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RESUMEN

El sistema de la proteina C (PC) es uno de los sistemas anticoagulantes
naturales mas importantes, que al ser activado actia en dos sitios clave de la
fase fluida de la coagulacién bloqueando los factores V y VIII. Cuando la PC se
activa (PCa), libera un péptido de 12 aminoacidos: El péptido de activacion de
la proteina C (pap C). El objetivo de nuestro estudio es utilizar el pap C
buscando un efecto anticoagulante en un modelo in vivo (ratones Balb C). Se
utilizaron trombina 6 epinefrina como inductores de trombosis y albumina como
control, los efectos inducidos fueron evaluados mediante la determinacion de
Tiempo de Protrombina (TP), Tiempo parcial de Tromboplastina (TTP) y
Tiempo de Trombina (TT). Los resultados en los ratones en los que se utilizo
trombina fueron: alargamiento del TP y del TTP y acortamiento del TT, esto por
consumo de factores de la coagulacion e incremento de la trombosis, al
administrar epinefrina no se observé modificacion importante en los TC, y en
los ratones a los que se les administré albumina; no se observd modificacion
alguna de los TC (grupo control). En los ratones en los que se administro pap
C mas trombina, se observO un mayor alargamiento de los TC que el
observado con trombina sola, en el grupo que se administré pap C mas
epinefrina se observé acortamiento no importante de los TC, pero al administrar
pap C méas albumina 6 pap C solo, se observé alargamiento del TT en forma
similar en ambos grupos, el TP y el TTP no se modificaron, por lo que se infiere
que el pap C tiene efecto anticoagulante sobre la via comun de la coagulacion.

INTRODUCCION
El sistema de la PC. En la hemostasia la generacibn de trombina esta

regulada por mecanismos de retroalimentacion que inhiben a las cascadas de
coagulacion. EI mas importante es el sistema de la PC, -la que es activada por
la trombina, que es capaz de actuar como procoagulante en la cascada de
coagulacion y también como anticoagulante, mediante un mecanismo descrito

mas adelante. El sistema de la PC, esta compuesto por dos proteinas



dependientes de la vitamina K: la PC y la proteina S (PS). Ambas dependen
para activarse de un receptor endotelial para la trombina (Tr), la
trombomodulina (Tm). El complejo Tr-Tm, activa a la PC, la cual, una vez
activada (PCa), se une a la PS en la superficie endotelial para inhibir a los
factores Va y Vllla (cofactores de los complejos protrombinasa y diezasa). Asi,
la PCa interrumpe dos pasos cruciales en la cascada de coagulacién y la
generacion de trombina queda regulada por dos vias. Desde este punto de
vista, el sistema de la PC es una respuesta anticoagulante esencial, necesaria
para mantener la fluidez sanguinea. Fig. 1.

Al ser activada la proteina C, libera un péptido de 12 aminoacidos, denominado

péptido de activacion de la proteina C (pap C).

C4bP Proteina S

//—_\_'> FVa
@ Prot Ca

Trombina

Trombomodulina

LI IC )

Fig. 1. Sistema de la PC.
El péptido de activacién de la proteina C (pap C). Este péptido estd formado
por 12 aminodcidos: Asp-Thr-Glu-Asp-GIn-Glu-Asp-GIn-Val-Asp-Pro-Arg y se
libera al ser activada la PC (Fig.2). Se ha demostrado in vitro que, en presencia
de trombina, el pap C inhibe la agregacién plaguetaria a dosis de 2 nM y esta
inhibicion es proporcional a la dosis de pap C (4,6). Estos estudios han
reportado que pap C produce efecto inhibitorio sobre trombina; esto es por
unién de pap-C en la membrana plaquetaria en el sitio de unién para trombina

a través de receptores proteasa-activados, los receptores a (PAR1 y PAR 4).
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Fig. 2. Proteina C y péptido de activaciéon de la PC.

PROBLEMA.
¢ El pap C tendra algun efecto en la hemostasia en un modelo in vivo (ratén) en

la trombosis inducida con trombina?

OBJETIVO.
Demostrar que el pap C actia en la fase fluida de la coagulacién en un modelo

in vivo de trombosis experimental.

MATERIAL Y METODOS: Se utilizaron ratones Balb C machos con un peso

aproximado de 20 a 25 gr., en cada grupo se incluyeron 6 ratones. Se utilizé
Trombina humana (Licon), pap C con 75% de pureza, adrenalina (Pisa),
albumina humana (Bioclon) y reactivos para determinacion de TP, TTP y TT
(Licon). Los medicamentos utilizados fueron administradas en las venas de la
cola del ratén, en un volumen fijo de 0.1 ml. La dosis de trombina utilizada fue
de 49, 100, 149 uM, la de epinefrina fue 2.2, 5.5 y 11 nM, la de albumina de
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1,2,y 3 nM, | la dosis de pap C utilizada fue de 1, 2 y 3 nM. El pap C administrd
previamente (3 minutos) a la de trombina o epinefrina segun el caso, Posterior
a la administracion de los reactivos, después de un periodo de 5 minutos se
efectu6 la obtencion de la sangre, para la determinacion de Tiempo de
Protrombina (TP), Tiempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa) vy
Tiempo de Trombina (TT), mediante puncién cardiaca, previa anestesia con
vapores de cloroformo. La muestra obtenida fué anticoagulada con 100 uL de
citrato de sodio al 3.2 % y centrifugada durante 10 min. a 1000 rpm, obtener el
plasma escaso en plaquetas. La determinacion de TP, TTP y TT se realizé con
las técnicas ya conocidas. La duracion de cada experimento fue de
aproximadamente 15 minutos con el sacrificio final de los ratones para
extraccion de los pulmones y fijados en solucion de formol al 10% para

realizacion de estudio histopatologico.

DISENO DE EXPERIMENTOS:

[. Induccién de tromboembolismo: Al primer grupo de seis ratones se inyectd
trombina a dosis de 49, 100, 149 uM.

Al segundo grupo se le inyecto epinefrina a dosis 2.2, 5.5y 11 nM. El tercer
grupo fue el grupo control y se inyectd albumina a dosis 1, 2y 3 nM.

[I. Empleo de pap C: En el cuarto grupo se utilizaron dosis de 1, 2, y 3 nM de
pap C, posteriormente se administré a cada ratén trombina a dosis de 149 pM.
En el quinto grupo se administré pap C a dosis de 1, 2,3 nM y epinefrina a

dosis de 11 nM. En el ltimo grupo (sexto) se administré unicamente pap C.

RESULTADOS:

La administraciéon de trombina dio cédmo resultado el alargamiento de los

Tiempos de Protrombina y Tromboplastina parcial activada directamente
proporcional a la cantidad de trombina a diferencia del Tiempo de trombina
donde se observé una relacion inversa a la cantidad de trombina administrada.

La epinefrina también incrementd el TP observandose una relacion directa a la
dosis de epinefrina, aunque en menor proporcion que con trombina. En cuanto
al TPy TT se observo una disminucién de ambos con una relacion inversa a la

dosis de epinefrina.



En cuanto a la Albumina no produjo modificacion de los Tiempos de

coagulacion. Cuadro 1. Graficas 1-3 (Anexo).

CONTROL TP:12.7" TTP:26.9” TT:48.10"
1. TROMBINA: pM TP: seg. TTP: seq. TT: seg.
49 10.1 28.9 51.4
100 15 33.7 37.5
149 19.2 38.6 31
2.EPINEFRINA: nM TP: seg. TTP: seg. TT: seg.
2.2 7.6 28.8 54
5.5 8.8 22.6 35.1
11 10.3 17 34.1
3. ALBUMINA: nM TP: seg. TTP: seq. TT: seg.
1 13.4 29.3 33.7
2 12.8 24.5 35.3
3 14 28.6 32.2

Cuadro 1. Administracion de trombina, epinefrina y albumina in vivo
evaluada con TP, TTPy TT.

La administracion de pap C con trombina (4° Grupo), produjo mayor
alargamiento del TP Y TTP observandose una relacion directa a la cantidad de
pap C administrada, en cuanto al TT también se prolongd y se observo una
relacion inversa a la dosis de pap C administrada.

La administracién de pap C y epinefrina (5° grupo), produjo disminucion del
TP, TTP y TT observandose una relacién inversa a la dosis de pap C
administrada.

Al administrar al sexto y séptimo grupos pap C y albumina y solo pap C
respectivamente, no se observo modificacién importante en el TP y TTP, pero
si se observé alargamiento del TT en ambos grupos con resultados similares.
Cuadro 2. Gréficas 4-6 (Anexo).



CONTROL TP:12.7" TTP:26.9” TT:48.10”
TP: seg. TP: seg. TP: seg.
4. TROMBINA + pap C
149 uM + 1 nM 16.8 59.9 64.1
149 uM + 2 nM 18.2 60.6 61.9
149 uM + 3 nM 235 62.4 60.5
5. EPINEFRINA + pap C TP: seg. TP: seg. TP: seg.
11 nM + 1 nM 9.9 27.3 37.6
11 nM+2nM 9.7 25.2 36
11 nM + 3 nM; 8.5 22.5 27.6
6. Alboumina + pap C TP: seg. TP: seg. TP: seg.
1nM+1nM 11.60 29.00 42.40
2nM+2nM 8.70 26.70 50.40
3nM+3nM 9.60 37.70 75.50
7. PapC TP: seg TTP: seg TT: seg
1nM 114 29 43.5
2nM 11.9 25.2 54.1
3nM 11.3 24.5 75.8

Cuadro 2. Administracion de pap C con trombina, pap C con epinefrina,
pap C con albuminay pap C solo.

CONCLUSIONES:

Induccidon de trombosis con trombina: La administracion de 49,
100, y 149 uM de trombina humana produce aumento del Tiempo de
Protrombina (TP) y Tromboplastina parcial activada (TTPa) y
disminucién del Tiempo de Trombina (TT). Esto puede explicarse por
incremento en el consumo de factores de la coagulacion disparados
por la administracién de trombina, con incremento de la formacién de
fibrina insoluble que se manifiesta como disminucion del TT.

Efecto de la epinefrina sobre la fase fluida de la hemostasia. La
aplicacion de epinefrina incrementa ligeramente el TP en una
relacion directa a la dosis de pap C y acorta el TTP y TT.
Probablemente por accion principalmente en la primera fase de la
hemostasia, (plaquetas), con efecto secundario en la segunda fase

de la coagulacion y finalmente incremento en la formacién de fibrina.



VI.

VII.

Efecto de la albumina sobre la hemostasia. La administracion de
albumina no modifica los tiempos de coagulacién, no afecta la
hemostasia y es utilizado como control. Graficas 1-3 (anexo).

Efecto del pap C previo a la administracién de trombina. Al
administrar pap C en dosis de 1, 2, y 3 nM y trombina a dosis de 149
MM se obtiene alargamiento del TP, TTP con valores mayores que
los obtenidos previamente al aplicar inicamente trombina, por efecto
anticoagulante del pap C.

Efecto del pap C previo a la administracién de epinefrina.
Produce acortamiento de los tiempos de coagulacion en una relacion
inversa a la dosis de pap C administrada, probablemente por mayor
efecto en la primera fase de la coagulacion.

Efecto del pap C previo a la administracion de albumina.

ElI TP y el TTP se mantuvieron sin cambios a diferencia del TT en el
gue se observd alargamiento, por efecto en la fase comun de la
coagulacion.

Efecto del pap C administrado solo.

No se observa modificacion en el TP y TTP, pero si alargamiento del
TT en relacion directa con la dosis administrada de pap C, similar a
los resultados obtenidos en el experimento previo. De lo que se
infiere que el pap C tiene efecto en la via comun de la coagulacion.

Graficas 4-6 (anexo).

DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran un efecto inhibitorio de pap C sobre la

activaciéon en la fase fluida de la coagulacion inducida por trombina,

demostrados por el alargamiento en los tiempos de Protrombina, de

Tromboplastina Tisular activada y de trombina, ademas del efecto inhibitorio

de la agregacion plaquetaria sobre plagquetas demostrado en estudio

previo(4,6). Sin embargo al administrar pap C con albamina é anicamente

pap C no se observa modificaciéon importante sobre el TP Y TTP, pero si

alargamiento del TT de lo que se infiere efecto del pap C ocurre a nivel de

la via comun de la coagulacion.
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ANEXO.
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Grafica 4: Tiempo de
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Grafica 3: Tiempo de Trombina
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Grafica 6: Tiempo de Trombina

en ratones Balb C
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