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Resumen. El inhibidor de la fibrinólisis activable por trombina (TAFI), es una 
proteína de la hemostasia que enlaza la coagulación y la fibrinólisis. El objetivo de 
este estudio fue establecer condiciones para evaluar el TAFI activado (TAFIa), en 
plasma de pacientes con generación de trombina (GT) endógena disminuida. Se 
estudiaron plasmas de 36 controles y 28 pacientes con hemofilia A severa (HAS), 
18 sin inhibidores y 10 con inhibidores anti-FVIII; a nivel basal y en respuesta al 
tratamiento con concentrados de FVIII recombinante y con FVII recombinante 
activado, respectivamente. Se evaluó el TAFIa por ensayos colorimétricos, con la 
adición en la mezcla de activación del sustrato 5nM hipuril-arginina y diferentes 
concentraciones de trombina en presencia de 8nM de trombomodulina. Los re-
sultados evidenciaron a nivel basal, en relación a los controles en los plasmas de 
pacientes con HAS valores disminuidos de GT y de TAFIa (activado con 20 nM 
de trombina) y una correlación positiva entre ambos parámetros; luego del tra-
tamiento, los valores fueron similares a los controles, con mejor y más duradera 
respuesta en los pacientes sin inhibidores. Los valores de TAFIa a nivel basal en 
el plasma de pacientes con HAS, se normalizaron cuando se activó con concen-
traciones de trombina mayores o iguales a 120 nM. En conclusión, para estudiar 
TAFIa en plasma de pacientes con alteraciones de la coagulación asociadas a baja 
GT, en el ensayo se deben evaluar diversas concentraciones de trombina, para di-
ferenciar una actividad de TAFIa disminuida de una incompleta activación, como 
lo observado en el plasma de pacientes con HAS.
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Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) activity  
in plasma from patients with diminished endogenous thrombin 
generation.
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Abstract. Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) is a hemosta-
sis protein that acts as a link between coagulation and fibrinolysis. The aim of 
this study was to establish the conditions to evaluate the TAFI activity (TAFIa) in 
the plasma of patients with diminished endogenous thrombin generation (GT). 
The plasmas from 36 controls and 28 patients with severe hemophilia A (HAS, 
18 without inhibitors and 10 with anti-FVIII inhibitors, treated on-demand with 
recombinant factor VIII concentrates and with recombinant activated factor 
VII, respectively) were studied, at baseline and in response to treatment. TAFIa 
was evaluated by colorimetric tests, being the most relevant modifications, the 
addition in the activation mixture of 5nM hypuril-arginine as substrate and 
different thrombin concentrations in the presence of 8nM thrombomodulin. 
The results showed that the plasma of patients, in relation to controls, have a 
decreased GT and TAFIa (using 20 nM thrombin as activator) at baseline, and 
a positive correlation between both parameters. After treatment, the values 
were similar to the controls, occurring the best and most lasting response in 
those patients without inhibitors. At baseline, TAFIa values in the plasma of 
HAS patients were normalized when ≥ 120 nM thrombin concentrations were 
used as activator. In conclusion, to study TAFIa in the plasma of patients with 
coagulation abnormalities associated to a low GT, diverse thrombin concentra-
tions should be evaluated, in order to differentiate a diminished TAFIa from an 
incomplete zymogen activation, as observed in the plasma of patients with HAS.
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INTRODUCCIÓN

El Inhibidor de la Fibrinólisis Activable 
por Trombina (TAFI), una proteína que circu-
la en sangre como una pro-carboxipeptidasa, 
es activado por el complejo trombina/trom-
bomodulina y en la hemostasia tiene como 
función modular la fibrinólisis, al disminuir 
la formación de los complejos fibrina/t-PA/
plasminógeno, a través de la remoción de 
nuevos residuos de lisina y arginina C-termi-
nales expuestos en la fibrina parcialmente 
degradada por la plasmina (1-4).

Bajo condiciones fisiológicas la concen-
tración de trombina que se genera dentro del 

coágulo formado, es suficiente para activar 
al TAFI. En desórdenes de la hemostasia por 
deficiencia congénita o hereditaria de algún 
factor que impida la formación adecuada 
del complejo “Tenasa Intrínseco”, como la 
hemofilia A, se ha reportado una deficiente 
generación de trombina, enzima que además 
de transformar el fibrinógeno en fibrina, 
tiene otras funciones de gran importancia, 
como evitar la lisis prematura del coágulo 
mediante la activación del TAFI (5-9).

Para estudiar la actividad del TAFIa en 
patologías asociadas con una deficiente for-
mación de trombina, se debe asegurar en el 
ensayo una completa activación del zimóge-
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no, de allí que en el presente trabajo se es-
tablecieron las condiciones experimentales 
para determinar esta actividad en plasmas 
de pacientes con hemofilia A severa (HAS), 
que presentasen GT disminuida, a nivel basal 
y luego del tratamiento con concentrados de 
FVII activado de origen recombinante (FVII-
ra) o concentrados comerciales de FVIII re-
combinante de segunda generación (FVIIIr), 
según presentasen o no inhibidores de FVIII. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Pacientes
El presente trabajo se realizó con plas-

ma de 28 pacientes con HAS, de edades en-
tre 2 y 25 años (14,2 ± 8,2 años), con nive-
les de actividad de FVIII menor a 1 UI/dL, 
de los cuales 18 no presentaban inhibidores 
anti-FVIII y 10 presentaban entre 0,75 y 72 
Unidades Bethesda/mL de inhibidores anti-
FVIII. Además, se estudió el plasma de trein-
ta y seis voluntarios sanos (36), con edades 
entre 19 y 50 años (34,2 ± 10,2 años), que 
no usaban medicamentos que afectasen la 
hemostasia y sin antecedentes de trombosis 
o trastornos hemorrágicos. 

Como criterio de exclusión de los pa-
cientes se usaron: haber recibido 72 horas 
antes de la toma de muestra tratamiento 
con FVIIIr o FVIIra; enfermedad hepática, 
VIH, traumas, infección bacteriana actual, 
cáncer o presencia de otros trastornos de la 
coagulación diferentes a la hemofilia. Nin-
gún paciente fue tratado con medicamentos 
anti-fibrinolíticos, ni presentó episodios de 
sangrado durante el tiempo de estudio.

Los pacientes fueron controlados por 
los médicos especialistas en hemofilia, en la 
consulta hematológica del Banco Municipal 
de Sangre del Distrito Capital, sede del Cen-
tro Nacional de Hemofilia de Venezuela. Los 
controles fueron donantes del Banco Munici-
pal de Sangre del Distrito Capital, estudian-
tes y personal del Instituto Venezolano de 
Investigaciones Científicas (IVIC).

Los pacientes y controles incluidos en 
este estudio, firmaron el consentimiento 

para la participación, luego de explicarles el 
proyecto aprobado por los Comités de Bioé-
tica del IVIC y del Banco Municipal de San-
gre del Distrito Capital. 

Muestras
La sangre fue tomada por punción ve-

nosa y anti-coagulada con citrato trisódico al 
3,8% a una relación 1:9. Seguidamente, fue 
centrifugada a 2000 g durante 10 minutos 
para obtener el plasma pobre en plaquetas, 
empleado para la determinación inmediata 
de los niveles de FVIII y el resto separado en 
alícuotas y congelado a -80°C, hasta la reali-
zación de las otras pruebas.

A los pacientes con HAS sin inhibidores, 
se les tomaron cuatro muestras de sangre: a 
nivel basal (antes de recibir tratamiento) y a 
las 0,5, 4 y 24 horas después de recibir con-
centrados de FVIIIr, a dosis entre 50 y 60 UI 
/Kg de peso. A los pacientes con HAS que 
presentaron inhibidores se les tomaron tres 
muestras de sangre: a nivel basal y a las 0,5 
y 2 horas después de recibir FVIIra, a dosis 
entre 90 - 120 µg/kg peso. A los controles se 
les tomaron muestras de sangre a las 0, 0,5, 
2, 4 y 24 horas.

Materiales
Equipos: Sistema de Cromatografía 

Líquida de Alta Resolución (HPLC; Waters 
Massachussets, USA). Columna Vydac C18 5 
µm (100 x 4,6 mm) de Grace Davison Dis-
covery Sciences (Illinois, USA). Lector de 
micro placas SUNRISE de TECAN Group Ltd 
(Seestrasse, Switzerland). Coatron M2 HAE-
MOSYS-ECA (Alemania).

Reactivos: Plasma deficiente en FVIII 
de Dade Behring Inc. (Delaware, USA). Ce-
falina activada CK PREST de Diagnostica 
Stago (Asniéres sur Seine, Francia). Trombo-
modulina de pulmón de conejo (TM), TAFI 
purificado estándar, estuches de IMUCLONE 
TAFI ELISA y ACTICHROME PLASMA TAFI 
ACTIVITY, de Sekisui Diagnostics (Stamford, 
CT, USA). Acetonitrilo grado HPLC y dioxa-
no, de Merck (Darmstadt, Alemania). Los 
estuches de THROGA fueron donados por 
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el Prof. Götz Nowak (Universidad Friedrich 
Schiller de la Facultad de Medicina de Jena, 
Alemania). Sustrato hipuril-arginina, trom-
bina humana, cloruro cianúrico, inhibidor 
de carboxipeptidasa aislado de papa (CPI), 
ácido o-metilhipúrico, ácido hipúrico y otros 
reactivos, de Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO, USA).

Factor VIII
Para evaluar la actividad del FVIII se uti-

lizó el método de coagulación de una sola 
etapa (10). La cuantificación de los inhibi-
dores de FVIII se realizó por el método de 
Kasper y col. (11), y fueron expresados en 
Unidades Bethesda/mL.

Fibrinógeno 
La concentración de fibrinógeno circu-

lante en plasma se determinó por el método 
gravimétrico de Ingram (12).

Generación de Trombina
La GT se determinó por el método 

THROGA, siguiendo las recomendaciones 
del estuche (Jena, Alemania). En este en-
sayo, se activó el plasma con factor tisular, 
fosfolípidos y calcio, en presencia de una 
cantidad determinada de hirudina y como 
referencia se utilizó una muestra de plasma 
sin activar en presencia de la misma concen-
tración de hirudina. La cantidad de hirudina 
libre se determinó utilizando el ensayo cro-
mogénico específico conocido como Ecarin 
Chromogenic Assay (ECA-H). La GT se cal-
culó mediante la diferencia entre la hirudina 
libre en la muestra de referencia y la presen-
te en la muestra que contiene el activador. 
Una unidad de trombina (UT) se consideró 
equivalente a una unidad de anti-trombina 
(U-AT) y la GT se reportó en UT/mL (13).

TAFI-Ag
Los niveles de TAFI-antígeno (TAFI-Ag) 

se determinaron por un ELISA, a través de 
un estuche de la casa comercial Sekisui Diag-
nostics (USA). La concentración de TAFI-Ag 
se calculó a través de una curva de referencia 

con el estándar del estuche y los resultados 
se reportaron en %. El rango de valores de 
TAFI-Ag en plasmas normales según la casa 
comercial está entre 40-250 % (1).

TAFI funcional
Para evaluar la actividad del TAFIa 

fueron utilizados dos ensayos que emplean 
hipuril-arginina como sustrato, que determi-
nan el ácido hipúrico liberado por la acción 
del TAFIa, colorimétricamente o por medio 
de cromatografía líquida de alta resolución 
(CLAR), que utiliza el ácido ο-metilhipúrico 
como estándar interno. 

Como principal modificación, en ambos 
ensayos se adicionó el sustrato a la mezcla de 
activación y se estudiaron diferentes concen-
traciones de trombina como activador. Para 
distinguir entre la actividad de la carboxi-
peptidasa constitutiva (CPN) y la del TAFIa, 
los ensayos se realizaron en presencia de 50 
µg/mL de CPI. La actividad de TAFIa se de-
terminó como la actividad de la carboxipep-
tidasa sensible al CPI y se calculó mediante 
la diferencia entre la actividad total (CPN 
+TAFI) en ausencia y en presencia de CPI.

a) Ensayo colorimétrico
Se realizó mediante modificación de la 

técnica descrita por Bouma y col. (14). Ini-
cialmente, el ensayo se estandarizó con una 
mezcla de plasmas controles. Para la activa-
ción del TAFI, se mezclaron 20 µL de plasma 
(diluido 1/8 con suero inactivado a 56°C du-
rante 6 horas), con 20 µL de mezcla de acti-
vación (preincubada 15 minutos a 37°C) que 
asegura una concentración final de 20 nM 
de trombina humana, 8 nM de trombomo-
dulina, 20 mM de CaCl2 y 5 mM de hipuril-
arginina, en tampón 20 mM de HEPES, pH 
7,4. Después de incubar a 37°C por 30 mi-
nutos la reacción se detuvo con 20 µL de 1M 
de HCl. Para la determinación de la actividad 
del TAFIa, a temperatura ambiente se agre-
garon a la mezcla anterior 60 µL de 1 M de 
NaOH, 25 µL de tampón fosfato salino 0,25 
M, pH 8,3 y 60 µL de cloruro cianúrico al 
3% disuelto en dioxano (previamente deshi-
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dratado). Después de 15 minutos, las proteí-
nas desnaturalizadas y el exceso de cloruro 
cianúrico se eliminaron por centrifugación a 
7000 g durante 4 minutos; del sobrenadan-
te se tomaron 100 µL que se transfirieron a 
una microplaca de poliestireno y por medio 
de un lector de microplacas se determinó la 
absorbancia a 405 nm. La actividad de TAFIa 
se calculó por medio de una curva de refe-
rencia con un estándar comercial de TAFIa 
y se reportó en µg/mL. Los resultados de 
este ensayo se compararon con los obtenidos 
con un estuche de la casa comercial Sekisui 
Diagnostics, que emplea el mismo método.

b) Ensayo por CLAR
Se modificó la técnica descrita por 

Schatteman y col. (15). La activación del 
TAFI se realizó con las condiciones estable-
cidas para el ensayo colorimétrico. Para la 
determinación de la actividad del TAFIa, a la 
muestra activada se le adicionaron 5 µL de 
150 µM de ácido ο-metilhipúrico (estándar 
interno). Seguidamente el ácido hipúrico 
generado y el ο-metilhipúrico, se extrajeron 
con 300 µL de acetato de etilo. Luego de 
centrifugación a 7000 g por 4 minutos; se 
tomaron 200 µL del sobrenadante, se evapo-
raron y se disolvieron en 150 µL de la fase 
móvil (850 mL de fosfato monobásico de 
potasio 10 mM pH 3,5 y 150 mL de aceto-
nitrilo grado CLAR). Finalmente, 10 µL de 
esta solución se inyectaron a una columna 
de fase inversa (C-18). La elución se realizó 
de modo isocrático con la fase móvil a 1 mL/
minuto y se determinó la absorbancia del 
eluído a 228 nm. La curva estándar se pre-
paró con ácido hipúrico entre 9 a 180 µM en 
presencia del estándar interno. Una unidad 
de TAFIa fue definida como la cantidad de 
la enzima que hidroliza 1 µmol de sustrato 
por minuto a 37°C, bajo las condiciones de 
ensayo antes descritas.

Efecto de la GT sobre la actividad  
de TAFIa

Para evaluar si los valores bajos de GT en-
contrados en el plasma de pacientes con HAS, 

influyen en la actividad de TAFIa a nivel basal, 
en la mezcla de activación del TAFI se ensaya-
ron diferentes concentraciones de trombina 
(concentración final entre 5 a 240 nM), en 
presencia de 8 nM de trombomodulina.

Análisis Estadístico
Se utilizó el programa GraphPad Instat 

(GraphPad software Inc., San Diego, Califor-
nia, USA.), con el cual se realizó un análisis 
de varianza para las observaciones repetidas 
y la prueba de t-Student para comparar los 
valores de TAFIa encontrados por los diferen-
tes ensayos. Todos los ensayos se efectuaron 
por triplicado. Las correlaciones se determi-
naron a través del coeficiente de correlación 
de Pearson (r).

RESULTADOS

Factor VIII
La actividad del FVIII en el grupo con-

trol fue de 97,50 ± 8,03 UI/dL. En cuanto 
a los pacientes con HAS que no presenta-
ron inhibidores, a nivel basal fue de 0,51 ± 
0,32 UI/dL, la cual se encontró significati-
vamente disminuida (p<0,001) en relación 
al control. Posterior al tratamiento con con-
centrados de FVIIIr, los niveles aumentaron 
significativamente a las 0,5 (71,97 ± 23,29 
UI/dL) y 4 horas (40,53 ± 13,01 UI/dL) 
(p<0,001), con disminución nuevamente a 
las 24 horas (12,44 ± 7,72 UI/dL), sin llegar 
a los niveles basales (Tabla I).

Fibrinógeno
Los valores de fibrinógeno en los con-

troles se encontraron entre 1,7 y 3,4 g/L, con 
una media de 2,45 ± 0,59 g/L. En cuanto a 

los pacientes con HAS se encontraron entre 
1,6 y 3,4 g/L, con una media de 2,50 ± 0,52 
g/L. En los pacientes sin inhibidores el valor 
fue 2,38 ± 0,49 g/L y en los pacientes con 
inhibidores de 2,75 ± 0,56 g/L (Tabla I). No 
se observaron diferencias significativas entre 
grupos, antes o después del tratamiento (da-
tos no mostrados).
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Generación de trombina 
La generación de trombina en los con-

troles fue de 149,53 ± 15,65 UT/mL. En los 
pacientes con HAS sin inhibidores, en con-
diciones basales se encontró significativa-
mente disminuida (30,76 ± 10,69 UT/mL) 
(p<0,01) en relación a los controles; pos-
terior al tratamiento con concentrados de 
FVIIIr se observó un aumento significativo 
(p<0,001) a las 0,5 (93,29 ± 45,07 UT/mL) 
y 4 horas (79,61 ± 46,29 UT/mL); con una 
disminución a las 24 horas (41,62 ± 8,88 
UT/mL), valor que fue más elevado que el 
basal (p<0,05), (Fig. 1 A). 

Los pacientes con HAS que desarro-
llaron inhibidores, a nivel basal presenta-
ron una GT significativamente disminuida 
(16,68 ± 9,99 UT/mL), en comparación a 
los controles (p<0,001) y a los pacientes 
sin inhibidores (p<0,01). Posterior al trata-
miento con FVIIra se observó un aumento 
significativo a las 0,5 horas (38,31 ± 8,02 
UT/mL (p<0,01), con una disminución sig-
nificativa a las 2 horas (29,06 ± 9,02 UT/
mL) (p<0,05), (Fig. 1 B).

Actividad funcional de TAFIa
La Fig. 2 muestra la actividad de TAFIa 

por el ensayo colorimétrico. Los valores en 
el grupo control fueron de 15,78 ± 2,47 µg/

mL, sin cambios significativos entre las dis-
tintas tomas de muestras. A nivel basal, en 
los pacientes con HAS sin inhibidores fueron 
de 10,33 ± 1,44 µg/mL y con inhibidores 
fueron de 10,66 ± 1,09 µg/mL. En relación 
a los controles, la actividad en los plasmas 
de ambos grupos de pacientes se encontró 
significativamente disminuida (p<0,01).

Posterior al tratamiento, los valores de 
TAFIa en los pacientes con HAS sin inhibi-
dores fueron de 13,67 ± 2,57; 13,39 ± 3,20 
y 11,82 ± 1,92 µg/mL a las 0,5, 4 y 24 ho-
ras, respectivamente. En los pacientes con 
inhibidores fueron de 14,48 ± 1,25 y 14,05 
± 1,36 µg/mL a las 0,5 y 2 horas, respecti-
vamente. En comparación con los controles, 
en ambos grupos de pacientes aumentó sig-
nificativamente (p<0,01).

De esta misma manera, al emplear el 
estuche comercial que utiliza el mismo fun-
damento, en los pacientes con HAS a nivel 
basal se encontraron valores de 7,60 ± 2,21 
µg/mL en los que presentaron inhibidores y 
de 8,11 ± 1,80 µg/mL en los pacientes sin 
inhibidores, actividad que se encontró dis-
minuida en relación a los controles (16,06 
± 2,02 µg/mL) (p < 0,01), (Tabla I).

Para corroborar la baja actividad de 
TAFIa observada en los pacientes con HAS 
a nivel basal, en relación a los controles, 

TABLA I 
ACTIVIDAD DE TAFIa, NIVELES DE TAFI-Ag Y DE FVIII, EN PLASMA DE PACIENTES CON HAS.

FVIII 
(%)

Fg
(g/L)

TAFIa 
(µg/mL)

TAFI-Ag 
(%)

Muestra
/Ensayo

Coagulante Colorimétrico Sekisui 
Diagnostics

CLAR Sekisui 
Diagnostics

Controles 
(n=36)

97,50 ± 8,03 2,45 ± 0,59 15,78±2,47 14,96±2,08 13,18±2,05 132,22±42,32

Pacientes sin 
inhibidores

(n=18)

0,52±0,32 2,38 ± 0,49 10,03±1,44 7,60±2,21 9,42±2,19 124,53±22,99

Pacientes con 
inhibidores

(n=10)

2,75 ± 0,56 10,66 ± 1,09 8,11±1,80 9,98±2,03 152,94±20,07

Fg: Fibrinógeno.
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se realizaron las determinaciones por me-
dio del ensayo que emplea CLAR, que uti-
liza equipos con sistemas de detección más 
sensibles. Los valores obtenidos fueron de 
14,98 ± 2,05 µg/mL en los controles, de 
9,42 ± 2,19 µg/mL en los pacientes sin in-
hibidores y de 9,98 ± 2,03 µg/mL en los 
pacientes con inhibidores. En los pacien-
tes estos valores fueron significativamente 
menores en relación a los controles (p < 
0,01), (Tabla I).

Los valores de TAFIa en los pacientes 
a nivel basal encontrados con los diferentes 
ensayos (colorimétrico, estuche comercial y 
CLAR), no mostraron diferencias significativas.

Efecto de la GT sobre la actividad  
de TAFIa 

Para determinar si la baja actividad de TA-
FIa en los pacientes a nivel basal, es debida a 
una incompleta activación del zimógeno, fue-
ron ensayadas diferentes concentraciones de 

Fig. 1. Generación de trombina (GT) en plasma de pacientes con HAS. A) Sin inhibidores, n = 18; B) con 
inhibidores, n = 10. ▲ GT disminuida en condiciones basales, (n = 36), (p <0,01 sin inhibidores, p 
<0,001 con inhibidores. * Aumento de GT, sin inhibidores a 0,5 y 4 horas después del tratamiento; ** 
con inhibidores a las 0,5 horas después del tratamiento (p <0,01); *** sin inhibidores a las 24 horas 
en relación a 0,5 y 4 horas después del tratamiento (p <0,05) y con inhibidores a las 2 horas en com-
paración a las 0,5 horas después del tratamiento

Fig. 2. Actividad de TAFIa (ensayo colorimétrico), en plasma de pacientes con HAS. A) Sin inhibidores; 
B) con inhibidores. TAFIa (µg/mL) en condiciones pos-tratamiento con FVIII o FVIIra. Comparación 
entre grupos: ▲ Actividad disminuida en condiciones basales, en relación a los controles, n = 36 (p 
<0,01). * Aumento de la actividad en pacientes (p <0,01).
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trombina en la mezcla de activación, sin modi-
ficar la concentración de trombomodulina. Los 
valores de TAFIa obtenidos en una mezcla de 
plasmas de pacientes con HAS a una concen-
tración de trombina de 120 nM (15,03 ± 2,12 
y 14,16 ± 1,99 µg/mL, en pacientes sin y con 
inhibidores, respectivamente) fueron similares 
a los observados en el plasma control (15,78 ± 
2,47 µg/mL) en presencia de 20 nM trombina 
(p<0,05). La actividad de TAFIa en los contro-
les fue similar con las diferentes concentracio-
nes de trombina evaluadas (Fig. 3).

Correlaciones
Los resultados obtenidos en condicio-

nes basales para los diferentes parámetros 
fueron comparados. En los pacientes con 
HAS sin inhibidores se encontró una correla-
ción positiva entre FVIII y TAFIa (r= 0,4176, 
p<0,01). Adicionalmente, se observó una 
correlación positiva entre GT y TAFIa (r= 
0,5742, p<0,01 en pacientes sin inhibido-
res; y de r= 0,5025, p<0,005 en pacientes 
con inhibidores), (Fig. 4).

DISCUSIÓN

El balance entre los sistemas de la coa-
gulación y la fibrinólisis asegura una hemos-

tasia normal. Durante el proceso de la coa-
gulación, suficientes cantidades de trombina 
son generadas, lo que asegura la formación 
de una malla de fibrina estable y la regula-
ción de la fibrinólisis vía el TAFI (3,7,16,17). 
En patologías asociadas a una deficiente for-
mación de trombina donde existan eviden-
cias de una defectuosa activación del TAFI, 
el estudio de su actividad puede ayudar a 
entender mecanismos que expliquen la evo-
lución de los pacientes.

En el presente trabajo se establecieron 
las condiciones para evaluar la actividad de 
TAFIa en muestras de plasmas de pacientes 
con deficiencia en las fases de propagación 
y amplificación de la coagulación, tomando 
como modelo a un grupo de pacientes con 
HAS con y sin inhibidores, a nivel basal y des-
pués del tratamiento con FVIIra o FVIIIr, res-
pectivamente, así como los niveles de TAFI-
Ag, y la correlación de los resultados con la 
GT y los niveles de FVIII. 

La GT se evaluó por el método THRO-
GA, que determina la trombina mediante la 
utilización de hirudina, un inhibidor de alta 
afinidad por esta enzima que forma un com-
plejo estequiométrico 1:1 (13). En el presen-
te estudio, los valores de GT en el plasma de 
los controles fueron similares a los reporta-

Fig. 3. Influencia de la concentración de trombina en la actividad de TAFIa (ensayo colorimétrico). TAFIa 
(µg/mL) vs concentraciones de trombina. Comparación entre grupos: ▲ Actividad disminuida en 
plasmas del paciente en relación con los controles (activación con 20 nM de trombina), (p <0,05). * 
Actividad en plasmas de pacientes (trombina ≥120 nM) similar a los controles), p <0,05).
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dos por Nowak y col. (13) (126,4 ± 23,7 UT/
mL), al emplear el mismo método en plas-
mas de 50 controles con edades comprendi-
das entre 19 y 65 años.

En los pacientes con HAS, a nivel basal 
la GT se encontró disminuida en relación al 
grupo control, con valores más bajos en el 
grupo que presentaban inhibidores. A este 
respecto, un estudio reciente de Mancuso y 
col. (18), reportó en pacientes con hemofilia 
A severa con inhibidores, una capacidad muy 
reducida de GT en comparación a los pacien-
tes sin inhibidores, evaluada por el método 
fluorogénico de Hemker y col. (19), que es 
ampliamente utilizado.

En respuesta al tratamiento, en el pre-
sente estudio se evidenció en los pacientes 
con HAS sin inhibidores que la infusión de 
FVIIIr aumentó significativamente la GT a 
las 0,5 y 4 horas; con los valores más altos a 
las 0,5 horas, los cuales decayeron a las 24 
horas, sin llegar a los niveles basales, lo que 

se correlacionó con los niveles de FVIII. En 
los pacientes con inhibidores, el tratamiento 
con FVIIra indujo un menor incremento en 
la GT, en comparación a los controles.

En estudios previos, Brummel-Ziedins y 
col. (20), reportaron una baja GT en pacien-
tes con hemofilia A, evaluada por un ELISA. 
Por su parte, Dargaud y col. (9), evaluaron la 
GT por un método fluorogénico y encontra-
ron que se correlacionó positivamente con 
los niveles de FVIII/FIX; en los pacientes con 
hemofilia A, 3 horas después del tratamiento 
con FVIII, la GT era normal con disminución 
de los valores a las 24 horas, sin llegar al ni-
vel basal. Eichinger y col. (22), en pacientes 
con hemofilia A que presentaban inhibido-
res, evaluaron la GT también por un méto-
do fluorogénico, y encontraron a nivel basal 
valores muy bajos en relación a los controles 
[0,12 (0,0-0,6) vs. 186,9 (116,0-254,4) nM]; 
los cuales se incrementaron a 40,7 (28,3-
51,6) nM 30 minutos después del tratamien-

Fig. 4. Correlaciones. TAFIa y FVIII (A), TAFIa y GT en pacientes con HAS sin inhibidores (B), con inhi-
bidores (C).
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to con FVIIra, valores que se mantuvieron 
por un periodo de 4 horas. Estos hallazgos 
muestran que el método de THROGA usado 
en el presente estudio para evaluar la GT, al 
igual que los métodos empleados en la lite-
ratura, fue capaz de detectar la baja GT en 
plasma de pacientes con hemofilia.

El presente trabajo muestra los prime-
ros valores de actividad y niveles antigénicos 
de TAFI en la población venezolana, los cua-
les se encontraron dentro del rango reporta-
do en la literatura (1, 15, 22-34) y pueden 
servir de referencia para trabajos posterio-
res.

Los resultados aquí presentados, así 
como los reportados en trabajos previos, 
mostraron en plasma de pacientes con HAS 
una disminuida actividad del TAFIa a nivel 
basal. Se ha sido sugerido que el sangrado en 
pacientes con hemofilia es debido a un de-
fecto en la activación de la protrombina así 
como a una fibrinólisis aumentada. A este 
respecto, Foley y col. (35, 36), evidenciaron 
que la activación de TAFI en pacientes con 
hemofilia está relacionada con la GT; y de-
mostraron que en sangre total se requieren 
entre 5 y 11% de actividad coagulante del 
FVIII para normalizar la activación del TAFI, 
en contraste al 50% requerido en plasma. 
Adicionalmente, evidenciaron que el san-
grado en los pacientes con hemofilia A se-
vera se relacionó con la actividad de TAFI. A 
este respecto, recientemente en un trabajo 
de Wyseure y col. (37), reportaron que, en 
ratones con hemofilia A congénita, el san-
grado en articulaciones está asociado a la 
generación de trombina requerida en el sitio 
de la lesión, para una adecuada activación 
del TAFI.

En respuesta al tratamiento, la activi-
dad de TAFIa en el plasma de los pacientes 
aquí evaluados, se incrementó significativa-
mente, sin alcanzar los valores de los contro-
les. En los pacientes con HAS sin inhibidores, 
a las 24 horas post-tratamiento la actividad 
decayó sin llegar a los valores basales, lo que 
se correlacionó con los niveles de FVIII. Este 

aumento de TAFIa post-tratamiento se co-
rrelacionó con el aumento en la GT. 

Estudios in vivo e in vitro han demos-
trado que los concentrados de FVIIIr o FVIIra 
mejoran la GT y pueden influir en la respues-
ta fibrinolítica o en la actividad/niveles de 
TAFI (9, 17, 34, 38-41). Los niveles de FVIII 
alcanzados en los pacientes con HAS trata-
dos a demanda con concentrados de FVIIIr 
podrían ser suficientes para normalizar la 
generación trombina a concentraciones que 
mejoren la estructura del coágulo de fibri-
na y aumenten la actividad del TAFI (34,40). 
Por su parte, el FVIIra empleado para el tra-
tamiento de pacientes con hemofilia que de-
sarrollen inhibidores contra FVIII, induce un 
aumento de la GT que asegura la formación 
de un coágulo de fibrina resistente a la lisis 
prematura (41).

En la literatura existen grandes varia-
ciones de la actividad de TAFIa, debido pro-
bablemente al origen de la población, a los 
estándares usados para reportar la activi-
dad, así como a los diferentes ensayos utili-
zados. La activación de TAFI es un proceso 
que requiere concentraciones adecuadas de 
trombina, que varían en presencia de trom-
bomodulina, cofactor requerido para una 
adecuada activación (42-44). Otra de las li-
mitantes en los ensayos, incluye la inestabili-
dad de la actividad enzimática del TAFIa, que 
es inactivado por proteólisis y principalmen-
te por cambios de conformación inducidos 
por un proceso espontáneo dependiente de 
la temperatura; esta enzima tiene una vida 
media de 10 minutos a 37°C y de 2 horas a 
temperatura ambiente (44-48).

En el presente estudio la actividad de 
TAFIa se evaluó por ensayos que utilizan 
hipuril-arginina como sustrato y su cuanti-
ficación colorimétrica con cloruro cianhídri-
co o por CLAR. Debido a la inestabilidad del 
TAFIa, la modificación más relevante fue la 
incorporación del sustrato a la mezcla de ac-
tivación antes de la formación del coágulo, 
para asegurar que la enzima actúe antes de 
ser inactivada.



138 D’Errico y col.

 Investigación Clínica 60(2): 2019

La correlación positiva entre TAFIa y GT 
en los pacientes con HAS a nivel basal, llevó 
a evaluar el papel de la GT endógena en la 
determinación de la actividad de TAFIa, para 
lo cual se ensayaron diferentes concentracio-
nes de trombina en la mezcla de activación. 
Los resultados evidenciaron que la completa 
activación del TAFI, en el plasma de los con-
troles se alcanzó con 20 nM de trombina y 8 
nM de trombomodulina, tal y como está re-
portado en la literatura. En contraste con el 
plasma de los pacientes con HAS fueron re-
queridas concentraciones iguales o mayores 

a 120 nM de trombina en presencia de 8 nM 
de trombomodulina. A este respecto, en un 
estudio realizado por Bouma y col. (14), con 
plasma deficiente de protrombina, encontra-
ron que para lograr una actividad de TAFI 
semejante al plasma normal, era necesario 
adicionar 640 nM de trombina, en contraste 
con los 20 nM requeridos en el método es-
tandarizado para controles. 

Los presentes hallazgos sugieren que en 
los ensayos para evaluar la actividad de TAFIa, 
en plasmas de pacientes con deficiencias en 
las fases de amplificación/propagación de la 
coagulación, para asegurar una completa ac-
tivación del zimógeno, se requieren concen-
traciones de trombina similares a la generada 
en plasmas normales, para así diferenciar en-
tre una baja actividad de TAFIa de una par-
cial activación asociada a una GT endógena 
disminuida, como es el caso de la hemofilia, 
modelo utilizado en el presente estudio.
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