UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA

TROMBOSPONDINA-1'Y ACORTAMIENTO DEL TIEMPO DE
TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADO EN PACIENTES CON CANCER

TESIS QUE PARA OBTENER EL DIPLOMA DE ESPECIALIZACION EN
BIOQUIMICA CLINICA

PRESENTA:

BLC. DIANA MARCELA ZAMORA RANGEL

MEXICO D.F. SEPTIEMBRE DE 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres y hermanos, por su apoyo Yy carifio incondicional, sin cuya ayuda no
habria llegado a esta meta.

A la Q.C. Fabiola Del Carpio Cano, por su amistad, colaboracion, apoyo,
confianza y soporte académico, que me ha permitido terminar con éxito esta
etapa en mi vida.

Al Dr. Raul Alvarez De La Cadena, por sus valiosos comentarios y por apoyarme
en la realizacién y culminacion de este trabajo.

Al Dr. Eduardo Cervera Ceballos, por su ayuda constante y sus valiosos aportes.

Al Instituto Nacional de Cancerologia el cual disefid y apoyo el protocolo clinico de
investigacion, asi también a los pacientes que accedieron a participar en éste
estudio.

A todo el Personal del Laboratorio del Instituto Nacional de Cancerologia, por la
colaboracién constante e incondicional durante el desarrollo de este trabajo.

A la Universidad de Temple en Philadelphia, especificamente al Departamento de
Fisiologia de la Escuela de Medicina, por el aporte financiero para la compra de
algunos de los reactivos utilizados para la realizacion de este proyecto.

A la compafia DICIPA que proporciond los reactivos para la determinacion de
dimero D.



CONTENIDO

1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES
2.1 Fases de la hemostasia
2.1.1 Fase vascular
2.1.1.1 Vasoconstriccion
2.1.1.2 Endotelio
2.1.2 Fase plaquetaria
2.1.3 Fase de la coagulacién
2.1.3.1 Factores de Coagulacion
2.1.3.1.1 Factores dependientes de Vitamina K
2.1.3.1.2 Factores Vy VIl
2.1.3.1.3 Factores de activacion por contacto
2.1.3.1.4 Fibrindgeno y Factor XIII
2.1.3.2 Inhibidores de la coagulacion
2.1.3.3 Inhibidores de proteasas plasméticas
2.1.3.4 Fibrindlisis
2.2 Funcion y mecanismos del sistema de la coagulaciéon
2.2.1 Via o Sistema Intrinseco Clasico
2.2.2 Via o Sistema Extrinseco Clasico

2.2.3 Via Clasica Comun

Pag.
12
14
14
14
14
14
16
16
16
17
18
19
20
22
22
24
25
25
26

27



2.2.4 Sistema Fibrinolitico
3. EL MECANISMO DE COAGULACION EN LOS PACIENTES
CON CANCER
3.1 Cancer y Trombosis
3.1.1 Los factores trombogénicos en el cancer
3.1.1.1 Factores de coagulacién
3.1.1.2 Trombospondina-1
3.1.1.3 Selectinas
3.2 Cancery Fibrina
3.2.1 Depésito de fibrina y progresiéon tumoral
4. METODOS DE LABORATORIO PARA EL ESTUDIO DE
LA COAGULACION
4.1 Pruebas de tamizaje
4.1.1 El extendido de sangre periférica
4.1.2 Tiempo de Protrombina (TP)
4.1.3 Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa)
4.1.4 Interpretacion de los resultados de TPy TTPa
4.1.5 Tiempo de Trombina (TT)
4.2 Pruebas especiales
4.2.1 Dimero D
4.2.2 Trombospondina-1

423 L, P, E-Selectina

28

30

30

34

34

35

38

40

41

42

42

42

43

43

44

44

44

44

45

46



5. HIPOTESIS
6. OBJETIVOS
6.1 General
6.2 Especifico
7. MATERIALES
7.1 Material biologico
7.2 Material
7.3 Reactivos y soluciones
7.3.1 Tiempos de coagulacion y dimero D
7.3.2 Trombospondina-1
7.3.3 sL-Selectina
7.3.4 sP-Selectina
7.3.5 sE-Selectina
7.4 Equipo
8. METODOS
8.1 Poblacion de estudio y criterios de inclusion
8.2 Criterios de Exclusion
8.3 Estandarizacion de la toma de muestras
8.4 Obtencion y procesamiento de las muestras

8.5 Andlisis estadistico

9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas de la poblacion estudiada

47

47

a7

47

48

48

48

48

48

49

50

50

51

51

52

52

52

53

53

54

55

55



9.1.1 Caracteristicas hematologicas y de la coagulacion de los

individuos estudiados

9.2 Evaluacién hematolégica

9.2.1 Evaluacién hematoldgica por tipo histolégico de cancer

10. DISCUSION
10.1 Variables asociadas al acortamiento del TTPa
10.1.1 Trombospondina-1
10.1.2 sP-Selectina
10.1.3 sL-Selectina
10.1.4 sE-Selectina
10.2 Otras variables relacionadas con el acortamiento del TTPa

10.2.1 Dimero D, Plaquetas y Neutrofilos

11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
13. ANEXOS

13.1 Equipo CA-1500 SYSMEX

13.2 Determinaciones y Reactivos

13.2.1 Determinacién de Tiempo de Protrombina

13.2.2 Determinacion de Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

13.2.3 Determinacién de Tiempo de Trombina
13.2.4 Determinacién de Dimero D

13.2.5 CACLEAN |

55

56

61

65

65

65

65

66

66

67

67

68

69

76

76

80

80

81

82

83

84



13.2.6 Dade Ci-Trol Control de la Coagulacion Nivel 1 84

13.2.7 Dade Ci-Trol Control de la Coagulacion Nivel 2 85
13.2.8 Dade Tampon Veronal de Owren 86
13.2.9 Solucion de Cloruro de Calcio 86
13.2.10 Chemikine Human TSP-1 EIA Kit 86
13.2.11 Human sL-Selectin Immunoassay 91
13.2.12 Human sP-Selectin Immunoassay 95
13.2.13 Human sE-Selectin Immunoassay 99

13.3 Establecimiento de intervalos de referencia 103



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Via o Sistema Intrinseco Clasico.

Figura 2. Via o Sistema Extrinseco Clésico.

Figura 3. Via Clasica Comun.

Figura 4. Sistema Fibrinolitico.

Figura 5. Eventos ciclicos en el proceso maligno y activacion de

la coagulacién y fibrindlisis.

Figura 6. Mecanismos de activacion de la coagulacion en el paciente
con cancer.

Figura 7. Factor Tisular (FT) es el iniciador de la coagulacion.

Figura 8. Estructura de la Trombospondina-1.

Figura 9. Diagrama de cajas que representa la concentraciéon en ng/mL
de sE-Selectina en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los
pacientes control y los pacientes con TTPa corto.

Figura 10. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL
de sP-Selectina en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los
pacientes control y los pacientes con TTPa corto.

Figura 11. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL
de sL-Selectina en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los
pacientes control y los pacientes con TTPa corto.

Figura 12. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL

de Trombospondina-1 (TSP-1) en los 3 grupos evaluados, los
voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con TTPa corto.

Pag.

26

27

28

29

31

31

33

36

58

59

60

60



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Factores de la coagulacion — Nomenclatura.

Tabla 2. Tipos histolégicos de Cancer discriminados por género

con TTPa corto.

Tabla 3. Caracteristicas de los individuos.

Tabla 4. Analisis estadistico de los 3 grupos (P).

Tabla 5. Analisis estadistico de los 3 grupos para selectinas

y TSP-1 (P).

Tabla 6. Analisis Estadistico de Selectinas y TSP-1 (P).

Tabla 7. Valores de Selectina'y TSP-1 (ng/mL) en el grupo Sarcoma.
Tabla 8. Valores de Selectina y TSP-1 (ng/mL) en el grupo CaCu.

Tabla 9. Valores de Selectinay TSP-1 (ng/mL) en el grupo Ca de mama.

Tabla 10. Valores de Selectina y TSP-1(ng/mL) en el grupo Adenocarcinoma.

Tabla 11. Valores de Selectina'y TSP-1 (ng/mL) en el grupo TGNS.

Tabla 12. Andlisis Estadistico por tipo histologico de Céncer (P).

Pag.

17

55
56

56

57
61
62
62
63
63
64

64






1. INTRODUCCION

El cancer, las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades infecciosas
producen la méas alta mortalidad en el hombre.! La 58a Asamblea Mundial de la
Salud, 6rgano en el que estan representados los Estados Miembros de la OMS,
adopto el 25 de mayo de 2005 en Ginebra una resolucion sobre la prevencion vy el
control del cancer para afrontar la situacion de emergencia provocada por el
aumento de la incidencia de esta enfermedad. La prevalencia de cancer es
elevada y estd aumentando en todo el mundo: afecta a mas de 20 millones de
personas y cada afio se cobra mas de siete millones de vidas. La incidencia del
cancer esté creciendo en los paises desarrollados y en los paises en desarrollo al
aumentar la exposicion a factores de riesgo como el consumo de tabaco, una
dieta malsana, la inactividad fisica y algunas infecciones y agentes carcin6genos.
El rapido envejecimiento de la poblacion de algunos paises es otro factor que
contribuye a esa tendencia.

Las alteraciones en la hemostasia son siempre hacia dos caminos: el exceso
(trombosis) 6 la carencia coagulativa (hemorragia); trombosis y hemorragia, son
causa de gran morbilidad y mortalidad ya sea como procesos primarios
(trombofilia primaria, coagulopatias hemorragicas) o vinculadas a otros procesos
morbidos (diabetes, ateroesclerosis, hepatopatia, etc.) Las enfermedades
oncologicas guardan estrecha relacion con alteraciones en el sistema hemostatico
y con frecuencia complican el manejo y ensombrecen el pronéstico.? Una
proporcion significativa de pacientes oncoldgicos sufriran durante el curso de su
enfermedad y tratamiento complicaciones hemostéticas, de ahi que en el presente
estudio abordaremos aspectos relativos al fenémeno hemostatico y el cancer.?



RESUMEN

El proceso que induce el fendbmeno del acortamiento del tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPa) en los pacientes con cancer continda sin
explicacion en parte debido a la poca informacién que se tiene acerca de su
mecanismo de accion. Este estudio afiade conocimientos relacionados a éste
proceso y abre una puerta para la investigacion de su utilidad clinica. Este
fendmeno de laboratorio hasta la fecha no ha mostrado ser una herramienta
clinica para el seguimiento o tratamiento de pacientes con cancer. Ademas, la
evaluacion del TTPa, tiene limitaciones técnicas ya que no refleja la cantidad de
trombina generada y es una prueba aparentemente insensible para la deteccion
de estados de hipercoagulabilidad. Sin embargo, es de resaltar que la
introduccion de nuevos instrumentos automatizados para la evaluacion del TTPa
han permitido la deteccion sisteméatica de este fenbmeno en el laboratorio y por
consiguiente esta prueba continla reportandose en la literatura médica. El
presente trabajo se llevd a cabo para estudiar de una manera controlada y
prospectiva este fendmeno, es decir, se estudid un paciente con cancer con un
TTPa corto para evidenciar si este hecho era simplemente un fenbmeno de
laboratorio en pacientes con cancer sin implicaciones clinicas o era un fenomeno
de utilidad para la practica clinica. La literatura aunque escasa describe este
fendmeno y apoya que este acortamiento se encuentra asociado directamente
con la activaciéon del sistema de la coagulacién y que niveles elevados de dimero
D confirman que hubo generacién de trombina y activacion del sistema de la
fibrindlisis.

Para desarrollar este estudio, inicialmente se estandarizaron las condiciones
en las que debian ser tomadas las muestras de los pacientes con cancer. Luego
se procedio a evaluarles los tiempos de coagulacién y los valores de plaquetas y
neutroéfilos y aquellos pacientes que presentaron el TTPa corto fueron incluidos en
el estudio, su muestra fue fraccionada y almacenada a -70°C por un tiempo de 1 a
3 meses, igualmente se revisaron los expedientes clinicos para conocer su
diagnostico histoldgico y edad y a continuacion se buscaron voluntarios sanos y
pacientes control con caracteristicas similares a los pacientes con TTPa corto y
una vez incluidos estos en el estudio, su muestra fue alicuotada y fueron
almacenadas de igual manera que las muestras de los pacientes con TTPa corto.
Posteriormente fueron descongeladas todas las muestras y se les evalud la
concentracion de dimero D, trombospondina-1 y L, P y E selectinas. En total se
realizaron 69 ensayos por duplicado.

En conclusion, se pudo establecer una relacion entre los niveles elevados de
TSP-1 con el acortamiento del TTPa en pacientes con cancer y obtener una vision
general del estado de coagulacion y fibrindlisis de los pacientes mediante la
evaluacion de dimero D, plaquetas, neutréfilos y L, P y E selectinas. Igualmente
se pudieron correlacionar estos valores segun el diagndstico histologico que
presentaban los pacientes incluidos en el estudio.



2. ANTECEDENTES

La relacion que existe entre la activacion hemostatica y el desarrollo neoplasico,
fue documentado inicialmente en 1865, cuando el francés Armand Trousseau reportd
la asociacién de tromboflebitis (una condicién de la sangre que predispone a la
coagulacion espontanea) con malignidades ocultas (Sindrome de Trousseau).
Actualmente, con los enormes avances en la deteccion temprana del cancer, y el
incremento en el cuidado de los pacientes; una trombosis venosa “idiopatica”
(inexplicable) puede ser la primera manifestacion de un cancer que es comunmente
asintomatico. Esto fue comprobado alrededor de 1990, en donde varios estudios
clinicos demostraron que la trombosis venosa idiopatica esta asociada con un
elevado riesgo de malignidad.®

Las malignidades mas comunmente asociadas con trombosis son derivadas de
las glandulas mamarias, colon y pulmén, reflejando con ello la prevalencia de estos
tumores en la poblacion en general. Las neoplasias principalmente asociadas con
alteraciones de la coagulacién son derivadas del pancreas, ovario y cerebro. "

Es indudable que la variacion individual es infinita por la influencia ejercida por
factores asociados al huésped y a la enfermedad neoplasica. La idea de que la
activaciéon hemostatica puede ser ventajosa para el crecimiento tumoral e invasion
fue concebida por Theodor Billroth, quien interpretd la union patoldégica de las células
tumorales, embebidas en un trombo como evidencia del papel de la trombosis
venosa en el proceso metastasico. En anos subsecuentes Dvorak propuso que los
tumores construyen su propio estroma activando el sistema de reparacion inducido
por dafio en el huésped, el cual incluye al sistema de la coagulacion, que conlleva al
depdsito de fibrina en el sitio del tumor. La fibrina provee de una matriz extracelular
que forma de manera provisional, un albergue para las células neoplasicas recién
nacidas, para la migracion de células inflamatorias y para la formacién de nuevos
vasos sanguineos. " *°

En el hombre, dos sistemas tienden a mantener el equilibrio hemostatico: 1) el
sistema de la coagulacion que evita, ante una lesién, la hemorragia excesiva y que
esta compuesto por distintos zimégenos plasmaticos que circulan en forma inactiva.
Estos factores de la coagulacion se activan secuencialmente dando lugar a la
formacion de enzimas activas que culminan con la formacién de la trombina, que al
actuar sobre el fibrinbgeno forma la malla de fibrina; y 2) el sistema fibrinolitico que
limita la magnitud del coagulo. Los dos mecanismos son, estructuralmente, muy
similares: pueden ser activados por un mecanismo intrinseco y/o extrinseco para
producir una enzima activa. Por otra parte, en ambos sistemas, un conjunto de
inhibidores condicionan el equilibrio y limitan el proceso.®

Los elementos necesarios para el desarrollo de la hemostasia deben estar
cuantitativa y cualitativamente normales. En ocasiones los problemas en los



mecanismos hemostaticos se deben no solamente a disminucion en la cantidad de
algunos de los factores o compuestos mediadores sino también a anormalidades en
la funcién, defectos de tipo molecular y a veces por sustancias que inhiben el
proceso de la coagulacidon, especialmente del tipo auto-anticuerpos (inhibidores
adquiridos). Por lo tanto para el perfecto funcionamiento del sistema se requiere de
elementos tales como la pared vascular, las plaquetas, el proceso de la coagulacién
del plasma propiamente dicho, cuyo producto final es el coagulo de fibrina,
inhibidores naturales de la coagulacion y finalmente el sistema fibrinolitico encargado
de la remocion de la fibrina, que es parte del sistema inhibidor.”

2.1 FASES DE LA HEMOSTASIA

La hemostasia es un proceso controlado y localizado que da lugar a la detencion
de la hemorragia después de una lesion y puede ser dividida conceptualmente en
tres fases principales que se describen a continuacion.

2.1.1 Fase vascular

Los vasos sanguineos deben ser estructuralmente normales, a la vez que
funcionalmente adecuados, con el fin de mantener la sangre en su estado liquido y
su paso por el lecho vascular sin modificaciones en su estado fisico.

2.1.1.1 Vasoconstriccion

Cuando se presenta trauma, rotura real en la continuidad del recubrimiento de los
vasos, y cambios en la estructura vascular, inicialmente hay vasoconstriccion local.
Generalmente el proceso de vasoconstriccion compromete también a los vasos que
se encuentran en la vecindad, posiblemente por la liberacién de serotonina que
procede de las plaquetas activadas (agregacion primaria). Otro compuesto que
contribuye a la vasoconstriccion es el tromboxano A2. Este acido graso proveniente
de las plaquetas que simultdaneamente se encuentran en proceso de activacion,
produce contraccion del musculo liso a bajas concentraciones. La conversion de
fibrinogeno a fibrina, libera los fibrinopéptidos A y B. El fibrinopéptido B, causa
contraccion muscular directa por sinergismos de la accion de la bradiquinina, la cual
produce vasoconstriccion y contribuye asi a la hemostasia por este mecanismo.®

2.1.1.2 Endotelio

Contribuye tanto en el proceso hemostatico como en el antitrombotico. Participa
activamente en el mantenimiento del caracter no trombogénico de la interfase
sangre-tejidos, y al mismo tiempo suministra sustancias hemostaticas vy
procoagulantes, cuando se presenta la injuria vascular. La viscosidad de la sangre



se hace mayor como consecuencia del aumento de la permeabilidad capilar
secundaria a péptidos que se producen por la activaciéon del factor Xll de la
coagulacion y que también suavizan la contraccion del musculo liso. Este efecto
también se puede obtener por la liberacion de sustancias de las plaquetas como
serotonina y presencia de histamina o trombina.?

La permeabilidad vascular aumentada se ha observado microscopicamente
encontrandose contraccion de las células endoteliales con ampliacién de los
espacios entre ellas, lo cual expone los compuestos del subendotelio a los elementos
que circulan por la luz del vaso, los cuales son necesarios para iniciar cambios desde
el punto de vista hemostatico, como son adhesividad plaquetaria o el contacto del
factor Xl con el colageno que induce la activacion del sistema intrinseco de la
coagulacion. Las plaquetas se adhieren a los elementos del subendotelio: colageno,
fibronectina, al igual que a la fraccion von Willebrand del factor VIII (VIII:vW) que se
origina en las células del endotelio vascular y que es cedida al espacio
subendotelial.® Ademas del trauma, la célula endotelial, la mayor fuente de VIII:vW,
libera este factor después de exposicidén a fibrina, y también a la administracion de
vasopresina. Parte de este factor pasa al plasma, el cual se une a la fraccion proteica
del plasma del factor VIII de la coagulacién (VIII:C); ambas fracciones conforman
unidas (VII:C-VIIl.vW) el complejo factor VIl de la coagulacion del plasma e
intervigne en las reacciones de la via intrinseca de la coagulacién propiamente
dicha.

El endotelio vascular también es rico en actividad tromboplastica que parece ser
actua como el factor histico (factor Ill), el cual reacciona con el factor VIl y con iones
de calcio (Ca™), los cuales forman un complejo que actua sobre los factores de la
coagulacion de la via extrinseca y de ahi en adelante hasta terminar con la
conversion del fibrindgeno a fibrina. En esta via se produce trombina, que también es
agregante plaquetario. Se observa aqui un efecto propio del endotelio sobre los
mecanismos de la coagulacion del plasma propiamente dicho. Por otra parte el
colageno que esta en el subendotelio es capaz de activar el factor Xll y de ahi la via
intrinseca. La célula endotelial también produce un activador del plasmindégeno que
convierte al plasminégeno en plasmina. A la vez, el endotelio produce un inhibidor
del plasminégeno.?

Ambos compuestos normalmente se encuentran en un equilibrio moderando la
fibrindlisis. Otros elemento esencial para la integridad vascular son las plaquetas
mismas; multiples observaciones tanto clinicas como experimentales demuestran
que las plaquetas son esenciales para la integridad vascular, independientemente del
efecto que pueden tener por su descenso. La célula endotelial también contiene el
dimero de la glicoproteina de membrana similar a la glicoproteina llIb-llla de las
plaquetas, el factor activador de plaquetas, fibronectina. Ademas esta presente la
trombomodulina (excepto en el cerebro), un receptor que se une a la trombina y
altera su especificidad de sustrato, este complejo trombina-trombomodulina es un
potente activador de la proteina C. Contiene, ademas todo el sistema capaz de



producir prostaglandinas cuyo producto final es la prostaciclina, potente vasodilatador
con efecto antitromboético.®

2.1.2 Fase plaquetaria

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos sin nucleo, discoides, planas,
ligeramente convexas, que circulan en la sangre libremente y se originan en la
meédula ésea a partir de los megacariocitos. Tiene un diametro de 2-3 micras, y su
vida es de entre 8-10 dias. La cantidad normal en la sangre periférica oscila entre
180.000-300.000/mm?®. Los megacariocitos se encuentran en la médula 6sea, los
cuales introducen su citoplasma en los sinusoides y se fragmentan progresivamente
hasta la liberacién de plaquetas que entran a la circulacion a través de estos mismos
sinusoides. La plaqueta pasa por un envejecimiento progresivo en el cual pierde
lentamente muchos de sus elementos esenciales para su propia vida y funcién y
finalmente es retirada por el sistema reticuloendotelial en el bazo y el higado.™

Las plaquetas estan implicadas en varios aspectos de la hemostasis. Una de las
funciones que desempefian parece ser la vigilancia pasiva del recubrimiento
endotelial de los vasos sanguineos respecto a posibles brechas y fracturas. Se ha
visto que las plaquetas mantienen la continuidad o integridad de los vasos al llenar
las brechas pequefas causadas por la separacion de las células endoteliales. Se
adhieren a las fibras de colageno subyacentes del endotelio expuesto y evitan el
escape de la sangre. La disminucion en el numero de plaquetas en la sangre
periférica resulta en escapes de sangre a través de estas brechas hacia el interior de
los tejidos. Otra funcidén de las plaquetas se da cuando se producen lesiones y hay
una rotura real en la continuidad del recubrimiento de los vasos, las plaquetas
reaccionan para formar el agregado conocido como tapon de plaquetas hemostatico
primario. La hemorragia se detiene debido a que las aberturas en los vasos se llenan
mecanicamente con la masa de plaquetas. Una tercera funcion se da después de
esta formacion de tapdn, en la que los fosfolipidos de la membrana de las plaquetas
agregadas proporcionan una superficie de reaccion para la formacion de la fibrina.
Esta estabiliza el tapén de plaquetas inicial, y la masa total de fibrina y plaquetas es
el tapdn hemostatico secundario. Como cuarta funcion, las secreciones de las
plaguetas ayudan a reparar los tejidos lesionados. El factor del crecimiento derivado
de las plaquetas, mitdgeno almacenado en los granulos alfa, estimula a las células
musculares lisas y posiblemente a los fibroblastos a multiplicarse y sustituir a las
células dafadas por la lesién."°

2.1.3 Fase de coagulacion
2.1.3.1 Factores de la coagulaciéon

En Basilea, Suiza, en 1954, durante el primer Congreso Internacional de
Trombosis y Embolia se decidié crear el Comité Internacional para la Nomenclatura



de los factores de la coagulacién del plasma, con el fin de imponer orden en ésta.
Algunos afios mas tarde se recomendo utilizar numeros romanos con el fin de
unificar la nomenclatura y estos numeros se asignaron a los diferentes factores
respectivamente. En la tabla 1 se encuentran los factores con el numero romano
asignado y ademas los sinénimos mas conocidos de cada uno de ellos. El orden
numeérico se establecid por el orden de descubrimiento de los respectivos factores.
En la actualidad se han reconocido 12 proteinas plasmaticas como factores de
coagulacion. El calcio en ocasiones se describe como el factor IV y el factor tisular
como factor I1.°

NUMEROS ROMANOS NOMBRE DESCRIPTIVO SINONIMOS
I Fibrindgeno
Il Protrombina
1 Tromboplastina tisular
v Calcio (Ca™)
V Proacelerina Factor labil, globulina
aceleradora
VII Proconvertina Factor estable
VI Factor antihemofilico Globulina antihemofilica,
Factor antihemofilico A
IX Componente tromboplastico | Factor de Christmas, Factor
del plasma antihemofilico B
X Factor de Stuart Factor de Power, auto
protrombina C
Xl Antecedente tromboplastico Factor antihemofilico C
del plasma
Xl Factor de Hageman Factor de contacto — Factor
del vidrio
Xl Factor estabilizador de la Factor de Laki-Laki-Lorand-
fibrina Fibrinasa
Precalicreina Precalicreina Factor Fletcher
C-APM Cininégeno de alto peso Factor Fitzgerald
molecular

Tabla 1. Factores de la coagulacion — Nomenclatura

Los factores de la coagulacion pueden subdividirse en las siguientes categorias:
los factores dependientes de la vitamina K, los factores V y VIII, los factores de
activacién por contacto, fibrinégeno y factor XIII.

2.1.3.1.1 Factores dependientes de Vitamina K

Protrombina (factor Il). La protrombina es una glucoproteina de cadena simple
partir de la cual y por separacién de parte de la molécula se genera la trombina
activa. La protrombina consiste de una mitad con terminal carboxilo, la parte que
forma la trombina en la molécula y la mitad aminoterminal, el llamado fragmento de



protrombina 1-2 (fragmento PT-1-2), el cual es liberado durante la activacion del
factor Xa. El precursor inmediato de la trombina activa, se llama protrombina. A
partir de éste y por separacion de parte de la molécula se genera la trombina activa.®

Factor X. El factor X circula en el plasma como una glicoproteina de dos cadenas
polipeptidicas. La cadena pesada del factor X contiene los residuos en los sitios
enzimaticos activos. La cadena liviana del factor X es unida covalentemente a la
cadena pesada por puentes disulfuro. Después de la activacion del factor X, ya sea
por factor 1Xa o por el factor Vlla, se libera un péptido de activacién aminoterminal de
la cadena pesada del factor X y la cadena liviana no se modifica y permanece unida
a la cadena pesada del factor Xa.""

Factor IX. Es una glicoproteina. Al igual que los otros factores dependientes de
vitamina K, es sintetizado en el higado y es secretado hacia el plasma donde su vida
media bioldgica es de 18-24 horas. La proteina tiene una cadena polipeptidica simple
que contiene un numero de residuos de acido glutamico en la regién aminoterminal
de la molécula. Esta forma de proteina no es funcional en la coagulacion hasta que
una carboxilasa vitamina K dependiente convierta 12 de los residuos de acido
glutamico aminoterminal en acido gamma-carboxiglutamico (gla).'> Estos residuos
gla, también caracteristicos de otros factores vitamina K dependientes, participan en
uniones fosfolipidicas dependientes de calcio, lo cual es critico para la formacién de
un complejo con el factor Vllla, y para la subsecuente conversion del factor X a factor
Xa. Hay una gran homologia entre la secuencia de aminoacidos de factor IX y otros
factores vitamina K dependientes, incluyendo la protrombina, factores X, VIl y las
proteinas C y S (del sistema de inhibidores). Todos estos factores tienen residuos gla
en la region aminoterminal de la molécula. Ademas de los residuos gla, otro
aminoacido, el acido beta-hidroxiaspartico, se ha encontrado en el factor IX y alguno
de los otros factores vitamina K dependientes."

Factor VII. Es una glicoproteina. La region aminoterminal es homéloga a la de
los otros factores vitamina K dependientes. El factor VIl humano tiene una vida media
in vivo de 6 a 8 horas, mas corta que los factores IX, X y Il (1 a 3 dias). Parece ser
que el factor VII efectua alguna actividad enzimatica intrinseca en su forma nativa.
Por otra parte el factor VIl es inactivo en su sustrato proteico fisiolégico en ausencia
del factor tisular.™

2.1.3.1.2 Factores Vy VIl

Los factores V y VIl circulan en el plasma como precursores de cofactores
biolégicamente inactivos; el factor VIII fraccion procoagulante (VIII:C) unido a la
fraccién von Willebrand del factor VIII (VIII:vW), constituyen el factor VIII completo
(VII:C/VIIl:vW). Después de la activacion, el factor Va sirve como un co-factor no
enzimatico para el factor Xa en el complejo protrombinico y el factor VIl como un co-
factor en la activacion del factor X mediado por el factor 1Xa.°



Factor V. Es principalmente sintetizado en el higado pero también se encuentra
en plaquetas, monocitos y células endoteliales. El factor V tiene una susceptibilidad
muy alta al ataque proteolitico. Es una molécula glucoproteica sencilla de 330.000 de
peso molecular. Este factor es activado a su co-factor por bajas concentraciones de
trombina, la cual se divide en 4 uniones peptidicas diferentes, la actividad coagulante
del factor V aumenta después de la segunda division. El factor V consiste en una
cadena pesada aminoterminal y una cadena liviana carboxiterminal que no son
covalentemente unidas en la presencia de Ca™ Estos fragmentos en medio de pro-
cofactor son liberados como péptidos de activacion. Los factores V y Va se unen a
fosfolipidos o a la membrana plaquetaria via moléculas de cadenas livianas. El factor
Va unido a plaquetas o fosfolipidos, funciona como un receptor del factor Xa; la
funcion del receptor normal requiere Ca™, y de la interaccién mediada por el factor
Xa con la superficie del fosfolipido.™

Factor VIII (VIII:C/VIII:vW). Se encuentra en el plasma en la forma de complejo
VIl (VII:C/VIII:vW) del cual la fraccion procoagulante es el VIII:C y la fraccion von
Willebrand VIII:vW; ha sido posible la separacion y caracterizacion de cada uno. La
fraccion VIII:.vW consiste en una serie de multimeros. Se cree que los multimeros
grandes son mas eficientes hemostaticamente por su mayor potencial para la
interaccion con las plaquetas y su gran afinidad para ligarse al subendotelio. Se ha
demostrado que aun pequenos multimeros de VIII:vW son efectivos en la promocion
de la adhesividad de las plaquetas. Las plaquetas contienen normalmente VIII:vW en
sus granulos, pero también en el citosol y la membrana. Esta fraccién ha sido
detectada también en las paredes vasculares de arterias, venas y capilares por
técnicas de inmunofluorescencia.®''. La fraccién VIII:C es un cofactor de la
activacion del factor X. El factor X es una glicoproteina del plasma, la cual es
activada por una division en una unién peptidica sencilla, resultando el factor Xa,
proteasa del plasma que obra sobre la protrombina para convertirla en trombina por
hidrdlisis molecular, en una reaccion que es acelerada por el factor Va, el fosfolipido
3y Ca™. El factor X puede ser activado a través de la via extrinseca por un complejo
del factor VII, factor tisular y Ca™". El factor IX es una proteasa sérica, la cual divide el
factor X en la misma union peptidico arginilisoleucina sobre la cual obra el factor VIl y
el factor tisular de la via extrinseca. La activacién del factor VIII.C por pequefas
cantidades de trombina es fundamental para continuar con la activacion del complejo
protrombinico.® El factor Xa por si mismo también activa al factor X.

2.1.3.1.3 Factores de activacion por contacto

Son el factor XII, Xl, precalicreina y cinindbgeno de alto peso molecular (C-APM).
Una vez que el plasma se expone a compuestos eléctricamente negativos, tales
como vidrio, caolin, dextran sulfato, celita, acido elagico, cristales de urato, etc., se
inician las reacciones por contacto. La activacion por contacto no solamente inicia la
via intrinseca de la coagulacion sino que esta unida a otros sistemas proteoliticos del
plasma. Por lo tanto la Kkallikreina plasmatica, producto proveniente de la
precalicreina, libera cininas vasoactivas de los cinindbgenos activando asi el



plasmindgeno convirtiendo pro-renina a renina y produciendo agregacion de
neutrofilos. El factor 8 del factor Xll activo es capaz de activar la primera fraccion del
complemento C1."°

Factor XIll. Es una glucoproteina de cadena sencilla. Una division inducida por la
calicreina plasmatica de una simple union peptidica resulta en una enzima activa de
dos cadenas, la terminacion amino de la region de la cadena pesada es responsable
de unirse sobre la superficie del factor 8 del factor Xlla y de la cadena sencilla del
factor Xll. La cadena liviana con terminal carboxi, unido a la cadena pesada por un
puente disulfuro, contiene los residuos del sitio enzimaticamente activo.®"

Factor Xl. Consiste en dos cadenas polipeptidicas idénticas unidas por puentes
disulfuro. Una protedlisis limitada por el factor a Xlla en una union sencilla interna
arginil-isoleucina en cada una de las cadenas polipeptidicas del factor Xl resulta en
cadenas pesadas aminoterminales unidas por disulfuro y cadenas livianas
carboxiterminal conteniendo el residuo activo de serina. Este factor circula en el
plasma no covalentemente asociado con el C-APM."’

Pre-calicreina. Es una glucoproteina de cadena sencilla. La activacion
proteolitica por factor B Xlla, lleva a la produccion de kallikreina activa, compuesta
por una cadena pesada aminoterminal y una cadena liviana carboxiterminal unidas
por puentes disulfuro. La calicreina realmente libera bradicinina no peptidica a partir
del C-APM, activa al factor Xll a factor Xlla y factor § Xlla, y también activa
débilmente el factor 1X.°

Cininégeno de alto peso molecular (C-APM). El plasma humano contiene por
lo menos dos tipos diferentes de cininbgeno, C-APM y cinindbgeno de bajo peso
molecular (C-BPM), y ambos son cadenas de proteinas sencillas que contienen
péptidos vasodilatadores altamente activos, las cininas. La parte terminal amino de
los dos cininbgenos muestra una homologia secuencial extensa, pero los de alto
peso molecular contienen una estructura carboxiterminal que no esta presente en
aquellos de bajo peso molecular y es responsable de la activacion de contacto del C-
APM. EI C-BPM es inactivo en la coagulacién de activacion por contacto.”

2.1.3.1.4 Fibrinégeno y Factor XIli

La transformacién de fibrinégeno (factor 1) a fibrina, se lleva a cabo por la accion
enzimatica proteolitica de la trombina sobre el fibrindgeno, la cual produce el
desprendimiento de dos pequefios fibrinopéptidos (A y B), y los monémeros solubles
que corresponden al resto de la molécula. Los mondmeros de fibrina se polimerizan
espontaneamente en una red de fibrina insoluble, sobre la cual, el factor Xllla, o
estabilizador de la fibrina, ejerce su papel produciendo uniones covalentes por
entrecruzamiento de monémeros.'®



Fibrinégeno. Es el unico factor plasmatico que se encuentra en cantidad
suficiente para poder medirlo y expresarlo en términos de miligramos de proteina. El
plasma normal contiene de 200 a 400mg/dL. Los otros factores se encuentran en
cantidades tales que solamente se pueden expresar en el sentido de actividad
bioldgica. El fibrinbgeno es una glucoproteina compleja, con un peso molecular de
340.000, y es sintetizado en el higado. Estda compuesta de tres pares de cadenas
polipeptidicas diferentes denominadas cadenas alfa, beta y gamma. Las uniones son
de radicales disulfuro. La molécula tiene un area (DOMAIN) central que conecta los
terminales amino de las seis cadenas. Las cadenas polipeptidicas se disponen
formando dos espirales independientes con sus tres cadenas cada una, y terminan
ambas en un area globular (area terminal) que consiste principalmente de los
terminales carboxilo, dos tercios de cadenas beta y gamma mientras que la alfa se
prolonga sola como un terminal libre que es muy sensible al ataque proteolitico. Los
fibrinopéptidos A y B que se liberan por el efecto de la trombina, corresponden a los
terminales amino de las cadenas alfa y beta.®

Factor XIll. Es un tetramero compuesto por dos cadenas alfa y dos cadenas beta
unidas por fuerzas no covalentes (a2p2). La cadena a contiene un grupo cisteina que
es el grupo activo. Las cadenas a y 3 posiblemente son sintetizadas en el higado,
pero la cadena alfa también se ha encontrado en megacariocitos, el citosol de las
plaquetas y algunos otros tejidos. El factor XIIl en las plaquetas consiste en dos
cadenas alfa. El factor Xlll debe ser activado (Xllla) por la trombina en presencia de
Ca™. El factor Xllla obrara sobre el coagulo o polimero de fibrina no estable
otorgandole una estabilizacion de tipo bioquimico. Esto quiere decir por una parte
gue microscopicamente no hay diferencia entre el coagulo de fibrina no estabilizado y
el coagulo estabilizado. El efecto de estabilizacion se logra por uniones cruzadas
especificas en los dimeros de cadenas gamma-gamma y de polimeros de cadenas
alfa. Las reacciones de estabilizacion cruzada de cadenas alfa contribuyen a
estabilizar el crecimiento de los polimeros de fibrina en forma lateral, es decir, por
uniones latero-laterales, mientras que la dimerizacion gamma-gamma estaria
obviamente comprometida en la polimerizacion término-terminal de los mondmeros
de fibrina. Una de las consecuencias de los entrecruzamientos de las moléculas de
fibrina desde el punto de vista de estabilizacion, es el aumento de la fuerza mecanica
del coagulo. Se ha demostrado que la estabilizacion cruzada de a2-antiplasmina a la
fibrina, probablemente explica la resistencia relativa de los coagulos formados en el
plasma contra la digestion de la plasmina, enzima que produce fibrindlisis. La cadena
alfa de fibrina puede ser unida cruzadamente a fibronectina y esta por otro lado se ha
demostrado se encuentra unida al colageno por enlaces cruzados, lo cual muestra
que el factor Xllla, ademas de lo mencionado, puede tener un papel en el anclaje del
coagulo de fibrina al tejido conectivo. Mas aun, la union del factor Xllla a fibronectina
y colageno tendria un efecto importante en el proceso de cicatrizacién y explicaria
porque se encuentra una cicatrizacion defectuosa en algunos pacientes con
deficiencia de este factor.®"



2.1.3.2 Inhibidores de la coagulacion

Lo descrito hasta ahora es la parte procoagulante de la coagulacién plasmatica
cuyo producto final es la formacién del coagulo de fibrina. Una vez que el estimulo
inicial se ha efectuado, la coagulacion se activa y mecanismos de retro-activacion
pueden estimular la formacion de fibrina en una forma masiva. Por lo tanto son de
gran importancia los mecanismos que pueden limitar y localizar el proceso de
coagulacion con el fin de evitar la tendencia a la trombosis localizada o generalizada
en forma cadtica y desorganizada.’® Para cumplir con tal fin, existe el sistema de
inhibidores de la coagulacion; entre las dos tendencias debe haber un equilibrio.

2.1.3.3 Inhibidores de proteasas plasmaticas

Antitrombina lll (AT Illl). Es una glucoproteina de cadena sencilla, con peso
molecular de 60kD aproximadamente, con 432 aminoacidos y cuatro cadenas
laterales de oligosacaridos. Se sintetiza en el higado y su vida media plasmatica es
de 65 horas. También es producida en las células endoteliales y posiblemente en los
megacariocitos. Es el inhibidor fisiolégico mas importante de la trombina y del factor
Xa, pero también actua sobre los factores 1Xa, Xla y Xlla, calicreina plasmatica y
plasmina. En razén que la trombina desempefa una funcidon importante en la
coagulacion, la inhibicion de la primera proporciona una regulacion significativa de la
formacion del coagulo. Un residuo de arginina en AT lll interactua con el residuo de
serina activo de la trombina. Este enlace entre inhibidor y enzima produce una
pérdida de la actividad enzimatica de la trombina. La heparina aumenta en forma

marcada la reaccion de la enzima AT Il por la unidén de esta a la molécula de la AT
|||.11,17

Alfa-1-antitripsina (a1-AT). Es una glucoproteina de cadena sencilla. Esta
sustancia inhibe la trombina lentamente in vitro, pero parece ser que a pesar de
encontrarse en el plasma en altas concentraciones no contribuye en forma
importante en la actividad antitrombinica del plasma. Se piensa que su actividad es
mas importante en el ambito tisular.™

Inhibidor C1 (inh-C1). Es una glucoproteina del plasma de cadena sencilla. Este
compuesto, ademas de inhibir la fraccion C1 del complemento, también actua sobre
componentes C1s y C1r y plasmina. También neutraliza la calicreina del plasma, el
factor a Xllla, factor B Xlla y factor Xla.""

a2-antiplasmina (a2-AP). Es una glucoproteina de cadena sencilla. Efectua una
reaccion sumamente rapida de proteina a proteina y es el inhibidor mas importante
de la plasmina."

a2-macroglobulina (a2-M). Es una glucoproteina grande tetramerica. Esta
compuesta por 4 cadenas polipeptidicas idénticas. Se ha demostrado que la a2-M es



la responsable de cerca del 35 al 50% de toda la actividad anticalicreina del plasma y
cerca del 25% de toda la actividad antitrombina. Cifras elevadas de a2-M en jovenes
proveen proteccion contra la trombosis en la deficiencia hereditaria de AT lll, lo cual
explicaria por que no ocurren episodios tromboticos en la vida temprana hasta la
edad de 10 a 30 anos. Es, ademas, un inhibidor de la plasmina, pero muy lento si se
compara con la a2-antiplasmina. Es mas un mecanismo de reserva al agotarse la a2-
antiplasmina una vez se satura esta."’

Co-factor-ll heparina (C-lI-H). Este es un compuesto de tipo lipoproteina
dependiente de heparina, el cual inhibe a la trombina y ha sido aislado del plasma
humano. Es diferente a la AT-Ill y probablemente idéntico al cofactor- A heparina.
Este inhibidor también es activado por dermatan sulfato, el cual se encuentra en la
piel y varios tejidos conectivos.™

Proteina C (PC). Es una glucoproteina vitamina K dependiente sintetizada en el
higado, tiene una vida media plasmatica de 6 a 8 horas, y una masa molecular de 62
kD. Es un polipéptido de cadena sencilla de 461 aminoacidos, compuesto de una
secuencia lider, un sitio de reconocimiento propeptidico para la gamma-carboxilasa
vitamina K dependiente, una cadena liviana y una cadena pesada. La PC debe ser
activada por la trombina para convertirse en el principio activo proteina C activada
(PCA), por ruptura de una union entre arginina 169 y leucina 170 y liberacién del
dodecapéptido de activacion de la cadena pesada. La activacion mas rapida es
inducida por el complejo formado por la trombina con un receptor endotelial, la
trombomodulina. El principal cofactor de la proteina C es la proteina S. La PCA actua
por protedlisis de los factores Va y VIII:Ca."

Proteina S (PS). Proteina dependiente de la vitamina K sintetizada en el higado,
localizada también en las células endoteliales, megacariocitos y en las células de
Leydig, con una vida media plasmatica de 24 horas. Es una glicoproteina de cadena
simple con masa molecular de 69 kD. En un sistema purificado la PS acelera la
inactivacion del factor Va inducida por PCA en la presencia de Ca*" y fosfolipido. Un
efecto anticoagulante de la PS es observado en el plasma al cual se le ha afiadido
PCA. La prolongacion del tiempo de coagulacién inducida por PCA es casi abolida
cuando el plasma ha sido depletado de PS, pero se restaura cuando se le ha
afiadido de nuevo al plasma la PS. La proteina S es un factor complementario para la
proteina C.""

Inhibidor de la via del factor tisular. Se une al complejo del factor tisular en
presencia de factor Xa, e inhibe la activacion del factor X y también de factor IX. "

Factor tisular. Trabaja como un co-factor para el factor Vlla en la activacion
proteolitica dependiente de Ca™" y factores X y IX. El factor VIl es el Unico que exhibe
alguna actividad intrinseca en su forma nativa y se puede pensar que adquiere baja
actividad de coagulacion tan pronto como se une al factor tisular convirtiéndose en
un complejo con accion proteolitica por retroactivacion. El factor tisular parece estar



distribuido en general en varios 6rganos pero es especialmente alto en concentracion
en el cerebro, la placenta y los pulmones. También se puede encontrar con cierto
grado de actividad en las paredes de los vasos sanguineos, en las células
endoteliales y en los monocitos."’

2.1.3.4 Fibrinolisis

Una vez que se rompe el equilibrio que existe en el proceso hemostatico entre
aquellas fuerzas que propenden por la produccion de un trombo de plaquetas o de
fibrina y aquellas otras fuerzas que pretenden inhibir en un mismo grado la formacion
de estos Uultimos, se producira un fendmeno de trombosis o de fibrindlisis
dependiendo del estado que predomine.™

A medida que continua el proceso de agregacién plaquetaria, el fibrindégeno, tanto
plasmatico como el proveniente de las plaquetas, se adsorbe a la superficie
plaquetaria, y el proceso agregacional plaquetario, permite la activacion progresiva
del plasma hasta la produccion de trombina, la cual tiene un papel importante no
solamente en la conversion de fibrindgeno a fibrina, sino también en la induccion de
cambios a nivel de la superficie plaquetaria. La produccion de coagulos de fibrina
entre plaquetas permite que la fibrina se fije sobre la superficie plaquetaria en
receptores especificos y se transmita la fuerza de contraccidén del citoesqueleto a la
red de fibrina produciendo asi la retraccion del coagulo, haciéndose practicamente
impermeable, afirmando progresivamente el trombo hacia la pared vascular y
apartandolo lo mas posible de la luz vascular con el fin de evitar la oclusion de este.™

En esta forma se sella la solucidn de continuidad de la pared vascular sin
obstruccion de la luz vascular. El proceso fibrinolitico se encargara posteriormente de
retirar la fibrina que se ha producido una vez que el proceso de cicatrizacion se hace
efectivo. El proceso metabdlico de la célula endotelial tiene como finalidad la
produccion de la prostaglandina 12 (prostaciclina: PGI2), la cual tiene una capacidad
vasodilatadora potente y bloquea la agregacion de plaquetas, por lo tanto limita la
produccion de trombos sobre la superficie endotelial en los traumas vasculares
minimos.”® Las reacciones en la célula endotelial se inician también en los
fosfolipidos de membrana, los cuales son hidrolizados por las lipasas de membrana
de la célula endotelial hacia el acido araquidonico. La ciclo-oxigenasa convierte el
acido araquiddnico a los endoperoxidos ciclicos PGG2 (prostaglandina G2) y el
endoperoxido ciclico PGH2 (prostaglandina H2) que mediados por la enzima
prostaciclina-sintetasa, produciran prostaciclina (PGI2).

A partir de las plaquetas, los endoperdxidos ciclicos PGG2 y PGH2 pueden pasar
desde la plaqueta una vez que estas hacen el proceso de adhesion y reaccion, hacia
las células endoteliales y contribuir dentro de este ciclo metabdlico endotelial, a
producir mayores cantidades de prostaciclina (PGI2), la cual puede entrar
liberandose a la luz del vaso y difundir a través de la membrana plaquetaria,
ejerciendo un efecto activador o estimulador de la adenil-ciclasa plaquetaria, que



actua sobre el ATP y desvia la produccién de ADP hacia adenosina-monofosfato
ciclico (AMPc); el AMPc es un compuesto que directamente tiene un efecto inhibidor
sobre la agregacion interplaquetaria, y por otra parte reduce la cantidad de liberacion
de ADP y otros compuestos de los granulos. ' Lo anterior sumado al efecto
vasodilatador potente que tiene la prostaciclina, va a proteger al lecho vascular del
efecto trombdtico; y también se presentan modificaciones en el metabolismo del
calcio para completar el proceso inhibitorio de la agregacion de plaquetas,
observandose como las plaquetas que han sufrido el proceso de transformacién con
cambios en la conformacion inicial de la membrana, pueden regresar a su estado
inicial normal, su forma discoide, si no han pasado a la fase de agregacion
secundaria irreversible. Estos serian los mecanismos involucrados en la proteccion
que ejerce para si mismo el lecho vascular en la produccion de trombos.™

2.2 FUNCION Y MECANISMOS DEL SISTEMA DE LA COAGULACION

El sistema de coagulacion ha sido descrito esquematicamente a través de los
afios en forma de “cascada” y se han introducido algunas modificaciones,
especialmente en lo relativo a la descripcion de nuevos componentes a medida que
éstos han sido descubiertos. Basicamente el esquema de la coagulacion se ajusta a
los postulados de Marowitz, quien 1905 publicé su histérico documento. Sobre este
esquema se trabajo posteriormente hasta que en 1964 Mack Farlane dio a conocer la
cascada de la coagulacion en la forma como este sistema se ponia en marcha.
Algunos pequeios ajustes se han efectuado desde entonces. Es necesario aclarar
que el esquema incluye unicamente, aquellos factores que contribuyen a la parte pro-
coagulante: en primer lugar la produccién de un compuesto que se ha denominado
actualmente como complejo protrombinasa. Esta primera fase, que actualmente no
se describe aisladamente, estd comprendida dentro de la via intrinseca y de la via
extrinseca del sistema de coagulacion. En segundo lugar se efectuara la conversion
de protrombina a trombina y en tercer lugar el fibrinbgeno se transformara en el
coagulo de fibrina.™

2.2.1 Via o Sistema Intrinseco Clasico

Las deficiencias de factores XIl, calicreina y cininégeno de alto peso molecular
(C-APM), no producen cuadro hemorragico. Esto hace pensar que la activacién del
sistema intrinseco, ademas de la mediacion de estos compuestos para su activacion,
tiene un mecanismo alterno que funcionaria fisiolégicamente en forma correcta.
Evidencia experimental sugiere que las plaquetas activadas por el ADP o el colageno
son capaces de inducir la activacién proteolitica de los factores Xll por la calicreina y
el C-AMP y en esta forma el factor Xlla es capaz de activar al factor XI. En la
activacion del sistema intrinseco, una vez que se presenta el factor Xla, este es
capaz de obrar sobre el factor IX en la presencia de Ca*" convirtiéndose en factor
IXa, el cual es capaz de catalizar la activacion del factor X a factor Xa. Esta ultima



reaccion se lleva a cabo, ademas, con la presencia del factor VIII, el Ca™ y el
fosfolipido factor 3 (F3) que tiene como origen especialmente la plaqueta, por lo tanto
se efectuan sobre la superficie de las plaquetas. Es importante recalcar en este
punto que la activacion del factor X inicia la via comun del sistema intrinseco: es el
factor X donde convergen las vias intrinseca X extrinseca, y de alli en adelante hasta
llegar a la conversion de fibrindgeno a fibrina.?° (Figura 1).
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Figura 1. Via o Sistema Intrinseco de la Coagulacion
2.2.2 Via o Sistema Extrinseco Clasico

Este sistema contiene el unico factor no plasmatico de la cascada de la
coagulacion, el factor tisular, que activa al factor VII, el unico factor independiente del
sistema extrinseco y que no queda por lo tanto incluido en la via comun. Esta via
activa el factor VIl a través del factor tisular en presencia de Ca*". Luego de la
activacion del factor VII, este junto con el factor tisular, se unen para activar al factor
X de la via comun. La actividad coagulante del factor VII, aun en presencia de factor
tisular, es muy baja y aumenta considerablemente al convertirse en factor Vlla.?’ Es
probable que algun compuesto o proteasa sea capaz de activar el factor VIl in vivo y
gue no se encuentre en contacto necesariamente con el factor tisular, puesto que la
deficiencia de factores de la coagulacidon exclusivos del sistema intrinseco producen
cuadros hemorragicos severos en ocasiones, al igual que deficiencias de factor VIl



también pueden incluir tendencia hemorragica, lo cual indica que sin lugar a dudas
los sistemas clasicos extrinseco e intrinseco solos, no son capaces de ofrecer una
hemostasia normal y suficiente en forma independiente.?’ (Figura 2).
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Figura 2. Via o Sistema Extrinseco de la Coagulacién
2.2.3 Via Clasica Comun

La via clasica comun comprende las ultimas dos fases definitivas en la
coagulacion del plasma: la conversion de la protrombina a trombina y la
transformacion del fibinégeno a coagulo de fibrina por accién de la trombina y la
estabilizacién del coagulo por el factor Xllla (Figura 5). En la via comun el factor Xa
se une a la plaqueta aprovechando al factor V, para la activacion del factor V este
debe ser unido a la plaqueta adsorbiéndose a su superficie, a partir del plasma, para
luego ser activado por una proteasa plaquetaria o puede también ser liberado en su
forma activada de la misma plaqueta a partir de sus granulos. Las plaquetas no
estimuladas por lo tanto unen factores Va y Xa en la presencia de Ca*" y el factor V
puede servir por lo menos en parte como receptor del factor Xa en la superficie
plaquetaria. Este complejo formado por los factores Xa y Va en la superficie
plaquetaria junto con los fosfolipidos de membrana (F3), Ca™ y protrombina,



constituyen el complejo de la protrombinasa. Se debe recordar que el factor Va
también ha pasado a este punto de activacion gracias a pequefiisimas cantidades de
trombina, compartiendo con el factor VIl esta cualidad de poder ser activado por este
compuesto en pequefas cantidades, constituyendo el ciclo auto catalitico de la
protrombina. El complejo Xa-Va-Ca™-F3 y protrombina divide las moléculas de
protrombina en dos partes: una que contiene los residuos de acido carboxiglutamico
y que permanecen unidos en forma transitoria a las plaquetas a través de puentes de
calcio, y otra parte se libera hacia el plasma como trombina, que es una enzima
proteolitica, que tiene unas funciones especificas que cumplir, como agregante
plaquetario local, induciendo uniones del complejo de factor VIl a las plaquetas, y
ademas activando la fraccion VIII:C a VIII:Ca y V a Va. También activa el factor XllI
en presencia de Ca’" a factor estabilizador de la fibrina (factor Xllla) y continta el
proceso de coagulacién en la conversion del fibrinégeno hacia el coagulo de fibrina.
La trombina activa la PC a PCA, y esta accidbn se hace mas intensa sobre el
endotelio vascular que contiene trombomodulina (excepto en el cerebro).>"’
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Figura 3. Via Clasica Comun
2.2.4 Sistema Fibrinolitico

La enzima fibrinolitica plasmina, es la forma activa de la sustancia inactiva que
circula en el plasma, el plasminégeno. Este ultimo es adsorbido sobre los polimeros
del coagulo de fibrina, y a partir de las células endoteliales, entran en circulacion
enzimas activadoras del plasmindégeno (activador del plasmindgeno tisular), las
cuales se unen a los polimeros de fibrina y transforman el plasminégeno unido a la
fibrina, en plasmina. La plasmina que permanece formando un complejo unido a la
fibrina, ejerce su accion sobre ésta, degradandola en fragmentos solubles que



continuan en la circulacion. También el sistema intrinseco puede, una vez que se
produce calicreina después de la activacion de esta via, obrar sobre el plasminégeno
unido a la fibrina para convertirlo en plasmina y asi, el complejo que continua
formandose entre fibrina y plasmina produce degradacion del polimero de fibrina. La
uroquinasa es un activador endégeno del plasminégeno producido en los lisosomas
del endotelio glomerular del rindbn. También hay activadores exdgenos como la
enzima estreptoquinasa, la cual puede también unirse al plasmindégeno circulante
formando un complejo y estos activadores exdgenos se activan sin producirse lisis
protéica.11 Estos complejos plasmindgeno-estreptoquinasa son capaces de hidrolizar
otras moléculas de plasmindégeno circulante a plasmina. Los productos de
degradacion del fibrinégeno y la fibrina tienen propiedades antitrombinicas y los
fragmentos D y E forman complejos con los mondmeros de fibrina, evitando la
polimerizacion de éstos, lo cual se traduce en un efecto anticoagulante. Ademas
pueden destruir también factores V y factor VIII:C. Con el fin de evitar este efecto
destructivo el plasma posee los inhibidores de la plasmina: la a2-antiplasmina, la cual
se une de inmediato a las moléculas de plasmina que pudiesen encontrarse libres en
circulacién, formando un complejo inactivo. La a2-antiplasmina opera rapidamente.?
La a2-macroglobulina también tiene la capacidad de inhibir la plasmina formando
complejo con esta, pero mas lentamente. Tanto el mecanismo protrombatico-
procoagulante, como el sistema fibrinolitico, trabajan en forma continuada a un nivel
fisiolégico adecuado para mantener la sangre, mas precisamente el plasma, en su
estado fluido. Alteraciones de éstos ocasiona la anormalidad en la hemostasia. Estos
dos grandes oponentes se encuentran en estado dindmico permanente.® (Figura 4).
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3. EL MECANISMO DE COAGULACION EN LOS PACIENTES CON CANCER

3.1 CANCER Y TROMBOSIS

El proceso neoplasico se encuentra asociado a la activacién de la coagulaciéon y
fibrindlisis asi como también a eventos tromboéticos.?? Avances en bioquimica,
biologia molecular y de manera importante en biologia vascular, han contribuido para
el mejor entendimiento de las complejas interacciones entre las células tumorales y
el sistema de la hemostasia.

Las células tumorales producen y expresan moléculas que pueden activar directa
o indirectamente el sistema hemostatico debido en parte a la reaccion inflamatoria
que producen en el huésped. Factores extrinsecos incluyendo la cirugia y
quimioterapia contribuyen a su vez al desarrollo de un estado pre-trombdético. 2
Evidencias recientes apuntan a que la activacion de la coagulacién inducida por
células tumorales involucra la angiogénesis, lo cual, favorece al crecimiento
tumoral y metastasis y abre una via importante (el vaso sanguineo) para la
circulacién de moléculas inflamatorias, que finalmente estimulan la coagulacion y
esto a su vez condiciona el desarrollo de un estado pre-trombético.?

Ciertos tipos de tumores activan la coagulacion de una manera anormal,
incluyendo entre otros, los tumores de origen pancreatico, gastrointestinal, de ovario,
de la prostata y pulmonar. 2°

Las células tumorales tienen la capacidad de expresar en su membrana celular
ligandos (que se utilizan como marcadores) que liberan factores solubles con
propiedades tromboticas. En la literatura se han descrito un numero significativo de
factores con propiedades trombdticas pero dos se han estudiado en particular, el
factor tisular (FT) y el factor procoagulante del cancer (PC). ?° Ademas, las células
tumorales producen citocinas, como el factor de necrosis tumoral, la interleucina-1 y
el factor de crecimiento vascular endotelial. La angiogénesis inducida por neoplasia
es un requerimiento esencial para el crecimiento tumoral. El factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), también conocido como factor de permeabilidad vascular
es uno de los factores con un papel importante en la angiogénesis tumoral.

La respuesta inflamatoria al proceso tumoral, también activa citocinas
mediadoras del fendmeno trombotico. De las citocinas arriba mencionadas, ademas
de desarrollar una respuesta inflamatoria agresiva, inducen la expresion de factor
tisular, disminuyen la activacion de la proteina C y activan las plaquetas, estas
ultimas contienen factores de crecimiento y moléculas adhesivas en sus grénulos-
alfa. Todas estas reacciones promueven la génesis del evento trombético. ?* (Figuras
5y 6).
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Los factores predisponentes de mayor importancia para el desarrollo de los
fendmenos trombdoticos de mayor importancia en pacientes con cancer son:

- El reposo prolongado.

- Estasis por efecto compresivo de la masa tumoral sobre las estructuras vasculares,
que hace mas lento el flujo sanguineo, especialmente a nivel del sistema venoso
determinando lesion endotelial, liberacion de sustancias procoagulantes del endotelio
(factor tisular) y activacion del mecanismo extrinseco de la coagulaciéon y de las
plaquetas. %°

- Liberacién de sustancias tumorales: el material tisular liberado por el tumor es
capaz de activar directamente la cascada de la coagulacion. Se han descrito factores
dependientes de tumores coldnicos, gastricos, renales y pulmonares, por citar
algunos, que activan el factor X de la coagulacion. En un principio, los productos con
actividad procoagulante eran denominados genéricamente como tromboplastino-
similes. Mas recientemente se han caracterizado dos sustancias principalmente
responsables de activar los mecanismos de la coagulacion: el factor tisular (FT) y el
llamado factor procoagulante del cancer.?® Como es conocido, el FT se encuentra en
varios tejidos incluyendo el cerebro, el pulmén y la placenta donde su concentracion
es mayor. El dafio sobre el tejido produce la liberacion del FT y se desencadena el
mecanismo extrinseco de la coagulacién. EI FT es una proteina contenida en la
membrana celular y sirve de ligando para el factor VII, y lo activa a factor VIl activado
(FVIla) formando, en condiciones normales, un complejo FT / FVlla constituyéndose
en el activador del sistema extrinseco de la coagulacion. ElI FT fue hallado en
extractos tumorales, en cultivos de células tumorales y en el suero y orina de
pacientes con cancer. También los granulocitos, en la leucemia granulocitica cronica,
son capaces de liberar sustancias procoagulantes. Muchos tumores tienen infiltrados
de macrofagos que contribuyen a aumentar la activacion del FT. Finalmente, el FT
puede ser liberado por los monocitos activados por las células tumorales.?**° (Figura
7).

El inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) es un regulador importante de la
coagulacion extrinseca pero su papel potencial en la trombosis, en caso de
encontrarse funcional o cuantitativamente descendido, es auln discutido.*®® EI TFPI se
une al factor X activado e inhibe la actividad procoagulante del complejo FT / FVlla.
Su concentracion se hallo en niveles variables en pacientes con cancer.’' El TFPI es
esencialmente una proteina intravascular y esta presente en tres compartimentos
separados: a) en las plaquetas (8 ng/mL) de las que puede ser liberado cuando estas
son activadas por la trombina y ello determina que su concentracion se eleve en los
sitios de agregacion plaquetaria; b) asociado a las lipoproteinas del plasma (54 - 142
ng/mL)g/ c) el liberado por la inyeccion de heparina de donde proviene (120 a 800
ng/mL).** La disminuciéon de TFPI puede favorecer la accién procoagulante del
sistema extrinseco en la medida que no se encuentre inhibida la formacién del
complejo FT / FVlla (Figura 7).



El Factor Procoagulante del Cancer es una sustancia de 68.000 daltons de peso
molecular que activa la via comun de la coagulacion por accion directa sobre el factor
X y lo transforma en factor X activado (FXa). Es una enzima encontrada en ciertos
extractos de células neoplasicas pero no ha podido ser aislada en los cultivos de
lineas celulares homodlogas a las de “in vivo”. Se debe tener presente que las
observaciones realizadas en una clase o localizacion tumoral y en ciertas
condiciones experimentales, no pueden ser extrapoladas a otra enfermedad maligna,
lo cual complica enormemente la interpretacion de muchos de los datos
experimentales disponibles. %
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Figura 7. El Factor Tisular (FT) es el iniciador de la coagulacion. Al formar el complejo
FT/Vlla actua sobre el factor X y el factor IX. La activaciéon del factor X genera la fase rapida de la
formacién de trombina sin embargo es transitoria por la presencia del IVFT que bloquea la activacién y
la generacién de mayores dosis de trombina. Por lo que se requiere de una via alterna que se genera
sobre la superficie de las plaquetas, fase lenta pero continua y en esta via alterna se producen
grandes cantidades de trombina, suficientes para producir el coagulo de fibrina.

- Activacion plaquetaria: la agregacion plaquetaria mas potente es la que se produce
por la trombina, que activa a la fosfolipasa C por un mecanismo dependiente de la
guanosina trifosfato, dando lugar a la formaciéon de 2 segundos mensajeros: el
inositol 1, 4, 5 trifosfato que actia como ionéforo de calcio liberando este cation del
sistema tubular denso, aumentando asi su concentracibn en el citosol y el
diacilglicerol que junto al calcio activa a la proteincinasa C. Otro mecanismo de
aumento de la adhesividad y agregacion plaquetaria se produce por la liberacién a
partir de las células tumorales, de ADP y tromboxano A2.3*%*%3® Las plaquetas
activadas participan en la formacion del trombo y también en el crecimiento de las
células tumorales probablemente a través de la liberacion de factores de crecimiento
celular derivado de las plaquetas (PDGF).



- Disminucion de inhibidores: se produce un descenso en la concentracion
plasmatica de los inhibidores de la coagulacién que favorece el mecanismo de
trombosis, ya sea como producto del consumo por la trombina formada o de una
disminucién real de su produccién. La antitrombina Il neutraliza el factor X activado y
a la trombina formando con esta ultima un complejo equimolar sin actividad bioldgica,
detectable en el plasma como complejo trombina-antitrombina Il y cuya
concentracion nos da idea de la cantidad de trombina que se hubiera formado. La
formacion de este complejo determina la disminucion en la concentracion plasmatica
de la antitrombina Il y puede contribuir a la tendencia trombética. La proteina C y su
cofactor, la proteina S, son proteinas Vitamina K dependientes. Contrariamente a los
otros factores Vitamina K dependientes procoagulantes Il, VII, IX y X; la proteina C
actua como un regulador de la coagulacion al neutralizar a los cofactores V y VIlI
activados y al estimular la fibrindlisis por su capacidad de bloquear al inhibidor del
activador tisular del plasminogeno. La activacion de la proteina C se realiza a través
de la trombomodulina activada a su vez por la trombina. Tanto las proteinas C y S
como la trombomodulina pueden estar disminuidas en los pacientes con cancer lo
que constituye un factor trombogénico adicional. Ya se ha indicado la posibilidad de
una disminucion del TFPI como otro factor contributivo para el desarrollo de
trombosis en los pacientes con patologia maligna.®

- Infiltracién tumoral a estructuras vasculares
- Cirugia abdominal
- Hiperviscosidad sanguinea.

Otros factores predisponentes descritos son la colocacion de catéteres
intravenosos, la deshidratacidn secundaria a los efectos colaterales de la
quimioterapia como la emésis y la diarrea y la presencia de niveles elevados de
fibrinbgeno y de otros factores de coagulacion como los factores |, V, VIII, IX; XI; que
no significan por si mismos un estado trombofilico pero que sin embargo, tan pronto
aparecen tiempos de coagulacién alargados o cortos, asociados con una disminucién
en los niveles de antitrombina Il y un aumento de los productos de degradacion del
fibrinbgeno y/o dimero D en un paciente asintomatico, con historia actual o pasada
de cancer, debe alertar sobre la presencia de un proceso trombético.

3.1.1 Los factores trombogénicos en el cancer
3.1.1.1 Factores de la coagulacién

El significado del estado de activacion de la coagulacién de los pacientes con
cancer tiene una importancia biologica trascendente por que puede contribuir a la

progresion de la enfermedad. Cuando se valora el mecanismo de hemostasia en las
neoplasias, se puede establecer claramente que existe un estado de activacion.®” Es



asi que Van-Wersch y col.*® estudiaron 48 pacientes con diagndstico reciente de

carcinoma pulmonar (40 hombres, 8 mujeres) en relacion a sus valores del tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPa), del tiempo de protrombina (TP), de la
concentracion del fibrindgeno plasmatico, de la concentracién del factor VIl de la
coagulacion, de los monémeros de fibrina (MF), del complejo trombina/antitrombina
Il (TAT), de los productos de degradacion de la fibrina estabilizada (dimero D) y del
recuento plaquetario. 38 pacientes tuvieron el tiempo de tromboplastina parcial
activado normal y 37 pacientes tiempo de protrombina normal. Ninguno de los
pacientes tenia indicadores clinicos o de laboratorio de hemorragia grave o
trombosis. Encontraron en cambio, valores elevados de fibrinbgeno y de la
concentracion del factor VIII, considerados factores protrombdéticos. También un alto
porcentaje  tenian  elevacion de mondmeros de fibrina, complejo
trombina/antitrombina Il y dimero D, fuertemente indicativos de activacién de
coagulacion de bajo grado y fibrindlisis reactiva, a pesar de lo cual los pacientes
mantenian su funciéon hemostatica normal. El desbalance de este equilibrio puede
explicar las complicaciones trombdticas que describen estos pacientes. Ese
desbalance puede producirse por factores organicos recurrentes o por la misma
terapéutica antineoplasica. La triada en que se basa el mecanismo trombogénico
descrita por Virchow hace mas de 100 anos, mantiene aun todo su valor etioldgico.
Si bien el aumento de los factores de la coagulacion no es determinante de por si de
trombosis, es un predisponente trombogénico y al producirse la activacién de estos
factores inclina la homeostasis hemostatica hacia la trombosis.>®

3.1.1.2 Trombospondina-1

Aunque la trombosis es la principal complicacion de los tumores sdlidos, la
hemorragia también puede representar un serio problema en este grupo de
enfermos. La coagulacion intravascular diseminada (CID) presente en muchos
pacientes con cancer tiene varias expresiones clinicas: trombosis local, trombosis
difusa, tromboembolismo, hemorragia menor, hemorragia difusa o cualquier
combinacion de las mismas. La mayoria de los pacientes con neoplasia soélida
diseminada tienen alguna evidencia clinica o de laboratorio de CID, la cual es
iniciada por la liberacion de material procoagulante semejante a Tromboplastina o
enzimas provenientes de células tumorales necrdticas, lo cual puede iniciarse o
acelerarse con la administracion del tratamiento antineoplasico.?4%*!

Estas alteraciones pueden verse en la mayoria de los tumores sdlidos,
principalmente en carcinoma de pulmoén, vejiga, estdbmago, colon, mama, ovario,
melanoma maligno y en especial carcinoma de pancreas y prostata, asi como en
linfomas. En los adenocarcinomas de cualquier sitio primario, el acido sialico de la
mucina secretada activa de forma no enzimatica al factor X, lo cual dispara la
produccion sistémica de trombina y posteriormente el inicio de una CID subaguda o
fulminante.?’*? La liberacién sistémica de tejido tumoral necrético o enzimas con
actividad procoagulante o semejante a fosfolipoproteinas, puede activar las fases
tempranas de la coagulacion y de la liberacion plaquetaria. Ademas, varios tumores



que presentan neovascularizacion pueden potencialmente producir células
endoteliales anormales, lo cual puede causar liberacion plaquetaria o generacion de
factores Xlla y Xla con la consiguiente activacion procoagulante y el desarrollo de
CID fulminante, subclinica o compensada.'®'343

Debido a este estado procoagulante y de liberacion plaquetaria se encuentran
circulando en sangre diferentes sustancias como la trombospondina-1 (TSP-1), que
es la glucoproteina mas grande secretada por los granulos alfa de las plaquetas y
que se une parcialmente a la membrana plaquetaria cuando las plaquetas se
agregan en respuesta a la trombina.* La TSP-1 es una proteina filamentosa de 165

kD que tiene 7 x 65nm de dimensién, tiene un punto ifé)gléctrico de 4.7 y esta
a

compuesta de 3 grandes subunidades de union disulfidica. Figura 8).
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Figura 8. Estructura de la Trombospondina-1. Isordia-Salas |, Manns JM, Sainz |, Parekh H,
DelLa Cadena RA. Thromsbospondin-1 binds to the heavy chain of elastase activated coagulation
factor V (FVaHNE) and enhances thrombin generation on the surface of a promyelocytic cell line.
Thromb Res. 2005;116:533-43. */

Durante el proceso de agregacion, las plaquetas estimuladas por la trombina
desarrollan una actividad de lectina unida a membrana que se origina de los granulos
alfa y juega un papel importante en la mediacidén de la agregacion plaquetaria por
unidn a receptores especificos en otras plaquetas. 2

Asi mismo, se ha visto por décadas que la activacidn de la coagulacion esta
invariablemente ligada a la respuesta inmuno-inflamatoria in vivo y que la inflamacion



sistémica es un potente estimulo pretrombético.?’*? La elastasa humana del
neutrofilo (HNE) es una enzima normalmente restringida a los granulos azurofilos
primarios de los neutrdfilos,*® y es liberada al fagosoma y al medio extracelular por la
activacion del neutrofilo. La HNE ha sido implicada en la patogénesis de desérdenes
inflamatorios como enfisema pulmonar,*? fibrosis cistica,”® glomerulonefritis,> artritis
reumatoide® y en algunos tipos de leucemias incluyendo la leucemia promielocitica
aguda. La TSP-1 es una proteina de matriz extracelular multifuncional sintetizada5y
secretada por células normales y transformadas en cultivo incluyendo fibroblastos,>?
células endoteliales,’ células del musculo liso®™ y plaquetas.®® En estudios
preliminares*’ se ha demostrado la habilidad de la TSP-1 de unirse al factor V
humano de la coagulacién (FV); otros estudios han indicado que la TSP-1 es capaz
de interactuar con otros ligandos incluyendo el plasminogeno, el fibrindgeno y la
fibronectina.>®

Se ha demostrado también que la activacidén de la coagulacion esta ligada a la
respuesta inflamatoria. Los neutrofilos y monocitos representan la primera linea de
defensa durante la respuesta inflamatoria. Recientemente se ha delineado una
region dentro de las repeticiones tipo 3 de la TSP-1 que tiene la habilidad de
interactuar con neutréfilos humanos.*®®” Esta regién es contigua a la regién que tiene
la habilidad de inhibir la elastasa humana de los neutréfilos.’®*® Se ha demostrado
que la HNE ancla al factor V al factor FVHNE, proveyendo al FV con actividad de
cofactor (FVHNE) y por ende promoviendo la generacién de trombina del complejo
protrombinasa en la presencia de vesiculas de fosfolipidos.®° La protrombinasa
comprende el complejo de factores Xa (FX), Va, superficie de membrana y iones de
Ca'". El papel funcional del complejo protrombinasa es catalizar la conversion de
protrombina (FIl) en trombina. EI complejo protrombinasa lleva a la generacién de
factor X activado (FXa) y trombina, llevando potencialmente a la activacion celular al
igual que a la proliferacion celular.’’ La trombina tiene una variedad de actividades
sobre las células que resultan en el aumento de la respuesta inflamatoria.®?

Se ha demostrado que el complejo protrombinasa estd ensamblado sobre la
superficie de muchas células incluyendo las plaquetas y los monocitos;®*®* y que la
TSP-1 juega un papel importante. La formacion del complejo protrombinasa en la
superficie de los neutréfilos y monocitos es de relevancia en las neoplasias ya que
llevara a la generacion de factor X activado y la trombina, llevando potencialmente a
la activacion de células endoteliales y formacion de fibrina (estado procoagulante).
Hay evidencia que la TSP-1 se une al inhibidor de la via del factor tisular,®® un evento
que ha sido asociado in vitro con una disminucion en la habilidad del inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI) de inhibir al FXa por ende causando alteraciones en la
regulacion de la trombina lo cual resulta en un exceso en la generacion de trombina.



3.1.1.3 Selectinas

De igual manera para el entendimiento del estado procoagulante que esta
presentando el paciente es util estudiar a las selectinas. Las selectinas median el
primer paso en la adhesion de los leucocitos en los sitios de inflamacién o de injuria;
facilitan el rodamiento de los leucocitos sobre la superficie endotelial de las
plaquetas o de otros leucocitos. En consecuencia, los leucocitos circulantes se unen
a las selectinas expresadas en las vénulas del endotelio activado y si bien esta
union es relativamente baja, es suficiente para funcionar como un freno biolégico que
desacelera y facilita el rodamiento de los leucocitos sobre la célula endotelial; las
selectinas interactuan con ligandos de carbohidratos en los leucocitos y en las
células endoteliales. Se han identificado tres moléculas diferentes: L- (marcador de
activacién del leucocito), E- (marcador de activacion del endotelio) y P- (marcador de
activacidn de las plaquetas) selectinas, las cuales participan en los sistemas vascular
y hematopoyético.?

La L-Selectina es una glucoproteina expresada constitutivamente en una
variedad de leucocitos. Miembro de la familia de las selectinas sobre las moléculas
de superficie, la L-Selectina consiste de una lectina aminoterminal por medio de la
cual se unen a sus ligandos naturales tipo carbohidratos o glucopéptidos no
proteinas; estructuralmente contienen un dominio tipo EGF, 2 a 9 dominios tipo
proteinas reguladoras del complemento y una cola citoplasmatica corta. Se han
reportado dos formas de L-selectina, debidas a aparentemente a modificaciones
post-transicionales. La forma linfocitica tiene un aparente peso molecular de 74 kDa,
mientras que la forma del neutrofilo tiene un peso de 95-100 kDa.""

La L-Selectina juega un papel importante en la migracién de los linfocitos hacia
los nddulos linfaticos y sitios de inflamacion crénica y de los neutrodfilos hacia los
sitios de inflamacién aguda. Actuando en cooperacién con la P-Selectina, la L-
Selectina media la interaccion inicial de los leucocitos circulantes con las células
endoteliales que produce el caracteristico “‘rodamiento” de leucocitos sobre el
endotelio. Esta interaccion inicial es seguida por una interaccion mas fuerte, que
involucra probablemente a la E-Selectina, que conduce eventualmente a
extravasacion a través de la pared de los vasos sanguineos a los tejidos linfoides y a
los sitios de inflamacion. Se han identificado tres ligandos de la L-Selectina sobre las
células endoteliales, todos contienen mucina O-glicosilada o dominios semejantes a
mucina. El primer ligando, el GlyCAM-1, se expresa casi exclusivamente en nodulos
linfaticos periféricos y mesentéricos de vénulas endoteliales altas. El segundo
ligando de la L-Selectina, se conoce como CD34. Esta glucoproteina similar a las
sialomucinas muestra expresion vascular en una variedad de tejidos no linfoides, al
igual que en nddulos linfaticos periféricos de capilares. El tercer ligando es el
MAdCAM-1, una glucoproteina semejante a la mucina que se encuentra sobre
nédulos linfaticos mucosos de vénulas endoteliales altas."’



La L-Selectina es liberada por clivaje proteolitico de la superficie de linfocitos y
neutrofilos in vitro seguida de la activacion de una variedad de agentes como forbol
ésteres, lipopolisacaridos y f-met-leu-phe. In vivo, la L-Selectina es liberada de los
neutréfilos durante la inflamacion y se ha sugerido que la pérdida de L-Selectina de
superficie puede ser necesaria para permitir que los leucocitos migren a través del
endotelio. La L-Selectina soluble (sL-Selectina) derivada de los linfocitos es de
alrededor de 62 kDa, mientras que el fragmento derivado de los neutréfilos es de 75 -
100 kDa. La sL-Selectina retiene bioactividad y a altas concentraciones puede inhibir
la union de los linfocitos al endotelio, sugiriendo un posible papel en la modulacién de
esta union in vivo. Se han encontrado altos niveles de sL-Selectina en muestras
tomadas de individuos aparentemente normales. Un numero de estudios han
reportado que los niveles de sL-Selectina en fluidos biologicos pueden estar

elevados o disminuidos en individuos con una variedad de condiciones patolégicas.
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La P-Selectina es una glicoproteina de superficie que juega un papel critico en la
migracion de los linfocitos a los tejidos. La P-Selectina se encuentra
constitutivamente en un estado pre-formado en los cuerpos de Weibel-Palade de las
células endoteliales y en los granulos alfa de las plaquetas. Esta P-Selectina
almacenada es movilizada a la superficie celular en minutos en respuesta a una
variedad de agentes inflamatorios o trombogénicos. La P-Selectina movilizada
aparentemente permanece presente sobre la superficie celular solo unos minutos
después y es reciclada en los compartimentos celulares. Evidencia adicional indica
que la transcripcion del mRNA de la P-Selectina puede ser activada en el endotelio
por tratamiento con mediadores inflamatorios. La P-Selectina, es un miembro de la
familia de Selectinas de moléculas de superficie celular y consiste de una lectina
aminoterminal por medio de la cual se unen a sus ligandos naturales tipo
carbohidratos o glicopéptidos no proteinas; estructuralmente contienen un dominio
tipo EGF, 2 a 9 dominios tipo proteinas reguladoras del complemento y una cola
citoplasmatica corta. El peso molecular para el cDNA de la P-Selectina es de
aproximadamente 86,000. El peso molecular observado por SDS-PAGE reducido, sin
embargo, es de 140,000.%°

Numerosas evidencias indican que la P-Selectina esta involucrada en la adhesion
de células mieloides, al igual que de células B y un subtipo de células T, para activar
el endotelio. También esta involucrada en la adhesion de plaquetas a monocitos y
neutrofilos, jugando un papel central en la acumulacion de neutrdfilos dentro del
trombo. La adhesiéon de leucocitos y neutrdfilos al endotelio es iniciada por
interacciones débiles que producen un movimiento caracteristico de “rodamiento” de
los leucocitos y neutrdéfilos sobre la superficie endotelial. La P-Selectina actuando en
cooperacion con la L-Selectina, esta implicada en la mediacién de estas reacciones
iniciales. Interacciones mas fuertes, que involucran probablemente a la E-Selectina,
siguen a las reacciones iniciales, llevando inicialmente a la extravasacion a través de
las paredes de los vasos sanguineos a los tejidos linfoides y a los sitios de
inflamacion. El tetrasacarido sialico Lewis ha sido identificado como un ligando tanto



para la P-Selectina como para la E-Selectina, pero tanto P, E y L selectinas pueden
todas unir al tetrasacarido sialico Lewis bajo condiciones apropiadas. La P-Selectina
también puede unir una glucoproteina sobre células mieloides humanas, neutrdfilos,
monocitos y linfocitos, esta glicoproteina se denomina Ligando-1 de la glucoproteina
de la P-Selectina (PSGL-1) y este ligando también puede unir a la E-Selectina. La P-
Selectir210a se encuentra en el plasma de individuos normales en concentraciones de
ng/mL.

La E-Selectina es un glucoproteina transmembranal tipo-l de 115KDa,
expresada solamente sobre la superficie de las células endoteliales y solamente
después de la activacion de citocinas inflamatorias (IL-1p, TNF-a) o endotoxinas. La
expresion es transitoria, alcanzando su maximo dentro de las 6 horas después de la
estimulacién y declina posteriormente. La E-Selectina de superficie celular es un
mediador del rodamiento de union de los leucocitos al endotelio, un paso esencial en
la extravasacién de leucocitos al sitio de inflamacién y por ende juega un papel clave
en la respuesta inflamatoria local. Se cree que la E-Selectina es particularmente
importante en la respuesta inflamatoria local."”

La parte extracelular de la E-Selectina incluye un dominio tipo C-2 lectina
dependiente de calcio, un dominio de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y seis
secuencias repetitivas similares a proteinas-reguladoras-del complemento. La E-
Selectina se une al acido sidlico Lewis-X que es su ligando.?

La E-Selectina soluble se encuentra en la sangre de individuos sanos,
probablemente surge del clivaje proteolitico de las moléculas de superficie
expresadas. Se han reportado niveles elevados en suero de E-Selectina en una
variedad de condiciones patolégicas. Aunque se puede inferir que la sE-Selectina
suprime la migracion de leucocitos por competir con la E-Selectina asociada de
superficie, esta puede activar a los neutrofilos y actuar como un agente pro-
inflamatorio.*

3.2 CANCER Y FIBRINA

Un aspecto importante de analizar en la patologia tumoral es que en muchos
tumores se deposita fibrina “in situ”, es decir, en el mismo tejido tumoral. El
significado de estos depoésitos es objeto de controversia tanto como respecto a su
comprobacién como a su importancia. Para algunos autores la activacion de la
coagulacion y el consecuente depdsito de fibrina es un fenbmeno sin significacion
patolégica mientras que, para otros, puede contribuir al progreso de la enfermedad
maligna.®® Esta interpretacion esta fundamentada en datos extraidos de la
experimentacion, de la clinica y de los resultados obtenidos luego de la utilizacion de
drogas antitromboticas (anticoagulantes e inhibidores de la funcién plaquetaria) que,



en algunos casos, han sido capaces de retardar la evolucién de la enfermedad
tumoral.®’ La patogenia del depésito de fibrina en los tumores esta en relacién directa
con los mecanismos que regulan la permeabilidad microvascular, la coagulacion
extravascular y la fibrindlisis. Estudios experimentales han demostrado que la
acumulacion de fibrindbgeno en el tejido tumoral es el resultado de un mayor aflujo de
esta proteina y de un retardo de su retorno al sistema intravascular. El aflujo de
fibrinbgeno se ha calculado en 0.4 mg por gramo, por hora, lo cual es cinco veces
mayor a lo que ocurre en el tejido normal. El aumento de aflujo de fibrinbgeno, como
el de otras proteinas de alto peso molecular que normalmente no pueden atravesar
la barrera endotelial, estaria en relacion con la produccion de un factor de
permeabilidad vascular (VPF) por parte de las células, que ha sido parcialmente
purificado e identificado como un péptido que tiene un peso molecular de entre
34.000 a 42.000 daltons.®® En las neoplasias su concentracién es particularmente
alta en el liquido ascitico. El hecho que el FT y otros factores de la coagulacion se
localicen en los macrofagos junto con la fibrina, indicaria que estas células son
responsables de la produccion de trombina.

3.2.1 Depésito de fibrina y progresién tumoral

El depésito de fibrina en el tejido tumoral puede ser capaz de influenciar la
progresion del tumor por diversos mecanismos. Por una parte la fibrina que se
interpone entre las células tumorales y el tejido inflamatorio del huésped, actua como
una barrera e impide que las células inflamatorias puedan invadir el tumor y
destruirlo.®® También la fibrina podria proteger a las células tumorales de la actividad
citotoxica de las células asesinas naturales (NK) o por las células asesinas activadas
por linfocinas (LAK)"® y podria facilitar la angiogénesis tumoral.”’

La trombina por si misma podria ejercer también una influencia directa sobre la
progresion tumoral. Se ha demostrado que la trombina estimula la secrecion celular
permitiendo la expresiéon del FT y del proto-oncdgen cMyc,72 lo que contribuiria a
promover la migracion celular y estimula la produccién del inhibidor del activador
tisular del plasminégeno (PAI-1) preservando a la fibrina formada de una eventual
degradacion por fibrindlisis. Si aceptamos que la trombina estimula al FT de las
células tumorales y que, a su vez, este ultimo pone en marcha la formacion de
trombina a partir de la protrombina que se halla en las células huéspedes.
Estariamos en presencia de un mecanismo de autoperpetuacion del tumor.



4. METODOS DE LABORATORIO PARA EL ESTUDIO DE LA COAGULACION

En las alteraciones hemorragicas, las pruebas de laboratorio daran una
respuesta sobre alguna alteracién en los mecanismos hemostaticos. Estas pruebas
estan consideradas en dos grupos especialmente, el primero de ellos relacionado
con las pruebas de tamizaje, en los cuales se obtendra una confirmacion en sentido
amplio de una alteracién en los mecanismos hemostaticos. La segunda esta
relacionada con las pruebas mas especializadas, etapa en la cual se entrara
dependiendo de los hallazgos en las pruebas de tamizaje y en la cual se busca
precisar el diagndstico. Antes de describir las pruebas mas importantes en este tipo
de estudio, es indispensable insistir en la necesidad de tener una historia clinica
detallada. El laboratorio en los fendmenos de la hemostasia, puede suministrar
informacion muy util, no solamente para confirmar la sospecha clinica de un
problema hemorragico con base en una alteracion de sus mecanismos, sino que
también es posible establecer el diagndstico con exactitud lo mas cercanamente
posible a la deficiencia que se encuentre. Algunas situaciones son sumamente raras,
y requieren estudios muy especializados, que no se encuentran al alcance de los
laboratorios corrientes.”> La presencia de pruebas de laboratorio normales en una
persona, no necesariamente descarta la posibilidad de anormalidades en el
mecanismo de la hemostasia, por lo cual se insiste mucho en el cuadro clinico con
base en la historia, puesto que en ocasiones hay deficiencias muy discretas pero
importantes en algunos de los mecanismos hemostaticos y pueden no mostrar
necesariamente una alteracion en las pruebas corrientes de laboratorio. En este
ultimo caso, el cuadro clinico es de mayor importancia y es necesario profundizar un
poco si fuera posible en los estudios, incluyendo familiares de pacientes con el fin de
encontrar la deficiencia especifica. Ante la sospecha por historia de un problema de
hemostasia, deben practicarse algunas pruebas de laboratorio que se han
considerado de tamizaje antes de proceder a las mas especializadas. Estas primeras
en general revelaran si existe alguna anormalidad en sentido amplio, en algunos de
los puntos del sistema descrito.”*

4.1 PRUEBAS DE TAMIZAJE
4.1.1 El extendido de sangre periférica

La trombocitopenia (disminucion del numero de plaquetas) es una de las causas
mas comunes de hemorragia y se puede obtener informaciéon inmediata sobre la
cantidad de plaquetas, con la observacion cuidadosa del extendido de sangre
periférica. El extendido de sangre periférica sera utili también en cuadros
hemorragicos inexplicables, como es el caso de la coagulacidon intravascular
diseminada.



4.1.2 Tiempo de Protrombina (TP)

La prueba fue descrita por primera vez por el doctor Armand Quick en 1935 como
“el tiempo de protrombina”. Es una de las pruebas de coagulacion mas populares y
mas usadas, quiza equivocadamente, por lo que a esta prueba se le atribuyen falsas
propiedades de total normalidad del sistema de coagulacién cuando esta restringido
solamente a algunos factores. La prueba no se refiere exclusivamente tampoco a la
protrombina, pues es capaz de detectar y con mayor sensibilidad deficiencias de
factores V, VIl y X. También puede ser afectada por bajos niveles de fibrinbgeno o
por niveles altos de heparina o anticoagulantes patologicos adquiridos. La prueba se
basa en una recalcificacion del plasma con la adicion de la tromboplastina tisular y la
medicion del tiempo que toma en la aparicion del coagulo de fibrina. EI TP se
requiere para el estudio de coagulopatias y para el monitoreo de la anticoagulacion
con cumarinicos. El INR da una informacidn mas precisa de la relacion
paciente/control normal, pues se ha tenido en cuenta no sélo la diferente sensibilidad
de tromboplastinas que usualmente hay entre especies distintas (tromboplastina de
origen humano o de conejo), sino la diferencia que hay de uno a otro individuo o de
uno a otro animal. En general es ampliamente reconocido que el tiempo de
protrombina detecta deficiencias de factores V, VII, X y Il, cuando el nivel de alguna
de esas sustancias cae por debajo de 0.10 unidades por ml y una deficiencia de
fibrinbgeno si es inferior a 100 mg% (valores plasmaticos normales 150 a 350 mg%).
la prueba es afectada en presencia de heparina y otros anticoagulantes circulantes,
incluyendo los productos de degradacion del fibrinégeno (PDF).”

4.1.3 Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa)

La prueba se lleva a cabo en el plasma al cual se le ha retirado el Ca™ con un
compuesto que reacciona con este inhibiéndolo y mide los factores del sistema
intrinseco en su totalidad. El plasma a trabajar debe ser totalmente libre de
plaquetas, pues el reactivo que sera usado es un extracto crudo de fosfolipido
denominado tromboplastina parcial, de ahi el nombre de la prueba. Este fosfolipido
tiene las mismas cualidades fisicoquimicas del fosfolipido plaquetario 3. El plasma
expuesto a este compuesto en presencia de Ca™ y con un material eléctricamente
negativo que sea capaz de iniciar las fases de contacto, de coagulacién, constituyen
los elementos necesarios para el TTPa. Generalmente el material que se usa para
suministrar una superficie eléctricamente negativa es de variado origen: celita, caolin,
bentonita, acido elagico. El compuesto mas comunmente utilizado en la practica para
la prueba activada es el caolin. El TTPa es capaz de estudiar todos los factores de
coagulacion incluidos en el sistema intrinseco desde el factor Xl hacia adelante
hasta el fibrindbgeno, por lo tanto se exceptua el factor VII que esta comprendido en el
sistema extrinseco. Es capaz de detectar deficiencias de precalicreina y C-AMP. "



4.1.4 Interpretacion de los resultados del TPy TTPa

Es necesario insistir en que la interpretacion de las dos pruebas de fondo y de
tamizaje del sistema de coagulacion del plasma, el TTPa y el TP, son necesarias la
una para la otra en el caso que alguna de las dos resultase prolongada. Usualmente
una prolongacion del TTPa con un TP normal, sugiere una deficiencia del factor o
factores XlI, XI, IX, VIII, precalicreina y/o C-AMP. Si se trata de un TTPa normal y un
TP prolongado, sugiere una deficiencia congénita del factor VII. En caso de
encontrarse ambas pruebas prolongadas, como es obvio, la situacion diagndstica es
mas complicada y se debe asumir un estudio de historia clinica completa y en
detalle. Sin embargo, y a pesar de ser mas frecuentes los problemas de tipo
adquirido, la prolongacion de ambas pruebas puede estar sefialando la deficiencia de
alguno o varios de aquellos factores que son comunes para ambas pruebas que
constituyen los factores de la via comun."™ Un TTPa prolongado con un TP normal
sugiere, una de las hemofilias o algunas de las deficiencias de los factores de
contacto, ya sea por deficiencia de los factores mencionados o también, un inhibidor
de la coagulacion, generalmente un auto anticuerpo dirigido contra uno de los
factores, especialmente el factor VIII o el anticuerpo antifosfolipido (anticoagulante
lipico). Las neoplasias activas se han asociado con TTPa cortos.” "

4.1.5 Tiempo de Trombina (TT)

Esta prueba se utiliza unicamente para investigar la ultima parte del sistema de
coagulacion en su fase procoagulante y dara una informacion bastante rapida tanto
de la cantidad como de la calidad del fibrinbgeno y para detectar la presencia de
heparina o los productos de degradacién del fibrinbgeno (PDF). La presencia de
cualquiera de estas alteraciones se manifiesta por un tiempo prolongado.”

En caso de anormalidades en una o varias de las pruebas mencionada, sera
necesario pasar a un analisis mas detallado con pruebas mas especializadas.

4.2 PRUEBAS ESPECIALES
4.2.1 DimeroD

El dimero D es un marcador especifico de la fibrindlisis que implica la
degradacion por la plasmina de la fibrina. El dimero D es un producto de la
degradacion de la fibrina que contiene la porcion de fibrina enlazada de manera
cruzada con el factor Xllla. Esta presencia de dimero D indica la degradacion de la
fibrina enlazada de manera cruzada por la plasmina y es un marcador excelente de
la CID con fibrindlisis secundaria. El dimero D también se encuentra en la embolia
pulmonar, la trombosis venosa profunda, la tromboembolia pulmonar. "



Se mezclan particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales
dirigidos al dimero D con una dilucién del plasma del paciente y si hay dimero D se
produce aglutinacion de las particulas de latex. La mayor parte de los
procedimientos incluyen una muestra no diluida y una diluida (1:2), lo cual permite
realizar una graduacion de los resultados. La aglutinacidon macroscépica en
cualquiera de las diluciones corresponde a un valor de Dimero D inferior a 0.5 png/mL.
Si la aglutinacidn macroscopica se presentan en el plasma no diluido, pero no en la
dilucion 1:2, los resultados corresponden a un valor de Dimero D de 0.5 a 1.0 ug/mL.
La observacion de aglutinacion macroscopica en ambas muestras corresponde a un
valor d(736dimero D superior a 1.0 ug/mL. Las personas normales tienen menos de 0.5
ug/mL.

4.2.2 Trombospondina-1

La TSP-1 es una glucoproteina de 165 kDa con tres subunidades disulfidicas
idénticas. La TSP-1 esta presente en altas concentraciones en los granulos alfa de
las plaquetas y puede ser eficientemente secretada después de la activacion
plaquetaria. La expresion de TSP-1 es altamente regulada por diferentes hormonas y
citocinas y es ampliamente controlada. Altos niveles de TSP-1 son expresados en el
desarrollo del corazén, musculo, hueso y cerebro en el embridn. La TSP-1 tiene una
distribucion limitada en los tejidos normales de adultos y es expresada altamente en
respuesta a lesion y procesos inflamatorios. La TSP-1 tiene propiedades
antiangiogénicas y esto puede ser debido a la inhibicién de la protedlisis pericelular
requerida para la migracion celular y la proliferacion de células endoteliales.*’

El complejo de GPIly/lll; cambia de forma dejando al descubierto el lugar de
fijacion que interacciona con proteinas adhesivas, en especial el fibrindgeno que se
encuentran en la atmésfera periplaquetaria propiciando puentes de unidn
interplaquetarios, lo que da lugar al fendbmeno fisico de la agregacion plaquetaria.
El calcio sostiene a estos receptores unidos y es necesario en la unidn del
fibrinbgeno al receptor. Las plaquetas se van uniendo unas a otras utilizando la
molécula de fibrinbgeno como cemento intercelular al unirse por el receptor
plaquetario, la glicoproteina llp-lll;. La TSP-1 esta involucrada con la union del
fibrinégeno al complejo glicoproteico.*’

La TSP-1 es medida mediante el sistema de ensayo ChemiKine, en el que los
anticuerpos anti-conejo pegados de antemano sobre los pozos de la microplaca de
carnero son utilizados para capturar un complejo especifico de TSP-1 en cada
muestra; conteniendo el anticuerpo TSP-1, TSP-1 biotinilada, y muestra/estandar. El
conjugado de TSP-1 biotinilada (ligando competitivo) y la muestra o el estandar
compiten por los sitios especificos de uniéon de anticuerpos de la TSP-1. Asi, a
medida que la concentracion de TSP-1 aumenta en la muestra, la cantidad de TSP-1
biotinilada capturada por el anticuerpo disminuye. El ensayo se visualiza utilizando
un conjugado de fosfatasa alcalina - estreptavidina y una subsiguiente reaccion



cromogénica de substrato. La cantidad de TSP-1 detectada en cada muestra es
comparada con la curva estandar de TSP-1 la cual demuestra una relacion
inversamente proporcional entre la densidad éptica (O.D) y la concentracién de TSP-
1: por e;emplo, a mayor densidad Optica menor concentracion de TSP-1 en la
muestra.’®

423 L, P, E -Selectina

Hay tres miembros de la familia selectina de glucoproteinas de membrana: L-
Selectina, E-Selectina y P-Selectina. La L-Selectina estd presente en altas
concentraciones en los neutrdfilos circulantes en reposo, en linfocitos y en
monocitos. Es posible que el contrarreceptor de células endoteliales para L-Selectina
sea la E-Selectina (ELAM-1). Esto significa que la L-Selectina desempefia una
funcién en la extravasacion de leucocitos en los sitios de lesidén. Tanto la E-Selectina
como la P-Selectina estan presentes en las células endoteliales activadas. La
primera promueve la adhesion de neutrdéfilos, monocitos y un subgrupo de linfocitos T
de memoria a la célula endotelial, con lo cual ayuda a regular la migracion de estas
células a las areas tisulares de la inflamacion. La E-Selectina se sintetiza de manera
transitoria por las células endoteliales de 2 a 8 horas después de la estimulacion por
el factor o de necrosis tumoral (FNT-a), IL-1 o liposacarido (LPS). La P-Selectina,
situada en los granulos secretores de la célula endotelial, se trasloca con rapidez a la
membrana celular después de la estimulacidon con histamina o complejo de
complemento 5b-9, peréxidos o trombina. Su expresion en la membrana es
transitoria y va en paralelo a la adhesion de neutréfilos y monocitos activados en los
sitios de lesion celular.”

Las selectinas son cuantificadas mediante el analisis inmunoabsorbente ligado a
enzima (ELISA). La prueba de ELISA usa un anticuerpo (o un antigeno) enlazado a
enzimas para medir la concentracién de antigenos (o anticuerpos). La especificidad
del analisis aumenta con el uso de anticuerpos monoclonales. Este método también
es sensible y detecta concentraciones plasmaticas a concentraciones de ng/mL. En
estos anadlisis se hace reaccionar al plasma con un anticuerpo especifico
inmovilizado sobre una superficie soélida como los pozos de una placa de
microtitulacion. Después de la incubacién se lava el sistema de prueba. A
continuacion, los complejos antigeno/anticuerpo en los pozos se incuban con un
exceso de anticuerpo marcado por una enzima que se enlaza al antigeno fijo al
anticuerpo. Después del lavado se agrega un sustrato enzimatico el cual puede
detectarse por punto final fotométrico, fluorescente o luminiscente. La concentracion
del producto de la enzima es directamente proporcional a la concentracion del
material analizado en la muestra.”



5. HIPOTESIS

El nivel de Trombospondina 1 y selectinas guarda relacién con el acortamiento
del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) en los pacientes con cancer.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la correlacion de la concentracion de trombospondina-1 con el tiempo
de tromboplastina parcial activado y ademas evaluar la activacion del sistema de
coagulacion y fibrinolisis empleando la medicion de L, P y E selectinas y dimeros D
en pacientes con cancer.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar los niveles de Trombospondina-1 en pacientes con Tiempo de
Tromboplastina Parcial activado corto con los de voluntarios sanos y pacientes con
cancer con Tiempo de Tromboplastina Parcial activado normal.

Comparar los niveles de selectinas L, P y E en pacientes con Tiempo de
Tromboplastina Parcial activado corto con los de voluntarios sanos y pacientes con
Tiempo de Tromboplastina Parcial activado corto.

Analizar si esta diferencia en el nivel de Trombospondina-1 y selectinas es
estadisticamente significativa y asi poder afirmar que el nivel de Trombospondina 1y
Selectinas guardan relacion con el acortamiento del Tiempo de Tromboplastina
Parcial activado (TTPa) en los pacientes con cancer.



3. EL MECANISMO DE COAGULACION EN LOS PACIENTES CON
CANCER

3.1 CANCER Y TROMBOSIS

El proceso neoplasico se encuentra asociado a la activacion de la coagulacion
y fibrindlisis asi como también a eventos trombéticos.?> Avances en bioquimica,
biologia molecular y de manera importante en biologia vascular, han contribuido
para el mejor entendimiento de las complejas interacciones entre las células
tumorales y el sistema de la hemostasia.

Las células tumorales producen y expresan moléculas que pueden activar
directa o indirectamente el sistema hemostatico debido en parte a la reaccion
inflamatoria que producen en el huésped. Factores extrinsecos incluyendo la
cirugia y quimioterapia contribuyen a su vez al desarrollo de un estado pre-
trombotico. 2 Evidencias recientes apuntan a que la activacion de la coagulacion
inducida por células tumorales involucra la angiogénesis, lo cual, favorece al
crecimiento tumoral y metastasis y abre una via importante (el vaso sanguineo)
para la circulacion de moléculas inflamatorias, que finalmente estimulan la
coagulacion y esto a su vez condiciona el desarrollo de un estado pre-
tromboético.?*

Ciertos tipos de tumores activan la coagulacion de una manera anormal,
incluyendo entre otros, los tumores de origen pancreatico, gastrointestinal, de
ovario, de la prostata y pulmonar. 2°

Las células tumorales tienen la capacidad de expresar en su membrana celular
ligandos (que se utilizan como marcadores) que liberan factores solubles con
propiedades trombdticas. En la literatura se han descrito un namero significativo
de factores con propiedades trombéticas pero dos se han estudiado en particular,
el factor tisular (FT) y el factor procoagulante del cancer (PC). 2 Ademas, las
células tumorales producen citocinas, como el factor de necrosis tumoral, la
interleucina-1 y el factor de crecimiento vascular endotelial. La angiogénesis
inducida por neoplasia es un requerimiento esencial para el crecimiento tumoral.
El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), también conocido como factor
de permeabilidad vascular es uno de los factores con un papel importante en la
angiogénesis tumoral.

La respuesta inflamatoria al proceso tumoral, también activa citocinas
mediadoras del fendmeno trombodtico. De las citocinas arriba mencionadas,
ademas de desarrollar una respuesta inflamatoria agresiva, inducen la expresion
de factor tisular, disminuyen la activacion de la proteina C y activan las plaquetas,
estas ultimas contienen factores de crecimiento y moléculas adhesivas en sus



granulos-alfa. Todas estas reacciones promueven la génesis del evento
trombético. ?” (Figuras 5 y 6).
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Figura 5. Eventos ciclicos en el proceso maligno y activacién de la coagulacion y
fibrindlisis. Del Carpio F, DelLa Cadena R, Cervera E. Alteraciones Hemostaticas en el paciente
con cancer. Archivos Mexicanos de Laboratorio LABORAT-acta. (Trimestral) 2005. %
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Los factores predisponentes de mayor importancia para el desarrollo de los
fendmenos trombdticos de mayor importancia en pacientes con cancer son:

- El reposo prolongado.

- Estasis por efecto compresivo de la masa tumoral sobre las estructuras
vasculares, que hace mas lento el flujo sanguineo, especialmente a nivel del
sistema venoso determinando lesién endotelial, liberacion de sustancias
procoagulantes del endotelio (factor tisular) y activacion del mecanismo extrinseco
de la coagulacion y de las plaquetas. %°

- Liberacién de sustancias tumorales: el material tisular liberado por el tumor es
capaz de activar directamente la cascada de la coagulacion. Se han descrito
factores dependientes de tumores coldnicos, gastricos, renales y pulmonares, por
citar algunos, que activan el factor X de la coagulacion. En un principio, los
productos con actividad procoagulante eran denominados genéricamente como
tromboplastino-similes. Mas recientemente se han caracterizado dos sustancias
principalmente responsables de activar los mecanismos de la coagulacién: el
factor tisular (FT) y el llamado factor procoagulante del cancer.”? Como es
conocido, el FT se encuentra en varios tejidos incluyendo el cerebro, el pulmén y
la placenta donde su concentracién es mayor. El dafo sobre el tejido produce la
liberacion del FT y se desencadena el mecanismo extrinseco de la coagulacién. El
FT es una proteina contenida en la membrana celular y sirve de ligando para el
factor VII, y lo activa a factor VII activado (FVlla) formando, en condiciones
normales, un complejo FT / FVlla constituyéndose en el activador del sistema
extrinseco de la coagulacion. El FT fue hallado en extractos tumorales, en cultivos
de células tumorales y en el suero y orina de pacientes con cancer. También los
granulocitos, en la leucemia granulocitica cronica, son capaces de liberar
sustancias procoagulantes. Muchos tumores tienen infiltrados de macrofagos que
contribuyen a aumentar la activacion del FT. Finalmente, el FT puede ser liberado
por los monocitos activados por las células tumorales.?* (Figura 7).

El inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) es un regulador importante de la
coagulacion extrinseca pero su papel potencial en la trombosis, en caso de
encontrarse funcional o cuantitativamente descendido, es aun discutido.*® EI TFPI
se une al factor X activado e inhibe la actividad procoagulante del complejo FT /
FVlla. Su concentracién se hallé en niveles variables en pacientes con cancer.®' El
TFPI es esencialmente una proteina intravascular y esta presente en tres
compartimentos separados: a) en las plaquetas (8 ng/mL) de las que puede ser
liberado cuando estas son activadas por la trombina y ello determina que su
concentracion se eleve en los sitios de agregacion plaquetaria; b) asociado a las
lipoproteinas del plasma (54 - 142 ng/mL) y c) el liberado por la inyeccion de
heparina de donde proviene (120 a 800 ng/mL).*? La disminucion de TFPI puede
favorecer la accidn procoagulante del sistema extrinseco en la medida que no se
encuentre inhibida la formacién del complejo FT / FVlla (Figura 7).



El Factor Procoagulante del Cancer es una sustancia de 68.000 daltons de
peso molecular que activa la via comun de la coagulacion por accion directa sobre
el factor X y lo transforma en factor X activado (FXa). Es una enzima encontrada
en ciertos extractos de células neoplasicas pero no ha podido ser aislada en los
cultivos de lineas celulares homdélogas a las de “in vivo”. Se debe tener presente
que las observaciones realizadas en una clase o localizacién tumoral y en ciertas
condiciones experimentales, no pueden ser extrapoladas a otra enfermedad
maligna, lo cual complica enormemente la interpretacion de muchos de los datos
experimentales disponibles. %
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Figura 7. El Factor Tisular (FT) es el iniciador de la coagulacién. Al formar el complejo
FT/Vlla actua sobre el factor X y el factor IX. La activacion del factor X genera la fase rapida de la
formacion de trombina sin embargo es transitoria por la presencia del IVFT que bloquea la
activacion y la generacién de mayores dosis de trombina. Por lo que se requiere de una via alterna
que se genera sobre la superficie de las plaquetas, fase lenta pero continua y en esta via alterna
se producen grandes cantidades de trombina, suficientes para producir el coagulo de fibrina.

- Activacién plaquetaria: la agregacion plaquetaria mas potente es la que se
produce por la trombina, que activa a la fosfolipasa C por un mecanismo
dependiente de la guanosina trifosfato, dando lugar a la formacién de 2 segundos
mensajeros: el inositol 1, 4, 5 trifosfato que actua como ionoforo de calcio
liberando este catidon del sistema tubular denso, aumentando asi su concentracion
en el citosol y el diacilglicerol que junto al calcio activa a la proteincinasa C. Otro
mecanismo de aumento de la adhesividad y agregacion plaquetaria se produce
por la liberacién a partir de las células tumorales, de ADP y tromboxano A2.33343°
Las plaquetas activadas participan en la formacién del trombo y también en el
crecimiento de las células tumorales probablemente a través de la liberacion de
factores de crecimiento celular derivado de las plaquetas (PDGF).

- Disminucién de inhibidores: se produce un descenso en la concentracion
plasmatica de los inhibidores de la coagulacién que favorece el mecanismo de



trombosis, ya sea como producto del consumo por la trombina formada o de una
disminucién real de su produccion. La antitrombina Il neutraliza el factor X
activado y a la trombina formando con esta ultima un complejo equimolar sin
actividad biologica, detectable en el plasma como complejo trombina-antitrombina
[ll'y cuya concentracién nos da idea de la cantidad de trombina que se hubiera
formado. La formaciéon de este complejo determina la disminucion en la
concentracion plasmatica de la antitrombina Il y puede contribuir a la tendencia
trombdtica. La proteina C y su cofactor, la proteina S, son proteinas Vitamina K
dependientes. Contrariamente a los otros factores Vitamina K dependientes
procoagulantes II, VII, IX y X; la proteina C actua como un regulador de la
coagulacion al neutralizar a los cofactores V y VIII activados y al estimular la
fibrinolisis por su capacidad de bloquear al inhibidor del activador tisular del
plasminégeno. La activacion de la proteina C se realiza a través de la
trombomodulina activada a su vez por la trombina. Tanto las proteinas Cy S como
la trombomodulina pueden estar disminuidas en los pacientes con cancer lo que
constituye un factor trombogénico adicional. Ya se ha indicado la posibilidad de
una disminucion del TFPI como otro factor contributivo para el desarrollo de
trombosis en los pacientes con patologia maligna.®

- Infiltracién tumoral a estructuras vasculares
- Cirugia abdominal
- Hiperviscosidad sanguinea.

Otros factores predisponentes descritos son la colocacidon de catéteres
intravenosos, la deshidratacion secundaria a los efectos colaterales de la
quimioterapia como la emésis y la diarrea y la presencia de niveles elevados de
fibrindgeno y de otros factores de coagulaciéon como los factores I, V, VIII, IX, XI;
que no significan por si mismos un estado trombofilico pero que sin embargo, tan
pronto aparecen tiempos de coagulacion alargados o cortos, asociados con una
disminucién en los niveles de antitrombina Ill y un aumento de los productos de
degradacion del fibrinégeno y/o dimero D en un paciente asintomatico, con historia
actual o pasada de cancer, debe alertar sobre la presencia de un proceso
trombatico.

3.1.1 Los factores trombogénicos en el cancer
3.1.1.1 Factores de la coagulacién

El significado del estado de activacion de la coagulacion de los pacientes con
cancer tiene una importancia biologica trascendente por que puede contribuir a la
progresion de la enfermedad. Cuando se valora el mecanismo de hemostasia en
las neoplasias, se puede establecer claramente que existe un estado de
activacion.*’ Es asi que Van-Wersch y col.®® estudiaron 48 pacientes con
diagndstico reciente de carcinoma pulmonar (40 hombres, 8 mujeres) en relacion a
sus valores del tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), del tiempo de



protrombina (TP), de la concentracion del fibrinbgeno plasmatico, de la
concentracion del factor VIII de la coagulacion, de los monomeros de fibrina (MF),
del complejo trombina/antitrombina Il (TAT), de los productos de degradacién de
la fibrina estabilizada (dimero D) y del recuento plaquetario. 38 pacientes tuvieron
el tiempo de tromboplastina parcial activado normal y 37 pacientes tiempo de
protrombina normal. Ninguno de los pacientes tenia indicadores clinicos o de
laboratorio de hemorragia grave o trombosis. Encontraron en cambio, valores
elevados de fibrindgeno y de la concentracion del factor VI, considerados
factores protrombdticos. También un alto porcentaje tenian elevacién de
mondmeros de fibrina, complejo trombina/antitrombina Il y dimero D, fuertemente
indicativos de activacion de coagulaciéon de bajo grado y fibrindlisis reactiva, a
pesar de lo cual los pacientes mantenian su funcidon hemostatica normal. El
desbalance de este equilibrio puede explicar las complicaciones tromboéticas que
describen estos pacientes. Ese desbalance puede producirse por factores
organicos recurrentes o por la misma terapéutica antineoplasica. La triada en que
se basa el mecanismo trombogénico descrita por Virchow hace mas de 100 afios,
mantiene aun todo su valor etiolégico. Si bien el aumento de los factores de la
coagulacion no es determinante de por si de trombosis, es un predisponente
trombogénico y al producirse la activacién de estos factores inclina la homeostasis
hemostatica hacia la trombosis.*

3.1.1.2 Trombospondina-1

Aunque la trombosis es la principal complicacion de los tumores sdlidos, la
hemorragia también puede representar un serio problema en este grupo de
enfermos. La coagulacién intravascular diseminada (CID) presente en muchos
pacientes con cancer tiene varias expresiones clinicas: trombosis local, trombosis
difusa, tromboembolismo, hemorragia menor, hemorragia difusa o cualquier
combinacion de las mismas. La mayoria de los pacientes con neoplasia solida
diseminada tienen alguna evidencia clinica o de laboratorio de CID, la cual es
iniciada por la liberacion de material procoagulante semejante a Tromboplastina o
enzimas provenientes de células tumorales necréticas, lo cual puede iniciarse o
acelerarse con la administracion del tratamiento antineoplasico.??4%4!

Estas alteraciones pueden verse en la mayoria de los tumores solidos,
principalmente en carcinoma de pulmén, vejiga, estbmago, colon, mama, ovario,
melanoma maligno y en especial carcinoma de pancreas y prostata, asi como en
linfomas. En los adenocarcinomas de cualquier sitio primario, el acido sialico de la
mucina secretada activa de forma no enzimatica al factor X, lo cual dispara la
produccion sistémica de trombina y posteriormente el inicio de una CID subaguda
o fulminante.?”**? La liberacién sistémica de tejido tumoral necrético o enzimas con
actividad procoagulante o semejante a fosfolipoproteinas, puede activar las fases
tempranas de la coagulacion y de la liberacion plaquetaria. Ademas, varios
tumores que presentan neovascularizacion pueden potencialmente producir
células endoteliales anormales, lo cual puede causar liberacion plaquetaria o
generacion de factores Xlla y Xla con la consiguiente activacién procoagulante y el
desarrollo de CID fulminante, subclinica o compensada.'?'343



Debido a este estado procoagulante y de liberacion plaquetaria se encuentran
circulando en sangre diferentes sustancias como la trombospondina-1 (TSP-1),
que es la glucoproteina mas grande secretada por los granulos alfa de las
plaquetas y que se une parcialmente a la membrana plaquetaria cuando las
plaquetas se agregan en respuesta a la trombina.** La TSP-1 es una proteina
filamentosa de 165 kD que tiene 7 x 65nm de dimension, tiene un punto
isoeléctrico de 4.7 y esta compuesta de 3 grandes subunidades de unidn
disulfidica. ***® (Figura 8).
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Figura 8. Estructura de la Trombospondina-1. Isordia-Salas I, Manns JM, Sainz |, Parekh
H, DeLa Cadena RA. Thromsbospondin-1 binds to the heavy chain of elastase activated
coagulation factor V (FVaHNE) and enhances thrombin generation on the surface of a
promyelocytic cell line. Thromb Res. 2005;116:533-43. 47

Durante el proceso de agregacion, las plaquetas estimuladas por la trombina
desarrollan una actividad de lectina unida a membrana que se origina de los
granulos alfa y juega un papel importante en la mediacién de la agregacion
plaquetaria por unidn a receptores especificos en otras plaquetas. 2

Asi mismo, se ha visto por décadas que la activacion de la coagulacion esta
invariablemente ligada a la respuesta inmuno-inflamatoria in vivo y que la
inflamacion sistémica es un potente estimulo pretrombdtico.?’*? La elastasa
humana del neutréfilo (HNE) es una enzima normalmente restringida a los
granulos azurdfilos primarios de los neutréfilos,*® y es liberada al fagosoma y al
medio extracelular por la activacion del neutréfilo. La HNE ha sido implicada en la
patogénesis de desoérdenes inflamatorios como enfisema pulmonar,*® fibrosis



cistica,”® glomerulonefritis,® artritis reumatoide® y en algunos tipos de leucemias
incluyendo la leucemia promielocitica aguda. La TSP-1 es una proteina de matriz
extracelular multifuncional sintetizada y secretada por células normales y
transformadas en cultivo incluyendo fibroblastos,>® células endoteliales,’ células
del musculo liso® y plaquetas.®® En estudios preliminares*’ se ha demostrado la
habilidad de la TSP-1 de unirse al factor V humano de la coagulacion (FV); otros
estudios han indicado que la TSP-1 es capaz de interactuar con otros ligandos
incluyendo el plasminégeno, el fibrindgeno vy la fibronectina.>®

Se ha demostrado también que la activacion de la coagulacion esta ligada a la
respuesta inflamatoria. Los neutréfilos y monocitos representan la primera linea de
defensa durante la respuesta inflamatoria. Recientemente se ha delineado una
region dentro de las repeticiones tipo 3 de la TSP-1 que tiene la habilidad de
interactuar con neutréfilos humanos.*®®’ Esta region es contigua a la region que
tiene la habilidad de inhibir la elastasa humana de los neutréfilos.’®*® Se ha
demostrado que la HNE ancla al factor V al factor FVHNE, proveyendo al FV con
actividad de cofactor (FVHNE) y por ende promoviendo la generacién de trombina
del complejo protrombinasa en la presencia de vesiculas de fosfolipidos.®° La
protrombinasa comprende el complejo de factores Xa (FX), Va, superficie de
membrana y iones de Ca'". El papel funcional del complejo protrombinasa es
catalizar la conversion de protrombina (FIl) en trombina. ElI complejo
protrombinasa lleva a la generaciéon de factor X activado (FXa) y trombina,
llevando potencialmente a la activacion celular al igual que a la proliferacién
celular.®’ La trombina tiene una variedad de actividades sobre las células que
resultan en el aumento de la respuesta inflamatoria.®?

Se ha demostrado que el complejo protrombinasa esta ensamblado sobre la
superficie de muchas células incluyendo las plaquetas y los monocitos;**®* y que
la TSP-1 juega un papel importante. La formacion del complejo protrombinasa en
la superficie de los neutréfilos y monocitos es de relevancia en las neoplasias ya
que llevara a la generacion de factor X activado y la trombina, llevando
potencialmente a la activacion de células endoteliales y formacién de fibrina
(estado procoagulante). Hay evidencia que la TSP-1 se une al inhibidor de la via
del factor tisular,®® un evento que ha sido asociado in vitro con una disminucion en
la habilidad del inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) de inhibir al FXa por
ende causando alteraciones en la regulacion de la trombina lo cual resulta en un
exceso en la generacion de trombina.

3.1.1.3 Selectinas

De igual manera para el entendimiento del estado procoagulante que esta
presentando el paciente es util estudiar a las selectinas. Las selectinas median el
primer paso en la adhesion de los leucocitos en los sitios de inflamacion o de



injuria; facilitan el rodamiento de los leucocitos sobre la superficie endotelial de
las plaquetas o de otros leucocitos. En consecuencia, los leucocitos circulantes se
unen a las selectinas expresadas en las vénulas del endotelio activado y si bien
esta union es relativamente baja, es suficiente para funcionar como un freno
bioldégico que desacelera y facilita el rodamiento de los leucocitos sobre la célula
endotelial; las selectinas interactuan con ligandos de carbohidratos en los
leucocitos y en las células endoteliales. Se han identificado tres moléculas
diferentes: L- (marcador de activacion del leucocito), E- (marcador de activacion
del endotelio) y P- (marcador de activacién de las plaquetas) selectinas, las cuales
participan en los sistemas vascular y hematopoyético.?

La L-Selectina es una glucoproteina expresada constitutivamente en una
variedad de leucocitos. Miembro de la familia de las selectinas sobre las moléculas
de superficie, la L-Selectina consiste de una lectina aminoterminal por medio de la
cual se unen a sus ligandos naturales tipo carbohidratos o glucopéptidos no
proteinas; estructuralmente contienen un dominio tipo EGF, 2 a 9 dominios tipo
proteinas reguladoras del complemento y una cola citoplasmatica corta. Se han
reportado dos formas de L-selectina, debidas a aparentemente a modificaciones
post-transicionales. La forma linfocitica tiene un aparente peso molecular de 74
kDa, mientras que la forma del neutrdfilo tiene un peso de 95-100 kDa.™"

La L-Selectina juega un papel importante en la migracion de los linfocitos
hacia los nodulos linfaticos y sitios de inflamacién crénica y de los neutréfilos hacia
los sitios de inflamacion aguda. Actuando en cooperacion con la P-Selectina, la L-
Selectina media la interaccion inicial de los leucocitos circulantes con las células
endoteliales que produce el caracteristico “rodamiento” de leucocitos sobre el
endotelio. Esta interaccidn inicial es seguida por una interaccion mas fuerte, que
involucra probablemente a la E-Selectina, que conduce eventualmente a
extravasacion a través de la pared de los vasos sanguineos a los tejidos linfoides
y a los sitios de inflamacién. Se han identificado tres ligandos de la L-Selectina
sobre las células endoteliales, todos contienen mucina O-glicosilada o dominios
semejantes a mucina. ElI primer ligando, el GIlyCAM-1, se expresa casi
exclusivamente en noddulos linfaticos periféricos y mesentéricos de vénulas
endoteliales altas. El segundo ligando de la L-Selectina, se conoce como CD34.
Esta glucoproteina similar a las sialomucinas muestra expresion vascular en una
variedad de tejidos no linfoides, al igual que en nddulos linfaticos periféricos de
capilares. El tercer ligando es el MAdACAM-1, una glucoproteina semejante a la
mucina que se encuentra sobre nodulos linfaticos mucosos de vénulas
endoteliales altas."

La L-Selectina es liberada por clivaje proteolitico de la superficie de linfocitos y
neutrofilos in vitro seguida de la activacion de una variedad de agentes como
forbol ésteres, lipopolisacaridos y f-met-leu-phe. In vivo, la L-Selectina es liberada
de los neutrdfilos durante la inflamacién y se ha sugerido que la pérdida de L-
Selectina de superficie puede ser necesaria para permitir que los leucocitos
migren a través del endotelio. La L-Selectina soluble (sL-Selectina) derivada de los



linfocitos es de alrededor de 62 kDa, mientras que el fragmento derivado de los
neutréfilos es de 75 - 100 kDa. La sL-Selectina retiene bioactividad y a altas
concentraciones puede inhibir la union de los linfocitos al endotelio, sugiriendo un
posible papel en la modulacion de esta union in vivo. Se han encontrado altos
niveles de sL-Selectina en muestras tomadas de individuos aparentemente
normales. Un numero de estudios han reportado que los niveles de sL-Selectina
en fluidos biolégicos pueden estar elevados o disminuidos en individuos con una
variedad de condiciones patoldgicas. %

La P-Selectina es una glicoproteina de superficie que juega un papel critico en
la migracion de los linfocitos a los tejidos. La P-Selectina se encuentra
constitutivamente en un estado pre-formado en los cuerpos de Weibel-Palade de
las células endoteliales y en los granulos alfa de las plaquetas. Esta P-Selectina
almacenada es movilizada a la superficie celular en minutos en respuesta a una
variedad de agentes inflamatorios o trombogénicos. La P-Selectina movilizada
aparentemente permanece presente sobre la superficie celular solo unos minutos
después y es reciclada en los compartimentos celulares. Evidencia adicional indica
que la transcripcion del mRNA de la P-Selectina puede ser activada en el
endotelio por tratamiento con mediadores inflamatorios. La P-Selectina, es un
miembro de la familia de Selectinas de moléculas de superficie celular y consiste
de una lectina aminoterminal por medio de la cual se unen a sus ligandos
naturales tipo carbohidratos o glicopéptidos no proteinas; estructuralmente
contienen un dominio tipo EGF, 2 a 9 dominios tipo proteinas reguladoras del
complemento y una cola citoplasmatica corta. EI peso molecular para el cDNA de
la P-Selectina es de aproximadamente 86,000. El peso molecular observado por
SDS-PAGE reducido, sin embargo, es de 140,000.%°

Numerosas evidencias indican que la P-Selectina esta involucrada en la
adhesion de células mieloides, al igual que de células B y un subtipo de células T,
para activar el endotelio. También esta involucrada en la adhesion de plaquetas a
monocitos y neutréfilos, jugando un papel central en la acumulacion de neutréfilos
dentro del trombo. La adhesidon de leucocitos y neutréfilos al endotelio es iniciada
por interacciones débiles que producen un movimiento caracteristico de
‘rodamiento” de los leucocitos y neutréfilos sobre la superficie endotelial. La P-
Selectina actuando en cooperacion con la L-Selectina, esta implicada en la
mediaciéon de estas reacciones iniciales. Interacciones mas fuertes, que
involucran probablemente a la E-Selectina, siguen a las reacciones iniciales,
llevando inicialmente a la extravasacion a través de las paredes de los vasos
sanguineos a los tejidos linfoides y a los sitios de inflamacion. El tetrasacarido
sialico Lewis ha sido identificado como un ligando tanto para la P-Selectina como
para la E-Selectina, pero tanto P, E y L selectinas pueden todas unir al
tetrasacarido sialico Lewis bajo condiciones apropiadas. La P-Selectina también
puede unir una glucoproteina sobre células mieloides humanas, neutrofilos,
monocitos y linfocitos, esta glicoproteina se denomina Ligando-1 de la
glucoproteina de la P-Selectina (PSGL-1) y este ligando también puede unir a la
E-Selectina. La P-Selectina se encuentra en el plasma de individuos normales en
concentraciones de ng/mL.%°



La E-Selectina es un glucoproteina transmembranal tipo-l de 115KDa,
expresada solamente sobre la superficie de las células endoteliales y solamente
después de la activacién de citocinas inflamatorias (IL-13, TNF-a) o endotoxinas.
La expresidn es transitoria, alcanzando su maximo dentro de las 6 horas después
de la estimulacién y declina posteriormente. La E-Selectina de superficie celular es
un mediador del rodamiento de unién de los leucocitos al endotelio, un paso
esencial en la extravasaciéon de leucocitos al sitio de inflamacién y por ende juega
un papel clave en la respuesta inflamatoria local. Se cree que la E-Selectina es
particularmente importante en la respuesta inflamatoria local.™

La parte extracelular de la E-Selectina incluye un dominio tipo C-2 lectina
dependiente de calcio, un dominio de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
seis secuencias repetitivas similares a proteinas-reguladoras-del complemento. La
E-Selectina se une al acido sidlico Lewis-X que es su ligando.?

La E-Selectina soluble se encuentra en la sangre de individuos sanos,
probablemente surge del clivaje proteolitico de las moléculas de superficie
expresadas. Se han reportado niveles elevados en suero de E-Selectina en una
variedad de condiciones patoldgicas. Aunque se puede inferir que la sE-Selectina
suprime la migracion de leucocitos por competir con la E-Selectina asociada de
superficie, esta puede activar a los neutrdfilos y actuar como un agente pro-
inflamatorio.*

3.2 CANCER Y FIBRINA

Un aspecto importante de analizar en la patologia tumoral es que en muchos
tumores se deposita fibrina “in situ”, es decir, en el mismo tejido tumoral. El
significado de estos depdsitos es objeto de controversia tanto como respecto a su
comprobacién como a su importancia. Para algunos autores la activacion de la
coagulacion y el consecuente depdsito de fibrina es un fendémeno sin significacion
patolégica mientras que, para otros, puede contribuir al progreso de la enfermedad
maligna.?® Esta interpretacién esta fundamentada en datos extraidos de la
experimentacion, de la clinica y de los resultados obtenidos luego de la utilizacion
de drogas antitromboticas (anticoagulantes e inhibidores de la funcion plaquetaria)
que, en algunos casos, han sido capaces de retardar la evolucién de la
enfermedad tumoral.®” La patogenia del depésito de fibrina en los tumores esta en
relacion directa con los mecanismos que regulan la permeabilidad microvascular,
la coagulacion extravascular y la fibrindlisis. Estudios experimentales han
demostrado que la acumulacion de fibrindbgeno en el tejido tumoral es el resultado
de un mayor aflujo de esta proteina y de un retardo de su retorno al sistema
intravascular. El aflujo de fibrinbgeno se ha calculado en 0.4 mg por gramo, por
hora, lo cual es cinco veces mayor a lo que ocurre en el tejido normal. El aumento
de aflujo de fibrinbgeno, como el de otras proteinas de alto peso molecular que
normalmente no pueden atravesar la barrera endotelial, estaria en relacién con la
produccion de un factor de permeabilidad vascular (VPF) por parte de las células,



que ha sido parcialmente purificado e identificado como un péptido que tiene un
peso molecular de entre 34.000 a 42.000 daltons.®® En las neoplasias su
concentracion es particularmente alta en el liquido ascitico. El hecho que el FT y
otros factores de la coagulacion se localicen en los macréfagos junto con la fibrina,
indicaria que estas células son responsables de la produccion de trombina.

3.2.1 Depdsito de fibrinay progresion tumoral

El depdsito de fibrina en el tejido tumoral puede ser capaz de influenciar la
progresion del tumor por diversos mecanismos. Por una parte la fibrina que se
interpone entre las células tumorales y el tejido inflamatorio del huésped, actua
como una barrera e impide que las células inflamatorias puedan invadir el tumor y
destruirlo.®® También la fibrina podria proteger a las células tumorales de la
actividad citotoxica de las células asesinas naturales (NK) o por las células
asesinas_activadas por linfocinas (LAK)"® 'y podria facilitar la angiogénesis
tumoral.

La trombina por si misma podria ejercer también una influencia directa sobre la
progresion tumoral. Se ha demostrado que la trombina estimula la secrecidn
celular permitiendo la expresiéon del FT y del proto-oncogen cMyc,72 lo que
contribuiria a promover la migracion celular y estimula la produccion del inhibidor
del activador tisular del plasminégeno (PAI-1) preservando a la fibrina formada de
una eventual degradacion por fibrindlisis. Si aceptamos que la trombina estimula al
FT de las células tumorales y que, a su vez, este ultimo pone en marcha la
formacion de trombina a partir de la protrombina que se halla en las células
huéspedes. Estariamos en presencia de un mecanismo de autoperpetuaciéon del
tumor.



4. METODOS DE LABORATORIO PARA EL ESTUDIO DE LA COAGULACION

En las alteraciones hemorragicas, las pruebas de laboratorio daran una
respuesta sobre alguna alteracion en los mecanismos hemostéaticos. Estas
pruebas estan consideradas en dos grupos especialmente, el primero de ellos
relacionado con las pruebas de tamizaje, en los cuales se obtendra una
confirmaciébn en sentido amplio de una alteracibn en los mecanismos
hemostaticos. La segunda esta relacionada con las pruebas mas especializadas,
etapa en la cual se entrard dependiendo de los hallazgos en las pruebas de
tamizaje y en la cual se busca precisar el diagnostico. Antes de describir las
pruebas mas importantes en este tipo de estudio, es indispensable insistir en la
necesidad de tener una historia clinica detallada. El laboratorio en los fenbmenos
de la hemostasia, puede suministrar informacién muy util, no solamente para
confirmar la sospecha clinica de un problema hemorragico con base en una
alteracion de sus mecanismos, sino que también es posible establecer el
diagnéstico con exactitud lo mas cercanamente posible a la deficiencia que se
encuentre. Algunas situaciones son sumamente raras, y requieren estudios muy
especializados, que no se encuentran al alcance de los laboratorios corrientes.”
La presencia de pruebas de laboratorio normales en una persona, no
necesariamente descarta la posibilidad de anormalidades en el mecanismo de la
hemostasia, por lo cual se insiste mucho en el cuadro clinico con base en la
historia, puesto que en ocasiones hay deficiencias muy discretas pero importantes
en algunos de los mecanismos hemostaticos y pueden no mostrar necesariamente
una alteracion en las pruebas corrientes de laboratorio. En este ultimo caso, el
cuadro clinico es de mayor importancia y es necesario profundizar un poco si fuera
posible en los estudios, incluyendo familiares de pacientes con el fin de encontrar
la deficiencia especifica. Ante la sospecha por historia de un problema de
hemostasia, deben practicarse algunas pruebas de laboratorio que se han
considerado de tamizaje antes de proceder a las mas especializadas. Estas
primeras en general revelaran si existe alguna anormalidad en sentido amplio, en
algunos de los puntos del sistema descrito.’*

4.1 PRUEBAS DE TAMIZAJE
4.1.1 El extendido de sangre periférica

La trombocitopenia (disminucion del nimero de plaguetas) es una de las
causas mas comunes de hemorragia y se puede obtener informacién inmediata
sobre la cantidad de plaquetas, con la observacion cuidadosa del extendido de
sangre periférica. El extendido de sangre periférica sera atil también en cuadros
hemorragicos inexplicables, como es el caso de la coagulaciéon intravascular
diseminada.



4.1.2 Tiempo de Protrombina (TP)

La prueba fue descrita por primera vez por el doctor Armand Quick en 1935
como “el tiempo de protrombina”. Es una de las pruebas de coagulacién mas
populares y mas usadas, quiza equivocadamente, por lo que a esta prueba se le
atribuyen falsas propiedades de total normalidad del sistema de coagulacion
cuando esta restringido solamente a algunos factores. La prueba no se refiere
exclusivamente tampoco a la protrombina, pues es capaz de detectar y con mayor
sensibilidad deficiencias de factores V, VII y X. También puede ser afectada por
bajos niveles de fibrinbgeno o por niveles altos de heparina o anticoagulantes
patoldgicos adquiridos. La prueba se basa en una recalcificacion del plasma con la
adicion de la tromboplastina tisular y la medicién del tiempo que toma en la
aparicion del coagulo de fibrina. EI TP se requiere para el estudio de
coagulopatias y para el monitoreo de la anticoagulacion con cumarinicos. El INR
da una informacién méas precisa de la relacién paciente/control normal, pues se ha
tenido en cuenta no sélo la diferente sensibilidad de tromboplastinas que
usualmente hay entre especies distintas (tromboplastina de origen humano o de
conejo), sino la diferencia que hay de uno a otro individuo o de uno a otro animal.
En general es ampliamente reconocido que el tiempo de protrombina detecta
deficiencias de factores V, VII, X y II, cuando el nivel de alguna de esas sustancias
cae por debajo de 0.10 unidades por ml y una deficiencia de fibrinbgeno si es
inferior a 100 mg% (valores plasmaticos normales 150 a 350 mg%). la prueba es
afectada en presencia de heparina y otros anticoagulantes circulantes, incluyendo
los productos de degradacién del fibrinégeno (PDF).”

4.1.3 Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa)

La prueba se lleva a cabo en el plasma al cual se le ha retirado el Ca™ con un
compuesto que reacciona con este inhibiéndolo y mide los factores del sistema
intrinseco en su totalidad. El plasma a trabajar debe ser totalmente libre de
plaquetas, pues el reactivo que sera usado es un extracto crudo de fosfolipido
denominado tromboplastina parcial, de ahi el nombre de la prueba. Este
fosfolipido tiene las mismas cualidades fisicoquimicas del fosfolipido plaquetario 3.
El plasma expuesto a este compuesto en presencia de Ca’™ y con un material
eléctricamente negativo que sea capaz de iniciar las fases de contacto, de
coagulacion, constituyen los elementos necesarios para el TTPa. Generalmente el
material que se usa para suministrar una superficie eléctricamente negativa es de
variado origen: celita, caolin, bentonita, &cido elagico. El compuesto mas
comunmente utilizado en la practica para la prueba activada es el caolin. El TTPa
es capaz de estudiar todos los factores de coagulacion incluidos en el sistema
intrinseco desde el factor Xl hacia adelante hasta el fibrinbgeno, por lo tanto se
exceptua el factor VIl que esta comprendido en el sistema extrinseco. Es capaz de
detectar deficiencias de precalicreina y C-AMP. "3



4.1.4 Interpretacién de los resultados del TPy TTPa

Es necesario insistir en que la interpretacion de las dos pruebas de fondo y de
tamizaje del sistema de coagulacién del plasma, el TTPa y el TP, son necesarias
la una para la otra en el caso que alguna de las dos resultase prolongada.
Usualmente una prolongacion del TTPa con un TP normal, sugiere una deficiencia
del factor o factores XllI, Xl, IX, VI, precalicreina y/o C-AMP. Si se trata de un
TTPa normal y un TP prolongado, sugiere una deficiencia congénita del factor ViII.
En caso de encontrarse ambas pruebas prolongadas, como es obvio, la situacion
diagnéstica es mas complicada y se debe asumir un estudio de historia clinica
completa y en detalle. Sin embargo, y a pesar de ser mas frecuentes los
problemas de tipo adquirido, la prolongacion de ambas pruebas puede estar
sefalando la deficiencia de alguno o varios de aquellos factores que son comunes
para ambas pruebas que constituyen los factores de la via comun.’®* Un TTPa
prolongado con un TP normal sugiere, una de las hemofilias o algunas de las
deficiencias de los factores de contacto, ya sea por deficiencia de los factores
mencionados o también, un inhibidor de la coagulacién, generalmente un auto
anticuerpo dirigido contra uno de los factores, especialmente el factor VIII o el
anticuerpo antifosfolipido (anticoagulante IUpico). Las neoplasias activas se han
asociado con TTPa cortos.’®"

4.1.5 Tiempo de Trombina (TT)

Esta prueba se utiliza tnicamente para investigar la Gltima parte del sistema de
coagulacion en su fase procoagulante y dara una informacion bastante rapida
tanto de la cantidad como de la calidad del fibrinbgeno y para detectar la presencia
de heparina o los productos de degradacion del fibrinbgeno (PDF). La presencia
de cualquiera de estas alteraciones se manifiesta por un tiempo prolongado.”

En caso de anormalidades en una o varias de las pruebas mencionada, sera
necesario pasar a un analisis mas detallado con pruebas mas especializadas.

4.2 PRUEBAS ESPECIALES
4.2.1 Dimero D

El dimero D es un marcador especifico de la fibrindlisis que implica la
degradacion por la plasmina de la fibrina. El dimero D es un producto de la
degradacion de la fibrina que contiene la porcion de fibrina enlazada de manera
cruzada con el factor Xllla. Esta presencia de dimero D indica la degradacion de la
fibrina enlazada de manera cruzada por la plasmina y es un marcador excelente
de la CID con fibrindlisis secundaria. El dimero D también se encuentra en la
embolia pulmonar, la trombosis venosa profunda, la tromboembolia pulmonar.

Se mezclan particulas de latex recubiertas con anticuerpos monoclonales
dirigidos al dimero D con una dilucion del plasma del paciente y si hay dimero D



se produce aglutinacion de las particulas de latex. La mayor parte de los
procedimientos incluyen una muestra no diluida y una diluida (1:2), lo cual permite
realizar una graduacion de los resultados. La aglutinacion macroscopica en
cualquiera de las diluciones corresponde a un valor de Dimero D inferior a 0.5
ug/mL. Si la aglutinacion macroscopica se presentan en el plasma no diluido, pero
no en la dilucion 1:2, los resultados corresponden a un valor de Dimero D de 0.5 a
1.0 pg/mL. La observacién de aglutinacion macroscopica en ambas muestras
corresponde a un valor de dimero D superior a 1.0 ug/mL. Las personas normales
tienen menos de 0.5 pg/mL."

4.2.2 Trombospondina-1

La TSP-1 es una glucoproteina de 165 kDa con tres subunidades disulfidicas
idénticas. La TSP-1 est4 presente en altas concentraciones en los granulos alfa de
las plaquetas y puede ser eficientemente secretada después de la activacion
plaquetaria. La expresion de TSP-1 es altamente regulada por diferentes
hormonas y citocinas y es ampliamente controlada. Altos niveles de TSP-1 son
expresados en el desarrollo del corazon, musculo, hueso y cerebro en el embridn.
La TSP-1 tiene una distribucion limitada en los tejidos normales de adultos y es
expresada altamente en respuesta a lesién y procesos inflamatorios. La TSP-1
tiene propiedades antiangiogénicas y esto puede ser debido a la inhibicion de la
protedlisis pericelular requerida para la migracion celular y la proliferacion de
células endoteliales.”’

El complejo de GPIIy/lll; cambia de forma dejando al descubierto el lugar de
fijacion que interacciona con proteinas adhesivas, en especial el fibrinbgeno que
se encuentran en la atmésfera periplaguetaria propiciando puentes de unién
interplaquetarios, lo que da lugar al fenébmeno fisico de la agregacion plaquetaria.
El calcio sostiene a estos receptores unidos y es necesario en la union del
fibrindbgeno al receptor. Las plaquetas se van uniendo unas a otras utilizando la
molécula de fibrinbgeno como cemento intercelular al unirse por el receptor
plaquetario, la glicoproteina ll,-1ll,. La TSP-1 esta involucrada con la uniéon del
fibrinégeno al complejo glicoproteico.*’

La TSP-1 es medida mediante el sistema de ensayo ChemiKine, en el que los
anticuerpos anti-conejo pegados de antemano sobre los pozos de la microplaca de
carnero son utilizados para capturar un complejo especifico de TSP-1 en cada
muestra; conteniendo el anticuerpo TSP-1, TSP-1 biotinilada, y muestra/estandar.
El conjugado de TSP-1 biotinilada (ligando competitivo) y la muestra o el estandar
compiten por los sitios especificos de unién de anticuerpos de la TSP-1. Asi, a
medida que la concentracion de TSP-1 aumenta en la muestra, la cantidad de
TSP-1 biotinilada capturada por el anticuerpo disminuye. El ensayo se visualiza
utilizando un conjugado de fosfatasa alcalina - estreptavidina y una subsiguiente
reaccion cromogénica de substrato. La cantidad de TSP-1 detectada en cada
muestra es comparada con la curva estandar de TSP-1 la cual demuestra una
relacion inversamente proporcional entre la densidad o6ptica (O.D) y la



concentracion de TSP-1. por ejemplo, a mayor densidad O6ptica menor
concentraciéon de TSP-1 en la muestra.”

423 L, P, E-Selectina

Hay tres miembros de la familia selectina de glucoproteinas de membrana: L-
Selectina, E-Selectina y P-Selectina. La L-Selectina est4d presente en altas
concentraciones en los neutréfilos circulantes en reposo, en linfocitos y en
monocitos. Es posible que el contrarreceptor de células endoteliales para L-
Selectina sea la E-Selectina (ELAM-1). Esto significa que la L-Selectina
desempefa una funcién en la extravasacion de leucocitos en los sitios de lesion.
Tanto la E-Selectina como la P-Selectina estan presentes en las células
endoteliales activadas. La primera promueve la adhesion de neutréfilos, monocitos
y un subgrupo de linfocitos T de memoria a la célula endotelial, con lo cual ayuda
a regular la migracién de estas células a las areas tisulares de la inflamacién. La
E-Selectina se sintetiza de manera transitoria por las células endoteliales de 2 a 8
horas después de la estimulacion por el factor a de necrosis tumoral (FNT-a), IL-1
o liposacéarido (LPS). La P-Selectina, situada en los granulos secretores de la
célula endotelial, se trasloca con rapidez a la membrana celular después de la
estimulacién con histamina o complejo de complemento 5b-9, per6xidos o
trombina. Su expresion en la membrana es transitoria y va en paralelo a la
adhesion de neutréfilos y monocitos activados en los sitios de lesién celular.”

Las selectinas son cuantificadas mediante el andlisis inmunoabsorbente ligado
a enzima (ELISA). La prueba de ELISA usa un anticuerpo (o un antigeno)
enlazado a enzimas para medir la concentracion de antigenos (o anticuerpos). La
especificidad del analisis aumenta con el uso de anticuerpos monoclonales. Este
método también es sensible y detecta concentraciones plasmaticas a
concentraciones de ng/mL. En estos analisis se hace reaccionar al plasma con un
anticuerpo especifico inmovilizado sobre una superficie solida como los pozos de
una placa de microtitulacion. Después de la incubacién se lava el sistema de
prueba. A continuacion, los complejos antigeno/anticuerpo en los pozos se
incuban con un exceso de anticuerpo marcado por una enzima que se enlaza al
antigeno fijo al anticuerpo. Después del lavado se agrega un sustrato enzimatico
el cual puede detectarse por punto final fotométrico, fluorescente o luminiscente.
La concentracion del producto de la enzima es directamente proporcional a la
concentracion del material analizado en la muestra.”’



5. HIPOTESIS

El nivel de Trombospondina 1 y selectinas guarda relacion con el acortamiento
del Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) en los pacientes con cancer.

6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la correlacion de la concentracion de trombospondina-1 con el tiempo
de tromboplastina parcial activado y ademas evaluar la activacion del sistema de
coagulacion y fibrinolisis empleando la medicion de L, P y E selectinas y dimeros D
en pacientes con cancer.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar los niveles de Trombospondina-1 en pacientes con Tiempo de
Tromboplastina Parcial activado corto con los de voluntarios sanos y pacientes con
cancer con Tiempo de Tromboplastina Parcial activado normal.

Comparar los niveles de selectinas L, P y E en pacientes con Tiempo de
Tromboplastina Parcial activado corto con los de voluntarios sanos y pacientes con
Tiempo de Tromboplastina Parcial activado corto.

Analizar si esta diferencia en el nivel de Trombospondina-1 y selectinas es
estadisticamente significativa y asi poder afirmar que el nivel de Trombospondina 1y
Selectinas guardan relacion con el acortamiento del Tiempo de Tromboplastina
Parcial activado (TTPa) en los pacientes con cancer.



7. MATERIALES

7.1 MATERIAL BIOLOGICO
Muestras de plasma de pacientes con el Tiempo de Tromboplastina Parcial
corto, de pacientes con el Tiempo de Tromboplastina Parcial normal y de voluntarios
sanos.
7.2 MATERIAL
Agua inyectable Baxter. Envase de 500mL.
Agujas vacutainer 21G x 38mm marca Becton Dickinson.
Copillas de 2mL.
Gasas.
Micropipetas de 10-100uL, de 100-1000pL.
Micropipeta multicanal (8 canales) de 25-350puL.
Puntas amarillas y azules para micropipetas.

Tubos eppendorff.

Tubo vacutainer de 4.5mL tapdn azul con citrato de sodio de concentracién 1.129M,
en una proporcion de 9:1.

Tubo vacutainer de 5mL tapon lila con EDTA como anticoagulante.

7.3 REACTIVOS Y SOLUCIONES
7.3.1 Tiempos de Coagulacién y Dimero D
Acelerador para Dimero D.

Actin Reactivo de cefaloplastina activada: Cefalina (extracto obtenido de cerebro de
conejo deshidratado).

CA CLEAN I.



Dade Ci-Trol Control de la coagulacion Nivel 1.
Dade Ci-Trol Control de la coagulacion Nivel 2.
Dade Tampdn Veronal de Owren.

Medio de reconstitucion liquido para Dimero D.
Reactivo D-Dimer PLUS.

Reactivo Test de trombina.

Reactivo Thromborel S.

Solucién de Cloruro de Calcio.

Solucién tampon para el Reactivo Test de trombina.

Nota: Todos los reactivos y soluciones aqui especificadas son de la marca Dade
Behring para ser utilizados en el Equipo Sysmex CA-1500.

7.3.2 Trombospondina-1
Anticuerpo TSP-1.

Buffer de lavado.

Conjugado TSP-1.

Diluyente # 2.

Estandar de TSP-1.
Fosfatasa alcalina-estreptavidina.
Reactivo de color A.

Reactivo de color B.

Sellantes de placa de acetato.
Solucién de parada.

Placa de 96 pozos pre-cubierta.



Nota: Todos los reactivos y materiales mencionados son de la marca Chemicon
International.

7.3.3 sL-Selectina

Concentrado de buffer de lavado.
Conjugado de sL-Selectina.
Control de sL-Selectina.
Diluyente de muestra.
Estandares de sL-Selectina.

Microplaca de sL-Selectina: microplaca de 96 pozos con anticuerpos monoclonales
de raton de sL-Selectina humana pegados.

Sellantes de placa.
Solucion de parada.
Substrato.

Nota: Todos los reactivos y materiales mencionados son de la marca R&D
SYSTEMS

7.3.4 sP-Selectina

Concentrado de buffer de lavado.
Conjugado de sP-Selectina concentrado.
Control de sP-Selectina.

Diluyente del concentrado.

Diluyente de muestra.

Estandares de sP-Selectina.

Microplaca de sP-Selectina: microplaca de 96 pozos con anticuerpos monoclonales
de raton de sP-Selectina humana pegados.



Sellantes de placa.
Solucion de parada.

Substrato.

Nota: Todos los reactivos y materiales mencionados son de la marca R&D
SYSTEMS

7.3.5 sE-Selectina

Concentrado de buffer de lavado.
Conjugado de sE-Selectina concentrado.
Control de sE-Selectina.

Diluyente del concentrado.

Diluyente de muestra.

Estandares de sE-Selectina.

Microplaca de sE-Selectina: microplaca de 96 pozos con anticuerpos monoclonales
de raton de sE-Selectina humana pegados.

Sellantes de placa.
Solucion de parada.
Substrato.

Nota: Todos los reactivos y materiales mencionados son de la marca R&D
SYSTEMS

7.4 EQUIPO

Centrifuga Sorvall Legend RT.

Equipo Lavador de placas de ELISA Pasteur.

Equipo Lector de placas de ELISA, Sanofi Diagnostics Pasteur PR2100.
Equipo Sysmex CA-1500 A3950.

Refrigerador a -70 °C.



8. METODOS
8.1 Poblacion de estudio y criterios de inclusién

- Se incluyeron en el estudio 23 pacientes de la consulta externa que presentaron el
Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) corto. El diagnéstico histoldgico
de los pacientes fue: 4 con sarcoma, 6 con carcinoma cervico-uterino, 9 con
carcinoma de mama, 3 con adenocarcinoma y 1 paciente con tumor germinal no
seminomatoso.

- El grupo control estuvo conformado por 23 pacientes de la consulta externa con el
TTPa dentro de los intervalos de referencia. El diagnéstico histolégico de los
pacientes control fue: 4 con sarcoma, 6 con carcinoma cervico-uterino, 9 con
carcinoma de mama, 3 con adenocarcinoma y 1 paciente con tumor germinal no
seminomatoso.

- El grupo de voluntarios sanos estuvo conformado por 23 voluntarios sanos que
presentaron tiempos de coagulacién normales, que tenian caracteristicas similares
de edad y género a las de los pacientes del grupo con TTPa corto y al de pacientes
control.

Se defini6 TTPa corto como aquellos valores por debajo de los intervalos de
referencia establecidos en el laboratorio siguiendo la normatividad de la NCCLS para
el establecimiento de intervalos de referencia para el equipo automatizado CA-1500
Sysmex Yy que en este caso es de 24.2 segundos. Este valor no es aplicable a otros
equipos ni a otra poblacion de estudio.

8.2 Criterios de exclusion

1) Muestras que no fueron tomadas de las venas Radial, Media o Cubital del
antebrazo.

2) Muestras que fueron mal tomadas ya sea por: un tiempo de toma lento, torniquete
colocado por mas de 1 minuto, muestra obtenida de venas lesionadas, muestras
tomadas con jeringa, tubos mal llenados en los que no se cumple la proporcion 9:1
de sangre:anticoagulante o muestras mal rotuladas.

3) Muestras en las que se haya mezclado incorrectamente el tubo: esto debe
hacerse por inversion.

4) Muestras que no fueron procesadas antes de 2 horas después de tomada la
muestra.

5) Muestras que fueron centrifugadas a mas de 4000 rpm por mas de 10 minutos.



6) Plasmas hemolizados.
7) Plasmas lipémicos.
8) Plasmas con presencia de fibrina visible.

9) Plasmas de pacientes que se encuentran en terapia anticoagulante.

8.3 Estandarizacion de latoma de muestras

El fenobmeno de acortamiento del TTPa es un fendmeno que se presento de
manera consistente en 2 equipos automatizados diferentes: ACL- 7000 (Cia. IL-
Diagnostics) y en el equipo Stago (Cia. Roche). Y posteriormente se observo este
mismo fendmeno en el equipo CA-1500. Lo cual llamé nuestra atencion y por eso se
decidio realizar este estudio. Primero fue necesario estandarizar la toma de muestra,
es decir eliminar la posibilidad de que el acortamiento del TTPa fuera debido a
errores en la fase preanalitica. Para esto la toma de las muestras fue realizada por
una sola persona y esta realiz6 las siguientes pruebas: primero le tomo la muestra al
paciente con torniguete y lo dejé colocado por un tiempo no mayor a un minuto;
luego tomo la muestra dejando el torniquete por un tiempo superior a un minuto y
finalmente tomo la muestra sin torniquete y se observd que no habia diferencia en los
resultados; el acortamiento del TTPa persistia. Posteriormente se procedié a tomar la
muestra de diferentes venas, de las venas de la mano y del antebrazo (venas radial,
media y cubital) y de la parte anterior del pie y tampoco se observo una diferencia en
los resultados obtenidos. De esta manera se descartd que el acortamiento del TTPa
fuera debido a errores en la fase preanalitica.

8.4 Obtencidn y procesamiento de las muestras

El procedimiento realizado para la obtencion de las muestras fue el siguiente: las
muestras fueron tomadas Unicamente por una persona, la muestra se tomo de las
venas Radial, Media o Cubital del antebrazo utilizando agujas vacutainer 21G x
38mm vy tubos Vacutainer con tapon lila y azul de la marca Beckton Dickinson
(tomados directamente de las venas antes mencionadas). Posteriormente estas
muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos y es importante mencionar
gue esta velocidad fue establecida después de estandarizar este proceso, (con 3000
rpm la concentracién de plaquetas en el plasma era mayor a 5000 plaquetas/mm?®).
Se determinaron los tiempos de coagulacion dentro de las 2 horas siguientes a la
toma de la muestra y aquellos pacientes que acortaron el TTPa y que cumplian con
los criterios de inclusién y ninguno de los de exclusion y que ademas habian firmado
el formato de consentimiento, se incluyeron en el estudio y la muestra fue
fraccionada e inmediatamente se almacenaron a -70 °C. Asi mismo se analizaron los



expedientes clinicos de los pacientes incluidos en el estudio para revisar la edad,
sexo y diagnéstico histolégico del cancer que padecian.

Las muestras tomadas permanecieron almacenadas a -70 °C por un tiempo de 1
a 3 meses. Posteriormente se descongelaron y se realizaron las mediciones de
Dimero D en el equipo CA-1500 y se realizaron pruebas de ELISA para evaluar las
concentraciones de TSP-1, y sP, sL y sE-Selectinas siguiendo las recomendaciones
de la casa comercial (ver el procedimiento en seccién de anexos).

8.5 Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas se calculé el promedio, mediana, desviacion
estandar y rangos interquartiles. Se realiz6 la prueba de Kruskal Wallis para las
variables dimero D (ng/mL), Plaquetas (10° u/L) y Neutréfilos (%). Se realizé prueba
de Kruskal Wallis y prueba de Wilcoxon sign-ranked para el analisis de los resultados
de TSP-1, SelectinaE, Py L.

El plan de procesamiento y el analisis estadistico se pueden resumir de la
siguiente manera:

N

Tiempo de Trombina

| || | |




9. RESULTADOS

9.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

En total se reclutaron 69 individuos distribuidos asi: 23 pacientes con TTPa corto;
23 pacientes control (sin TTPa corto); y 23 voluntarios sanos ambos grupos con
caracteristicas similares respecto a edad y género de los pacientes con TTPa corto.
La mayoria de los pacientes con TTPa corto fueron mujeres (82.6 %) y la media de
edad fue de 48.5 afios. La media de edad de los pacientes control fue de 48.3 afios
y la de los voluntarios sanos fue de 47 afos.

4 pacientes fueron previamente diagnosticados histolégicamente con Sarcoma
(17.4 %), 6 con Carcinoma cervico-uterino (26.1 %), 9 con Carcinoma de mama (39.1
%), 3 con Adenocarcinoma (13.1 %) y 1 con Tumor Germinal No Seminomatoso (4.3
%) (Tabla 2).

Tabla 2
Tipos de Cancer discriminados por género con TTPa* corto
Tipo de Cancer Hombres Mujeres NUmero de pacientes
Sarcoma 3 1 4
CaCu** 6 6
Ca*** de Mama 9 9
Adenocarcinoma 3 3
TGNS**** 1 1
Total 4 19 23

*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**CaCu: Carcinoma de cuello uterino

***Ca: Carcinoma

****TGNS: Tumor Germinal No Seminomatoso

9.1.1 Caracteristicas hematoldgicas y de la coagulacion de los individuos
estudiados

A los individuos incluidos en el estudio se les evaluaron los siguientes
parametros: TTPa, Dimero D, Plaquetas y Neutrdfilos. Para los pacientes con TTPa
corto se obtuvieron las siguientes medias: 23 segundos, 204.6 ng/mL, 284.3 x 10°
u/L, y 58 % respectivamente (Tabla 3).

Para los pacientes control se obtuvieron las siguientes medias de TTPa, Dimero
D, Plaquetas y Neutréfilos: 28.2 segundos, 147.2 ng/mL, 228.8 x 10° u/L, y 57.8 %
respectivamente (Tabla 3).



Los voluntarios sanos presentaron las siguientes medias de TTPa, Dimero D,
Plaquetas y Neutréfilos: 29.3 segundos, 134.7 ng/mL, 281.0 x 10° u/L, y 56.5 %
respectivamente (Tabla 3).

Al comparar los valores de TTPa corto con los de los voluntarios sanos y los
pacientes control, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=
0.0001, prueba de Kruskal Wallis).

Tabla3
Caracteristicas de los individuos
Voluntarios Sanos Pacientes Control Pacientes con TTPa corto
Media DE* Mediana  RIQ* Media DE Mediana RIQ Media DE Mediana  RIQ
TTPa** 293 27 286 266319 282 23 278 266-296 230 097 234 225239

DimeroD (ng/mL) 1347 104 96 62.0-178.0 1472 173 93 68.0-130.0 204.6 2189 127 61.0-244.0
Plaquetas (103ull) 281 473 275 243.0-323.0 2288 835 217 182.0-267.0 284.3 859 291 198.0-395.0
Neutrdfilos (%) 555 53 561 51.5-59.8 578 134 588 515-66.1 58 137 59.7 54.3-63.9
*DE: Desviacion estandar

*RIQ: Rango interquartil

**TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

Al comparar los valores de dimero D de los voluntarios sanos con los pacientes
control y con los pacientes con TTPa corto, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 4).

El analisis estadistico para las plaquetas mostré diferencias significativas al
comparar el grupo de voluntarios sanos con el grupo control y con el grupo de
pacientes con TTPa corto (Tabla 4).

El analisis estadistico para los neutréfilos no mostré diferencias significativas en
ninguno de los grupos estudiados (Tabla 4).

Tabla 4
Analisis estadistico de los 3 grupos (P)**
Dimero D Plaquetas Neutrofilos
Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.7108 0.0080 0.2463

*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**P: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis

9.2 EVALUACION HEMATOLOGICA

Se realizaron 69 ensayos por duplicado y a cada grupo se le evaluaron los
siguientes parametros: sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1.



El analisis estadistico de los diferentes tipos de Selectinas y la TSP-1 en los tres
grupos evaluados, mostré diferencias significativas en sus valores para la sP-
Selectina (P= 0.001), para la sL-Selectina (P= 0.023) y para la TSP-1 (P= <0.001).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la sE-Selectina
(P=0.718) (Tabla 5).

Tabla 5
Analisis estadistico de los 3 grupos para selectinas y TSP-1 (P)***
SE-Selectina sP-Selectina sL-Selectina TSP-1
Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.718 0.001 0.023 <0.001
*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
*TSP-1: Trombospondina-1
***P: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis

En los voluntarios sanos la media de sE- Selectina fue de 45.4 ng/mL, en los
pacientes control fue de 43.4 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto la media de
SE- Selectina fue de 48.0 ng/mL (Figura 9). Al comparar los valores de sE-Selectina
de los voluntarios sanos y de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto
no se encontraron diferencias significativas (P= 0.749 y P= 0.543, respectivamente)
(Tabla 6).
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Figura 9. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL de sE-Selectina en
los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con TTPa
corto. La linea central es la mediana. Los datos extremos se representan por fuera de los
rangos interquartiles.

Para la sP-Selectina la media en los voluntarios sanos fue de 21 ng/mL, en los
pacientes control fue de 23.9 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto fue de 40
ng/mL (Figura 10). Al comparar los valores de sP-Selectina de los voluntarios sanos
y de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P= 0.001 y P= 0.029, respectivamente)
(Tabla 6).
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Figura 10. Diagrama de cajas que representa la concentraciéon en ng/mL de sP-Selectina
en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con
TTPa corto. La linea central es la mediana. Los datos extremos se representan por fuera de
los rangos interquartiles.

Para la sL-Selectina la media en los voluntarios sanos fue de 867.2 ng/mL, en los
pacientes control fue de 744.5 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto fue de 676.6
ng/mL (Figura 11). Al comparar los valores de sL-Selectina de los voluntarios sanos y
de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con TTPa corto comparado con
los voluntarios sanos (P= 0.007), sin encontrar diferencias significativas entre los
pacientes con TTPa corto comparado con los pacientes control (P= 0.330) (Tabla 6).
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Figura 11. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL de sL-Selectina en
los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con TTPa
corto. La linea central es la mediana.

Para la TSP-1 la media en los voluntarios sanos fue de 382.2 ng/mL, en los
pacientes control fue de 704.8 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto fue de
1210.4 ng/mL (Figura 12). Al comparar los valores de TSP-1 de los voluntarios sanos
y de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P <0.001 y P= 0.014, respectivamente)
(Tabla 6).
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Figura 12. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL de
Trombospondina-1 (TSP-1) en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes
control y los pacientes con TTPa corto. La linea central es la mediana. Los datos extremos
se representan por fuera de los rangos interquartiles.

Tabla 6
Andlisis estadistico de Selectinas y TSP-1 (P)***

SE-Selectina sP-Selectina sL-Selectina TSP-1**
Sanos vs TTPa* corto 0.749 0.001 0.007 <0.001
Control vs TTPa* corto 0.543 0.029 0.330 0.014
*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**TSP-1: Trombospondina-1
***P: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis

9.2.1 Evaluacién hematolégica por tipo histologico de Cancer

Posteriormente se analizaron los valores de las Selectinas y de la TSP-1,
discriminandolos por tipo histolégico de cancer.

En el grupo Sarcoma en los voluntarios sanos se obtuvieron las siguientes
medias para sSE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1: 56.6 ng/mL, 26.9
ng/mL, 694.3 ng/mL y 325 ng/mL respectivamente. En el grupo de pacientes control



los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 55.6 ng/mL, de 37.4 ng/mL
para sP-Selectina, de 865.5 ng/mL para sL-Selectina y de 1025 ng/mL para la TSP-1.
Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una media de sE-
Selectina de 60.5 ng/mL; de sP-Selectina de 49.2 ng/mL; de sL-Selectina de 696.3
ng/mL y de TSP-1 de 1440 ng/mL (Tabla 7).

Tabla 7
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL) en el grupo Sarcoma
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa**** corto

Media DE* Mediana  RIQ*** Media DE Mediana  RIQ Media DE Mediana RIQ
SE-Selectina  56.6 120 57.0  48.8-64.5 55.6 211 607 402-71.0 605 100 594  52.0-69.0
sP-Selectina 269 54 264  22.2-315 374 226 372 222525 492 246 397 350633
sL-Selectina  694.3 150.6 6585 576-8125 8655 1755 870.0 736.0-995.0 696.3 344.1 5735 481.5-911.0
TSP-1 3250 2532 260.0 150.0-500.0 1025.0 841.5 850.0 510.0-1540.0 1440.0 1261.9 855.0 770.0-2110.0
*TSP-1: Trombospondina-1
**DE: Desviacion estandar
**R1Q: Rango interquartil
*++TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

En el grupo Carcinoma cervico-uterino en los voluntarios sanos se obtuvieron las
siguientes medias para sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1: 50.7 ng/ml,
25.9 ng/mL, 910.3 ng/mL y 401.7 ng/mL. En el grupo de pacientes control los
resultados fueron: una media para sE-Selectina de 38 ng/mL, de 19.2 ng/mL para sP-
Selectina, de 634.2 ng/mL para sL-Selectina y de 495 ng/mL para la TSP-1.
Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una media de sE-
Selectina de 47.3 ng/mL; de sP-Selectina de 36.1 ng/mL; de sL-Selectina de 670.8
ng/mL y de TSP-1 de 1548 ng/mL (Tabla 8).

Tabla 8
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL) en el grupo CaCu**

Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa**** corto

Media DE** Mediana  RIQ**** Media DE Mediana RIQ Media DE Mediana RIQ
sE-Selectina  50.7 121 470 43.6-58.4 380 240 36.25 23.0-39.0 473 169 417 345644
sP-Selectina 259 8.8 275 16.4-32.0 19.2 117 199 9.4-28.0 36.1 142 396  25.0-42.0
sL-Selectina  910.3 341.1 8415 568.0-1418.0 634.2 1525 608.5 458.0-850.0 670.8 1739 623.5 580.0-752.0
TSP-1 4017 166.9 440.0 300.0-500.0 495.0 224.3 4450 320.0-520.0 1548.3 938.5 1205.0 890.0-1810.0
*TSP-1: Trombospondina-1
**CaCu: Carcinoma cervico-uterino

**DE: Desviacion estandar
***R1Q: Rango interquartil
***:*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

En el grupo Carcinoma de mama en los voluntarios sanos se obtuvieron las
siguientes medias para sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina 'y TSP-1: 39.7 ng/ml,



16.8 ng/mL, 990.6 ng/mL y 413.7 ng/mL. En el grupo de pacientes control los
resultados fueron: una media para sE-Selectina de 41.8 ng/mL, de 17.6 ng/mL para
sP-Selectina, de 756.2 ng/mL para sL-Selectina y de 458.9 ng/mL para la TSP-1.
Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una media de sSE-
Selectina de 39.1 ng/mL; de sP-Selectina de 32.5 ng/mL; de sL-Selectina de 611
ng/mL y de TSP-1 de 926.4 ng/mL (Tabla 9).

Tabla 9
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL)en el grupo Ca** de mama
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa**** corto

Media DE** Mediana  RIQ**** Media DE Mediana RIQ Media DE Mediana RIQ
sE-Selectina  39.7 146 344 32.0-52.0 418 198 36.8 34.6-48.0 39.1 207 346 22.0-57.9
sP-Selectina  16.8 6.3 18.0 16.0-22.1 176 199 148 3.6-16.4 325 231 302 19.7-48.0
sL-Selectina  990.6 1959 940.0 820.0-1185.0 756.2 107.8 720.0 700.0-811.0 611.0 2187 569.0 459.0-790.0
TSP-1 413.7 107.6 370.0 320.0-520.0 458.9 201.6 480.0 380.0-570.0 926.4 755.8 740.0 510.0-830.0
*TSP-1: Trombospondina-1
**Ca: Carcinoma

**DE: Desviacion estandar
***RIQ: Rango interquartil
**:*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

En el grupo Adenocarcinoma en los voluntarios sanos para la sE-Selectina se
obtuvieron las siguientes medias para sSE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y
TSP-1: 30.4 ng/ml, 23.3 ng/mL, 839 ng/mL y 390 ng/mL. En el grupo de pacientes
control los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 46 ng/mL, de 27.5
ng/mL para sP-Selectina, de 787.6 ng/mL para sL-Selectina y de 1506.6 ng/mL para
la TSP-1. Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una
media de sE-Selectina de 58.2 ng/mL; de sP-Selectina de 58.3 ng/mL; de sL-
Selectina de 844.6 ng/mL y de TSP-1 de 1070 ng/mL (Tabla 10).

Tabla 10
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL) en el grupo Adenocarcinoma
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa*** corto
Media DE** Mediana Media DE Mediana Media DE Mediana
sE-Selectina 30.4 125 37.6 46.0 8.4 43.0 58.2 51.8 42.6
sP-Selectina  23.3 6.4 24.6 275 164 37.0 58.3 184 65.4
sL-Selectina 839.0 149.3 812.0 787.6 53.0 7850 844.6 169.7 910.0
TSP-1 390.0 253.6 500.0 1506.6 877.6 1800.0 1070.0 356.8 900.0

*TSP-1: Trombospondina-1
**DE: Desviacion estandar
***TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

Finalmente en el grupo de TGNS, en el grupo de voluntarios sanos para la sE-
Selectina se obtuvo una media de 55.6 ng/ml; para la sP-Selectina de 8 ng/mL; para



la sL-Selectina de 275 ng/mL y para la TSP-1 de 70 ng/mL. En el grupo de pacientes
control los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 33.6 ng/mL, de 44
ng/mL para sP-Selectina, de 688 ng/mL para sL-Selectina y de 490 ng/mL para la
TSP-1. Asi mismo para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una media
de sE-Selectina de 51.8 ng/mL; de sP-Selectina de 40.6 ng/mL; de sL-Selectina de
718 ng/mL y de TSP-1 de 730 ng/mL (Tabla 11).

Tabla 11
Valores de Selectinay TSP-1** (ng/mL) en el grupo TGNS***
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa corto
sE-Selectina  55.6 33.6 51.8
sP-Selectina 8.0 44.0 40.6
sL-Selectina 275.0 688.0 718.0
TSP-1 70.0 490.0 730.0

*Solo hay un individuo para cada una de las evaluaciones en este grupo
*TSP-1: Trombospondina-1

***TNGS:Tumor Germinal No Seminomatoso

****TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

Debido al niumero tan pequefio de individuos por grupo, se les realizo la prueba
de Kruskal Wallis Unicamente a los grupos de pacientes con Carcinoma de cervico-
uterino y Carcinoma de mama.

El analisis estadistico de los diferentes tipos de Selectinas y la TSP-1 en los tres
grupos evaluados, mostrd para el Carcinoma cervico-uterino diferencias significativas
en sus valores para la TSP-1 (P= 0.006). No se encontro diferencias para la sE-
Selectina (P= 0.203), sP-Selectina (P= 0.078), y sL-Selectina (P = 0.182) (Tabla 12).

En el grupo de Carcinoma de mama se encontraron diferencias significativas
para los valores de sL-Selectina (P= 0.003) y para TSP-1 (P= 0.045). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para la sE-Selectina (P=
0.898) ni para la sP-Selectina (P= 0.123) (Tabla 12).

Tabla 12
Andlisis estadistico por tipo histol6gico de cancer (P)***
sE-Selectina sP-Selectina sL-Selectina TSP-1**

Carcinoma de cuello uterino

Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.182 0.078 0.023 0.006
Carcinoma de mama
Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.898 0.123 0.003 0.045

*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
*TSP-1: Trombospondina-1
***P: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis



10. DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que los niveles de TSP-1 se
encuentran significativamente elevados en los pacientes con cancer con el TTPa
corto en comparaciéon con los niveles obtenidos para voluntarios sanos y pacientes
control, por lo que se puede decir que si existe una relacion entre estos niveles y el
acortamiento del TTPa en los pacientes con cancer evaluados.

10.1 VARIABLES ASOCIADAS AL ACORTAMIENTO DEL TTPa

10.1.1 Trombospondina-1

Al comparar los valores de TSP-1 de los voluntarios sanos y de los pacientes
control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P <0.001). La TSP-1 es producida y secretada por
varias lineas celulares incluyendo el neutréfilo, la plaqueta y la célula endotelial, sin
embargo los niveles de TSP-1 se encuentran bajos en condiciones fisiolégicas. Por lo
tanto aunque la TSP-1 puede ser considerada como un marcador durante la
respuesta inflamatoria no puede asegurarse que es un marcador especifico de
activacion celular a diferencia de lo que puede afirmarse sobre las L, P y E
Selectinas. Algunos investigadores han demostrado que la TSP-1 promueve la
generacion de trombina en la superficie de neutrofilos y monocitos durante un
proceso inflamatorio crénico como lo es el neoplasico. La plaqueta como el neutrofilo
y la célula endotelial son capaces de sintetizar y liberar TSP-1 en el plasma. Ademas
mostraron que existe evidencia de que la TSP-1 se une al factor V de la coagulacion.
El factor V de la coagulacion, es un cofactor no enzimatico que promueve la
generacion de trombina por medio del complejo de la protrombinasa. *’

10.1.2 sP- Selectina

En este estudio los niveles de sP- Selectina se encontraron elevados y se
encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de los
pacientes con TTPa corto en comparacion con los niveles de los voluntarios sanos y
pacientes control (P < 0.001). Este hallazgo implica secrecion de sP-Selectina por
activacion plaquetaria y esto no fue evidente en el grupo de pacientes con cancer
con TTPa normal. Ademas basandonos en nuestros hallazgos, este resultado no se
debe a una diferencia en la cuenta plaquetaria, la cual se encontré disminuida en los
dos grupos de pacientes con cancer (con y sin acortamiento del TTPa) y la cual es la
fuente de sP-Selectina. El ligando-1 de la sP-Selectina en humanos, es una
glucoproteina parecida a las mucinas que se encuentra en la membrana de los
neutroéfilos. Elevaciones de sP-Selectina (de las plaguetas) en modelos animales de



trombosis experimental,”® han sido correlacionados con un estado pretrombético
mediado por la interaccién del ligando-1 de la sL-Selectina (neutrofilos) y la sP-
Selectina (plaquetas). La TSP-1 es una molécula adhesiva que se secreta y es
expresada en la superficie del neutrdfilo. Esta expresion en la superficie del neutréfilo
fomenta la generacion de trombina y promueve la interaccion de plaquetas con
neutréfilos. Este estudio sugiere una asociacion similar (pero en humanos) entre la
expresion de sP-Selectina (plaquetas) y TSP-1 la cual pudiese facilitar la formacion
de trombina (en plasma) y la interaccion de las plaquetas con los neutréfilos aunque
estudios en el futuro tendran que explorar esta posibilidad. "®

10.1.3 sL-Selectina

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores
obtenidos de sL-Selectina en los pacientes con cancer en general en comparacion
con los valores obtenidos para los voluntarios sanos, y estos fueron mas bajos en los
pacientes con cancer. Esta diferencia no se obtuvo al comparar los valores para los
pacientes con TTPa corto con los pacientes control. Por lo tanto en general los
valores de la sL-Selectina no se encontraron elevados. Es de resaltar que a
diferencia de lo anteriormente mencionado, se observo una tendencia inversamente
proporcional entre los niveles de sL-Selectina con los niveles de TSP-1 y sP-
Selectina. Un andlisis mas detallado por grupo y tipo de cancer de nuestro estudio
demostré que los niveles de sL-Selectina presentan una tendencia a elevarse en el
grupo de pacientes con TTPa corto con diagnéstico de carcinoma cervico-uterino y
carcinoma de mama. Estudios previos en la literatura medica han reportado niveles
elevados de sL-Selectina en casos de leucemia linfobldstica aguda y leucemia
mieloblastica aguda.?’ Sin embargo, nuestra serie de casos no incluye pacientes
afectados con Leucemia, por lo tanto estudios en el futuro con un numero mayor de
casos, podran determinar el papel de esta selectina y su asociacion con los tiempos
cortos de coagulacion.

10.1.4 sE-Selectina

En el caso de la sE-Selectina no se encontré una diferencia estadisticamente
significativa entre los valores obtenidos de sE-Selectina en los pacientes con TTPa
corto en comparacion con los valores obtenidos para los pacientes control y los
voluntarios sanos. Estudios previos han reportado niveles elevados de sE-Selectina
en casos de melanoma y de otros tumores epiteliales, especialmente en carcinomas
colorectal.” A diferencia de esos estudios nuestros resultados muestran que los
niveles de sE-Selectina no se encuentran elevados en el grupo de pacientes con
TTPa corto con diagnostico de carcinoma de mama, de carcinoma de cuello uterino
ni de adenocarcinoma.



10.2 OTRAS VARIABLES RELACIONADAS CON EL ACORTAMIENTO DEL TTPA

10.2.1 Dimero D, Plaquetas y Neutrofilos

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores para
dimero D. Se encontré6 una tendencia de valores mas altos de dimero D en los
pacientes con TTPa corto. Otros estudios han mostrado que la presencia de niveles
elevados de dimero D puede indicar la existencia de alguna forma de cancer oculta,
especialmente en pacientes menores de 60 afios. ®° Igualmente los altos niveles de
dimero D confirman que se gener0 trombina y que se activd el sistema de la
fibrinolisis.>®

Al comparar el grupo de voluntarios sanos con el grupo control, al igual que el
grupo de voluntarios sanos con el grupo de pacientes con TTPa corto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para los valores de plaquetas.

La cuenta (%) de neutrofilos tuvo una tendencia a ser mayor en los grupos con
cancer en comparacion con los valores obtenidos para el grupo de voluntarios sanos.
Aunque al compararlos no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

Es de resaltar la poca informacion que existe sobre el fenbmeno de acortamiento
del TTPa en relacidén con los niveles de TSP-1 y el papel que juegan las selectinas
para apoyar este hecho, esto en parte puede ser explicado, por la creencia que los
tiempos de coagulacién cortos son debidos a una toma de muestras inadecuada o al
concepto que se tiene que ese resultado no es de importancia. En este sentido, este
trabajo contribuye al conocimiento sobre la existencia de TTPa corto en pacientes
con céncer y proporcionando evidencia de un nuevo mecanismo que pudiese
explicar la relacion entre el acortamiento del TTPa y el proceso maligno. El TTPa es
un estudio de coagulacion realizado de rutina en la préctica clinica, el cual se efectiua
por medio de equipos automatizados en los diferentes centros médicos. Por lo tanto
el poder correlacionar este fendmeno en el paciente con cancer con un aspecto
clinico es de importancia vital. La asociacion entre el cancer y la activacion de la
coagulacion con el evento trombdético subsiguiente debe llamar la atencién cientifica
y médica sobre este fenomeno. En el futuro el seguimiento de los pacientes con
cancer incluidos en este estudio es fundamental para determinar prospectivamente la
asociacion de un evento trombadtico con los datos obtenidos por medio de este
trabajo.



8. METODOS
8.1 Poblacion de estudio y criterios de inclusién

- Se incluyeron en el estudio 23 pacientes de la consulta externa que presentaron
el Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa) corto. El diagnéstico
histologico de los pacientes fue: 4 con sarcoma, 6 con carcinoma cervico-uterino,
9 con carcinoma de mama, 3 con adenocarcinoma y 1 paciente con tumor
germinal no seminomatoso.

- El grupo control estuvo conformado por 23 pacientes de la consulta externa con
el TTPa dentro de los intervalos de referencia. El diagnéstico histolégico de los
pacientes control fue: 4 con sarcoma, 6 con carcinoma cervico-uterino, 9 con
carcinoma de mama, 3 con adenocarcinoma y 1 paciente con tumor germinal no
seminomatoso.

- El grupo de voluntarios sanos estuvo conformado por 23 voluntarios sanos que
presentaron tiempos de coagulacion normales, que tenian caracteristicas similares
de edad y género a las de los pacientes del grupo con TTPa corto y al de
pacientes control.

Se defini6 TTPa corto como aquellos valores por debajo de los intervalos de
referencia establecidos en el laboratorio siguiendo la normatividad de la NCCLS
para el establecimiento de intervalos de referencia para el equipo automatizado
CA-1500 Sysmex Yy que en este caso es de 24.2 segundos. Este valor no es
aplicable a otros equipos ni a otra poblacién de estudio.

8.2 Criterios de exclusion

1) Muestras que no fueron tomadas de las venas Radial, Media o Cubital del
antebrazo.

2) Muestras que fueron mal tomadas ya sea por. un tiempo de toma lento,
torniquete colocado por mas de 1 minuto, muestra obtenida de venas lesionadas,
muestras tomadas con jeringa, tubos mal llenados en los que no se cumple la
proporcién 9:1 de sangre:anticoagulante o muestras mal rotuladas.

3) Muestras en las que se haya mezclado incorrectamente el tubo: esto debe
hacerse por inversion.

4) Muestras que no fueron procesadas antes de 2 horas después de tomada la
muestra.

5) Muestras que fueron centrifugadas a mas de 4000 rpm por mas de 10 minutos.
6) Plasmas hemolizados.



7) Plasmas lipémicos.
8) Plasmas con presencia de fibrina visible.

9) Plasmas de pacientes que se encuentran en terapia anticoagulante.

8.3 Estandarizacion de latoma de muestras

El fendbmeno de acortamiento del TTPa es un fendbmeno que se presento de
manera consistente en 2 equipos automatizados diferentes: ACL- 7000 (Cia. IL-
Diagnostics) y en el equipo Stago (Cia. Roche). Y posteriormente se observo este
mismo fenédmeno en el equipo CA-1500. Lo cual llamé nuestra atencién y por eso
se decidi6 realizar este estudio. Primero fue necesario estandarizar la toma de
muestra, es decir eliminar la posibilidad de que el acortamiento del TTPa fuera
debido a errores en la fase preanalitica. Para esto la toma de las muestras fue
realizada por una sola persona y esta realizé las siguientes pruebas: primero le
tomo la muestra al paciente con torniquete y lo dejé colocado por un tiempo no
mayor a un minuto; luego tomo la muestra dejando el torniquete por un tiempo
superior a un minuto y finalmente tomo la muestra sin torniquete y se observé que
no habia diferencia en los resultados; el acortamiento del TTPa persistia.
Posteriormente se procedié a tomar la muestra de diferentes venas, de las venas
de la mano y del antebrazo (venas radial, media y cubital) y de la parte anterior del
pie y tampoco se observd una diferencia en los resultados obtenidos. De esta
manera se descartd que el acortamiento del TTPa fuera debido a errores en la
fase preanalitica.

8.4 Obtencion y procesamiento de las muestras

El procedimiento realizado para la obtencion de las muestras fue el siguiente:
las muestras fueron tomadas Unicamente por una persona, la muestra se tomo de
las venas Radial, Media o Cubital del antebrazo utilizando agujas vacutainer 21G x
38mm y tubos Vacutainer con tapon lila y azul de la marca Beckton Dickinson
(tomados directamente de las venas antes mencionadas). Posteriormente estas
muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos y es importante
mencionar que esta velocidad fue establecida después de estandarizar este
proceso, (con 3000 rpm la concentracion de plaquetas en el plasma era mayor a
5000 plaquetas/mm?). Se determinaron los tiempos de coagulacion dentro de las 2
horas siguientes a la toma de la muestra y aquellos pacientes que acortaron el
TTPa y que cumplian con los criterios de inclusion y ninguno de los de exclusion y
gque ademas habian firmado el formato de consentimiento, se incluyeron en el
estudio y la muestra fue fraccionada e inmediatamente se almacenaron a -70 °C.
Asi mismo se analizaron los expedientes clinicos de los pacientes incluidos en el
estudio para revisar la edad, sexo y diagnéstico histolégico del cancer que
padecian.



Las muestras tomadas permanecieron almacenadas a -70 °C por un tiempo de
1 a 3 meses. Posteriormente se descongelaron y se realizaron las mediciones de
Dimero D en el equipo CA-1500 y se realizaron pruebas de ELISA para evaluar las
concentraciones de TSP-1, y sP, sL y sE-Selectinas siguiendo Ilas
recomendaciones de la casa comercial (ver el procedimiento en seccion de
anexos).

8.5 Analisis estadistico

Para las variables cuantitativas se calculé el promedio, mediana, desviacion
estandar y rangos interquartiles. Se realizé la prueba de Kruskal Wallis para las
variables dimero D (ng/mL), Plaquetas (10° u/L) y Neutréfilos (%). Se realizé
prueba de Kruskal Wallis y prueba de Wilcoxon sign-ranked para el analisis de los
resultados de TSP-1, SelectinaE, Py L.

El plan de procesamiento y el analisis estadistico se pueden resumir de la
siguiente manera:

Toma de la muestra

v

Centrifugacion: 4000rpm por 10min

v

/ Separacion del plasma \

Tiempo de Protrombina | | Tiempo de Tromboplastina Parcial activado| | Tiempo de Trombina

v

Acortamiento del TTPa

4 v .

Trombospondina 1 Dimero D Selectinas (L, P, E)

v

Revision de expedientes

v

Analisis estadistico e interpretacion de los resultados




9. RESULTADOS

9.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

En total se reclutaron 69 individuos distribuidos asi: 23 pacientes con TTPa
corto; 23 pacientes control (sin TTPa corto); y 23 voluntarios sanos ambos grupos
con caracteristicas similares respecto a edad y género de los pacientes con TTPa
corto. La mayoria de los pacientes con TTPa corto fueron mujeres (82.6 %) y la
media de edad fue de 48.5 afios. La media de edad de los pacientes control fue
de 48.3 afos y la de los voluntarios sanos fue de 47 afnos.

4 pacientes fueron previamente diagnosticados histolégicamente con Sarcoma
(17.4 %), 6 con Carcinoma cervico-uterino (26.1 %), 9 con Carcinoma de mama
(39.1 %), 3 con Adenocarcinoma (13.1 %) y 1 con Tumor Germinal No
Seminomatoso (4.3 %) (Tabla 2).

Tabla 2
Tipos de Cancer discriminados por género con TTPa* corto
Tipo de Cancer Hombres Mujeres Numero de pacientes
Sarcoma 3 1 4
CaCu** 6 6
Ca** de Mama 9 9
Adenocarcinoma 3 3
TGNS**** 1 1
Total 4 19 23

*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**CaCu: Carcinoma de cuello uterino

***Ca: Carcinoma

**TGNS: Tumor Germinal No Seminomatoso

9.1.1 Caracteristicas hematoldgicas y de la coagulacion de los individuos
estudiados

A los individuos incluidos en el estudio se les evaluaron los siguientes
parametros: TTPa, Dimero D, Plaquetas y Neutrofilos. Para los pacientes con
TTPa corto se obtuvieron las siguientes medias: 23 segundos, 204.6 ng/mL, 284.3
x 10°u/L, y 58 % respectivamente (Tabla 3).

Para los pacientes control se obtuvieron las siguientes medias de TTPa,
Dimero D, Plaquetas y Neutréfilos: 28.2 segundos, 147.2 ng/mL, 228.8 x 10°u/L, y
57.8 % respectivamente (Tabla 3).

Los voluntarios sanos presentaron las siguientes medias de TTPa, Dimero D,
Plaquetas y Neutréfilos: 29.3 segundos, 134.7 ng/mL, 281.0 x 10° u/L, y 56.5 %
respectivamente (Tabla 3).



Al comparar los valores de TTPa corto con los de los voluntarios sanos y los
pacientes control, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P=
0.0001, prueba de Kruskal Wallis).

Tabla 3
Caracteristicas de los individuos
Voluntarios Sanos Pacientes Control Pacientes con TTPa corto
Media DE* Mediana  RIQ* Media DE Mediana RIQ Media DE Mediana  RIQ
TTPa** 293 27 286 266319 282 23 278 266-296 230 097 234 225239

DimeroD (ng/mL) 1347 104 96 62.0-178.0 1472 173 93 68.0-130.0 204.6 2189 127 61.0-244.0
Plaquetas (103ull) 281 473 275 243.0-323.0 2288 835 217 182.0-267.0 2843 859 291 198.0-395.0
Neutrdfilos (%) 555 53 561 515598 578 134 588 515661 58 137 59.7 54.3-63.9
*DE: Desviacion estandar

**RIQ: Rango interquartil

**TTPa; Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

Al comparar los valores de dimero D de los voluntarios sanos con los
pacientes control y con los pacientes con TTPa corto, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4).

El andlisis estadistico para las plaquetas mostré diferencias significativas al
comparar el grupo de voluntarios sanos con el grupo control y con el grupo de
pacientes con TTPa corto (Tabla 4).

El analisis estadistico para los neutrofilos no mostré diferencias significativas
en ninguno de los grupos estudiados (Tabla 4).

Tabla 4
Analisis estadistico de los 3 grupos (P)**
Dimero D Plaguetas Neutroéfilos
Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.7108 0.0080 0.2463
*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**p: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis

9.2 EVALUACION HEMATOLOGICA

Se realizaron 69 ensayos por duplicado y a cada grupo se le evaluaron los
siguientes parametros: sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1.

El andlisis estadistico de los diferentes tipos de Selectinas y la TSP-1 en los
tres grupos evaluados, mostro diferencias significativas en sus valores para la sP-
Selectina (P=0.001), para la sL-Selectina (P= 0.023) y para la TSP-1 (P= <0.001).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la sE-Selectina
(P=0.718) (Tabla 5).



Tabla b
Andlisis estadistico de los 3 grupos para selectinas y TSP-1 (P)***
SE-Selectina sP-Selectina sL-Selectina TSP-1
Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.718 0.001 0.023 <0.001
*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**TSP-1. Trombospondina-1
***P: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis

En los voluntarios sanos la media de sE- Selectina fue de 45.4 ng/mL, en los
pacientes control fue de 43.4 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto la media
de skE- Selectina fue de 48.0 ng/mL (Figura 9). Al comparar los valores de sE-
Selectina de los voluntarios sanos y de los pacientes control, con los pacientes
con TTPa corto no se encontraron diferencias significativas (P= 0.749 y P= 0.543,
respectivamente) (Tabla 6).

120 4

(@3
100 ¢
= Qs
£ 801 o
[a)) [
= _ -
5
' 60+
g
1<
8
c 40 +
o
O
20 «
0
Sano Control Corto
sE-Selectina

Figura 9. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL de sE-Selectina
en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con
TTPa corto. La linea central es la mediana. Los datos extremos se representan por fuera
de los rangos interquartiles.



Para la sP-Selectina la media en los voluntarios sanos fue de 21 ng/mL, en los
pacientes control fue de 23.9 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto fue de 40
ng/mL (Figura 10). Al comparar los valores de sP-Selectina de los voluntarios
sanos y de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P= 0.001 y P= 0.029, respectivamente)
(Tabla 6).
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Figura 10. Diagrama de cajas que representa la concentracién en ng/mL de sP-Selectina
en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con
TTPa corto. La linea central es la mediana. Los datos extremos se representan por fuera
de los rangos interquartiles.

Para la sL-Selectina la media en los voluntarios sanos fue de 867.2 ng/mL, en
los pacientes control fue de 744.5 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto fue de
676.6 ng/mL (Figura 11). Al comparar los valores de sL-Selectina de los
voluntarios sanos y de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con
TTPa corto comparado con los voluntarios sanos (P= 0.007), sin encontrar
diferencias significativas entre los pacientes con TTPa corto comparado con los
pacientes control (P= 0.330) (Tabla 6).
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Figura 11. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL de sL-Selectina
en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los pacientes control y los pacientes con
TTPa corto. La linea central es la mediana.

Para la TSP-1 la media en los voluntarios sanos fue de 382.2 ng/mL, en los
pacientes control fue de 704.8 ng/mL, y en los pacientes con TTPa corto fue de
1210.4 ng/mL (Figura 12). Al comparar los valores de TSP-1 de los voluntarios
sanos y de los pacientes control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (P <0.001 y P= 0.014, respectivamente)
(Tabla 6).
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Figura 12. Diagrama de cajas que representa la concentracion en ng/mL de
Trombospondina-1 (TSP-1) en los 3 grupos evaluados, los voluntarios sanos, los
pacientes control y los pacientes con TTPa corto. La linea central es la mediana. Los
datos extremos se representan por fuera de los rangos interquartiles.

Tabla 6
Andlisis estadistico de Selectinas y TSP-1 (P)***

sE-Selectina sP-Selectina sL-Selectina TSP-1**
Sanos vs TTPa* corto 0.749 0.001 0.007 <0.001
Control vs TTPa* corto 0.543 0.029 0.330 0.014
*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
**TSP-1: Trombospondina-1
***P: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis

9.2.1 Evaluacion hematoldgica por tipo histolégico de Cancer

Posteriormente se analizaron los valores de las Selectinas y de la TSP-1,
discriminandolos por tipo histologico de cancer.

En el grupo Sarcoma en los voluntarios sanos se obtuvieron las siguientes
medias para sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1: 56.6 ng/mL, 26.9
ng/mL, 694.3 ng/mL y 325 ng/mL respectivamente. En el grupo de pacientes
control los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 55.6 ng/mL, de 37.4
ng/mL para sP-Selectina, de 865.5 ng/mL para sL-Selectina y de 1025 ng/mL para



la TSP-1. Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una
media de sE-Selectina de 60.5 ng/mL; de sP-Selectina de 49.2 ng/mL; de sL-
Selectina de 696.3 ng/mL y de TSP-1 de 1440 ng/mL (Tabla 7).

Tabla 7
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL) en el grupo Sarcoma
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa**** corto

Media DE** Mediana  RIQ** Media DE Mediana  RIQ Media DE Mediana RIQ
SE-Selectina  56.6 120 57.0 48.8-64.5 556 211 60.7 402710 605 100 594  52.0-69.0
sP-Selectina 269 5.4 26.4 22.2-315 3714 226 372 222525 492 246 397 35.0-63.3
sL-Selectina 6943 150.6 6585 576-8125 8655 1755 870.0 736.0-995.0 696.3 344.1 5735 481.5-911.0
TSP-1 325.0 253.2 260.0 150.0-500.0 1025.0 841.5 850.0 510.0-1540.0 1440.0 1261.9 855.0 770.0-2110.0
*TSP-1: Trombospondina-1
**DE: Desviacion estandar

#*RIQ: Rango interquartil
#TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

En el grupo Carcinoma cervico-uterino en los voluntarios sanos se obtuvieron
las siguientes medias para sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1: 50.7
ng/ml, 25.9 ng/mL, 910.3 ng/mL y 401.7 ng/mL. En el grupo de pacientes control
los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 38 ng/mL, de 19.2 ng/mL
para sP-Selectina, de 634.2 ng/mL para sL-Selectina y de 495 ng/mL para la TSP-
1. Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una media de
sE-Selectina de 47.3 ng/mL; de sP-Selectina de 36.1 ng/mL; de sL-Selectina de
670.8 ng/mL y de TSP-1 de 1548 ng/mL (Tabla 8).

Tabla 8
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL) en el grupo CaCu**

Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa**** corto

Media DE** Mediana  RIQ**** Media DE Mediana RIQ Media DE Mediana RIQ
sE-Selectina  50.7 121  47.0 43.6-58.4 38.0 240 36.25 23.0-39.0 473 169 417 345644
sP-Selectina 259 8.8 275 16.4-32.0 19.2 117 199 9.4-28.0 36.1 142 396  25.0-42.0
sL-Selectina  910.3 341.1 8415 568.0-1418.0 634.2 1525 608.5 458.0-850.0 670.8 1739 623.5 580.0-752.0
TSP-1 401.7 166.9 440.0 300.0-500.0 495.0 224.3 4450 320.0-520.0 1548.3 938.5 1205.0 890.0-1810.0
*TSP-1: Trombospondina-1
**CaCu: Carcinoma cervico-uterino

**DE: Desviacion estandar
*RIQ: Rango interquartil
**xTTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

En el grupo Carcinoma de mama en los voluntarios sanos se obtuvieron las
siguientes medias para sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y TSP-1: 39.7
ng/ml, 16.8 ng/mL, 990.6 ng/mL y 413.7 ng/mL. En el grupo de pacientes control
los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 41.8 ng/mL, de 17.6 ng/mL
para sP-Selectina, de 756.2 ng/mL para sL-Selectina y de 458.9 ng/mL para la
TSP-1. Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo una



media de sE-Selectina de 39.1 ng/mL; de sP-Selectina de 32.5 ng/mL; de sL-
Selectina de 611 ng/mL y de TSP-1 de 926.4 ng/mL (Tabla 9).

Tabla 9
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL)en el grupo Ca** de mama
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa**** corto

Media DE** Mediana  RIQ**** Media DE Mediana RIQ Media DE Mediana RIQ
sE-Selectina  39.7 146 344 32.0-52.0 418 198 36.8 34.6-48.0 39.1 207 346 22.0-57.9
sP-Selectina  16.8 6.3 18.0 16.0-22.1 176 199 148 3.6-16.4 325 231 302 19.7-48.0
sL-Selectina  990.6 1959 940.0 820.0-1185.0 756.2 107.8 720.0 700.0-811.0 611.0 218.7 569.0 459.0-790.0
TSP-1 413.7 107.6 370.0 320.0-520.0 458.9 201.6 480.0 380.0-570.0 926.4 755.8 740.0 510.0-830.0
*TSP-1: Trombospondina-1
**Ca: Carcinoma

**DE: Desviacion estandar
***RIQ: Rango interquartil
**:*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

En el grupo Adenocarcinoma en los voluntarios sanos para la sE-Selectina se
obtuvieron las siguientes medias para sE-Selectina, sP-Selectina, sL-Selectina y
TSP-1: 30.4 ng/ml, 23.3 ng/mL, 839 ng/mL y 390 ng/mL. En el grupo de pacientes
control los resultados fueron: una media para SE-Selectina de 46 ng/mL, de 27.5
ng/mL para sP-Selectina, de 787.6 ng/mL para sL-Selectina y de 1506.6 ng/mL
para la TSP-1. Finalmente para el grupo de pacientes con TTPa corto se obtuvo
una media de sE-Selectina de 58.2 ng/mL; de sP-Selectina de 58.3 ng/mL; de sL-
Selectina de 844.6 ng/mL y de TSP-1 de 1070 ng/mL (Tabla 10).

Tabla 10
Valores de Selectinay TSP-1* (ng/mL) en el grupo Adenocarcinoma
Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa*** corto
Media DE** Mediana Media DE Mediana Media DE Mediana
sE-Selectina 30.4 125 37.6 46.0 8.4 43.0 58.2 51.8 42.6
sP-Selectina  23.3 6.4 24.6 275 164 37.0 58.3 184 65.4
sL-Selectina 839.0 149.3 812.0 787.6 53.0 7850 844.6 169.7 910.0
TSP-1 390.0 253.6 500.0 1506.6 877.6 1800.0 1070.0 356.8 900.0

*TSP-1: Trombospondina-1
**DE: Desviacién estandar
***TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

Finalmente en el grupo de TGNS, en el grupo de voluntarios sanos para la sE-
Selectina se obtuvo una media de 55.6 ng/ml; para la sP-Selectina de 8 ng/mL;
para la sL-Selectina de 275 ng/mL y para la TSP-1 de 70 ng/mL. En el grupo de
pacientes control los resultados fueron: una media para sE-Selectina de 33.6
ng/mL, de 44 ng/mL para sP-Selectina, de 688 ng/mL para sL-Selectina y de 490
ng/mL para la TSP-1. Asi mismo para el grupo de pacientes con TTPa corto se
obtuvo una media de sE-Selectina de 51.8 ng/mL; de sP-Selectina de 40.6 ng/mL;
de sL-Selectina de 718 ng/mL y de TSP-1 de 730 ng/mL (Tabla 11).



Tabla 11
Valores de Selectinay TSP-1** (hg/mL) en el grupo TGNS***

Voluntarios Sanos Pacientes control Pacientes con TTPa corto
sE-Selectina  55.6 33.6 51.8
sP-Selectina 8.0 44.0 40.6
sL-Selectina 275.0 688.0 718.0
TSP-1 70.0 490.0 730.0

*Solo hay un individuo para cada una de las evaluaciones en este grupo

*TSP-1: Trombospondina-1
**TNGS:Tumor Germinal No Seminomatoso
****TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado

Debido al nimero tan pequefio de individuos por grupo, se les realizo la
prueba de Kruskal Wallis Unicamente a los grupos de pacientes con Carcinoma de

cervico-uterino y Carcinoma de mama.

El analisis estadistico de los diferentes tipos de Selectinas y la TSP-1 en los
tres grupos evaluados, mostr6 para el Carcinoma cervico-uterino diferencias
significativas en sus valores para la TSP-1 (P= 0.006). No se encontré diferencias
para la sE-Selectina (P= 0.203), sP-Selectina (P= 0.078), y sL-Selectina (P =

0.182) (Tabla 12).

En el grupo de Carcinoma de mama se encontraron diferencias significativas
para los valores de sL-Selectina (P= 0.003) y para TSP-1 (P= 0.045). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para la sE-Selectina (P=

0.898) ni para la sP-Selectina (P= 0.123) (Tabla 12).

Tabla 12

Analisis estadistico por tipo histolégico de cancer (P)***

sE-Selectina sP-Selectina sL-Selectina TSP-1**

Carcinoma de cuello uterino

Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.182 0.078 0.023 0.006
Carcinoma de mama
Sanos vs Control vs TTPa* corto 0.898 0.123 0.003 0.045

*TTPa: Tiempo de Tromboplastina Parcial activado
*»*TSP-1: Trombospondina-1
***p: el valor de p fue determinado por la prueba de Kruskal Wallis



10. DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que los niveles de TSP-1 se
encuentran significativamente elevados en los pacientes con cancer con el TTPa
corto en comparaciéon con los niveles obtenidos para voluntarios sanos y pacientes
control, por lo que se puede decir que si existe una relacion entre estos niveles y el
acortamiento del TTPa en los pacientes con cancer evaluados.

10.1 VARIABLES ASOCIADAS AL ACORTAMIENTO DEL TTPa

10.1.1 Trombospondina-1

Al comparar los valores de TSP-1 de los voluntarios sanos y de los pacientes
control, con los pacientes con TTPa corto se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (P <0.001). La TSP-1 es producida y secretada por
varias lineas celulares incluyendo el neutréfilo, la plaqueta y la célula endotelial, sin
embargo los niveles de TSP-1 se encuentran bajos en condiciones fisiolégicas. Por lo
tanto aunque la TSP-1 puede ser considerada como un marcador durante la
respuesta inflamatoria no puede asegurarse que es un marcador especifico de
activacion celular a diferencia de lo que puede afirmarse sobre las L, P y E
Selectinas. Algunos investigadores han demostrado que la TSP-1 promueve la
generacion de trombina en la superficie de neutrofilos y monocitos durante un
proceso inflamatorio crénico como lo es el neoplasico. La plaqueta como el neutrofilo
y la célula endotelial son capaces de sintetizar y liberar TSP-1 en el plasma. Ademas
mostraron que existe evidencia de que la TSP-1 se une al factor V de la coagulacion.
El factor V de la coagulacion, es un cofactor no enzimatico que promueve la
generacion de trombina por medio del complejo de la protrombinasa. *’

10.1.2 sP- Selectina

En este estudio los niveles de sP- Selectina se encontraron elevados y se
encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de los
pacientes con TTPa corto en comparacion con los niveles de los voluntarios sanos y
pacientes control (P < 0.001). Este hallazgo implica secrecion de sP-Selectina por
activacion plaquetaria y esto no fue evidente en el grupo de pacientes con cancer
con TTPa normal. Ademas basandonos en nuestros hallazgos, este resultado no se
debe a una diferencia en la cuenta plaquetaria, la cual se encontré disminuida en los
dos grupos de pacientes con cancer (con y sin acortamiento del TTPa) y la cual es la
fuente de sP-Selectina. El ligando-1 de la sP-Selectina en humanos, es una
glucoproteina parecida a las mucinas que se encuentra en la membrana de los
neutroéfilos. Elevaciones de sP-Selectina (de las plaguetas) en modelos animales de



trombosis experimental,’”® han sido correlacionados con un estado pretrombético
mediado por la interaccién del ligando-1 de la sL-Selectina (neutrofilos) y la sP-
Selectina (plaquetas). La TSP-1 es una molécula adhesiva que se secreta y es
expresada en la superficie del neutrdéfilo. Esta expresion en la superficie del neutréfilo
fomenta la generacion de trombina y promueve la interaccion de plaquetas con
neutréfilos. Este estudio sugiere una asociacion similar (pero en humanos) entre la
expresion de sP-Selectina (plaquetas) y TSP-1 la cual pudiese facilitar la formacion
de trombina (en plasma) y la interaccion de las plaquetas con los neutrofilos aunque
estudios en el futuro tendran que explorar esta posibilidad. "®

10.1.3 sL-Selectina

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores
obtenidos de sL-Selectina en los pacientes con cancer en general en comparacion
con los valores obtenidos para los voluntarios sanos, y estos fueron mas bajos en los
pacientes con cancer. Esta diferencia no se obtuvo al comparar los valores para los
pacientes con TTPa corto con los pacientes control. Por lo tanto en general los
valores de la sL-Selectina no se encontraron elevados. Es de resaltar que a
diferencia de lo anteriormente mencionado, se observo una tendencia inversamente
proporcional entre los niveles de sL-Selectina con los niveles de TSP-1 y sP-
Selectina. Un andlisis mas detallado por grupo y tipo de cancer de nuestro estudio
demostré que los niveles de sL-Selectina presentan una tendencia a elevarse en el
grupo de pacientes con TTPa corto con diagnéstico de carcinoma cervico-uterino y
carcinoma de mama. Estudios previos en la literatura medica han reportado niveles
elevados de sL-Selectina en casos de leucemia linfobldstica aguda y leucemia
mieloblastica aguda.?’ Sin embargo, nuestra serie de casos no incluye pacientes
afectados con Leucemia, por lo tanto estudios en el futuro con un numero mayor de
casos, podran determinar el papel de esta selectina y su asociacion con los tiempos
cortos de coagulacion.

10.1.4 sE-Selectina

En el caso de la sE-Selectina no se encontré una diferencia estadisticamente
significativa entre los valores obtenidos de sE-Selectina en los pacientes con TTPa
corto en comparacion con los valores obtenidos para los pacientes control y los
voluntarios sanos. Estudios previos han reportado niveles elevados de sE-Selectina
en casos de melanoma y de otros tumores epiteliales, especialmente en carcinomas
colorectal.” A diferencia de esos estudios nuestros resultados muestran que los
niveles de sE-Selectina no se encuentran elevados en el grupo de pacientes con
TTPa corto con diagnostico de carcinoma de mama, de carcinoma de cuello uterino
ni de adenocarcinoma.



10.2 OTRAS VARIABLES RELACIONADAS CON EL ACORTAMIENTO DEL TTPA

10.2.1 Dimero D, Plaquetas y Neutrofilos

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores para
dimero D. Se encontré6 una tendencia de valores mas altos de dimero D en los
pacientes con TTPa corto. Otros estudios han mostrado que la presencia de niveles
elevados de dimero D puede indicar la existencia de alguna forma de cancer oculta,
especialmente en pacientes menores de 60 afios. ®° Igualmente los altos niveles de
dimero D confirman que se gener0 trombina y que se activd el sistema de la
fibrindlisis.>®

Al comparar el grupo de voluntarios sanos con el grupo control, al igual que el
grupo de voluntarios sanos con el grupo de pacientes con TTPa corto se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para los valores de plaquetas.

La cuenta (%) de neutrofilos tuvo una tendencia a ser mayor en los grupos con
cancer en comparacion con los valores obtenidos para el grupo de voluntarios sanos.
Aunque al compararlos no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

Es de resaltar la poca informacion que existe sobre el fenbmeno de acortamiento
del TTPa en relacidén con los niveles de TSP-1 y el papel que juegan las selectinas
para apoyar este hecho, esto en parte puede ser explicado, por la creencia que los
tiempos de coagulacién cortos son debidos a una toma de muestras inadecuada o al
concepto que se tiene que ese resultado no es de importancia. En este sentido, este
trabajo contribuye al conocimiento sobre la existencia de TTPa corto en pacientes
con céncer y proporcionando evidencia de un nuevo mecanismo que pudiese
explicar la relacion entre el acortamiento del TTPa y el proceso maligno. El TTPa es
un estudio de coagulacion realizado de rutina en la préctica clinica, el cual se efectiua
por medio de equipos automatizados en los diferentes centros médicos. Por lo tanto
el poder correlacionar este fendmeno en el paciente con cancer con un aspecto
clinico es de importancia vital. La asociacion entre el cancer y la activacion de la
coagulacion con el evento trombdético subsiguiente debe llamar la atencién cientifica
y médica sobre este fenomeno. En el futuro el seguimiento de los pacientes con
cancer incluidos en este estudio es fundamental para determinar prospectivamente la
asociacion de un evento trombadtico con los datos obtenidos por medio de este
trabajo.



11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los hallazgos de este estudio han permitido contribuir a la literatura médica
con la siguiente informacién: a) Descartar que el acortamiento del TTPa este
asociado a una inadecuada toma de muestras o al procesamiento de la misma, b)
sefalar que existe una relaciéon entre los niveles de TSP-1 con el acortamiento del
TTPa en los pacientes con cancer evaluados y c) tener una imagen del panorama
del fendbmeno de la coagulacidon en estos pacientes con cancer mediante la
evaluacion de P, L y E Selectinas al igual que dimero D, plaguetas y neutrofilos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permitiran el desarrollo de
nuevos estudios en pacientes con caracteristicas similares a los aqui evaluados y
al seguimiento de los pacientes incluidos en este estudio.

Igualmente en un estudio de 182 casos se evidencio la asociacion del
fendmeno de Trousseau con adenocarcinomas capaces de producir mucina. Las
mucinas son glucoproteinas que se encuentran sobreexpresadas en células
carcinomatosas. Estas moléculas (mucinas) pueden servir como ligandos para la
familia de selectinas. Las selectinas L, P y E son parte de una familia de
moléculas de adhesién con la propiedad de unirse a carbohidratos. En nuestro
estudio solo contamos con 3 casos de pacientes con diagnostico histolégico de
adenocarcinoma por lo que seria interesante evaluar la interaccion de las mucinas
con las selectinas y demostrar que pueden jugar un papel importante en el evento
trombético en el paciente con cancer. &

Adicionalmente seria importante medir los niveles de Fragmento 1+2 de la
Protrombina y complejos Trombina-Antitrombina-Ill para demostrar la formacion
de trombina y la subsecuente activacion del sistema fibrinolitico. Porque la
evaluacion del TTPa en el laboratorio tiene limitaciones ya que no refleja la
cantidad de trombina generada. #
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13. ANEXOS

13.1 EQUIPO CA-1500 SYSMEX

El equipo CA-1500 es un analizador de coagulacion completamente
automatizado para su utilizacion en el diagnéstico “in vitro”, que tiene la capacidad de
analizar rapidamente una gran cantidad de muestras con un elevado indice de
precision. El equipo CA-1500 puede analizar muestras mediante los métodos de
coagulacion, cromogénico y de ensayo inmunologico. Los datos analizados pueden
almacenarse, visualizarse e imprimirse.

Mecanismo de analisis

El equipo CA-1500 emplea unidades de los sistemas mecanico, hidraulico y
eléctrico y realiza andlisis de acuerdo con el procedimiento que se describe a
continuacion:

1. Las muestras que se colocan en gradillas se llevan a la posicion de aspiracion
mediante una operacion del muestreador.

2. La sonda de muestras aspira la cantidad de plasma necesario de la gradilla (Que
para la prueba de TTPa es de 50uL).

3. El plasma de la muestra aspirado se dispensa en las cubetas de reaccion.

4. La muestra contenida en las cubetas de reaccion se incuban durante un periodo
de tiempo determinado (para la prueba de TTPa, la muestra se incuba por 1 minuto).

5. La sonda de reactivos aspira una determinada cantidad del reactivo prescrito del
frasco que se encuentra en las bandejas de reactivos. Se calienta el reactivo dentro
de la sonda de reactivos la cual tiene una temperatura de 37 + 1 grados centigrados
por espacio de unos segundos.

6. El captador lleva la muestra calentada en la incubadora hasta la posicion de
dispensado del reactivo y se afiade el reactivo de la sonda.

7. El captador agita entonces el tubo de muestra en el que se ha afiadido el reactivo
y lo lleva hasta el bloque del detector, donde comienza simultaneamente la deteccién
del analisis.

8. En el bloque del detector, la reaccion de coagulacion se detecta a partir del cambio
en la luz dispersada o transmitida. La reaccién de ensayo inmunolégico se detecta a



partir del cambio en la absorcion de la luz producida por la reaccion de los
anticuerpos con el antigeno, es decir por el cambio de luz transmitida.

9. El captador transporta las cubetas de reaccion de las muestras ya analizadas
hasta la caja de desechos de cubetas para su eliminacion.

Principios de deteccién para el método de coagulacion

Una vez calentada una cierta cantidad de plasma sanguineo durante un periodo
de tiempo determinado, se agrega el reactivo. A continuacion, la muestra a la que se
le ha afladido el reactivo se expone a una fuente de luz con una longitud de onda de
660nm; la turbidez de la muestra sanguinea se detecta durante el proceso de
coagulacion (transformacion del fibrinbgeno en fibrina) como un cambio en la
intensidad de la luz dispersada. A partir de este cambio de intensidad, se define una
curva de coagulacion mediante el método de deteccion del porcentaje.

Método de deteccidon del punto de coagulacién (deteccion del porcentaje)

El método de deteccidn del porcentaje se emplea para detectar el tiempo de
coagulacion. El nivel de intensidad de luz dispersada, justo después de afadir el
reactivo de coagulacion, pero antes de haber comenzado la coagulacion, se define
como el 0%. El nivel de intensidad de luz dispersada una vez finalizada la
coagulacion se define como el 100%. El tiempo que tarda el nivel de intensidad de
luz dispersada en alcanzar el porcentaje de deteccion predefinido se calcula a partir
de la curva de coagulacion, y esto es lo que se denomina tiempo de coagulacion.
Con este método se puede detectar el tiempo de coagulacién aunque se produzcan
pequefios cambios en la intensidad de la luz dispersada. Por lo tanto, se puede
detectar el tiempo de coagulacion de muestras que presenten cambios pequefios en
la intensidad de la luz dispersada (muestras bajas en fibrinbgeno) e incluso de
muestras cuya velocidad de cambio sea lenta (muestras con un tiempo de
coagulacion prolongado).

Curva de calibracién del método de coagulacion

Por lo que se refiere a los pardmetros cuyo principio de deteccién es el método
de coagulacion, existe una relacion lineal entre el tiempo de coagulacion y el
porcentaje de actividad (o concentracion) cuando se muestran en una grafica de
coordenadas logaritmicas. El equipo CA-1500 puede utilizar esta relacion para definir
curvas de calibracion. Estas se crean uniendo pares consecutivos de porcentajes de
actividad (o concentracion) con lineas rectas. Los dos extremos de las curvas de
calibracion se determinan prolongando la linea descrita por el par de puntos de
porcentaje de actividad (o0 concentracién) mas cercana al extremo.



Método de deteccidn Optica (deteccidn de luz dispersa)

El equipo CA-1500 utiliza el método de deteccidn Optica. De este modo detecta el
cambio en la turbidez de la muestra sanguinea durante el proceso de coagulacién
como un cambio en la intensidad de la luz dispersada. La luz que emite desde una
fuente de luz alcanza la muestra. Un fotodiodo recibe la luz dispersada y la convierte
en sefales eléctricas. Estas sefiales se almacenan y calculan en un microprocesador
con el fin de establecer el tiempo de coagulacion.

Coagulacion de la sangre e intensidad de la luz dispersada

Paso 1. Se afade reactivo caliente al plasma también calentado previamente
durante un periodo de tiempo determinado.

Paso 2: Inmediatamente después de afiadir el reactivo, la luz dispersada es débil
y apenas se producen cambios en la muestra.

Paso 3-4: A medida que va avanzando el proceso de reaccion, comienzan a
formarse los coagulos de fibrina. Al mismo tiempo la muestra comienza a
enturbiarse y se detecta un aumento apreciable en la intensidad de la luz dispersada.

Paso 5: Una vez finalizada la coagulacion, la intensidad de la luz dispersada deja
de incrementar y se estabiliza en un nivel de dispersion determinado.

Segun se ha descrito, el equipo CA-1500 puede registrar el proceso de
coagulacion de la sangre como un cambio en la intensidad de la luz dispersada y
extraer después la curva de coagulacion.

Proceso de anélisis
Proceso de anélisis de TP

A una copilla de reaccion el equipo agrega:

Volumen de muestra— 50uL — incuba por 3 minutos
(plasma)

—® agrega 100pL de reactivo de TP

—® Deteccién (Tiempo maximo: 120 segundos)



Proceso de andlisis de TTPa
A una copilla de reaccion el equipo agrega:

Volumen de muestra — 50uL — incuba por 1 minuto
(plasma)

—» agrega 50uL de reactivo de TTPa
— incuba por 3 minutos ’ agrega 50uL de CaCl2

—» Deteccion (Tiempo méximo: 180 segundos)

Proceso de andlisis de TT
A una copilla de reaccion el equipo agrega:

Volumen de muestra__p 50uL —p incuba por 3 minutos
(plasma)

g agrega 100uL de reactivode TT

»  Deteccion (Tiempo méximo: 150 segundos)

Principios de deteccién para el método de ensayo inmunolégico

Una vez calentada una cierta cantidad de muestra durante un periodo de tiempo
determinado, se puede afiadir el reactivo de estabilizacion y el reactivo sensible a los
anticuerpos. La muestra se expone a continuacion a una luz con longitud de onda
definida y se detecta el cambio en la absorcién de la luz producido por la reaccion de
los anticuerpos con el antigeno como un cambio de luz transmitida.

Método de deteccién de luz transmitida

La luz de la fuente luminosa se separa mediante uno de los 3 filtros en
componentes de 405nm, 575nm y 800nm. La luz filtrada pasa a través de la muestra
y alcanza el fotodiodo donde la intensidad de la luz transmitida se convierte en
sefales eléctricas. EI cambio en la cantidad de luz transmitida se almacena y calcula
en el microprocesador y se determina el cambio de absorcién por minuto (AOD/min)
y el porcentaje de actividad (o concentracion) cuando ambos parametros se



muestran en una grafica de nameros reales. El equipo CA-1500 puede utilizar esta
relacion para definir curvas de calibracion. Estas se crean uniendo pares
consecutivos de porcentaje de actividad (o concentracion) con lineas rectas. Los dos
extremos de las curvas de calibracion se determinan prolongando la linea descrita
por el par de puntos de porcentaje de actividad (o concentracién) mas cercana al
extremo.

NOTA: En aquellos casos en los que la concentracion de antigeno es demasiado
alta, es posible observar el fenbmeno de prozona. Por lo tanto, los incrementos de la
concentracion de antigenos vienen acompafiados de una disminuciéon de la
absorcion de la luz. Cuando se produce el fenbmeno de prozona, la concentracion de
anticuerpos indicada sera menor que el valor real. Cuando suceda esto, hay que
diluir la muestra y volver a realizar el analisis.

Proceso de anélisis de Dimero D

A una copilla de reaccion el equipo agrega:

Volumen de ™ 50uL + 25uL de acelerador > incuba por 20 segundos
muestra (plasma)
' agrega 150uL de reactivo de latex

—® Deteccién (Rango de analisis: 200 segundos)

13.2 DETERMINACIONES Y REACTIVOS (MARCA DADE BEHRING)

13.2.1 Determinacién de Tiempo de Protrombina (TP)

El reactivo Thromborel S se utiliza para la determinacion del tiempo de
protrombina (TP) segun Quick y junto con los correspondientes plasmas deficitarios,
para la determinacién de los factores de coagulacion Il, V, VIl y X.

Principio del método
El proceso de coagulacion se desencadena mediante la incubacion del plasma

con cantidades oOptimas de tromboplastina y calcio; se mide el tiempo transcurrido
hasta la formacion del coagulo de fibrina.



Reactivo

Reactivo Thromborel S. Tromboplastina obtenida de placenta humana,
liofilizada, cloruro de calcio, estabilizadores. Agente de conservacion: Gentamicin
(0.1g/L), 5-cloro-2-metil-isotiazol-3-ona y el 2-metil-4-isotiazol-3-ona (maximo
20mg/L).

Procedimiento

Volumen de muestra —® 50uL —®incuba por 3 minutos —® agrega 100uL
(plasma) de reactivo de TP

> Deteccién (Tiempo maximo: 120 segundos)

Valores de referencia

10.8 — 13.7 segundos.

13.2.2 Determinaciéon de Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa)

Suspension de cefalina de cerebro de conejo con activador plasmético para la
determinacion del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) y para los test de
coagulacion basados en este.

Fundamento

La determinacién del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) es un test
de chequeo global, el cual se utiliza primordialmente para la evaluacion del sistema
intrinseco de la coagulacion, pero igualmente indica una deficiencia funcional grave
de los factores I, V, X o del fibrinbgeno. Es un test con grandes posibilidades de uso
para el diagnostico de alteraciones de la coagulacion y para el control de las terapias
de pacientes con tendencia a las hemorragias o a la trombosis.

Principio del método

La incubacion del plasma con una cantidad 6ptima de fosfolipidos y un activador
de superficie conducen a la activacion de los factores del sistema intrinseco de la
coagulacion. Al afadir los iones de calcio se desencadena el proceso de
coagulacion. Se mide el tiempo gastado hasta la formacién del coagulo.



Reactivo

Actin Reactivo de cefaloplastina activada: Cefalina (extracto obtenido de cerebro
de conejo deshidratado) en 1.0 x 10™*M de &cido elagico, con tampén, estabilizadores
y agentes de conservacion. No existen valores estandar disponibles para la actividad
de la cefalina de cerebro de conejo.

Procedimiento

Volumen de muestra —® 50uL— incuba por 1 minuto—® agrega 50pL de
(plasma) reactivo de TTPa

— incuba por 3 minutos —® agrega 50uL de CaClz

—» Deteccion (Tiempo maximo: 180 segundos).

Valores de referencia

24.2 — 35.3 segundos.

13.2.3 Determinacién de Tiempo de Trombina (TT)
Determinacion del tiempo de trombina en plasmas humanos.
Fundamento

La determinacion del tiempo de trombina con el Reactivo Test de trombina es
apropiada: para el control de la terapéutica fibrinolitica, como test de busqueda de
anomalias en la formacion de fibrina o cuando existe la sospecha de estados graves
de deficiencia de fibrinbgeno y para distinguir entre una prolongacion del tiempo de
trombina debido a la heparina y trastornos en la formacion de fibrina.

Principio del método
La trombina transforma el fibrinbgeno existente en la muestra de plasma en

fibrina originando asi la formacién del coagulo. Se mide el tiempo necesario para la
formacion de éste.



Reactivos

Reactivo Test de trombina: liofilizado, cantidades estandarizadas de trombina
bovina, albumina bovina.

Solucion tampoén para el Reactivo Test de trombina: HEPES (25mmol/L), pH 7,4.
Agentes de conservacion; 5-cloro-2-metil-isotiazol-3-ona (6mg/l) y el 2-metil-4-
isotiazol-3-ona (2mg/L).

PROCEDIMIENTO

Volumen de muestra > 50uL » incuba por 3 minutos > agrega 100uL
(plasma) de reactivode TT

— Deteccién (Tiempo maximo: 150 segundos)

VALORES DE REFERENCIA

15.8 — 18.6 segundos

13.2.4 Determinacién de Dimero D (D-DIMER PLUS)

El D-Dimer PLUS es un test turbidimétrico con particulas intensificadoras de
latex, para la determinacion cuantitativa de los productos de degradacion de la malla
de fibrina (dimeros D) en el plasma humano.

Fundamento

Las particulas de poliestireno a las que se les ha unido de forma covalente un
anticuerpo monoclonal (DD5) contra las zonas entrecruzadas de los productos de
degradacion de la fibrina entrecruzados (dimeros D), se aglutinan cuando se mezclan
con muestras que contienen dimeros D. La region de entrecruzamiento tiene una
estructura con una simetria de espejo (simetria radial), esto quiere decir, con un
epitope para el anticuerpo monoclonal existe dos veces. Por lo tanto, se necesita
solamente un anticuerpo para lograr la reaccion de aglutinacién, la cual se puede
determinar turbidimetricamente mediante el aumento de turbidez.

Reactivos
El reactivo D-Dimer PLUS, liofilizado, contiene particulas de poliestireno,

anticuerpos monoclonales de raton, albumina sérica humana, glicina (0.02mol/L),
sacarosa (maximo 50g/L). El agente de conservacion es la azida sédica (<1g/L).



El acelerador esta fabricado a partir de una mezcla de plasmas de donantes
sanos seleccionados, mediante la adicion de una preparacion de Dimeros D ,
estabilizado con una solucién tampon Hepes (12g/L) y liofilizado. Los agentes de
conservacion son: 5-cloro-2-metil-isotiazol-3-ona y el 2-metil-4-isotiazol-3-ona
(maximo 10mg/L).

El medio de reconstitucion liquido: es una solucion salina fisiolégica tamponada.
El agente de conservacion es la azida sodica (<1g/L).

Procedimiento

Volumende —p 50uL + 25uL de acelerador — incuba por 20 segundos
muestra (plasma)

—> agrega 150uL de reactivo de latex

—® Deteccién (Rango de analisis: 200 segundos)

Valores de referencia

53 — 274 pg/mL.

13.2.5 CA CLEAN

Detergente para analizador de coagulacion de sangre totalmente automaticos. El
producto sirve para limpiar las probetas utilizadas en los analizadores de coagulacion
de sangre totalmente automaticos. Esta compuesto de Hipoclorito de sodio al 1.0%.

13.2.6 Dade Ci-Trol Control de la Coagulacion Nivel 1

Principio

El uso de controles en los laboratorios es un proceso establecido. ElI Dade Ci-Trol
Control de la coagulacion Nivel 1 se recomienda como control normal para la
determinacion del Tiempo de Protrombina, Tiempo de Tromboplastina Parcial
activada y Tiempo de Trombina.



Reactivo

Dade Ci-Trol Control de la coagulacion Nivel 1: una preparacion liofilizada de
plasmas humanos, estabilizadores y soluciones tampon.

Procedimiento

Después de reconstituir el Dade Ci-Trol Control Nivel 1 usarlo de la misma
manera y bajo el mismo procedimiento que un suero citratado recién tomado del
paciente.
Valores de referencia

Los valores se mueven dentro de los intervalos de referencia de las pruebas que
se miden.
13.2.7 Dade Ci-Trol Control de la Coagulacion Nivel 2
Principio

El uso de controles en los laboratorios es un proceso establecido. El Dade Ci-Trol
Control de la coagulacion Nivel 2 se recomienda como control anormal para la
determinacion del Tiempo de Protrombina, Tiempo de Tromboplastina Parcial
activada y Tiempo de Trombina con plasmas citratados de pacientes.

Reactivo

Dade Ci-Trol Control de la coagulacion Nivel 2: una preparacion liofilizada de
plasmas humanos, estabilizadores y soluciones tampon.

Procedimiento

Después de reconstituir el Dade Ci-Trol Control Nivel 2 usarlo de la misma
manera y bajo el mismo procedimiento que un suero citratado recién tomado del
paciente.

Valores de referencia

Los valores se mueven dentro de los intervalos de referencia de las pruebas que
se miden.



13.2.8 Dade Tampon Veronal de Owren
Principio

El tampon veronal de Owren fue desarrollado especialmente para las
investigaciones de la coagulacion, pero ademas, puede serr utilizado en todas partes
donde se necesite un tampon barbital isotonico con pH 7.35 £ 0.1.

Reactivo

Tampon veronal de Owren: sal de sodio del acido dietilbarbittrico 2.84 x 10-2 M
en solucion de cloruro de sodio, 1.25 x 10-1M, pH 7.35 £ 0.1.

13.2.9 Solucién de Cloruro de Calcio

Solucién de cloruro de concentracion 0.025 mol/L lista para usar, para la prueba
de Tiempo de Tromboplastina Parcial activada.

13.2.10 Chemikine Human TSP-1 EIA Kit (CHEMICON INTERNATIONAL)

Introduccidén

El kit Chemikine Human TSP-1 es un inmunoensayo enzimatico competitivo
(EIA), que mide las formas natural y recombinante de la citocina Trombospondina-1
(TSP-1).

Principio del test

Con el sistema de ensayo ChemiKine, los anticuerpos anti-conejo pegados de
antemano sobre los pozos de la microplaca de carnero son utilizados para capturar
un complejo especifico de TSP-1 en cada muestra consistiendo del anticuerpo TSP-
1, TSP-1 biotinilada, y muestra/estandar. El conjugado de TSP-1 biotinilada (ligando
competitivo) y la muestra o el estandar compiten por los sitios especificos de union
de anticuerpos de la TSP-1. Asi, a medida que la concentracion de TSP-1 aumenta
en la muestra, la cantidad de TSP-1 biotinilada capturada por el anticuerpo
disminuye. El ensayo se visualiza utilizando un conjugado de fosfatasa alcalina -
estreptavidina y una subsiguiente reaccion cromogénica de substrato. La cantidad de
TSP-1 detectada en cada muestra es comparada con la curva estandar de TSP-1 la
cual demuestra una relacion inversamente proporcional entre la densidad 6ptica
(O.D) y la concentracion de citocina: por ejemplo, a mayor densidad 6ptica menor
concentracion de citocina en la muestra.



Descripcién de la proteina

La TSP-1 es una glucoproteina de 165kDa con tres subunidades disulfidicas
idénticas. La TSP-1 estd presente en altas concentraciones en los granulos alfa de
las plaquetas y puede ser eficientemente secretada después de la activacion
plaquetaria. La expresion de TSP-1 es altamente regulada por diferentes hormonas y
citocinas y es ampliamente controlada. Altos niveles son expresados en el desarrollo
del coraz6n, musculo, hueso y cerebro en el embrion. La TSP-1 tiene una
distribucion limitada en los tejidos normales de adultos y es expresada altamente en
respuesta a lesibn y procesos inflamatorios. La TSP-1 tiene propiedades
antiangiogénicas y esto puede ser debido a la inhibicion de la protedlisis pericelular
requerida para la migracion celular y la proliferacion de células endoteliales.

Aplicacién

Este kit est4 disefiado para medir la cantidad “total” de TSP-1 en los fluidos. Este
sistema de ensayo no es entorpecido por autoanticuerpos, receptores solubles, o
proteinas de union que pueden interferir con la mayoria de ensayos en sandwich
comerciales. El resultado es que cantidades en nanogramos pueden ser detectadas
usando este sistema. Hay suficiente reactivo incluido en este kit para una placa de 96
pocillos. Se recomienda correr por duplicado las muestras y los estandares.

Sensibilidad analitica y limites de deteccion

Sensibilidad: 9.77 ng/mL.

Rango de deteccion: 9.77 ng/mL a 2,500 ng/mL.

Reaccion cruzada: minima contra estandares de citocinas.
Variacion intra-ensayo: + 7.8%.

Variacion inter-ensayo: = 10%.

Componentes del kit

Buffer de lavado. 1 botella de 50 mL.

Anticuerpo TSP-1. 1 vial (liofilizado).

Estandar de TSP-1. 1 vial (liofilizado).

Conjugado TSP-1. 1 vial (liofilizado).

Diluyente # 2. 2 botellas de 30 mL (listo para usar).
Reactivo de color A. 1 botella de 12 mL.

Reactivo de color B. 1 botella de 12 mL.

Fosfatasa alcalina-estreptavidina. 1 vial (liofilizado).
Solucién de parada. 1 botella que contiene 10 mL de acido sulfurico 0.5 M
(listo para usar).

10.Placa de 96 pozos pre-cubierta.

11. Sellantes de placa de acetato. 2 sellantes.
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Materiales requeridos pero no suministrados

Pipetas multicanal o de repeticiones.

Pipeteadores y puntas capaces de medir exactamente 10-1000 pL.
Pipetas serolégicas graduadas de 25 mL y/o 10 mL.

Lector de placa con filtro de 490 nm.

Lavador de placas.

Papel semi-logaritmico para trazar los datos manualmente.
Tubos de ensayo de 12x75 y 13x100.

Tubos de centrifuga de 15 mL y de 25 mL.

. Vortex mecénico.

10.Un contenedor de 1 litro.

11. Agua desionizada para diluir el buffer de lavado.
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Sistema de generacion de color

ChemiKine utiliza un sistema de generacién de color en dos pasos. En este
sistema, la fosfatasa alcalina desfosforila al NADPH (substrato) a NADH. El NADH
sirve entonces de cofactor, el cual activa una reaccion redox ciclica catalizada por
una deshidrogenasa alcohdlica y una diaforasa. La reaccion posterior forma un
producto de color rojo (formazén) que absorbe luz a 490 nm.

Claves técnicas
Almacenar el kit y sus reactivos entre 2-8 °C. No congelar.
Todas las muestras y estandares deben correrse por duplicado.
Todas las muestras y los reactivos del kit deben estar a temperatura ambiente (20
- 25°C) antes de usarlas.
Dejar que las muestras alcancen solas la temperatura ambiente, no utilizar bafios
de agua para descongelarlas.
Si se utiliza una micropipeta multicanal, utilizar siempre reservorios de reactivos
limpios para la adicién del anticuerpo de TSP-1, del conjugado de TSP-1, la
solucion de fosfatasa alcalina-estreptavidina, la solucion de reactivo de color y la
solucion de parada.
Usar puntas limpias para evitar contaminacion cruzada.

No mezclar reactivos de diferentes lotes.

Evitar la contaminacioén microbiana de los reactivos.



Evitar exponer los reactivos del kit a calor excesivo o a la luz durante su
almacenamiento e incubacion.

No congelar los reactivos del kit.

No mezclar los reactivos de color de antemano. Debe cuidarse mucho que no se
contamine la solucion de color. Si la solucidon se vuelve roja inmediatamente
después de mezclarla, no usarla.

Recoleccién de las muestras y almacenamiento

Evaluar rapidamente las muestras o almacenarlas a una temperatura mayor o
igual de -70°C. Los niveles de TSP-1 pueden variar debido a contaminacion de la
muestra con plaquetas. Evitar continuos ciclos de congelacién-descongelacion. El
plasma congelado puede mostrar valores de TSP-1 disminuidos.

Preparacion de los reactivos

Anticuerpo anti-TSP-1 humana de conejo: reconstituir el liofilizado de anticuerpo
de TSP-1 con 4 mL de diluyente # 2 y mezclar con el vértex.

Estandar de TSP-1 recombinante: utilizar el diluyente # 2 para reconstituir el vial
de TSP-1 estandar y para diluir los estandares.

Conjugado de TSP-1 humana: reconstituir el liofilizado con 3mL de diluyente # 2 y
mezclar con el vortex.

Buffer de lavado diluido: diluir el buffer de lavado en 1 litro de agua desionizada.
Mezclar para homogenizar.

Fosfatasa alcalina- estreptavidina: reconstituir el liofilizado con 6mL de diluyente #
2 y mezclar con el vortex.

Reactivos de color: permitir que el reactivo de color Ay B alcancen la temperatura
ambiente. No mezclar los reactivos de antemano. Se necesita aproximadamente
20 mL de la solucion de color para toda la placa. Mezclar apropiadamente los
volimenes de cada reactivo en un tubo de centrifuga limpio de 15 mL o de 25 mL
y mezclarlos en el virtex antes de usar. Descartar la solucién no utilizada.

Almacenamiento de otros componentes del kit

El almacenamiento posterior de otras soluciones diluidas debe ser a una
temperatura de entre 2-8 °C por un tiempo no mayor a 14 dias.



Los pozos no utilizados deben ser guardados en la bolsa con desecante a una
temperatura de entre 2-8 °C por un tiempo no mayor a 14 dias.

Instrucciones del ensayo

Por duplicado, dispensar 100 uL de los estandares # 0-5 en sus respectivos
pOZos.

Se han reportado niveles normales en plasma en el rango de 20-300 ng/mL.
Usualmente, las muestras deben ser diluidas en una proporcion de 10 a 1000
usando el diluyente # 2. Se recomienda una dilucion inicial de 1:100 (10 uL de
muestra + 990 uL de dluyente # 2). Debido a las variaciones en la concentracion
de TSP-1 en las muestras, se pueden necesitar multiples diluciones. Por
duplicado, afiadir 100uL de cada muestra diluida en los pozos designados.

Dispensar 25 uL del anticuerpo policlonal anti-TSP-1 humana de conejo en cada
pozo, sellar la placa con el sellante de placa de acetato para prevenir la
evaporacion e incubar por 3 horas a temperatura ambiente.

Remover cuidadosamente el sellante, dispensar 25 uL de conjugado de TSP-1 en
cada pozo, sellar nuevamente la placa e incubar por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Lavado: para lavadores automaticos de placas se recomiendan dos ciclos de 5
lavados, dispensando 250 uL de buffer de lavado por pozo con un intervalo de 10
minutos de remojo entre los 2 ciclos.

Permitir que los reactivos de color alcancen la temperatura ambiente. Dispensar
50 uL de fosfatasa alcalina-estreptavidina diluida en cada pozo. Resellar la placa
e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Remover suavemente el sellante. Lavar 5 veces la placa como se describid
anteriormente.

Dispensar 200 uL de la solucién de color preparada en cada pozo. Incubar a
temperatura ambiente por 12 minutos.

Es muy importante que se monitoreé la formacion de color. Se recomienda que la
placa sea leida a 490 nm durante los 12 minutos de incubacion para monitorear la
velocidad a la que se forma el color. Cuando la O.D. ha alcanzado 1.6, tomar una
lectura y almacenarla. Dispensar 50 uL de solucién de parada en este momento
en cada pozo. Este es un paso opcional. Leer la placa por una ultima vez a 490
nm.



13.2.11 Human sL-Selectin Inmmunoassay (R&D SYSTEMS)

Introduccidén

Este inmunoensayo es un ELISA de fase sélida de 2 horas disefiado para medir
sL-Selectina en suero y plasma. Contiene sL-Selectina recombinante humana y
anticuerpos obtenidos contra el factor recombinante. Este inmunoensayo ha
mostrado la cuantificacion precisa de sL-Selectina humana recombinante y natural.

Principio del ensayo

Este ensayo utiliza una técnica de inmunoensayo enzimético en sandwich. Un
anticuerpo monoclonal especifico para sL-Selectina se ha pegado de antemano
sobre la microplaca. Los estandares, muestras y controles son dispensados en
pozos Yy cualquier cantidad de sL-Selectina presente se une al anticuerpo
inmovilizado.  Posteriormente se afiade a los pozos un anticuerpo policlonal
especifico unido a una enzima. Luego de un lavado para remover cualquier cantidad
de reactivo no unido, se afiade una solucién de substrato a los pozos y se desarrolla
color en proporcion a la cantidad de sL-Selectina unida en el primer paso. El
desarrollo de color es detenido y se mide la intensidad del color.

Reactivos

Microplaca de sL-Selectina: microplaca de 96 pozos con anticuerpos
monoclonales de raton de sL-Selectina humana pegados.

Estandares de sL-Selectina: 6 viales de sL-Selectina recombinante, con tinte azul
y preservativos. La concentracion de sL-Selectina se muestra en las etiquetas de
los viales.

Diluyente de muestra: 3 botellas (de 20 mL/cada una) de un buffer a base de
proteinas, con tinte azul y preservativos.

Conjugado de sL-Selectina: 11 mL de anticuerpo policlonal de oveja y conjugado
de sL-Selectina humana recombinante y peroxidasa de rabano en un buffer, con
tinte rojo y preservativos.

Control de sL-Selectina: 1 vial de suero humano liofilizado que contiene sL-
Selectina.

Concentrado de buffer de lavado: 20 mL de buffer surfactante concentrado, con
preservativos.



Substrato: 11 mL de solucion de substrato estabilizada (tetrametilbenzidina).

Solucién de parada: 11 mL de solucién acida.

Sellantes de placa: 8 sellantes adhesivos de placa.
Almacenamiento

El kit no abierto se almacena a una temperatura entre 2-8°C. No usar el kit
después de su fecha de caducidad. El kit abierto y con reactivos reconstituidos se
puede almacenar por un mes a 2-8°C.

Otros insumos requeridos

Lector de microplacas capaz de leer absorbancias a 450 nm, con la longitud de
onda de correccion dispuesta a 620 nm o0 650 nm.

Pipetas y puntas para pipetas.

Agua desionizada o destilada.

Lavador de microplacas automatico.

Cilindro graduado de 500 mL.
Recolecciéon de la muestra y almacenamiento

Plasma: colectar la muestra usando EDTA o heparina o citrato como
anticoagulante. Centrifugar por 10 minutos a 4000rpm antes de 120 minutos después
de tomada la muestra. Analizar inmediatamente o alicuotar la muestra y almacenarla
a 2-8°C por un maximo de 7 dias 0 a <-70°C por 24 semanas. Evitar ciclos repetitivos
de congelacion-descongelacion.
Preparacion de la muestra

Las muestras de plasma requieren al menos de una diluciéon 1:100 con el
diluyente de muestras. Se recomienda una dilucién con 10 uL de muestra + 990 uL
de diluyente de muestras.

Preparacion de reactivos

Buffer de lavado concentrado: Si han formado cristales en el concentrado, llevarlo
a temperatura ambiente y mezclar suavemente hasta que los cristales desaparezcan



por completo. Diluir 20 mL del buffer de lavado concentrado en agua desionizada o
destilada para preparar 500 mL de buffer de lavado.

Control de sL-Selectina: reconstituir el control inmediatamente antes de usar con
500 uL de agua deionizada o destilada. Dejar el control en reposo a temperatura
ambiente por al menos 10 minutos. Mezclar suavemente por inversion. El control
debe diluirse con el diluyente de muestras (1:100; 10 puL de control + 990 uL de
diluyente de muestra) antes de usarse.

Procedimiento del ensayo

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de utilizar. Se
recomienda que los estandares, controles y muestras se analicen por duplicado.

Preparar los reactivos, muestras y controles como se indicé anteriormente.
Guardar en la bolsa las tiras de pozos de la microplaca que no se utilicen.

Afadir 100 pL de estandar, de control y de muestra a cada pozo. Asegurarse que
la adicion de la muestra sea ininterrumpida y completada antes de 15 minutos.

Cubrir la placa con los sellantes proporcionados e incubar a temperatura
ambiente por 1 hora.

Afadir 100 pL de conjugado de sL-Selectina a cada pozo con suficiente fuerza
para asegurar que se mezclen.

Cubrir nuevamente la placa e incubarla a temperatura ambiente por 30 minutos.

Aspirar o decantar cada pozo y lavar, repetir este proceso por 5 veces para un
total de 6 lavados. Para lavar se llena cada pozo con buffer de lavado (400 pL).
Eliminar cualquier exceso de liquido es esencial para un buen desempefio.
Después del ultimo lavado, remover cualquier resto de buffer de lavado por
aspiracion o decantacién. Invertir la placa y secarla sobre toallas limpias de

papel.

Afadir 100 uL de substrato a cada pozo. Cubrir la placa con el sellante de placa e
incubarla a temperatura ambiente por 30 minutos.

Afnadir 100 uL de solucién de parada en cada pozo.
Determinar la densidad optica de cada pozo dentro de los 30 minutos siguientes

usando un lector de microplacas a 450 nm. Colocar la longitud de onda corregida
en 620 nm o 650 nm.



Calculo de resultados

Calcular la media de los valores de absorbancia para cada juego de estandares
por duplicado. Crear una curva de calibracion y determinar la concentracion de cada
muestra desconocida calculando la concentracion de sL-Selectina correspondiente a
la media de absorbancia de la curva estandar. Para las muestras y el control, la
concentracion determinada a partir de la curva estandar se debe multiplicar por el
factor de dilucion.

Precision
Precision Intraensayo
Muestra 1 2 3
n 20 20 20
Media (ng/mL) 210 881 3025
CV (%) 5.0 2.5 4.1
Precision Interensayo
Muestra 1 2 3
n 21 21 21
Media (ng/mL) 209 882 3083
CV (%) 11.9 8.8 7.1
Sensibilidad

La dosis minima detectable es tipicamente menor a 0.3 ng/mL.
Especificidad

Este ensayo reconoce tanto la sL-Selectina natural como recombinate. No se ha
encontrado reaccion cruzada con la sE-Selectina humana recombinante. Se
analizaron 56 moléculas de adhesion adicionales y no se observé reaccion cruzada
ni interferencia.

Valores de muestras

Tipo de muestra | Media (ng/mL) | Rango (ng/mL)
Suero 663 269 — 1208
Plasma con 648 374 — 1041
EDTA
Plasma con 858 500 - 1451
Citrato de sodio




13.2.12 Human sP-Selectin Inmmunoassay (R&D SYSTEMS)

Introduccidén

Este inmunoensayo es un ELISA de fase soélida de 1.25 horas disefiado para
medir sP-Selectina en suero y plasma. Contiene sP-Selectina recombinante humana
y anticuerpos obtenidos contra el factor recombinante. Este inmunoensayo ha
mostrado la cuantificacion precisa de sP-Selectina humana recombinante.

Principio del ensayo

Este ensayo utiliza una técnica de inmunoensayo enzimatico en sandwich. Un
anticuerpo monoclonal especifico para sP-Selectina se ha pegado de antemano
sobre la microplaca. Los estdndares, muestras y controles son dispensados en
pozos junto con un anticuerpo policlonal especifico para sP-Selectina que ha sido
conjugado con peroxidasa de radbano. Luego de un lavado para remover cualquier
cantidad de reactivo no unido, se afiade una solucion de substrato a los pozos y se
desarrolla color en proporcién a la cantidad de sP-Selectina unida en el primer paso.

Reactivos

Microplaca de sP-Selectina: microplaca de 96 pozos con anticuerpos
monoclonales de raton de sP-Selectina humana pegados.

Estandares de sP-Selectina: 6 viales de sP-Selectina recombinante, con tinte azul
y preservativos. La concentracion de sP-Selectina se muestra en las etiquetas de
los viales.

Diluyente de muestra: 2 botellas (de 20 mL/cada una) de un buffer a base de
proteinas, con tinte azul y preservativos.

Conjugado de sP-Selectina concentrado: 0.3 mL de anticuerpo policlonal de oveja
y conjugado de sP-Selectina humana recombinante y peroxidasa de rabano en un
buffer, con tinte rojo y preservativos.

Diluyente del concentrado: 11 mL de diluyente HRP-conjugado concentrado, con
tinte rojo y preservativos.

Control de sP-Selectina: 1 vial de suero humano liofilizado que contiene sP-
Selectina.

Concentrado de buffer de lavado: 20 mL de buffer surfactante concentrado, con
preservativos.



Substrato: 11 mL de solucion de substrato estabilizada (tetrametilbenzidina).

Solucién de parada: 11 mL de solucion acida.

Sellantes de placa: 8 sellantes adhesivos de placa.
Almacenamiento

El kit no abierto se almacena a una temperatura entre 2-8°C. No usar el kit
después de su fecha de caducidad. El kit abierto y con reactivos reconstituidos se
puede almacenar por un mes a 2-8°C.

Otros insumos requeridos

Lector de microplacas capaz de leer absorbancias a 450 nm, con la longitud de
onda de correccion dispuesta a 620 nm o0 650 nm.

Pipetas y puntas para pipetas.

Agua desionizada o destilada.

Lavador de microplacas automatico.

Cilindro graduado de 500 mL.
Recolecciéon de la muestra y almacenamiento

Plasma: colectar la muestra usando EDTA o heparina o citrato como
anticoagulante. Centrifugar por 10 minutos a 4000 rpm antes de 120 minutos
después de tomada la muestra. Analizar inmediatamente o alicuotar la muestra y
almacenarla a 2-8°C por un maximo de 7 dias o a <-70°C por 24 semanas. Evitar
ciclos repetitivos de congelacion-descongelacion.
Preparacion de la muestra

Las muestras de plasma requieren al menos de una dilucién 1:20 con el diluyente
de muestras. Se recomienda una dilucion con 15 uL de muestra + 285 uL de
diluyente de muestras.

Preparacion de reactivos

Buffer de lavado concentrado: Si han formado cristales en el concentrado, llevarlo
a temperatura ambiente y mezclar suavemente hasta que los cristales desaparezcan



por completo. Diluir 20 mL del buffer de lavado concentrado en agua desionizada o
destilada para preparar 500 mL de buffer de lavado.

Estandares: reconstituir los estandares inmediatamente antes de usar con 1.0 mL
de agua destilada o desionizada. Mezclar suavemente por inversion. Dejar los
estandares en reposo a temperatura ambiente por un tiempo minimo de 10 minutos y
mezclar suavemente por inversion hasta que se haya disuelto todo el contenido. No
requieren dilucién.

Control de sP-Selectina: reconstituir el control inmediatamente antes de usar con
500 uL de agua deionizada o destilada. Dejar el control en reposo a temperatura
ambiente por al menos 10 minutos. Mezclar suavemente por inversion. El control
debe diluirse con el diluyente de muestras (1:20; 15 uL de control + 285 uL de
diluyente de muestra) antes de usarse.

Conjugado de sP-Selectina concentrado: Adicionar 250 pL del conjugado
concentrado a la botella de diluyente de concentrado. Mezclar suavemente por
inversion. No requiere dilucion.

Procedimiento del ensayo

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de utilizar. Se
recomienda que los estandares, controles y muestras se analicen por duplicado.

Preparar los reactivos, muestras y controles como se indicé anteriormente.
Guardar en la bolsa las tiras de pozos de la microplaca que no se utilicen.
Afadir 100 uL de estandar, de control y de muestra a cada pozo.

Afnadir 100 uL de conjugado de sP-Selectina diluido a cada pozo con suficiente
fuerza para asegurar que se mezclen.

Cubrir la placa con los sellantes proporcionados e incubar a temperatura
ambiente por 1 hora.

Aspirar o decantar cada pozo y lavar, repetir este proceso por 2 veces para un
total de 3 lavados. Para lavar se llena cada pozo con buffer de lavado (300 pL).
Eliminar cualquier exceso de liquido es esencial para un buen desempefio.
Después del ultimo lavado, remover cualquier resto de buffer de lavado por
aspiracion o decantacion. Invertir la placa y secarla sobre toallas limpias de

papel.



Afadir 100 uL de substrato a cada pozo. Cubrir la placa con el sellante de placa e
incubarla a temperatura ambiente por 15 minutos.

Afadir 100 uL de solucién de parada en cada pozo.

Determinar la densidad Optica de cada pozo dentro de los 30 minutos siguientes
usando un lector de microplacas a 450 nm. Colocar la longitud de onda corregida
en 620 nm o 650 nm.

Célculo de resultados

Calcular la media de los valores de absorbancia para cada juego de estandares
por duplicado. Crear una curva de calibracion y determinar la concentracion de cada
muestra desconocida calculando la concentracién de sP-Selectina correspondiente a
la media de absorbancia de la curva estandar. Para las muestras y el control, la
concentracion determinada a partir de la curva estandar se debe multiplicar por el
factor de dilucion.

Precision
Precision Intraensayo
Muestra 1 2 3
n 10 10 10
Media (ng/mL) 84 430 668
Desviacion 4.28 21.1 37.4
estandar
CV (%) 5.1 4.9 5.6
Precision Interensayo
Muestra 1 2 3
n 18 18 18
Media (ng/mL) 94 451 730
Desviacion 9.31 39.7 57.7
estandar
CV (%) 9.9 8.8 7.9
Sensibilidad

La dosis minima detectable es tipicamente menor a 0.5 ng/mL.
Especificidad
Este ensayo reconoce tanto la sP-Selectina natural como recombinante. No se ha

encontrado reaccion cruzada con la sE-Selectina ni con la sL-Selectina humana
recombinante.



Valores de muestras

Tipo de muestra | Media (ng/mL) | Rango (ng/mL)

Suero 82 51-113

Plasma con 33 22— 44
EDTA

Plasma con 29 18 -40
citrato

Plasma con 39 25 —-53

Heparina

Niveles de sP-Selectina de hasta 50,000 ng/mL dan lectura en densidades
Opticas mayores que el estandar maximo.

13.2.13 Human sE-Selectin Inmmunoassay (R&D SYSTEMS)

Introduccidén

Este inmunoensayo es un ELISA de fase sélida de 2 horas disefiado para medir
sE-Selectina en suero y plasma. Contiene sE-Selectina recombinante humana y
anticuerpos obtenidos contra el factor recombinante. Este inmunoensayo ha
mostrado la cuantificacion precisa de sE-Selectina humana recombinante y natural.

Principio del ensayo

Este ensayo utiliza una técnica de inmunoensayo enzimatico en sandwich. Un
anticuerpo monoclonal especifico para sE-Selectina se ha pegado de antemano
sobre la microplaca. Los estandares, muestras y controles son dispensados en
pozos y cualquier cantidad de sE-Selectina presente se une al anticuerpo
inmovilizado y a un segundo anticuerpo monoclonal especifico para sE-Selectina
unido a una enzima. Posteriormente se afiade a los pozos un anticuerpo policlonal
especifico unido a una enzima. Luego de un lavado para remover cualquier cantidad
de reactivo no unido, se afiade una solucion de substrato a los pozos y se desarrolla
color en proporcion a la cantidad de sE-Selectina unida en el primer paso. El
desarrollo de color es detenido y se mide la intensidad del color.

Reactivos

Microplaca de sE-Selectina: microplaca de 96 pozos con anticuerpos
monoclonales de raton de sE-Selectina humana pegados.



Estandares de sE-Selectina: 6 viales de sE-Selectina recombinante, con tinte azul
y preservativos. La concentracion de sE-Selectina se muestra en las etiquetas de
los viales.

Diluyente de muestra: 2 botellas (de 21 mL/cada una) de un buffer a base de
proteinas, con tinte azul y preservativos.

Conjugado de skE-Selectina concentrado: 0.3 mL de anticuerpo conjugado de SE-
Selectina humana recombinante y peroxidasa de rabano en un buffer, con
preservativos.

Diluyente del concentrado: 11 mL de diluyente HRP-conjugado concentrado, con
preservativos.

Control de sE-Selectina: 1 vial de suero humano liofilizado que contiene sE-
Selectina.

Concentrado de buffer de lavado: 20 mL de buffer surfactante concentrado, con
preservativos.

Substrato: 11mL de solucion de substrato estabilizada (tetrametilbenzidina).

Solucién de parada: 11 mL de solucion acida.

Sellantes de placa: 8 sellantes adhesivos de placa.
Almacenamiento

El kit no abierto se almacena a una temperatura entre 2-8°C. No usar el kit
después de su fecha de caducidad. El kit abierto y con reactivos reconstituidos se
puede almacenar por un mes a 2-8°C.

Otros insumos requeridos

Lector de microplacas capaz de leer absorbancias a 450 nm, con la longitud de
onda de correccién dispuesta a 620 nm o 650 nm.

Pipetas y puntas para pipetas.
Agua desionizada o destilada.

Lavador de microplacas automatico.



Recoleccién de la muestray almacenamiento

Plasma: colectar la muestra usando EDTA o heparina o citrato como
anticoagulante. Centrifugar por 10 minutos a 4000 rpm antes de 120 minutos
después de tomada la muestra. Analizar inmediatamente o alicuotar la muestra y
almacenarla a 2-8°C por un maximo de 7 dias o a <-70°C por 24 semanas. Evitar
ciclos repetitivos de congelacion-descongelacion.

Preparacion de la muestra

Las muestras de plasma requieren al menos de una dilucidn 1:20 con el diluyente

de muestras. Se recomienda una dilucion con 25 uL de muestra + 475 uL de
diluyente de muestras.

Preparacion de reactivos

Buffer de lavado concentrado: Si han formado cristales en el concentrado, llevarlo
a temperatura ambiente y mezclar suavemente hasta que los cristales desaparezcan
por completo. Diluir 20 mL del buffer de lavado concentrado en agua desionizada o
destilada para preparar 500 mL de buffer de lavado.

Estandares: reconstituir los estandares inmediatamente antes de usar con 1.0 mL
de agua destilada o desionizada. Mezclar suavemente por inversion. Dejar los
estandares en reposo a temperatura ambiente por un tiempo minimo de 10 minutos y
mezclar suavemente por inversion hasta que se haya disuelto todo el contenido. No
requieren dilucién.

Control de sE-Selectina: reconstituir el control inmediatamente antes de usar con
500 uL de agua deionizada o destilada. Dejar el control en reposo a temperatura
ambiente por al menos 10 minutos. Mezclar suavemente por inversion. EIl control
debe diluirse con el diluyente de muestras (1:20; 25 uL de control + 475 puL de
diluyente de muestra) antes de usarse.

Conjugado de sE-Selectina concentrado: Adicionar 250 pL del conjugado
concentrado a la botella de diluyente de concentrado. Mezclar suavemente por
inversion. No requiere dilucion.

Procedimiento del ensayo

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de utilizar. Se
recomienda que los estandares, controles y muestras se analicen por duplicado.
Preparar los reactivos, muestras y controles como se indico
anteriormente.Guardar en la bolsa las tiras de pozos de la microplaca que no se
utilicen.



Afadir 100 uL de conjugado de sE-Selectina diluido a cada pozo.
Afnadir 100 uL de estandar, de control y de muestra a cada pozo.

Cubrir la placa con los sellantes proporcionados e incubar a temperatura
ambiente por 1.5 horas.

Aspirar o decantar cada pozo y lavar, repetir este proceso por 5 veces para un
total de 6 lavados. Para lavar se llena cada pozo con buffer de lavado (300 pL).
Eliminar cualquier exceso de liquido es esencial para un buen desempefio.
Después del ultimo lavado, remover cualquier resto de buffer de lavado por
aspiraciéon o decantacién. Invertir la placa y secarla sobre toallas limpias de

papel.

Afnadir 100 uL de substrato a cada pozo. Cubrir la placa con el sellante de placa e
incubarla a temperatura ambiente por 30 minutos.

Afadir 100 uL de solucién de parada en cada pozo.

Determinar la densidad 6ptica de cada pozo dentro de los 30 minutos siguientes
usando un lector de microplacas a 450 nm. Colocar la longitud de onda corregida
en 620 nm o 650 nm.

Calculo de resultados

Calcular la media de los valores de absorbancia para cada juego de estandares
por duplicado. Crear una curva de calibracion y determinar la concentracién de cada
muestra desconocida calculando la concentracion de sE-Selectina correspondiente a
la media de absorbancia de la curva estandar. Para las muestras y el control, la
concentracion determinada a partir de la curva estandar se debe multiplicar por el
factor de dilucion.

Precisiéon
Precision Intraensayo

Muestra 1 2 3

n 10 10 10
Media (ng/mL) 21.9 56.6 115
Desviacion 1.1 2.7 5.4

estandar

CV (%) 5.0 4.8 4.7




Precision Interensayo

Muestra 1 2 3
n 18 18 18
Media (ng/mL) 204 54.7 115
Desviacion 1.8 3.1 8.5
estandar
CV (%) 8.8 5.7 7.4
SENSIBILIDAD

La dosis minima detectable es tipicamente menor a 0.1 ng/mL.
Especificidad

Este ensayo reconoce tanto la sE-Selectina natural como recombinante. No se ha
encontrado reaccion cruzada con IgG humana natural, sVCAM-1 recombinante
humana, sICAM-1 recombinante humana o con la sP-Selectina humana natural.

Valores de muestras

Se analizaron 30 muestras de plasma para concentraciones de sE-Selectina
usando el procedimiento antes descrito. El valor medio fue de 46.3 mg/mL con un
rango de * ldesviacion estandar de 29.1 — 63.4 ng/mL. Se encontr6 que los valores
en plasmas recolectados con citrato estan ligeramente disminuidos comparados con
los de muestras de suero o plasmas recolectados con heparina.

13.3 ESTABLECIMIENTO DE INTERVALOS DE REFERENCIA

El CLIA1"88 Subparte K, 493.1213(b)(1) y (2) presenta los requerimientos para la
verificacion de los intervalos de referencia de un nuevo procedimiento previo al
reporte de resultados de pacientes. Algunos ensayos, como ensayos de factores, no
requieren que cada laboratorio realice un estudio de intervalos de referencia, debido
a gque investigaciones clinicas han establecido intervalos de referencia que son
aceptados totalmente por la comunidad clinica. Sin embargo se deben establecer
intervalos de referencia para el Tiempo de Tromboplastina Parcial activado.

Requisitos:
- Los donadores deben ser una poblacién normal (sin condicion patologica
conocida).
- Los donadores no deben tomar medicamentos, ni siquiera aspirina.



Nota:

Se debe incluir un minimo de 20 donadores con una distribucién
razonablemente pareja de hombres y mujeres.

Los donadores deben abarcar todo el rango de edad adulta.

El estudio debe realizarse en un periodo de varios dias y por personas
diferentes, si es posible, para minimizar la variacion de dia a dia.

Se debe analizar un minimo de 4 a 6 muestras por dia, siguiendo el protocolo
establecido por el laboratorio para la recoleccion, almacenamiento y
procesamiento de las muestras de plasma.

Los resultados de los donadores deben ser analizados estadisticamente y se
debe calcular la media £ 2DS o calcular un limite de confianza del 95%.

Debido a que el intervalo de referencia es definido a partir de + 2DS, los

valores que caen por fuera de este rango puede que sean 0 no normales y deben ser
evaluados posteriormente. Estadisticamente un cierto porcentaje de estos pacientes
seran normales. Sin embargo, debido a que se definen los rangos normales de esta
forma, serd menos probable que los pacientes anormales no sean detectados.

Procedimiento del instrumento:

Reconstituir el reactivo apropiado usando agua destilada o desionizada segun
lo que se indigue en la etiqueta del vial. Mezclar suavemente por inversion.
Preparar el instrumento con los reactivos adecuados para la prueba a evaluar
siguiendo las instrucciones del manual del operador del instrumento.

Realizar la prueba como se indica en las hojas de aplicacion.

Almacenar los resultados en las hojas destinadas para anotar los intervalos de
referencia.

Estadisticamente determinar la media £ 2DS o calcular un limite de confianza
del 95%.

Debido a que el intervalo de referencia es definido a partir de + 2DS, los
valores que caen por fuera de este rango puede que sean 0 no normales y
deben ser evaluados posteriormente.

Célculo del intervalo de referencia:

1.
2.

Calcular la media aritmética y la desviacion estandar.
El intervalo de referencia determinado es la media aritmética + 2DS.

Referencias:

NCCLS document C28-A, June, 1995. How to Define and Determine Referente
Intervals in the Clinical Laboratory: Approved Guideline; Vol.15, No 4.

NCCLS Document H47. One-Stage Prothrombin Time Test (PT) and Activated Partial
Thromboplastin Time Test (APTT).
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