidn

de B0-700 mg/dl de fibrindgeno. Pueden aplicarse volumenes de
muestra mas grandes o mas pequefios, si el intervalo de medicién
se extiende mas alla de los limites del intervalo de rutina.
Cerca de 20 mg/dl puede considerarse como el limite de detec—
cién con una sensibilidad de cerca de 5 mA/min (0.00%5 A/min)

cuando se usan 100 ul de volumen de muestra (86).

III.B. PLASMINOGENO
Método funcional (103)
- plasma pobre en plaquetas
- plasminégeno humanc puro,
hasta 40 mg/dl de plasma.

para preparar una curva estandar
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- estreptocinasa, 100,000 IU/mg de proteina
-~ el sustrato S-2251; este sustrato se disuelve en agua desio-
nizada a una concentracién 0.01 M (solucidn stock)

Micrométodo funcional (107)

En este métocdo se considera el uso de los sustratos cro-
mogénicos para determinar el plasmindgeno por medio de una téc
nica microanalitica, en situaciones en las que sbélo es posible
obtener cantidades pequefias de sangre. Este microensayo espec-

trofotométrico puede aplica:seAsobre muestras de sangre capi
lar y venosa.

Las muestras de sangre capilar y venosa se colectan en tubos
de plastico que contengan previamente la sal dipotasica del
EDTA (K, EDTA) sb6lida, 1.5 mg/ml de sangre y con un maximo
de capacidad de sangre de 4 ml en el caso de la sangre veno-
sa y de 1 ml para la sangre capilar.

~ plasma pobre en plaquetas. Se usa para el ensayo automatiza

do del sustrato cromogénico.
- plasma diluido. 70 ul de plasma y 490 ul de solucidn salina

amortiguada con Tris, de pH 7.4. Es una dilucidén 1:8 (uno
en ocho)

- el sustrato 5-2251
- estreptocinasa

Método inmunoguimico

- placas de inmunodifusidédn obtenidas en el comercio, las cuales
tienen el antisuero especifico para el plasminbdgeno (35),

II1.B.3. PLASMINA

Método inmunoguimico

Existen disponibles en el comercio las placas de inmunodifu-

sién con antisuero especifico para la plasmina, y el método
que se sigue es la RID (3%)
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IIT.B.4. ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO
Tiempo de lisis del codgulo de euglobulina (108)

Se ejecuta por el método descritoe por Buckell.
~ plasma pobre en plaquetas
- cloruro de calclo 0.025 M
- solucidn de borato
- precipitado de euglobulina. Se prepara de acuerdo al método
de Millar y Smith (100)

Método de la placa de fibrina modificada (109)

El activador se determina de placas de fibrina modificadas
con agar-agar. Para este método las euglobulinas se precipitan
a pH 5.9 (100) y se reconstituyen con amortiguador al volumen
de plasma original. Para la preparacién de las placas de fibri
na se agregan plasminégeno (25 Cu/ml) y trombina a fibrinégeno
bovino al 0.2% (peso/volumen), y agar—-agar al 2% (peso/volumen)
ambos en amortiguador de wveronal de pH 7.35 y fuerza iénica’
de 0.15.

Método del sustrato cromogénico (75)

Este método se lleva a cabo usando el sustrato peptidico
S-2444 (piro-Glu-Gli-Arg-pNA) que es sensible principalmente
a la urocinasa y parcialmente sensible al activador vascular
del plasmindgeno (t-PA). ’

La secuencia de reacciones es:

t-PA
plasminbébgeno —m——————» pla%mina

/
/
4
piro—Glu—Gli-Arg—paranitroanilida-——!——uparanitroanilida

(S-2444) (pNA)
4

péptido
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El sustrato se utiliza en concentracidén 2 mM en agua des
tilada.

NOTA. Cuando se habla del activador del plasmindgeno debe
entenderse que se habla del activador extrinseco, vascular o
de tipo tisular (t-PA) como uno mismo (99,110).

III.B.5. AN'I’IPLASMINA—ALFA2

Método amidolitico

La medicidén de la velocidad inicial de la ruptura del sus
trato S-2251 0.0001 M, en 1 ml de amortiguador Tris 0.05 M en
cloruro de sodio 0.1 M de pH 7.4, por 4 ug de plasmina (30IU/
mg de proteina) se lleva a cabo a 37°C y 405 nm.

—~ Se utiliza una solucidn que contenga 200 ug de plasmina/ml -
(s0lucidn stock en un amortiguador de pH 7.4 que contenga
glicerol al 25%) (103).

Método amidolitico selectivo (104)
— oxalato de sodio 0.1 M como anticcagulante
-~ plasma pobre en plaquetas

¢

antiplasmina—alfa2 purificada usando el método descrito por

Moroi y cols. (111)
- macroglobulina—alfa2 purificada
-~ clorhidrato de monometilamina
- el sustrato cromogénico S-2251
- plasmina

La actividad de la antiplasmina de accidn rapida se deter

mina con un método espectrofotométrico que utiliza el S-2251.
Es necesario decidir la cantidad de metilamina que se requiere

para inhibir la capacidad antiplasminica de 1la M—alfaz.
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Valores normales: de 12.2 a 15.8 segundos

Ensayoc fotométrico funcional

Se disuelve un vial de reactivo de reptilasa en 1 ml de
agua destilada.

Se mezclan 90 ul de la solucidn de la enzima con 100 ml de
amortiguador Tris-HC1l 0.1 M de pH 7.5, que contenga polieti
lenglicol 6000 20 g/1, Brij 35 10 g/l y cloruro de calcio
5 mM para formar una mezcla de reaccidn.

Se colocan 50 ul de la muestra de plasma en una celda (1

cm de longitud de paso de luz, en bafic de agua y mantenida
a 25°C).

Se agrega 1 ml de la mezcla de reac%ivos y se mezcla bien.
Es esencial un buen mezclado.

Se lee la absorbancia a 334 nm (o0 a 340 nm) exactamente des
pués de 3 y 4 nminutos del comienzo o, alternativamente,
cuando se use un registrador se lee el cambio de absorbancia
por minuto de la parte lineal del diagrama del registrador.

Tiene que correrse un estandar con concentracidén conocida

de fibrindgeno en cada serie de experimentos. Cuando se usen
voltmenes de muestra mas pequefios o mas grandes para una esca-
la de medicidn extendida el volumen del estandar debe ser ajus

tado adecuadamente. E1 calculo del resultado se hace por medio
del estandar.

Cuando se emplee 37°C, como temperatura de prueba, la con

centracién de polietilenglicol debe ajustarse a 25 g/1l.
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I1XI.C.2. PLASMINOGENO

Método funcional

En un tubo de prueba se mezclan 20 ul de plasmina y 40
ul de estreptocinasa 50,000 IU/ml (exceso 9 M de estreptocina-
sa al plasmindgeno) y se incuban a 37°C. Al cabo de 15 minutos
se retira una muestra de 30 ul y se agrega a una semimicrocel-
da en un espectrofotémetro, y se mide el cambio neto de absor
bancia por minuto (A/min}).

Se colocan en una celda 960 ul de amortiguador Tris 0.05
M en cloruro de sodio 0.1 M de pH 7.4 ¥y 10 ul del sustrato
5-2251 0.01 M a 37°C. Ensegulda se agrega la mezcla plasma-SK
como se. indica en el parrafo anterior.

Una velocidad de v=0.125 A(a 405 nm) por minuto equivale
a 20 mg de plasminpgeno/dl de plasma.

El factor de conversidn de la velocidad inicial se calcu
la de las constantes cinéticas de las especies de enzima y sug

trato (112).

Micrométodo funcional

Se toman 50 ul . de la dilucidén del plasma y se incuban en
350 ul de amortiguador Tris 0.05 M de pH 7.4, que contenga
estreptocinasa 3000 IU/ml, a 37°C durante seis minutos. ’

Después se agrega 0.1 ml del sustrato S-2251 1.5 mM y se
mide la A/min a 405 nm después de 30 segundos.

Para este método se construye una curva estandar de un
pocl de plasma normal donde la dilucidén 1:8 se define como 1

U/ml. Estos ensayos se ejecutan automidticamente usando un ana
lizador enzim&tico cinético.
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Método inmunoguimico

Procedimiento

Siguiéndo las' instrucciones del fabricante se coloca la
cantidad recomendada de solucién de prueba o estandar, diluido
adecuadamente si es necesario, en cada pozo; se cubre la placa

Yy se deja permanecer & temperatura ambiente hasta que la difu-
sidén sea completa. :

Usando iluminacidén oblicua debajo y viendo la placa con
tra fondo negro mate, medir los diametros de los anillos tan
exactamente como sea posible. Sobre papel semilogaritmico se
trazan las concentraciones de los estandares verticalmente en
la escala logaritmica contra los didmetros de precipitina en
la escala lineal.

I1I.C.3. PLASMINA

Método inmunogquimico

Este método también es la RID y se lleva a cabo de la mis
ma manera que para el plasmindgeno. ’

III.C.4.ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO

Tiempo de lisis del coégulo de euglobulina

Se recoge sangre y se mantiene en hielo. La prueba se eje
cuta en los veinte minutos siguientes a la obtencién de la san
gre. La sangre se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos.

Trabajando la muestra por duplicado, se mezclan en tubos
de centrifuga 9 ml de agua destilada y 0.5 ml de plasma. El
pH se lleva a 5.3 agregando 0.1 ml de Aacido acético al 1% a
cada tubo; se dejan los tubos durante 30 minutos a 4°C para
que precipite la fraccidn euglobulinica del plasma y se centri
fugan durante cinco minutos. Se decanta el sobrenadante.
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Se afiaden 0.5 ml de solucién de borato a los tubos y se
colocan a 37°C agitando suavemente el contenido con una varilla
de vidrio. A la solucidén resultante de euglobulina en borato
se le afiaden 0.5 ml de cloruro de calcio 0.025 M y se mide el
tiempo en el cual coagula la mezcla, Se dejan los tubos a 37°C
y se revisan a intervalos, registrando el tiempo de 1lisis.
Cuando la 1lisis parece estar casi finalizgndo se revisan 1lo0s
coidgulos cada cinco minutos.

Normalmente el tiempo que toma la lisis excede los 150
minutos, pero en hiperfibrindlisis aguda el tiempo de lisis
puede ser menor de 30 minutos.

La actividad de PA medida con el ECLT se expresa en unida
des arbiltrarias derivadas de la férmula: 1000/T,

donde T repre
senta el tiempo de 1lisis del coigulo en minutos.

Método de la placa de fibrina modificada

Las soluciones de fibrinbégeno y agar se
cidn 1:1 y se vierten 15 ml de esta mezcla
(con didmetro de 9 cm)

mezclan en propor

en cajas de Petri

El fibrinbdgeno se coagula con trembina
cién final de 0.7 unidades NIH/ml.

en una concentra-

Después de la solidificacidn, se cortan dentro de la pla

ca seis pozos con didmetro de 5 mm. Haciendo este paso por tri

plicado, dentro de los pozos se colocan 25 wul del precipitado

de euglobulina resuspendido y se incuban a 37°C durante 24 ho-
ras. ’

La actividad de PA medida sobre las placas de fibrina se
expresa como el Aarea de fibrina lisada después de la incubacién.
Estas areas de lisis se expresan en milimetros cuadrados como



a7

producto de dos diametros perpendiculares del area de lisis.
El contenido de PA en la solucidén de prueba debe ser relaciona
do con una curva estandar qQque se traza para cada lote de pla-
cas.

Método del sustrato cromogénico

Se toman 0.2 ml de precipitado de euglobulina resuspen-
dido y se diluyen con 0.6 ml de amortiguador Tris-HC1l 0.05 M
de pH 9.0 (sugerido por P. Wallén, Umea). Se agregan 0.2 ml
del sustrato peptidico 2 mM. La razdn de la reaccidén se deter
mina por espectrofotometria a 405 nm y 37°C.

Los resultados se calculan de acuerdo al cambio neto en
la absorbancia por unidad de tiempo (A/min).

IIT.C.S. ANTIPLASMINA-ALFA,

Método amidolitico

El ensayo del inhibidor se ejecuta agregando 20 ul de
plasma a 950 ul de amortiguador pH 7.4 en una semimicrocelda
a 37°C, seguida por la adicién consecutiva de 10 ul de solu-
cidén del sustrato S-2281 0.01 M y 20 ul de plasmina (4.0 ug)
y se mide ia veloclidad inicial o cambio neto de adsorbancia
por minuto.

Para convertir los datos de porciento de plasmina inhibi-
da a concentracidén de AP-alfap , el porciento de plasmina inhi
bida se multiplica por un factor de0i32 gue es igual a 0.2 x
peso molecular de la AP-alfa/peso molecular de 1la plasmina.

El factor convierte ug de plasmina inhibida per 25 ul de plasma
a mg de AP-alfap/dl de plasma.

El intervalo normal para este inhibidor del plasma es:
5.3-6.6 mg/dl.
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Método amidolitico selectivo

Después de incubar el plasma diluido y el S5-2251, se agre
ga plasmina en exceso a la mezcla y se incuba a 37°C. La can-
tidad residual de plasmina se determina midiendo la concentra
cidén de pNA liberada del 5-225%1 a 405 nm.

Método inmunoquimico

El mismo que para la determinacién de plasmindgeno y
plasmina.

III. .6. ANTIACTIVADOR

Método amidolitico

La urocinasa, 20 PU en 0.1 ml de amortiguador Tris-HCl-
50 mM gue contenga clorurc de sodio 38 mM, 0.1% de albimina
bovina y 10,000 KIU de Trasylol/1, se incuba a 37°C durante
una hora con 0.4 ml de plasma citrato diluido 1:4 con el mismo

amortiguador.

Como estandar interno se usa un pool de plasma esténda-
rizado del laboratorio, no diluido y diluido 3:4, 1:2 y 1:4.

La actividad residual de la urocinasa v/o del activador
se determina. agregando 0.3 ml del sustrato cromogénico 0.75
mM en el mismo amortiguador ya descrito pero con el pH ajustado
a 8.8.. La reaccién se determina por espectrofotometria a 405
nm y 37°C.

Los resultados se expresan en porciento del estandar de
plasma interno del laboratorio, el cual se considera que con-
tiene el 100 porciento/ml.
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IV DISCUSION

FIBRINOGENO

El tiempo de trombina

La prueba es sencilla y réapida. Es el método usado con
mas frecuencia en la rutina c¢linica y representa un proceso
mas fisioldégico que los métodos del peso del coéagulo, 1los cua
les miden todo el fibrindégeno coagulable independientemente
de su velocidad de coagulacidn (35).

La prueba es sensible 'a la presericia de anticoagulantes
(gel tipo de 1la heparina) que interfieren con la conversion
del fibrindégenoc a fibrina, asi como de los productos de degra-
dacién de la fibrina.

5i se usa un sistema automatizado los tiempos de coagula
cién resultan muchce més cortos.

Aunque es una prueba muy Gtil, el procedimiento carece
de uniformidad en las técnicas. Las razones de la considerable
variacién interlaboratorios en 1los resultados del tiempo de
trombina incluyen: a) las diferentes fuentes de trombina, humg
na © bovina; b) las diferentes técnicas usadas, c¢) la inesta
bilidad de la trombina diluida (95,113). )

A menudo se lleva a cabo el control de calidad ajustando
la concentracién del reactivo de trombina para obtener un tiem
po de coagulacién predeterminado para plasma normal © para
plama control.

Ensayo fotométrico funcional

Los métodos de tiempo de coagulacién aunque bien estable
cidos en la rutina clinica, sufren de varios inconvenientes
comoe la calibracidén no 1lineal, la necesidad de prediluclones
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de la muestra y variaciones del sistema de deteccidn del coégg
lo que se use (96).

En vez de medir el tiempo  de coagulacidén puede usarse
como alternativa la razdén de formacidén de fibrina para deter-
minar  la concentracién de fibrinégenc. Esta observacidn abre
la posibilidad de desarrollar un método qde puede ser ejecutado
en cualquier dispositivo fotométrico incldyendo instrumentos
automatizados.

La optimizacién de las condiciones de reaccidén llevan al
uso exclusivo de bajas concentraciones de la enzima litica.
En concentraciones bajas de trombina no puede usarse como tal
porque sufre inhibicién por la M-alfa, y la AT III plasmaticas;
esta puede ser la razdn por la que otros autores han descrito
ensayos cinéticos y un principio turbidimétrico, porque con
el uso de trombina no se encuentra una curva de calibracidn
lineal {(114,115).

La batroxobina no es atacada por ninguno de los inhibido-
res plam&ticos conocidos y tampoco es sensible a la heparina;
su especificidad para -el fibrinbégeno estad bien documentada‘
(116). De esta manera puede obtenerse una dosis-respuesta 1i
neal dentro de una escala de medicién de 80-700 mg/dl con el
uso de un estéandar sencillo. Esta escala cubre mas del 90% de
las muestras de pacientes en la rutina clinica.

Comparando este método con. el de Clauss, que es el método
mas usado para el ensayo de fibrinégeno, se encuentra. que hay
buena . correspondencia ¥y esto resalta las ventajas del ensayo
fotométrico.

Este método, como también depende de 1la veiocidad de po-
limerizacidén de la fibrina, también es sensible a los produc
tos de degradacidn de la fibrina; pero en experimentos con
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muestras de plasma digeridas con estreptocinasa (96), se obser
vd que esa interferencia es menor que usando el método de
Clauss. Sin embargo, cuando hay grandes cantidades de FDP en
la muestra, se retarda el aumento en la absorbancia, Este fend
meno puede usarse para la estimacién adicional del contenido
de FDP en la muestra.

Plasmindgeno

Método funcional

Ver "El uso de los sustratos cromogénicos".

Micrométodo funcional

Se ha demostrado que este micrométodo puedé aplicarse en
muestras de sangre capilar. )

ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO

El tiempo de 1lisis del coigulo de euglobulina

La mayoria de 1los métodos (35) para medir el activador
del plasmindgeno en el plasma son inespecificos y estan afec-—
tados por los niveles de fibrindgeno, plasmindégeno e inhibido-
res. La preparacién de la fraccidn de euglobulina a partir de
la muestra de prueba reduce la concentracidén de los inhibido
res y asi puede determinarse la accidn del activador.

El ECLT es una prueba sencilla, répida y clinicamente atil
porgue puede detectar hiperfibrindlisis aguda. Comparando este

método con el de 1la placa de fibrina, se ha encontrado una
correlacidén bastante buena.

Método de la placa de fibrina

Este método no es afectado por los niveles de plasmindge-
no ni de fibrinégeno en el plasma de prueba. Como este método
emplea la misma fraccidn euglobulina gque en el ECLT, tiene
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también la ventaja de contar con la concentracién disminuida
de los inhibidores.

Ademéas, con la adicidn del agar a las placas se tiene la
ventaja de medir de manera mas sencilla las areas de lisis,
por su forma mAs regular, con lo que Se logra una mayor repro-
ducibilidad en las determinaciones.

Debido al tiempo y al cuidado en 1la preparacidén de las
placas y por el tiempo que tiene que dejarse en incubacidn,
este método esti limitado probablemente a la situacidén de bus-
queda o para la investigacidén de problemas clinicos crénicos
Tiene poco uso en la investigacidn de hiperfibrindlisis aguda.

Método del sustrato cromogénico

Ver '"el uso de los sustratos cromogénicos".

Para ensayar el activador del plasminbgeno existen otros
métodos como el que utiliza anticuerpos anti activador del
plasmindégenc humano (117), la determinacién con el empleo del
yodo radiactivo (118), usando placas de microtitulacién (119)
y utilizando fibrindgeno marcado con fluoresceina (120}, pero
los cuales emplean células cultivadas y por 10 tanto sScon méas
largos y complicados y por el momento sdélo pueden utilizarse
para propdésitos de investigacién.

ANTIPLASMINA—ALFA2

Método amidolitico

En la determinacidén de 1la antiplasmina—alfa2 el ensayo
utiliza el método de la razdn inicial y los procedimientos son
dificiles de seguir a menos que se utilice un analizador ciné-
tico. Ademas, los resultados de este método reflejan la activi

dad antiplasminica de 1la M—alfa2 y especlalmente cuando la AP~
alfa2 estd disminuida considerablemente. '
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Método amidolitico selectivo

Estd basado en el hecho de que la metilamina neutraliza
la actividad antiplasminica de la M-alfa,.

Otra ventaja en este método, es el cambio del orden al
mezclar la plasmina, el plasma diluido y el sustrato cromogéni
co. La adicién de plasmina a la mezcla de plasma diluido y S-
2251 acorta el tiempo de reaccidén de la plasmina y el plasma.

Este método no sdélo es sencillo y rapido, sinc ademés
tiene otra ventaja en el uso de la determinacidén de punto
final.

NOTA. Los métodos para determinar la antiplasmina-alfaz,
para el ensayo de antiactivador y los llamados métodos funcio-
nales (excepfo el de la determinacién de fibrindgeno), asi
como uno de los usados para medir el activador del plasminége
no, son todos métodos amidoliticos que se basan en el uso de
sustratos cromogénicos.

El uso de los sustratos cromogénicos

La mayoria de los ensayos funcionales son muy consumidores
de tiempo y esto ha limitado su utilidad clinica. La llegada
‘"de los sustratos cromogénicos ha cambiado esta situacién y los
métodos que los utilizan son mucho mas simples, menos consumi-
dores de tiempo y se prestan por si mismos a la autcmatizacidn
o semiautomatizacién. Con estos métodos se mide la actividad
amidolitica y'debe tenerse en mente que la actividad amidoliti
ca no siempre representa lo mismo gue la actividad proteoliti-=

ca sobre el sustrato natural, que es la fibrina.

Los ensayos con sustratos cromogénicos, en general, usan
el método de la razdén inicial y como ya se mencioné (107), los

procedimientos son dificiles de seguir y requieren el uso de
equipo especial.-
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PLASMINOGENO, PLASMINA Y AP‘—ALF‘A2

Método inmunoquimico

Se utiliza la inmunodifusidén radial simple porque es un
métedo sencillo, rapido y reproducible. Con estas ventajas y
contando con el antisuero especifico, también se podria llevar
a cabo la determinacién del activador del plasminogéno.
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V CONCLUSIONES

Hasta ahora ninguno de los ensaycs disponibles confirma la
trombosis. .Por lo tanto deben usarse criterios aceptables
para establecer una relacidn entre la trombosis y las prue-
bas de laboratorio, para que al llevarlas a la préactica es—~
tas pruebas ayuden a detectar el fendmeno tromboembdélico
antes de que éste se manifieste clinicamente.

Para que 10s ensayos se realicen de manera satisfactoria
se deben cuidar aspectos como: que la prueba que se utilice
sea estandarizada adecuadamente, que el efecto de los fac
tores como la extraccidn de la sangre, la velocidad y tempe
ratura de centrifugacidén también esté estandarizado; y que
los procedimientos que se utilicen sean sensibles y especi
ficos para-el fendmeno tromboembdlico.

Se empleen sustratos maAs especificos para las determinacio-
nes.

El uso de sustancias para remover los inhibildores presentes
en los fluidos biolégicos.

Llevar a cabo estudios epidemioldégicos para evaluar la fun-
cién fibrinolitica.
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