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I INTRODUCCION

El término hemostasia comprende un conjunto de mecanismos -
fisiolégicos tendientes a mantener la integridad wvascular, evi-
tando extravasaciones sanguineas y en caso de lesidn, activar -
el fendmeno de coagulacidn. En este proceseé, se ven involucra--
dos una serie de eventos que intervienen en forma simultdnea e
interrelacionandose unos con otros. Para fines didacticos son -
clasificados como: Mecanismo vascular, Mecanismo celular, Meca-
nismo humoral y Mecanismo fibrinolftico.

En la figura (1) se representa la relacidon de estos mecanismos.

Lesidn endotelial Adhesividad y agregacidn
———
plaquetaria

Activacidn de la coagu--
. "
Fibrinolisisg@—— _  ~ ___ lacidn y formacidn dei = ':
trombo }

Reperfusidn y cicatrizacidn
vascular R

Figura (1) pindmica’ de fo;macién;y 1{sis-de un troﬁbo i15),




La respuesta fisioldgica tipica a una lesidn vascular es ini--
ciada por la adherencia de plaquetas a 1los sitios subendotelia-
les, seguida por una secundaria agregacidn y formacidn del ta--
pon plaquetario. Las plaquetas activadas originan las reacclo--~
nes en cadena de las protefnas de la coagulacidn que llevan a -

la formacidn de trombina que convierte el fibrindgeno en fibri-
na (14).

El sistema fibrinolitico elimina los depdsitos indeseables de
fibrina para restablecer el flujo en los vasos ocluidos por un
trombo y para facilitar el procesoc de curacidn que sigue a la —
inflamacidn y al daflo. Es un sistema enzimatico de componentes
multiples constituido por un cimdgeno circulante, activadores,-—
cofactores e inhibidores (16).

La forma inactiva de la plasmina se conoce como plasminbgeno:
el cual es una glucoproteina con un peso molecular de 90,000 -
Yy tiene una vida media alrededor de dos dias; su concentracién
en plasma es de 10 a 20 mg/dl (18).

El plasmindgeno es convertide a plasmina por hidrdlisis en su
cadena correspondiente a Arg560-val561; esto ocurre debido a la
presencia de activadores (3). Las vias de activacién del plas--
mindgenoc pueden ser: Intrinseca, Extr{nseca y Exdgena.

La plasmina formada se convierte en una proteasa serica activa
con una especificidad mucho mayor que la trombina. Hidroliza no
solo los enlaces Arg-X sino tambien Lis-X y puede disolver po--
limeros de fibrina.

Debido a que continuamente se esta activando "in vivo" el me--
canismo fibrinol{tico debe existir una regulacidn por parte del
organismo para que no se origine una fibrindlisis anormal & pa-
tolégica que lleve a una hemorrag{a.

Esta regulacidn se efectua por los inhibidores de la plasmina
{antiplasminas) y los inhibidores de los activadores del plas--
minogeno (antiactivadores) (3}.

Existen algunas condiciones clinicas en las cuales esta regu--

lacion es deficiente, y llega a producirse fibrindlisis patolo-
gica,



Como los demas componentes de la hemostasia, el mecanismo fi-
brinolftico también puede valorarse mediante pruebas de labora-
torio; de las cuales las mds conocidas son: 1{sls de euglobuli-
nas, gelacidn de etanol, precipitacidn con protamina y determi-
nacidn de los productos de degradacidn de la fibrina.



'IT GENERALIDADES'

El mecanismo hemostatico esta disenado para detener la hemo
rragia“de vasos rotos g cuya 1ntegr1dad se ha deteriorado ‘La
hemostasia. incluye una interaccicn compleja integrada
1) El vaso sanguineo {mecanismo vascular)

2) Las plaquetas {mecanismo celular)

3) La reaccidn en cadena de las protefnas de 1.
canismo humoral)

4) Fibrindilisis (mecanismo fibrinolftico) (IGL

1) Mecanismo vascular

La integridad vascular es de principal importancia, en el mo-
mento que esta se pierde, debe iniciarse la totalidad del meca-
nismo hemostatico con el objeto de minimizar la pérdida sangui-
nea. En un intento por limitar esta pd€rdida de la integridad --
vascular, el cuerpo humanc ha reforzado aquellos vasos que expe
rimentan ya sea presidn elevada o traumatismos frecuentes (6).

1.1) Estructura

El endotello vascular estd integrado por las siguientes capas:
a) La intima interna, que incluye: endotelio y subendotelio (--
membrana basal, tejido eldstico y fibras de coldgena).
b) La media compuesta de: células de musculo liso, fibras de co
1égena y de fibroblastos.
¢c) La adventicia externa que la constituyen: los fibroblastos y
fibras de colagena (16).



l.2) Funciones

Las funciones del endotelio vascular son:.
a) Traslado de nutrientes de la sangre circulanbe a
dos circundantes.
b) Se comporta como barrera semipermeable.
c) Sintetiza mediadores que regulan la 1nteraccion encre 1
pared vascular y los componentes de 1la sangre (faccorVIII/
VWf, fibronectina, colagena, proceoglucanos)
d) Liberacidn de componentes fibrinoliticos.' B
e) Mediadores del proceso de reparacién (migracion, prolifera-
cidn, trombolisis). ‘
Procesamiento de antigenos de 1nmun1dad celular-{16).

£

-~

1.3) Accion

La accidn del mecanismo vascular se inicia con una vasocons--
triccidén mediada por un reflejo axonal cuya respuesta muscular
es local y de corta duracidn, pero resulta suficiente para que
disminuya el flujo sanguineo lo cual permite que las plaquetas
se orienten hacia la periferia del vaso y se alinien en lo que
es conocido como flujo laminar (15).

2) Mecanismo celular

Las plaquetas son producidas a nivel medular por los megaca-
riocitos y son liberados a la sangre periferica en forma de --
discos planos, cuyo didmetro es aprox. de dos micras (6).

La produccién plaquetaria lleva alrededor de 9-10 dias en el
ser humano normal. Al igual que los vasos sangu{neos estos ——-
elementos son también necesarios para evitar 1a extravasacidn
de la sangre, ya sea a traves de la funcidn hemostatica pro---
piamente dicha < por su accidn tromboplast{nica.



'La primera se. reallza por el taponamienco mecanico en los -

vasos mencionados y ‘1a segunda -por ila’ 1iberacion de- componen--
tes qiimicos plaquetarlos (IUJ. T

2.1} Estructura

Por medioc del microscépio electroénico pueden -identificarse -
cuatro zonas estructurales diferentes en la plaqueta, cada una
relacionada con una funcidn plaquetaria Especifica.

a) Zona periférica' participa en la adherencia y el desencade-
namiento de. la activacidn plaguetaria.

b) citoplasma {zona sol-gel}: se relaciona con la contraccion -
plaquetaria.

€) Zona de organelos: se involucra en la secrecidn a través de
108 granulos.

d) sistema de membrana: participa en el secuestro de calcio y -~
la comunicacidn entre el interior y exterior (12}.

2.2) Funciones

La cualidad peculiar de la plaqueta es su capacidad de adhe-
rirse a superficies extranas y formar ctmulos en reaccion a --
diversos estimulos que incluyen trombina, adenosinadifosfato -
(ADP) y catecolaminas (16).

Las plaquetas contribuyen a la hemostasia al formar tapones- -
plaquetario y fomentar la produccion de trombina. La formacidn
del tapén plaquetario puede dividirse en ciertas fases:

a) Adhesividad

Las plaquetas se adhieren a estructuras subendoteliales ex--
puestas por la lesibn; estas estructuras incluyen fibras de --
colégena Y membrana basal (12).

b) Liberacién

Despues de adherirse a las fibras de colégena, las plaquetas
expulsan el contenido de sSus granulos, en un proceso llamado -
reaccidn de liberacidn.



’La.reaccidn requiere toda la energfa derivada de la glucéli--

©...8is -y la fosforilacion oxidativa. Un importante mecanismoique

: _controla la- libetacion Y agregacion es la concentracidn plaque—
; taria de AMP. ciclico, producide a partir del ATP por la-, .adeni--
- 1abocic1asa Y degradado por la fosfodiesterasa. La 1iberacion
se. ve inhibida por sustancias que aumentan la concentracion
plaquetaria de AMP ciclico; estas sustancias 1nc1uyen'
ciclina.

osta

cj Agregacidn

"La 1iberacidén de ADP hace que se acumulen1otf§
es entonces un componente clave en la ampliacién
s1én de 1a agregacicn plaguetaria primatia, que'
en tanto que las concentraciones dos o tres: vece
ducen liberacidn y agregacion irreversible (12} 'f

2.3) Accion

La formacidn del inestable tapén plaquetario da comoc resulta-
do 1la exposicién de un fosfolipido (factor 3 plaquetario} sobre
la membrana de la superficie plaquetaria. Este fosfolipido ----
(F3P) sirve como lugar de congregacicn para las protef{nas de la
coagulacidn. La fibrina, el producto final de la via de la coa-~
gulacidn estabiliza el tapdn plaquetario (6).

3} Mecanismo humoral

La teorfa cldsica de la coagulacioh establecida a principios
del presente siglo por Morawitz y ampliada por Macfarlane en -
1964 ha sido establecida como una cascada enzimitica o reaccicn
en cadena, ya que basta activar alguno de los factores para que
actuen en forma sucesiva sobre los factores inactivos.

3.1) componentes
El sistema humoral de 1la coagulacién consiste en una serie de

proenzimas que en estado inactivo circulan en el plasma y que -
se activan cuando el sistema es activado (12).



Con el. objeto de evitar confusion

: in comité - internacional’~-
establecid una nomenclatura estinda

de sus propiedades.
3.2) Propiedades

Con excepcién del calcio, casl todos los factores de'la coa-
gulacidn son proteasas séricas. ~Las proteasas. séricas se ase-
mejan entre s{, en que todas son enzimas desdobladoras. Son --
diferentes entre si en que desdoblan diferentes sustratos. So
lo 1los factores I, V, y VIII no son enzimas desdobladoras (6}.

Con respecto a sus propiedades bioquimicas estan constitui--
das por glicoprotefnas multimericas © monoméricas de alto peso
molecular, otras sustancias involucradas como la precalicreina
es una gamaglobulina monomérica y el cinindgeno que es una al-
fa-globulina monomérica; asi mismo la mayor{a de los factores
son sintetizados en el higado (17).

3.3) vias de activacidn

La principal funcion del mecanismo humoral de la coagulacibn
es producir trombina, que estabiliza el tapon plaquetario y --
forma el coagulo de fibrina; juntos, estos fenomenos bloquean -
en forma medanica 1la hemorrag{a de los vasos rotos (12).

Las reacciones gque conducen a 1la formacidn de fibrina pueden
dividirse en dos v{as principales que se superponen, la in----
trinseca que esta mediada por una superficie de contacto y la
extrinseca en la que se ve involucrada la accidn de un factor
tisular. La porcién final de ambas, es 1la via comin final. La
figura (2) muestra estas vias de activacién,



Tabla (1) Factores de la coggulacién Elasmética {17).

Peso Mol Funcidn de la forma

Factor Lugar probable Dependencia Vida media
de sintesis de 1a vit K activa hr Estructura activa
I (Fibrinégeno) H{gado no 70-120 340,000 Proteina estructural
Xlﬁﬂxﬁ del codgulo
I1 (Protrombina) Higado si 70-110 72,000 ser{n-proteasa
V (Proacelerina) Higado no 12-36 350,000 Cofactor
VII (Proconvertina) Higado si 4-6 48,000 Ser{n—proteasa
VITI:C(antihemofilico) Higado . . no 10-14 150,000 Cofactor
VonWillebrand{VIIIR) Endotelio no 22-40 >10,000 Cofactor de las pla-
: mult{meros quetas
IX (Christmas) Higado si 57,000 serin-proteasa
X (Stuart-Prower) Higado st 59,000 D Serin-proteasa
XI(antihemofilico C) Higado no: 160,000 D Serin-proteasa
XII (Hageman) Higado? 80,000 ser{n-proteasa
XIIT (Estabilizante Higado 320,000 Transamidasa
de fibrina) A28
Precalicreina (Fletcher) Higado? 85,000 Serin-proteasa
Cinindgeno de alto Higado? no. 110,000 Cofactor

PM (Fitzgeral)



“Via’intrinseca:, a extrinseca

Supert‘icie de
g contacto ’

xn _-,x Ta.

{.Xa=FP-3=Ca=VII

I;a-Ca Factor cisu;ar)___

X fﬁ’Xa

4.V '+ FP-3 + Cat+

; + - (Xa-Va~FP-3~-ca)
Lo +

. Trombinaq—-—-———- Protrombinasa

Monomeros de fibrina’

+ péptido Ay B .

v{a comin
Fibrindgeno

polfmero de fibrina soluble” . ~

Cat++ -+

pol{mero de fibrina insoluble

Figura (2) v{as de activacidén de los factores de la coagulacidn
(10).
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El. producto final tanto.de 1a vfa intrfnseca como de la extrin
seca es- el coégulo de fibrina que se genera a. partir del fibriné
geno. El1 fibrindgenc es una protefina dime€rica con peso molecular
de 340,000; cada mitad de la cual se compone de tres cadenas po-
lipeptfdicas llamada A-alfa, B-beta y gamma como se representa -
en la figura (3).

La trombina causa proteélisis limitada de 1a molécula de fibri
négeno para separar dos pequefios péptidos, los fibrinopéptidcs -
A y B de las cadenas A-alfa y B-beta, respectivamente; produci--
endo as{ el mondémero de fibrina, como se muestra en la figura -
(3) (16).

Los mondmeros de fibrina se polimerizan y precipitan fuera de
solucidn para formar el coégulo visible, la fibrina polimeriza-
da es aun soluble en acidos y soluciones concentradas de urea,

e inefic3z en sentido hemostatico.

Hay enlaces cruzados del polimero de fibrina por efecto del -
factor XIII que activa 1a trombina, por lo que en presencia de
caleio cataliza la formacidn de enlaces pept{dicos entre grupos
dcido glutimico y lisina en las moleculas adyacentes de fibrina

La sustancia que se produce es muy insoluble y efichz en la -
hemostasia (12).

4) Mecanismo fibrinol{tico

El sistema fibrinolfticc elimina los depdsitos indeseables de
fibrina para restablecer el flujo en los vasos ocluldos por un
trombo y para facilitar el proceso de curacidn que sigue a la
inflamacidn y al dafio.(16).



Tombina Troatina
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El plasmindbeno se encuentra abundantemente en el plasma, =--
donde su concentracidén puede ser estimada en uncs 0.1 a 0.2 ---
mg/ml (10 a 20 mg por 100 ml). El plasmindgeno existe también,
en menores cantidades en todos los 1fquidos y secreciones del -
cuerpo. Su nivel sube en zonas de exudacidn inflamatoria, don-~
de guarda relacidn con la concentracidn de fibrindgeno (18).

Segun estudios inmunofluorescentes, se ha sugerido que el ---
plasminégeno es sintetizado en los eosindfilos de la medula ---
osea y luego es transportado a la circulacidn y a los tejidos -
cuando estos lo necesitan. Otras investigaciones sospechan que
la fuente primaria se halla en otra parte, posiblemente en las
celulas endoteliales, y que el plasminogeno es transportado al
eosindfilo para fines especiales pero mal definidos (18).

propledades fisicoquimicas: El plasmindgeno humano es una ---
glucoprote{na de cadena sencilla con un peso molecular de =-w—--
90,000; que contiene alrededor de 2% de carbohidratos.

La molécula de plasminégeno contiene alrededor de 790 amino--
dcidos, con 24 puentes de disulfuro y 5 estructuras homdlogas -
con triple vuelta como se muestra en la figura (4) (3).



Tabla (2) Componentes del sistema fibrinol{tiéo (1a}).

Plasminégeno

Rlasminal

iActivador del plasminogenor

-tipo bisular

Hageman). pre~
3calicre1na, cinindgeno de
"alto peso molecular

.Antiplasminas:

: :o(ir:anﬁ;lplé‘sm{na

Antiactivadores ( TAPs)

Forma de proenzima:de la en--
zima fibrinol(tica

Enzima fibrinol{tica activa

Enzima presente en tejidoy
liverada en 1a safgre con=--
vierte plasmindgenoc a plas--
mina

Enzima presente en orina con-
vierte plasmindgeno a plasmi-
na

proteina estreptococcica que
directamente activa el siste-
ma fibrinol{tico del plasma

Componentes prote{nicos del =
plasma del sistema intr{nseco
para convertir plasminégeno a
plasmina

Moleculas que inhiben la acti-~
vidad enzimatica de la plasmi-
na

Inhibidor espec{fico rapido de
plasmina en plasma humano

Moleculas que inhiben la acti-
vidad enzimatica de los acti--
vadores del plasmindgeno
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E1~piasminégenowtiene eh‘lﬂfrééién amanoféerminal acido giu-
timico ("glu-plasminégenaﬁ)rﬂper6 es facilmente convertido por
digestidn pldsmica 1limitada avlanorﬁa,modificada en el amino--
terminal de lisina, valina o metioniha, l1eos cuales son comun
mente designados como ("lis-plasminbgeno"). Esta conversidn --
ocurre por hidrdlisis en la cadena peptidica de Arg67-Met68; --
Lis76-Lis77 o Lis77-val178 (3).

Las formas de "glu—plasminégeno" Y "lis-plasmindgeno” pueden
ser separados por cromatograffa en Sephadex-DEAE. El camblo -
de "glu-plasmindgeno" marcado con Iodo radioactivo fué estudia
do en humanos normales. Mientras que ”glu-plasmindgeno" tuvo -
en plasma vida media de 2.24 + 0.29 dias, "1is-plasm1n6geno“ -

desaparecio con una vida media alrededor de 0.8 dias (4).

La molecula de plasminégeno contiene en su estructura sitios
llamados unidn-1isina; los cuales interactlan especificamente
con clertos aminoacidos tales como: lisina, dcido 6-amino-he--
xanoico y dcido trans-4-amino etilciclohexano-l-carboxilico --
(3).

Estos sitios union-lisina son localizados en la cadena A de
la plasmina. E1l plasmindgeno puede especificamente unirse a
fibrina a través de sus sitios unidn-lisina. Se ha encontrado
en sistemas purificados y en plasma que "lis-plasminogeno" tie-

ne una mas alta afinidad para fibrina que el intacto "glu-plas-
minogeno (3).

Las diferencias en unidn de "gilu-plasminogeno" y "lis-plasmi-
nogeno a fibrina podia ser debido a una interaccidn intramole--
cular de uno de los sitios unidn-lisina con un sitio especifico
en la regidn amino-terminal de "glu-plasmindgeno” el cual ya no
esta presente en "1is-p1asmin6geno". Estos resultados indican
indirectamente la importancia de los sitios unidn-lisina en ---
plasmlnégeno para la interaccidn con fibrina. Asi se concluye
que una de las funciones de los.sitios unidn-iisina en plasmi--
nogeno es mediar su interaccich con la fibrina (3).

- 16 -



4.1.2) Plasmina

Las. formas de "1is—p1asmin6qeno" son convertidas a plasmina -
por una ruptura en la sola cadena Arg-Val correspondlente a-la
Arg560-val56l. Las dos cadenas de la molécula de plasmina es--
tan compuestas de una cadena pesada 4 cadena A, originada de la
regidh amino-terminal del‘plasminégeno y una cadena ligera o ca
dena B, originada de 1a regidn carbnxilo-terminal (3)

La cadena B fue encontrada que contiene un sitioc activo simi-
lar al de tripsina, compuesto de un residuc de histidina. Pa--
rece que el sitio activo de plasmina esta compuesto de His602,
Asp645 y Ser740 (3).

Debido a investigaciones se ha propuesto que la activacidn de
"glu-plasmindgeno" ocurre en dos pasos: llberacidn del grupo —-
amino-terminal; preactivacidn del peptido principal por ruptura
de Arg67-Met68 cediendo "lis-plasmindgeno"; segujda por la rup-
tura de la Arg560-vVal561 en la cadena para generar plasmina ---
(3).

pPropiedades fisicoqufmicas: La mds ligera de las dos cadenas
de la plasmina tiene un peso molecular de 26,000 y contiene la
estructura serina-histidina responsable de la actividad enzimi-
tica de la plasmina; la cadena mas pesada tiene un peso molecu-
lar alrededor de 55,000 su concentracion en plasma normal es ~-
cero y su vida media de 0.1 seg (17).

La plasmina tiene muchas caracterf{sticas comunes con la trip-
sina; es una endopeptidasa que hidroliza los enlaces suscepti--
bles de argfnina y lisina en protefnas a un pH neutro, y actua
sobre 1a mayoria de las proteinas y sustratos sintéticos sensi-
bles a la accidn triptica (18).

La plasmina digiere el fibrindgeno y la fibrina a ritmo simi-
lares. La degradacion de la fibrina por la plasmina se repre--
senta en 1a figura (5).

- 17 -
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La digestion de un polimerc.de- fibrina por 1a plasmina avanza
por separacion de las porciones extendidas carboxilo berminal -
de las cadenas alfa para producir tiras aisladas de“fibrina. -
Pronto, en la digestidn de 1las tiras, se ‘forman’los complejos -
que corresponden a YY/DXD y DY/YD, seguldos por complejos DED -
mas pequefios, dfmeros DD y fragmentos E. ' Cuando el fibrindgeno
es degradado por la plasmina libre, aparecen‘loé mismos fragmepn
tos aunque pueden permanecer intactas las cadenas A-alfa y B-be
ta (16).

Ademis del fibrindgeno y 1a fibrina, la plasmina hidroliza —-
también un cierto nimero de otras prote{nas, particularmente --
los factores de la coagulacién plasmética V y VIII, pero inclu-
yendo componentes del complejo sérico, la ACTH, la hormona de -
crecimiento y el glucagon entre otros (18).

En la tabla (3) se resumen algunas propiedades de los compo--
nentes del sistema fibrinol{tico.

4.2) vias de activacidn del plasmindgeno

La fibrindlisis se inicia con la participacidn de los activa-
dores del plasmindgeno. Como se ilustra en la figura (6): la -
activacidn del plasmindgeno puede ocurrir por tres diferentes -
vfas; una via intrinseca ¢ humoral en la cual todos los compo--
nentes implicados estan presentes en forma de precursor en la -
sangre; una via extrinseca en la cual el activador se origina -~
en el tejido o desde 1a pared vascular y es liberado a la san--
gre por ciertos estimulos © traumas; y una via exdgena en ia --
cual la activacidn es por la sustancia estreptocinasa. La via
intrfnseca y extr{nseca son las v{as fisioldgicas permanentes.

La exposicién del sistema fibrinol{tico a estreptocinasa es -

una activacidn no fisiologica (15).

Todos 1os activadores del plasminégeno estudiados hasta ahora
ejercen su accidn por hidrdiisis de 1a Arg560-val561 en la cade
na del plasmindgeno (3).
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Tabla (3) Propiedades de los componentes del sistema fibrinoiitico (17).

Nombre Peso molecular

.
' Concentracion

Vida media

basal/plasma en plasma

Plasminégeno Cadena unica
88,000 (glu)

dos cadenas
85,000 {g1lu)
77,000 {(1is)
38,000 (val)

Plasmina

Inhibidor A2 Cadena unica
de-la plas- 67,000
mina

Activadores del plasmindgeno;

Tisular Una o dos cadenas
60,000 a 70,000
Urocinasa Dos cadenas
55,000
32,000

oz

2.4 uM
(21 mg/m1)

cero

1 uM
(7 mg/ml)

Extrinsecos

Indicios

Propiedades

2.2 dias
0.8 dias

0.1 seqg

2.6 dias

15 min

10 min

Cinindgeno; sitios ligantes de
la lisina a la fibrina en 1las
porciones Kringler; sitio sen-
sible al activador Arg-val.
serin-proteasa sitio activo en
la cadena ligera; tamano varia -
ble de la cadena pesada que --
contiene las estructuras "krin
gler"”.

Inhibe la 1isis del fibrinége-
no formado complejos l:1°con -
la cadena ligera de la plasmi-
na, impide la unidn de la plas
mina a la fibrina.

Tipo vascular derivado de las
células endoteliales y secre-
tadc a la sangre, alta afini-
dad por la fibrina.
Serin-proteasa accion directa
sobre la union Arg-560-val --
del plasmin6geno.



Plasmindgeno
i intr{nseco

cinindgeno de alto BM A JEL Inhct{yédbr;él;'.
calicrefna . - oconn ia o) Inhil s

Factor XIIa = sl
Otros:?

“Activador del plas.l Sk e
mindgeno-tipo-tisular: : .

Fibrina ——————p Urocinasa
; L4 ,
Plasmindgeno —.— . e Plasmina «4——— — . Plasminogeno
extrinseco 3 extr{nseco
t-~PA inhibidor u-PA inhibidor
{IAP) (IAP)
Complejo Anticuerpos
—_——
Plasmindgeno-estreptocinasa estreptocinasa
Plasmindgeno
exogeno

rFigura(6) vias de activacidn del plasmindgeno (La plasmina es -
generada por activadores intrinsecos, extrinsecos, o exdgenos.

La regulacion ocurre via 1a accidn de un nimero de inhibidores

naturales) (14).
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factor XIT (factor Hageman), pre--—
'Y, ‘éinindgeno de alto peso molecular

un'desconocido por 1o gue es dif{cil eva-~

’luafvsuiim$6r ia’fisiopatoldgica (14).

4.2.2) Activacidn extrinseca

Las 408 vias extri{nsecas permanentes son mediados por dos ——=-
distintos activadores del plasmindgeno; tipo tisular y tipo —--
urocinasa. Ambos se encuentran en el plasma y son capaces de -
generar plasmina en la vecindad de fibrina (14).

El activador tisular ha sido descrito y aislado desde muchos
tejidos; asi como de las paredes de los vasos, originandose —--
presumiblemente en el endotelio vascular. Es rapidamente libe
rado en la corriente sangufnea en respuesta a un nimero de es-
t{mulos provocados tales como; oclusidn venosa, ejercicio, ---
shock, acidosis, 6 la administracidn de epinefrina o arginina
que son activadores de vasoconstriccicn (14).

Este activador parece ser una serina-proteasa con un peso mo-
lecular alrededor de 60,000 compuesto de dos puentes de disul--
furo en la cadena polipeptfdica. Una importante propiedad de -
este activador es su alta afinidad por ia fibrina, lo cual ha -
sido usado para su aislamiento. E1l activador tisular es relati
vamente un pobre activador del plasminégeno en sistemas puros
pero la fibrina estimula notablemente la activacion (3).
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Por otra parte la urocinasa es una proteasa semejante a la --
tripsina aislada de orina humana d cultivo celular de embrion -
de rifidn humane. Puede tener dos formas moleculares designadas
como S1 con un peso molecular de 31,600 y S2 con un peso mole--
cular de 54,000. E! primero es probablemente una degradacién -
proteol{tica del ditimo.

La urocinasa difiere del activador tisular del p1asm1n6geno -
en sus caracter{sticas antigénicas y en su especificidad enzi--
matica, particularmente con respecto a la activacion del plas~-
mindgeno asociado a fibrina. La urocinasa tambien difiere del
activador tisular en que su liberacicn es provocada por estimu-
los no conocidos (3) (14).

4.2.3) Activacidn exogena

La esteptocinasa es una protef{na no enzimidtica con un peso --
molecular alrededor de 47,000 producida por el grupo "C" de -—--
Lancefield de las especles de Estreptococos beta-hemol{ticos, -
lo cual activa el sistema fibrinoil{tico indirectamente (15).

La estreptocinasa forma un complejo estequiometrico 1:1 con -
el plasmindgeno ¢ plasmina y de ese modo convierte la proenzima
inactiva en un eficaz activador del plasmindgeno (3}.

La estreptocinasa se une a la porcidn carboxilo-terminal del
plasmin6§eno (J de 1a plasmina) haciendo mds reactivo el cen—--
tro de la serina. Esto sucede sin ruptura del sitio Arg-val de
activacidn espec{fica. En esta forma el complejo es capaz de -
convertir a otras moléculas de plasmindgeno a plasmina como se
muestra en la figura (7) (16).

El complejo tiene una constante de disociacidn de 5x10-11 u
y es formado con una proporcién constante de alrededor de ---~

3x107 M-=lg-1; 1o cual indica que el complejo es estable y que
es rapidamente formado (3)}.



Estreptocinasa

Figura (7) Activac;;‘n del: plasminc'ggépo ’po;”1a -estrre_p’!‘:ocina'sa -
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4.3) Inhibidores de 1a‘p1asm1na

Una vez concluida 1a accién de la:plasmina,. esta quedaylibre
pudiendo actuar nuevamente en donde exista un enlace Arg-Lis . -~
como es.en el mismo fibrindgeno (Eibrinogenélisis), sobre>algu-
nos de los componentes del complemento, sobre: el factor V.y —=--_
VIII, y otras prote{nas. Afortunadamente existen antiplasminas
que inhiben la actividad proteol{tica de la plasmina:’(1).:

4.3.1) K 2-antiplasmina

El principal compuesto, la f2-antiplasmina es un muy répido
inhibidor y protege al plasma contra los efectos proteoliticos
no muy especificos de la plasmina, cuando esta se encuentra en
el plasme. Sin embargo X 2-antiplasmina es un muy ineficiente
inhibidor de plasmina cuando esta se encuentra en la fibrina, -
1o cual facilita la duracion de 1a actividad fibrinoilltica de -
esta enzima {(14).

La A2-antiplasmina es una sola cadena de glicoprote{na con un
peso molecular de 70,000 que contiene alrededor de 13 % de car-
bohidratos, su concentracidn en plasma es 1 uM {7 mg/dl) y una
vida media de 2.6 dias (3).

oL 2-antiplasmina forma un complejo muy estable estequiomé-——
tricamente 1:1 con 1la plasmina, el cual esta libre de actividad
de proteasa 6 esterasa como se esquematiza en la figura (8) (3)
(16).

La formacion del compuesto ocurre por una fuerte interaccidn
entre la cadena ligera (B) de la plasmina y el inhibidor.

La reaccion entre plasmina y A 2-antiplasmina procede en al -
menos dos pasos: una reaccidn muy répida de segundo orden segui
da por una mas lenta reaccion de primer orden irreversible y --
puede ser representada por:

P + A 1=:§é===z-PA ———KZ—» PA'
K-1
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Figura (8} Inhipicxc’»n de la plasmina (16).
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La constante a pH 7.5 es 3.8X107M-15-1 y 1.8X107M=1g-1 para -
las dos formas de plasmina. Esta constante de la reaccion es -
una de las mas ribidas hasta ahora descritas para interacciones
protefna-protef{na y es de orden uno, de magnitud mds alta que -
la proporcidn de la reaccicn de tripsina con sus inhibidores.

La constante de disoclacion del paso reversible es alrededor
de 2x10-10 Y la velocidad de reaccion para el segundo paso es
4x10¥s-1 (3) (1).

Ya formado el complejo plasmina-o{2-antiplasmina tiene un pe-
80 molecular de 150,000 el cual en reduccidn es disociado en --
dos partes: una intacta cadena A de plasmina (peso molecular de
60,000) y un muy estable complejo entre la cadena B de plasmina
y A 2-antiplasmina (peso molecular de 80,000), estipulando que
la formacidn del complejo es llevado a cabo en exceso de ,L2-an-
tiplasmina (3).

Recientemente se ha identificado y aislado un peptido de bajo
peso molecular (alrededor de 8,000) el cual, es generado conco-
mitantemente con la formacién del complejo. Este péptido no
esta ligado al complejo por puentes de disulfuro puesto que ---
puede ser detectado previo a la reduccién (3).

E1 complejo puede ser disociado en NH40H 1.5 M regenerando --
arriba’de 0.2 mol/mol actividad de plasmina y un inhibidor modi
ficado con un mis bajo peso molecular (60,000) gue el inhibidor
original (70,000). La o{2-antiplasmina nativa tiene en el ex--
tremo amino-terminal una secuencia de Asn-Gln-Gln-Gln-Val y en
extremo carboxilo-terminal una secuencia de Phe-Leu; el inhi---
bidor modificado tiene la misma secuencia en el extremec amino--
terminal, pero en el extremo carboxilo-terminal una secuencia -
de Ala-Leu (3).

El péptido con un peso molecular de 8,000 y una secuencia en
el extremo amino-terminal de Met-Ser-Leu-Ser Gli-Phe y la se--
cuencia de Phe-Leu en el extremo carboxilo-terminal, sugeriendo

que parte de la A& 2-antiplasmina para originar su extremo car--
boxilo-terminal (3).



Estos resultados y por analog{a con complejos de tripsina y -
sus inhibidores sugiere que el complejo estable entre plasmina
y A2-antiplasmina es formado por un atague pldsmico a un pépti-
do Leucil-Metionil espec{fico unido en el extremo carboxilo-ter
minzl del inhibidor. Probablemente un fuerte enlace covalente
es formado entre el residuo Seril del sitio activo en la plasmi-~
na y el residuo Leucill especifico del extremo carbonil en el --
inhibidor (3) (15).

Tambien cuando la plasmina tiene acido-6-aminohexanoico ¢ 1i-
sina ligados a los llamados sitios unidn-lisina; d liga sustra-
tos a su sitio activo reacciona muy lentamente con «A2-antiplas
mina (3).

Estos resultados indican que los sitios unicn-1isina y un si-
tio libre activo en la molécula de plasmina son de gran impor--
tancia para la proporcion de su reaccion con L2-antiplasmina; -
estas interaccliones son probablemente de gran importancia para
la regulacich de fibrindlisis "in vivo" (4).

4,3.2) A 2-macroglobulina

La A 2-macroglobulina representa un mAs lento inhibldor de —-
plasmina en el plasma y su papel parece ser inactivar plasmina
formada en exceso de la capacidad inhibitoria de,A2-antiplasmi-
na. La plasmina formada es inicialmente ligada a,{2-antiplas--
mina; hasta despues de su saturacidén, el exceso de plasmina es
neutralizada por «2-macroglobulina; por lo que se le considera
como una segunda linea de inhibicidn (3).

4.4) Antiactivadores (Inhibidores de los activadores del plas--
mindgeno IAPs)

Los activadores del plasminégeno son directamente opuestos --
por un nimerc de inhibidores de los activadores del plasminége—
no (IAPs); denominados tambien antiactivadores.



El principal IAP, conocido como IAP-1 normalmente circula en
el plasma siendo almacenado en las plaguetas y ligado-a.la ma-
“triz: extracelular. Otro antiactivador poco conocido es e1 -
IAP-2 que se encuentra presente en la placenta y neutrofllos: EO
Y 1iberados en 1ia sangre durante el embarazo (9). )

Para- lograr 1la detececioh de estos inhibidores se- han hecho
ensayos ‘de coagulacion Y 1{sis; pero estos ensayos son bambien_
sensibles a la presencia de inhibidores de plasmina 10 cual
hace diff{cil la identificacidn, asi como, el nivel al:cual’
actuan estos inhibidores (9).

4.4.1) Inhibidores de la activacion intrinseca del piasminégeho

Se ha propuesto varios inhibidores de 1la activacidn intr{n--
seca del p1asmin5geno presente en el plasma como son: inacti--
vador Cl, inhibidor del factor XIIa, complejo heparina-anti---
trombina IIT y oL 2-macroglcbulina, Puesto que el papel fisio-
15g1co de la via intr{nseca fibrinolf{tica no esta establecida,
el papel de estos inhibidores en la regulacién y control de fi-
brindlisis es enteramente especulative (3) (4).

4.4.2) Inhibldores de la activacidn extr{nseca del plasminégeno

La formacién de un complejo reversible inhibidor del activa--
dor-activador el cual disocia en la presencia de fibrina ha si-
do-propuesto para explicar la répida 1{sis de fibrina en plasma
Y la resistencia del fibrindgeno a la degradacién por plasmina.

sin embargo la evidencia para la existencia de un inhibidor -
espec{fico del activador tisular del plasmindgeno en plasma, --
formando el complejo reversible puede a lo mas ser conslderado
como un estudio preliminar (3) (4).

El mecanismo de inhibicidn de urocinasa en la sangre es poco
conocido.



El inhibidor de urocinasa basados cen’ ensayos de coagulacion =
y 1fsis es fuertemente dependiente de’la presencia de’: inhibido—"
res de plasmina.y ‘s6n por eso’una via'no especifica

La J-Z—macroglobulina, —antitripsina, antitrombina III y -
A2-antiplasmina inhiben urocinasa 1entamente (3) (14)' :

4.4.3) Inhibidores de 1la activacién exdbena del plasminégenc

El plasma humano contiene anticuerpos dirigidos contra estrep
tocinasa, los cuales son probablemente el resultado de infec---
ciones previas con Estreptococos p-hemolfticos. Puesto que es
_treptocinasa es neutralizada por los anticuerpos anti-estrepto-
cinasa como tratamiento esta debe ser suficiente para neutrali-
zar los anticuerpos y asl obtener activacidn fibrinoiitica (3).

4.5) Regulacién y control de ribrindlisis

Se ha sugerido que el sistema fibrinolitico esta en equill---
brio dindmico con el sistema de coagulacia‘n siempre y cuando --
exista una pared vascular integra (3).

El hecho que el sistema fibrinol{tico es continuamente acti--
vado "in vivo" esta apoyado por el descubrimiento de 1a activi-
dad del activador del plasmindgeno en sangre normal y a un n{--
vel reduclido en pacientes con padecimientos de trombosis (2).

Se ha observado que una deficlencia congenita de X2-antiplas-
mina resulta en una tendencia al sangrado, y una parcial defi--
ciencia de plasminégeno puede ser asociado con trombosis recu--
rrente (1).

Otros estudios han considerado que 1la coagulaclén y el siste-
ma 1{tico no son continuamente activados pero estan disehados -
para ser activados “in situ® cuando se necesite para la hemos--
tasia local (3).
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Por lo tanto 1la regulacién y control de fibrinolisis parece -
suceder a varios niveles: 1iberacion del activador del plasmi--
nogeno de la pared vascular, activacion del plasminogeno a80m—~
ciado a fibrina e inhibicidn de plasmina formada por A2-anti---
plasmina.

Los mecanismos que controlan la 1iberacidn del activador de -
plasminégeno de las celulas endoteliales han sido revisados re-
cientemente, 1a administracidn parenteralmente de adrenalina --
extrae o libera un activador del plasmindgeno; esto puede ser -
debido no solo a la Interaccidn con sitios receptores adrenér--
gicos perifericos, presumiblemente a nivel celular endotelial,
pero posiblemente tambien en parte a la 1iberacidn central de -
sustancias semejantes a las vasoconstrictoras las cuales esti--
mulan la liberacion del activador del plasminobeno. Sobre es--
tas bases y otras evidencias se ha especulado que 1a liberacidn
del activador del plasminégeno puede ser bajo control neurohu--
moral (3).

4.6) Mecanismos de fibrindlisis fisioldgica

La enzima proteol{tica plasmina tiene una amplia especifici--
dad lo cual no es muy diferente con la tripsina; sin embargo, -
"in vivo" el principal blanco de la plasmina es la fibrina (7).

Se ha delineado algunos de los principales rasgos de el meca-
nismo de fibrindlisis: el activador esta presente en bajas con-
centraciones liga al inhibidor circulante en la sangre, pero --
es adsorbido y acumuiado en la superf{cie de la fibrina (4).

El efecto de 1os inhibidores contra la activacicn y contra 1la
plasmina esta reducida por 1la adsorcidn del activador y plasmi-
na a la fibrina. La activacidn del plasmindbeno se produce en
la superficie de la fibrina, la fibrina es lisada, el activador
y plasmina son liberados y ligados por sus respectivos inhibi--
dores (13).



Otros estudios sugieren que el plasmino’geno es adsorbido en -
1a polimerizacién de la fibrina y convertido a la enzima activa
por los activadores 1los cuales difunden hacia el trombo y la --
plasmina ejerce su accidn en un ambiente relativamente libre de
inhibidores (2}.

Tambien se ha propuesto que el complejo plasmina-inhibldor --
formado en la circulacidén disocia en 1la presencia de fibrina ya
que la plasmina tiene mas afinidad por la fibrina que por sus -
inhibidores (3).
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TIT PATOLOGIAS

Los trastornos de la hemostasia pueden dar como resultado una
hemorragia J trombosis. )

Estas patolog{as pueden ser de tipo hereditario o adquirido,
entre los de tipo hereditario del sistema fibrinol{tico se en-
cuentran: una deficiencia de sA2-antiplasmina; altas concentra
ciones del activador tisular del plasminégeno; una disfuncidn -
en los inhibidores de 1los activadores del plasmlnégeno {(1APS) -
entre otros (13) (1).

Un trastorno de sangrado adquirido que involucra al sistema -
fibtinol(tico, aunque de manera secundaria, se ha convertido en
un s{ndrome reconocido. Se han utilizado diversos terminos pa-
ra el s{ndrome, incluyendo coagulopat{a por consumo, sindrome -
de desfibzinacién, reaccidh generalizada de Schwartzman y sin--
drome trombohemorrégico {17). En 1la actualidad se utiliza mas
comunmente el termino de coagulacio} intravascular diseminada -
(c1ID).

Aunque se produce tanto la activacidn del sistema fibrinolfti
co como el de coagulacion, parece que la fibrindilisis es una --
respuesta secundaria; esto es importante para poder diferenclar
otro trastorno fibrinolitico anormal conocido como fibrino-----
genélisls primaria en el cual tambien hay sangrado.

1) cip

La pe@dida de localizacion del proceso de la ccagulacioﬁ cons
tituye en general, la base del proceso de coagulacién, la coagu
lacidn intravascular digeminada. El proceso fibrinol{tico ———-
tambi€n se inicia en forma difusa, pero esta no es una enferme-
dad fibrinol{tica primaria. E1 defecto no se encuentra en el -
sistema fibtinolftico, 1a aceleracion del sistema 1{tico es so-
1o una consecuencia de la coagulacibén difusa (6).



Se cree que la prcbeolisis excesiva del fibrinogeno y Eibrina
por la trombina Yy la plasmina es- la, causa del trastorno (12).

1.1) Trastornos asociados a CID

Existen una diversidad de condiciones que patecen desencade
nar la coagulacion intravascular, no esta claro todavia si. los
estimulos etioldgicos basicos son uno o mas tipos de lesion. A
pesar que la mayoria de algunos casos, la activacion de otras
enzimas parece producir el mismo resultado (17).

Los trastornos que con frecuencia coexisten con coagulaclén»—
intravascular diseminada se enumeran en la tabla (4).

1.2) Consecuencias clinicas de la CID

La coagulacidn intravascular diseminada puede conduclr a tres
consecuencias clinicas bien definidas como se muestra en la fi-
gura (9).

a) El1 consumo de plaquetas y factores de la coagulacién mas las
propiedades antihemostaticas de los productos de degradacicn
de la fibrina abocan en potencia hacia una tendencia hemo---
rrégica (18).

b

Los depdsitos de fibrina pueden bloquear el flujo capilar en
un organo determinado y producir un daho histico 1squ€mico -
grave. E1l rifon es especialmente sensible a la isquemia.
Otros organos que se pueden afectar son las suprarrenales, -
hipdfisis, pulmdn, higado, médula dsea y piel. Clinicamente
el dano histico isquéﬁico grave despues de la c¢id se halla -
sobre todo en los trastornos pediétricos y en las complica--
ciones del embarazo (18).



(4) Trastornos relacionades con CID (12).

Est{mulo local de 1a coagulacion

‘a). . Vascular: hemangioma gigante, aneurisma adrtico,
trombosis . masiva, embolia pulmonar.

“ b)"Lesidn ‘tisular: quemaduras, feto muerto reteni--
) do, desprendimiento prematuro de
placenta, embolia de liquide --=~

amniotico.
2.~ Esglmulo generalizado de la coagulacién
a).Venenos de serpientes
b) Choqué séptico

c) Infecciones: septicemia, viremia, tuberculosis -
miliar, paludismo.

d) Anafilaxia

e) Neoplasmas: carcinoma de prostata, pﬁncreas, ———
pulmén, mama, leucemia aguda.

3.~ Regulacidn defectuosa: insuficiencia hepatica, trag
tornos de la depuracién de -
factores activados, sintesis
defectuosa de fibrindgeno.
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Coagulacidn intravasqulé:
disgminada g

de'fibripaf

Consumo de’ plaquetas y de Depééiéo
factores de la coagulacién . ,»en“ia microc

Fibriﬁé;iéis
secundaria

a) Tendencia a las
hemorraglas

b) Lesidn histica \
isquéﬁica \

Potenciali---

zacidn del --
shock

v

c) Lesidn eritro--
citica y hemo--
lisis

Figura (9) Mecanismos por los que 1a coagulacidn intravascular
diseminada produce la enfermedad ciinica.
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c) Si la fibrina se depbsita en los pequefios vasos sangulneos,

en formas de hilos colgantes, la sangre todavia fluye a tra-
vés de los vasos, pero los globulos rojos aparecen fragmenta
dos porque se lesionan cuando friccionan con la fibrina.
Una anemia hemol{tica intensa se puede producir con hemoglo-
binemia, hemoglobinuria y una alteracidn morfoldgica carac--
ter{stica de los hemati{es. Los globulos rojos aparecen en -
forma de casco y microesferocitos en la extensicn sangu{nea.
Este tipo de anemia hemol{tica se denomina anemia hemolf{tica
microangiopatica (18).

1.3) Patogenia

Una coagulacidn intravascular fisioldgica es probable que no
ocurra de manera continua. Esto se debe, por un lado, a la --~
exposicidn limitada de la sangre circulante a los agentes capa-
ces de iniciar la coagulacidn. Otra razdn es que los disposi--
tivos celulares extraen en forma eficaz los indiclos de inter--
mediarios de 1a coagulaci&n activados en la sangre especialmen-
te cuando esta fluye a través del higado (17).

A pesar de ello las sustancias procoagulantes se potencian --
suficientemente en casos de enfermedad, como para desencadenar
la CID cuando estos factores aumentan ¢ penetran en el torrente
sanguineo (18).

Los estimulos procoagulantes actian en diferentes pasos de --
las reacciones de la coagulacidn sangu{nea para producir la -
CID:

a) Una sustancia puede actuar como intermediaria d paso tardio
en la coagulacidn. Materiales que activan directamente el
factor X han sido identificados en la mucina y en los ex—---
tractos tumorales y pueden explicar la asoclacidn de trombo-
sls y ecoagulacidn intravascular con los adenocarcinomas se--
cretores de mucina (18).
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b

c

‘Vna (12)

)

}

LafCIb'dA pues dela mordedura de serpientes venenosas es el

resultado” de la entrada en la circulacidn de un enzima pro—--
teolftic que convierte directamente el fibrinogeno en fibri-
,Un enfermo con un aneurisma arterial puede desa-~-—-
rrollar hipofibrinogenemia, trombocitopenia y otras alteracio
nes ‘que ‘sugieren una coagulopat{a por consumo, posiblemente -
qq'réiacionado con la coagulacicn dentro del aneurisma si no

con 1la dispersidn en la circulacion de los factores de la ---
'éagﬁlacidn activados y la consiguiente coagulacién intravas-

‘cular difusa (18).

La introduccion en la circulacion de sustancias con actividad
tromboplastinica hfstica puede iniciar las reacciones coagu
lantes extrinsecas. Esto puede ocurrir con el tejido cere---
bral despues de un traumatismo craneal, con el contenido ute-
rino en las enfermas con complicaciones obstétricas, con gra-
nulos procedentes de promielocitos en la leucemia aguda y con
tejido prostébico después de 1la cirugfa {9) (18).

La sangre puede entrar en contacto con sustancias capaces de
desencadenar las reacciones de la coagulacidn intravascular
intrfnseca. La lesién a pequefios vasos sanguineos por e--—--
jemplo, en la vasculitis alergica ¢ inmunolégica expone posi-
blemente la sangre a la actividad tromboplastinica histica --
desde las ceélulas endoteliales lesionadas y desde los leuco--
citos. Sin embargo, también se expone la sangre al coldageno
en la membrana basal y tejido conectivo subyacente.

El coldgenoc activa el factor XII y posiblemente, un factor en
la superficie plaquetarifa que puede iniciar una coagulacidn -
intrfnseca independiente del factor XIT. El coldgeno induce
también 1la agregacién plaquetaria y hace posible la actividad
del factor 3 plaquetario. Estas acciones combinadas podrian
desencadenar efectivamente la coagulacidn intrinseca (18).
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d)  Las endotoxinas de germenes gramnegativos pueden causar la:
coagulacidn en muchas especies animales Y- 1a endotoxemia re- .
presenta una causa mayor de CID. La endotoxina padrla!indu— 8
cir la coagulacion por diversos mecanismos (14). . i

1.4) Fisiologfa

La. principal protefna blanco en 1la CID es el fibrindgeno y =-
1as enzimas mas importantes que atacan al fibrindgeno son la --
trombina y la plasmina. El1 aumento de la actividad de la trom-
bina es primario, y el de 1a plasmina es una reaccion a la ac--
tivacicn de la coagulacioh Yy a la formacidn de fibrina.

Ademas de actuar sobre el fibrinégeno la trombina digiere 1los
factores V y VIII y acumula las plaquetas; tambien activa una -
protefna que depende de la vitamina K, conocida como protefna -
C, Y esta a su vez, inactiva los factores V y VIII. La diges--
tion del fibrinobeno por la plasmina da lugar a la formacidn de
un grupo de productos conocidos como productos de la degrada---
cidn del fibrincdgeno/fibrina. Ademas de degradar el fibrindge-
no la plasmina diglere tamblén los factores V y VIIT (12) (17).

1.5) piagndstico de laboratorio

La CID produce alteraciones complejas en los factores hemos-
taticos mediante varios procesos: depleccidh de los factores -
hemostaticos; formacion de complejos solubles de mondmeros de
fibrina; activacién de la fibrindlisis secundaria (14).



Por ib tanto el enfermo con manifestaciones de CID muestra el
siguienée patrén de laboratorio: trombocitopenia; tiempo de ---
'protrohbina prclongado; un tiempo parcial de tromboplastina y -
uﬁ tiempo de trombina prolongado debido al consumo de factores
de 1a coagulacién, y a los efectos anticoagulantes de 1l0s pro--~
ductos. de degradacio% de 1a fibrina; un titulo bajo de fibriné-
geno; y una prueba de paracoagulacién de protamina en plasma --
positiva. Ademés, la prueba de aglutinaci&n de litex para los
productos de degradacién de la fibrina sera positiva. . Son ===~
tambien importantes la presencia de ezquistocitos (células en -
’casco de granada) en frot{s de sangre petiférica (16) (18).

2) Fibrinogendlisis primaria

La fibrinogendlisis primaria es una fibrindlisis anormal Yy --
esto se debe a un exceso de plasmina circulante y a su accidn -
proteol{tica sobre el fibrindgeno y otras protefnas plasmati---
cas.

Normalmente no existe plasmina circulante ya que es neutrali-
zada inmediatamente por las antiplasminas. Sin embargo, exis--
ten circunstancias donde la localizacion de la plasmina en el
sitio de la formacion del coigulo no es la correcta debido a la
activacioh masiva del plasminégeno {2) (11).

La fibrinogendlisls primaria esponténea es muy rara pero pue-
de causar hemorragfas graves.

Una causa frecuente de fibrinogenélisis primaria es la ciru--
gfa urolégica, en especial cuando involucra a 1a gléndula pros-
tética, puede dar como resultado la liberacion de grandes can--
tidades de activadores tisulares del plasmindgeno hacia la co--
rriente sangufnea.
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Esto puede resultar en activacidn Eisular‘masiva del'plasmi—-
nogeno a plasmina, superando de este modo la capacidad neutra--

lizadora de las antiplasminas; su consecuencia es Eibrinolisis
anormal (2) (6).

La 1{sis de codgulos que taponan en forma adecuada areas de -
lesidn quirdrgica vascular puede tener como resultado una hemo~
rragia incontrolable. Tambien se produce fibrindlisis anormal
luego de 1a administracidn intravenosa de estreptocinasa o de
urocinasa; estos agentes se administran para lisar los coégulos
que forman los embolos pulmonares {EP) y los trombos de las ve-
nas profundas {(TVP) (6).

2.1) Diagnostico diferencial de CID con fibrinogenolisis prima—
ria

Las alteraciones t{picas de 1a fibrinogendlisis primaria --=
son: tiempo de protrombina y trombina prolongado; bajos nive--
les de fibrindgeno; los factores V y VIII descienden y hay ---
acumulacion de 1los productos de degradacidn del fibrinogeno.

En la fibrinogendlisis primaria se halla de modo claro un ---
aumento de la actividad fibrinol{tica de 1a sangre in vitro, --
por ejemplo una 1{sis rdpida de euglobulinas. En la CID con --
fibrindlisis secundaria no se advierte el aumento de la activi-
dad fibrinoiftica in vitro. Esta y demas diferencias se expo--
nen en la tabla (5) que sirven para poder diferenciar estas con
diciones citinicas (18).

Sin embargo existe dificultad diagndstica en enfermos que ---
tengan ambos procesos; la CID y fibrinogendlisis primaria, por
lo que es muy importante el conocimiento de los trastornos c1{-
nicos que estan asoclados a estas patologfas.
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Tabla (5) Diferencias entre CID y fibrinogenélisis primaria (18}

Frecuencia

Enfermedad subyacente

Plaquetas
Fibrinégeno
Factor V
Factor VIII

Prueba de paracoagulacién
en el plasma

Tiempo de 1fsis del coagulo
Tiempo de 1{sis de euglobulina

Fibrina

.
Productos de fragmentacion
de fibrina en el suero

- Bajo

CIiD
Relativamente comin

Presente

Bajas
Bajo

Bajo.,

Positive

Normal.'c- prolongado
.
Normal o prolongado

Lisis normal o lige-
ramente aumentada

Desde ninguno hasta

altas concentraciones,  ;
sequn el grado de 1{sis
secundaria 3

Fibrinogenolisis primaria

Muy rara

A menudo no. existe, en.ocasio-
nes hepatopatia it RS

Suelen ser normales

Bajo

Bajo discretamene

Normal d:1ig. bajo
' ‘Negativo
,Répidof‘

: Rapido ¢

. Lisis muy aumentada .

“Elevados niveles’

-~ 2v -




IV METODOS DE LABORATORIO

Aunque la presencia de un trastorno hemorrégico puede sospe--—
charse mediante la historia y .la observacibén clinica; el diag~-
ndstico exacto depende de las pruebas-especificas de-laborato--
rio. S - RS

Existen un grupo de pruebas necesarias para efectuar la valo-
racion y deteccion tanto de alteraciones vasculares, celulares,
humorales y fibrinoi{ticas.

La actividad del mecanismo fibrinoiitico puede valorarse por
metodos sofisticados de inmuncensayo como es el empleo de an=--
ticuerpos monoclonales que reconocen a un determinante antige--
nico en el dimero-D que resulta de la fragmentacién de la fi---~
brina; o la determinacidn de los inhibidores de los activadores
del plasmindgeno (5) (13).

Sin embargo, existen otcos mécodos menos costosos Yy por lo --
tanto mas accesibles a todos los laboratorios que son capaces
de evaluar al sistema 1{tico: de estos metodos los mas utiliza-
dos son:

1) Tiempo de 1{sis de euglobulinas

2) Sulfato de protamina

3) Gelacion de etanol o i

4) Prueba de aglutinacién en latex (para los productos de degra
dacidn de la fibrina/fibrindgeno

1) Tiempo de 1{sis de euglobulinas

Introduccion: En la fraccidn euglobulina del plasma, se en--
cuentra el fibrlnégeno, el plasminégeno Yy las fibrindlisinas. -
Esta técnica suprime los inhibidores del plasminégeno.
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Las fibrindlisinas del eritrocito destruidas aceleran ta 1{--
sis pero se encuentran en cantidades muy constantes, en cambio
existe variacion en la fibrinolisis plasmética. Si el paciente
cursa con un componente fibrinol{tico jos activadores presentes
en dicha reaccidn transformaran al plasminogeno en plasmina y -
esta dltima actuara sobre la fibrina formada.

Fundamento: La fraccidn euglobulina del plasma preparada por
ditucion Y acidificacidn, esta relativamente libre del sistema
enzimdtico fibrinolitico. La desaparicidén del codgulo va a ---
significar 1a 1i{sis de euglobulinas y por lo tanto es un indi

clo de 1la presencia de plasmina y/o de l1os activadores del plag
mindgeno.

Objetivo: Valorar el componente fibrinol{tico

Procedimiento: Material:
Tubos de cultivo de 13X100 mm .
pipetas seroldgicas de 0.2, 1.0 y 5.0 ml
Aplicadores de madera, gradiila
Matraz erlemeyer de 50 ml
Papel sanitario, papel parafilm
Material bioldgico: ,
Plasma citratado pobre en plaquetas
Equipo:
Centrifuga
Bafic de incubacidn a 37°C
Reactivos:
Acido clorhfdrico 0.1 N
Amortiguador de imidazol pH 7.3
Trombina diluida (solucidén de trabajo-1:10)
Acido acético 1%
Cloruro de calcio 0.025 ™

Técnica A:
a) En un tubo de ensayo de 13X100 mm colocar
4.2 ml de agua destilada
0.15 ml de acido clorhidrice
0.3 ml de plasma problema
b) Tapar el tubo con papel parafilm y agitarlo por inversidn -<
suave
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c)
d)
e)
£)

g)
h)

i

a)

b)

c)
d)
e)
£)

g)

h)
i)

b))

Centrifugar a 3000 rpm durante S5 minutos
Desechar el sobrenadante

Agregar 0.3 ml de amortiguador de imidazol
El precipitado se resuspende con un aplicador previamenbe —
mojado en amortiguador de imidazol
Agregar 0.1 ml de trombina diluida :
Agitar el tubo suavemente, taparlo con papel parafilm y co--f
locarlo en bano de incubacidn a 37°C
Observar la formacion del coagulo cada 10 minptbS‘;

Técnica B:
En un matraz erlemeyer de 50 ml agregar 19 m]
lada
Adicionar 1.0 ml de plasma y 0.35 ml de dcido acetico a
{gota a gota y agitando) i
Reposar a 4°C durante 10 minutos
Agitar y repartir en 4 tubos volumenes iguales
Centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos
Decantar el sobrenadante y secar la pared interna de 105 tu-
bos :
Recisolver con 1 mi de amortiguador de imidazol
Colocar en baho de incubacicdn a 37°C
Coagular con 2 gotas de cloruro de calcio 0.025 M o 0.1 mi==" 7
de trombina (debe coagular entre 1 minuto 45 segundos a 2 mi’
nutos)
Observar la lisis del codgulo en las 2 primeras horas

Valores de referencia:

El coagulo debe permanecer formado -~
mds de dos horas (10).
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2) Sulfato de protamina

Introduccidn: El sulfato de protamina tiene la propiedad de -
inducir 1a polimerizacidn no enzimatica de complejos solubles
de mondémeros de fibrina, que se forman en el plasma cuando se -
encuentran trazas de trombina circulante. Tal fendmeno se de--
nomina paracoagulacién y consiste en 1la formacion de filamentos
de fibrina o de un verdadero coagulo despues de anadir sulfato
de protamina.

Fundamento: Los complejos solubles de mondmeros de fibrina --
con fibrindgeno y productos de la degradacidn de la fibrina y -
fibrinogeno o ambos, precipitan cuando se ahade protamina al -~
plasma.

Objetivo: Detectar los monomeros solubles de fibrina y/0 los
productos de degradacion de fibrindgeno y fibrina.

Procedimiento: Matexial:
Tubos de cultivo de 10X75 mm
Pipetas serol&gicas de 0.2; 1.0 y 5.0 m1
Tubos de centrifuga de 5 ml
Papel sanitario, papel parafilm
Material bioloéico:
Plasma citratado pobre en plaquetas
Equipo:
Cronometro
Bafno de incubacion a 37°

Reactivos:

Solucion de sulfato de protamina 1% en amorti-~
guador . : i
TRIS pH 6.5 0.05 M

Amortiguador TRIS pH 6.5 0.05 M
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’
Tecnica:

a) Efectuar una dilucidn 1:5 de la solucion de sulfato de Pro--
tamina con el amortiguador TRIS

b) Colocar 0.2 ml de esta dilucion en un tubo de 10X75 mm

c) El plasma pobre en plaquetas (ppp) del problema se obtiene -
al centrifugar el plasma rico en plaquetas. El ppp se colo-
ca en un tubo limpio y se incuba a 37°C durante 5 minutos

d) Adicionar 0.2 ml de ppp al tubo que contiene 0.2 ml de sulfa-

to de protamina (ditucion 1:5)

Tapar el tubo y colocarlo a 379C durante 30 min. agitar sua--

vemente y observar la apariencia de la mezcla de teaccién.

Reportar considerando los criterios indicados en la parte de

resultados.

Resultados:
g gelacidn
rf red de fibrina
+44 precipitado grueso
+ precipitado fino

.
- solucion clara

51 el resultado es positivo es necesario realizar diluciones
del sulfato de protamina con el amortiguador TRIS en las si--
gulentes proporciones: 1:10; 1:20; 1:40. Para cada una de eS--
tas diluciones continuar con la técnica desde el inciso (b).

Valores de referencia: Negativo sclucidn clara

La presencia de un precipitado granular fino significa 1a ---
exlstencia de bajos niveles de mondmeros de fibrina o productos
de degradacicn de fibrindgeno y de fibrina. Se considera posi-
tiva si los tubos presentan coégulo de fibrina o precipitado --
fino (10)}.
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3) Ge;acﬁén de etanol " ’ M

"“Introduecidn: En algunas de las patolog{as de los sistemas de
la coagulacidn como en cuagulacibn intravascular diseminada ---
(cIp) J en procesos fibrinol{ticos se producen productos de de-
gradacion de la fibrina o del fibrindgeno as{ como monémeros de
fibrina, los cuales son capaces de paracoagular en presencia de
etanol.

Fundamento: En esta prueba se aprovecha la propiedad de provo
car la paracoagulacién que tiene el etanol sobre los complejos
solubles (mondmeros de fibrina o fragmentos X©° 1igados a pro-=-
ductos de degradacidn del fibrindgeno o de 1la fibrina).

Objetivo: Observar las reacclones de paracoagulacién en una -
muestra problema.

Procedimiento: Material:
Tubos de cultivo de 10X75 mm
Pipetas serologicas de 1.0 ml
Gradillia
Papel sanitario, papel parafilm
Material bioldgico:
Plasma citratado pobre en plaquetas
Equipo:
Bafio de incubacion a 22°C
Reactivos:
Citrato de sodio al 3.8%
Etanol al 50% en agua destilada

,
Tecnica:

En un tubo de 10X75 mm colocar 0.5 ml de plasma pobre en pla=-
quetas. Colocar en el bano de incubacidn durante 3 minutos; --
adicionar 0.15 ml de etanol al 50%, agitar suavemente el tubo y
mantener en reposo durante 10 minutos a 22° C (TA), despues de
este tiempo observar con inclinacidn cuidadosa del tubo la geli
ficacidn de 1a muestra.
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ESTA TESIS WO DEBE
SRR [f LA BIBLIOTERR

Gelacidn = positiva
No gelacion = negativa

Intergretacio%. Dado que esta prueba es positiva para mono-
meros.de fibrina como productos de degradacion del fibrino

es necesario que el resultado se analize en forma i tegr
Lel resto de las pruebas de laboratorio.

Valores de referencia: No se observa geiacia

4) Prueba de aglutinacion en ldatex (para 105 pr
gradacion de la fibrina y fibrincgeno)

Finalidad de la prueba: La prueba detecta la presencia de --

productos de degradacio’n de la fibrina ¢ dei fibrinc"geno en el

suerc y es utll en el diagnostico de coagulacicdh intravascular
.

diseminada (CID) o en fibrinolisis primaria.

Princivio: Los antisueros contra preparaciones altamente pu-

rificadas de fragmentos D y E de fibrinégeno humano, son ad---
sorbidos en partfculas de ldtex. Estos se aglutinan en pre---
sencia de productos de degradacidn de la fibrina o del fibri--
no’geno N

Reactivos:

a) Suspensidn de latex. Es una suspensioﬁ al 0.5% de partfcu—
las de latex polistireno revestidas de anticuerpos de cone-
jo contra los productos de degradacidn del fibrinobeno ————
(PDF).

b) Suerc control positivo y negativo. El control positivo es -
plasma humano normal diluido con suero humano normal de for-
ma que la concentracion del fibrinogeno sea de 5 a 10 ug/ml.
El control negativo es suero normal que contiene menos de -
2 ug de PDF/ml.
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c) Tubos ‘de recoleccion de muestras. Cada tubo contiene inhi-
bidor de ‘tripsina de soya (aprox. 3,600 NFU) y trombina bo-"

- vina (20 NIHU) suficiente para la toma de 2 ml de sangre --
total 4 de orina, sin embargo se puede usar con igual efi--

cacia tubos con EDTA o con heparina.

d) Amortiguador salina—glicina. Glicina 7.5 g, cloruro de so-
dio B.5 g y azida sédica 0.1 se disuelven en 900 ml de agua
El pH es ajustado a 8.2 con NaOH 0.2 N y 1la solucion se:di-:
luye hasta obtener un litro con agua destilada.  El amorti-
guador se conserva a la temperatura de 4°C. :
Tecnica:

Se coloca en un tubo de recoleccidn de muestra 2 ml de san--
gre, recogidas en una jeringa por puncién venosa limpla y se -
mezclan inmediatamente invirtiendo el tubo varias veces. La -
sangre se coagula en pocos segundos y luego se incuba a 379C -
durante aproximadamente 30 minutos. El suero se separa por —-—=
centrifugacicn. Despues es diluido al 1:5 y 1:20 con amorti--
guador de glicina y se coloca una gota de cada dilucidn sobre
un portacbjetos. La mezcla suero diluido/ldtex es agitada con
una varilla y los portacbjetos se balancean suavemente de un -
lado a otro por espaclo de 2 minutos exactamente, en tanto se
observa la aglutinacion macroscobica. En caso de producirse -
ésta se aprecia facilmente a simple vista. Con cada prueba -
debe practicarse un control negativo y positivo ya conocidos.

Intergretacidn: El nive1 serico de PDF es menos de 10 ug/ml
y los reactivos se ajustan de manera que el sueroc con una -—---
concentracion inferior a esta no dara aglutinaci&n con las --
diluciones 1:5 o 1:20 de suero normal. En la CID el nivel de
PDF excede de 10 ug y en los casos agudos puede exceder de --
40 ug.



No obstante, incrementos similares pueden encontrarse en ---
otros @stados que implican degradacidn enzimatica (ademas de -
la trombina) o no enzimatica del fibrindgeno.

A veces se encuentran nfiveles aumentados en la trombosis de
venas profundas y en el embolismo pulmonar, pero tales incre--
mentos sgon muy transitorios (18).



V TRATAMIENTO

El tratamiento del paciente que presenta hemorragfa debe seguir
varios pasos. Lo primero es investigar si 1a hemorrag{a se de-
be a un trastorno hereditario ¢ adquirido:; por lo que tiene mu-
cha importancla hacer una historia cilf{nica minuciosa y concisa

ya que esto proporciona una informacion valiosa, ademds de apo-
yarse en un buen diagn&stico de laboratorio, para conocer que -
mecanismo de la hemostasia es el alterado; es decir, si el de--
fecto se localiza en el mecanismo vascular, celular, humoral o

fibrinol{tico. Esto tambieh es fundamental ya que de aqui de--
pende hacer una buena eleccidn del tratamiento a seguir; porque
es, diferente el tratamiento de un defecto plaquetario a una --
falla en el mecanismo humoral de la coagulacicn.

La terapia a base de productos sangufneos se ha modificado -
actualmente ya no se utlliza sangre total sino componentes de
ella; y cada componente es para un tratamiento espec{fico; Y -~
cada paciente sera expuesto solo a aquellos componentes que re-
quiera (11).

El tratamiento de los trastornos de la fibrindlisis involu--
cra primero la determinacicn de s{ el incremento de ta 1{sis -
es secundario al incremento de la coagulacidn; o si constituye
el proceso primario. En la primera circunstancia, el trata---
miento debe estar dirigido hacia el proceso de 1la coagulacién
mientras que la segunda, el tratamiento esta dirigido hacia -
el proceso 1{tico (6) (13).



En el éaéQVparticular del tratamientc de pacientes con CID -
existen tfés pasos bisices. E1 primero es localizar y tratar
‘1a causa brovocadora de la CID, esto sera el soporte de la te--

"rapia y sl se realiza en forma adecuada conducird a la extin---
cion de la totalidad del proceso. La no realizacioh de este --
paso., O el fracaso en encontrar la causa, hara que el trata----

- miento adicional resulte mas dificultoso. Por ejemplo si la --
septicemia es una fuerte posibilidad, deberd iniciarse la tera-
peutica antibacteriana de inmediato, antes que los resultados -
confirmatorios del cultivo (9) (16).

Una vez localizada y tratada la causa provocadora de la CID
y siendo 1la hemorrag{a 1la complicacién principal de la CID, la
restitucion de las fracciones sanguineas se convierte en la --
sigulente medida de urgencia. Sin embargo si el enfermo no --
esta sangrando en forma activa, ya sea en forma generalizada o
de una lesidn localizada, no esta indicada mayor terapeitica --
hemostatica (6) (16).

.Si el paso uno y dos fueron realizados en forma efectiva, el
paso tres es casi siempre innecesario. El tercer paso involu-
cra la posible administracidn de farmacos que modulen la cas--
cada de 1la coagulacién, 1a fibrindlisis o ambos procesos,

Aqui esta incluido el controvertido uso de la heparina. Si =~
la etiologfa de la CID es la presencia intravascular de fosfo--
lfpido tisular que esta activando continuamente 1a v{a extrfn--
seca, entonces el tratamiento que inhiba 1la reaccion en cadena
de 1l1a coagulacio% serd el tratamiento de la causa principal S -
primaria. La terapia con heparina representa dicho tratamiento,
y puede ser indicada hasta el momento en que el fosfolfpido ti-
sular pueda ser eliminzdo del espacio intravascular (6).



Sin embargo, esta es una arma de doble filo, si bien la he--

. . /
parina limitara el deposito ‘de fibrina, tal deposito puede ser
necesario en el area de la lesion. ~ Por eso mientras ‘la '----=-

detencidn del sistema de la reaccidn en cadena de 1a coégu—
lacion representa una forma de tratamiento generalizado, el —-
drea local de la lesion puede ser privada'del beneficio del --
coégulo de fibrina (15).

si la causa primaria de la CID se encuentra en el area de --
los trastornos de la integridad vascular o’ de las plaquetas, -
la heparina no trata dichas causas, solo modifica el proceso -~
subsiguiente. El1 proceso vascular o plaquetario continuara --
sin control y la CID continuara/pese al tratamiento con hepa--
rina (6).

La administracich de heparina debe ser intravenosa continua -
y a un adulto se le puede dar una inyecciGn intravenosa inicial
r&pida de 5,000 a 10,000 UI/hora. - En pacientes con trombocito-
penia grave se dan dosis mas bajas por ejemplo de 100 a 200 ---
UI/kg por dfa (14).

A los pacientes que reciban heparina no se les debe inyectar -
por via intramuscular dado que pueden formar grandes hematomas
después de las inyecciones (18).

Otro faTrmaco utilizado es el acido epsilon aminocaproico -~--
(AEAC). E1 AEAC bloquea 1la formacion de plasmina en el sistema
fibrinol{tico. El uso de AEAC produce un desequilibrio entre -
el esquema general de la coagulacién y el de la 1{sis. si la -
coagulacidn continda, y 1a 1{sis es obstruida, el resultado ---
puede ser una grave trombosis generalizada (8).



51 el proceso 1{tico fud activado por”agé
nasa que puede ser debido a una cifugfa‘u:olo@ic

tocinasa, y la coagulacidn no se encuentra activa,’
AEAC puede ser indicado; esto sucede en la fibrinogendlisis ---
primaria (6)(8). P e e N .

El AEAC se puede administrar por via oral en’tabletas de ----
500 mg o bien como un jarabe que contiene 250 mg/ml. Por via -
intravenosa se administra como un vial de 20 ml que contiene --
tambien 250 mg/ml. Cuando se emplea por vi{a oral se administra
una dosis inicial de 5 g, seguido de ! g por hora. Cuando se -
emplea por v{a intravenosa, se infunde una dosis inicial de 5 g
1a primera hora seguida de una infusion de mantenimiento de 1 g
por hora. No se debe administrar ma's de 30 g en un periddc de
24 horas (13) (14). .

Alternativamente tambien puede emplearse dcido tranexamico -
ya que tambien es un potente inhibidor de fibrindlisis, este -
se da oralmente 1.5 g tres veces diarias (14).

Un aspecto muy importante que debe siempre senalarse y que =--
tanto en el diagndstico como en el tratamiento de trastornos --
de 1la coagulacién, se requiere contar con un excelente labora-
torio de coagulacién en el que se tengan incluidas no solo ---
pruebas que valoren la fase celular y humoral de la coagula---~
cioh sino que también, se incluyan las de fibrindiisis cuya —-
utilidad es muy apreciable en hospitales en los que el tipo de
pacientes; ginecobstéhricas, cardidpatas, hipertensos, cance--
rosos, politraumatizados entre otros; frecuentemente cursan --
con estados de hipercoagulabilidad d ya en franca CID. Un ---
diagndstico oportuno repercutira en una mayor posibilidad de -
la recuperacioh del paciente que es el objetivo de nuestra ---

labor.
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