Bol. Soc. Cast. Ast. Leon. de Pediatria, XXVIII, 27, 1987

REVISIONES

Déficit de anticoagulantes naturales y enfermedad tromboembédlica

H. GonzAlEz, M. R. BAcHILIER vy F. J. GUISASOLA

RESUMEN: Se revisan las caracteristicas bioquimicas, fisioldgicas y la importancia clinica
de la proteina C y antittombina III. Ambas proteinas juegan un papel fundamental en
la regulacién de los mecanismos de coagulation inhibiendo la formacion de trombina.
La importancia de la proteina C y antitrombina III en patologia humana, ha quedado
demostrada por el descubrimiento de que sus deficiencias congénitas estdn asociadas a
enfermedad trombo-embdlica. PALABRAS CLAVE: ANTICOAGULANTES. PROTEINA C. ANTI-
TROMBINA III.

NATURALS ANTICOAGULANTS DEFICIENCY AND THROMBOEMBOLIC DISEA-
SE. (SUMMARY): The biochemistry, physiology and clinical aspects of protein C and an-
tithrombin III are revised. Both proteins plays a major physiologic role in the regulation
of blood coagulation as part of a thrombin-dependent feedback inhibition of coagula-
tion pathaways. The phatologic propetties of protein C and antithrombin III in humans
has been demostrated by the discovery that congenital deficiencies are associated with
thromboembolic disease. KEY WORDS: ANTICOAGULANTS. PROTEIN C. ANTITHROMBIN

III..

INTRODUCCION

La trombina es la principal proteina
reguladora implicada en el mantenimiento
de la homostasia. Para su formacion es ne-
cesatio la participacién de forma conjunta
de enzimas plasmiticos con capacidad pro-
teolitica y de los denominados cofactores
de activacion.

Los enzimas proteoliticos que intervie-
nen en la coagulacidon son proteasas setini-
cas y se encuentran representados por los
factores XII, XI, IX, X y VII, todos ellos
se encuentran de forma inactiva en el
plasma, teniendo que ser activados para
que ejerzan su accién lo que implica la
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pérdida de fragmentos moleculares. (XIla,
Xla, IXa, Xa, y VIla).

Los cofactores de activacién estin cons-
tituidos por proteinas que como las ante-
riores deben de ser modificadas previa-
mente para potenciar su accioén la cual no
entrafia proteolisis sobre el sustrato, sino
mas bien amplificar la funcién de alguna
de las proteasas setinicas anteriormente
enunciadas. A este grupo pertenecen los
factores VIII y V que cooperan en la ac-
cidn proteoliticas del IXa y Xa.

La accién de unos y otros conllevan la
formacidon de trombina. Se conocen en la
actualidad dos mecanismos que controlan
la generacién de trombina bloqueando de
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algn modo la funcion de éstos. Uno a
través de los inhibidores de las proteasas
serinicas tales como la alfa-1-antitripsina,
alfa-1-antiquimiotripsina, interalfa-tripsina
inhibidor, inhibidor de la C1 esterasa,
alfa-2-macroglobulina y antitrombina III.
De ellos el que mayor importancia tiene
por su amplitud de accién y potencia es
sin duda la antitrombina III. El otro me-
canismo se encuentra mediado por la inac-
tivacion de los cofactores proteicos que in-
tervienen en las reacciones de activacion
de las proteasas serinicas de la coagula-
cion. La proteina C es el Gnico factor co-
nocido en la actualidad que ejerce esta ac-
cion.

De todos los anticoagulantes naturales
los que poseen una mayor importancia
biologica y cuyo déficit causa enfermedad
tromboembdlica son la antitrombina IIT y
la proteina C.

ANTITROMBINA III

Seegers y cols. aplicaron el término de
antitrombina IIT (ATII) al agente que cau-
saba una progresiva inhibicién de la trom-
bina en el plasma y el de antitrombina II
al cofactor que se necesitaba para la accion
de la heparina (1). Hoy sabemos que am-
bas funciones son efectuadas por la misma
proteina, que denominamos antitrombina
IIT y representa uno de los mis potentes
inhibidores de la coagulacién conocidos

(2).
Estructura

La antitrombina III es una glicoprotei-
na, perteneciente a las alfa 2 globulinas
del plasma, constituida por una finica ca-
dena polipeptidica, con un peso molecular
aproximado de 60.000 D. Presenta tres
puentes disulfuro intracatenarios (3).

Mecanismo de accion

La inhibicién de la trombina por la
antittombina III se efectia formandose

entre ambas un complejo esteoquimétrico
1:1 al enlazarse el centro activo setinico de
la trombina y un residuo arginina de la
AT.II (4). La inactivacion de la trombina
por la AT.III es itreversible (5) y durante la
formacién del complejo se produce una
proteolisis de la AT.III (6).

La AT.II no sdlo inactiva a la trombina
sino también a otras proteinas setinicas co-
mo los factores XIla, XIa, IXa y la Kali-
creina, aunque se discute su importancia
biolégica (7).

Las reacciones de la AT.II con la trom-
bina y con otras proteinas serinicas tienen
una velocidad lenta que es potenciada por
la heparina, al comportarse éta como un
activador alostérico (8). La heparina provo-
ca un cambio en la configuracion de la
AT.III que permite un mejor acoplamiento
entre el centro activo de la AT.II y el de la
trombina.

En la coagulacion «in vitro» de sangre
normal, con la cantidad de AT.II conteni-
da en un mililitro de plasma toda la trom-
bina formada puede ser inactivada; sin
embargo esta inactivacién no es lo bastan-
te ripida, generindose suficiente trombina
para convertir el fibrindgeno en fibrina
(9). La heparina altera esta secuencia ace-
lerando intensamente la inactivacién de la
trombina por la AT, efectuindose la
reaccion en segundos en lugar de en mi-
nutos (7). Estas observaciones hacen dificil
la explicacién de cdmo la AT.II ejerce un
papel importante en la regulacién de la
hemostasia, dado que en ausencia de he-
parina el porcentaje de reaccidén con la
trombina y ctras proteasas setinicas es pe-
quefio. Por otra parte la clinica que pro-
duce el déficit de AT.II revela la importan-
cia moduladora de la coagulacion de esta
proteina (2). Existen algunas hipotesis que
intentan explicar estos hechos. Una prime-
ra indica que la generacion de trombina
«in vivo» es menos efectiva que «in vitroy,
y cuando la trombina se genera «in vivo»
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parte se diluye en el torrente sanguineo.
Una segunda hipotesis apunta la existencia
de sustancias heparin-like en las células
endoteliales (10). El dafio de estas células
dispara la coagulacién pero ésta es modu-
lada por la liberacién de actividad hepari-
nica por las mismas células, incrementin-
dose de este modo la efectividad de la
AT

Algunos investigadores han sugerido
que la importancia moduladora de la coa-
gulacion por parte de la AT.II no se debe
tanto a la inhibicién de la trombina como
a la inactivacién de otros factores mas im-
portantes en la amplificacion de la cascada
de la coagulaciéon como el factor Xa (11).

Propiedades generales

La antitrombina III se sintetiza funda-
mentalmente en el higado. Presenta una
concentracion plasmatica de 19,6 + 2,3
mg/100 ml. con una vida media de 2,8 =+
0,3 dias. Se encuentra disminuida en el
recién nacido, normalizandose al sexto
mes, para volver a disminuir ligeramente
en la senectud. Las mujeres en edad fértil
poseen valores ligeramente menores a los
varones de la misma edad. Los individuos
del grupo sanguineo A poseen cifras supe-
riores a los de otros grupos (12), (13),
(14).

Deéficit familiar de antitrombina Il

En el déficit familiar de At. III se sue-
le encontrar niveles inferiores al 50 % del
normal, aunque en algunos casos presen-
tan niveles mucho menores o sélo ligera-
mente inferiores a los normales. El déficit
se expresa por aparicion de trombosis de
repeticidn de comienzo en etapas precoces
de la vida. Mias del 85 % de las personas
que padecen esta deficiencia sufren algin
episodio trombdtico antes de los 50 afios y
aproximadamente el 2 % de todos los epi-
sodios trombdticos de la poblacién general
pueden atribuirse a carencia congénita de

este inhibidor. La severidad de las mani-
festaciones es variable entre las familias e
incluso entre los miembros de la misma
familia sin que se sepa por qué (15).

La manifestacion trombotica mas fre-
cuente es la zromboflebitis de extremida-
des inferiores, a menudo bilateral y recu-
rrente. También puede aparecer insufi-
ciencia venosa que puede complicarse con
tlceras crurales. El embolismo pulmonar
también es comin. La trombosis de venas
mesentéricas es menos frecuente. Pocos ca-
sos desarrollan C.1.D. De forma mas rara
puede aparecer priapismo, S. de Budd-
Chiari, trombosis de venas cerebrales, re-
nales y trombosis de vena cava inferior o
de la vena central de la retina (2).

Dos factores son claramente importan-
tes para determinar el riesgo de trom-
boembolismo en el déficit familiar de
AT El primero es la edad. No es fre-
cuente encontrar tromboembolismos en
enfermos con déficit menores de 10 afios y
a partir de esta edad el riesgo es acumula-
tivamente mayor en cada década. El se-
gundo factor es el grado de deficiencia.
Infrecuentemente ocurre tromboembolis-
mo cuando los niveles de AT.III son supe-
riores al 60 %. Sin embargo no todas las
personas que tienen niveles bajos desarro-
llan tromboembolismo, sin que se sepa
que protege a estas personas (2).

En mujeres con déficit familiar de
AT.II el embarazo incrementa el riesgo de
tromboembolismo y de igual modo ocurre
con los anticonceptivos orales. Finalmente,
factores que predisponen al tromboembo-
lismo en personas normales, como el enca-
mamiento prolongado, la cirugia, etc. son
mis peligrosos en esta enfermedad.

Las causas mids frecuentes de muerte
en estos enfermos son el embolismo pul-
monar, la trombosis mesentérica y la C.1.D.

El déficit familiar de AT.III es heredado
como un defecto autosémico dominante.
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Como en otras enfermedades hereditarias
la acumulacién de datos prueba que el dé-
ficit de AT.II es una enfermedad heterogé-
nea. Asi existen diversos tipos de deficien-
cia segin el trastorno afecte a la sintesis
global de la proteina o de lugar a una
proteina anormal. Hablamos de deficien-
cta tipo I o clasica cuando la actividad bio-
logica y el nivel antigénico disminuyen
paralelamente. La electroforesis bidimen-
sional con heparina es normal. La variante
tipo II o variante de la deficiencia clasica
presenta niveles antigénicos y bioldgicos
disminuidos y movilidad electroforética
anormal en presencia de heparina. En la
variante Zzpo III junto con una antitrombi-
na normal se sintetiza otra carente de acti-
vidad por lo que se aprecian niveles anti-
génicos normales, actividad bioldgica dis-
minuida y movilidad electroforética anot-
mal (12), (15), (16). Ademis de estos tres
tipos se han encontrado maltiples varieda-
des que han ido recibiendo los nombres
de las ciudades donde residen los pacien-
tes afectos (15). Se ha descrito una familia
con niveles antigénicos de AT.INI bajos sin
manifestaciones trombbéticas, debido a una
gran afinidad de su antitrombina por la
trombina (17). Otra familia presenta nive-
les normales de AT.II plasmatica junto con
disminucién de AT.II plaquetaria con ele-
vada incidencia de enfermedad trombo-
embdlica (18).

La determinacion de los niveles antigé-
nicos de AT.IIN se efectia mediante inmu-
nodifusién radial. La actividad biol6gica
puede medirse mediante ensayos de coa-
gulacién (von Kaulla) o amidoliticos (Ka-
bi). La electroforesis bidimensional de
Laurell se utiliza para investigar la posibi-
lidad de un cambio cualitativo en la AT.II
(2).

El tratamiento de los episodios trom-
béticos en estos pacientes requieren de la
administracion de plasma- fresco junto con
heparinia, ya que la heparina sola es ine-
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fectiva pues necesita de la presencia de
AT.II para actuar. En la actualidad existen
concentrados comerciales de AT.III. Para
elevar la concentracion plasmatica de AT.III
en 1 % se requiere la administracién de
0,67 U/Kg. de concentrado. El tratamien-
to con anticoagulantes orales comenzarid
en la fase aguda ya que disminuyen las
necesidades de AT.III por disminuir la for-
macién de trombina. El tratamiento con
anticoagulantes debe mantenerse indefini-
damente para evitar la repeticion de las
trombosis y de forma profilictica en los
pacientes diagnosticados previamente a las
manifestaciones. Se han propuesto tam-
bién como profilacticos a los androgenos
de sintesis (danazol) que son capaces de
estimular la sintesis de esta proteina, aun-
que son necesarios mas estudios para es-
tablecer el papel de estos agentes (2).

Déficit adguirido de antitrombina II1

Por alteracién de la sintesis en las
hepatopatias graves disminuyen los niveles
de AT.INI, aunque no se producen sintomas
posiblemente debido a un descenso para-
lelo del resto de factores de la coagulacion
(19). Por exceso de eliminacién puede
aumentar el riesgo de enfermedad trom-
boembélica en el sindrome nefrético (20).
Por consumo acelerado en la c.1.D. al exis-
tir exceso de proteasa serinicas que deben
ser inhibidas; en este caso el déficit es se-
cundario al desarrollo de trombos en la
microcitculacién (21). También se han en-
contrado disminucién de AT.III en enfet-
mos tratados con asparraginasa.

PROTEINA C

En 1960 Seegers y cols. descubren una
actividad anticoagulante que se generaba
cuando trataban concentrados de proteinas
vitamino-K dependientes con trombina. A
la proteina responsable de esta actividad
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la denominaron autoprotrombina Ila pot-
que pensaron que era un derivado proteo-
Iftico de la trombina (22). Postetiormente
Marciniak demosttd que la autoprotrom-
bina Ila no deriva de la protrombina, si-
no que era una proteina diferente (23).
En 1976 Stenflo sepatd por cromatografia
las proteinas dependientes de la vitamina
K y obtuvo cuatro picos proteicos que de-
nomind A, B, C, y D. Mis tarde demostrd
que el pico A correspondia al factor IX,
el pico B a la protrombina y el D al fac-
tor X. La funcidén del pico C «la proteina
C» le fue desconocida (24). De nuevo
Seeger y col. demostraron que la proteina
C y la previamente desctita autoprotrom-
bina Ila eran inmunoldgicamente idénti-
cas (25).

Estructura

Es una glicoproteina de peso molecu-
lar 62.000 D, constituida por dos cadenas
polipeptidicas unidas entre si por puentes
disulfuro. Es una proteasa serinica vitami-
no K dependiente, caracteristica que com-
parte con los factores VII, IX, X y pro-
trombina. Contiene 10 residuos gamma-
carboxiglutdmicos, formados por carboxi-
lacién de residuos glutimicos, que le dan
la capacidad de unirse a los iones calcio y
a las superficies fosfolipidicas (26).

Mecanismo de accion

Activacion de la proteina C (Fig. 1).
La proteina C para ejercer su funcidén ne-
cesita ser activada. El dnico activador fi-
siolégico conocido es la trombina. La acti-
vacidn consiste en la hidrélisis de un pe-
quefio péptido de la cadena pesada. Al
activar la proteina C en su sistema «in vi-
tro» se aprecia que la reaccidn es muy
lenta. Sin embargo la inyeccién directa de
trombina en la vena yugular de rata pro-
duce una accién anticoagulante en minu-
tos (27). Este hecho sugiere un mecanis-
mo diferente a la simple activacién direc-

ta por la trombina. Se ha demostrado que
el endotelio capilar es capaz de catalizar la
activacion por la trombina de la proteina
C en un tiempo infinitamente menor que
con la trombina «n vitro» (28), lo que
evidencia la existencia de un «cofactor» en-
dotelial en la activacién de la proteina C.
Este cofactor recibe el nombre de trombo-
modulina. Al unirse la trombina a la su-
petficie celular a través de la trombomo-
dulina, aquella pierde su accién procoagu-
lante, efecto que es reversible al deshacer-
se la unidn (29). Para que la trombomo-
dulina ejetza plenamente su papel de co-
factor necesita la supetficie endotelial
puesto que al afiadir trombomodulina,
trombina y proteina C «in vitro» se acelera
la activacién de la proteina C pero no al-
canza los niveles apreciados «in vitro» (30).
Los iones calcio son necesarios para que la
trombomodulina cumpla su papel de co-
factor (31), sin embargo, en ausencia de
trombomodulina los iones calcio inhiben
la activacién de la proteina C por la trom-
bina (30).

Como veremos postetiormente una de
las funciones de la proteina C activada es
la inactivacion del Factor V activado. Sa-
lem y col. han demostrado que, paradogi-
camente, el factor V activado puede actuar
como un cofactor en la activacion de la
proteina C por la trombina, aunque la afi-
nidad de la trombina por el factor V es
mucho menor que por la trombomodulina
(32). Recientemente se ha demostrado que
bajas concentraciones da factor V activado
promueven la activacién de la proteina C
y altas concentraciones de dicho factor la
inhiben, por lo que se propone el factor V
como regulador de la activacion de la pro-
teina C en la supetficie de los endotelios
(33). Otro regulador es la antitrombina III
ya que inhibe la activacién de la proteina
C en la supetficie endotelial, mediante la
neutralizacién de la trombina unida a la
trombomodulina (30).
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Accion anticoagulante y fibrinolitica de la
proteina C activada (Fig. 1).

Una vez activada la proteina C (protei-
na Ca) ejerce su funcién de potente anti-
coagulante al inhibir mediante proteolisis

)

PROTROMBINA X

sustratos sobre los que actie la proteina
Ca (34). En 1980 Walker aprecia que la
inactivacién in vitro del factor V por la
proteina C activada es mejorada por un
cofactor plasmatico (35). Identificd este
cofactor y encontrd que era idéntico a una
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Efecto anticoagulante de la proteina C y antitrombina IIl. La primera actiia sobre cofactores de coa-

gulacion (V' y VIII) mientras que la segunda lo hace de forma directa como antitrombina y ant-X. Obsérvese
como es la propia trombina gencrada la que pone en marcha la activacion de la proteina C

a los factores V y VIII de la coagulacion.
La inhibicién de estos factores requiere
calcio y fosfolipidos y es mucho mis ripi-
da sobre los factores activados que sobre
los nativos. No se han encontrado otros

proteina dependiente de la vitamina K
que habia sido previamente descrita por
Di Scipio (36) y que habfa designado
«proteina S». Tanto en sistemas purifica-
dos como en superficies fosfolipidicas se
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habia observado que la velocidad de inac-
tivacién de los factores V y VII por la pro-
tefna Ca era muy lenta. El hallazgo de es-
te cofactor justifica la potente accién anti-
coagulante observada en el plasma. La
proteina S estd regulada por la trombina
que la hidroliza en solucién, no asi cuan-
do estd unida a los fosfolipidos. Ademas
de libre en el plasma la proteina S esta
contenida en un inhibidor proteico del sis-
tema de complemento y consitituye una
nueva interrelacién entre el sistema de
coagulacioén y complemento (37).

Ademis del factor anticoagulante ya
analizado, la proteina Ca tealiza una ac-
ci6n fibrinolitica. La proteina Ca eleva el
activador del plasmindgeno al neutralizar
el inhibidor de dicho activador (38).

La proteina C activada también posee
su regulador, el inhibidor de la proteina
Ca. Su funcién se ejerce formando com-
plejos 1:1 con la proteina Ca (39).

Propiedades generales

La proteina C se sintetiza en el higado
y se encuentra citculando en el plasma en
una concentracién de 4,8 =+ img/litro 6
100 % = 30 % de un pool de plasma
normal. Presenta una vida media/corta de
6 horas. Se encuentra disminuida en el re-
cién nacido (26, 48).

Déficit familiar de proteina C

En 1981, Griffin y col. describieron el
caso de un varbén de 21 afios con trombo-
flebitis recidivantes que tenia concentra-
ciones normales de antitrombina III y el
resto de pardmetros de coagulacién sin al-
terar. Presentaba historia familiar de trom-
bosis recurrentes en la edad adulta joven.
Encontraron niveles de proteina C por de-
bajo del 50 % en el paciente, en el padre
y en un tio paterno (40). Posteriormente
se identificaron nuevas familias quedando
demostrada la relacion entre niveles dis-

minuidos de proteina C y aparicién de en-
fermedad tromboembbdlica.

Las manifestaciones clinicas del déficit
de proteina C son muy similares al de anti-
trombina IIl, con aparicién de zrombosis
en extremidades inferiores y episodios de
embolismo pulmonar en personas jovencs
como trastornos mis frecuentes. La defi-
ciencia homocigota puede expresarse por la
aparicion de pérpura fulminante neonatal
(41) o por trombosis masiva venosa tam-
bién neonatal (42), procesos mortales en la
mayoria de los casos. En estos nifios se de-
muestran cifras de proteina C por debajo
del 10 % y deficiencia heterocigota en los
progenitores. La mitad de los pacientes con
déficit de proteina C presentan tromboem-
bolismo antes de los 30 afios de vida y el
1 % de todos los episodios de tromboem-
bolismo pueden atribuirse a esta carencia
(43). La enfermedad se hereda de un modo
autosdmico dominante. Recientemente se
han descrito métodos que permiten detet-
minar la actividad funcional de la proteina
C (44, 45), lo que ha permitido describir
pacientes con niveles antigénicos normales
y baja actividad funcional que presentan
trombosis de repeticion (46).

El tratamiento de los episodios trombo-
ticos en esta enfermedad se efectda con he-
patina en su inicio y posteriormente con
anticoagulantes orales. El inicio de la tera-
pia cumatinica puede desencadenar necto-
sis cutanea recutrente con mayor facilidad
en estos pacientes puesto que los cumatini-
cos reducen atn mis los niveles de proteina
Cy de forma mds precoz que los niveles de
protrombina, factor IX y factor X (26). Da-
do que los cumarinicos deprimen la fun-
cién y los niveles antigénicos de los factores
vitamino K dependientes, la deficiencia de
proteina C puede ser estudiada en personas
que toman cumarinicos por el cilculo de la
relacidén entre los niveles antigénicos de
proteina C y protrombina. En condiciones
normales es de 0,9 a 1,55 y en caso de dé-
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ficit de proteina C la relacién es menor de
0,6 (40). La deficiencia homocigota requie-
re de transfusién de plasma fresco y crio-
precipitados a la vez de cumarinicos (47).

Déficit adgquirido de proteina C

En la c1Dp. disminuye la proteina C
por consumo, asi como en el sindrome de
distress respiratorio del adulto. En las he-
patopatias graves los niveles de proteina
C estdn bajos por trastornos de la sintesis
hepitica (49).

Déficit de proteinas S

En 1984 de se describieron los prime-
ros casos de déficit de esta proteina de for-
ma familiar en pacientes con niveles not-
males de proteina C, antitrombina II y
trombosis recurrente (50). La herencia es
autosdmica domiante.

La proteina S disminuye de forma ad-
quirida en las hepatopatias y en la CID.

(51).
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