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INTRODUCCION

La hemostasia ¢s el conjunte de mecanismos y procesos que mantienen fa intearidad
ascular y evitan las extravasaciones sanguineas espontaeas, evitan ks hemorragias y
mantienen la sangre en cireulacion liquida y cireunscriben el proceso de a coagulacion
estrictamente al area donde se produjo ku lesion det endotelio vascular (1.2).

La hemaostasia es un fenomeno campleju en el que participan varios sistenas para
mantener o destruir el equilihrio, como sou. - la pared vasenlar. 2- el sistema
hemadindmico, 3.- ¢ sistema de coagufacion. 4.- ¢ sistena plaguetario, 5.- el sistenu
fibrinotitico, 6.- el sistema de activadores ¢ inhibidores, 7. ¢l sistema e
bradiquininas-quininas, 8.~ el sistema reticulo endotelial, 9.- el sistema de endoperaxidos
prostaglindinicos y 10.- el sistema de complewento. La alteracion de uno solo de estos
sistemas. dard fugar a la mptura completa de este equilibrio v al desanollo de
henorragia y/o trombosis (1),

La medicina ha avanzado notablemente en el control y erradicacion de ks diversas
entermedades que constituyen las causas mas conmues de morbitidad y mortalidad en vl
hombre. De esta manera se¢ ha conseguido prolongar la expectativa de fa vida omana,
pero la enfermedad vascular ochisiva trombotico-arterioselerdtica se ha converndo en
una de las cpusas mas importantes de mortalidad del adulto, y por su morbilidad. es I
mayor limitante para que el hombre contintie su vida il (2).

Muchos pacientes que desarrollaron una trombosis tienen desordenes en su sisteni
de activadores ¢ inhibidores de la  coagulavion sanguinea emineate & un estado de
hipercoagudacion. La actividad inhibitoria de la Antitrombina 11, fa Proteina C. v la
Proteina § disminave en estos casos y estan muy asociadas con un alto riesgo de

trombosis.



GENERALIDADES

.- MECANISMOS DE CONTROL DE LA HEMOSTASIA

a.- ANTITROMBINA 111

Las proenzimas involucradas en el proceso de la coagulacion estin presentes en
grandes cantidades, las concentraciones minimas de enzimas coagulautes activan grandes
cantidades de sus substratos y una vez  miciado se autocutaliza la coagulacion. Este
fenomeno conduce # la amplificacion biologica de los procesus de congulacion, ung
respuesta de igual potencia es aecesaria para lintitar ¢l codgulo y para neutralizar la
actividad de procoagulautes que se encuentran ¢n la circulacion general. Estos
mecanismos de control funcionan a tres niveles fisiologicos diferentes, localmente en el
codgulo hemostitico, en la circulacion y en varias espacios celulares ubicados en ¢l
sistema reticnloendotelinl, ef higado y el bazo (3.4).

Las sustincias que actian conmo inhibidores de Ta congulacion in vitro s¢ han
demostrado en el plasnw wormal: La Antitrombina 11, [a Prateina C, y la Proteiua 8,

La Antitrombina TH cs una proteina del plasma que inactiva sevina proteasas por
medio de una reaccion irreversible y es conocido como inhibidoy progresivo. La
Autitrombina 11 se ha purifiendo v separado de otras Antitrombinas . I's ana
alfa-2-glucoproteiun con un peso molecular de aproximadamente 58,000 daltons,
Cousiste de una cadena simple de polipéptidos gue carece de disulfuros y coutiene 13
por ciento de carbohidratos. La sintesis de Antitrombina [ esta codificada parun gene
en el cromosonta 1g23-q25. La Antitrombina 1t es producida en el lbigado. y se
encitentra en el plasma en concentraciones de 1.5 mg/ml al igual que en var{os siGos
extravasculares. La vida media biolagica de una Antitrombing 1 ha sido detenminada en

congjos mareindal con ur isdtopo y se caleul que es apraxiiadamente di 24 hovas,
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La reaccién entre Antitrombing [ y trombina involucrs el atuque de un residuo de
arginina en la Antitrambina 111 paca la activacion del siio sering de la trombina y se
forma un complejo bimolecular que es eliminado ripidamente de fa circulacion por las
células hepaticas. La union de fa heparina al residuo E-lisina en fa Antitrowbina 11
acelern In velocidad de formacién de complejos enzima-inlubidor s alterar 1y
estequiometria de la reaccidn. Fig. 1 . El resullada ¢s wn incremento del potencial
wlibidor de la Amitrambina [, posiblemente camo resuitado de un. cambio
conformaciunal de Tos sitios expuestos por I union enzimditicn. La Antitrombina HY es
de esta manera ¢l antienagulante y Ia heparina s el cofactor (3.4),

La Antitrombing TH tiene tarubien una impartante aceion whibidora sobre los factores
Xlia, Xla, {Xa, Xa v la plasmina.

La tmportancia de la Amitrombina 11 en Ja regulacion de Ia coagulacidn sanguinea v
la fibrindlisis, osta probada por la velacidn que se obsenvt entre su ausencia o

disminucton v a aparicion de fendmenns tramboticos venosos v arterales.



- SISTEMA PROTEINA C- PROTEINA S

La Proteina C v sus coluctores ¢ inhibidores theron descritos en 1906 por Seeger o
al. Esta enzini constiiye un modulador importante de la coagulacion en Ta inrertise
sangre-endotelin v tiene wn papel poco conocido en ln fibrinélisis. La deficiencia de
Proteina C o Proteina S estan asociadas con serias manifestaciones tromboembolicas.

E1 precursor de la Proteina C esta compuesto por 2 cadenas de péptidos de distinta

tangitud unidas par un diswlfuro simple. La Proteina € humana tiene un peso molecular
de 62,000 daltons.
Su biosintesis depende de vitamina Ky su cadena larga de 155 aminodcidos, 21,000
daltons, contiene 10 residuos de acido gama-carboxil-glutiamico. El sitio activo es la
sering vy ol sitio de desdoblamiento en la trombina esta en Ja cadena pesada (260
aminodcidos, 11,000 daltons). La cancentracion de Proteina C en el plasma normul es de
.002 a .006 my/ml (3.4},

La Proteina S es una cadena simple de polipéptidos de peso molecular 71,000
daltons, que contiene 635 aminodcidos y residuos de 10 dcidos gama-carboxil-ghitamico,
La secuencia de aminoacidos del péptido N-terminal de la Proteina S es el mismo que del
factar X, pero la moléeula s diferente a una serina proteasa. La Proteina § es sintetizada
en el higado y esta presente en el plasma en forma activa libre v en una forma inactiva
unida a la fraccion CHb del complemento. Las céhidas endoteliales y los mepacariocitos
sintetizan pequeitas cantidades de Protema 8. Su concentracion promedio es de 022
mp/mt, de los cuales la mitad esta campletamente unida a I fraceion Cdb del
complenento. La Proteina § aparentemente csta inactivada por conversion en una
moléeuta de doble cadena (3.4).

Un cofactor proteinico de la Proteina C ha sido aisldo de I superticie de la
membrana de las células endotehales. Esta sustancia es Damada trombomodulina. ¢s un
polipéptido de cadena simple con un peso moleenlar aproximado de 73,000 daltons. Esta
forma ripidamente complejos 11 con trombita. un proceso que -constituye un
wmecanismo altamente eficiente para remover trazas de trombina de la mictocireulacinn,
La wombomoduling también mucstrs una actividad anticoagulante dependiemte de

Antitrombina .
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La activacion optima de fa Protemna C (fig. 2) requicre de fones caleio, trombina y 2
cofactores, la Protema S del plisma v fa ombomaodulina del endotelio. Fa interaceion
de estos componentes es complivada y ocurre de una manera secuencial. B pasa inicial
involuera fa formacion de complejos entre trombomoduling y trombina, Ista reaceion
altera fa especificidad del substrato de trombina, de manera que ya o coaguly e
fibrindgeno o aciiva ef factor V o a las plaquetas, un fenémeno que es antittambatico.
La Proteina € ataca af complejo por medio de puentes de calcio, esta accion estd
acoplada a la activactan de Proteina C. La canversion de Proteina C en Prateina €
activada y la exposicion del sitio activo de serina es el resultado inmediato de!
desdoblantiento de un péptido N-terminal de la Proteina C por trombina, y resulta en un
incremento de 20,000 veces su actividad. It vivo fa activacion de Proteina C puede ser
demostrada en animales posterior a la infusion de trombosis,

La Proteina S es un cofitetor necesario para fa accion de Proteina C, esta participa
en fa formacion de un complgjo que contiene Protzina 8, Proteina C activada, ¢
substrato susceptible (V o VIH} y un fosfolipido de superficie, E facior Va o su cadena

llgcm puuan l.unbun funcionar comv cofactor débil de la activacion de !.l Proteina C.
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La Proteina C activada es la enzima efectora de su sistema, degrada proteoliicamente
las Tormms sctivas de los factores Villa y Va sin afectar fas formas nnivas de esos

factores significativamente,



1L- TROMBOSIES

Es la fornucion de coagulo dentro de un vaso sanguineo. Hamado trombo. La

trombusis ¢s causada por el fracaso del mecanismo de fa sangre para conservarly fuida,

Tal desorden ocwrre generalmente en venas en que el flujo de sangre es desacelerado,

cottto por ejemplo en 1as venas viricosas de fa pierna v en las venas de las piernas de una

persona que esta postrada en canma por un Jargo tiempo. en algunos casos fa trombosis

esta asociada con infeccion bacteriana en el drea afectada o en una nflamacion real de fa

vem tal como en la tromboflebitis. La trombosis puede ocurrir también en arterias

angostas a traves de las cuales la sangre pasa con difieultad, pero lt trombosis arterial es

mucho mas rara que la venosa, {Esquema 1,2)(2,15).
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La trombosis causa daio por obstruccion del ujo de sangre dentro y fuery de
parte irrigada por ¢l vaso y como fa taente de ragmentas circulanies de cotgulos o
émbolos. Una embolia es particularwente peligrosa cuando afects of pulmon y existe
siempre el peligro de muerte subita.

La trombosis ¢s a4 menudo Ia vazon de wn derrame cerebral. wunque un derranie
cerebral causado por trombosis es menos dramitico y severo que wuo causado por
embolia o por hemoragia. Los demames cerebrales debidos a trombuosis vienen wia
mayor posibilidad de recuperacion, pero generahvente persisten algunas incapacidades
permanentes,

Un codguly en una vena prncipal o en una extrenmidad produee hinchazon, por
gjemplo, un cofigulo en la vena principal de la pierna, profundamente en la pantorrilla
superior, causara hinchazon del pie y del tobilto y probablemente de la mayor parnte de la
piema por debajo de 1a obstruccion. La extension del dufio depende del drea que la
arteria irrigue y de si existen o no rutas de altemnativa para fa sangre. Si no existiese ruta
de alternativa todas las célnlas que componen la parte irigada por ¢l vaso moriran. I
efecto es exactamente el mismo que el producido por la embolia o par un blogueo
completo y obliteracion de las arterias por endurecimienta progresivo y angostamiento,

La trombosis ¢s tratada can ciertos anticoagulantes, y en algunos casos s¢ emplea
cirugia para quitar Tos codgulos y avudar a restaurar el flujo de sungee o las partes
afectadas, Los anticoagulantes conjuntamente con terapia de masaje v ejercicin
apropiado. han sido particularmente efectivos en pacientes con piernas inchadas debidas
a tromboflebitis, cuando la infeccion no es un colactor complicante. En algunos casos de
venas vaneosas el tromho puede cambiarse a tejido fibroso o cicatrizante y of terior del
750 es obliterado, De esta manera se Jogra a veves una cura natural.

La trombosis coronaria es descrita camo ochision coronda aguda o bloguey de b
arteria coronaria del corazon, al igual que en las trombosis venosas. es debida
generlmente a una reduccion de la velocidad de Iy circulacion o a una altevacion de las
paredes de los vasos o de la samgre. Este proceso puede desarrollarse ripida o
lentamente v la enfenedad coronaria puede ser bentgna o severa, subita v fatal. Sivse
desarrolia lentamente, el miocardio es privado  gradualmente de sw sumisistro de sangre

v no puede luncionar cficientemente. Se muanifiesta eomo augina pectoris, que se



caracteriza por dolor debajo del esternon proclucido por esfeerzos y aliviado por
descanso,

Si la oclusion se presenta gapidamente. como en Ja ochision coronaria aguda. pueden
ocntrir dos  eventos. Puede resultar en mgerte sabita si el bloqueo inchuye una aiteria
mayor u ocurre en el niocardio danado antenormente. Siouna rama mas pequeiia de fa
arteria coronaria es obstruida las posibilidades de que la fiersona se recupere son buenas.
1.a trombosis coronaria se presenta et una arteria coronarta que se ha vuelto engrosada y
endurecida o esclerosada, es wayonnente una enfermedad de la edad madura, siendo
relativamente rara en individuos menares de 40 afos, y es mas comin en hommbres que en
mujeres. Se ha encontrado mas ficcuentemente entre trabajadores profesionales que
entrd trabajadores manuales. Bn muchos casos ks victimas son gente activa y que trabija
en estado de grandes tensiones. La tension mental y emocional pueden preceder los
ataques y las personas con ungina pectoris, alta presion arterial, arteriosclerosis, nefritis

o sifilis estan particularente predispuestos a sufrir de trombosis coronaria (26).
HL- FISIOPATOLOGIA DE LA TROMBOSIS

El sistema hemostatico esta intrinsecamente-antopropagado y ticne el potencial para
obstruir ef sistenn vaseal como una ampliacion de su accion fistologica. Los procesos
reguladores actian para balancear el fenomeno hemostatico y la trombosis pueile
desarroliarse  cuando ¢l balance  dindmico entre  procesos  protromboticos  y
antitromboticos se altern Esq. 3. Aungue este coneepto incluye varias forms de
trombosis asociada con anormalidades hematologicas definidas, nuchos aspectos de los
procesos sou desconocidos, v la trombosis puede desarvollarse en la ansencia de

anonmatidades bien defimidas de la coagulacion sangninea o plagnetas.
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Las anormalidades de 1a pared de los vasos, las alteraciones de la circulacion
sanguinen y los cambios en la composicion de fa sangre son los principales factores bien
reconocidos en la fisiopatolopia de [a trombosis. Los aspectos hemaoldgicos de hs
trombosis son considerados aqui en términos de estos tres factores. fos cuales
usuahuente sou conocidos como la triada de Virchow (2,3.4).

Alteracion vascular.-  La trombosis anterial frecuentemente es el resultado de un
proceso que dada kb pared de tos vasos, Esto comummente posterior a fa formacion de
un actimulo de plaquetas v fibrina en fa superficie vasenlar. Fste proceso es iniciado por
ADDP o mediadores quimicos similares que son liberados por tos vasos dabados. o puede

ser resultado de ta exposicion de Ta Bbras de colageno u otras estructuras subendotelinies
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en la pared de los vasos. Ambos eventos inician el praceso de adhesion plaquetaria.
agregacion y formacion del trombo, ast comu en la furmacion de un tapon hemostitico.
La reaccion de Hiberacion v la sintesis de tromboxano por fas plaquetas v otros agonistas
inducent la agregacion de mis plaquetas ¥y aumento de los trombos. Una reduccion
generalizada en cf tono de fas venas puede ser un tactor fisiopatoldgica importante en fa
trombosis venosa de fas nujeres embarazadas y en s que toman anticouceptivas orales,

Alteracion en ¢l flujo sanguineo.- La trombosis arterial ocitrre byjo condiciones e
ripido fluido sanguineo, y el trombo aterial presumiblemente no es oclusivo por un
tiempp.  Estos usmnlimente estan compuestos de masas compactas de plaquetas, las
cuales contienen pequeiias cantidades de fibrina y unos ciantos eritracitros y leucocitos,
estos trombos son ¢l clisico wombo blanco. Como el trombo arterial aumenta,
progresivamente por ef deposito de nuevas placas de plaquetas y fibrina la obstrceian
parcial o completa del fluida sangnineo puede producir una cola de trombos roju.

La hipertension, fluido sanguineo turbulento v 1a Niperviscosidad son factores que
contribuyen en ciertas formas de trombosis arterial, fa consecuencia mas seria de
trombosis arterial ¢s la oclusion vascular,

La trombosis venosa se desarrolla bajo condiciones de fluido sanguineo lento y esta
aumentada por un nuyor retardo y estancamiento del fluido.  El trombo venoso esta
compuesto de grandes cantidades de fibrina conteniendo numerosos eritrocitos, En esta
masa floja, ficil de desprender, las plaquetas y los feucocitos estan conformados al azar.
el trombio usualmente produce obstruecion del fluido sunguineo vy su mids seria

consecuencia es la embolia. Esqg. 4.
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Alteracion en los componentes de la sangre - Se conoce desde hace imds de clen anos
que la sangre de pacientes con tronbosis activi can varios desordenes isociados con ung
didtesis tromboembolica pueden coagular a una velocidad anormalmente vipida in viveo,
Las plaquetas pueden ser hiperactivas — en los mismos  desordenes, v ciertay
anormalidades det fenomeno regwlatprio hemostitico v la Lhiinolisis pueden estar
asociadas. Los cambios pretromboticos pueden detectarse en la sangre v estos cambios
son patogenélicamente importantes para el desarroflo de trombasis,

Las anormalidades de la hemostasia pueden causar hemorragia yio trombosis. 1.
causa de 90% de aproximadamente 500,000 ataques que acnrren anualimente en los
Estados Unidos sou isquémicos, anormalidades de la hemostasia que predisponen a
eventos  tromboticos. Estas alteraciones especificas de la coagulacion mchiyen
incremento de la activacion plaquetaria ( cuenta de plaquetas aumentada), incremento cu
la formacion de trombina (acortamiento de las prucbas de coapulacion), elevadas
concentraciones en el plasma de los factores V, VII'y ViL
El aumento de uno o varios factores de la cougulacion tienen accion trombogénica. Ef
fibrindgeno v los factores V y VIIT son reactivos de fase aguda y sus piveles en el
plasma pueden ser riesgo de pacientes con algunos desordenes asociados con dada
tisular o inflamacion, incluyendo la mayoria de los procesos tromboticos. La disminucion

AnEsIn
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de los inhibidores naturales de la coagulacion AT HE PC y PS, predispone af ov
principalmente a trombosis venosa. La actividad fibrinolitica se ha encontrado disminuida
en diversas situaciones rombogénicas, Niveles bajos de plagmindgeno se encuentran en
el recién nacido y aun mis bajos en el prematuro, esti disminucion Rbrinolitica desarrolla
una tendencia trombotica.

Generalinente los pacientes con problenas womboticos se presentan en atencion
médica cuando ocurre un evento de alanma o cuando se someten a un procedimicuto
quirargico, involucrando principalimente al sistema venoso, como la trowbellebits de
venas profundas de la pierma, del brazo y menos camitn la embolia pulinenar, Exisien

otros factores que indican trombosis (Esq. 5).
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La trombosis produce aheraciones fisiopatologicas muy importantes en un
organismo, como describimos anteriormente los niveles plasmaticos de cada uno de los
parmmetros involuerados se alteran condicionando al orgaismo a un estado de
hipercoagufabilidad y In trombosis en si tiene una accion limitante v ademas cobra an
gran ninero de muertes al aio, principalinente en paises desarrollados (15).

Factores genéticos y ndquiridos que predisponen a la trombosis.- Esq. 6.

GENE'TICOS
-DEFICIENCIA DE AT 1
-DEFICIENCIA DE HEPARINA
-DEFICIENCIA DE PROTEINA €
-DEFICIENCIA DE PROTEINA §
-RESISTENCIA A LA PROTEINA Ca
-DISFIBRINOGENEMIAS
-DEFICIENCIADEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENG
-EXCESO DE INHUBIDOR  DEL  ACTIVADOR  DEL
PLASMINOGENO
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: ADOUIRIDOS

- ANORMALIDADES DEL ENDOTELIO VASCULAR

| ARTERIOESCLEROSIS, DIABETES MELLITUS, VASCULITIS

| SUPERFICIES ARTIFICIALES, HOMOCIS TINEMIA.

- ANORMALIDADES DEL FLUIDO SANGUINEO
ESTASIS, HIPERVISCOCIDAD.

- ANORMALIDADES DE LAS PLAQUETAS
DESORDENES MIELOPROLIFERATIVOS. TROMBOCITOSIS,
DIABETES MELLITUS, HIPEREIPIDEMIA, HEN.

- ANORMALIDADES DE LA COAGULACION Y FIBRINOLITICAS. §
MALIGNIDAD, ANTICONCEPTIVOS ORALES, INFUSION DE
CONCENTRADOS DE FACTORES DE LA COAGULACION
DEPENDIENTES DE  VITAMINA K, SINDROME NEFROTICO,
TRAUMA, CIRUGIA,

- OTRAS ANORMALIDADES COMBINADAS. .
EMBARAZO, HEPARINA QUE INDUCE TROMBOCITOPENIAY §
TROMBOSIS , SINDROME INHIBIDOR DE LUPUS, PURPURA |
TROMBOCITOPENICA TROMBOTICA, SINDROME UREMICO
HEMOLITICO, CID.
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IV.- CLASIFICACION DE LOS DESORDENES TROMBOEMBOLICOS

Los desordenes tromboembolicos hereditarios se han definido como estados de
hipercoagulacion primaria que mvolueran anormalidades sangniness especificas. como
las proteinas antitromboticas del plasma o moleculas fibrinoliticas. Los desordenes
agudos y cronicos, n menndo se velacionan a estados prepatologicos muy conoeidos,

factores de riesgo. Esq. 7. (2.3,4,13).



é FACTOR DE RIESGO PARA TROMBOSIS ARTERIALY VENOSA

!- ENFERMEDAD VENOSA

OBESIDAD. ANTICONCEPTIVOS ORALES, VENAS VAIUCOSAS,

j INFECCION, TRAUMA. CIRUGIA, ANESTESIA GENERAL,
EMBARAZO, MALIGNIDAD, INMOVILIDAD, FALLA CARDIACA,
SINDROME NEFROTICO, DEFECTOS DE PROTEINAS
PLASMATICAS.

- ENFERMEDAD ARTERIAL

ARTERIOESCLEROSIS, SEXO MASCULINO, TABAQUISMO,
HIPERTENSION, DIABETES MELLETUS, COLESTEROL (LDL).
TRIGULICERIDOS, NISTORIA FAMILIAR, POLICITEMIA,
HIPERTROFIA VENTRICULAR IZQUIERDA, ANTICONCEPTIVOS
ORALES Y ESTROGENOS, LIPOPROTEINA A, DEFECTOS DE
PROTEINAS PLASMATICAS.
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La ctiologis de los desordenes trombdticos adquiridos a mendo son multifactorales, su
fisiopatologia es mal entenddida. y fas avormalidades especificas de importancia etiologica
son rara vez demostradas por estidios de labaratorio, estos son lamados estados de
hipercoagulacion secundaria, para su diagnostico se recurre a examencs de gabinete,

Fsq. $. (1).
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FESTUDIOS DE GABINETE PARA EL DIAGNOSTICO BE TROMBOSIS

-ULTRASONOGRAFIA POR EFECTO DOPPLER
-PLETISMOGRAFIA POR IMPEDANCIA
“TERMOGRAFIA

-FLEBOGRALIA

-FIBRINOGENO MARCADO CON RADIONUCLIDOS
-VENOGAMMAGRAFIA DINAMICA Y ESTATICA
-RADIOANGIOGRAFIA SIMPLE DE TORAX
-ELECTROCARDIOGRAMA

-CENTELLEOGRAFIA PULMONAR PERFUSORIA
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En el estudio de las trombosis se ha identificado disminucion de Ia actividad
inhibitoria de fa Antitrombma 111, de fa Proteina C, Proteina 8 y resistencia a la Proteina
C activada. i bien las deliciencins en la sintesis de estas proteinas esan o
suficientemente estudiadas, presentan también la disfuncion proteica, en las primierss se
presenta ef defecto por disminucion o ausencia de sintesis, en hs segundas ¢l delecio es
funcional, en esta la producida esta bien representada en cantidad pero no en cuanto a la

sceuencia de aminodeidos,
A~ ANTITROMBINA I

La primera deficiencia reconocida de Antitrombina I por Egeberg ¢n 1965 es un
desorden velativamente comin que es heredado como una caracteristica autosdmica
dominante, t muvoria de los pacientes son hctbrocigums quienes en ol plasma ticnen
presente la motécula de Antitrombima 1T normal y ka de Antitrombina 1 anormal,

Tambidn existen homocigotosen pacientes consanguineos.



El inmunoensayo de Antitrombina 1 produce valores que son proporcienales a fos
ensayos fimeionakes en o mayoria de los pacientes con deficiencia de Antitronbiug 1L
pero en formas variantes del desorden. Tos niveles en plasma del antigeno de
Antitrombing 1 son nornwles pero funcionalimente la actividad esta disminuida,

Un producto de la degeadacion de fa protrombing en ¢l fragmento 1.2, las
concentraciones en plasma del fragmento 1.2 de activacion de protrombina esta clevada
significativamente en pacientes con deficiencia de Aatitrontbing U1, uni observacion
sugicre activacion de la coagulacion in viva, Este incremento aparentemente
desarrollado es el resultado de fa neutralizacion deficiente de trazas de factor Xa o
trombina, Las mediciones de la proporcion de produccion del fragmento L2 puede
auxiliar en la identificacion de nifios con deficiencia de Antitrombina 11 antes de que
aparezean sintomas.

La deficiencia de Antitrombina 11l se manifiesta por trombosis recurrente
involuerando principalmente el sistenta venoso. La tromhosis de las venas de la piera
son comunes, y ab mismo ticwpo ocurre cbolia pulmonar durante el curso de los
desordenies en Iy mayoria de fos pacientes afectados. Las manifestaciones trombéticas
inusuales tales como oclusion mesentérica venosa y ln trombosis de venas del brazo
tambieén se han reporiado.

Las trombosis son poco frecuentes en nifios, en mujeres estas s¢ desarrolln durante
¢l embarazo o después del usn de anticonceptivos orales. En hombres. Ias heridas o un
procedimicnto guirirgico frecuentemente inictant la trowhosis, la cual entonces se vaelve
tecurreite y a meoudo intratable en wuchos pacientes. En otros, san cavacteristicos
hrgos periodos asintomdticos, a pesar de la evidencia en el laboratarie de alto grado de
lipercoagulabilidad |

Las pruchas de congulacion usnales producen resultados normales en pacientes con
deficiencia de Autitrombind HI, aunque los niveles de productos de degradacion de
fibrinn (PDF) pueden estar aumentados significutivamente. Los métodos de ensayo para
Antitromubina 11l fimcional implican la determinacian det indice de newtralizacion para
plasima del paciente, o trombiaa, o factor Ny el incrementa de su etecto con heparing,

Las munifestaciones tromboticas en pacientes con deficicncia de Anivombina U1

responden pabrernente a la heparing. Los anticoaguhantes cunrinicos son el apoyo del



vratamiento y debido a la tendencia de gue vueha a ocunir und trombosis su
administracion debe ser por largos periodos en la mayoria de los pacientes. Tos
congentrados de Aantitrombina 111 estan disponibles y al parecer son efectivos o ¢
tratamicnto de varias manifestaciones de la trombosis. Bl nivel terapéutico de I
Antitrombina 01 ¢s aproximadamente del 70 % del valor normal. evabiado por las
mediciones de fa produccion del fragmento 1.2 en pacientes alectados. En nuijeres

embarazadas, las infusiones de Antitrombina 11 junto con hepaina lan prevesido de

trombosis  durante la gestacion. Pero existen muchos trabajos para intentar probar la

cficacia de los concentrados de Antitrombina 1. Sin cobargo, a pesar de 15 aitos de
experiencia con los concentrados, Ia evaluacion de su wilidad clinica es dificil ya que Ia
naayoria de los reportes refieren el tratamiento de pacientes individuales o pequerios
grupos de pacientes,
Ln el tiempo en que s¢ han utilizado los concentrados de Antitrombina 1T diferentes

coneeptos de tratamienta han sido aplicados.
* Administracion de Antitrombina 11 solo una dosis pava aleanzar v mantener los
niveles normales para prevenir o tratar hh trombosis o la cvagulacion intravascular
diseminada (CID).
* Administracion de Antitrombina HI 4 pacientes que requieren lieparina para alcanzar v
nantener los niveles nommales y pava vencer la vesistencia a Ia heparina.
* Administracion de wuy altas dosis de Antitrombina 1 para alcanzar y mantener los
niveles sobre lo normal para proteccion de los pacientes contra fitertes estimulos
trombogénicos (septicemia),

La necesidad de ratamiento con éxito a menudo esti basado o mejoras en los
resultados de laboratorio, pero no en un beneficio clinico relevante para ol paciente.

De ligeras a moderadas deficiencias de la Antirombina 111 se han demostrado en
nngeres (que tomat anticonceptivos orales, en pacientes con diferentes tipus de
trombosis, enfermedad hepatica, eclamysia, obesidad masiva, enfermedad venal cromca y

en nifios prenaturos (2.3,4.15),
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La Proteina C es un componente proteico del plasma que proteoliticimente inactiva
los factores Va y VIHa y anmenta la fibrinolisis en la intertase endotelio-plasma.

La deficiencia heredada de Prateina C fue descrita por primera vez por Griftin ¢n
1981 y esta asociada con nna difdtesis tromboembotica de por vida.

La deficiencia de Proteina C es heredada como una caracteristica antosémica
dominante de dos tipos distintos, tipo | en la cual la Proteina C es identiticable
inmunologicamente y fa Proteina C funcional esta disminuida praporcionalmente, y et
tipo H, en la cual estan presentes cantidades normales del antigeno de Proteina C, pero la
moléeuln esta defectuosa y no es funcional. La mayoria de los casos reportados son
heterocigotos de los desordenes tipo L, los cuales se manifiestan por wiveles de Proteina
C aproximadamente de 50% de lo nonmal, Los homocigotos y doble heterocigotos
tienen enfermedad trombotica aguda y poca o no detectable Proteina C en el plasma,

Los sintomas de deficiencia de Proteina C se parecen a los de la deficiencia de
Antitrombina 1HL. Asi, Ia trombosis es rara en nifios, y en nateres, y en estas  puede
desarroflarse en asociacion con el embarazo. La deficiencia de Proteina C usualmente se
manifiesta por trombosis venosa, pero unos cuantos casos de trombosis arterial se han
reporindo. La tromboflebitis de venas profundas de fa piema y la tromboflebitis
superficial son las manifestaciones mas comunes, ta embolia pulmonar no es comin, Los
niveles en plasma de Proteina C abajn de 65% de lo novmal estin asoctadas con riesgo
de complicaciones tromboticas. Muchos pucientes con niveles de Proteina C por debajo
de 50% de to normal estin 1o obstaute asintomdticos.

La grave es que las formas homocigotas de los desordenes estin asociadas con una
didtesis tromboembolica aguda desvastante en la infancia. Las trombasis de venas
renales, venas mesentéricas v fas venas duras de las senos san comunes. -l cuadro
clinico a menudo se complica con wna forma de phrpura felminante neovatal 3

generalizada,



La Proteing C s una proteina dependiente de vitaming Ky su sintesis vara
dependiendo de numerosos factores adyuiridas. por djemplo. T dicta. Tuncion hepatica,
ingestion de drogas y partienlarmene. La administracion de antivoagulantes cumarinicos

Se han desarollado varias pruebas exactas de Proteing C funcionad, incluyvendo
métodos fotocromogénicos v téenicas totalmente awomatizadas, incluyendo téenicas
inmunoldgicas, métoda de ELISA v anticucrpns monaclonales que proporcionan
mediciones precisas del antigeno de Proteina C.

Las lesiones tromboticas que se desarrollan en pacientes con deficiencia de Proteina
C son tratados can heparing, incluyendo preparnciones de bajo peso molecular, que
ustalmente es mas efectiva. La prevencion de trombosis recurrente durante largos
periodos es mas dificil. El uso de anticoagulantes cumarinicos ha tenido éxito
terapéuticamente, aungue estas drogas reducen los niveles de Proteina C. el dinico riesgo

es que se hn encontrado necrosis por cumarina a los pocos dias de iniciado el
tratamicnto. Los androgenos aumentan los niveles de Proteina C de munera importante y
fan sido efectivos en algunos casos. La terapia de veemplazo con un cancetrado de

Proteina C-S ha sido efectiva (2,3,4,15).

e PROTEINAS

La Proteina S es uua proteina polpeptidica que normalmente esti presente en of
plasma y en los granulos alfa de las plaguetas, su fncion es como un eofactor de la
accion de la Proteina C, Ia deficiencia de Proteina § es heredadit como wna caraeteristics
autosomica dominante y esta asociada con una didtesis trombocembalica de por vida,

La Proteina 8 existe en ¢f plasma en forma libre que esta en equilibrio con una forma
no fincional unida al componente C4b del complemento.

La trombosis esta asociada con reduccion de la Proteina S en forma libre o funcional
y los ensayos de estas formas son asi requeridos para o diagnastico o las mediciones de
C4b, antigeno total de Proteina § y complejos de C4b-Proteina § que proporeronan
informacion  adicional.  Los resultados de todas las mediciones son  afectados
importantemente por 135 drogas cunvarinicas. Las pracbas de coagulacion tradicionales

producen resultados normales.
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EFmas comin de los desordenes se manifiesta moderadamente con una reduveion
total del antigeno de Protema S, o a la vez con deficiencia de Proteina S funcional v
antigeno de Proteina § libre, En una variante, la deficiencia de dos moléeulas de Proteina
S diferentes se reportd, una de fas cuales anormalmente pequesta pero funcionalmente
normal v una segunda variante fue asociada con defictencia severa de ambas fornas de
Proteina S ta nida y la libre,

Los cambios en el equilibria de Proteina § libre y unida se han descrito en neonatos,
conia ¢l resultado de niveles bajos de C4b y en alpunos familiares con deficiencia de
Proteina S.

Las manifestaciones clinicas de deficiencia de Proteina § son idénticas a las de
deficiencia de Proteina C. El tratamiento con heparina para procesos tromboticos agudos
¢s ¢l elegido, manteniendo Ia administracion de drogas cumarinicas para la prevencion de
trombosis recurrente.

Estas dos proteinas son dependientes de vitaming K, los niveles sanguineos estin
disminuidos en algunos desordenes con deficiencia de vitarina K, enfermedad del lugado
yante fa adntinistracién de drogas cumarinicas. Los niveles de Proteina C se incrementan
y los de Protema S disminuyen durante el embaraza narmal, los cambios se incrementan
en nutjeres con preclamsia y en las que toman anticouceptivos orales, Las deficiencias de
Proteina C y Proteina $ han sido reportadas en asociacion con caagulacion intravascular
diseminada (CID) y en enfermedad  renal ceomica. La deficiencia de Proteina $ y la
necrosis cumarinica fileron asociadas con un inhibidor de lupus en un caso, con lo que
las anormalfidades de Proteina S pueden ser importantes en las trombosis de pacientes

con lupus (2,3,4,15).
do- RESISTENCIA A LA ACTIVIDAD DE LA PROTEINA C ACTIVADA

Los avances en el entendimiento de los estadas de hipercoagulabitidad se han
sticedido uno tras otro, ya que recientemente se han encontrado niveles normales tanto
antigenica como funcional de Antitrambina 1L Proteina C y Proteina S. en pacientes con

trombolilia, pero que presentan resistencia del factor Va a la proteina C activada,




Hasta hace poco los estudios de aboratorio en pacientes con trombolilia Gamiliar
permitian esclarecer la causa s0lo en el 5% de los casos. en los que se identitican
deticiencias de Proteina C, Proteina S y Antirombina Bl La reciente identificacion de
resistencia a la Proteing € activada ko modificado ol critério con respecto a ostas
aormalidades,

En 1993 Dahlbiick v col describicron un paciente trombofilico en ol que la Proteina
Ca era incapaz de prolongar in vitro el valor de su tiempo de tromboplasting parcial
activado, es decir, su plasma era resistente a fa aceidn de la Proteina Ca. Este trastomo
se encontré en otros micmbros de fa familia y en otros pacientes trombofilicos no
relucionados con este paciente,

El 50% de los pacientes con trombofifia familiar tienen un defecto en el factor V que
involucra fa mutacion de Arg 506 por Gln 506 que es fa causa mas frecuente de 1-PCa,
Este es el sitio en ¢l cual fa PCa se une al factor Va, y esta alterncion en fa secuencia de
aminoacidos hace a 1o motéeula de factor Va bioquimicamente resistente a la inactivacion
por PCa.

La mutacion genética def gen del Factor V, es identificable por medio de binlogia
molecular empleando reaccion en cadena de fa polimerasa, en tanto que ln anormalidad
de la prueba i vitro, que mide el alargamiento del TTPa en presencia de PCa
corresponde af fenotipo de la r-PCa. Este estudio junto con las investigaciones de las
actividades antigénicas y funcionales de las PC, PS y AT U, permiten esclarecer la causa

de fa trombofilia familiar en 60 a 70 % de [os casos (3,4,25).




METODOLOGIA

1- DETERMINACION DE ANTITROMBINA 111

Ensayo colorimétrico para la determinacion cuantitativa de Antitrombina 11 por ¢l
método dul sustrato crontogénico sintético (3).
Fundamento.-
La Antitrombina 11 tiene una firerte y rapida actividad antittombinica en la presencia
de heparina. Los andlisis sugieren efectuarla en 2 pasos,
1.- Incubacién del plasma con un exceso conocide de trombina, en I presencia de
heparina.
2.~ La cantidad residual de trombina s determinada por su actividad amidolitica en el
sustrato cromogénico sintético (pNA libre medido a una Abs de 405 am). La cantidad de
trombina que fue neutralizada en el primer paso de la reaccion ¢s proporcional a I
cantidad de Antitrombina 11 presente en Ja muestra problema. Asf, la cantidad residual
de trombina (miedida por fa pNA  libre) es inversamente proporcional a la cantidad de
Antitrombina 1 de fa muestra problema,
Prucba.-
Preparar fas muestras de Jos pacientes y controles a una dilucion 140 usando
amortiguador de pH 8.7, 1=0.30, y 3 Ul de heparina,
En un tabo de ensayo a 37'C se realiza la prueba adicionar;

* Muestra problema (estindar o pacientes)-=----<--- 200 ul

* INCUDAT wmeem e smrm et e 2-4 min
*Trombina (28nKat ) eee 20001
» Mezelar ¢ incubar (exactamente)--vemesemeceeacuenes 1 min

- Sustrato crotmogénicy (paranitroaniling 1. 8umol)---200 vl
< Mezelar ¢ incubar (enactamente)s-memm-smmeemmunnen e 30 sep
- Acido weético glacial (dituido 1:2)eeemrees vmmmnasannn 200

* Mezelar; adicionar agua-smssemememeseasciommenannanes =200 4l



- Mezclar
El color remanente ¢s estuble porvarias horas,
Transterir a ung semi-nicrocubets bl y eer a una D.O. de 403 nmcontra wn blaieo

obtenido de W siguiente manera.

- Acido acético glacial (dihvido 1:2)sermeemememaes 200 ul
- Muestra problema (estindar o pacientes)----~--- 200 yt
» Trombina (28 nKut) - 2000
- Mezelar

- Sustrato cromogénico(PNA 1.8utmol)--vmmeenns 200 wl

- Agua destilada
Calibracidn.-

Con un pool de plasnas humanos normales colectados de ta misma wanera gue el
plusiua problema en citrato trisodico como anticoagulante, se preparan los estandares

A Abs (405 un) S

4 Protema C (%)

b
»

de fa siguiente forma,

Usar el amortiguador para preparar en tubos de ensayn diluciones 1:40 y 1:80 del
pool ce plasmas normal.
~fa dilucion 1:40 corresponde al punto de 100 % de AT 1
-la dilucion 1:80 corresponde at punto de 50 % de ATt
-¢) amortiguadar usado corresponde al punto de 0 % de AT 11,

Elaborar wna grifica con ¢stos puntos de ealibracion y extrapolir Jos valores de Abs
de lts muestras problemi para obtener el poreentaje de Antitrombing HH, colocur en las

ordenadas la Abs y en las abseisas el % de AT 11,



Los valores esperados son entre 80 %0 - 120 % de AT
A Abs (403 nm)
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IL.- DETERMINACION DE PROTEINA C

Ensayo colorimétrico para la determinacion de Proteina C.
Fundamento.-

La Proteina C esta activada por el activador especifico derivado del veneno de
Agkistrodon ¢. contortrix (Reactivo 1). La cantidad de enzinm de esta manera furmada
es medida por su actividad amidasica sobre ¢ sustrato cromapénica sintétiva,
paranitroanilina (Reactivo 2) y se lec a 405 nm. (35)

Prueba.-
Preparar las muestras de tas pacientes y controles colectada en 9 vol sangre + 1 vol
de anticvagulinte citrato trisodico al 3.2 %.
Ent un tubo de ensayo de plastico a 37'C adicionar;
» Plasnit (estindar 0 pacientes)--s---sesrmsezesee- 50 ul
* Reactivo 1 {ext. de veneno purificado J------ -~ 2001l

- Mezclar ¢ incubar exactamente «---reeeen-- R L1111]

*Reactivo 2 (pNA 9.3 umol)-s-v-eneseeeacneacnns <500 ul
- Mezelar ¢ incubiar exactamente «we-ve-e-a--- -=e-= 5 iiny
- Acido acético (al 50%) 200 ul

* Mezelar

Transferir a una semi-nticro cubeta | ml y leer & una D.O. de 405 nm contra uit blanco
olitenido de la sipuiente manery:

- Acidp acético(al 50%) 200 ul

CREACHVA | memmmmmesm et e 200 ul




“Mezelar

CREACH O L wemerienam e meman S04
“Mezclar

Plasing (estindar o pacieies) coemsasammasenees 20l
“Mezclar

Conio Ja miezch ensayada conticne uga muy alta proporcion de plasima. es necesatio que

cada muestra sea medida contra su blanco.

Calibracion.-

Con un pool de plasmas humanas normales colectados de Ia misnw manera que fos
plasmas en estudio, et citrato trisodico como anticoagnlante, se preparan los estindares
de la siguiente forma,

Usar solucion salina isotonica para preparar una dilacidn 1:2 det pool de plasmas
nomales,

-¢l plasma sin dituir corresponde a) pumo de 109 % de actividad de Proteina €

-fa dilucion 1:2 corresponde al punto de 50 % de actividad de Proteina C

-l1 sohicion salina isutonica usada corresponde al punto de 0 % de actividad de Proteina
C

-los plasimas de Tos pacientes y de las controles son usados sin dituir.

Elaborar una grafica con estos puntos de calibracion y extrapolar los valores de Abs
de Ins muestras problema para obtener el porcentaje de actividad de la Proteina C, en las
ordenadas colocar la Abs y 21 fas abscisas ¢l % de PC.

Los valores esperados estin entre 70 % v 140 % de actividad de la Proteina C.

IHL- DETERMINACION DE PROTEINA S FUNCIONAL
Determinacion cuantitativa de la Proteina $ fncional basada en la whibicion Jo)
factor Va,
Fundamentn.-
El principio de 12 prueha esta basado en fn actividad de fa Protena  que actig como

cofactor ¢ incrementa fa accion andcongulame de I Proteina O activada, Este



incremento se reflefa por T prolongacion del tiempo de coagulacion de un sisteni
enrignecido confictor Va el cual es wir sastrato lisiologico de T Protema C avtivada,
Prucha.-

Colectar en anticongulante de citrato uisodieo al 3.2 % 1 vol + 9 vol sangre.

Se recomienda que tadas fas pruebas (muestras de pacientes y estandar) se realizen en
una sola serie de procbas. Cuando esto no es posible, ¢ ensayo de muesteas debe ser
inmediatamente despugs de ta prueba de calibracidn y vealizatl en las mishas
condiciones (secuencia de pipeteo, tiempos de incubacion, mezclar despuds de la adicion
de reactivos, cte.).

En un tubo de ensayo de plistico a 37°C adicianar:

< Muestra prueba (estandar o pacientes) 0.1 ml

* Reactivo | (plasma deficiente en Proteina §)rereeesenemeseomsninacenen 0.1ml

- Reactivo 2 (proteina C activa) 0.1 ml

* Reactivo 3 (factor V activado) «-mmeeememmese s meisenamieias oo nan 0.1 mi
- Mezelar e incubar a 37'C exactamente . 120 seg
- Cronometrar, al adicionar CaC12 0,023 M precalentado a 37'C ----- 0.1 ml

» Mezelar y anotar el tiempo de coagulacion.
Calibracion.-

Usar un pool de plasmas humanos normales colectado en eitrato trisodico como
anticoagulante al 3.2 %,
para la preparacion de estindares, de siguiente ly siguiente forma:

Cou amortiguador preparar en tubos de ensayo diluciones 1:10, 3:40, 1:20 y 1:40 del

pool de plasnias normules,
-la dilucion 1:10 corresponde al punto de 100 % de Prateina §
-la dilucion 3:40 comresponde al punto de 75 % de Proteiwa §
-fa dilueion [:20 carresponde al punto de 50 % de Proteing §
-1a dilucién 1:40 corresponde al punto de 25 % de Proteina §
La preparacion de Ias muestras problema y los controles se huce con amortigaador a una
ditucion 1:10, para si uso.

Llabarar una grafica con estos puntos de calibracion y extrapotar el tiempo de

coagitlacion obtenido para cada o de los prablemas, para abtener el porcentaje de



actividad de la Proteina S, en las ordenadas colocar o tempo de coagnlacion v en s
abseisas el %o de PS.

Los valores esperados estan entre 65 %oy 10 %0 de actividad de la Proteing 8.
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V.- DETERMINACION DE PROTEINA $ TOTAL

Inmunoensayo para Ia determinacian de Proteing 8 mediada por particulas de

microlitex. (5)

Determinncion cuantitativa de la concentracian de Proteina § total por la medicion de
absorbancia de iz producida por una suspension de particulus de microlitey cubiertas

con un anticuerpo especifico.

Fundamento.-

Cuando un rayo de Juz monocromitico atraviess una suspension de particufas de
microfdtex las cuales han sido cubiertas con anticuerpos especificos por - enlaces
covalentes, y si Ia longitnd de fa luz  es mucho mas grande que eb didmetro de las
particulas de latex. esta puede pasar através de la suspension de litex no absorbida. Sin
embargo, en fa presencia del antigeno problema, fas particulas de litex cubiertas de
anticuerpo aglutinan para formar agregadas de nuyor didmetro que la fongitud de onda
de o luz, I3 ultivaa es absorhida, Hay una relacion directa entre ¢l valor d2 ta absorhancia

observiado v Ja concentracion del antigeno,
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Prucha -
Colectar 9 vol de sangre = 1 vol de anticoagulante citrato uisodicy al 3.2% las
muestras problema y controles,
El ensayo se realiza a temperatura ambiente (18-25'C). La absorbancia del wedio de
reaccion es medido después de 20 min,
Asegurar que el reactiva este a temperatura ambiente.

In una cubeta para espectrofatometro desechable adicionar:

plasma (estandar o pacientes)msnvemvsncaceaanas SOud
-arrancar el cronometro al adicionar ¢l Reactivo 1 (suspension de particulas de
microlatex cubieitas can anticuerpos especificos)

diluida con el Reactivo 2 (nmortiguador) 500 ul

‘mezelar y dejar incubando exactamente 20 min
medir la absorbancia 2 590 nm,
Calibracion.-
La calibracion se hace con un pool de plasimas humanos normales usando NaCl0.13
M (solucidn salina al 0.9 %) para preparar diluciones 2:3 y 113 de este pool.
-¢l pool sin diluir corresponde al punto de 100 % de Proteina S total
~la dilucion 2:3 corresponde al punto de 67 % de Proteina § totaj
-la dilucion 1:3 corresponde al punto de 33 % de Proteina S total
Las muestras de los pacientes se usan sin diluir,
Elaborar una gritica con estas puntos de caliliracion y extrapolar los valores de Abs
en las ordenadas de las muestras problema para obtener of porcentaje de Proteina $ total

en las abseisas,

Los valores esperados de Proteina S total estin entre 70% y 140%.
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Ve DETERMINACION DE PROTEINAS LIBRE

Fundamento.-

La modificacion hecha al inmunoensayu para la determinacion de Protena S mediada
por particnlas de microlitex, para medir la Proteina 8 lbre, utiliza el tatamiento de la
umestra problema con polictilenglicol (PEG). que preeipita la Proteina 8 unida al
compunente C4b del complemento, mientras que la Proteina S libre queda en el plasma

sobrenadante en el cual puede ser medido. (5)

Prucha.-
-colocar 300 ul de plasma citratado en un tbo de ensayo
-adicionar 50 ul de PEG af 25 %
-mezelar bien en un vortéx (3 min)
-sumergir ¢l tubo en un bado de agua fria 30 min,
-centrifugar ¢f tubo por 10 min a 3000 rpm
En una cubeta para especirofotometro desechable adicionar:

-plasma sobrenadante (estandar 0 pacientes)e-ssmemmesesacesaaaess 100 ul

-NaCl 0.15 M--=-- 100w
-arranedr el crouometro al adicionar Reactivo |
(suspension de particalas de microlatex cubientas con anticuenpos espeeiticos) i
difuido con reactivo 2----- 400 ul
-mezclae y dejar incubiando eXaCtamien g esecmmressaromasanen: - 20 win

-medir ta absorbancia a 590 pm

Calibracion. -

Fn este caso, el pool de plasmus usado para b calibracion debe ser tratado con PEG
tunbicn, para que este contenga selo Proteina S libre, Preparar diluciones 2:3 y 1:3 con
¢l pool y NaCl 0.15M
- of pool sin diluir corresponde al punto de 100 Ya
- fa dilueion 2:3 corvesponde al punto de 67 %o
- a dilucion 1:3 corresponde al punto de 33 %
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Las muestras de los pacientes se usan sin diluir,

[laborar una grifica con estos puntos de calibracion v estrapolar los valores de Abs
en las ordenadas de las maestras problema para obtencr ¢l porcentaje de la Droteing S
libre en las abscisas.

1 rango de los valores de trabajo son: Para Proteina S total entre 25-110 % y para

la Proteina S libre entre 23-250 %,



DISCUSION

Levy et al, (6) en estudio de 49 pacientes con trombosis artenal v venosa espontanea
identificaron 27 pacientes con estado de hipereoagulacion, 13 con trombosis venosa y 8
con trombosis arterial. los 27 con nenos de 42 afos de edad. 22 tuvieron deficiencia de
anticoagufantes naturales especiticos o fibrinolitico. 9 pacientes de Antitrombina 1, 8
pacientes de Proteina C, 3 pacientes de Proteina 8. 2 del cofactar H heparina y 1
paciente del activador tisular para fa liberacidn del Plasminogeno y otro can mezela de
deficiencia de Antitrombina 111 y Proteina S, los 5 pacientes restantes tuvicron eventos
tromboticos recurrentes asociados con resistencia a fa anticoagulacion con heparing,
pero ho fue establecida por el diagndstica de lahoratorio.

Los 22 pacientes restantes entre 46 v 63 afins, 12 con tromhosis venos y 10 con
trombosis arterial no tuvieron evidencia de  hipercoagulabilidad y ningimo tuvo
oclusiones vasculares recurrentes.

Todos los pacientes fucron tratados con éxito por terapia convencional sin que
presentaran algin evento trombdtico adicional durante ef periodo que csiuvo en
observacion.

Estos investigadores concluyen, jue los adultas jovenes con eventos tromboticos
espoutineos deben ser protegidos de posibles estados de hipercoagulacion, mediante

evaluacion y tratamicnto de factores de riesgo cardiovaseulares.

Lefrancuois C; et al. (7) en 18 pacientes con trombosis aguda de a vena esplinica
eicontraron un incremento de la coagulacion refacionada con un detecto congenito o
adquirido de la hemostasia,

9 pacientes femeninos y 9 masculinos entre 19 y 81 aijos con trombosis venosa
mesentérica, en 7 de fas mujeres se detecto coagulopatia relacionady con anticonceplivos
orales, deficiencia congénita de Proteina C o Antitvombing HY, deficiencia adguirida do
Antitrombma {15, Proteina €y Proteina S, policitemia

en el periodo postparto y desorden micloproliferativo primario,



Estos investigadores sugieren una evaluacion apropiada para la cleccion dd
tratamiento anticoaguliante o quirirgice. v gue. fas pruehas de laborawio sctuales v de

aabinete permiten seguir v chiecar el efecto de fa anticoagulacion.

Para Lopaciuk S, (8) la incidencia de trombofilia heredada en Ly poblacion general s
de | en 2,500, y que es mas alta que ka de hemofilia y los desordenes de sangrado
relacionados. Las causas de trombotilia bien establecidos incluyen defiviencias de los

inhibidores naturales de la coagulacion, Amitrombina 1, Proteina C v Proteina S.

Karm RM; et al, (9) reportaront a un hombre joven con una historia clinica de 11 aitos
con trombosis venosa profunda y se presento con embolia pulmonar aguda siendo
tratado con lieparina intravenosa en su clinica y 5 dias después tuvo otro atague masivo
de emboliz pulmonar causandole hipotension, la angiografia pulmoenar confinma la
presencia de trombo en ambas arterias pulmonares, con obstraccion completa de la
arteria pulmonar izquierda, presento shock y se resucitd con embolectomia pulmonar.
Las investigaciones sanguineas posteriores confirmaron el diagndstico de deficiencia de
Proteina S y fite tratado con terapia de warfavina de por vida,

En pacientes jovenes con tramboenbolismo venaso recurrente en la ausencia de
factores de predisposicion, es imporante excluir la deficiencia de proteinas del plasma

como la Proteina S, Proteina C, Antitrontbing 111, Plasinindgeno y Fibrindgenn.

Yabinger I; et al, (10) evaluaron el riesgo trombético de mujeres con deliciencia de
Auntitrombina {1l | Proteina C y Proteina § y que tomasn anticonceptivos orales, Este
estudio se llevo acabo en 8 laboratorios de coagulacian y trambosis en Austria. Alemania
y Suiza,

El estudio s¢ realizo en 48 mujeres con deficiencia heterocigots para Antitrombina 11
(F5), Proteina C (16) y Prateina S (17), y se  compard con wn grupo de 48 mujeres
deficientes que nunca tomaron anticonceptives orales (enntroles). Las pacicmes con
defictencia de Antitrombita 11 quicnes tomaron anticoneeptivos orales su probabilidad
de desarrollar trombosis fue muchio mis alta gue para lus pacientes gue o lomaron

anticonecptivos orales.



Melissari 1 ¢t al, (11) durante un periodo de 3 afios estudiaron a 393 pacientes
adultos con una historia clinica de trombaembolisma venase agudo. Focontrando un
estado de deficiencia congdnitu que predispone a I trombaosis en un 27.2 %, De estos, la
mayorfa fiteron debidos a fa deficiencia de Proteima € (9.2 %), Proteing S (7.0 %)
Antitrombina 11 (5 %). o al incremento de PAL-1 (3.1 %), los cuales, en ausencia de
algin factor conocido predispone a la trombosis. Hay una caructeristica entre los
pacientes, la edad promedio de inicio de la trombosis fue 34 afos y una deficiencia
individual, La trombosis aparecio espontaneamente en 73 % de los casos con uua
recurvencia en 80 %. En contraste con ol resto de los pacientes 138 (35.1 %) con
tromboembolisino secundario que ocurrio a una edad promedio de 43 aios, y en los
otros 140 (35.6 %) con tromboembolia espontdneo & nuayor edad promedio 55 wios, en
estos no hubo estados de deficiencia de proteina permancite o alteracion en la actividad
fibrinolitica y la recwrrencia de trombosis fue mucho mas baja 33.6 % y 20.7 %
respectivamente,

Demanmels B.F.; et al, (12) manifiestan una incidencia por aito de trombosis venosa
profunda de alrededor de 1 en 1000, pero puede ser mncho mis alto en la presencia de
ciertos factores de riesgo clinico, tales comwo la edad avanzada, inmovilizacion,
procedimientos quirfirgicos, embarazo, puerperio, uso de anticonceptivos orales v
malignidad. Adens, hemocistinuria, sindrome nefrotico, lupus eriteniatoso sisténico v
en desordenes hematologicos como I hemoglobinuria paroxistica noctorna o sindromes
micloproliferativos que predisponen a la enfermedad  trombotica. La evaluacion de los
pacientes con tromboembolismo debe incluir historia y examen chinico detallados y fo
investigacion  de laboratorio para exchir estados trombofilicos secundarivs. La
trombofilia primaria o heredada se sospecha principalinente en pacientes gque suftieron de
tromboembolismo venoso a una edad juven de menos de 45 wios, especialimente si esta
presente una trambosis recurrente y/o familiar. Lo trombofilia puede deberse a
deficiencia de Antitrombina U1, Proteina C, Proteina § 0 Plasmindgeno. £stos defectos
moleculares reconocides como pretromboticos primarios se establecen en un 10 4 30 %
de los pacientes cou tromboembolisino idiopatico. En Ta mayoria de los casos yestantes la

causa de trombosis es deseanocida.



Demers Cooet al, (13) reportan que la trombosis venosa profunds y Ja embolia
pulmonar ocurren con relativa frecuencia en el embarazo v el periodo posiparto. £
diagnastico de trombosis venosa profunda v embolia pulmonar reyuicren de pruebas
precisas y objetivas debido a que el diagnostico clinicn es poeo seguro, La fieparing ¢ ol
anticongulante de eleccion durante el embarazo y os usado para ambos el tratamiento
prevencidn de trombosis venosa y embelia pplmonar. Los pacientes con deficiencia de
Antitrombina U1, Proteing C o Proteina S, asi cono los pacientes con anticuerpos
antifosfoliptdos tienen un rigsgo incrementado de complicaciones  trombaticas y
requieren vigilancia particular durante el embarazo.

Coniglio M; et al, (14) investigaron el estado clinico de 418 pacientes tromboticos
consecutivos y se estudiaron las deficiencias de las proteimas involucradas en la
modulacion de la coagulacion sanguinea y la fibrindlisis. Los pacientes Tueron divididos
en 2 grupos de acuerdo a la edad en que presentaron el primer evento trombatico: grupo
I jovenes de menos de 45 aiios y grupo 2 mayores de 45 aios.

Las deficiencias fueron signilicativamente mis frecuentes en la poblacion trombotica
juvenil, en estos pacieates Ia prevalencia de deficiencias simples fue de, Protema S (0.9
%), Proteina C (4.9 %), Amitrombina Il (3 %), Plasmindgeno (0.5 %) vy
Disfibrinogenetiia (0.3 %). Se diagnosticaron 41 deficiencias adicionales entre los
paricates de fos pacientes estudiados. Los pacientes experimentaron su primer episodio
mucho antes que los pacientes no deficientes y tuvieron uit wds alto wnmero de

recurrencias y episodins de erbolia putmonar,

Bick RL; et al, (15) resmmen en su articulo las alteraciones congénitas y adyuiridas
de la hemostasia encabezada por trombosis. Las disminuciones en los inhibidores de la
coagulacion incliyen Antitrombina 11, heparina cotuctor I1, Proteing C y Proteina S, son
los de mayor importancia en o ensayo de pacientes con estados hipercoagulables o
pacietites con trombosis espontanen,

Para estos autores la descripeion de un eventa trombdtico es de obvia importansia para
planificar vma terapia profilictica de largo tiempo vy para diagnosticar v asesorar

miembros de familias que sufiiecron de trombosis. De esta manera, recientements se



establecio que los pacientes pueden ser tratados profilicticamente antes de que ocare
invariablemente morbilidad o moitatidad.

Pabinger 1; et al. (16) dingio un estudio praspectiva en 080 pacientes comecutivos
cott una historia de trombusis venosa para detenmingr b prevakencia de deliciencia
hereditaria de Antitrombina HI, Proteina C v Proteing S, La edad promedio de los
pacientes fue de 4.3 +7- 154 anas, los cuales en el primer evento tuvieron una edad de
38.5 +/- 14.8 anos. El total de incidencia de estados con deficiencia de whibidor fiue de
7.1 %. Con deficiencia de Antitronhing 111 19 (2.8 %), Proteina C 17 (2.5 %), Proteina
$9(1.3%)y 3 (0.4 %) con una deficiencia combinada,

En 37/48 pacientes con deficiencia se hizo un estudio familiar y en 19 casos se
establecio su caracteristicn hereditaria 2.8 % del total de pacientes. Ademas se logro
identificar 46 individuos mds con deficiencia heredada entre los familiares de estos 19
pacientes,

La edad promediv para ef primer evento trombotico fiie muy bajo en pacientes con
deficiencia heredada (26.8 aiios) comparado con los grupos sin deficiencia y los

vacientes deficientes no congdnitos y antes de los 45 aitos en todos los dentis.
B

Alving BM; et al, (17) importantes avances se han logrado ¢n Ia definicion de los
necanismos regulatorios que controfan fa coagulacion sanguinea. Este trabajo pone
especial atencion a fas finciones de los inhibidores naturates Autitrombina I, Proteina €
y Proteiua S, Las deficiencias congénitas  de estos inhibidores, también las
anormalidades adquiridas como la fibringlisis, y su papel en la promocidn de trombosis
son fambién estudiadas. como son complicaciones tromboticas de embarazo, La
disminucion en el embarazo de los niveles de Proteina S de 10 % a 50 % de los niveles
normales, ocurre durante el embarazo y persiste en ef periodo postparto, parece ser niis
bien hormonal que un efecio por dilacion. Nosotros no sabemos si ef riesgo trombotico
asociada con embarazo se nerementa en mujeres con deficiencia congénita de Proteina
S. Los anticonceptivos orales disminuyen fus niveles de Proteina § alrededor def 20 %,
Las ujeres con v historia personal o familiar de trombosis deben ser evaluadas de

condicianes predisponibles antes de establecer una terapia con anticonceptivos orales,



Simloni P; et al, (18) indican que la deficiencia heredada de Protefna C. Proteina Sy

Antitrombina {1 ha sido asociada con un meremento de faincidencia de wombaoss
verasi o embolia pulnonay.
Eltos estudiaron la ocurrencia de trombosis en 92 pacienies sinfomiticos pertenccientes a
un grupo de 160 con un diagnostico confirmudo de deficiencia beredada de wno de Jos
mbibidores fisiologicos de fa coagulacion. 70 de estos experimentaron por fo menos un
evento trombdtico. Esto indica e aliededor de 1 de 5 pacientes sintomiticos
experitnentaron trombosis. Bl grupo conirol de 92 pacientes del mismo sexo v edad {1/
5 aios) sin deficiencias de coagulacion quienes experimentaron en el mismo periado al
meros un episodio de trambosis venosa profundi o embolia pulmonar, Sole wno de estos
desarrollo trowbosis arterial. Bl nimero de eventos de trombosis venosa en fos 92
pacientes sintomaticos de este estudio fue mucho mias alto que el de trombosis arterial,
con una proporeion de 24 a I El uso de terapias anticoagulantes por lnrgo tiempo en
nuestro grupo de pacientes parece ser capaz de prevenir recwrencia de trombosis

venosh y trombosis arterial.

Bissuel F; e al, (19) encontrd deticiencia de Proteina § libre en el plaswa de 41 de 63
pocientes infectados con e virus de la innwmodeficiencia humana tipo 1 (FIV-1), una
importinte disminucion en los niveles de Proteina 8 Jibre en plasma se observd en estos
pacientes en promedio 56.5 +/+ 23.3 % comparado con los sujetos control de (053 -+
I8 %. Estos resultados sugieten que la deficiencia de Proteing § puede coineidir con ef
desarrollo de SIDA, Esto comribuye a la hipercoagutabilidad v en algunos casos,

complicaciones tromboeinhoticas se presentan en pacientes con SIDA.

Coull BM; et al, (20) explican que a pesar de fa importancia de nuevos dingnosticos
de laboratorio y Ia nla recuologia, la causa de infarto cerebral queda s explicacion en
202 40 % de los sujetos.

La mayoria de ltos pacientes con stague no requieren de evaluaciones amplias de
coagulacion, pero 1a hipercoagulabilidad puede esplicar una proporcion imponante de
atagues espontdneos. Las anormualidades de fa temostasia asociadas con ataque pucde

set clastficada en general coma fawiiliar o adquirida, La principal entre las coagulopatias



trombaticas funitiares son deficiencia en la concentracion o funcionatidad de la Proteina
C. Proteina § v Antitrombina 1, Mejorindo ol conocimiento de estos fictores debe
conducir a un disgndstico mas preciso y al wdecuado tratamiento de personis con riesga
de mfarto.

Reiter W; et al (21) jnvestigaron en 22 pacientes con trambosis venosa bos inhibidores
de la coagulacion Antitrombina 1L, Peoteina C y Proteina S, durante fos primeros 8 a {2
diss después de la admision al hospital y por varios meses después de terminar ¢l
trataimiento anticoagulante.
Concluyen que los pacientes con trombuosis venosa tienen desordenes en su sistema de
coagulacion sanguinea eminente a un estade de hipercoagulacion. La actividad
inhibitoria de cstas proteinas disminuye y estd claramente asociada con un alto riespo de
trombosis. Los pacientes quienes desarrollaron una trombosis venosa tecesitan de un
rapido diagnostico de tales desordenes, asi, como una profilaxis prolongada para evitar

mayores desordenes.

Finazzi G; et al, (22) con un estudio de 81 pacientes con trambosis venasa compard
la deficiencia heredada de Jos anticoagulantes naturales, Antitrombina 11 (9), Proteina C
(36) y Proteina S (36), encontrambo que los pacientes con deficiencia de Antitrombina
H tienen wna mayor incidencia de trombosis que los pacientes con deficiencin de

Proteina C y Proteina 8 (12 % vs 2.8 % vs 3.3 %).

Yoshinobu Seki; et al, (23) evaluaron ¢f grado de activacion del sistema de hemostasis
en 28 pacientes con trombuosis cerebral aguda y en 36 con trombosis cerebral cronica, 6
voluntarios con bemoragia cerchral fase cromica v 37 valuntaios sanos de la misma
edad. En ambas fases de la trambosis cerebral tos niveles en plasma de Antitrombing Hl
y Proteina € tuvieron resultados mas bajos que los del gmpo control. No se
establecieron diferencias inportantes en estas varables entre fos pacientes con trombosts
cerebral aguda v cronica. Estos hechos indican que se presenta una activacion sostenida

de 1 coagulacion en la trowbosis cevchral que camribuye en su patogénesis,



Koster 1y et al, (2:1) entre 474 pacientes consecutivos de edad menor a los 70 anos,
con wn primer episodio diagnosticado de trombaesis venosa v sin waligoidad apavente.
encontravon que fa deficiencia de Proteina C funcional tue la mias freauente deticiencia de
ithihidores de la coagulacion y que confiere un vesgo relativamente alto de unas 3 a 7
veees de trombosis.

Los resultados de Antitrombina 1 son aproximadamente similares a los de Proteina
C, los niveles de Proteina S bajos no fueron asociados con un incremento det riesgo
rombatico. Hasta la fecha Jos ¢studing entve donadores de sangre sanos y entre grupos
de pacientes altamente seleccionados han proporcionado estimaciones de la prevalencia
enn poblaciones particulares. Sinv embargo, estas son insuficientes para cuantificar la

relacion entre una deficiencia y un riesgo trombatico.

Henkens CMA; el al. (25), informan que recientemente se descubrio que nwchos
pacientes con trombosis venosa inexplicable tienen una pobre respuesta anticoagulante a
fa Proteina C activada la cual fue detectada mediante una preba de tiempo de
tromboplastina parcial, este sindrome ha sido identificado en 20 % a 30 % de los
pacientes con trombusis venosa inexplicable y parcee ser 5 a 10 veces mas conrltn gue fa
deficiencia de Antitrombina 11, Proteina C y Proteina S. La resistencia a In Proteina C

activada tiene wua catacteristica hereditaria autosomica dominante.

ESTUDIO COMPARATIV(

Bibliografia 1 14 16 22
Pacientes 393 418 180 81
DEF. PC (%) 9.2 4.9 25 4.4

(DEF, PS (%) 7.0 6.9 1.3 414
DEF. AT Tt 5.0 3.0 2.8 1l
(%)
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CONCLUSHONES

Debido a lo complejo de la fisiopatologia de los estados de hipercoagulabilidad aun
existen muchos conceptos desconocidos. La mayoria de los investigadores proporcionan
unit gran diversidad de estudios y datos que reflejan una gran coutroversia. Ya que, las
variables gendticas de poblacion y enfermedades o sindromes adguiridos, son tan
numerosos gue es muy dificii que tos problenas trombaticas y hemorrdgicos puedan ser

aclarados con ¢l defecto de un solo componente de la hemostasia.

En la actualidad como en todo tiempo los cambios de criterio son comunes, por los
avances profundos en el campo de o congulacion, (llimamente abservamas como se
modificaron aspectos desde hace mucho tiempo conocidos de la cascada de

coagulacion,

A, chando se lian establecido bases concretas en ¢l estudio de los inbibidares
naturales de la congulacion, creo que todavia no pademos afirmar que estas deficiencias
de Antitrombina 111, Proteina C y Proteina S, sou los factores mas importantes de alto
riesgo en ¢l desarrollo de trombosis. Ya que, en las mis recientes investigaciones sobre
la resistencia a Ja Proteina C activada, se le atribuye una incidencia de hasta 50% en los
casos de tropbosis comparado al 5% de deficiencias de Antitrombina {H, Proteina C y

Proteina S en conjunto.

Sin enthargo, todas fos investigadores coinciden que cnando en i evaluacion de un
paciente se presume un desorden, se deben realizar una serie de pruebas para detector
anornlidades en la que pueden estar involucrados ciertos factores de la coagulacion v
st se detectan anormalidades continuar con estudios mas especiticos en los cuales hacen
hincapié de las detenminaciones del antigeno v fimcionales de la. Antirowbing {1,
Profeina € v Proteita S. Asic como de la e-PCa que en conjunto detectan

aproximadaniente ef 70 % de los casos de wombafilia.



Mas adn, en nuestro pais o existen dates que nos permitan canstatar b importancia
de estas deficiencias v mucho menos se han establecido estas pruebas en los faboratorios
debido principalmente a su alto costo. Es necesariv tener una referencia de snvestigacion
con respecto a estas deficiencias de nuestra poblacion, debido a la alta morbilidad v

mortalidad que representan fas hemomagins y trombosis en ef pais,
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