- N KR i

[ S

B

IMSS

'

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA ‘_

'\{[\ \[

BIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO <

Hospital de Especialidades del Centro Médico
“La Raza”

Instituto Mexicano del Seguro Social

LEUCEMIA  PROMIELOCITICA  AGUDA:
ANALISIS Y TERAPEUTICA DE LA GENERACION

DE TROMBINA Y FIBRINOLISIS ANORMALES

- 2R
e CON

7

TESIS DE POSTGRADO

QUE PARA OBTENER EL TITULO EN!
LA ESPECIALIDAD DEHEMATOLOGIA

P R E S E N T A

RAFAEL EDUARDO PAREDES GARCIA
Asesor: Dr. José Gonzalez Llaven

México, D. F. 1992



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © 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 imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera 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, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I1NDICE | GENERAL

ABREVIATURAS ..
OBJETIVOS ......::i. ..
PROLOGS oo uvvs
RESUMEN .............

I. INTRODUCCION
a) Concepto

b) Caracteristlecas clinicas ...,

c) tnmunofenotipla y Citoquimica ...cevoeeroods s
d) Biologia Celular del Promlelocito Mallgho v.... v’ b
e) Biologia Molecular del Promieloclto Mallgno ..s..ess. 9.
1
2

f) Coagulopatia on las Leucemias Promlelociticas ......
g) Estrategias ¢n el tratamiento de las LPA ...... PR

=g

h) Experiencia en el Hosplial de Especiallidades

del Centro Médico La Raza ...... .
11. PACIENTES ¥ METODOS ......c..oane ..
a) Estudios relaclonados al estado hemogtatico
b) Terapila Transfusjonal .......... e

c) Tratamlento de la coagulopatia
II1l. RESULTADOS .eecassvrsavansvsassnsssanssssns

IV. DISCUSION .. ..o iierinnitnnennans P A S ’49
V. CONCLUSIONES ...coveetannnn bresarr e raaer e e rae s 54
APENDICES -

t) Técnica de Clauss para medir Fibrinégeno

2) Actividad de Antiplasmina

3) Semicuantiflcacién de Dimero D

4) Actividad da Antitromblina

5) ELISA para Fragmento 1+2 de Protromblna

6) ELISA ATM (Coamplejos de Antitrombina)

7) ELISA para PAI-1

#) ELISA para PFL

9) ELISA para PFFbn

10) ELISA para PFFbhg

11) Actividad heparinlca antiXa

BIBLIOGRAFIA



ABREVIATURAS .

LPA: Leucemia Promlelocitica Aguda

FAB: Grupo Franco-Americano-Britanlco

CiD: Coagulacidn Intravascular Diseminada

MIC: Clasificacidn Inmunolégica y Morfologlea
RAR: Receptor de Acido Retinoico

PFFbg: Productos de Fragmentacidn dal Fibrinogeno
PFFbn: Productos de Fragmentacion de la Fibrina

PFt: Productlos de Fragmentaclon totales (Fibrina/fibrindgeno)

ATI{I: Antltrombina [I1

TAT: Complojos TicombinatAntitrombina

Fl+2: Fragmento 1+*2 de la Protrombina

D~D: Dimero D

tPA: Activador Tisular del Plasmindégeno

uPA: Actlvador tipo uruvquinasa del plasmindgeno

PAl-1.2 1y 3: Inbilbldor del Activador de Plasminogeno,
2y 3

AP Alfa-2-antiplasmina

PAP: Copplejos Plasmipna:Antiplasmina

ATM: ELISA para determinar complejos de Antltrombina
EACA: Acldo epsilon-aminocaprolco

TP: Tiempo de Protrombina

TTPa: Tlempo de Tromboplastlpa Parclial activada

TT: Tiempo de Trombina

IL-I: Interleucina 1

ND.E.: Desviaclon estandar

n-$.: no significatlvo

tipo 1.



OBJETIVOS. -

t)- -Caracterizar: por médlp de ‘ensayos do ‘laboratorio
idoneos la(s) alleracion(os) de coagulacion b}édumlnante on

las Leucemias Promielociticas.

2) Selecclonar los ensayos de laboratorio més

dtjles para el analisis clinico de la coagulopatia.

3) Dererminar las ventajas del uso de
anticoagulantes y antifihrinoliticos en el tratamiento de la

coagulopatia.



PROLO GO, ot

Este trabajo folma parte de un proyecto de
Vlnvestlgaclén encaminado al estudio de la Biologia ¥
Fisiopatologia de la Leucemla Prorielocitlica, Inlciado en
1990 - en ei Departamento de Hematologia del Hospital de
Especialidedes del Uentro Médico La Raza-

Se presentan ios primeros resultados obtenidos con un
enfoque de analisin y tratamiento novedosos.

Esta fundamentado en un marco Bioléglco basico ¥
clinlco aplicados a la experiencia de nuestro Departamento.

Gran par.¢ de los reactivos de laboratorlo fueron
gentilmente donados por el Dr- Alexander Duncan (Grady
Memorial Hospital., Atlanta. USA), a quien rambién agradecemos
sus comentarios y sugerencias.

Niala que este asfuecrzo despierte interés y entusiasmo
para que, a pesar de limltaciones técnicas., sea continuado en
el futuro. $6lo se necestita €l Espiritu y la ldea.

R.E.P.G.

Bahia de Klno. Scunora, 1992.
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- REGUMEN

Las Leucemias Picmiclociticas presentan caracteristicamente
Generaclon de Trombina y Fibrinolisis anurmales relagionadas con la
poblacion tumcral.

En todos nuestros paclentes encontramos valores
significatlvamente elevados (P<0.058) de ensayos como el Fl+2, ATM y
de cuantitativos de productos litlcos de fibrina ¥ fibrindgeno.

Lstas alleraciones se presentan simultaneamente y con
diferrnclas de prado cuantitativo mientras no se logre la temision de
la Leuceala.

Las pruebas de laboratorio clinicamente mas Utlles son la
determinacion de Dimerv O, entiplasmina y niveles de Fibrindgeno.

£l tratamlento oportuno con anticoagulantes (cumarinicos y/o
Heparina) puede acortar el tiempa de evoluclén de la coagulopatia (8
dias vs [1.6x1. d, P<0.05) y probablemente disminuya los
requerimiontos trunsfuslonales. Es indlspensable utilizar
antifibrinoliticos v {ibrindgeno de acuerdo a los resultados do las

pruebas mencionadas.



LEUCEMIA PROMIELOCTITICA AGUDA::

ANAILISTIS ¥ TERAPEUTICA
DE LA GENERACION DE TROMBINA
Y FIBRINQLISIS ANORMALES



A) Concepto.

La Leucemia Promielocitica Aguda {LPA) es una varfante
de 1la clasificacién FAB [1} con rasgos distintivos proplos, a
saber, una flsiopatogenia determinada por una alteracion
cltogenética y molecular que detiene la maduracion micloide en
una etapa intermedia (promieloctito) ¥ quUe Pprosenta una
coagulopatia severa relacionada con las sustanclias producidas
por la poblacién tumoral.

En 1935 Risk ya habfa descrlto unos padecimicntos de
caracteristicas similares a las manifestadas por este tipo de
leucemias: sin embargo., la denominacitén y comunicacién de las
mismas come las conocemos en la actualidad no se hizo hasta
1957, cuando Hillestad. ademas de identiflicar
hipofibrinocgenemias como causa de las graves hemurragias en
estos paclentes loucémicos, demostrd que sus médulag éseas

tenian proliferaciéon de promielocites [2].

B) cCaracteristicas clinicas.

Se consldera Qgue a5 un padecimiento que predomina en
hombres adultos Jovenas [3]. representando del 5 al 15% de los
casos de Leucemlas mieloblasticas [4]i aunque se ha mencionado
hasta un 27% sl se identifica correctamente la variedad

nipogranutar [5].



Ademas de luu alteraclones cualitativas y cuantitativas.
de las series celulﬁ}es mieloides y de los efectos del
hipermetabollsmo tumoral, expresado todo ello en dlversos
sindromes clinicog, las LPA tlenen por caracteristica
principal una coagulopatia, presente clinicamente en alrededor
del 80 a 90% de los casos [6]. Esta alteracién se caracteriza
por los elevados nlveles de productos liticos de fibrina y
fibrindogeno. asi como hlpofibrinogenemias , lo cual aconpaiiado
por los alarganmientos de tlempos de coagulaciébn y la
trombocitopenia, originé uue se la catalogara Inlclalmente
como una Coagulacién Intravascular Diseminada (CID) [7]

Adan cuande clinlcamente no se detecte. on los sstudios
necrépsicos se ha identificado trombosis diseminada de
pequefios y grandes vasos en el 15 a 25X de los casos [8].

La fisiopatologia y tratamiento de estas complicaciones
hemostdticas es controvertida y nos extendaremos sobre el
particular., ya que en este tipo de lLeucemias. se ha llegado a
considerar que el preondstico depende en su mayer parte del
control de la coagulopatia.

La gravedad de la coagulopatia depende de los productos
gecretados por los promielocitos., por eso llega a su punto
critico durante el periodo de mwmaxima 1lisis celular y
desaparece en la hipoplasla medular lograda por la
quimioterapia. Inclusive se habla de remisiones completas aun
cuando no se abata totalmente la poblactén necplasica medular,
tenlendo esto Interes porque surge !a ifnquletud de si los

promielocitos residuales logran diferenciarte totaimente en



algiun momento ulterlor {9].

£n comparacion con otias leucemias mieloblésticas, el
pronéstico de esta variedad M3 es relativamente bueno si. comoc
menc ionamos antes ., 'SQ controla oportunamente 1a coazulopatla-
tal como lo demustrd originalmente Cunningham después de una
década de experiencla '10]).

El grupo de Kantarjlan intentd establecer criterlos de
mal pronéstico basados on una anemia menor de 10 g de
hemogloblna/dl, menos de 50 000 plaquetas/microlitro, mas de
1000 plomiélocilos/mxcrolltro de sangre y mas de 50 afios de
edad; pero todo era con el interds de determinar el grupo de
paclentes que deberia recibir heparina en forma profiléactica
{11]l. Si 1los paclentes acumnulaban al menos dos de estos
criterios, tenian wuna tasa de 58X de muertes por hemorragia.
dicho porcentaje disminuia significativamente si se utillzaba
heparina. Por lo <controvertido de la flsiopatologia de esta
enfermedad, los criterios de Kantarjian no han tenido mucha

aceptacion.
€) Inmunofenotipla y citoguimica.

t.a citomorfolegia con tinclén Wright distingue a la LPA
en dos varlantes, micro o hipogranular (27X) o hipergranular
(73%): ia primera suele presentarse con leucocllosis, sus
células presentan nuacleos lobulados ¥ sus granulos se tinen

con mieloperoxlidasa en un porcentale comparativamente mas balo



La var ledad hipergranular es la clasica de los
promielocitos anaplasicos que son facilmente distlnguidos por
su granulacién gruesa azuréfila y los mUltiplea cuerpos de
Auer .

Con tinctones citoquimicas es notoria }a positividad
para mlolope}oxidasa hasta en un 85X, perc hay patrones
confusos que presentan positividad para estarasas. lo que.
entre otros hallazgos de maAs peso que mencionaremos luego, ha
hecho investigar sobre el linaje mixto (monocito/neutréfilo)

del promlielocito .14, 15].

Toda esta heterogeneidad enzimatica se encontrd en un
mayor numero de paclentes, de acuerdo a los Informes de
Bennett y col. [16], qulenes en un 27.9% de los promielocitos
neoplésicos ldentiflcaron un patréon cltogquimico monocltolde
(esterasas lnespecificas o Inhibldas por flucruro de sodio.
NaF) combinado siempre con clerto porcentaje de positividad

para mieloperoxidasa.

Los analisis ILlnmunofenotipicos no han sido de ayuda
certera para identlflcar el linaje., ain con ayuda de
isoenzimas como butirato-esterasa o lisozima [17, (8]. El
fenotipo hqsla ahora mas completo para el promisloclto es el
siguiente (de acuerdo a la MIC): HLA-Dr negatlivo; CD7-; CD9+:

CD13+: CP33+; tdT negativa (19].



D).-Biologia Celular del Promlelocito Mailgno.

El  ostudio -da la Blologia tumoral ha fevelddo- hechos
interesantes, lndggados primero .en cultivos celulares 'y
rastreados luego hasta ﬁlveles molaculéres;.Al.respecto. los
piomielocitos y sus similares, las células de ¢u;t1Y0 HL-§5.
han demostrado ser un sistema casl araquetipico para estudiar
la diferenclacidn celular en las neoplasias.

Sometidas a diferentes agontes inductores (ver cuadro
A), las t«élulas HL-60 se diferencian hacia cualquiera de los
dos tipos «celulares, neutrofllo o monoclto, dependiendo del
agente utilizado [20, 21].

Dichos inductores actian durante un periodo de dos
divisiones <celulares, slendo hasta la segunda de ellas cuandn
se define el fenotipo (ver figuras A y B) [22].

La induccion durante las dos divisiones celulares sigue
dos fasos, como se ha descrito en la dlferenciacién
granulocitics cun G&-tloguanina (6-TG), primero ocurre une
inhliblcién del crecimiento y luego se activa la diferencliacién
funcilonal y morfolégica [23].

Se requiere también que los sistemas de mensajeros
tntracelulares a tlravés de clinagas de proteinas funcionen
adecuadamente. Por ejemplo, la expresion correcta de la
subunidad reguladora RI-alfa de una cinasa dependicnte de AMPc
es fundamental para que se detenga el crecimiento de celulas
HL-60 y se dlfurenclien a serie monocitica {24].

Estos fondmenos de diferenclacidn tienen naturalmenite
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un sustrato . molecular que menclonaremos enh el proximo
inciso.

Conocer estos mecanismos de diferenclacion en células
HL-60 fue trascendental para Investigar la fisiopatogenia de
la coagulopatia en las LPA, pues en un brillante
experimento, se comprobd que la diferenciacidén hacla .
monocito provocaba una activldad procoagulante, mlientras que
la diferenciacion granulocitica producia actividad

fibrinolitlca [21].

E) Bliologia Molecular del Promtelucito Maligno.

Las LPA tienen en un 70 a 90X de los cases una
caracteristica citogenética que no se ha identiflcado en
ninguna otra neoplasla [25], vy es la traslocacldén reciproca
y balanceada de los brazos largos en sus bandas 22 y q21 de
los cromosomas 15 y 17 respactivamente. simbollzada t(15;17)
(q22;q21) [26].

En esta alteracién, el gen RAR-alfa del cromosoma {7V
se rearregla vy trasloca para unirgse a la unldad de
transcripcién myl del cromosoma 15 [26]; fuslén que da
origen a una proteina anormal RAR-alfa [27, 28].

Invarlablemente todos los promielocitos anormales
presentan por 1o menos algun rearreglo en los genes’
descritos (29! del gen RAR-alfa se encuentran en el 92% de
los casos y del gen myl en el 73%, pudicendo existir

rcarreglos de ambos o de s0lo uno de ellos.



Los RNAm tLranscritos por la fuslién  de los genes
lmplicados s50n aberrantes y se ha ‘demostrado Ppor
secuenciacidon de nucledtidos que el gen RAR-alfa se trunca
en su primer intren, por lo que la proteina producida ticne
una regién N-terminal borrada y/o sustitulda (30].

gl zen RAR-alfa codifica una proteina que es
receptora intracelular para el aclido retinoico, el cual
regulAa el desarrollo embrionario y la diferenciacién celular

de varios sistemas [31].

Conoclendo que el receptor RAR-alfa esta truncado
desde su transcripclion, es facil suponer que el defecto en
la diferenclaclén se origina desde la transactivaclén
genética que incita un receptor intracelular anormal, como
sucede con los receptores esteroldeos que tienen
alteraciones.

5in embargue. estos recoplores responden con clertos
lsdémeros del acido retinoicoe 732, 33], lo cual ha tenido
implicaclones terapéuticas, como veremos mas adelante.

Otra observacion conr células HL-60 tratadas con
diferenciadores es la Inhibicidon de la expresidn de los
genes de mieloperoxidasa y del c-myc, la presencla de este
altimo definitivamente agociado con la falta de
diferenciacion y utilizedo eventualmente como marcador de la

onfermedad (341,



F). Coagulopatia en las Leucemias Promielociticas.

Describimos ahora :los. npvédosos ensayos utllizados
para analizar una alteracién hemostatlca. De ninguna manera
se pretende revisar cabalmente  los  mecanismos de

‘coagulacién., ya que no es el objetivo del presente trabajo.

Las neoplasias malignas presentan coagulopatias
asocladas generalmente 4 una hipercoagulabilidad similar a
la cID [35] o, menos frecuentemente, a estados
fibrinoliticos primarios. Se utiliza en la practica clinica
simplificar los defectos hemostaticos adauiridos en las
Leucemias Mieloblasticas aduciendo que son debidos a
trombocitopenia, hipofibrincgenemia, consumo de factores o
deficlencia de alfa-2-antiplasmina (AP); eventualmente, como
en el caso de la LPA, se asocia un sindrome de CID [4].
Speiser en 1990 encontro que el 90% de las Leucemlas
Mielobldasticas tenian niveles elevados de complejos
Trombina:Antitrombina y de Dimero D, y el 50% los tenia de
elastasas. Esto incitdé a definir coagulopatias acompanantes

de las leucemias, pero nu ha sido facil.

Uno de los oprincipales problemas para definir una
coagulopatia., es que no hay indicador de laboratorlio que sea
exclusivo de un cvento en que se estén formando o lisando
excesivamente trombos. ya soa en forma localizada o

generallzada. primaria o secundaria.



En adelante. trataremos de mencionar las alteraclones

de laboratorio ‘gque se conjuntan para hacer un diagnéstico

nosologlico y: evitaremos definiciones tajantes, 1o aue serd’

atil para el anallsis de la coagulopatia en. las LPA..

F.l.- Caracteristicas de laboratorio  an ld Tganeraélbn
excesiva de Tromblina. 7 - 7

En toda <CI!D que acompane a cualqulier éttarnngldad
patolépica genoralmente hay un alargamlentoe de los tlempos
de coagulaclon., descenso de les niveles de flbrinégeno y de
la cuenta plaquetaria, aumento de los productos de
fragmentacién del flbrindgeno, pero fundamentalmento de la
fibrina (PFFbg y PFbn., respectivamente) y disminucién de
factores (v y Vill principalmente) y anticoagulantes
naturales (Antltrombine 1tl1l, Proteina C y antiplasmina);
aunque veremos luego que ya no se consideran pruebas
axcluslivas ni constantemente anormales.

Mas recientemonte so preflieren pruehas que muestran
el efecto de la Trombina, como son los complejos
Tromblpa:antitrombina {TAT), ¢l Fibrinopéptido A (FpA), y el

Fragmento 1.2 de Protrombina (F1.2)s asi como prusbas que

indican lisis de los trombos formados, como el Dimero D (D-

D) o luy fragmentos de fibrina (PFFbn). Estas pruebas tienen
una mayor sensibilidad y resultan anormales en un 90% de los
casos 136 .

Fn esiadus SApPlicos o ¢n general en padecimientos en



los cuales la fislopatogenia involucre endotoxinas, factor
de necrosls tumoral o interleucina 1 (10-1) {37), entre’
otros fendmenos humorales, se ha observado la actlvqciéh de

los siytemas de generacidon de Trombina y Fibrinolisis.

F.2.~- Caracteristicas de {aboratorio en la Flbrrlnolirslrb.‘
Patoldgica.

' La fibrinollsis en estados patoléglcos puede ser
secundarla a la formacién desmesurada de Llrombos, pero
también se presenta comu evento primario y en ambosg casos el
comportamiento de la plasmina parece tener sus
poculiaridades. Por ejemplo., en los casos de sepsis., se
encuentran niveles elevados de activador tisular de
plasmindgene (tPA) al menos en su forma antigénica y no en
ta funcional, acompafado de un aumento de la actividad del
inhibldor tipo | del activador de plasminégono (PAl-1) {3§)
y de niveles normales o discretamente bajos de antiplasmina.
tn upa Fibrinolisis primarta se observa una situacidn
opuesta, muy parecido a lo que ocurre en la LPA. Una prueba
que se utiliza con bastante frecuencla para determinar
Fibrinollisis primaria es la Lisis de Euglobulinas, cuyo
tiempo Se acurta notablemente. Sin embargo, con «lla nu es
faclil detectar la tlbrinolisis generada a través del
activador tlpo uroquinasa del plasminogono (uPA), razon por
la cual en las LPA probablemente no se presenten Tiompos

acortados de Lisis., ceglin veremos despuéds.



La evaluacion del sistema fibrlnolitlco requlere el
analisls de sus diversos componentes: activadores e
Inhibidores del plasminogeno, libres o en complejos, niveles
de plasmindgeno y de complejos Plasmina:antlpliasmina,
productos liticos de fibrina y de fibrindgeno. Eventualmente
habréd que establecer correlaclones, razones o proporciones
entre dichos componentes para determinar un evento
predominante o© prlmero en tiempo, trombosis o fibrinolisis
[39].

En situacion similar a lo que ocurre con la Trombina
cuantificada como complejo TAT, el método ideal para evaluar
la fibrinolisis podria ser la cuantificacion de complejos
pilasmina:antiplasmina (PAP) de vida media aproximada de 12
horas [40. 41], ya que la plasmina libre ticne vida media

muy breve.

Los diversos métodos inmunoldgicos wutllizados se
basan en la propiedad de que los antlcuerpos monoclonales
sintetizados para coste [fln. reaccionan rapidamente con
comple jos enzima-inhibldor (PaP, TAT)- Incluso se
experimenta con slstemas mas lnespecificos como el ATM [42]
que detecta complejos TAT. Xla:AT, Xa:AT y 1Xa:AT.

En cuanto sean mas asequibles los ensayos para la
detecclon de complejos, se faclllitara la ldentificaclén de

coagulopatias complejas [13].



F.3.- Caracteristicas de la Cnagulopatia en las LPA.

Como hemos menclopnado antes, la -caracterizaclén’

nosoléeica de una coagulopatia requiere del anéllisis
secuencial de varlos lindlcadores de laboratorlo.‘hunque

despues esto ho sea practica clinlca“rutinaria sino ‘que se

opte por la prueba mas (til, y este es-el espi(ltu'delir

presente trabalo.

En las LPA, las proteasas liberadas por el
promielocito anormal pueden interactuar con diversos
sustratos como el Fibrlnégeno, la Fibrina, factores e
inhibidores natutales de la coagulacién y probablemente con
elementos estructurales de la pared vascular, provocando
tanto trombosis como fibrinolisis [44].

Gralnick y Abrell, primero. y después el grupo de
Saguragawa a principlos de los afios 70, demostraron que los
promielocitos de las LPA provocaban activaclén del factor X,
tanto por la via intrinseca como la extrinseca (factor
tisular), fibrinolisis b4 actlvidad proteclitica
inespecifica. todas ellas relacionadas con 1la fraccidn
granular del lisado celular [45. 46, 47V]. Luego se describié
una actividad procoagulante con clsteina-proteasas [48],
tambien se involuecré a la Interleucina 1 del promielocito
con la actividad prococagulante [37], y finalmente se dijo
que lo que predominaba era la acclién del uPA [55].

Después de varios estudios previos, Andoh y col. [49]
racionalizaron su tratamiento con la idea de que al eliminar

la poblacion tumoral con aquimioterapia se controlaria la



coagdloputia. catalogada - entonces como CID; pero mientras,
hublera lisis, habria excesiva actividad procoagulante, por
lo que eravnecesarlo.utlllzar entonces Heparina., tratando de
mantener al mismo tiempo, nlveles O6ptimos de Antitrombina

1T (AT,

En las LPA, la generacidn excestva de Trombina se
hace ovidente principalmente por la o¢levada cantidad de
complejos TAT y de Fragmento 1+2, mismos que correlaclonan
positivamente con los niveles de Fibrinopéptido A, sélo que
se preflere a aquéllos porque tienen una vida media mas
larga (12 horas) y no aumentan con la edad [50, 51].

Medir complejos TAT ayuda a la definiction de un
estado hipercoagulable, pero resulta mis practico y sensible

cuantificar el D-D o el Fragmento E [52].

Las primeras objeciones que se hicieron al concepto
de CID en las LPA fueron que no existia dismlnucién de
inhibidores naturales como la ATII! y la Proteina C, ademas
de que la hipofibrinogenemia era muy severa y Se¢ presentaba
tempranamente. Actualmente se discure la lmportancia de la
disminucién de inhiblidores como caracteristica de la CID,
pues se ha visto que, sl el Higado funciona adecuadamente,
aquéllos se alteran poco o nada [53]. De cualgquler forma,
todo esto ha conducido a que se hable de Fibrinolisis
anormaj en las LPA, suretendo un problema concaeptual con

implicaciones terapéuticas.



A pesar de las dificultades técnicas, se ha podido
demostrar en las LPA, disminucién de la actividad del PAI-1
(de oripen endotellial) [54], escasa actividad del tPA (551 y
fibrinolisis gonerada por el uPA secretado por los
promieloclitos [56].

De acuerdo a esto Gltimo, quizd seria interesante
determinar la actividad del PAI-2, principal inhibidor del
uPA, recordando gque puede provenir de promieloclitos y
monocitos, sobre todo en respuesta a estimulos como el D-D.
que tampoco se ha estudiado adecuadamente en las LPA [587].
Agreguemes que el PAl-2 se ha encontrado elevado en clertos
tumores sélidos y otras entidades [58, 59)] ademas de
embarazos (donde ticne origen placentarlo)., por lo que se

Jjustiflca aun mas su analisis.

tta fibrinollisis activada por uPA, sc¢ ve acompanada
por una importante disminucién de la antiplasmina y de
plasminégeno y ademas ias hipofibrinogenemlas no se explican
por actividad de protecasas tnespociflcas, como lo demostiré
Speliser [39] en LPA y Leucemias Monocitlicas agudas:
sugiriendo, por otro lado. un aumento de complejos
antifibrinoliticus (Pap).

La deficiencla de antiplasmina se ha util!izado como
indicacion y medio de control de terapia antifibrinolitica,
sobre todo cuando su actividad cae por debajo de niveles de
50 o 60% (60, 61]).

La reduccion tan marcada de la actividad de



antiplasmina Llegando hasta 0 en el periodo de lisls por

quimioterapia, .misntras que la ATIII1 permanecia lnalterada,

fue ‘una de'las caracteristicas que m&s llamaron la atencioén
para reévaluar el problema [62].

: Sln’ poder definir todavia el tlpo de congulopntin;
loﬁ clinicos se dieron cuenta de que la situacldn més
'crifica para el 'paclente estaba en relaclon éon la
deflciencia de la antiplasmina [63].

Los trabajos que indagaron la baja de este Lnhibidor
encontraron Lniclalmente que todo era dobldo a una
eliminacién aumentada del mismo [64]). Pero, por otra parte,
al medirse los complejos PAP, e¢siLos se encontraron elevados,
por lo que, lndependientemcntie de la depuraclon hepatica, sa

explicaba la bala del inhibidor libre {65].

Existiendo esta deficlencla adqulrida de
antiplasmina. se planteaba la duda de sl la Fibrinolls's era
secundaria a una CID. en todo caso atipica, o si se trataba
de un fenomeno independiente que progresaba hasta una
Fibrinogenolisis grave. Investigadores japoneses compararon
los productos de fragmentacién totales de flbrina vy
fibrinégeno con los Dimerns D de la Fibrina, utllizando
anticuerpos monoclonales, ¥y encontraron diferenclas notorias
ontre la CiD eclasica y la coagulopatia de las LPA, stendo en
estas altimas ¢l componente fibrinolitico uno de los
fenémenos mas marcados. sobre todo asoclado a la deficiencla

de antlplasmina [&1].



EL grupe de Takahashi encontid que, comparada <on
otras coagulopatias, la de las LPA presentaba los niveles
mas altos de PAP, razones bajas de TAT/PAP. y los usuales
niveles ULajos de antiplasmina e hipoflbrinogenemia; todo lo

cual correspondia a un estado fibrinolitico severo [66].

En cuanto a otros inhibidores fibrincliticos, -diremos -:-i:

yue no hay estudios que evaliien la Nexina, el PAI~3 ‘(de

origen y funcién inciertos), y  la alfa‘lrantlfrlpélhi’f'

alfa-2-macroglobulina no han mostradu— 'ai£d? cle

significativas [67].

Hemos sagulido la trayectoria de los prihclpales-

trabajos que han llevado a cambios de concepto -de CID a
Fibrinolisis como coagulopatia de las LPA. Ninpguno de elilos
logra valorar global y comparativamente las pruebas de
laboraterlo que apoyen irrefutablemente uno u  otro
diagnoéstico de los arriba menclonados, mucho menos que
determinen qué tipo(s) de ensayo(s) resulta{n) ser uiil(es)
para la practica clinica.

Conforme se disenen ptuebas funcionales que sge
aproximen mas a lo que sucede en el organismo cuando se
forma Q s5¢ destruye un tLrombo, serda mas tacil el
discernimiento clinico.

Rasulta poco practico y muy costoso evaluar una
coagulopatia eon todos sus componentes tanto de Generacion de

Trombina como de Fibrinolisis. Nuestra propuesta s que, on




], caso’ de o lds: LPAYV Lige detérminen secuencilalmente: a) los

princlpales < activadores

Cnivelesiy

aracterizaclen. de sus protcasas,
atologla y eatablacer

dlagnéstico y tratamlento racionales.

G) Estrateglas en el Tratamiento de las LPA.

Considerada como una varledad {M3) del grupo do
Leucemias Mieloblastlcas, 1las LPPA use han tratado con los
mismous esquenas de quimioterapla, basados en el Arabindsldo de
Citosina y Antraclclina o Antracenediona, agemas del apoyo
transfusional, heparina y antifibrinoliticos {3, 10, 6&j.

Pudicran mencionarse varios estudius ofectusdos para
evaluacion de tratamlentos, pero bagste decir que todos hacen
hincapié en nl opor tuno control de la coapulopatia,
determinante del pronésticoi por 1lo que en adelante nos
enfocamos sobre etfte punto.

Como originalmente se nhablaba de una CID. ¢l uso de
Hepar ina era la norma. Pero, aun cuando autores como
Kantar jian y Cordonnier “11, 691 obticnen menor porcentaje de

hemorragias letales. sobre todu on paclentes clasificados como

inhibidores de ambos sistemas: b)



de atto rlesgo, los resultados no son inULSCUleleaf”pues:na

trata de ‘revisiones ralrospectivas, sth-grupo-de control y-con.

diferenclas Ilmportantes entre los paclentes tratados.

Ademas, sl en estos primeros tinformes clinlcos las

tasas de remlslén mejoraban al combinar la qulmlbtefﬁplé’de

inducclon con Heparina, la tasa pglobal - de mortalldad. por
hemorragla no mostraba diferencias significativas {70, 71]. ‘

Fue o¢ntonces que, apovados on los informes de la balja
actividad de antiplasmina, los clinicos se lanzaron a evaluar
la respucsta con antifibrinoliticos (acldo epsllon-
aminocaptolco. acldo tranexamico. aprotinina) e inhibldores de
proteasas (como ¢l Mesilato de Nafamostato y de Gabexato), sin
dejar de ulilizar la reposicion transfusional [72-77]}

Con estas ulvimas estrategias se obtuvieron resultados
muy buenos, incluso sugiriéndose ahora ¢l tratamiento con
concentrados plasméticos e antiproteasas. Pero, como toda
tendencia revoluclonaria, no todos los clinicos aceptaron este
manejo y cuntinuarcn con wl  tradicional. Quiza uno de los
factores que mas apoys ol uso de antifibrinoliticos vy
antiproteasas es que se reducen conslderablemcnte los
requerimientos transfusionales. Hay otros estudios que
utilizan., Jjunto <on la aprotinina, altas dosis de ce¢steroides
{buscando nhibir la liberaclén de proteasas) o plasmaféresis
[78;.

Considerando todos los sictemas de tratamiento hasta
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ahora Cdeéscrlies, el vstudio: con‘fmayoi‘nﬂméro‘dc paciéntes

3. Ellos

corresponde | al grupe” ftaliano Rodoghiero

“infufman " resultados dei91:pacion te Heparinn, 67
cun- antifibrinolitice.y’ !

logrur - domostrar . ventaja

Incidencia - de muerlﬁé‘ Léﬁpnanas

sobrevida en general.

Recientementce se. observaron fasas dael 64 ﬁl 964 de
remisidén complieta cn pacientaes con recalida, utlllizande agnntes
diferencladores derivados del écido retinolco. &in provocar
aplasias medulares sgeveras y sélo ocasionalmente cuadros
hiperleucocitosicos de tactl control (79, 80, 811
peculiaridad de ente tipo de leucemias ., expl:cada por la
diferenciacion celular estimulada a traves de receptores
intracelulares {RAR-alfa) homdlogos a los titoldeos [R2)., que
antes hemos mencionado.

El ugo del acido trans-retinolco, ademas de prometedor
como teraplia, suglere nuevas interrogantes, pues, aunque se
menciona que corrige la coagulopatia rapldamente, no so puade
asegurar que en ¢l transcurso de la diferenclacioéon inducida no
haya actividad de las proteasas provenfentes de promielocitos
on proceso de diferenciacton. lo que seria critlco v
requeriria de ayuda con quimioterapia counvenclionat ¥
tratamiento hemostatico. Aun mas, no obstante se sabe que se
logra remision citogenatica, falta corroboracjon a nivel
molaculnr der la  inhibicion de penes rosponsables de  la

sintesis de prolyvisas,

sional, sin
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H) ‘Experieniio en el Hospitul de Especialidades del Centro

Médico La'Raié.;gsaj,“i”

En ol Dﬁ}artéméﬂ;pJVQQ ‘Huﬁatpiugid del Hospital de
EspéclalldadesirdeiiééntrbﬂMédlcdiLa Raza se-ha reglstrado una
'frecuenéla, de az% ’dél éqsou de LPA dentiro dei grupo de las
Leucemias Mieiohléstlcas, pfesenténdose predominantemente

durante la tomporada. inverna! (datos adn no publicados).

A semojanza de 1o qun se oubserva en ulros cent:os
hospitaliarios. »nn uste lHospital, la coagulopatia se prasenta
en ¢l &0x de las LPA, con una duracién media de V.9%6 dias:
slendo las pruebas de laboratorio mas significativas en el
inicio ¥y durante la evuluclion, el alargamiento del tlampo du
trombina, i aumento de 1n0s productos de fragmentacion de
fibrinoeno/fibrina y los niveles bajos de fibrinogeno. Se
observa ademas 2n forma c¢onstante, disminucién de la
antiplasmina b4 valores normales de ATLIT, alra-2-
macroglobulina y alfa-1-antiniipsina. los factores plasmaticos
que mas frecuentemente estan disminuldos son el VIE y ol X, vy
an menor grado, casi nunca significatlvamente, ¢l V y al VIII.

Otru hallazgo Interesante, que sdlo algunos autores han
considerado, u8 que nu  so  acortan los tiempos de lisls de
Euglobul inas, peroc si los de 1lsis de coAgulo de sangtle totladi.
. oxplicacion probuble que sntes ya habiamos esboazado, e que
al uPA no so separa en 1la f{racclon cuglobulinlca, v este

resulta ser el responsable de Ja fibrinolisis on las LI'A LY6 ).



La’ toerapla’ qué se ha utilizado en nuéstro Depar tamento
consliste .en"'quLMIoterann intensiva con Arabinésido de
cl}oslna' y Mltoxantrone, apoyados por la susiitucién oportuna

¥y ‘demas - factores que se consuman. El uso de

de’ Iiﬁilhégehé

inolitico - (dcldo  epsilonaminocaproico -EACA-) se ha

ra aquellos casos en que la hemorragia se vuelve

“‘dedificll control ¥/o el flbrinégeno desclende a un 1itmo muy

celaradni.Sin embargo, - es casi rutinarlo ol uso do EACA

QquUGH'saﬁ harrbbsepvado en la. préctica que ha disminuido

notorlameﬁte la muerte temprana por hemorragia.

‘Las:lrénsfuslones de flbrindogenv han rosultado pilar en
el - tratamtento, pues su 1lisls es aceleradisima. Hemos visto
que,‘ a pesar de estar transfundiéndolo perldédicamente, no es
fﬁcll lograr niveles optimos hemostaticos, sobre todo durante

@l climax de la enfermedad, es entonces que el EACA resulta
muy. aGtil.

Se ha preferido limitar al! maximo las iransfusiones de
plasma, que -por otra parie no ha sido indispensable, sin
embargo habra que revalorar su utilidad no como fuente de
factores sino de anliproteasas (ATIII, antiplasmina.
antlLripsina y alfa-2-macreglobullna), gue resulta ser uno de
los enfouques modernos de tratamiento en los principatles
Hospitales det mundo., preferentemente utillizando concentrados
1841},

Como partc de un proyecio del estudlo de la Bliologia y
tisiopatologia de las LPA Iniciadu en nuestro Departamento v
con bagse en todo el marco leorice que hemos.eXpuesto antes.. se

pretende comparar el efecto terapéutico de bloguear tanto la
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genaracion de Trombina como la Fibrlnolisis contra el manejo
hasta ahora wutilizado de transfusiones y EACA. Para llevar a
cabo io primero se propone utilizar anticoagulacidn cumarinica
y afecto anti-Xa de Heparina {8%], tratando de bloguear tanto
la Via Extrinseca como la fntrinseca, al mismo tlempo que se
impide el efecto de la plasmina con el EACA.

En el presente trabajo presentamos resul tados
prelimlnares pero slgnificativos de los primeros casos que se

han manejado con los principlos expuestos.
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11+ PAGIENIES Y} METODOS

Desde marzo --de 1990 hasuta diciembre de (991 se
analizaron y Lrataron sels pacientes con diagnéstico de LPA de
acuerdo .a criterlios de la FAB [l]}. <Cinco de ellos con
dingnoéstico reciente y uno con prilmera recaida despues do séls
meses de remlsiéon completa, pero qua por otra patte presentd
en el momentn de la confirmacion de su recaida, las mismas
alteraclones de cozgulacion gque los uviros pacientes.

Todns los estudios llevados a cabu en adelante, se
atuvieron a la Declaracién de MNelsinki para Investlgacion
Blomédica en seres humanos vy ademas el! paciente sometido a
tratamiento protocolizado debid consentlirlo por escrito.

Luos paclentes entraron directamente al protocole de
Quimioterapla Intensiva para Leuccmias Micloblasticas, vigente
en el Departamento de Hematolougia. Dicho protocolo consiste en
cuairo a sels Infusfones da Arabindsido de citoslna (con doslis
por infustoén durante  cuatro horas de 1.5 g/m® de superficie
corporal), separadas entre 51 por intervalos de 12 horas, y
Mitoxantrone (10 meg/m? SC) en bolos intravenosos a las 12 ¥y a

ias 36 horas de haberse iniciado 2! ciclo de quimiotetrapla.

A ias muastras  caelulares de cada paciente {(de sangre
periférica - médula oOsea) se leg determinoe a Lravés de
tinciones clitoquimlicas Ia anctividad de mieloperoXxidasa y de

asterasas inespecificas aifa-naftiitacetato (ANAE) y cariotipo.
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Para _los fines del: Lrabajo que‘dndra describimos, como’

parte. - del  protocolo - de. analisis. y :ilratamiento - de la

coagulopatia, se siguldron’ los:lincamlantos siguientes.

“'Trombo tubos 213, 8% como

anticoagulanta’ Vréiéégéﬁyi%”_de, '-%vblyméd- TR
(sang}e:hnlléoaguinnlé). “ton Cun” ‘minimo” de 5wl de soengre
obtenida porr puncién cuidadosa de vena perifeéerica. Estas
muestras se centirifugaron a J000¢ durante diez minutos y a
temperatura ambiente. El1 plasma asl separado 5e colocd en
tubos de plastico poullestirepno para trabajar jnmedlialamente o
para congolar a -20°C un minimo de sels alicuotas (0.5 a | ml)
y tres de ellas so conservaron en una sojucién al 2.9%
(peso/volumen) de FEACA, para lograr una proporcion de 8%
(vol/vol) con el plasma. Se procuro trabhajar con muestras que

no hublieran estado mas de dos meses congeladas.

z) A partir del primer din de hospitalizacion,
diarlamente ¥ hasta el periodo de hipoplasla medular
postquimioteraplia [¢] hasta comprobarse correcion de  la
coagulopatia, se efectuaron las siguientes pruebas de
laboratorio:

a) Tiempn de Frotrombina (TP), Tlempo e

Tromboplastina Parclal activada (1TP#) v Tiempo de Tromblna,




de acuerdo a ‘técnlcas habituales.

b) lndlﬁndoras bagicos para la conduccion de este
protocolod Flbrinéﬁeno par métudo de Clauss (Apéndice 1),
cuantificacién de alfa-2-antiplasmina (Apéndlce 2) y de Dimero

D (Apéndice 3).

3) Se congelarun alicuotas ¢n los sipguientes tlempos:
a) Estado basal o Inicio de la coagulopatia.
b) Aplicacidn de Quimioterapla: Inicio, mitad del
cliclo y en ei dia en que so presento la hipoplaslia medular.
¢) Dias critlcos de la coagulopatia, a juzgar por
las manifestaclones clinicas, Fibrinogeno < 100 mg/dl,

antiplasmina < 60% de act. o Dimero D > | mg/ml.

1) Ensayos efectuados con las alicuotas conservadas:

a) Actlivldad de Antitrombina 1[Il por técnica
enzimatica sobre sustrato cromogénico (Apéndice 4).

b} Fragmento 1+2 de Protrombina por método {nmung
enzimatico (Apéndice &)

¢) Complejos TrombinatAntitrombina por método
inmunoenzimatico (ATM. Apendice 6}.

d) Niveles de tinhibidores de activadores de
plasminogeno. Efectuamos PAL-1 por m. inmunoenzimatico
(Apéndice 7).

¢) Productos de Fragmentacion Fibrina/Fibrinégeno
Totales {PFt) por m. inmuncenzimitico (Apéndice 8).

f) Productos de Fragmentaclon de Fibrina (PFFbn)

pOr m. Jamuneenzimatley {Apendice 9)



~ ) Productos de Fragmentacion de Fibrlnogeno

{(PFFbg) ‘por m:" inmunoenzimdtico (Apéndice- 10).

B) Terhhla'transfuslonal.

Se mantuvoe a le¢s pacientes cop niveles minimos de 0
mil . plagquetas/mm? y 1C g de Hemoglobina/dl de sangrte con
transfusiones oportunas de plaquetas y paquetes globulares.

De  acuerdo a los niveles de fibrindgeno y otres
factores e inhibidores de la coagulacién, se decldid
utllizar crioprecipitados ¢ plasma, hasta alcanzar vy
mantener niveles. aceptables.

Para mantener el flbrindgeno en niveles de 150 mg/dl
se utilizaron c¢tloprecipitados con un aporte de 200 mg/dl
por bolsa y calculando el déficit de acuerdo a la férmuyla:

{vol. plasmatico x (1-Hematocrito)) x (150-Fibrinogenu real)

c) Tratamiento de la Coagulopatia.

A los pacientes se les esCogld aleatoriamente para
formar dos Erupos:
GRUPO A: Recibiendo Antlcoagulacién oral.
Heparina, Antifiurinolitico y lerapla transfusional.
GRUPO B: Reciblendo Antiftbrinolitico y Terapia

transfusional.

m S
EALUBTERS.
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A contlnuacton mencionamos 108 crlterlaé-pé!a Q:gfdé
medicamentos hemostaticos.
a) ANTIF!BRINOLITICOS.
|) Antiplasmina < 60X de aciividad.
2) Fibrinégeno < 100 mg/dl.
3) Hemorragla grave no explicable por déficlt

de factores o de plaquetas.

Se utllizé acido epsilon-amlnocapruico ("AMIKAR", de
laboratorios LEDERLE) con el sigulente esquema: Impregnacidn
con un bolo IV calculado a 100 mg/Kg de peso corparal y
luego Infusién continua a razon de 1 g/hora; todo ellos en
diluclones apropladas para cada paclionte con soluclidn

glucosada al 5%.

Lta suspenslon de Ja Infusidn se hlzo en cuantio se

normallzaron los criterios arriba expuestos.

b) ANTICOAGULANTES.

De acuerdo a los valores de Dimero D (D-D) con
o sin manifestacldén clinlca se aplicaron los slgulentes
ensayos terapeuticos:

1) D-D de i a 3 mg/ml: Heparina de bajo peso
molecular (HBPM), via subcutdnea, 7500 Untdades Chouay c/24
horas [86].

2) D-D > 3 mg/m): HBPM subcutanea, /500 U

Chuuay ¢/12 horas y Acenocumarina, { mg/dia VO, con ajuste
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de  dosis hasta obtener una actlividad de factor VIl en

valores del 10%,

Se utlllzé HBPY donada por los Laboratorios SANOFI,
"FRAXIPARINE" (Lub. Chouay, Paris, Fiancia).

LLa viglilancia del efecto de estos anticoagulantes se
llevé & cabo c¢non la determinactén de Actividad Heparinica
anti-Xa (Apéndice 1!1), TT y TTPa, asi como TP con plasma

deficlente en factor VII.
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111, RESULTAROS

Los "seis paclentes estudlados tuvieron diagnéstico de
LPA basado en criterios clinfcos., . citomorfolégicos vy
. corroborados con citogenatica que en o} total de casous mostro
.lu t(15:17). La edad promedio de los pacientes fue de 30 afos vy
la relacién hombre:mujer fue de 2:1, tanto en estadistica
global como por grupo de tratamlento. Con tincidn Wright no se
identificé ninguna variante. Cada caso presentd positividad
para la mieloperoxidasa en valor promedio de 80X y para
esterasa inespecifica (ANAE} en promedio de 10%. No se
encontrd relacidn entre los hallazgos citomorfolégicos y las
alteracliones de la coagulaclion.

En el momento de ingresar a aste protocolo todos los
pacientes presentaban Trombocitopenia (20.16 % 18.46 x 109/mm*)
pero so6lo dos de ellos tuvieron parpura con sangrado de
mucosas. Todo esto fue corregldo durante el seguimiento con
transfusion de plaquetas. l.uego de esto, ningin paclente en
ninglin otro momento presentd evidencia clinica de hemorragla o
trombosis.

No hubo pacientes con sepsis o insuficlencia organica
durante el periodo de obscrvacidn para este protocalo.

Para comparar los resultados de las pruebas efectuadas,
utilizumos los valores uormales cbtenidos en nuestro
laboratorin con poblaciones de sujetos normales y se indican on

el cuadro |.
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v.AL

ORES  NORMALES-

F 1+2
ATM
ATIILE
PFFbn
b-D
PFibg
PFL
Fhir
PAT-1

alfa-2-AP

0.24-1.02 ng/ml
20-48.2

85-~111 %
194.4-268 ng/ml

< 0.5 mg/ml
191-241.4 png’ml
JB6E.8-710.6 ng/ml
144 a 380 meg/dl
8-28 ng/ml

88-114 #

Cuadra

Valores (rangos) obtenidos en el
laboratoric con sujelus sanos.

(SLID.E. )
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In’ ‘un anallsis pievio de resultados determinamos los
valores -~ mas representativeos en la evolucion de los puéientes.
quaedando - tos slguLenteﬁ paricdos ‘a evaluar:

1) Basal: ensayus tomados sl Lnicio de la enfermedad.

2) Lisis Maxima: valores mas altos durante el ciclo de
qulmioterapia.

3) Hipoplasia: los valores que se encontraron cuando la

Médula Osea del paciente presentaba < {10% de promielocitos

anormales (en todos log cases se logré al 7% dia

pusguimioterapla}l.

a) Veriflcacion de La antlcoagulaclion.

Medlante control diario de laboratorio, se. corrobord
que todos los pacientes que tomaran antlcoagulante oral
tuvieran un nivel de Factur Vil de aproximadamente {0%. El
tiempo promedlio en que se logtd dicho objetivo fue da 48 horas
con dosis dlarlas de { mg de acenocumarina VO y con ajustes
pertinentes. Ningun paciente presentd complicaciones
hemorraglicas.

Para control de Heparina se wutilizé el método
colorimétrico STACHROM (Diagnostica Stagu) {Apéndice 11):
dererminando el efecto a las tres horas post-aplicacion v con
efecto cuantificado entre 0.10 y 0.20 Ul anti-Xa/ml; siempre
con alteraclones de 1 y (i1Pa 1adatus no mostiados).

b) Pruebas rutinarias de cosgulacion.
Al inicie, todos los pacientes prasantaron

alargamiento dal TT, 66% alargamiento del 1P y TTPa. Después,
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en el Erupo A, todos los tlempos, conio se esperaba por el

tratamienio anticoagulante. se _encontraton- - alaigados, i1l

corrigiéndose cuande se suspendid el tratamiento, 78 excebélé

del TT que persistié olaevado con relaciéon a la elevacidn

-d§ qu;  =

productos liticoug. pero cotregldo cuando al fibrln&gehd hléenzéi
5uUs niveles optimus. - X
Del grupo B, 83% presentaron alargamiento del TP-y 66%
del TTPa durante la evoluclén y hasta el periodo dn Hlpoplaglé:
nuevamente. la pruebua que persistld mas tlompo alterada tfun el

TT.

¢) - Indicadores de la Generacion de Trombina y de
FLlOI1NO1161S.

Al iniclo de la enfermedad se presentan alterados todos
los” valores de las pruebas, a excepcion de la ATIII, que se
mantuvo noimal durante toda la cvoluclén.

En la Tabla | se presentan leos rangos de conflanza del
Y5% para todas las pruebas en el total de pacientes. En la
Tabla 2 se presentan las mismas pruebas perc con rangos por
grupo (P<0.05). No se demostraron diferencias significativas
{(alfa=0.05, U de Mann-Whitney) entre ambos grupos, excepto para
£1+2 y ATM. poro esto no significod nada una vez establecido el
tratamiento y hecho e! gsegulmlento por periodos.

La Tabla § muestra que en el periodo de llsls maxima hay
un discreto aumento de los 1iticos de fibrinogeno y la baja
actividad de antiplasmina se hace mAs neatlorial no hay numueio

sufliclente de weventos para obtener slgnificoecion estadistica.



La ATI{I persiste on vilores. normales, pero F1+2 y ATM
tienden . a dlsmlnulf. aunqﬁe éérslsten en valoeres elevados. En
ambos . grupos la :undénqid es hacla In correccion, se dan los
rangos de conflanza (P<0.05). pero la prueba U de Mann-Whitney
no muestra difareﬁcld sizhlflcétiva comparande ambos grupous.

Durante - la rﬁlpoplasla ‘postquimioterapla hay una gran
amplitud de valores, pero todos descienden notablemente. Se
observa que son tres los rosuitados gque mas dramaticos camblos
tionen, el D-D, la anllplnémina y el fibiindgenv. Se indican
rangos <on - una D.E., perc no hay diferencia estadistica entre

ambos grupus (U de Mann-Whitney. alfa=0.0%)

La evolucién de¢ la coagulopatia en cada uno de los
Erupos, se aprecls en las Flpguras | y 2, donde se correlacionan
graficamente tos indicadores mas representativos. Donde fue

posible se graflcd promedio mas una D.E.

En tas tros ctapas y en cada grupo. con la técnica de
microELISA, hay correspondencia entre la suma de liticos de
florina y de flbrinugenc con el resultadu obtenldo con el
¢nsayn para totales. Ademas., s puede conflart en los resuitados
de estas pruebas pues las relaciones ponderales entre ambos
tipos de Liticos se mantuvieron dentro do los limitern fljados
pot el "kit" utilizado para no interferl: con la lectura.

La Tabla & wuestra la predominacia de productus litlcos
de  (ihrina Sobre lus de fibrindgenc. Se mueslran rizones entro

amnbos ensayos parda deterininar cu poso especifico.



RESULTADOS BASALES

ENSAYO PROMEDIO D.E. RANGO DE

- CONFIANZA

F¥l+2 - (ng/ml) 8.75 3.03 4.25-13.25
ATM (ng/m!. 179.60 67.21 109.06-250.14
AT ITI (% 31.58 12.34 - 78.08-105.04

PFFbn :ng/mi: 29.70 5.43 20-31.4

=D tmasmil 17,33 ”.86‘ $.08-25.38.
FEFD imd. i) 11.35 4.37 6.75~1%.45
SFr tmgrmi) 39.33 5.42 °  33.63-a5.03
Fbg tmasdit 134,83 85.10 45.51-223.33
FAI-1 tag/ml) 3.3.83 21.25 10.9-56.76
aira ZAP (%) 49,63 ozzos 25.78-73.48
Tabv';-n 1.- Valores ;v:'?mgiio Y ra:".g.:s de c§r_1f: n=a para alfa=0.035

el Una -n
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PRO!EDIO- D E RANGO 0B comuzu i, - FRONEOLY - -

gt
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RESULTADOS DURANTE LISEIES NARINA

e PROREDIO o UD,E. RANGO DE CONFIANZA PRONEDIQ o UDI,,E‘ RAXGO DE CONFIANZA
F it2 (ng/wl) 6.43 7! 757 72 47-11.18 7 3.60 2.00 8.9,

ATK {aginl) 167 30 45.16 93.06-279 34 3366 8.1 ns.

ATLEL (%) 42,00 3.16 19.25-104.73 84.00 10.14 58.81-109.19

PFFba tog/ul} o9y 400 12.11-20.57 0.3 5N 7.14-35.46

-0 ing/ait 4 6 2.3 = 49-12 31 .60 .30 6.9-121
PEFbg eg/al) 15,26 ER 1} 7.74-0.0 190 4.04 127-4.0

PFt {wg/mit 38,9 iu 10.68-46 44 .00 3.00 22.58-47.42

Fog (ng/dt} B .87 0.3 126.66 N.M 44.58-208.78 -
PAL-1 {ng/al} 15.15 1.8) 4.12-28.2 4.0 11,51 LES

alfaihp (31 13,30 FeR LS 35.6b 3.05 48.09-563 23

Table 5 Ringos de coakranza para sife =0 0§ y t=4 303 (Bos colas)
Diterencia entre grupos n.s. (U de Mann-Whitney)



RESULTADOS OUDRANTE LA KEPOFLASIA POSTOVINIOTERAFIA

GRUPO I GRUPOD 2
ENSAYD PRONEDIO  D.C. RMGO DE CONFIKZA  ° PRONEDEO - D.E. RAMGO OF CONFIANZA
F 142 togial) B30 AWM L L0 ST 0L
AT (nafa) T T TSN S Y S I T R
TSI RTRE N R R Sg G I : 35.1-126.5
BEFbn (ng/mls 1205 1.7 717273-172.,7!7 S0
20 12020 13 192 n5 2
PFFdy teareis RN nsl : 055-3 28
PEL (sa/ni A4 W0 10:5_5_-31.25_' : ," - i’l.VbD‘ - 140 -19.2
o togral) e s -454.3-193.‘2 T mae et 1889615808
BAL-1 rngfnt) 9.0 108 Tienn” BT R R R X
atalie (% SR R TR YR bs 76 300712

Tsbla 4. ¥zlores procedio + 1 D.E. Ditereacio entre grupes N.5. (U de Mano-Whitney. glta<0.03)
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Fig. t. Cambios en los Indicadores
hemostaticos durante la
evoluclon de |a coagulopatia.
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Fig. 2. Cambjos an los lndicadores
homosthtlicos duranta la evoluclon
do la coagulopatia.



PRODUCTOS LITICOS

§RUPO O X XTI X

WESTRA Pmn.mbg' FFth PFFSR S CPFEba:PFPbg  PFFbg:PFbo
8L : P R PR W | RN .
Lisls 140 08 0 L4 0.67

RPRLSIA i R R T P

Tabla 5.- kszones entre :a8 oroductos itices de babriaa (PFEinl'y de
tiarinageno skrEbgl

En ifas Fliguras 3 y 4 s8e graflcan 1os niveles de
Productos liticos conforme evoluciona la enformedad. Todos
tienden a dismlnuir pero de cualquier forma sus valores son
muy olevados en las tres etapas. El inlco que se aproxima a lo
normal o©n la etapa do Hipoplasia es e1L Dimero-D y quiza
debamos menclonar también a los liticos de fibrinégeno.

bestacamos tamblén la amplia diferencia entre los
valoras del ensayo ELISA parn PF¥bn y Jos de D-D.

No se aprecia diferencla vntre ambos grupos.
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PRODUCTOS  LITICOS
GRUPO A

Runqol Normales
40 4

304
mg/ml

Fig. 4. Coirelaclén dc los nlveles do
productos litlicons. (PFt:toutales,
PFFbnide fibrina. PFFbg:de flbrl
noégenns, D-D:Dimero D).

44



PRODUCTOS LITICOS

GRUPC B
50 1
40 4
30 | QR«M Normales
mg /ml
20 ¢
10 4 PFi
PFFbn
0-0
TR AR IR PFFbg

BASAL Lisis HIPOPLASIA

¥lg. 4. Correlacion de los niveles de
productos liticos. (Ver clave
en Flg. 3).

LA
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Finalmente, en 1a Tabla 6 se muesira la duracién de la

coagulopatia aestando won tratamients” “asi’'como: ."les

requerimientos transfusionales.

El° grupo A se tratd durante un prcmedlo‘de:obhO'dias}”

mientras que el grupo 6B fue tratado durante ll‘Gﬁa.deiés. con
diferencia estadisticamente sipnificativa  para P<0.05 (U de
Mann-whitney).
El grupo A no requiridé transfusiones de plasma., pero no
hubo sufliclentes datos para obtener inferencia estadistica.
Los requuerimientos transfusionales de crioprecipitados

son simllares.



DS €X' DIAS CON CRIOPRECIPITADGS DIAS CON PLASNA
TRATANIENTO 10 U c/12.h-" 100 2f2d ) 1Ve/BA [ RIRTHE D

L N S I 317 e H R W T W RN | 0
S e ey ~

GRUO 3

RN E R RN R R RTENN SRR RV W

19¢0.101

Table 675 Durdc ton de ld'tndqutopdln ¥ requerimientos (i mhulu sor d1a;

C-ALfa=0 95 excepto donde se indica fo contrario:



1V. DISCUS]ON

A excepcion de la ATIII (siemprc en valores normales)
todos los casos de LPA presentaron inicialmente resultados
anormales, estadisticamente significatlives (P<0.05) comparado
con poblaciones de sujetros sanos. Estos resultados deben
compararse con los que Presentan otras coagulopatias para
establecer diferencias nosoldgicas.

Nuestro estudie demuestra. como otros previos (Kahlé y
Avvisati) .62, 64), que la generacién excesiva de Trombina, se
hace evidente por los elevados valores de ATM y de F1+2,
situacion descrits por Bauer {§4]; sin embargo, en ningun
momento fue de grado tal que disminuyera los niveles de ATIII,
resultadoc ya comentado por Avvisatli ct al. [63]. A este
respecto seria interesante hacer comparaciones cuantitativas

con caso de CID que si presenten consumo del inhibidor.

Como fenomenc favorecedor de la trombogénesis, tamblén
encontramos aumento de la concentracidén (antigénica) de PAI-1.
probablemente relacionado con estimulos humorales hacia el
endotello, qulzé en este caso explicable por IL-1}. de acuerdo
a hallazgos previes {37, 38].

En ia evulucion de 1la enfeormedad cuando se da
tratamlento quimloterapico y hemostéatico. se observa la
disminucian de F1+2 v ATM mientras que el Fibrinogeno se elova
tendlente a ta normalidad. por lu que podemos afirmar que la
formacion de trombos disminuye. no pout consumo de sustrato,

sino pnt el efecto del tratamientu. En relacldén a esto ultimo,
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no encontramos diferencia significativa de los -valoures
secuenciales de Fi1+2 y AIM entre ambos grupos, asi que no
podemos Uascanur~ estadisticamente ul la correcclén de la
trombogénesls se logra por el efecto del antlicoagulante o por
la simple reducclon de la masa tumoral.

Menclonébamos que aclualmente la CID . se puedq
diagnosticar sin que se prescnte necesariamente consumo de
Inhibidores: sin embargo, probablemente sea mas (Gtil hablar de
diferencias cuantitativas en las alteraciohes entre la LFA y
otras coapgulopatias, que generalizar dentro de un mismo
concepto, pofque elio puede detorminar un tratamiento.

Cuando se utillzdé antlicoagulacion (efecto comprobado
por laboratorle), la coagulopatia durd menos dias (P<0.05) ¥ a
diferencta de otros autores como Hoyle [71], no se utilizé
plasma. Inferimos que mientras haya niveles adecuados de
inhibidores como la ATIIl. el efecto de heparina esta
asagurado. No obtuvimos significacidn estadistica para la
diferencia en requerimientos de plasma. pero en cuanto al
fibrinégeno. es evidente que no se puede prescindir de él,
cualquiera que sea el tratamiento de base.

Es necesarlo segulr prospectivamente el uso de
anticouagulaclidén, porque la wutilidad pareclera indiscutible
ante los valores tan altos de Fi+2 y ATM. Con el tratamiento
que proponemos se pretende bloquear la generacfon de Trombina,
tanto por via intrinseca comn por via extrinsecca. fundamentado
en los conocimientos actuales de la trombogénesis en estados

cancerosos -



Debemos advertir que utillzamos Heparlna de bajo peso
molecular, tratando de lograr s06lo efucto antiXa, disminuyGndo
el rlesgo  hemorragico. lLas dosglis empleadas surgieron de la
experiencla pravia que en nuestro Departamento teniamos cuando
tratdébamos de mantecner niveles efeclivos constantes. slin
embargo, la determinacion de dicho efecto fue dlficll con el
método utilizado, circunstanclia que puede Limitar la
interpretacion de resultados y adn la utilizaciéon del
medicamento. En general, s6lo podemos decir que se puede.usar
cualguier Lipo de leparina, slemprn v cuandu se lleve un

adecuado controul de laboratorio.

La actividad fibrinolitica se dcmuestra por. los

elevadisimos nlveles de productos liticos desde el Llnicio da

la enfermedad. Esto qe confirma con el consumo de
antiplasmina, llegando a su «climax durante el periodo de
maxima 1lisis, fendmenos observados en estudios prevics [62,

64]. Aunque nosotros no lo deterninamos se ha aestablecido
previamente quo esta reduccion se acompana del aumento de
complejos PAP 765].

La elevaciéon do D-D y de PFFbn se explica parclalmente
por la fibrinolisis secundaria a la generacion de Tromblna,
pere es  gmuy  probable que una proporclon muy alta de dichos
liticos se produzcan primariamente por la actividad
flbrinolitica del promielocito, tal como lo demostro Hennelt
Lb6: en conuiclones similares a las nuestras.

La dif~rencia cuantitativa entre PFFbn y D-D debe

definirse ya que, aunque es de eusperarse por el diferente
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principio de las técnicas (EL1SA y aélutlnuclén de particulas
de 1latex), tamblén pudiera ser por la diversidad de productos
detectades; por ejemplo, la prucba de PFFbn no soélo detecta
Dimero D sino tamblén una gran - cuntidad de fragmentos -no
entrecruzados.

l.os productos liticos del Flibrinogeno se encuentran
elevados desde el inlcio de la enfermedad y. aunque no se
logra obtener signiflcado estadistico, en las Figuras 3 y 4 se
observa un tendoncia a elevarse méAs durante la lisis. Esto
apoya la tlteoria Jde las sustancias fibrinoliticas liberadas por
el promielocituo. Coungruente con la evoluclon de los PFFbg.
vemos los cambios de los niveles de Fibrindgeno.

Cabe hacer notar qgque en ambog grupos 5¢ mantuvo el
Fibrindgeno en nlveles minimos hemostaticos <¢on ayuda de
transfusiones y antifibrinoliticos, da otra manera,
dificilmente se hubiera controlade el riesgo hemorragico.
Entre ambos grupos no hav diferencia estadistica (P<0.05) en
cuantlo al requerimlento de crloprecipitados.

Por otra parte, en ambos grupos., las razones
PFFon:PFFbg son mayores que sus  lnversos, 1o que indica
predominio de fa lisls de Trombos en multiples fragmentos, no
50lo el D-D. Esto es un hallazgo hasta ahora no explicado,
pero en oposicién tedirica a los resultados de Okajima [611],
quien definid una Fibrinogenolisis pot ia elavada cantidad de
pioductons litico= 1otales. en comparacion con moderados
aumentos del D'D. Nosotros tamblén observamos oxcesiva
Fibrinogenolisils, prro ptedominan lug liticos de fibilna para

los cuales utillzamos una metodolugia mas sensible por los
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anticuorpos monoclonales.

En.estudios prospectivos con mayor nimero de pacientes
deberdn correlactonarse todos estos datos con las altas
razones PAP/TAT ya descrlitas [65, 66}. Nuevamente, proponemos
que las diferencias con otros padecimientos, quizia s6lo sean
dadas en la magnltud de la alteracion de todas las pruebas que

hemos menclonado.

Si observamos 1los valores de los principales ensayos
mostrados on las Flguras 1 y 2., pareclera existir correlacién.
es muy probable que asi sea, como lo ha demostrado Bauer [50],
pero son pocCos nuestros casos pafa obtener una verdadera

significaclén estadistica.

En el periodo de hipoplasia medular, todos los
indicadores tienden a la normalidad. pero es mAs notorio para
el D-D., la antiplasmina y el fibrindégeno.

Durante el seguimlento que hilcimos. comprobamos que
clinicamente (de acuerdo a evolucion y tratamiento)
correlacionan muy bilen los 3 indicadores seiialados, no
efectuamos calculo de coeficlentes de correlacién porgue
preferimos un mayor numero de casos a mayor numero de
determinaciones en pocos ¢asos, poro para nuestra practica ya
es una rutina utilizar a pruebas tan simples como el D-D en el
maneljo de LPA, algo que hasta ahora no habia sido menclonado

an trabajos previos.
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En’  las ‘graficas observamos que pruebas como la ATM y
liticos persisten elevadus aun en el periodo de hipoplasia., no
obstante van en franca caida a la normalidad. En cinco casos
todos los wvalores se normallizaron en los dlias siguientes
(datos no mostrados)., lo que slgniflica una vida media mis o
menos prolongada. por Lo que es necesario estudiar la
depuraclion de estogs productos, sobrie todo en paclentes
leucémicos. En el gsexto caso, la paclente presento
recuperaciéon medular al dia 14 postquimioteraplia con poblaclon
anaplaslica de promielocitos, requiriendo nuevo ciclo de
qulmioterapia. Esto resulta interesante porque suglete que las
alteracicones en las prusbas hemostAticas, excluyendo otras
causgas como sepsls, podrian servir de indicadores de

enfermedad residual.
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V. CONCLUS]ONES

Hemos visto gque las LPA presentan desde el inlcio tanto.

exceslva Generaclén de Trombilna como Flbrinolisgis anormal.

Comparéndota con la CID, la coagulopatia de esta
Leucemia tlene diferencias quizd s6lo en la magnitud del
fenémeno trombotico.

Nuestros resultados muestran una excesiva formacion y
llsis de trombos., ambos eventos acompaiiados por una severa
Fibrinogenolisis. La gravedad, tiempu de presentaclidon y
caracter lzacion por pruebas de laboratorio de estas
alieracliones hemostaticas, varian a lo largo de la evolucion
de la enfermedad y de acuerdo al uso cvportuno de quimioterapia
y manejo hemostatico.

Por sensibilidad, costo y disponibilidad, los ensayos
que mas utilidad moestraron fueron: Dimero D, Antlplasmina v
Fibrinogeno. En el momento del diagnéstico, el D-D se
encuentra muy elevado, la AP en activldad baja y hay niveles
bajos de fibrinégeno.

Los productos Lliticos predominantes fueron los de
Fibrina, pero no s6lo los D-D sino también una cantldad
notable no blen caracter (zada de productas sin
entrecruzamientos.

Esta actividad fibrinolitica stipica se relaciona con
la poblacién de promielocitos y sus proteasas. aunque queda
por definir la presencia de receptores para u-PA en dichas

células y «l1 comportamlento del inhlbidor correspondiente PAl-,
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Cumo nou se puede establecer una alteracién unica de la
coagulacion, no hay tratamiento bien deflnldo. Sin embargo.
¢on nuestro pacientes pudimos comprobar que son indisponsables
los antifibrinoliticos (mlentras no se tengan ensavos clinicos
suficlentes con antipioteasas) y la transfusion de
fibrindégeno.-

No podemos asentar con certeza estadistica que el uso
del e¢sqguema propuesto con anticoagulacion mixta (heparina y
cumarinlcos) es la forma lideal de tratamlento pues todavia
falta Lllevar prospectllivamente el anélisls de mas pactientes.
Sin embargo, anotamos que los pactentes que recibieron este
manelo acortaron el tiempo de la coagulopatia a un promedio de
ocho dias (P<0.0b) y no requirieron plasma. Aun mas, con
cualqulera de los dos manejos utilizados en este protocolo, se
ha logrado abatir la cifra de muertes tempranas por hemorragia
en las LPA atendidas en el Departamento de Hematologia del

Hospital ¢«e Especlalidades del Centro Médico La Raza.

“La Imaglnacién es mas
lmportante que e}
conocimlento.”

Albert Einstein
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APENDICE 1

TECNICA DE (CLAUSS PARA MEDIR FIBRINOGENO.

7 Se utiltza Trombina bovina en a;ta ,coﬁcgnﬁfacléni
(comerciaimente se dispone de 30 y 100 U Tlomblng/ml)f'Paré’:
este protocolo utilizames una concentraclén Hézfén‘yufﬁi.k
reconstituldas en agua destilada. - B

i) Se diluyé un plasma de rcfereqcls (concentracidn
conoclda de Fibrindogeno) con Buffer Veronal de Owren (pH=7.35)
. en serie, 1:9, 1215 1:40.

Se atemperaron a 37°C , 0.2 ml de cada una de las
dJlucionas y cantidad equivoiumétrica de Trombina.

2) En un Fibrometro, se cronometré el tiempo de
formacidén de codgulo al agregar a 0.2 ml de cada dilucldén, 0.2
ml de Tromblna.

3) Con 1los resultados de trazé curva de referencia
(concentraclon vs tlempo).

4) Para las muestra problemas se utilizdé la dilucién
ideal para puder interpolar el tlempo que, con el mismo método
anterior, teomara en formar colAgulo al agregar Trombina.
Generalmente nos basté con dilucion 1:10 con Buffer Veronal
de Owren. Después de interpolar se corrigio el factor de

dilucién.

Clauss. A. Gernnungs Physlologlische Schnel! Methode sur Best

Immungdec Fibrinogens. Acta Haematol 1957: 17:237-



TAPENDICE® 2

ACTIVIDAD DE ALEA-2-ANTIPLASMINAL © 7+

Kit: Chromostrate alfa-2-antiplasmin ’ (Organon Teknika B.V.,

Boxtel, Holland).

-Determinacion colorimétrica cuantitativa.

Uttlizamos técnica de Funto final.

1) Preparamos diluciones 1:15 de tas muestras de plasma
problema. de controles y de plasmas de referencia (dlluclones
en serie) con el Buffer provisto en el kit.

2) Incubamos cada una de las diluciones a J7°C durante
% minutos.

3) Se mezclaron 200 x] de plasma con 200 ml del
reactivo de Plasmina (para formar complejos PAP)., Incubando 30
segundos o J37°C.

1) Agregamos 200 pl do sustrato (amlda) e 1ﬁcubamos a
47“C durante 90 geg. Sobre este sustrato actuta la plasmina
libre preduciendo color.

5) Se paro la reacclion con 4e. acético al 0% (200 npl).

) Se leyd coelor contra un blanco (plasma, agua y Acido
acético) a 405 nm. La lectura resulta ser Inversamente
proporcional a la concentracion de antiplasmina-

¥) De acueido a tns lecturas de las dliuclones del
plasma de referencla ¢ traza la curva patron y schre elia se
interpolan tos resultados de absorbancls para las mues.ras-

problepa (actividad vs absorbancia).



APENDICE 4
SEMICUANTIFICACION DE DIMEROC D

Kit: Fibrinosticon (Organon Teknika B.V., Boxtel, Holland).

-Inmunoensayo de aglutinacion con particulas de latex.

Se prepararon muestras de plasma sin dlluir o en las
diluciones necesarias de acuerdv a los resultados, siempre en
Buffer Glicina (serie de preferencia 1:2, [:4, etc.)

1) Sobre placa de ilectura o portacbjeto limpio se
colocaron por separado 20 ml de cada muestra.

2) Se utilizaron ademas controles negativo y positivo

3) En cada unu de las areas con musstra se colocaron 30
#l de la suspenslon de particulas de latex recublertas con
ant cuerpo monoclonal antl D-D. '

4) Se hlizo la mezcla en cada 4rea y se mantuvo la placa
en agltacién suave durante 2 minutos.

Se observao la aglutinacion ¥ se calculo
semicuantitativamente el D-D de acuerdo a:

Sin aglutinaclén en muestra sin diluir= <500 ng/ml
(valor normal)

Con aglutinaclon: 500 x dilueciéon {(ng/ml)



"APENDIGE. 4

ACTIVIDAD DE ANT I'TROMBINA'

Kit: Chromostrate: Antithrombl n’ “Teknika. B.V.,

éﬁxteil,rﬁoliéﬁdjl
~Détafm1ﬁaélbhfg619r;mét;iga

Utllizamos Téenica

) Dilutmos | 1¥40 61 ‘plasma " problema. el control ¥
piésmu Vdg-rrdferenclg (diluclén  sariada (40, 80, 160) con
Buffer provisto por el Kit.

2) Cada dilucidon se stemper6 a 37°C durante 3 minutos.

3) Se mezclaron 200 pl de la dilucidén con 200 pl del
reactivo de Trombina y se Lincubd 60 segundas a 37°C. La
Trombina forma un complejo heparina:TrombinaiAntitromblina del
plasma.

4) Se agregaron 200 ¢l de sustrato {(amida) y se incubd
30 segundos. Sobre este sustralo acrua la Trombina libre
trestante y produce color.

5) Se frend la reacclon con acldo acéiico al 50% (200
(39

6) Se leyé color a 405 nm contra un blanco (plasma,
agua y fdcido acético). La Jectura es inversamente
proporcional a la concentracién de ATIII. La curva de
referencla se traza de acuerdo a loy valores de las diluciones

del plasma de referencia.



APENDICE §

ELISA PARA FRAGMENTO 1+2 DE PROTROMBINA.

< RITTUELISKT para  Fragmenitos -i+2° (Experimentaiitl (organon

Teknika B.V., Boxtel, Holland)

VVLos pocilios tienen - anticuerpo muno?loﬂal_sntl;Fl‘Z
(fase sollda)

1) En los pocillos se depositan 100 pl de control, de
calibradores del kit ({valores de referencia) y de pilasma
problema, gue previamente fueron diluidos 1:10 con un reactivo
estabilizador provisto por el kit.

2) Se incuba | hora a temperatura ambients.

3) Se lava cuatro veces con Buffer fosfato

4) Se agrega a cada poclllo 100 w1l de conjugado
(pollclonal anti-dominlo N terminal de Protrombina, conjugado
con peroxidasa} y se lncuba 60 minutos a temperatuira ambiente.

5) Se lava cuatro veces con Buffer

6) Se amrege sustrato (tetrametilbencidina), 100 pl,
Incubandose 10 minutos. La reacclon se para con actdo
sulfarico 2N

Se leyd absorbancla a 450 nm, usando los calibradores y

controles para trazar la curva patron.



APENDICE 6
ELISA PARA ATM (COMPLEJOS ANTITROMBINA-PROTEASAS)}

Kit: Asseruchrom .ATM (Diagnostica Stago,-Asnidres-Sur-Seine,
France) h

““Expérimental.

Los poclllos tienon anticuerpo monoclonal antitrombina
111 (fase s6lida) .

1) En <ada pocillo se colocan 200 »! de problemas.
estandares y controles. dliluidas cada uno 1:5 en Buffer del
kit. Se incuba ! hora A temperntura amnbiente.

2) Se lava cinco veces con Buffer de lavado

3) Se agregan 200 w1 de Inmunoconjugado (policlonal
antiATII] conjugado a peroxidasa) y e 1incuba 1 hora a
temperatura ambiente.

1) Se lavan cinco veces

5) Se agregan 200 pl de susiratos (ortofenilendiamino,
OPD) y se incuba 5 minutos. Se detlene la reaccidn con b0 pl
de dc. sulfdrico 2N

6) Se lee absorbancla a 492 nm y se traza curva patron

de uwcuerdo a estandaraes.



APENDICE 7

" ELISA PARA PAT-1.

Barcelona)

Lq#y'pqclllos"lléneﬁ',aht é gfp ;m_hqc}bhql;éntl-PAlrl
liofilizado. que se fédonstltu?a cohifoorﬁl de Buffer Fosfata-
EDTA-Tween 20.

i) Se apgregan 20 p1 de muestira y controles en cada
poclllo y se 1ncuban 2 horas a temperatura ambiente. No se
tequlere lavado posterior.

2) Se apgregan 50 pl de lnmunoconjugado y se- incuba
hora.

3} Se hacen cuatro lavados con Butfer y se agrega el
sustrato OPD para incubar 1§ minutos. La reaccidon se para con
50 p1 de é&clido sulfiarlco.

4) Se lee absorbancia a 492 ‘am, trazando curva de¢

referencia con los controles.



APENDICE . &

ELISA PARA PFL .

Kiti Fibrinostika

7 Se’ prapararen’

fosraios, . de un', 

ng/nl de PFt.

Sbiluimos los plasmaa-problémaV;ZOivéce-.en.uﬁqu[[orf:

de dilucionos - (diluclon -alta por 'espe}a;se=-e; Veété ﬁasd}
valores elevados). :

1) Agregamos (por duplicado) las diiuciones del
calibrador, muestras-problema y control negativo a‘ los
pocillos recublertos con anticuerpo monuclonal antiPFFbn/PFFbg
(fase sb6lida). Se incubaron durante 15 minutos a 37°C.

2) Se efectuaron cuatro lavades con Buffer de fosfatos.

3) Se agrego inmunoconjugado {antiPFFbn/PFFbg -+
paeroxidasa) v se incubé durante 15 mlnutos a 37“C.

4) So efectuaron nuevamente lavados con Buffer.

§) Se afadlé a cada pocillo el sustrato (previamente
proparado), solucién de Tetramet)lbencldina, 100 »l, y se
incubd durante 10 minutos a 37°C. La reaccion se detuvu con
acido sulfiurico 2N.

6) Se leyo absorbancia a 4% nn. Se graflco un papel
semilogaritmico la cutva (absoitbancia vs ¢oncentraclen), con
ayuda del calibrador en sus diferentes dlluciones.

7) La prueba se vatidaba si por lo menos se obtenia un



control negativo {< 0.250 ng/ml) yisi no‘se:hablu‘eliminédé
mas de .una dilucion -de cﬂlibréd@j _pélf:no" dar’ . lectura
razonable. : )

8) Las lecturas de las muestras-problena 58
interpolaron en la curva d;s referencia. El valor que asi se
obtuvo, se aultiplicéd por el factor de dllucléh (20).

Obtuvimos valoures para nuestra poblacion, los cuales

quedarun dentro del limite fljado por-este kit, < 650 ng/ml.

(Las muestras wutllizadas slempre fueron conservadas en

antifibrinolitico)



APENDICE 9

ELISA PARA PFFbR. -

KIt: Fibrinos

Se slgui bcedlﬁlbntﬁ”qub'para los PFt. Aqui

los poqiliés'.ésgébbgwiSd;Afbidﬁn 'coﬁ‘ anticuerpo monoclonal
‘murlno anti Fb/FbE;"be}o el antlcuerpo conjugado era s6lo
antiFbn. '

Esta prueba detecta todos los productos de degradaclién
de la Fibrina, tanto los Dimero D como los que no tienen
entrecruzamientos. ’

Adenas, se verlficé que la relacicon ponderal de
PFFbg/PFFbn no fuera < cinco para no detectar valores
exageradamente elevados.

Nuevamente medimos estos productos en una poblucidn
sana Y el resultado quedo dentro de los limltes tijadus por
este kit., < 310 ng/ml.

(Se utilizaron muestras conservadas an

antifibrinolitico)



APENDICE 10

ELISA PARA- PFFbg

Kit: Fibrihostika FgDP. (Organon Teknika B.V., Boxtal, Helland) -~ =

Se utilizdé ¢l mismo procedimiento que para PFt.

El anticuerpo monoclonal en fase sélida es anLlan/Fbé-_
perc el monoclonal conjugado era anti-Fibrinopéptido A.

Esta prueba puede dar resul tados Inespocificos,
falsamente elevados, si la relacidn ponderal PFFbn/PFFbg > 7.5

Los valores normales que establece el Kit son < 250
ng/mk. con lo cual colncldié la mediclidén en una poblaclén

autéctona sana.



APENDICE 117 -

ACT1VIDAD HEPARINIGA

Kit: -

Stachrom Asnliédres-Sur-

France) o’

"~ Método colofimétrgco paranheparlnaste:bédebgéo molecular,

Se deLermlno efecty a lﬁs 3 huras después de la
aplicaclén.

Para construir curva de referencia, se prepard un
plasma normal agregandole la misma cantidad dc¢ heparlina que se
utilizara en los pacientes.

1) Se mezclaron 100 pl de plasma-problema con 100 ml de
ATIIE vy se diluyé con BOO pl de Tris-EDTA (pH=8.4). La misma
mezcla se utilizo para las muestras de curva de referencla.

2) E1 metodo colorimétrlco se desarrolld en tubos de
plastico a 37°C, en la siguiente secuencla:?

Se 1incubaron durante 2 minutos, 200 pl de muestra o
plasma de referencia.

Se agregaron para mezclar, 200 pl de facter Xa,
{ncubando por JU seg.

S¢ apgregaron 200 pl de sustrato cromngeénico sobre el
que actluaria el factor Xa |lbre (que no se hublera acoplado a
la heparina-AT1I] en cl paso anterior) y se lncubd 30

Segunuos .

Setne:



La veacclon se pard con acidoacéiico al- 0%,

Se leyé la absorbancia-a 4005 nm’dolbéolér dasai}bllddo

contra  un  blanco  oquivolumétrice —(éé{éo;"ppéﬁ}qgifacéél':
Xa+plasma*cromogeno). v ,u. ‘

Se lrazo rﬁrva de referencla (nbéorbané;q:vg;:Hepg(;na'
Ui/mt) con  Llos ‘plasmas p}éparadbs para ello. Uclllzamos.ia.'u
conversion: 7500 U Chouay/dia = de "Fraxlpariha"ﬁro.l.antixa'

{U/m{ v 15 000 U Chouay/dia * >0.1 - 0.2 antiXa IU/ml.
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