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Proteina S libre en embarazadas
normales: comparacion entre dos
métodos
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Free protein S (PS) in normal
pregnancy: A comparison between
two analytical methods

Background: Pregnancy is a physiological hypercoagulable state
with an increased incidence of thromboembolic phenomena. There is an increase in the
concentrations of most clotting factors, a decrease in concentration of some of the natural
anticoagulants and reduced fibrinolytic activity. Changes in PS levels have also been reported.
Aim: To establish referral range values of functional PS and free PS antigen, during the second
(2" T) and third trimester (3" T) of normal gestation. Patients and methods: Forty one
normal pregnant women were included in our study, 20 during the 2N T (22-24 weeks) and 21
during the 3" T (29-38 weeks). Functional PS was measured by a clot based test and free PS
antigen by ELISA. Results: Free PS Antigen was 65.8+18.3% during the 2"d T and 62.3+16.5%
during the 3" T. The figures for normal controls were 106+6.5%. Functional PS was 43.8+13.3
and 25.9+14.6% during the 2"d T and 39 T, respectively. The figures for normal controls were
97+24% (p <0.001 compared with pregnant women). Free PS antigen did not change from the
2nd to the 3™ T (p=NS), however functional PS fell significantly from the 29 to the 3™ T (p
<0.001) and was significantly lower than free PS antigen in both trimesters (p <0.001).
Conclusions: Pregnancy is associated to a decrease in PS. This abnormality is more pronounced
for functional PS than free PS antigen and functional PS falls progressively during pregnancy.
These assays should not be used to screen for PS deficiency during pregnancy because they could
lead to a misdiagnosis (Rev Méd Chile 2005; 133: 633-8).
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| embarazo normal es considerado un estado

de hipercoagulabilidad durante el cual se
produce un aumento de la incidencia de fenéme-
nos tromboembdlicos; estos eventos constituyen
una de las principales causas de muertes mater-
nas en paises desarrollados y, de ellos, el trom-
boembolismo pulmonar seria la segunda
causal2,

Los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados
en la hipercoagulabilidad son la estasia de las
venas pélvicas y de extremidades inferiores por
compresion uterina, cambios en los mecanismos
hemostaticos como el aumento de los niveles de
factores de coagulacion, aumento de la genera-
cién de trombina, inhibicién de la fibrinolisis y
disminucion de las proteinas anticoagulantes natu-
rales®>.

Las proteinas Cy S (PC y PS) son anticoagulan-
tes naturales que inactivan al factor Va y factor
Vllla e inhiben la accion del inhibidor del activa-
dor del plasminégeno (PAl). La PS que actla
como cofactor de la PC, se encuentra en el plasma
en dos formas, una libre que es la forma funcional
y otra unida a una proteina conocida como C4b
binding protein (C4BP) que es inactiva®. Comuni-
caciones recientes sefialan que la PS juega un rol
favorecedor de la fibrindlisis, por una menor
activacion de TAFI (inhibidor de la fibrindlisis
activado por trombina) a través de mecanismos
dependientes e independientes de PC activada’.

La deficiencia de estas proteinas puede ser
adquirida o heredada en forma autosémica domi-
nante8. La frecuencia de trombosis durante la
gestacién en pacientes portadores de deficiencia de
estas proteinas aumenta y se estima entre 7 y 17%°,
sin embargo, el diagnoéstico durante el embarazo es
dificil, por los cambios fisiolégicos antes descritos y
porque no estan definidos los valores normales en
esta condicion, presentando la PS funcional las
mayores variacionesl0-13, El objetivo de este estu-
dio fue comparar los valores de PS libre determina-
da por dos métodos diferentes durante el 2° y 3"
trimestre (T) del embarazo normal.

MATERIAL Y METODOS

Estudiamos, en forma prospectiva, 44 embaraza-
das normales, cuyos controles de embarazo se

realizaron en la Unidad de Medicina Fetal del
Departamento de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Se
excluyeron del analisis de resultados 3 pacien-
tes, por presentar trastornos de coagulacién y
anemia.

Se incluyeron pacientes sanas, con un embara-
zo Unico, entre 16 y 39 afios de edad, sin historia
personal ni familiar de trombosis, sin hipertension
arterial, no fumadoras, sin patologias médicas
coexistentes, sin ingestion de farmacos a excep-
cién de vitaminas y que cursaron un embarazo
con un feto estructuralmente normal.

Se excluyeron pacientes que desarrollaran al-
guna patologia durante el embarazo, aparicion de
trombosis, interrupcién o término del embarazo
antes de las 37 semanas y presencia de trastornos
de coagulacion. Todas las pacientes firmaron un
consentimiento informado, aprobado por el comi-
té de ética del Hospital.

Las determinaciones se realizaron durante el
2° T (22-24 semanas) y en el 3% T (29-38
semanas). Se extrajo sangre de una vena del
antebrazo, utilizando tubos con citrato de sodio
al 3,8% con una relacién 9:1. Las muestras para
determinacién de PS fueron puestas en hielo y
centrifugadas, posteriormente se congelaron a
—20°C hasta ser procesadas. Se realizé ademas,
hematocrito, hemoglobina, recuento de leucoci-
tos, recuento de plaquetas, tiempo de trombo-
plastina parcial activado (TTPA), tiempo de
protrombina (TP) y niveles de fibrinégeno. La PS
libre se determiné por método de coagulacion
utilizando reactivos Dade Berhing, en un equipo
semiautomatico Berhing Fibrintimer y por técnica
de ELISA con un reactivo Corgenix, que utiliza
un anticuerpo monoclonal especifico para protei-
na S libre (Free Protein S Antigen, Grifols) en un
equipo Triturus.

Los valores normales se obtuvieron de los
controles normales utilizados por el laboratorio,
de sexo femenino y rango de edad semejante al
grupo de estudio.

Estadistica. Se analizaron ambos grupos realizan-
do promedios, desviacién estandar del promedio
(DE) y test de t de student no pareados para
comparar ambos trimestres del embarazo y los
normales.
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REsuLTADOS

Se excluyeron del estudio 3 embarazadas, 2 por
presentar trombocitopenia (114 y 107 x 109/L) y
una por anemia (hemoglobina <8 g/dL).

No se observaron diferencias significativas
entre las embarazadas de 2° y 3% T en cuanto a
edad, paridad, nimero de abortos espontaneos
previos, hematocrito, hemoglobina, recuento de
plaguetas y leucocitos, TTPA y TP. Los niveles de
fibrinégeno durante el 2° T fueron significativa-
mente mas bajos que en los controles normales,
con un p <0,02 (2,33+0,32 g/L versus 2,67+0,64
g/L). Los niveles de fibrindgeno entre normales y
embarazadas de 3" T no muestran diferencias

significativas (2,67+0,64 g/L versus 2,65+0,66 g/
L). Los parametros clinicos y de laboratorio en
embarazadas de 2° y 3" T se muestran en la
Tabla 1.

La PS libre realizada por ambos métodos, tanto
en el 2° como 3" T fue significativamente menor
que en normales (p <0,001). La PS por coagula-
cion bajo en forma significativa desde el 2° T
(43,8+13,3%) al 3% T (25,9+14,6%) con un p
<0,001, sin embargo esto no se observa con la PS
por ELISA (2° T 65,8+18,3% versus 3° T
62,3+16,5%). La PS por coagulacion fue significati-
vamente mas baja que la PS por ELISA en ambos
trimestres del embarazo (p <0,001). Los resultados
se muestran en la Tabla 2.

Tabla 1. Parametros clinicos y de laboratorio en embarazadas de 2° y 3¢ trimestre

2° T (n=20) 3¢ T (n=21)
(promedio = DS) (promedio = DS)

Edad 29,6+4,4 26,3+5,7
Paridad 1,55 0,9
Abortos espontaneos 0,3
Hematocrito (%) 33,5+2,3 35+2,7
Hemoglobina (g/dL) 11,1+1,0 11,5+0,8
Recuento leucocitos (x 109/L) 10,07+1,90 9,98+2,1
Recuento de plaquetas (x 109/L) 233+46 220+48
Fibrinégeno (g/L) 2,33+0,32" 2,65+0,66"
TTPA (seg) 27,3+2,6 28,6227
TP (seq) 12,4+0,8 12,2+0,9

"Los niveles de fibrindgeno durante el 2° trimestre son significativamente mas bajos que en el 3¢ trimestre (p <0,02).

Tabla 2. Niveles de PS libre por coagulacién y por ELISA

2° T (n=20) 3 T (n=21) Controles (n=19)
(promedio = DE) (promedio = DE) (promedio + DE)
PS por coagulacion (%) 43,8+13,3 25,9+14,6 97+24
(15-65) (1-56) (70-150)
PS por ELISA (%) 65,8+18,3 62,3+16,5 106+6,5
(39-109) (39-109) (89-123)

Los niveles de PS libre por coagulacion y por ELISA son significativamente mas bajos que en controles durante
el 2°y 3" T del embarazo (p <0,001). Los niveles de PS libre por coagulacién descienden en forma significativa
desde el 2° al 3% trimestre del embarazo (p <0,001). Los niveles de PS libre por coagulacién son
significativamente mas bajos que los de PS por ELISA en el 2° y 3¢ trimestre del embarazo (p <0,001).
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Ficura 1. La PS libre por
ELISA 2° y 3%" T es mas baja
gue en normales (p <0,001).
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Ficura 2. La PS libre por coa- 40 - H H
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significativamente mas baja ° $
gue en normales (p <0,001) y 0 o
desciende en forma significati- Normal 2° Trimestre 3er Trimestre
va del 2° T al 3%" T (p <0,001).

La Figura 1 muestra los niveles de PS por
ELISA en 2° y 3% T en relacion a los controles
normales, observandose que es significativamente
més baja, sin embargo no se observa descenso
entre un trimestre y otro.

La Figura 2 muestra los niveles de PS por
método de coagulacion, observandose valores
significativamente mas bajos que los normales en
ambos trimestres y un descenso significativo entre
el 2°y 3¢ T.

No observamos ningln episodio de trombosis
clinica en estas pacientes durante el embarazo ni
el puerperio.

Discusion

Durante el embarazo normal se produce un
balance hemostatico en sentido de la hipercoagu-
labilidad, con el objeto de disminuir las complica-
ciones hemorragicas durante el parto. Se puede
observar un aumento de la generacion endégena
de trombina, resistencia a la proteina C adquirida,
aumentos progresivos de los niveles de muchos
factores de coagulacion entre ellos el fibrinégeno,
lo que conduce a un discreto acortamiento del
TTPA y del tiempo de protrombina. Se observa
ademas aumento de dimero-D y del fragmento
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1+2 de la protrombina que indican la presencia de
un estado de hipercoagulabilidad?4-16,

La actividad fibrinolitica estd disminuida du-
rante el embarazo, debido a un aumento del
inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-
1) producido por la célula endotelial y del PAI-2
producido por la placental®. La actividad anticoa-
gulante natural también se encuentra alterada y
esta bien establecida una disminucion de los
niveles de PS libre o funcional. En relacion a la
proteina C las variaciones durante el embarazo no
estan definidas, ya que existen reportes donde sus
niveles son normales y otros que sefialan que
disminuye durante la gestacion10.13.17, En cuanto
a la antitrombina Il no se observan variaciones en
sus niveles durante el embarazol8.

Estas alteraciones de la hemostasia son pro-
gresivas en el transcurso del embarazo y conti-
ndan hasta el puerperio, aumentando el riesgo de
fendmenos trombéticos en mujeres sanas. En
mujeres portadoras de deficiencias de PS, PC y
antitrombina |1l la incidencia de trombosis es 8
veces mayor durante el embarazol®. Por estas
razones, en pacientes sin antecedentes de trombo-
filia que presentan trombosis durante el embara-
z0, es muy importante saber si las pruebas
realizadas en ese momento tienen validez para
definir un diagnéstico o so6lo son fenémenos
ocasionados por una condicién fisioldgica.

Es conocido que los niveles de PS libre dismi-
nuyen durante el embarazo, pero la magnitud de
estos cambios varia segun el método que se utilice
para determinarla®1020, Como se sefialé anterior-
mente, en el plasma existe un equilibrio entre la PS
libre o funcionalmente activa y la PS unida a una
proteina plasmatica que une a la fraccién del
complemento C4b (C4b Binding Protein); en estas
condiciones la PS es inactiva. La C4BP es una
proteina de alto peso molecular que une a la
fraccion C4b del complemento y a la PS, en forma
no competitiva. La C4BP tiene 6 a 8 unidades
idénticas que unen C4b y una cadena beta Unica
gue es el sitio de union de la PS. En el plasma se
han descrito mas de una forma de C4BP y es asi
como una forma de peso molecular mas alto, que
constituye alrededor de 80% de la proteina, seria la
que puede unir a la PS en un sitio de unién
diferente al de C4b!l,

Como una forma de explicar la disminucion de
la PS libre durante el embarazo se han realizado

determinaciones de C4BP en embarazadas, obser-
vandose en algunos trabajos que no hay diferen-
cias con respecto a las mujeres normales,
postulando que el descenso de PS libre seria
reall; este hecho se ve apoyado por algunos
reportes que indican que el uso de anticoncepti-
vos orales producen una disminucion de PS libre,
sin observar una modificacién en los niveles de
C4BP, atribuyendo los cambios en la PS al cambio
en los niveles hormonales?!; sin embargo hay
otros que indican que los niveles de C4BP se van
elevando en el transcurso del embarazo, lo que
podria explicar la disminucién de los niveles por
un aumento de la unién a proteina22,

En nuestro estudio observamos que la PS libre
es significativamente maés baja que en los normales,
al realizarla con ambos métodos; no realizamos
determinaciones de C4BP, por lo que no sabemos
el comportamiento y por tanto la influencia de esta
proteina en los niveles de PS libre en nuestras
pacientes. Observamos ademas que los niveles de
PS fueron significativamente mas bajos cuando se
realizaron por método de coagulaciéon que con el
método de ELISA en ambos trimestres, indicando
que en el primero estarian interfiriendo otros
elementos de la coagulacién. Ademéas con el
método de coagulacién observamos un descenso
significativo de los niveles de PS libre entre el 2° T
y 3% T. Estos resultados son corroborados por el
estudio de Lefkowitz et al?0 y Fernandez et al?3 los
cuales lo explican por el aumento de factores de
coagulacion, entre ellos factor VIII, factor V y
fibrinégeno, que ocurren durante el embarazo y
que interferirian con los exdmenes de coagulacion
pero no con las determinaciones antigénicas que
utiliza el método de ELISA24:25, En este grupo no se
realiz6 niveles de factor V ni factor VIII, por lo que,
a pesar de que los resultados son similares no
podemos asumir que ésta sea la explicacién en
nuestro grupo. Las determinaciones de fibrinGgeno
en nuestras pacientes no concuerdan con esta
explicacion, ya que observamos que en el 2° T
presentan niveles de fibrindgeno significativamente
méas bajos que los normales y en el 3% T tienen
niveles similares a los controles, por lo que esta
explicacion no seria valida para nuestro grupo.

A pesar de no poder dar una explicacion
fisiopatoldgica clara para nuestros hallazgos, los
resultados de ambos métodos son similares a los
comunicados en la literatura.
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El diagndstico de déficit de PS no deberia

realizarse durante el 2° y 3¢" trimestre del embara-
zo ya que puede llevar a un diagnéstico erréneo,
ya que los niveles de PS libre en esta poblacién de
embarazadas normales se encuentra en rangos
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