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INTRODUCCION

Estado hipercoagulable es la tendencia de formar trombos venosos y
arteriales. En 1845, Virchow postuld tres factores responsables de la trombosis. que ain se
mantienen relevantes y son: alteraciones de la sangre (hipercoagulabilidad); cambios en el
vaso sanguineo (lesién vascular); y alteraciones en el flujo sanguineo (estasis). En la
mayoria de los pacientes no se les localiza un defecto especifico. Sin embargo, hay gran
variedad de condiciones o enfermedades QUe se asocian con un incremento de riesgo a

trombosis (1). - )

Uno de los problemas en la medicina actual es la frecuencia de trombosis
arterial o venosa. Sin embargo, una evidencia firme de que exista un estado de
hipercoagulabilidad no hay. En realidad, se trata de un concepto hipotético que surgié‘
debido a que los pacientes que tiene (o han tenido) una trombosis, han mostrado cambios en

su funcion hemostatica.

Existen diversas suposiciones para creer ‘que la hipercoagulabilidad
sistémica actua en la patogenia de la trombosis. La palabra hipercoagulabilidad se utiliza
para sefialar la presencia en el plasma de actividades o concentraciones de varios
procoagulaﬂtes aumentados, o la presencia en la circulacion de factores de la coagulacion
activados (2).

La trombosis puede ser clasificada en dos tipos: primaria y secundaria. Un
estado hipercoagulable primario incluye resistencia a la proteina C activada (o por factor V
Leiden), anticoagulante lipico, anticuerpos anticardiolipinas, deficiencias de proteina C,
proteina S, o de antitrombina III, disfibrinogenemias, y aumento de homocisteinemia. La
trombosis secundaria es consecuencia de factores que incluyen estados postoperétorios,

embarazo, el uso de anticonceptivos orales, estasis, y cancer (3).



'

La estasis parece ser un factor muy importante en la induccion de trombosis.
Desde el punto de vista clinico, la inactividad prolongada predispone a la trombosis venosa.
No obstante, deben intervenir también otros factores, ya que pueden existir una estasis
importante en venas normales sin que se manifieste una predisposicion a la trombosis ).
Esta claro que factores tales como la estasis interviene en el embarazo, pero estas
consideraciones resultan obvias en la trombosis que se asocia con niveles elevados de los

factores de la coagulacion en los pacientes no gestantes.

Cuando el estado de hipercoagulabilidad se acompafia de coagulacion
intravascular diseminada (DIC), puede haber una obstruccién trombética tanto de los
grandes vasos como de los pequefios, a pesar de que uno de los principales efectos de este

trastorno es el consumo de los factores de coagulacion circulantes y de plaquetas.

COAGULACION NORMAL

La coagulacion sanguinea es el sistema de defensa del hospedero, que
mantiene laAintegridad del sistema circulatorior. Alteraciones en el lecho capilar y laceracion
de venas y arteriolas, provocan extravasacion de sangre al espacio extravascular. Para
prevenir la excesiva salida de sangre, el sistema hemostatico, que incluye plaquetas,

células endoteliales vasculares y proteinas plasmaticas de la coagulacion, entran en juego.

Inmediatamente después de la lesion tisular, se forma el tapén plaquetario a
través del proceso de adhesion y agfegacién. La coagulacion puede considerarse un
mecanismo para el reemplazé rapido del tapén plaquetario inestable, por el coagulo estable
de fibrina. Una serie de reacciones interdependientes mediadas por enzimas irasladan la
sefial molecular que inicia la coagulacion en un evento biologico, para la formacion del

codgulo de fibrina.



In vitro la generacion de trombinab y la formacion del coagulo de fibrina se

realiza en dos vias separadas, la via intrinseca y la via extririseca. Para generar el coagulo

‘ por via extrinseca, se requiere de un activador, llamado Factor tisular que es una proteina
de la superficie celular, que entra en contacto con la sangre que fluye en el sitio de la lesion

vascular.

La via intrinseca de la coagulacion incluye proteinas, cofactores y enzimas.
Esta via es iniciada por la activacion del factor XII, a través de lﬁ calicreina o cambios
negativos de la superficie, incluyendo el vidrio in vifro. El Cimodgeno de alto peso
molecular facilita ésta activacion. La forma activa del faétor XII, cataliza la conversién de l
proenzima factor X1 a factor XI activo. En presencia de Calcio (Caz+), el factor XI activado
actia sobre la proenzima factor IX para convertirlo en fachr IXa. El factor IXa al unirse al
factor VIIla, ambos a la superficie de membrana en presencia de Caz-, generaﬁ un
complejo con actividad enzimatica. Este complejo convierte la proenzima factor X, en su
forma activa (factor Xa). En forma paralela, la interaccion del factor Xa unido a el
cofactor Va, ambos en la superficie de membrana en presencia de Ca+, generan un
" complejo con actividad enzimatica, llamado Protrombinasa. ESte complejo convierte la
proenzima protrombina (II), a su forma activa llamada trombina (Ila), y liberaciéon del
fragmento 1+2. La trombina actia sobre el fibrinégeno para generar mondmeros de fibrina,

con rapida polimerizacién a coagulo de fibrina.

La via extrinseca de la coagﬁlacién sanguinea, incluye proteinas, cofactores
y enzimas. Esta via es iniciada por la formacion de un complejo entre el factor tisular de la
superficie celular y factor VIla . Sin embargo, el mecanismo por el cual una pequefia
cantidad de factor VII es convertido en factor VIIa es ain no demostrada en ausencia de la
salida de sangre. El contenido del factor VIla en plasma es de 0.5 a 8.4 ng/ml. , que en
exposicion con el factor tisular al existir lesion de la pared vascular, forma un complejo,

que actda activando al factor X. Ademas esto, puede retroalimentar mas la conversion de



factor VII a factor VII activado, acelerando en gran medida la activacién de la via
extrinseca. El complejo factor VIla / factor tisular. convierte el factor X a su forma activa,
el factor Xa unido al cofactor Va, ambos a la superficie de membrana en presencia de Caz-.
generan el complejo profrombinasa. Este complejo convierte la protrombina en trombina,

con la consecuente conversion de fibrindégeno a fibrina y a codgulo de fibrina.

El monitoréo de las pruebas de coagulacién, son especialmente para
diagnostico de trastornos de coagulacion y paré terapia anticoagulante, No obstante, la via"
fisiologica relevante de la cascada de coagulacion in vivo es diferente. Un esquema de la
coagulacion in vivo tiene que considerarse las siguientes caracteristicas: Pfimero, desde
pacientes con deficiencias hereditarias de factores como: factor XII, precalicreina o
cimogeno de alto peso molecular, que tienen una marcada prolongacién del TPT, pero no
presentan episodios de sangrado. Estas proteinas no son componentes requeridos para
mantener la hemostasia en vivo y no se incluyen en el modelo en vivo de la coagulacion
sanguinéa. Segundo, el factor tisular es parte constitucional normal de la superficie de
células neovasculares y son estimuladas por monocitos y células endoteliales, qué activan
la coagulacion. Tercero, el complejo factor tisular / factor VIla activa no sélo el faétor X,
también factor IX, indicando un papél central para factor VIII y IX de la coagulacion.
Finalmente, la deficiencia del factor XI no es invariablemente asociada con fenémenos de
sangrados. En la Fig.1 se presenta un modelo activacion de la coagulacién que explica la

secuencia de reacciones que se llevan a cavo en la formacion de un coagulo en ambas vias.



VIA INTRINSECA : VIA EXTRINSECA

Superficie de contacto : : . lesion tisular
Precalicreina ) . ' |
) CAPM Liberacion de factor tisular
b4 (—— > XIla [
' | LY | EEEE > Vla
X1 wmemmmeeem-> X2 . J
b Complejo FT/VIla
IX -emommmmmeees > [Xa
] ......... > Complejo IXa/VIIia
71— > VIIla |
X memeeee- >Xa
Xa + Va + Fosfolipido de membrana + Ca2+
* PROTROMBINASA ~
o
II >1la > XTI - > Xlila

Fragmento 1+2 Fibrinégeno ----- > MF --+-+-> PF-----Fibrina
. I o
FPA FPB  Coagulo

Fig. 1. Activacion de la Coagulacion. Monémero de fibrina (MF),bPolimero de fibrina
(PF), Fibrinopéptido A (FPA), Fibrinopéptido B (FPB), Cimégeno de Alto Peso Molecular
(CAPM).

La clave de la iniciacion de la coagulacion es el factor tisular. La exposicion
de la superficie celular expresa factor tisular hacia laé proteinas plasmaticas, conduciendo a
la unién del factor VIla y factor tisular. Este complejo factor VIla / factor tisular, activa a
los factores IX y X. El factor Xa y VIla, ambos catalizan la activacion del factor Vi1,
siendo un mecanismo potencial para acelerar la activacion del factor VII ya existente.
Ademas, la trombina y el factor XIa en presencia de una carga negativa de la membrana
catalizan la activacién. del mismo facto.r XI. ElIXa junto con el factor VIIla en contacto

con superficie de membrana activan al factor X ¢s).

Si no se controlan las propiedades de autoamplificacién de la coagulacion,

cada hemorragia importante produciria coagulacién generalizada y oclusion permanente de
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los vasos. Sin embargo, la coagulacion esta modulada por varios mecanismos: la dilucién
de los procoagulantes en el flujo sanguineo, la remocién de particulas y factores activados a
través del sistema reticuloendotelial, ‘especialmente por el higado, y el antagonismo de los

procoagulantes activados por inhibidores circulantes.

_ Existen cuatro sistemas de control diferentes y separados que regulan y
enfatizan cada fase de la hemostasia: 1) el efecto vasoconstrictor y de agregacion
plaquetaria de la endotelina y del Tfom,boxano A2 que se oponen a las acciones
vasodilatadoras y de inhibicion de la agregacion plaquetaria del oxido nitrico y de la
prostaciclina (PGL2); 2) la accion de los procoagulantes de proteasa de éerina factor Xa‘ y
factor Ila, y quizd también de los factores [Xa y Xla, que es contrarrestada en forma
especifica por el complejo de Heparina - Antitrombina 1II (AT-III); 3) el sistema de
proteina C - Trombomodulina - proteina S, divide en forma proteolitica y. destruye a los
factores VIIla 'y Va, los cofactores proteicos no enzimaticos de la hemostasia; y 4) la
sustancia denominada inhibidor de la via del factor tisular (I- FT) que inhibe el complejo

factor tisular / factor VIIa de la via extrinseca.

Después de que se ha logrado la hemostasia, debe ocurrir cicatrizacién de la
herida y restablecer la permeabilidad del vaso trombosado. Este tltimo paso depende del
sistema fibrinolitico. La fibrinolisis comienza por la liberacion de activadores del
plasmindgeno, como el activador del plasmindgeno tisular (t-PA), a partir de las paredes
del vaso lesionado. Estos activadores convierten al plasmindgeno circulante en proteasa
activa llamada plasmina. Esta tiene varias acciones de proteasa y puede lisar coagulos de
fibrina, ademas de fibrindgeno y otros procoagulantes. Los moduladores de la accion
fibrinolitica son las antiplasminas circulantes, como la o2-antiplasmina (antes llamado
inhibidor de la a2-plasmina) y varias clases de inhibidores de activadores del plasminogeno

(IAP).



Todos los procoagulantes, excepto el factor de vonWillebrand (FvW) se
sintetizan en el higado. El FvW proviene de los megacariocitos y en las células
endoteliales. Los procoagulantes vitamina K dependientes, son los factores II, VILIXy X,
y los anticoagulantes naturales dependientes también de vitamina K, son la proteina C y la
proteina S. Para cada uno de estos factores, la carboxilacion de los residuos del écidb
glutamico para formar residuos de acido y-carboxiglutamico, que actiia como una sefial de
reconocimiento, guia la modificacién pos-traduccion de la proteina que se requiere para la

actividad bioldgica. Esta carboxilacion es un proceso que depende nuevamente de Vit. K.

Dentro del proceso general de coagulacion, la accién de los procoagulantes -
dependen de una proteasa que se unen a un cofactor sobre la membrana'para producir
activacion y amplificacion del siguiente paso en la secuencia. Por ejemplo, la
protrombinasa, que consiste en una proteasa de serina (factor Xa) unido a un cofactor (Va)
v el receptor de plaquetas y células endoteliales, convierten a la protrémbina (féctor II) en
trombina (factor IIa). El factor VIII circula eomo parte de un complejb factor VIII: C (el
procoagulante activo del factor VIII)-FvW. Donde el FvW sirve como un acarreador, y

puede proteger al factor VIII: C de la degradacidn proteolitica.

En la actualidad se considera que la via extrinseca tiene gran importancia
para mantener la hemostasia. El complejo factor tisular / factor VIla tiene un papel crucial
dentro de la via extrinseca al unirse y activarse sus dos substratos; el factor X y el factor IX.
La importancia de la activacion del factor IX a factor IXa, se demuestra por las hemorragias
tan graves que ocurre en los pacientes con deﬁciencié de éste factor (hemofilia B o
deficiencia del féctor Chistmas) y de su cofactor proteico, el factor VIII (hemofilia A). En
forma semejante, debido a que los pacientes con deficiencia de factor XI no sufren
hemorragias graves, sino que estas son variables o minimas, parece ser que la activacién

por contacto (la via intrinseca) tiene menor importancia fisiolégica.



La trombina ejecuta diversas funciones, su accion procoagulante induce
proteolisis de fibrinopéptido A y B del fibrindgeno, ademas activa los factores V, VIII y
XI1II; e induce la agregacion plaquetaria. También promueve la prbliferacién de fibroblastos

y células endoteliales, asf como funcién de quimiotaxis.
INHIBIDORES DE LA COAGULACION

SISTEMA AT ITl- HEPARINA

Los inhibidores de la coagulaciéon mas importantes son el complejo
antitrombina III - heparina (AT III-Heparina) y la proteina C. La AT III antagoniza la
accion de los procoagulantes proteasa'de serina (factores Xlla, Xla, IXa, Xay Ila ); al
formar con ellos complejos estoiquiométricos. La heparina se une a los residuos lisil de Ia
AT I1I, produciendo un cambio morfologico que hace que el sitio activo de la AT III sea
_mas accesible a los procoagulantes proteasa de serina. Esta accion de la heparina aumenta
la inactivacion de la trombina 750 veces, y la inactivacion del factor Xa en un grado afin
mayor. Sin embargo, tanto la trombina como el factor Xa son protegidos de la inactivacién
por AT Ill-heparina cuando se unen a las plaquetas o a las células endoteliales. Al parecer,
los proteoglucanos heparan sulfato de la superﬁcie' luminal de las células endoteliales
activan a la AT III de modo idéntico al de la heparina. Estos proteoglucanos se intercalan
dentro de la membrana plasmatica de las células endoteliales, la porcién proteica de la
molécula se inserta en el centro de la membrana y la porcion poliéacérida, que es analoga a

la heparina, protruye de la superficie celular hacia el torrente sanguineo.
SISTEMA PROTEINA C-PROTEINA S- TROMBOMODULINA
La proteinaVC y la proteina S son anticoagulantes dependientes de Vitamina

K v se sintetizan en el higado. La trombomodulina es un receptor que fija trombina sobre

las células endoteliales y otras células. Cuando la trombina (factor Ila) se une 2 la



trombomodulina, es modificada de tal manera que no puede ya convertir al fibrinégeno en
fibrina. El complejo trombina-trombomodulina activa a la proteina C, una proteasa de
serina que degrada en forma proteolitica al factor” Va y al factor VIIla. La proteina C
activada actfa en la sdperﬁcie de la membrana, quiza en asocia;:ién con la proteina S y
unida al receptor de la célula endotelial. La proteina C activada no sélo degrada los factores
VIIla y Va, sino que también inhibe uno de los inhibidores de los activadores del
plasmindgeno, 'permitiendo asi que el t-PA lise los coagulos sin oposicion. Debido a los
poderosos efectos de la proteina C, su activacion estd regulada en forma estrecha, y su
accion es bloqueada por el inhibidor de la prdteina C. La deficiencia de proteina C o de

proteina S ocasiona estados de hipercoagulabilidad clinicamente importantes.

El sistema proteina C- proteina S también parece constituir un eﬁlace entre la
hemostasia y la inflamacién. Por ejemplo, la exposicion in vifro de las células endoteliales a
interleucina -1 (IL-1), disminuye la concentracion de trombomodulina a alrededor del 33 %
del nivel normal, y la funcién de la proteina 'C-proteina S a menos del 10 % de los valores

controles.

La proteina S circula en dos formas: una forma libre, en la que es activada
como anticoagulante, y una forma combinada, unida a la proteina C4b del sistema del
complemento, que es inactiva. Debido a que C4b actiia como un reactante de fase aguda, su
aumento en los estados de inflamacion o infeccion tiende a disminuir la actividad de la

proteina S y, porlo tantd, aumenta la posibilidad de trombosis. -
INHIBIDORES DE LA VIA DEL FACTOR TISULAR
Con el descubrimiento del sistema anticoagulante AT-III-héparina (que

neutraliza los factores Xa, Ila, IXa, y Xla) 'y del sistema proteina C-proteina S-

trombomodulina (que degrada los factores VIla y Va), se han identificado anticoagulantes



que controlan cada paso de la hemostasia, excepto el complejo factor tisular / factor Vla.
Como se menciond antes, en la actualidad se ha identificado un inhibidor especifico de este
complejo, que se denomina inhibidor de la via del factor tisular. Este inhibidor es una
liboproteina que es activada por el factor Xa. El complejo factor Xa / inhibidor actia en
forma especifica sobre el factor tisular / factor VIla para formar un complejo cuaternario
que provoca su inactivacion. El sistema esta disefiado "en forma adinirablé para detectar la
produccién excesiva de factor Xa y usar este acumulo para detener su sitio de origen, el
complejo factor tisular / factor VIla. Aunque, no se ha identificado un estado de deficiencia

de inhibidor complejo factor tisular / factor VIIa en humanos.
SISTEMA FIBRINOLITICO

Se supone que el dafio de células endoteliales, y la activacion de contacto del
sistema intrinseco, desencadenan la fibrinolisis. La cicatrizacion de la hefida.comienza en
cuanto se ha formado el trombo hemostatico y establecido un coagulo con enlaces cruzados
firmes en el sitio del dafio vascular. Entonces el coagulo debe ser lisado para reestablecer la

circulacién sanguinea en el area.

El sistema fibrinolitico consiste principalmente del - precursor enzimatico
plasminégeno, que circula en el plasma como glu-plasmingeno (el aminoacido N-terminal
es glutamato). El plasminégeno contiene cinco estructuras de triple asa que son
caracteristicas de los componentes del' sistema fibrinolitico. Un proceso de proteélisis
limitada convierte al giu—plasminégeno en lis-plasminogeno (ahora el aminoacido N-
terminal es lisina) y es el lis-plasmindgeno el que se convierte, en forma preferente, en-la
enzima con actividad fibrinolitica, la plasmina. El plasmindgeno interactda con la fibrina
por medio de sitios de union de lisina, que pueden ser bloqueados por agentes' parécidos a

éste aminoacido.
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_ La conversion- crucial de plasmindgeno a plasmina esta mediada por dos
" activadores del plasminogeno: el t-PA y la urocinasa (activador del plasminogeno que se
- encuentra en la orina), y ambos son empleados en la actualidad como agentes fibrinoliticos.
La molécula de t-PA producida en las células endoteliales y en otros tejidos, también tiene
dominios de asa, y convierte el plasmindgeno en plasmina en forma lenta. Cuando el t-PA
se une a la fibrina su accion aumenta cien veces. Esta especificidad por la fibrina es ideal
desde el punto de vista fisiologico: un complejo ternario que consiste en fibrina, t-PA y
plasmin6geno, en el que el t-PA unido a fibrina convierte al plasminogeno en plasmina
junto en el sitio en que se encuentra el trombo de fibrina. La plasmina asociada a la fibrina
también es protegida de la accion inhibitoria especifica de la o2-antiplasmina. La
prourocinasa, o activador urinario del plasmindgeno de cadena Unica (scu-PA) es
convertida por medio de proteolisis en urocinasa, o activador urinario del plasminogeno de
doble cadena (tcu-PA), que tiene un dominio de asa (al igual que el plasminogeno y el t-
PA). La urocinasa (tcu-PA) no tiene especificidad por la fibrina para convertir el _

plasmindgeno en plasmina, mientras que el scu-PA si la tiene.

Los inhibidores naturales de la fibrinolisis bloquean a la plasmina o a los dos
activadores del plasminogeno, el t-PA y la urocinasa. La plasmina es inhibida con rapidez
por interaccion con su inhibidor (la az-antiplasmina) a nivel de su sitio li‘sina. Sin embargo,
cuando la plasmina esta unida a fibrina, el sitio lisina esta bloqueado y esto la protege en
forma parcial contra el ataque de la az-antiplasmina. Los activadores del plasminogeno son
inhibidos por varios PAI, algunos de los cuales ya se han descrito. EI PAI-1 se encuentra
en el plasma y es el principal inhibidor del t-PA y de la urocinasa. Su expresion y
produccién dependen de un control complejo, y el aumento en su concentracion en plasma
se asocia con trombosis. La deficiencias de PAI-1 puede causar fibrinolisis sin oposicién y
hemofragia . El segundo inhibidor es el PAI-2, que es distinto en forma que el PAI-1'y
puede encontrarse en extractos de placenta humana. El PAI-2 no se encuentra presente
cominmente en plasma en condiciones normales, pero se incrementa su concentracion
durante el tercer trimestre del embarazo, presumiblemente deriva de la placenta. EI PAI-2
inhibe al t-PA y a la u-PA .Fig. 2y 3.
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' DE LA FIBRINA
Fig. 2.
PLASMINOGENO ~ereesnecs: ~PLASMINA + o 2 PLASMINA INHIBIDOR ~-~: COMPLEJO INACTIVO
Fig. 3.

EVALUACION DE LAS PRUEBAS DE COAGULACION POR LABORATORIO

Unas cuantas pruebas de coagulacién pueden ser eficaces para la deteccion
de la funcion de los procoagulantes. La mayor parte de estas pruebas estan basadas en
mediciones del tiempo que se requiere para formar bandas de fibrina, que se pueden
detectar por medio de dispositivos Opticos o eléctricos. En cada caso, la prolongacion
excesiva del tiempo de una de las pruebas puede representar una concentracion anormal
baja de alglin factor, o la presencia de un factor o factores bioldgicamente inactivos o

inhibidores.
TIEMPO DE PROTROMBINA.

El tiempo de protrombina (TP) fue introducido en su inicio como un ens_aj'o
para medir la protrombina en plasma, antes que otros factores que participan en. las
reacciones de la coagulacion. Actualmente esta prueba se realiza en forma rutinaria para la
identificacion de deficiencias adquiridas o inherentes (raramente por inhibidores) de los

activadores del fibrinégeno, de la protrombina y de los factores V, VII, y X. También es
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utilizado para el monitoreo de terapia anticoagulante oral. Esta prueba valora la Avia
extrinseca de la coagulacion. Es iniciada al recalcificar el plasma citratado en presencia de
“tromboplastina” (de origen de factor tisular en una suspension de fosfolipidos). El tiempo
de lapso en que se presenta el coégulo'es predominantemente determinado por las
siguientes reacciones: 1) factor VIlIa, factor tisular, fosfolipidos y activacion del factor X
por el calcio; 2) factor Xa, factor Va, fosfolipidos, y activacion de la protrombina; ‘3) la
activacion del fibrindgeno por la trombina; y 4) la polimeracion de los mondmeros .de
fibrina para ser detectada. El TP de plasma normal es insensible para otros factores. Las
deficiencias o inhibidores de factores, pueden ser sospechadas basicamente por una

prolongacion del TP y deben ser investigadas con ensayos especificos.

En la medicion del TP para el monitoreo de la terapia anticoagulante oral, se
ha estandarizado el uso del International Normalized Ratio ( INR) por los laboratorios
para control de dosis terapéuticas de .estas drogas, esto al obtener un Indice de sensibilidad
Internacional (ISI) de la tromboplastina que se requiere como reactivo. El rango normal
del INR es de 0.9 a 1.2, y para terapia anticoagulante es de 1.5 a 2.5, y si el paciente tiene

protesis valvular el valor del INR puede ser de 3 a 4 ¢5).

TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA

El tiempo parcial de tromboplastina (TPT) es utilizada como prueba de
rutina para identificar deficiencias adquiridas, inherentes o por inhibidores de los factores
VIII, IX y XI. El TPT es anormal también en deficiencias de factor XII, precalicreina, y
cimogeno de alto peso molecular, pero las deficiencias individuales de estos factores no
causan sangrados incontrolables. La disminucion de la actividad de fibrindgeno,
protrombina, factor V o X, pueden prolongar del TPT. También es utilizado para el
monitoreo de terapia heparinica y de rutina en el sindrome antifosfolipidos por

anticoagulante lapico. Esta prueba valora la via intrinseca y es mas sensible a las
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alteraciones y deficiencias de la secuencia de activadores de los procoagulantes que ocurren

antes de la activacion del factor X. Sus valores normales son de 20 a 40 segundos (s).

TIEMPO DE TROMBINA

) El tiempo de trombina (TT) se usa para investigar alteraciones que afectan
la conversion del fibrindgeno en fibrina. Cuando se afiade cantidades dptimas de trombina
al plaéma, aparece fibrina en un lapso de 5 a'6 segundos. Como la trombina es una enzima
muy potente puede bloquear a sus inhibidores in vifro. Sin embargo, si se agregan
diluciones de trombina al plasma hasta que el TT normal sea de cerca de 16 segundos, los
inhibidores de la conversion de fibrindgeno a fibrina, como los productos de degradaéién _
de fibrina o el cofactor antitrombina-heparina, pueden prolongar claramente el TT. Los 7
pacientes con disfibrinogenemia y paraproteinemias también pueden tener un TT

prolongado. Sus valores normales son de 10 a 15 segundos (s).

FIBRINOGENO

La medicién del fibrindgeno es importante en varias entidades clinicas,
incluyendo en anormalidades hereditariaé, procesos cronicos o agudos, enfermedades
hepaticas, y terapia trombolitica. Estudios epidemiologicos han identificado
concentraciones elevadas de fibrindgeno en plasma como factor de riesgo para enfermedad
cardiovascular y niveles disminuidos en pacientes con Coagulacion Intravascular. Los

valores normales de fibrindgeno son de 200 a 400 mg/dl ( 5 a 12 umol/l) s).
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EVALUACION DE LA FIBRINOLISIS

La formacion de fibrina es el principal estimulo para iniciar la fibrinolisis. El
fibrinbgeno es un polipéptido formado por tres dominios, llamados Aa, BB, y 7. Al
actuar la plasmina sobre el fibrinogeno, fragmenta el domino de la cadena Ao originando
productos de degradacion (ﬁbrinopéptido Ay B) y fragmento X. La siguiente division es la
fragmentacion asimétrica del fragmento X, en fragmento D y fragmento Y. Este Gltimo,
nuevamente sufre fragmentacion originando fragmento D y fragmento E ('Fig44).- El
producto de degradacion de la fibrina, es el fragmento DD (Dimero-D), que consiste en dos
fragmentos D (7. Fig. 5. Las concentraciones plasmiticas de PDF y DD se elevan en una
gran variedad de condiciones ﬁsiopatolégicas,. tales como en sindromes hiperfibrinoliticos,
CID vy fibrinolisis primaria. Es util en la terapia trombolitica en el Infarto Agudo del
Miocardio. Se ha relacionado niveles elevados de PDF en pacientes con tumores solidos.

Fibn‘négex_lo,

|
Fragmento X+ (2 1-42 Aca fragmento

l
Fragmento Y + Fragmento D

!
fragmento E  + Fragmento D

Fig. 4. Degradacion asimétrica del fibrindgeno por la plasmina.

FIBRINOGENO
"TROMBINA | > FIBRINOPEPTIDO A
FIBRINA 1 (Monomeros) ----- Plasming-----=---=-=--- >Bf 1-42
TROMBINA -------- > | eemmenn .—---> FIBRINOPEPTIDO B
FIBRINA II (Polimeros) ------ Plasmina--------------- >Bp15-42
FACTOR XIlla -----=- > .
COAGULO DE FIBRINA Plasmina > DIMERO -D

Fig. 5. Representacion esquematica de la degradacion del fibrindgeno y fibrina,

demostrando los productos de degradacion del fibringeno (PDF).
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FISIOPATOLOGIA DEL ESTADO HIPERCOAGULABLE

Rudolf Virchow en 1845, postulo la famosa triada de factores responsables
de la formacion de un trombo, que es “Estasis, lesion vascular y cambios hipercoagulables
de los elementos formes de la sangre”. Las alteraciones de la coagulacion se han estudiado
exhaustivamente, pero todavia no existe una prueba fiable del estado de

“hipercoagulabilidad”, es decir, una prueba que pueda predecir el riesgo de trombosis.

El 50 % de todos los pacientes que tiene una evento trombdtico, se
encuentran sufriendo simultaneamente otra patologia, lo que hace suponer la causa de la
trombogénesis. Sin embargo, el resto no se identifica un factor etioldgico. Entre estos
factores se piensan como predisponentes la inmovilizacion, la edad, la cirugia, el

tratamiento con estrégenos, pero no como factores etioldgicos ().

La respuesta inmediata de la sangre a la estasis sanguinea, esta relacionada
con la agregacién eritrocitaria en los capilares, resultado de alteraciones en el flujo
sanguineo y con alta probabilidad de alteraciones de la estructura de los microvasos 9. Se
ha observado durante la estasis una sedimentacién por un proceso gravitacional que
favorece a la separacion de los componentes de la sangre, que culmina con una
compactacion de eritrocitos y, por lo tanto, una agregacion de eritrocitaria que ocluye en su

totalidad el microvaso i0). -

En estudios sobre estasis venosa por efecto traumatico al endotelio y lesion
celular, fue demostrada a los tres minutos del inicio de la estasis venosa. Y con un periodo
prolongado de estasis, las células endoteliles son descamadas, resultando la exposicién de
la membrana basal subendotelial, fibras de colageno, y esto seguido de agregacion
plaquetaria con fibrina. Esto postula el efecto de la estasis venosa en el endotelio, que es un

factor primario que puede ser importante en la etiologia clinica de la trombogénesis (11).
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La estasis venosa durante la inmovilizacion en anestesia general, lesiones
con hemiparesias, y falla cardiaca, juegan un papél importante en la trombosis. Este
potencial esta relacionado con la tromboplastina y la colagena expuesta durante la lesion
vascular por estasis e hipoxia, disminuyendo la fibrinolisis durante la cirugia, y en

enfermedad maligna, entre otras (12)

In vitro se ha estudiado la liberacion endotelial de tejid‘o al realizar estasis
venosa en extremidadeé superiores en sujetos sanos. Observandose liberacion de
endotelina-1 (ET-1) que es un potente vasoconstrictor. Esto al realizar oclusién venosa en
el brazo derecho (3.3 pg/ml) y de 2.7 pg/ml en el brazo izquierdo, lo que corresponde a un

incremento significativo de‘la concentracion plasmatica de ET-1 después de 20 minutos (3).

La mayoria de los trombos venosos, son originados en regiones con bajo
flujo sanguineo. Al disminuir el flujo sanguineo se presenta la estasis, lo que produce una
falta de bombeo a lo largo’ del paquete muscular en pacientes paralizadoé, siendo sin duda
uno de los mayores factores de trombosis. Ya que la sangre estancada produce activacion
del sistema de coagulacion localmente cbnduciendo potencialmente un estado

hipercoagulable localmente. El dafio endotelial es el resultado de la distensién de los vasos
por el estancamiento de la sangre. El flujo de la sangre es disminuido por la hiperviscosidad
debida a la elevacion de los niveles de ﬁbrinégeno y de la deshidratacion. Inmediatamente
después de haber una lesion, inician cambios en el sistema de coagulacion, especialmente
un aumento del factor von Willebrand y de la agregacién plaquetaria, lo cual puede

contribuir imponanterﬁente a la hipercoagulabilidad (4).
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EVALUACION DIAGNOSTICA POR LABORATORIO EN PACIENTES
CON ESTADO HIPERCOAGULABLE '

Las pruebas de rutina son anormales desde el inicio  del estado
hipercoagulable, incrementando los factores de 'coagulacién; fibrindégeno, Productos de
Degradacion de la Fibrina (PDF), y trombocitopenia. Los marcadores de activacion de la
coagulacion en estos pacientes, como el Fibrinopéptido A (FPA), Complejo trombina-
antitrombina III (TAT), Dimero-D y Fragmento 142 de la protrombina (F1+2) se
encuentran elevados. En los pacientes con hipercoagulabilidad los activadores.
procoagulantes, como el factor tisular puede ser medido, pei‘o no tiene valor predictivo para
un evento de tromboembolismo. No obstante, tienen un elevado riesgo de trombOSis en
condiciones especiales tales, como cirugias o durante la quimioterapia en pacientes

neoplasicos, por lo que, se les recomienda la profilaxis con heparina (15).

El protocolo de estudio de un paciente en estado hipércoagulable, consiste
en la determinacion de pruebas de rutina como; TP; TPT, TT, Fibrinégeno, y descartar
deficiencias de Antitrombina III, Proteina C, proteina S, Resistencia a la proteina C
activada y una Disfibrinogenemia. Para evaluar el estado actual de un paciente con
trombosis, se determina el fragmento 1+2 de la protrombina; que es un marcador de
. la conversién de protrombina a trombina. El Fibrinopéptido A, Dimero-D y Productos
de degradacion de la fibrina (PDF), son marcadores de la formacion y destruccion del

coagulo.
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PROTROMBINA

Es una glicoproteina plasmatica sintetizada en el higado, dependiente de
vitamina K, con.un PM de 72,000 dalto_ns y una vida media de 72 horas.vEs una proteasa
de serina, compuesta por 579 residuos de aminoacidos en una cadena simple polipéptidica. v
Se encuentra a una concentracioén de 1.4 uM (100 pg/ml) y su gen codificador se encuentra
en el cromosoma 11. Consiste en una cadena A unida a una cadena B, a través de un puente
de disulfuro. La conversion proteolitica de protrombina a trombina es mediada por la
accion  proteolitica del factor Xa, Caz+ y fosfolipidos, formando el complejo

“protrombinasa *“ quienes son acelerados 300 veces por la presencia del factor V activado.

La formacion del complejo de protrombinasa involucra tres pasos: 1) la
unién del factor Va a la superficie de membrana; 2) la unién del factor Xa a la superficie
de membrana; y 3) la interaccion de los factores al unirse a la membrana. Aungue el factor
Xa puede activar directamente a la protrombina en ausencia de calcio, factor Va y de la
superficie de membrana, el grado de activacion es muy bajo e irrelevante. Por el contrario,
el grado de activacion de la protrombina por el complejo de protrombinasa es cerca de
300,000 veces mas intenso. Ademas, el factor Va unido a las células endoteliales,

monocitos y linfocitos, facilitan la unién del complejo protrombinasa.

Aunque, miultiples fragmentos pueden ser generados por la accién de la
protrombinasa sobre la protrombina, dos o posiblemente tres pépti‘dos unidos son hecesario
en la generacion de la o-trombina. Con fragmentacion de la Arg 271-Thr 272 o Arg 286-
Thr 287 unidas en presencia de proteinas plasmaticas dan un fragménto 1+2 (Mr 43,0@0) o
fragmento 1+2+3 (Mr 45,000), respectivamente, ambos derivados del animo terminal
(NH2) de la protrorﬁbina 16.En la fragmentacion de Arg 322- Ile 323 se genera solamente

un cambio intermedio llamada Meizotrombina, con poca actividad coagulante. Cuando la
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Meizotrombina es fragmentada nuevamente en la posicion Arg 284 se genera la
a-trombina 'y fragmento 1+2. Este Gltimo en posicién Arg 155 da fragmento 1 mas

fragmento 2 (17.18).

“ Protrombinasa “
PROTROMBINA ---- > TROMBINA

FRAGMENTO 142«

FRAGMENTO 1+2 DE LA PROTROMBINA

Es un polipéptido de aproximadamente 34 kD, que es encontrado en la
circulacién durante la activacion de la protrombina a trombina por el complejo
protrombinasa. Su vida media es de aproximadamente 90 min, y se encuentra relacionada
con los fibrinopéptidos A y B. La prueba del F1+2, se utiliza como un potente marcador
bioquimico - definido como pretrombdético en estados hipercoagulables; para valorar

el riesgo trombético o para el monitoreo eficaz de la terapia anticoagulante (19).

Las fluctuaciones diarias de los niveles plasmaticos de activadores e
inhibidores de la coagulacion y fibrinolisis, estan dados por los cambios correspondientes
en los estados de actividad de estos sistemas. En sujetos sanos, el F1+2 disminuye durante
el dia (8:00 hrs 0.97 nmol/l; 20 :00 hrs 0.78 nmol/L, P = 0.005). Estas variaciones
circadianas juegan un papel importante en los eventos cardiovasculares agudos (20). Otros
estudios han demostrados que los niveles de F1+2 incrementan con la edad principaimente

a partir de los 44 afios @1).

La importancia clinica de la determinacion de fragmento 1+2 (F1+2), es en
el diagnéstico de eventos trombdticos o estados hipercoagulables. Se incrementa sus

valores en pacientes con Trombosis, Cancer, Embolia pulmonar, DIC, Politraumatizados y
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Sépsis. También se encuentran niveles altos en pacientes con deficiencia de Proteina C o
Proteina S. Recientemente se esta utilizando del F1+2, para valorar el grado de
anticoagulacion en pacientes con terapia oral, observandose una disminucién en sus

niveles.

Estudios recientes han evaluado el nivel plasmatico de F1+2 en pacientes
neoplasicos para monitoreo de la activacion del sistema de coagulacién y especialmente
con respecto a una deteccidn temprana y oportuno tratamiento de una Coagulaciéﬁ
Intravascular Diseminada (22). Estudios en pacientes con neoplasias ginecologicas se ha
detectado hasta un 68.4% de ellos un incremento en los niveles de F1+2 durante la
quimioterapia, pero sin signos de deposito de fibrina (expresado por‘niveles normales de
Dimero-D) (). Pacientes con neoplasias hematologicas mostraron niveles
significativamente elevados, en comparacion con sujetos sanos, pn'ncipalmenté cuando -

iniciaron la quimioterapia.

Se ha descrito una mutacion en el gen de la protrombina (20210 G-->A) en
pécientes que se asocia con un incremento en los niveles de protrombina y de riesgo para
trombosis venosa y arterial. Esta mutacion se observa cerca del 1% de la poblacién normal

y en el 2.7% en pacientes que tienen el antecedente de un evento trombético (24)

ANTECEDENTES

Es bien conocido el efecto de la estasis venosa en la fisiopatologia de la
trombosis, existen estudios que apoyan esto. En cirugia ortopédica, se realiza oclusiones en
forma rutinaria a través del torniquete durante tiempos prolongados (hasta 30 min), sin

encontrar evidencias clinicas de trombosis, ni cambios en los factores V o VII, fibrindgeno
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o en el nimero total de plaquetas (25). Crews JC, et al. ha investigadq la respuesta de
mantener un torniquete inflado en alguna de las extremidades, tomando en cuenta su
localizacion (derecha o izquierda), su extension o anchura, y la presion a la que se aplica,
durante 34 +/- 13 min. Mostrando no diferencias significativas entre los parimetros
estudiados (26). Sin embargo, se han reportado embolismos pulmonares masivos con el uso
de torniquetes en extremidades, reportando un estudio 8 pacientes de 30 que fueron
sometidos a cirugia ortopédica, por lo que, la significancia clinica de estos eventos

permanecen aun no determinados (27).

Se pretende realizar un estudio en sujetos jovenes, provocando en forma
fisiologica estasis venosa para valorar los cambios hemostaticos en forma local y conocer
en que momento inicia la activacion de la coagulacion, asi como, conocer la utilidad de un

marcador bioquimico de activacion del sistema de coagulacion en forma temprana.
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HIPOTESIS

La estasis venosa es capaz de inducir o provocar cambios en el sistema de coagulacion.

OBJETIVOS

1) Obtener una condicion de estasis venosa, para demostrar cambios en la actividad de

coagulacidn en sujetos sanos.
2) Determinar los cambios en los factores procoagulantes y de fibrinolisis en estos sujetos.

*2) Demostrar la utilidad de un marcador bioquimico de activacion del sistema de

coagulacion en forma temprana.

MATERIAL Y METODOS

A 15 sujetos jévenes sanos voluntarios, se les realizara una oclusién venosa
en el antebrazo izquierdo, durante 30 minutos a través del manguito neumatico del
esfingomanometro (para producir en forma fisiologica estasis venosa) a una presién media
constante promedio entre la presign diastolica y sistdlica, en el horario de las 8:00 y 9:30
am. Se les determinaréa a cada uno el TP, TPT, Fibrindgeno, nimero de plaquetas, F1+2 y
Dimero-D, en forma basal, a los 15 y 30 min durante la oclusién y 15 y 30 minutos.después

de haber retirado el manguito. También se les interrogara a cerca de antecedentes familiares
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y personales de Hipertension arterial sistémica, Trombofilia, Hemofilia, Cardiopatias,
alteraciones de la coagulacién y tabaquismo. Se utilizara el método estadistico t de studens

para el analisis de resultados.

La obtencién de las muestras sanguineas se realizard a través de puncion
venosa en el brazo izquierdo, con previa asépsia y antisépsia en las venas medial y radial a
nivel del pliegue del codo cara anterior. Se utilizara aguja vacutainer (0.8 x 38 mm) en cada
puncién, obteniéndose un primer tubo con EDTA (0.057 ml de K3 al 15%), para cuenta
plaquetaria y dos tubos con citrato de sodio al 3.8 %, 0.11 mol/L. Cada tubo (13 x 75 mm)
con una capacidad de 4.5 ml de sangre total. La relacion sangre / anticoagulante sera de
nueve a uno. La puncidn venosa debera hacerse limpiamente y sin lesionar las estructuras
anatomicas. La sangre sera homogeneizada por inversion suavemente y pfocesadas a mas
tardar 2 hrs. después de haberse efectuado la toma. El plasma congeladb se puede procesar

hasta 2 semanas después de haberse efectuado la toma.

El primer tubo con pata lila sera utilizado para cuenta plaquetaria, se
procesara durante las primeras dos horas de la obtencion de la muestra, con previa
homogeneizacion y con el equipo Coulter (STKS). El tubo nimero dos con tapa Azul, sera
destinado a la realizacion de las determinaciones de: Tiempo de Protrombina (TP); Tiempo
de Tromboplastina Parcial Activada (TPT); fibrindgeno; y Dimero-D, seran centrifugados a
3000 r.p.m.(1500 x g), durante 10 minutos, para obtener un plasma pobre en plaquetas

(PPP)y ser procesadas inmediatamente.

La medicién del TP sirve como prueba rapida y sensible para determinar
trastornos del sistema extrinseco de la coagulacion (factores II, V, VII y X). El equipo que
se utilizard para ésta determinacion, es el CA de SYSMEX-DADE (SYSMEX CA6000).
El proceso de coagulacion se desencadena mediante la incubacion del plasma con
cantidades Optimas de trombéplastina' y calcio; se mide el tiempo transcurrido hasta la

formacion del coagulo de fibrina. El reporte de resultados debera ser en segundos, % e INR.
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En.donde nuestros valores de referencia son: de 12 a 14.5seg., de 120 a 70% y de 092
1.2 de INR. Se excluiran muestras hemolizadas, coaguladas, ictéricas y con volamenes no

Optimos.

El TPT mide la actividad coagulante de los factores que intervienen en fa
via intrinseca (Factor XII, IX), factores IX, VIII (complejo Xasa) y factores X, V, I (via
comun), excepto el factor XIII. Evalia y vigila la accion de anticoagulantes no orales
‘como la heparina, en la que el tiempo de coagulaci(')n se prolonga en proporcion al nivel de
la heparina. Se encuentra acortado en enfermedades tromboticas hereditarias como la

Resistencia a la actividad de la Proteina C activada.

_El TPT se procesara en el CA de SYSMEX-DADE, que consta de un
sistema hidraulico que realiza la aspiracion, dilucién y mezcla de las muestras a analizar
con los reactivos correspondientes. La deteccion del -coagulo esta determinada por un
cambio de la dispersion de la luz. EI TPT de una muestra mide el tiempo en segundos que
tarda un plasma citratado en coagular, después de agregarle la fraccion lipidica de la
tromboplastina mas calcio, mas un activador en condiciones 6ptimas de temperatura, pH y

fuerza idnica. Los valores de referencia en nuestro método son de 20 a 40 segundos.

La prueba de fibrindgeno permite evaluar la cantidad y funcién del
fibrindgeno aun en concentraciones bajas. Esta determinacién se realizara en forma
inmediata bposterior ala torﬁé y centrifugada a 2500 r.p.m. durénte' 10 minutos. Se procesara
" enel équipo CA-600 de SYSMEX-DADE, con el reactivo Thrombin, nuestros valores de
referencia son de 200 a 400 mg/dL

Para la determinacién del Fragmento 1+2 de Protrombina, utilizaremos el
tercer tubo de tapa azul, se homogeneizara suavemente para permitir un buen contacto del

anticoagulante y la sangre. Se centrifugari a 1500 x g (3000 r.p.m.), durante 10 minutos.
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Todos los pacientes seran procesados en una sola corrida, por lo que, las muestras posterior
a la centrifugacion, serén separadas en alicotas y congeladas a -70°C, con una estabilidad
de las muestras de 2 semanas. La técnica es un inmunoensayo enzimatico (ELISA) in vitro
con el principio de Sandwich, utilizando Anti-protrombina / POD conjugada de conejo
(Enzynost F 1+2),y se leerd a 492 nm (490 a 500 nm). Con respecto al método, todas las
determinaciones (estandares, controles y pacientes) seran realizados por duplicado.
~ Método: durante la incubacion inicial, el antigeno F1+2 presente en la muestra se fija a los

anticuerpos contra F1+2 adheridos a la superficie de la placa de microtitulacion. Después
del lavado, los anticuerpos contra la protrombina humana conjugada con peroxidasa, se
unen en una segunda reaccion a los determinantes F1+2 todavia libres. Los anticuerpos
excedentes conjugados con enzimas se eliminan por el lavado; a continuacion se determiné
la actividad enzimatica fijada. La transformacion enzimatica del perdxido de hidrégeno y
del cromégeno se interrumpe al agregar el acido sulfiirico diluido. La.intensidad cromatica,
proporcional a la concentracion de F1+2, se determina fotométricamente. La concentracion
de los estandares cubren la zona de concentracion de 0.04 hasta 10 nmoV/l., con'una media

de: 0.7 nmol_/L, y con un rango de sensibilidad de: 0.04 a 10 nmol/l.

Dimero-D es un marcador especifico de fibrinolisis, se determinara en el
equipo VIDAS D-DIMER. El plasma utilizado para ésta prueba sera del segundo tubo, y se
procesara en forma inmediata. Es una prueba automatizada por el sistema VIDAS que
permite la medicién cuantitativa de los productos de -degradacién de la fibrina en el plasma

“humano. El" principio de la dosificacion asocia el método inmunoenzimatico de tipo
sandwich en dos etapas con una deteccion final mediante fluorescencia (ELFA). Todas las
etapas de las reacciones son dirigidas por el instrumento. La curva de calibracion
memorizada en el aparato para cada lote debe ser realizada cada 15 dias mediante un
calibrador en duplicado. El anticuerpo anti-dimero-D P10B5SE12C9 absorbido en la
superficie, junto un segundo anticuerpo anti-dimero-D (P2C5A10), conjugado con la
fosfatasa alcalina. El tiempo aproximado para este proceso es de 35 min. Nuestros valores

de referencia menor de < 500.
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CRITERIOS DE INCLUSION

Sexo indistinto

Edad mayor de 18 afios y menor de 46 afios
Sano sin antecedentes de trombofilia
Sujetos en ajr\‘lqas

Consentimiento de autorizacion de la prueba

CRITERIOS DE EXCLUSION

Menores de 18 afios y»mayores de 46 afios

Sujetos con enfermedades cronicas (DM, HTA, Cardiopatias, etc.)
Sujetos con toma de anti-agregantes plaquetario

Sin consentimiento de autorizacion de la prueba

Sujetos que manifiesten malestar durante la prueba

Sujetos con ingesta de alcohol en las ultimas 48 hrs.

CARTA DE ACEPTACION

Yo , acepto a participar en el protocolo de
investigacion sobre " Estasis y coagulacion ", a cargo del DR. JESUS ROY ARANDA O.

El cual se me ha informado en forma adecuada y especifica sobre el estudio. Asi como, mi

retiro del protocolo en forma inmediata en el momento que yo lo decida.

ATENTAMENTE
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RESULTADOS

Se analizaron 15 sujetos sanos (10 hombres y 5 mujeres), con una edad
promedio de 32.1 afios en los varones (27 a 46 afios) y de 30.4 en las mujeres (25 a 37
afios). El 27 % tienen antecedentes quirirgicos sin complicaciones. El 60 % (9) tienen
tabaquismo positivo, con un promedio de 9.6 cigarrillos al dia: El 73% de los sujetos
tienen antécedentes familiares de hipertension, con un 40% de Cardiopatias y el 33 % de
antecedentes de Trombofilia.

La cuenta plaquetaria durante el procedimiento mostrd una elevacion
durante los primeros 15 minutos y un franco rétorno a su cuanta basal posterior al retiro del
torniquete e inclusive ligeramente menor al  basal. No mostrando diferencia

estadisticamente significativa durante el procedimiento (Ver tabla de Plaquetas, Hoja 30).

El Tiempo de Protrombina (TP), mostr6 un acortamiento en el tiempo (seg.)
durante los 15 y 30 minutos de la aplicacion del torniquete, posteriormente al retifo de la
oclusion el tiempo se prolonga sobrepasando el tiempo basal. Por lo que, el Tiempo de
Protrombina mostrd diferencias estadisticamente signiﬁcativés durante la prueba,
" principalmente durante los 15 y 30 minutos comparado con el basal, con una P=0.000005 y

P=0.00001, respectivamente (Ver tabla de Tiempo de Protrombina, Hoja 31).

" El Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada (TPT), durante el
procedimiento mostrd un alargamiento del tiempo (seg.) durante los primeros 15 minutos,
posteriormente ligero acortamiento en los tiempos, perd no mostrd diferencia
estadisticamente significativas durante el‘procedimiento (Ver tabla Tiempo Parcial de

Tromboplastina Activada, Hoja 32).

El Fibrinogeno mostrd incremento durante los primeros 15 y 30 minutos, y
posterior al retiro del torniquete se observd una disminucion del fibrinégeno ligeramente
por debajo del basal. Sin embargo, no mostré diferencia estadisticamente significativa

durante las diferentes determinaciones (Ver tabla de Fibrindgeno, Hoja 33).
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El Fragmento 1+2 de la Protrombina (F1+2), mostrd una importante
elevacién durante los 15 y 30 minutos de la aplicacion del torniquete, y una disminucion a
valores ligefamente por debajo del basal al retirar el mismo, mostrando diferencias
estadisticamente significativa, principalmente entre el basaly a los 30 minutos (P=0.003),
con una media de la basal y a los 30 minutos de 0.83 nmol/ml y 1:54 nmol/ml,

respectivamente (Ver tabla F1+2, Hoja 34).

La determinacion de Dimero-D, mostré un incremento a los 30 minutos de la
aplicacion del torniquete y-una disminuciéon a valores por debajo del basal al retirar la
oclusion. Por lo que, no mostrd diferencia estadisticamente signiﬁéativa entre las

determinaciones (Ver tabla Dimero-D, Hoja 35).
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[ PACIENTE Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
A 248 295 294 261 249
B 175 188 187 172 164
C 261 321 273 378 248
D 236 250 226 229 214
T E 198 230 207 190 200
“F 170 190 194 158 161
G 153 173 187 140 148
H 154 188 179 157 153
[ 200 217 189 180 176
J 198 210 207 182 180
K 357 _ 371 495 317 318
L 148 160 163 141 160
M 218, 224 210 175 188
N 249 262 266 254 238
0 287 328 326 250 254
MINUTOS 0 ~ 15 30 45 60
PROMEDIO | 210.201313 | 233.263663 | 231.154161 | 203.247203 | 198.354122
D.S '57.689068 | 63.0497158 | 84.2639278 | 68.671544 | 48.8887951
C.V. 27.4446754 | 27.0293774 | 36.453563 | 33.7872025 | 24.6472291
[T STUDENT | BASAL-15 | 0.29262427 ‘
T STUDENT| BASAL-30' | 0.35624842
T STUDENT|  30-60 | 0.14072337
PLAQUETAS
240
235
cg 230
225
E 220
Q 215
< 210
o 205
200
195

15

30

45
MINUTOS

60

75

30




15

30

45

MINUTOS

60

PACIENTE “Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
A 13.1 12.3 12.5 134 ~ 13.4
B 12.9 12.6 126 13.2 131
C 12.9 12.3 12.5 13.2 13.2
D 12.9 121 12.4 133 13
E 135 12.7 12.9 135 13.7
F 13.3 12.8 12.5 137 136
G 12.9 12.2 121 13.2 13.2
H 12.4 12 121 12.8 12.9
I 12.9 12.6 125 13.3 . 13.2
~J C12.7 11.9 11.8 12.8 12.7
K 13.2 12.9 12.9 13.3 132
L 13.3 12.8 12.8 13.3 13.3
M 131 12.4 126 - 13.3 13.1
N 12.9 12.4 12.3 . 12.9 13
0 13.2 124 12.2 13.4 134
MINUTOS 0 15 30 45 60
PROMEDIO | 13.01066251 | 12.42320189 | 12.4430638 | 13.2378332 |-13.19762987
D.S. 0.272204405] 0.303471973] 0.30906926] 0.24727082| 0.259119388
CV. 2.092164061 | 2.442783874 | 2.48386787 | 1.86791005| 1.9633782
T.STUDENT| BASAL-15 | 5.79946E-06 -
BASAL-30' | 1.12925E-05
BASAL-45 | 0.02397159
BASAL-60' | 0.0646136
1545 9.20574E-09 | -
15-60' 3.55852E-08 |-
30-60 7.11003E-08
TIEMPO DE PROTROMBINA
134
n 13.2
Q 13
§ 12.8
o 12.6
0 124
12.2 .
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PACIENTE Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
A 28 30 29 27 28
B 27 27 28 27 27
C 28 27 - 27 27 27
D 29 30 29 28 29
E 29 29 27 29 29
F 29 30 28 30 30
G 29 29 27 29 28
H 25 26 25 25 25
[ 32 33 33 34 29
J 28 32 31 33 29
K 26 26 26 26 25
L 29 32 32 29 30
M 29 32 32 29 30
N 26 26 28 26 26
0 32 34 33 30 30
MINUTOS 0 . 15 30 45 60
PROMEDIO | 28.3374544 | 29.4182392 | 28.893331 | 28.5012709 | 28.08007507
D.S. 1.05667356| 2.69567555| 2.5011939] 2.50142816| 1.767430203
C.V. 6.00490238 | 9.16327973 | 8.9681382 | 8.77654956 | 6.29425028
T.STUDENT | BASAL-15' | 0.19826602
' BASAL-30' | 0.48011631
15-45 | 0.33404827
15-60° | 0.10366771

i

TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA
ACTIVADA

29.5

N
©

28.5

SEGUNDOS

N
o0

15

30

45

MINUTOS

60

75
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PACIENTE Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
A 270 279 266 232 243
B 218 223 222 214 218
C 238 273 257 222 229
D 225 262 254 216 227
E 266 330 311 257 263
F 248 277 277 234 259
G 243 284 205 234 243
H 259 300 304 255 243
[ 282 300 302 254 279
J 255 304 279 227 247
K 208 387 346 261 284
L 252 261 261 256 241
M 263 309 275 257 256
N 233 250 238 250 220
0 259 302 307 245 248
MINUTOS 0 15 30 45 60
PROMEDIO | 253.117657 | 287.168767 | 277.899351 | 242.164057 | 245.966636
D.S. 21.1236721| 38.0165378| 31.9079032| 20.2359887| 19.3673756
CV. 8.34530653 | 13.23683957 | 11.48182 | 8.35631388 | 7.87398482
T.STUDENT| BASAL-15 | 0.0037823
BASAL-30' | 0.01479369
1545 | 0.00025976
1560 | 0.00058056
FIBRINOGENO

60

30 45 75

~ MINUTOS

I [
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nmol/mi

04

30

MINUTOS

45

60

PACIENTE Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
A 0.39 0.67 0.77 0.55 0.88
B 0.79 0.87 2.13 135 0.98
C 0.87 0.9 14 112 0.98
D 0.93 133 1.45 1.08 0.82
E 0.65 1.03 158 0.98 0.57
F 0.45 0.61 0.69 0.62 0.46
G 0.39 0.96 11 0.61 0.43
H 1.97 213 2.59 1.76 13
[ 1.01 112 2.0 1.78 152
J 1.37 168 3.33 112 112
K 0.6 0.85 11 0.9 0.56
L 0.82 0.85 0.96 0.64 0.56
M 0.72 0.85 1.44 0.57 0.51
N 0.99 137 154 0.88 0.82
0 0.56 0.75 0.86 0.42 0.4
MEDIA 0.834 | 1.06466667 | 1.54266067 | 0.95866667 | 0.794
DS 0.41093621 | 0.41032856 | 0.73828437 | 0.42196592 | 0.33879619
CV 49.2729273 | 38.5405657 | 47.857673 | 44.0159166 | 42.6695451
T STUDENT| BASAL-15 | 0.13518251 '
T.STUDENT | BASAL-30 | 0.00301228
T.STUDENT| BASAL-45 | 0.41928491
TSTUDENT| 1530 | 0.03687469
F1+2

75

34




PACIENTE | Basal 15 min 30 min 45 min 60 min
A 56.85 73.25 - 67.31 45- 49.84
B 45 69.7 96.63 173.25 233.89
C 67.01 89.07 78.92 73.31 128.06
D 190.14 218.46 243.46 170.01 177.36
E 83.42 116.8 125.6 80.67 105.78
F 75 107 123.55 77.3 69.11
G 66.53 88.06 104.12 56.82 98.29
H 841.82 305.82 401.83 284.52 298.46
[ 210.29 290.91 24114 | 173.93 202.46
J 160.62 201.85 693.3 179.11 165.5
K 345.09 371.563 500.3 321.65 289.96
L 66.37 88.09 106.49 70.51 63.69
M 109.78 172.14 144.52 108.96 108.41
N 104.85 159.84 275.02 146.35 149.74
0 89.5 117.39 142.95 80.96 73.43
MINUTOS 0 15 30 45 50 .
PROMEDIO | 167.544667 | 164.660667 | 223.009333 | 136.823333 | 147.598667
DS. 202.694863 | 94.749442 | 180.105189 | 81.0477087 | 79.7537151
CV. 120.979597 | 57.6422437 | 80.7612787 | 59.8930802 | 54.0341704
T.STUDENT| BASAL-15' | 0.9605397
BASAL-30' | 0.43488885
BASAL-45' | 0.59060284
3045 | 0.10272785
3060 | 0.14930731-
DIMERO D

15

30

45
MINUTOS

60

75
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DISCUSION

La cuenta plaquetaria se mostré elevacion duranfe los primeros 15 y 30
minutos de la aplicacion del torniquete, probablemente éste efecto se debi6 a que la estasis
venosa provoca en su fase inicial una distension de los vasos com lesién de células
endoteliales que podrian ser las responsables de un aumento en el niimero de plaquetas en
ese sitio. Con el periodo prolongado de estasis, las células endoteliales son descamadas,
resultando la exposicion de la membrana basal subendotelial y fibras de colageno. Estos es

seguido de agregacion de plaquetas y fibrina a).

El tiempo -de Protrombina (TP), mostr6 un acortamiento en la activacién de
los factores que intervienen en la via extrinseca. Estos es debido a que la estasis venosa
provoca lesion endotelial y liberacion de abundante Factor Tisular (FT). Siendo éste el
principal activador el factor VII al formar el complejo FT-FVII e iniciar la activacion del

sistema de coagulacion.

El Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada (TPT), mostrdé un
alargamiento en segundos durante los pﬁmeros 15 minutos de la aplicacion del torniquete.
Probablemente por la activacion de los anticoagulantes naturales (Proteina C, Proteina S,
Antitrombina III, Trombomodulina, etc.), que inhiben a factores de la via intrinseca, en

forma compensatoria a la activacion del sistema de coagulacion.

El aumento en los niveles de Fibrindgeno durante la aplicacién del
torniquete, nos muestra una activacion del sistema de coagulacién, ademas de ser un

reactante de fase aguda.

f

El Fragmento 1+2 de la Protrombina (F1+2) es un biomarcador de
generacion de trombina durante la coagulacién sanguinea. Su incremento en los valores
sanguineos a los 15 y 30 minutos de la aplicacion del torniquete en forma importante, nos

muestra claramente la activacion del sistema de coagulacion.
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La elevacién del Dimero-D que se observo principalmente a los 30 minutos
de la aplicacion del torniquete, responde a una activacion del sistema de fibrinolisis, esto al

tratar de destruir el codgulo de fibrina que se formo durante la activacién de la coagulacién.

CONCLUSIONES

Se. cumplié con los objetivos; el primero al obtener una estasis venosa a
través de un torniquete que mostré cambios en la actividad del sistema de coagulacidn; el
segundo al realizar diferentes determinaciones para demostrar activacion del sistema de
coagulacion. Y el tercer objetivo, al prétender demostrar un marcador bioquimico de

activacion del sistema de coagulacioén en forma temprana.

Por lo que, nuestra hipétesis fue cierta al obtener resultados que apoyaran a
demostrar que la estasis venosa fue capaz de provocar o inducir cambios en el sistema de

coagulacion.

La cuenta Plaquetaria, el Tiempo Parcial de Tromboplastina Activada, el
Fibrinégeno y Dimero-D, son determinaciones que no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Por lo que, no son utiles en la valoraciéon o determinacion

de la activacion del sistema de coagulacion.

El Tiempo de Protrombina (TP), mostrd en sus determinaciones diferencias
estadisticamente significativas, por lo que, nos es 1til como indicador de la activacion del

sistema de coagulacion,

El Fragmento 1+2 de la Protrombina (F1+2), mostré ser un indicador mas
preciso y demostrativo de activacion del sistema de coagulacién, al obtener incremento
importante en sus valores durante la aplicacion del torniquete, mostrando diferencias
estadisticamente significativas en sus determinaciones. Por lo que, es un mejor marcador

bioquimico de activacion del sistema de coagulacion sanguinea en forma temprana.
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