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8< Los eventos trombéticos se deben,
segunlosautores de este articulo, a diversas
causas, este trabajo realizado por la Dra.
Susana Ouvifia y las Bioquimicas Aurora
Diaz y Eugenia Almagro del sector
Hematologia y Hemostasia del Laboratorio
de Medicina se refieren particularmente al

déficit hereditario de los inhibidores
naturales del sistema de coagulacion
sanguineo. Destacan la importancia de las
pruebas de hemostasia y trombosis que
permiten orientar y fundamentar el
diagnoéstico clinico y un tratamiento
adecuado
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Introduccién

La predisposicion a sufrir eventos
trombéticos en un individuo esta dada por
multiples causas: hereditarias, adquiridas,
ambientales, habitos, ingesta continua de
ciertas drogas, inmovilizacion prolongada,
embarazo y puerperio, intervenciones
quirdrgicas, factores de riesgo tradicionales
(hipertension, obesidad, diabetes,
sedentarismo, tabaquismo), enfermedades
malignas, etc. (1).

El término trombofilia fue em-
pleado por primera vez por Nygaard y
Brown en 1937 para designar una entidad
clinica caracterizada por trombosis arterial
0 venosa, que podia presentarse en
distintas regiones corporales, con tendencia
a la recurrencia, no asociada a otra
enfermedad, sin lesiones en los vasos y
asociada a un estado de hipercoagula-
bilidad (2).

La palabra trombofilia suele
aplicarse s6lo a una parte de los pacientes
que presentan cuadros trombdticos
poseedores de ciertas caracteristicas
clinicas como la ocurrencia a una edad
temprana de la primera trombosis
(menores de 45 afios), trombosis a
repeticion, historia familiar de trombosis,
localizacion inusual de la trombosis
(mesentérica, portal, hepatica, en miem-
bros superiores), severidad despropor-
cionada con un estimulo conocido, entre
otras(3).

La coagulacion sanguinea esta
cuidadosamente regulada por una serie de
inhibidores fisiol6gicos que limitan la
generacion de trombina y la formacion de
fibrina y por el sistema fibrinolitico, que
elimina eficazmente los trombos de fibrina
(4). Las causas hemostaticas de trombofilia
son diversas y para algunas de ellas esta
claramente establecida su asociacion a un
riesgo trombdético elevado, como en el caso
de déficit hereditario de los inhibidores
naturales del Sistema de Coagulacion
sanguinea como Antitrombina (AT),
Proteina C (PC) y Proteina S (PS). La
deficiencia hereditaria de estos inhibidores
esta asociada a cuadros trombdticos
principalmente en el sistemavenoso (5).

En esta publicacion nos referiremos
particularmente al déficit hereditario de AT,
PCyPS.

Antitrombina

En 1965 se describio por primera
vez una familia con déficit de AT
(antiguamente Antitrombinalll) enlaque se
demostrd la relacion entre un defecto
congénito y tendencia trombdtica (6).
Durante muchos afios, esta fue la Unica
causa identificada de trombofilia
hereditaria. La AT es una glicoproteina de
cadena simple de aproximadamente 58000
Da y constituida por 432 aminoécidos, el
dominio amino-terminal contiene el sitio de
enlace a la heparina y el dominio carboxi-
terminal contiene el sitio de enlace a las
serino proteasas (sitio activo). Es sintetizada
en el higado y su concentracién plasmatica
es alrededor de 2,3 mmol/L. Su mecanismo
de accion es a través de la formacion de un
complejo 1+1 Sustrato-AT, su accion
inhibitoria es potenciada por la heparina
con la cual forma un complejo ternario
Sustrato-AT-Heparina, que es la base del
uso de Heparina (estandar y de bajo peso
molecular) como tratamiento o profilaxis de
eventos trombdticos. La molécula de AT
posee dos sitios activos bien definidos. Uno
de ellos paralaunion con la heparina, la cual
induce un cambio conformacional en la
molécula de AT que hace mas accesible el
segundo centro activo para el sustrato. En
ausencia de heparina la reaccion inhibitoria
esmaslenta(7).

La AT pertenece a la familia de las
serpinas, es decir inhibidores de serino-
proteasas y tiene un amplio espectro de
actividad inhibitoria: de forma progresiva e
irreversible inhibe serinoproteasas como
Factor Vlla, Factor IXa, Factor Xlla vy
fundamentalmente Trombina (Factor Ila) y
Factor Xa.

La deficiencia de AT estaria
presente en aproximadamente 0.02-1.1%
de la poblacion general, y en alrededor del
4% de los pacientes con eventos tromboem-
bélicos.

Existen 2 tipos de deficiencia de AT (8):

- Tipo I: Déficit cuantitativo, niveles plasma-
ticos de AT funcional e inmunoldgico bajos.
- Tipo II: Déficit cualitativo, incluye defectos
funcionales que provocan disminucion de la
actividad, pero con nivel inmunoldgico
normal.

- Subtipo lla: doble defecto, altera-
cion molecular que disminuye la afinidad
por la heparina vy la inactivacion de la
trombina.

- Subtipo llb: defecto en la inhi-
bicion de la trombina pero afinidad por la

heparinanormal.

- Subtipo lic: defecto en la afinidad
por la heparina pero capacidad inhibitoria
normal.

La herencia de este defecto es
autosOmica dominante, tratandose en
general de heterocigotas con niveles de AT
de un 50 %, aunque el riesgo de trombosis
existe a partir de una reduccién en la
concentracion plasmatica de un 70 % de lo
normal. La deficiencia Tipo | homocigota
seria incompatible con la vida, llevando a la
muerte fetal.

Los primeros eventos trombdticos
ocurren en un 10 % entre los 10 y 35 afios,
aumentando la frecuencia con la edad, de
modo que mas del 85 % la han padecido por
encima de los 50 afios. Se presenta
fundamentalmente como trombosis venosa
profunday un 40 % puede complicarse con
tromboembolismo pulmonar (9)

En el caso del Tipo Il Subtipo llc, se
presenta una menor tendencia trombdtica,
puesto que la capacidad inhibitoria por
parte de la AT ocurre, y en presencia de
heparinalentamente.

Para el Tipo I, son méas frecuentes
cambios simples de nucleétidos, pequefias
inserciones o deleciones, obteniéndose una
molécula inestable, que no puede ser
secretada o provocar una interrupcion
temprana de lasintesis de la moléculade AT.
Los casos menos frecuentes (10 %) de las
deficiencias Tipo I, son las que correspon-
denadelecionesen el cromosoma 1¢23-25.
El tipo Il es producto de mutaciones
puntuales que provocan sustituciones de
aminoacidos que conllevan a una proteina
no funcional (10).

La determinacion de AT se realiza a
través de métodos funcionales, coagulo-
métrico o sustrato cromogénico, que
detectan la actividad de AT y de métodos
inmunoldgicos, inmunodifusién radial,
inmunoelectroforesis o ELISA que detectan
el nivel de proteina de AT.

De los métodos funcionales, el de
sustrato cromogénico es el més utilizado y
consiste en incubar la muestra con exceso
de trombina en presencia de heparina, la
trombina residual se cuantifica por su
accion amidolitica en el sustrato cromo-
génico CBS 61.50, la p-NO2 anilina liberada
se determina a 405 nm. Se realiza una curva
de calibracion con calibrador comercial o
pool de plasmas normales. La trombina
residual, determinada como p-NO?2 anilina,
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es inversamente proporcional a la
concentracion de AT en la muestra (11). En
general el rango de referencia se encuentra
entre 80y 120%, pero cada laboratorio debe
establecer sus propios valores. Si el
resultado obtenido es bajo, se debe citar
nuevamente al paciente y repetir el estudio,
en caso de confirmarse el valor, se realiza la
determinacion inmunoldgica y se estudia
también alafamilia.

Pueden observarse niveles dismi-
nuidos de AT en enfermedad hepatica,
sindrome nefrético, coagulopatia por
consumo, sepsis, tratamiento con L-
asparaginasa, en recién nacidos.

SistemadelaProteinaC

LaPCesunaglicoproteinade 62000
Da. Se sintetiza en el higado y posee dos
cadenas: una pesada donde se encuentra el
sitio activo y una liviana. La sintesis de la PC
depende de la vitamina K, que cataliza la
carboxilacion de un grupo amino de un
residuo glutdmico, esta carboxilacion le
confiere la funcionalidad a la molécula.
Circula en el plasma como zimdgeno y es
activada por trombina, que realiza una
ruptura proteolitica de un enlace Arg-Leu,
exponiendo el sitio activo. El mecanismo es
lento, por lo que fisiolégicamente es
catalizado por la trombomodulina, cofactor
localizado en la superficie de las células
endoteliales. Para que se produzca una
activacion adecuada de la PC se deben
ensamblar perfectamente las moléculas de
PC, trombina y trombomodulina sobre la
superficie de la célula endotelial en
presencia de ion calcio. Una vez activada y
en presencia de la PS libre desarrolla una
potente actividad anticoagulante, al inhibir
alos cofactores Va y Vllla de la coagulacion
por proteolisis limitada de las cadenas
pesadas de ambas moléculas; ademas
aumentaria la actividad fibrinolitica
posiblemente por reduccién de la actividad
de PAI-1 (inhibidor del activador tisular del

plasminégeno) (12).

La deficiencia hereditaria de PC fue
descrita por primera vez en 1981 y desde
entonces se ha establecido una directa
asociacion de esta con la enfermedad
tromboembodlicavenosa (13).

Este déficit se transmite como una
herencia autondmica dominante, en la
mayor parte de los pacientes aparece como
heterocigotos. Los homocigotos con niveles
de actividad inferior al 5 % presentan
manifestaciones clinicas muy severas. La
deficiencia de PC lleva al desarrollo de
trombosis venosa recurrente. El déficit
congénito se hadetectado hastaenun 3,2%
de la poblacién no seleccionada que ha
sufrido algun accidente trombotico,
mientras que en pacientes con accidentes
tromboembolicos venosos recurrentes se
presenta en un rango de 1,4 a 8,6 % segln
diferentes estudios (14). La deficiencia de
PC también puede predisponer al desarrollo
de necrosis de la piel asociada al
tratamiento oral con dicumarinicos, que en
general suele presentarse durante el inicio
del tratamiento con los anticoagulantes
orales.

En el laboratorio se determina la PC
mediante ensayos funcionales (coagulo-
métrico y cromogénico) que evalGan la
actividad y mediante ensayos inmuno-
l6gicos (ELISA, inmunoelectroforesis) que
evaltan lacantidad de proteina (15).

Existen dos tipos de deficiencia
hereditariade PC:

- Tipo [: deficiencia funcional e inmunol6-
gica.

- Tipo II: deficiencia funcional y nivel anti-
géniconormal.

Para el tipo I, la mayoria de las
mutaciones conducen a una terminacion
prematura de la sintesis proteica o ruptura
del plegamiento proteico con pérdida de la

estabilidad de laproteina.

La deficiencia adquirida de PC se
puede presentar asociada a: deficiencia de
vitamina K, anticoagulacién oral con
compuestos dicumarinicos, enfermedad
hepatica, coagulacion intravascular
diseminada, sepsis, sindrome nefratico.

Los casos poco frecuentes de déficit
homocigético de la PC presentan coagula-
cion intravascular fulminante en el periodo
neonatal y requieren un diagndstico y trata-
miento inmediato con un muy elevado
riesgo de mortalidad (16).

En general el rango de referencia
para la PC varia entre 70 — 140 %, pero cada
laboratorio debe establecer su propio rango
de referencia e informar el método
utilizado.

Como se describié con la AT, si el
resultado obtenido es bajo, debe citarse
nuevamente al paciente y repetir el estudio,
en caso de confirmarse el valor, se realiza la
determinacion inmunoldgica y se estudia
también alafamilia.

Sistemade laProteina$S

Es una glicoproteina de 69 000 Da,
cuya sintesis es dependiente de la vitamina
k, se sintetiza en el higado como un
precursor de 676 aminoacidos, su forma
madura contiene 635. También es
sintetizada en las células endoteliales y esta
presente en las plaquetas (17).

Su concentracion plasmaética es
alrededor de 0,26 a 0,33 mmol/I, tiene un
tiempo de vida media de 42 horas. Es un
cofactor no enzimatico de la funcidn
anticoagulante de laPC. Actua de formaque
aumenta la afinidad de la PC activada (PCa)
por los fosfolipidos cargados negativamente
y forma un complejo unido a la célula
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endotelial PCa-PS.

LaPScirculaen el plasmatanto libre
como unida no covalentemente a la
proteina de unién C4b (C4bBP), pero solo la
forma libre (40 %) esta involucrada en la
actividad anticoagulante de laPCa (18).

La deficiencia hereditaria de PS es
causa de tromboembolismo venoso y segln
los datos disponibles se presenta con una
frecuencia similar a la del déficit de PC,
siendo la forma de herencia autosémica
dominante y las manifestaciones clinicas
similares también. El déficit homocigota no
llevariaalagravedad del de laPC (19).

La PS puede evaluarse mediante
dife-rentes métodos:

a) Coagulométrico: determina la actividad
delafraccion libre de laPS (PS actividad)

b) Inmunoturbidimétrico: determina inmu-
nolégicamente la fraccion libre de la PS (PS
libre).

¢) Inmunoldgico: determina inmunoldgica-
mente (Inmunodifusion radial, inmunoelec-
troforesis) laPS total.

En base a estos métodos, se
distinguen fundamentalmente 3 tipos de
deficiencia hereditaria de PS (20):

- Tipo I: PS total, PS libre y PS actividad
disminuidas.

- Tipo II: PS total y PS libre normales, PS
actividad disminuida.

- Tipo llIl: PS total normal, PS libre y PS
actividad disminuidas

El Tipo | constituye un factor de
riesgo establecido para tromboembolismo
venoso, mientras que los datos disponibles
para Tipo Il son contradictorios en cuanto al
riesgo de trombosis (21)

La deficiencia homocigota de PS es
una condicion rara que se manifiesta como
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purpura fulminante neonatal, lo que refleja
una coagulacion intravascular diseminada
severa, también con muy alta mortalidad
(22).

Se observa deficiencia adquirida de
PS en pacientes con déficit de vitaminaK, en
tratamiento con anticoagulantes orales
(dicumarinicos), anticonceptivos orales,
terapia estrogénica, enfermedad hepatica,
coagulacion intravascular diseminada,
sindrome nefréticoy durante el embarazo.

Los valores de referencia estarian
entre 60-130%, pero como se describié para
ATy PC, cada laboratorio debe establecer su
propio rango de referencia e informar, en el
caso de la PS, que fraccién de la misma se
determindy el método utilizado.

Conclusiones

Si bien el avance tecnolégico nos ha
permitido, entre otros beneficios, mejorar
los métodos y tener un control mas
estrecho del equipamiento con el que
contamos, debemos tener presente que el
diagnostico de deficiencia hereditaria de AT,
PC o PSimpacta no solo en lavida del propio
paciente, sino también en su descendencia
y en el resto de la familia. Las pruebas de
hemostasiay trombosis permiten orientary
fundamentar el diagndstico clinico, es por
esto que la solicitud de las pruebas de
hemostasia debe basarse en el cuadro
clinico del paciente evaluado por el médico
especialista. El Laboratorio proporciona
informacion de gran utilidad que debe ser
interpretada dentro del contexto clinico, lo
que brinda mayor posibilidad de un
diagnostico certero y por lo tanto de un
tratamiento adecuado.

Finalmente, el continuo control de
las variables que intervienen en todas las
etapas del Laboratorio (pre-analitica,
analitica, post-analitica) condiciona la
obtencién de un resultado final confiable
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que refleje el estado clinico del paciente y
forma parte del programa de control de
calidad que deben llevar a cabo todos los
laboratorios
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