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RESUMEN

Al realizar el test de la inulina como "screening” de la hemoglobinuria paroxistica
nocturna (HPN), suele verse un acortamiento del tiempo de coagulacién y mayor
hiperretractibilidad del coagulo que en sangres carentes de inulina. Esto nos hizo
sospechar una actividad procoagulante de ella.

La confirmacién se realizé con tres métodos:

1) Tromboelastografia seriada en el tiempo, de diez plasmas frescos incubados con

2)

3)

inulina al 10% en una proporcién de 1 a 10 en volimenes. L.a medicién de las
constanes r+k, no fue valorable.

Tiempo de recalcificacién y dosificacién de actividad de complemento total (CH
100) en diez muestras, con metédica similar a la anterior. Aqui a medida que se
consume complemento por la incubacién con inulina, se observa un progresivo
alargamiento del tiempo de recalcificacion.

Consumo de protrombina seriado comparativo, de diez muestras incubadas con
y sin inulina. Se aprecia un mayor consumo de la protrombina y por tanto un
aceleramiento en la coagulacién sanguinea en el grupo incubado con dicha
sustancia (accién maxima entre los 20 y 25 minutos con diferencias superiores a
los 5 segundos).

Estos hallazgos permiten afirmar la influencia y participacién del sistema del

complemento en el proceso de la coagulacién sanguinea.

INTRODUCCION

La interaccién del sistema del com-
plemento con la.coagulacién sanguinea,
ha sido sospechada hace algtin tiempo.
Esta sospecha fue apoyada en el hecho
de que conejos, genéticamente defi-

cientes en C6 y con tasas normales de
todos los factores de coagulacién, te-

nian un tiempo de coagulacién mayor
de lo normal, que se corregia con la
adicionr de factor C6 purificado?®. Sin
embargo, mas recientemente parece
haberse demostrado que en el hombre

su carencia no provoca tales trastor-
nos’.

Las primeras observaciones que reve-
laban un aumento de los titulos de pro-
perdina en animales que recibian endo-
toxina en la reaccién generalizada de
Schwartzman?,'6, modelo experimental
del sindrome de coagulacién intravas-
cular diseminada, fueron confirmadas
posteriormente al comprobarse que las
endotoxinas bacterianas son activado-
ras de la via alternante del complemen-
to3 y sélo en raras ocasiones sobre la via
clasica®s.
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La aportacién de Fong y Good?, re-
salta atn mas la participacién del sis-
tema del complemento en el fenémeno
generalizado de Schwartzman. Obser-
varon una marcada disminucién de la
intensidad de las lesiones hemorragicas
vy necréticas de conejos a los que pre-
viamente a la administracién de endo-
toxina, se les inyecta veneno de cobra
purificado (Co F). Esta sustancia, estu-
diada previamente por Gotze y
Miller-Eberhard?, es capaz de producir
la activacion del sistema alternante de
la properdina por unién con el proacti-
vador del C3 (PAC3), formando una mo-
lécula compuesta capaz de activar el C3
y posteriormente la secuencia C3-C9.
Esta disminucién de la intensidad de la
reaccién de Schwartzman, por des-
censo de la actividad del complemento,
sugeriria un papel preponderante en la
fisiopatologia del fendmeno'.

El tiempo de coagulacién de la sangre
total de conejos normales, se acorta
también por complejos antigeno-
anticuerpo!® y endotoxinas®, no ocu-
rriendo asi cuando el recuento de las
plaquetas de las muestras de sangre
estaba disminuido. El hecho de que es-
tas sustancias, capaces de producir una
activacién de la via alternante, aceleren
la coagulacién sanguinea, indicaria que
aquel sistema puede estar relacionado
con ella y, mas concretamente, con las
plaquetas, ya que su ausencia parece
inhibir su accién. En los conejos defi-
cientes en C6, estas sustancias no pro-
ducen aceleraci6én en la formacién del
coagulo, pero si tras la adicién de factor
C6 purificado.

Nosotros hemos observado, que en el
test de la inulina, usado como prueba
«screening» para el diagnéstico de la
hemoglobinuria paroxistica nocturna
(HPN)!, se aprecia un acortamiento del
tiempo de coagulacién del tubo que
contiene esta sustancia, frente al tubo
control que no la tiene, asi como una
mayor retractibilidad del coagulo. Dado
que la inulina es capaz de activar tam-

bién el camino alternante del comple-
mento, su accién procoagulante sugiere
estar relacionada con dicho sistema.
En el presente trabajo valoramos la
aceleracién del proceso de coagulacion
producido por dicha sustancia.

MATERIAL Y METODOS

Plasma. Muestras de plasma fresco
fueron obtenidas con citrato al 3,8% en
una proporcién 1/9, en material de plas-
tico, de donantes sanos que no presen-
taban anomalias del proceso de coagu-
lacién.

Inulina. Inulin (Merck) al 10% y 2%,
disuelta en solucién salina ajustada a
pH 7,4, previo calentamiento de ésta a
62°,

Estudio tromboelastografice. Diez
muestras de plasmas frescos de diferen-
tes donantes fueron estudiados con la
siguiente metéddica:

Se obtenian 3 cc. de plasma rico en
plaguetas (PRP) por sedimentacion es-
pontanea de cada donante, repartién-
dola en dos tubos de plastico. En uno de
ellos se puso 1 cc. del plasma conside-
randolo basal, y en el otro los restantes 2
cc. A éste ultimo se le anadié 0,2 cc. de
la solucién de inulina al 10% y tras
mezclar bien, se incubé en bano Maria a
37° poniendo en marcha un cronéme-
tro.

Al tubo basal se le anadi6 0,1 cc. de
solucién salina 0,9% pH 7,4, para com-
pensar la dilucién del otro tubo. De esta
manera se realizé un estudio tromboe-
lastografico, al igual que del tubo incu-
bado con inulina a los 5, 10, 15, 20 y 25
minutos.

Tiempo de recalcificacion. En diez
muestras de plasma fresco normal, cen-
trifugado 10 minutos a 4000 r.p.m. y con
idéntica sistematica al apartado ante-
rior, se realizaron determinaciones del
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tiempo de recalcificacién de Howell,
basalmente y cada cinco minutos, hasta
un tiempo maximo de incubacién de 25
minutos.

Paralelamente se determiné en cada
muestra la actividad de complemento
total (CH 100), (Quantiplate, Kallestad).

Consumo de protrombina. Se extra-
jeron con material de plastico, 16 cc. de
sangre de diez donantes sanos, ver-
tiendo inmediatamente 1,8 cc. en cada
uno de ocho tubos de plastico, prepara-
dos previamente: cuatro de ellos con 0,2
cc. de solucién salina 0,9 pH 7,4 de
control y otros cuatro con 0,2 cc. de
solucién inulina al 2%. Después de
mezclados por inversiéon varias veces,
se incubaron en bafo Maria a 37°, a la
vez que se ponia en marcha un croné-
metro.

A los 15, 20, 25 y 30 minutos se extrae
un tubo de cada serie, parando el pro-
ceso de coagulacién sanguinea con adi-
ci6on de 0,2 cc. de citrato al 3,8% e intro-
duciéndolos en bafio de hielo a 4° C.
Una vez terminadas las operaciones de
las Ultimas muestras, se rompen los
coagulos suavemente con un palillo de
madera y se introducen durante treinta
minutos nuevamente en el bafio a 37°,
para inactivar la trombina absorbida en
el coagulo por la antitrombina III. Pos-
teriormente se centrifugan las muestras
10 minutos a 4000 r.p.m. y se determina
la protrombina residual de cada mues-
tra, ahadiendo por este orden: 0,2 cc. de
Simplastin (General Diagnostics), 0,1
cc. de plasma absorbido con SO4 Ba
(100 mgr. por cc. de plasma, con T. de
protrombina de la muestra superior a
120") y 0,1 cc. de cada muestra a testar.

RESULTADOS

Estudio tromboelastografico. Las
primeras observaciones realizadas me-
diante la valoracién de la suma de las
constantes r + k de estudio tromboelas-
tografico seriado, quedan expresadas
en la figura 1.
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No se aprecia, como pensamos en un
principio, un acortamiento progresivo
de estas constantes y nos inclinamos a
pensar, que no es la metdédica ideal a
seguir para valoraciones finas, debido a
la inexactitud que proporciona este re-
gistro.

Fig. 1.— Estudio tromboelastografico. Medi-
cion seriada de las constantes r + k, de plas-
mas incubados con inulina. :

Medicion del tiempo de Recalcifica-
cion seriado. Los resultados medios
de los valores del tiempo de recalcifica-
cién de las diez muestras de plasma, asi
como la determinacién media de los
valores de actividad de complemento
total (CH 100), quedan recogidos en la
figura 2. En ella puede apreciarse un
alargamiento progresivo del tiempo de
recalcificacién de los plasmas, a la vez
que paralelamente se observa una clara
disminucién de la actividad del com-
plemento.

Consumo de la Protrombina. Esta
prueba, Unica de las tres en la cual el
proceso de coagulaciéon estd actuando
paralelamente con la activacién del
complemento por la inulina, nos sirvié
para comparar la accién procoagulante
de la secuencia de la via alternante, con
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respecto al proceso basal de la coagula-
cidn sanguinea, representado por la se-
rie a la que no se afiade esta sustancia.
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Fig. 2.— Valores medios de T. de Recalcifi-
cacion y actividad de complemento de plas-
mas incubados con Inulina,

Los resultados globales de las diez
muestras estudiadas, quedan represen-
tadas en la figura 3. Se aprecia una
similar concentracién de protrombina
residual en las muestras de los 15 minu-
tos, observandose por otra parte un ma-
yor consumo de protrombina en las
muestras de los 20 y 25 minutos y por
tanto un proceso de coagulacién mas
acelerado, con diferencias superiores a
los 5 segundos. Llama sin embargo la
atenciéon la acciéon de frenado de las
muestras de los 30 minutos, compro-
bandose un enlentecimiento de la serie
incubada con inulina frente al grupo
control. Este hecho paraddjico, obser-
vado en todas las muestras, se escapa a
nuestra comprensién y no hallamos en
la actualidad una explicacién convin-
cente para su interpretacién. Cabria
admitir, siempre en un terreno hipotéti-
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co, que un consumo excesivo del com-
plemento condicionaria un mayor en-
lentecimiento de los procesos de coagu-
lacién, indicando una evidente interre-
lacién de ambos sistemas.

DiscusioN

Las observaciones de Miller-
Eberhard y col.'1,12, Oliveira y Sandberg
y col.13,20, fueron las primeras compro-
baciones que revelaban la existencia de
una nueva via para la activacion del
complemento, al observar un consumo
de los ultimos componentes (C3-C9), sin
afectar aparentemente la tasa de los
primeros (C1, C4, C2) pertenecientes a
la via clasica. En esta nueva via, una
proteina sérica denominada proactiva-
dor del C3 (PA C3), puede ser activada
transformandose en un enzima activo
por fragmentacion de su molécula en
dos partes: una de ellas, la mayor, posee
movilidad electroforética de gamma-
globulina y es denominada activador
del C3 (A C3), por ser la que verdadera-
mente activa la molécula del C3, de
modo similar a la convertasa del C3 (C4,
2), de la via clasica de activacion del
complemento. El factor PA C3 se ha
comprobado, que es funcionalmente
idéntico a la fraccion B del sistema de la
properdina4, descrito previamente por
Pillemer y col'?,'8, La inulina, por su
capacidad de escindir la molécula del
C3 PA en C3A, se ha mostrado como
activador de la via alternante®.

En el presente trabajo usando esta
sustancia, comprobamos que efectiva-
mente ejerce esta accién, observandose
un descenso gradual de la actividad del
complemento (fig. 2). E1 hecho de que
paralelamente se produzcan alarga-
mientos del tiempo de recalcificacion,
parece indicar que el consumo de facto-
res de la secuencia del complemento
provoca este alargamiento, induciendo
a pensar que su normal concentracién
plasmatica es capital para el correcto
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desarrollo de la coagulacién sanguinea.

Con la prueba de aceleramiento del
consumo de protrombina, observamos
que la activacion de la via alternante
provoca un acortamiento de los tiempos
de coagulacién, confirmando las des-
cripciones de Zimmerman y Miiller-
Eberhard?2.

Siraganian comprueba ademas, que
la accién del complemento activado

- produce liberacién de factor 3 plaqueta-
rio, histamina, serotonina y potasio de
las plaquetas dafiadas, afirmando que
son las plaguetas el punto en comin de
los sistemas de coagulacién y del com-
plemento. El dafio plaquetario causado

- por la endotoxina, agregados antigeno-
anticuerpo e inulina, es medido por la

. accion del complemento. La trombina,

colageno y caolin, dafiarian las plaque-
tas sin mediacién de factores plasmati-

Cos.

Sin embargo no es sélo el sistema

alternante el que participa en el dafio
celular. Otras observaciones® parecen
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indicar que también la via clasica juega
algln papel, ya que cuando la endoto-
xina es dada en cobayas deficientes en
C4, no se observa descenso del numero
de plaquetas, a pesar de tener evidencia
de producirse activacion de la via alter-
nante y observarse consumo de los
componentes terminales C3 C9. La
trombopenia aparece si se corrige su
nivel de C4. Por otra parte, estos anima-
les privados de C4, tienen un tiempo de
coagulacién similar a los normales, a
diferencia de los deficientes en C6. Su
tiempo de coagulacién no se acorta con
la inyeccién de endotoxina, pudiendo
indicar quizas que el acortamiento del
tiempo de coagulacién sea secundario
al dafio de las plaquetas®.

En nuestra experiencia, los hallazgos
descritos revelan una intima conexién
de ambos sistemas y apoyan el hecho de
que la activacion de la via alternante del
complemento, ejerce una accién «facili-
tadora» del proceso de la coagulacién
sanguinea.

Fig. 3.— Aceleracién de la coagulacién sanguinea de plasmas incubados con Inulina,

comparativamente con muestras basales.

= INULINA
=== = CONTROL

@

18 81 PA :
0'2 851 [[CITRATO:
: 48 ,
o ob | citraTo.

e

| PEXPRESION COAGULD

TIEMPO DE PROTROMBINA SERICO. SEGUNDOS.
b |
wm

15 20 25 30

; . , D |NACTIVACION Tta (B h-37) |

TIEMPO  INCUBACION. MINUTOS




154

10.

11.

12.

P. ANGULO Y COL.

BIBLIOGRAFiA

ANGULO, P.; RECIO, M.; ARRATIBEL, A.;
CuEsTA, B.; NJENGA, G., y LOPEZ Bo-
RRASCA, A.: Sangre 18: 519, 1973.
Fong, J. S. C.,, y Goop, R. A.: J. Exp.
Med. 134: 642, 1971.

GEWURZ, H.; SHIN, H. S., y MERGENHA-
GEN, S. E.: J. Exp. Med. 128: 149, 1968.
GOODKOFsKY, I., y LEpow, I. H.: J. In-
munol. 107: 1200, 1971.

GOTZE, O., y MULLER-EBERHARD, H. J.: J.
Exp. Med. 134: 90s, 1971.

GOTzE, O., y MULLER-EBERHARD, H. J.:
N. Eng. J. Med. 286: 180, 1972.

‘HEUSINKUELD, R. S.; LEDDY, J. P.; KLE-

MOERER, M. R., y BRECKENRIDGE, R. T.:
J. Clin. Invest. 53: 554, 1974.

KANE, M. A.; MAY, J. E., y FRANK, M. M.:
J. Clin. Invest. 52: 370, 1973.

LANDY, M., y PILLEMER, L.: J. Exp. Med.
104: 383, 1956.

Mc KAy, D. G.; SAPHIRO, S. S., y SHAN-
BERGE, M.: J. Exp. Med. 107: 369, 1958.
MULLER-EBERHARD, H. J.; NILsson, V.
R.; DaLMASSO, A. P.; PoLLEY, M. J., ¥
CarLcoT, M. A.: Arch. Pathol. 82: 205,
1966.

MULLER-EBERHARD, H. J.: Fed. Proc. 26:
744, 1967.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Vol. XVIII

OLIVEIRA, B.; OSLER, A. G.; SIRAGANIAN,
R. P., y SANDBERG, A. L.: J. Inmunol.
104: 320, 1970.

OSLER, A. G., y SANDBERG, A. L.: Progr.
Allergy: 17, 51, 1973.

PHILLIPS, J. K.; SYNDERMAN, R., y MER-
GENHAGEN, S. E.: J. Inmunol. 109: 334,
1972.

PILLEMER, L.; SCHOENBERG, M. D,
BLumMm, L., y WURz, L.: Science 122: 545,
1955.

PILLEMER, L.; BLuMm, L.; LEpow, I. H;
Ross, O. A.; Topp, E. W., y WARDLAW, A.
C.: Science 120: 279, 1954.

PILLEMER, L.; BLuMm, L.; Lepow, I. N;
Wurz, L., y Topp, E. W.: J. Exp. Med.
103: 1, 1956.

ROBBIN, J., y STETSON, C. A. Jr.: J. Exp.
Med. 109: 1, 1959.

SANDBERG, A. L.; OSLER, A. G.; SHIN, H.
S., y OLIVEIRA, B.: J. Inmunol. 104: 329,
1970.

SIRAGANIAN, R. P.: Nat. new Biol. 239:
208, 1972.

ZIMMERMAN, T. S., y MULLER-EBERHARD,
H. J.: J. Exp. Med. 134: 1601, 1971.
ZIMMERMAN, T. S.; ARROYAVE, C. M., y
MULLER-EBERHARD, H. J.: J. Exp. Med.
134: 1591, 1971.



