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La hemostasia es el conjunto de sistemas que actian coordinadamente para mantener la
integridad de los vasos sanguineos y la fluidez de la sangre. Estos sistemas encargados de
mantener el balance hemostatico son el vascular, el plaquetario, el de coagulacion y el de
fibrinolisis. La alteracion de cualquiera de ellos puede desencadenar trastornos trombéticos o
hemorragicos dependiendo de la naturaleza de la falla.

Cuando se produce una injuria intrinseca o extrinseca de un vaso sanguineo ocurren una serie de
eventos simultaneos que tienden a formar el tapon hemostatico. Ante una lesion endotelial, los
primeros en reaccionar son el sistema vascular y las plaquetas, el endotelio responde con una
vasoconstriccion local que limita el flujo de sangre en la zona lesionada, se exponen a la sangre
las moléculas adhesivas del subendotelio como colageno, factor von Willebrand, fibronectina,
vitronectina, laminina y otras proteinas que favorecen la adhesividad y la agregacion plaquetaria
y conducen en primera instancia a la formacion de un tapdn plaquetario. Las plaquetas activadas
liberan mas agonistas como ADP, tromboxano A,, serotonina, adrenalina, que exacerban el
proceso de agregacion plaquetaria. La lesion endotelial provoca también la exposicion del factor
tisular desde el subendotelio, que activa el mecanismo de coagulaciéon y lleva a la formacion de
trombina. Esta a su vez, activa a nuevas plaquetas y consolida la malla de fibrina alrededor del
tapon plaquetario, contribuyendo a la formacion de un verdadero tapon hemostatico. Al mismo
tiempo la liberacion endotelial de activadores del sistema fibrinolitico conduce a la formacion
de plasmina que pone un freno al crecimiento de la malla de fibrina, evitando la formacion de
un trombo pero manteniendo el deseado equilibrio de prevenir a la vez trombosis y hemorragia.
Manteniendo esta compleja interrelacion entre las propiedades pro y anticoagulantes de la
sangre y de los vasos sanguineos, el organismo es capaz de mantener la integridad vascular y la
fluidez de la sangre.

Los sistemas de coagulacion y fibrinolisis son estructuralmente muy similares ya que pueden ser
activados por un mecanismo intrinseco y/o extrinseco para producir una enzima activa y en
ambos, un conjunto de inhibidores son capaces de equilibrar y limitar el proceso. Mientras que
en la coagulacion la trombina es la enzima central que deriva de una proteina inactiva circulante
en el plasma, la protrombina; en la fibrinolisis la enzima es la plasmina que deriva del
plasmindgeno plasmatico. La trombina es capaz de transformar el fibrindgeno en fibrina y si su
accion no es limitada por los inhibidores fisiologicos, se puede producir un fendémeno
trombédtico, por el contrario si hay un retardo en la produccion de trombina existe una tendencia
a la hemorragia. La plasmina, en cambio, degrada al fibrinégeno y a la fibrina, si hay un defecto
de inhibidores fibrinoliticos la patente clinica mas frecuente es la hemorragia, pero una
produccion de plasmina mas lenta puede desencadenar una trombosis.

El Sistema de Coagulacion

El sistema de coagulacion esta formado por un conjunto de proteinas que circulan en la sangre
como zimogenos que cuando son activados se convierten en proteasas con sitio activo-Serina o
serino proteasas, que funcionan en cadena para formar la malla de fibrina que estabiliza el tapon
hemostatico. El sitio activo de estas proteasas es en realidad una triada de aminoacidos formada
por Serina, Histidina y Acido aspartico que si bien estan separados emla estructura primaria, se
encuentran muy cercanos en la estructura cuaternaria de la proteina.



La interpretacion del proceso de coagulacion en cascada ha sido publicada casi al mismo
tiempo, en 1964, por MacFarlane ® en Oxford y por Ratnoff y Davie ®* en Washington, y ha
sido de gran utilidad durante muchos afios para empezar a entender el complejo proceso de la
formacion del trombo. Segln estos investigadores, el mecanismo de coagulacion se interpreta
como una cascada enzimatica en la que se distinguen dos vias, la extrinseca iniciada por la
exposicion del Factor Tisular a partir de una lesion del tejido y la via intrinseca, que se activa
por contacto de la sangre con determinadas superficies. Ambas vias convergen para activar al
Factor X y continuar juntas el proceso de transformacion de la protrombina en trombina y, a
través de la trombina convertir el fibrindgeno en fibrina. Estos dos sistemas de activacion tienen
interacciones y retroalimentaciones positivas y negativas entre ellos que lo hacen un sistema
complejo. Actualmente el concepto de la activacion en cascada ha sido reemplazado por una
activacion simultanea de los factores de coagulacion sobre una superficie celular, con una activa
participacion de la plaqueta en la amplificacion del proceso de coagulacion. No obstante ello,
con fines didacticos describiremos la activacion de la coagulacion por dos caminos por separado
con una via final comun, tal como lo describiera MacFarlane. (Figura 1)
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Figura 1: Esquema de la cascada de coagulacion. En la via intrinseca se distinguen la fase de
contacto (color azul) y el complejo tenasa (color negro). La via extrinseca (color celeste) y en
la via final comun, el complejo protrombinasa (color verde). Cal: calicreinas; PreCal:
precalicreinas; QAPM: quininogenos de alto peso molecular.

La activacion intrinseca de la coagulacion se inicia con la llamada fase de contacto, en la que
intervienen el Factor XII (FXII) o Factor Hageman, las precalicreinas y el Factor XI (FXI), que
son serinoproteasas y los quininogenos de alto Peso Molecular, que son cofactores_de la
reaccion. Cuando estos factores se combinan con una superficie cargada negativamente, el EXII
sufre un cambio conformacional en su molécula que desencadena un mecanismé_de auto
activacion, 9

El FXII activado (FXIIa) produce la conversion de precalicreinas en calicreindssy activa alEXI
a FXI activado (FXIa). Las calicreinas a su vez activan mas FXII estableciendo una cascada de
activacion reciproca. De esa manera potencian su propia activacion _enuna reaccion’ que ‘se
amplifica varias veces y conduce finalmente a la formacion de Suficiente canfidad de EXTIa. 7
(Figura 2). Por otro lado las calicreinas producen un clivaje en los'quinindgenoside alto peso



molecular liberando bradiquinina, que activa el sistema de las quininas y del complemento,
responsables de los fendmenos inflamatorios. Las quininas regulan ademas la presion y el flujo
sanguineo a través del sistema renina-angiotensina, aumentan la permeabilidad vascular, la
produccién de oxido nitrico y liberan activador tisular del plasmindégeno desde el endotelio.
Estas multiples reacciones que se desencadenan con la activacion de la fase de contacto
permiten explicar las interacciones del mecanismo de coagulacion con el sistema fibrinolitico y
el complemento, entre otros sistemas implicados.

La activacion del FXII implica la ruptura de una unidon peptidica Arginina-Valina que lo
transforma en FXIlao formado por dos cadenas unidas por puentes disulfuro, una liviana que
posee el sitio activo Serina y otra pesada que conserva la propiedad de unirse a superficies
negativas. Una posterior ruptura en la molécula da lugar a la formacién del FXIIa que por
hallarse solamente en fase fluida es menos efectivo para la activacion del FXI, que es una
reaccion estrictamente de superficie. Los quinindégenos de alto peso molecular son globulinas
compuestas por seis dominios funcionales, a través del dominio 5 se unen a superficies cargadas
negativamente y por el dominio 6 se unen simultdneamente a las precalicreinas y al FXI. @
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Figura 2: Activacion de la fase de contacto sobre la superficie celular
Cal: calicreinas, PreCal: precalicreinas; QAPM: quininogenos de alto peso molecular

El FXI aunque esta formado por una cadena unica, circula como homodimero unido por puente
disulfuro, complejado con los quininégenos de alto peso molecular. Cada monémero tiene un
peso molecular de 80 kD y una vida media de 52 horas. In vivo el FXI también puede ser
activado por la trombina en la superficie de las plaquetas. La activacion por cualquiera de los
mecanismos se produce por un corte proteolitico en la union Arginina369-Isoleucina370, lo cual
lleva a un producto formado por una cadena liviana que posee el dominio catalitico y una
cadena pesada que tiene cuatro repeticiones de una estructura llamada “apple” en cada uno de
los monémeros. . En presencia de calcio, el FXla transforma al Factor IX (FIX), que es”una
proenzima vitamina K dependiente de peso molecular 57 kD, en FIX activado (FIXa).\Enda
activacion del FIX se produce la hidrélisis de dos uniones peptidicas, en primef término
Arginina 145-Alaninal46 y luego Argininal80-Valinal81, dando lugar a unaunolécula con
dos cadenas unidas por puente disulfuro, una pesada C-terminal, con sitio activo”Serina, ) otra
liviana N-terminal, donde se hallan los residuos de acido y carboxi glutamicéo, responsables de la
union a fosfolipidos. (Figura 3)
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Figura 3: Estructura del Factor IX. Proteina de cadena unica compuesta por: un Péptido senial
que conduce a la proteina al Reticulo Endopldasmico, un Propéptido que es reconocido por la
carboxilasa, un Dominio GLA donde 10 a 15 aminodcidos reciben los grupos gamma carboxi
glutamico extra, dos dominios EGF1 y EGF2, semejantes al factor de crecimiento epidérmico,
un Péptido de activacion que se libera cuando el zimogeno es clivado por el FXla, un Dominio
catalitico con la triada Serina-Histidina-Aspartico ubicados en los aminodcidos 41, 89 y 185

El FIXa resultante de esta reaccion cliva al Factor X (FX) que esta formado por dos cadenas
polipeptidicas unidas por puente disulfuro y tiene un peso molecular de 58,8 kD. (Figura 4).El
clivaje ocurre en una union peptidica Arginina51-Isoleucina52 en la cadena pesada, liberandose
un péptido de activacion altamente glicosilado que permanece asociado no covalentemente con
el FXa. ™ Para que esta etapa ocurra de manera eficiente se requiere la formacion del complejo
que se denomina tenasa y esta constituido por FVIIIa, FIXa, FX y Ca’" ensamblados sobre la
superficie de plaquetas activadas que exponen fosfatidilserina y fosfatidilinositol. (Figura 5)
Estos factores se unen a los fosfolipidos de membrana a través sus residuos gamma
carboxiglutamicos, asi la reaccion ocurre eficientemente sobre una matriz sélida.



Figura 4: Estructura del Factor X. Proteina de doble cadena, unidas por puente disulfuro. La
cadena liviana esta compuesta por: un Péptido senial que conduce a la proteina al Reticulo
Endoplasmico, un Propéptido que es reconocido por la carboxilasa, un Dominio GLA donde 10
a 15 aminoacidos reciben los grupos y carboxi glutamico extra, dos dominios EGF1 y EGF2
semejantes al factor de crecimiento epidérmico. En la cadena pesada se distingue: el Péptido
de activacion que se libera cuando el zimogeno es clivado por el FIXa y el Dominio catalitico
con la triada Serina-Histidina-Aspartico ubicados en los aminodcidos 185, 42 y 88.

En el complejo tenasa, el Factor VIII (FVIII) es el cofactor que acelera la velocidad de la
reaccion unas 1000 veces, la trombina, en pequefias cantidades y el FXa incrementan la
actividad del FVIII, constituyendo otro ejemplo de retroalimentacion positiva. Pero si la
concentracion de trombina aumenta, el FVIII activado (FVIIla) puede ser clivado e inactivado
indirectamente por la misma trombina que ademas de su potente actividad procoagulante, posee
una actividad anticoagulante compensatoria a través de la Proteina C que es un inhibidor
fisiolégico de la coagulacion activado por trombina. Este es un ejemplo de la accion dual de la
trombina sobre la cascada, activando y en otros puntos inhibiendo la actividad de los factores de
coagulacion.

La activacion del FX a FXa es el punto comtin de ambas vias de activacion, la intrinseca y la
extrinseca, a partir de alli contintia lo que llamamos via final comun.



Figura 5: Esquema de los complejos tenasa y protrombinasa sobre la superficie
de las plaquetas activadas que conducen a la formacion de la trombina.

Como ya hemos mencionado, la separacion del sistema de coagulacién en vias intrinseca y
extrinseca es arbitraria y como veremos mas adelante la activacion en cascada no es lo que
realmente ocurre in vivo. Por otra parte lo que llamamos via de activacion intrinseca tiene
menor significancia in vivo que la via extrinseca, sin embargo en ciertos estados patologicos,
esta activacion puede ocurrir in vivo, por ejemplo cuando el colageno del subendotelio se
expone frente a una lesion del endotelio o ante la presencia de complejos antigeno-anticuerpo o
endotoxinas. También ocurre esta activacion cuando la sangre se expone a superficies
artificiales por ejemplo en intervenciones quirdirgicas o en pacientes portadores de valvulas
protésicas cardiacas '?. También las particulas lipoproteicas, VLDL y quilomicrones pueden
activar esta via, poniendo de manifiesto el papel de la hiperlipemia en la generacion de un
estado protrombotico en el desarrollo de la aterosclerosis. La activacion intrinseca se observa
también in vitro en las pruebas de coagulacion que se fundamentan en la activaciéon por
contacto, como ocurre con el tiempo de coagulacion cuando la sangre se contacta con las cargas
negativas del tubo de vidrio o con el Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado (APTT) por el
contacto con las cargas negativas del activador del reactivo (caolin, celite, acido elagico).

La via extrinseca de la coagulacion se inicia por el contacto de la sangre con el Factor Tisular
(FT) expuesto a partir de una injuria en el tejido. El FT es una glicoproteina de la superficie de
la célula subendotelial que se encuentra también en los monocitos, los macréfagos, en el tejido
extravascular, especialmente en la adventicia, en el epitelio y las mucosas, en los astrocitos del
cerebro y en las células del endometrio. Tiene un peso molecular de 47 kD y ésta constituido
por 263 aminoacidos organizados en tres dominios: uno extravascular, uno transmembrana y
uno intracelular que tienen 219, 23 y 21 aminoacidos cada uno respectivamente. El FT se
encuentra disponible en la cara apical de las células endoteliales vasculares, por ello cuando las
células endoteliales han sido suficientemente dafiadas o estimuladas, expresan el FT que puede
interactuar tanto con el FVII activado (FVIla) como con el FVII zimégeno (FVII). Muchas de
las proteasas producidas durante la coagulacion, FIXa, FXa, FXIla y trombina, son capaces de
activar al FVII, pero su grado de activacion depende fundamentalmente de la concentracion de
FT presente en la lesion vascular.

El FVII tiene un PM de 50 Kd y esta formado por una cadena polipeptidica. Como todos los
factores vitamina K dependientes, el FVII posee en su molécula un dominio N-terminal y-
carboxyglutamico, seguido por dos dominios homoélogos al factor de crecimiento epidérmico,
tal como ocurre en los factores IX y X, " y un dominio serino proteasa en la poteiéh C-
terminal. (Figura 6) El pasaje a FVIIa se produce por el clivaje de la union Arginifia-Isoleucina
en la posicion 152 que lo transforma en una molécula de dos cadenas unidas por puente
disulfuro, una liviana 152 aminoacidos a partir del extremo amino terminal'y*una pesada:de 254
aminoacidos que posee el sitio activo, en el extremo carboxi terminal.
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Figura 6: Estructura del Factor VII. Proteina de cadena unica compuesta por: un Péptido
senial, un Propéptido, un Dominio GLA donde 10 a 15 aminodacidos reciben los grupos vy
carboxi glutamico extra , dos dominios EGF1 y EGF2 semejantes al factor de crecimiento
epidérmico, un Dominio catalitico con la triada Serina-Histidina-Aspartico ubicados en los
aminodcidos 344, 193 y 242. La flecha azul muestra el sitio de clivaje por el FXa.

El FVIla y su cofactor el FT, pueden combinarse sobre las superficies fosfolipidicas para
formar la tenasa extrinseca que cataliza la conversion tanto del FX como del FIX a sus formas
activadas. (Figura 1). El FXa resultante puede, a su vez, activar al FVII. Esta activacion del
FXa sobre el FVII genera una conexion entre las vias intrinseca y extrinseca, que también estan
ligadas por la activacion del complejo TF-FVIla sobre el FIX.

La sintesis de FVII puede ser inducida por endotoxinas, inmunocomplejos, trombina,
Interleuquina 1 y factor de necrosis tumoral. Se ha postulado en trabajos mas recientes que el
FVIla que circula en el plasma provendria de la accion de una serino proteasa llamada proteasa
activadora del FVII, que no sélo es un potente activador del FVII sino también de la
prouroquinasa de cadena simple que es activadora del plasmindgeno. Este hecho actuaria como
disparador de la coagulacion y de la fibrinolisis al mismo tiempo. Esta proteasa tiene gran
afinidad por los glicosaminoglicanos por lo que estaria implicada en eventos proteoliticos
extracelulares, ademas se la encuentra en las placas ateroscleroticas inestables y por su accion
tanto sobre coagulacion, como sobre la fibrinolisis, se piensa que podria contribuir a la
inestabilidad de la placa. **'®

El FVIla es uno de los pocos factores que puede encontrarse en el plasma en su forma activada
debido a la alta glicosilacion de la molécula, en general las formas activadas de los factores de
coagulacion tienen una vida media extremadamente corta ya que una vez activados son
degradados por el Sistema Reticulo Endotelial. Aproximadamente el 1% del FVII plasmati€o se
encuentra en circulacion en su forma activada proveniente del zimogeno que fue escindido en'la
Arginina 152 para dar lugar al FVIla, pero su centro activo se expresa eficientemente solo
cuando el FVIla se une al FT.

Ademas de desencadenar la activacion de la coagulacion, la interaccion delfFVIla con ©l\ET,
también induce sefiales que regulan el comportamiento celular por activacién de las proteinas G
asociadas con los receptores de proteasas activadas (PARs)."”



El FT también se expresa en las lesiones ateroscleroticas y esta involucrado en la formacion del
trombo asociado con la ruptura de la placa, asi puede actuar en el proceso proliferativo asociado
con la reestenosis, posiblemente atribuible a la generacion local de trombina en la intima. Como
los macréfagos sintetizan FVII, los que se encuentran dentro de la lesion aterosclerdtica pueden
aportar el factor y llevar a una activacion parcial de la coagulacion al unirse con el FT alli
presente." Mediante metodologia de PCR (reaccion de polimerasa en cadena) se ha
confirmado la presencia de RNAm de FVII en los vasos normales y en los ateroscleroticos, en
las células musculares lisas, fibroblastos y keratinocitos."”

El unico mecanismo inhibitorio hasta ahora conocido de esta via, act@ia a nivel del complejo
TF/FVIla/FXa y esta a cargo de una lipoproteina llamada tissue factor pathway inhibitor, TFPI.
Este inhibidor esta compuesto por ¢ 3 dominios inhibitorios que se denominan kunitz: el kunitz
1 se une al FXa y el kunitz 2 se une al FVIIa/FT so6lo si el FXa esta presente. La inhibicion del
TFPI sobre el complejo de la via extrinseca ocurre in situ sobre la matriz fosfolipidica donde los
factores VIla y Xa estan unidos a través de sus residuos gamma carboxiglutamicos. ®” Tan
importante es la regulacion que el TFPI ejerce sobre esta via de activacion que se piensa que su
déficit es incompatible con la vida.

Si bien en los comienzos se pensaba que la via intrinseca era la mas importante in vivo,
distintas evidencias fueron demostrando que el paso fundamental en la activacion de toda la
cascada de coagulacién es la formacién del complejo FVIIa-TF. ?'%? A partir de este concepto
se comenzo a hablar de la “cascada revisada de la coagulacion” o mas aun de la “nueva cascada
de coagulacion” ®** que coloca en segundo plano a la fase de contacto de la via intrinseca.

Tanto la activacion de la via extrinseca como la intrinseca convergen en un punto comun que es
la activacion del FX a FXa. A partir de alli se siguen sucediendo activaciones en lo que se
denomina la Via Final Comun. El FXa formado ya sea en forma rapida por el complejo
FT/FVIla, o de forma mas lenta por el complejo FIXa/FVIII, activa a la protrombina (Factor II)
a trombina (Factor Ila). Esta activacion requiere la formacioén del complejo protrombinasa
constituido por fosfolipidos aportados por las plaquetas activadas (fosfatidil inositol y fosfatidil
serina), Calcio, FVa, FXa, y protrombina. El FVa se une a receptores especificos de la
membrana de las plaquetas y actla como cofactor, similar al FVIII en el complejo tenasa
intrinseca y también como éste, es activado por pequefias cantidades de trombina.

La protrombina es una proteina de 72 Kd, de cadena simple que contiene 10 residuos gamma
carboxi glutdmicos en su region N-terminal por los que se fija a los fosfolipidos de las
membranas, contiene dos estructuras homoélogas 1lamadas kringles ubicadas entre los residuos
40 y 270 y a continuacion un dominio proteasa compuesto por las cadenas A y B. La proteina
madura circula en plasma como un zimégeno y es acivado mediante clivajes a nivel de las
uniones Arginina273-Treonina274 y Argnina323-Serina324 que conduce a la formacion de
trombina y un fragmento que se denomina Fragmento 1+2. (Figura 7)

En condiciones fisiologicas el clivaje ocurre principalmente en la unién de la Arginina 323-
Serina324 que separa el extremo carboxi terminal en dos cadenas A and B (B tiene el sitio
catalitico) y forma el intermediario activo meizotrombina. ®® Si el clivaje ocurre primero en
arginina 271, genera el precursor inactivo, pretrombina-2 y el fragmento 1+2 (esquematizado
como Gla-K1-K2 en la Figura 8). Cualquiera de los dos precursores puede sufrir un clivaje
posterior para formar la trombina que es una molécula de dos cadena unidas por puente
disulfuro. Finalmente esta proteasa acelera el proceso de coagulacion ya que convierte al
fibrinogeno en fibrina y activa a los factores XI, VIII, V y XIII ®® ademas de activar a las
plaquetas
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Figura 7: Estructura del Factor Il. Proteina de cadena unica compuesta por: un Péptido serial,
un Propéptido, un Dominio GLA donde 12 aminodcidos reciben los grupos y carboxi glutamico
extra , dos Kringles 1 y 2, un Dominio catalitico con la triada Serina-Histidina-Aspartico. La

flecha azul muestra los dos sitios de clivaje por el FXa.
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Figura 8: Representacion esquemdtica de
GLA: dominio y carboxi glutamico. K1 y K2 dominio Kringle. A y B representan las cadenas en

que se divide el extremo carboxi terminal por el clivaje producido por el FXa. (Extraido’de
Blood: principles and practice of hematology, Robert Handin, Samuel Lux, Thomas-Stessel)

El fibrindgeno es una proteina dimérica cuyos monomeros se mantienen-unidos porspuentes
disulfuro en la zona cercana al amino terminal. Cada mondmero™estd Constituido por tres
cadenas: una o, una B y una y enrolladas en alfa hélice. De acuerdo con su estructura'terciaria
podemos considerar en el fibrindgeno la existencia de tres dominios: el nddulo 'central



constituye el dominio correspondiente a los extremos amino-terminales (dominio E) y a los
laterales se hallan los dominios correspondientes a los extremos carboxi-terminales (dominios
D) unidos al central por las cadenas polipeptidicas enrolladas. Los fibrinopéptidos A y B
ubicados en el dominio central E, poseen residuos de acido glutamico y acido aspartico que le
confieren una alta densidad de carga negativa, que produce repulsion entre las moléculas de
fibrindgeno. (Figura 9)

Cuando la trombina actua sobre el fibrindgeno y escinde la union Argininal6-Glicinal7 en el
extremo amino-terminal liberando el péptido A de la cadena a, y posteriormente el péptido B de
la B por el clivaje Argininal4-Glicinal5, se pierden las cargas negativas y se forman los
monémeros de fibrina que se asocian entre si por uniones electrostaticas débiles para formar el
polimero de fibrina.*”

Finalmente la trombina convierte al Factor XIII (FXIII) en FXIIla. Este factor no es una serino
proteasa sino que tiene actividad transglutaminasa, que cataliza el entrecruzamiento entre las
cadenas de los mondémeros de fibrina. (Figura 10) Se lo denomina factor estabilizante de la
fibrina ya que su principal funcidén es establecer uniones covalentes en el polimero de fibrina
soluble, mediante reacciones de transamidacion entre el grupo amida de la glutamina de una
cadena vy y el grupo e-amino de la lisina de otra cadena v, originando una estructura mas estable
y resistente a la accion proteolitica del sistema fibrinolitico. Ademas el FXIII es capaz de
establecer enlaces entrecruzados adicionales entre cadenas o-a y o-y de los monomeros, y
cadenas o de los mondmeros con la a, antiplasmina o con la fibronectina, aumentando la
resistencia de la malla de fibrina. Las cadenas y de la fibrina también se entrecruzan con la
integrina plaquetaria oy,; favoreciendo la retraccion del coagulo.
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Figura 9: Representacion esquemdtica de la molécula de fibrinogeno. Arriba: esquema de los
dominios D carboxi terminales y el dominio E amino terminal. Abajo: Esquema de la molécula
en forma de dimero, cada uno formado por cadenas o., f5, y.



A A
\__/
’ﬂ FIBRINOGENO

2A + 2B trombina

MONOMERO
DE FIBRINA
lF XIIIa
E

POLIMERO DE FIBRINA

Figura 10: Representacion esquematica de la formacion de la malla de fibrina

El FXIII circula en plasma como un hetero-tetramero formado por dos subunidades A y dos B,
(A.B,) & | Las subunidades A son sintetizadas en los megacariocitos y en los precursores
monociticos en la médula 6sea, asi como en la placenta, por ello esta subunidad se encuentra en
plaquetas, monocitos, macrofagos, células dendriticas, condrocitos, osteoblastos y osteocitos;
las subunidades B, en cambio, son de sintesis hepatica. El tetramero se ensambla en el plasma
donde tiene una prolongada vida media de 7 a 14 dias y en gran parte circula unido a la cadena
v del fibrinogeno a través de la subunidad B. La activacion del FXIII es iniciada por la trombina
que cliva un péptido de activacion de cada una de las subunidades A, posteriormente en
presencia de Calcio se disocian las subunidades B, y se producen cambios conformacionales
que lo transforman en transglutaminasa activa (FXIIla). Esta activacion es acelerada en
presencia de fibrindgeno/fibrina 22, Ademas de su funcion en la hemostasia, el FXIII tiene
multiples funciones plasmaticas e intracelulares, como su funciéon en el mantenimiento del
embarazo facilitando el implante placentario, en la cicatrizacion de heridas, también se le
adjudican funciones proangiogénicas cardioprotectoras y en el desarrollo del cartilago y del
hueso. ¢V

La maxima generacion de trombina ocurre después de formarse el coagulo de fibrina, ello
colabora para generar mas cantidad de fibrina y mas activacion del FXIII. Pero debemos notar
que esa misma trombina, activa también a un inhibidor fibrinolitico, el TAFI (inhibidor de la
fibrinolisis activable por trombina) que limita la accion de la plasmina sobre el coagulo
consolidado.

Ademés de sus actividades procoagulantes, la trombina juega un papel regulatorio muy
importante ya que cuando se combina con la trombomodulina presente en la superficie de la
célula endotelial, forma el complejo trombina/trombomodulina que convierte la Proteina C en
Proteina C activada. La Proteina C es un inhibidor fisioloégico de la coagulacion, que en
presencia Proteina S que actiia como cofactor de la reaccidon, degrada a los factores Va y Vlilla.
De esta manera limita la actividad de estos dos factores de coagulacion, asi es la misma
trombina la que pone freno a su propia formacion , ademas de modular la fibrinolisis per
activacion del TAFI. G

La trombina también se une a los receptores PARs (receptores activados por proteasas),
especificamente PAR-1, 3 y 4 que estan acoplados a proteinas G. Los PARs convierten el
resultado de un clivaje proteolitico extracelular en la activacion de varias sefiales intracelulares.
La cascada de sefiales desencadenadas por los PARs activados por trombina desencadenan un
fuerte efecto proinflamatorio con liberacion de interleuquinas 1 y 6, secrecion de moléculas de
adhesion intercelular (ICAM-1) y moléculas de adhesion vascular (VCAM-1), en general



aumentan la expresion de proteinas de superficie que incrementan la extravasacion de
leucocitos y la activacion plaquetaria. ¢?

En la cascada de coagulacion se producen varios mecanismos de retroalimentacion que regulan
el balance entre zimogenos y enzimas activas, que tienden principalmente a controlar la
trombina que se forman cuando se activa el mecanismo de coagulacion. La concentracion de
trombina es regulada ademas, por 4 inhibidores especificos de trombina dentro de los cuales la
Antitrombina es considerada el mas importante ya que es capaz de inhibir también otras
proteasas, como son los factores IXa, Xa, Xla y Xlla, plasmina, y calicreina. Los otros
inhibidores de trombina son la a,-macroglobulina, el cofactor II de heparina y la o;-antitripsina.
Muchos afios pasaron desde que en 1964 MacFarlane ® describi6 la cascada de la coagulacion
con las dos vias de activacion que aun hoy siguen siendo didacticas y totalmente vigentes en la
comprension del mecanismo de coagulacion. Las investigaciones posteriores dieron a conocer
multiples interrelaciones entre ambas vias que llevaron a integrar a todos los factores de
coagulacion en una tnica via de activacion que otorga un papel protagdnico al Factor Tisular
que al ser expuesto por una lesion en el tejido, se compleja con el FVII constituyéndose en el
principal disparador de la coagulacién in vivo. ®® La via intrinseca iniciada por el ensamblaje de
las proteinas de la fase de contacto en las superficies cargadas negativamente, seria un
mecanismo alternativo, con un papel secundario en la activacion de la coagulacion. Los
conocimientos actuales son el resultado de décadas de observaciones clinicas y de experiencias
de laboratorio con nuevas tecnologias en purificacion de proteinas, cultivo de tejidos y biologia
molecular que han ayudado a esclarecer los mecanismos de activacién de la cascada. Algunos
hallazgos esclarecedores han sido los siguientes:

- El complejo FVII/FT participa en la activacion tanto del FX que como del FIX, por lo que las
dos vias de la coagulacion, intrinseca y extrinseca, van unidas casi desde el inicio del proceso.
Esto llevo a plantear en la década del 80 que el principal evento iniciador, in vivo, de la
coagulacion es la exposicion del FT. ¢4

- el descubrimiento del TFPI, inhibidor del complejo FVIIa/FT, también por los afios 80,
colabor6 con la idea de que la activacion de la coagulacion in vivo pasa por lo que llamamos via
extrinseca.

- la ausencia de complicaciones hemorragicas en pacientes con deficiencias de los factores de la
fase de contacto, con excepcion del FXI®®® destituye a la via intrinseca del papel
preponderante que se le adjudicaba

- el hallazgo en la década de los 90 ® que tanto la trombina como el FXa pueden activar al FXI
en presencia de plaquetas activadas y quinindgenos de alto peso molecular®” Este seria un
mecanismo independiente de FXII y precalicreinas, que permite explicar la ausencia de
hemorragia en la deficiencia de estos dos factores.

En esta forma de describir la activacion del mecanismo de coagulacion, la plaqueta pareceria
tener un papel secundario, sin embargo, con el correr de los afios multiples investigaciones,
muchas de ellas casi simultaneas “'*? coincidieron en describir el mecanismo de activacion de
la coagulacién, colocando a la plaqueta en un papel protagonico “* . Es indiscutible que las
plaquetas son fundamentales en la hemostasia primaria, ya que son las primeras en responder
luego de la vasoconstriccion que sigue a la lesion endotelial. Se adhieren a la zona injuriada, se
activan, liberan una serie de agonistas que promueven la agregaciéon plaquetaria, liberan
sustancias quimiotacticas que atraen a los factores de la coagulacion y suministran una
superficie eficiente para la generacion de trombina, o sea que localizan la coagulacion en el sitio
exacto donde es necesaria la formacion del tapon hemostatico. Las plaquetas activadas
externalizan la fosfatidil serina y el fosfatidil inositol en su membrana, a través 'de un
mecanismo de flip flop, y sobre ellas se depositan los complejos tenasa y protrombinasa‘de’la
coagulacion. Este es un proceso local, no progresivo, que esta eficientemente limitado por las
cantidades de FT expuestas en un area relativamente pequea, por la dilucion.de'los activadores
en el flujo sanguineo, por la accion del TFPI que inhibe localmente al complejo FVIIa/FT y por
otros inhibidores fisioldgicos de la coagulacion.

Este concepto que tiene en cuenta la participacion de la plaqueta y de'las membranas celulares
en genral en este proceso, se basa en el llamado “modelo celular de activacion de la



coagulacion”. En este modelo podemos considerar tres fases de activacion consecutivas: de
iniciacion, de amplificacion y de propagacion. 44346

Fase de iniciacion la sangre entra en contacto con células que expresan constitutivamente el
FT, que forma complejo con el FVIla circulante. El complejo FVIIa/FT activa a los factores IX
y X en la superficie de la célula que expresa el FT. El FXa activa al FV que esta en la superficie
de la célula y luego estos factores Xa y Va forman un complejo que escinde pequefias
cantidades de protrombina para formar las primeras moléculas de trombina, que son atin
insuficientes para completar el proceso de formacion de la fibrina, pero si alcanzan para disociar
al FVIII del Factor von Willebrand y para activar a este FVIII y activar nuevas moléculas de
FV. (Figura 11)
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Figura 11

Fase de amplificacién La plaqueta es activada por bajas concentraciones de trombina que se
han formado en la superficie de las células que expresan el FT. La plaqueta activada amplifica
el proceso liberando el contenido de sus granulos, dentro de los que se encuentran el FV y el
FXI, que son activados por la trombina formada *” El FXIa formado es capaz de activar al FIX
constituyendo otra via de amplificacion. (Figura 12)
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Figura 12



Fase de propagacion Las plaquetas activadas no s6lo por trombina sino también por los
agonistas plaquetarios liberados, se constituyen en el centro de explosion de trombina “¥
Exponen los fosfolipidos cargados negativamente, alli se ensamblan los complejos tenasa y
protrombinasa que se van formando y hacen maés eficiente la propagacion del sistema. El FXa
formado por accion del complejo FVIIa/FT es rapidamente inhibido en fase fluida por la
Antitrombina y por el TFPI. Una vez unido a la plaqueta, el FXa esta protegido de la accion
inhibidora de la Antitrombina. A diferencia del FXa, el FIXa es inhibido mas lentamente por la
Antitrombina y no es neutralizado por el TFPI, por lo que puede moverse a través de la fase
fluida para formar complejos en la superficie plaquetaria. Asi el FIXa es capaz de esperar por
mas tiempo que el FXa, hasta que las plaquetas expresen lugares de union especificos para el
FIXa. El complejo FIXa/FVIII en la superficie plaquetaria genera continuamente mas FXa
asociado a la superficie. Esta es la unica fuente efectiva de FXa para formar el complejo
protrombinasa que genera cantidades importantes de trombina. De esta forma el proceso final,
siempre en la superficie de la plaqueta activada por lo agonistas liberados, se acelera para
generar trombina en forma explosiva “”. (Figura 13)
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Figura 13

Hemos enunciado la activacion por pasos del mecanismo de coagulacion pero en realidad las
reacciones descriptas se desarrollan casi simultineamente a una velocidad que aumenta
progresivamente. Asi, cuando se activa un factor, el nimero de moléculas activadas en los pasos
siguientes aumenta atin mucho mas. Por ejemplo, una molécula de FXa es capaz de formar 50
moléculas de trombina. Para poner freno a este mecanismo, los inhibidores fisioldgicos
controlan estrechamente el proceso de coagulacion sanguinea. La regulacion de la via del factor
tisular se realiza a través del TFPI, que limita la formacion de las cantidades iniciales de
trombina; el control de las proteasas formadas durante el mecanismo de coagulacion es llevado
a cabo por la Antitrombina y los cofactores activados, Va y Vllla, son regulados por el sistema
de la Proteina C/Proteina S. (Figura 14)
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Como hemos visto, el mecanismo de coagulacion es el resultado de la interaccion de distintos
zimogenos y serino proteasas vitamina K dependientes, asociadas con cofactores que, usando
de nexo al Calcio, se ensamblan sobre los fosfolipidos de membrana que estan cargados
negativamente y permiten el anclaje de los complejos como la tenasa y la protrombinasa. En
condiciones normales estos fosfolipidos estdn presentes en la cara interna de la membrana y
durante la activacion plaquetaria sufren una translocacion hacia la cara externa. Asi la
membrana plaquetaria se transforma en una superficie catalitica para que ocurran las reacciones
entre los factores de coagulacion y orientan la formacion de la malla de fibrina directamente
hacia el sitio de la injuria tisular. En el estado de reposo dos enzimas, una translocasa especifica
de aminofosfolipidos (fosfatidilserina y fosfatidilinositol) y una flopasa, mantienen el estado
dindmico de asimetria fosfolipidica de la superficie plaquetaria. Asi los fosfolipidos cargados
negativamente se encuentran hacia el lado interno de la membrana plaquetaria, gracias a que la
translocasa transporta aminofosfolipidos contra gradiente, desde la cara externa hacia la interna
de la membrana en un proceso ATP dependiente. Otra enzima, la escramblasa que se activa por
el ingreso de Calcio durante la activacion plaquetaria, rompe esta asimetria redistribuyendo la
fosfatidilserina de su posicién interna a una nueva posicion en el exterior de la membrana.
(Figura 15) Asi las plaquetas expresan en su cara externa fosfolipidos negativos sobre los que
se activan los factores de coagulacion que interaccionan con ellos, a través de sus dominios
gamma carboxiglutdmicos. El incremento de la concentracion de Calcio intraplaquetario activa
otra proteasa llamada calpaina que se encarga de la formacién de microvesiculas plaquetarias
con capacidad procoagulante y con expresion de P-selectina, que permite la interaccion con los
leucocitos, fundamentalmente en los procesos inflamatorios.
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Figura 15

Las plaquetas contribuyen al proceso de coagulacion aportando Factor V plaquetario que se
encuentra almacenado en los granulos a, aproximadamente un 20% del total del FV plasmatico
es liberado durante secrecion plaquetaria. Pequefias cantidades de FXI y la subunidad a del
FXIII también estan almacenados en la plaqueta.

Todos los factores de coagulacion se sintetizan en los hepatocitos, menos el FVIII que se
sintetiza en los sinusoides hepaticos. Para la formacion de los complejos enzimaticos sobre la
superficie fosfolipidica son esenciales los factores vitamina K dependientes que pueden
interaccionar con los fosfolipidos de la membrana a través de su dominio amino terminal que
contiene residuos de acido y carboxiglutamico. El Calcio actia de nexo entre los fosfolipidos y
el dominio GLA de estos factores. El FII, el FVII, el FIX, el FX y los inhibidores Proteina C y
Proteina S, también las proteinas Z, M, la aterocalcina y la osteocalcina son vitamina K
dependientes.

En el higado se sintetiza el precursor que es una pre pro molécula del factor de coagulacion, que
posee un péptido senal encargado de enviar a la molécula al Reticulo Endoplasmico y un
Propéptido necesario para la y carboxilacion que es reconocido por la carboxilasa. Estos
péptidos son escindidos antes de que la molécula madura sea liberada a la circulacion. Los
factores para ser bioldgicamente activos requieren el aporte de un grupo carboxilo extra en la
posicion y de los residuos de acido glutdmico ubicados en el extremo amino terminal de la
proteina. (Figura 16)Este aporte del y carboxilo extra le permite al factor unirse a las
superficies fosfolipidicas, acelerando la cinética de la coagulacioén ya que concentran sustratos y
enzimas sobre una misma matriz solida y las reacciones ocurren con mucha mas eficiencia que
en fase fluida. Esta y carboxilacion ocurre a nivel post ribosomal por accion de una carboxilasa
dependiente de la Vitamina K. La introduccion del carboxilo extra se logra a expensas de la
oxidacion de la vitamina K reducida (hidroquinona), a su derivado epdxido que por accién de
una reductasa regenera nuevamente vitamina K reducida, que es la forma activa para su empléo
ulterior ®” (Figura 17) Esta reaccion puede ser interferida por la acciéon de drogas anti-vitamina
K como son los anticoagulantes orales que inhiben las vitamina K reductasas y disminuyengla
cantidad de Vitamina K reducida disponible, de esta manera se inhibe la. Teaccion{de«y
carboxilacion ©". Entonces se liberan a circulaciéon factores normales’én su comiposicion
aminoacidica pero que carecen de grupos y carboxi glutamicos porlo que'la union del Factor al
Calcio es defectuosa y se pierde la habilidad de interaccionar con lo§ fosfolipides. Por.ello los
factores resultantes tienen menor capacidad para activar el mecanismo.de coagulacién y se los



denomina genéricamente PIVKA (Protein Induced by Vitamin K Absence). Este es el
mecanismo de accion de los anticoagulantes orales.
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En presencia de estos anticoagulantes la actividad de los factores vitamina K dependientes
desciende de acuerdo con su vida media, (Tabla) la mas corta corresponde al FVII (entre 6 y 10
horas) y la mas prolongada es la del FII (aproximadamente 72 horas). Cuando se suspende la
medicacion anti-vitamina K, estos factores vuelven a carboxilarse recuperando su actividad
biologica.

Los factores de coagulacion se encuentran en exceso en la circulacion con respecto a la cantidad
necesaria para ejercer la hemostasia, el mas predominante es el fibfinogenosicon" una
concentracion de 10 pmol/L, que es 50.000 veces mas alta que la d¢ FVIIL, 0.2 nmol/L y que es
mas que suficiente para acompaiiar al FIXa en la activacion del FX« Los factores vitamina K
dependientes se encuentran en concentraciones variables, FVII 10 nmol/L, FIX y FX, 100



nmol/L, mientras que la protrombina alcanza los 2000 nmol/L. De esta manera los factores que
actiian en los primeros pasos de la activacion de la coagulacidon estan en menor concentracion
que los que se activan en los ultimos pasos. El ensamble de los complejos sustrato-enzima-
cofactor sobre las superficies de los fosfolipidos aumenta la concentracion local de los
componentes de la coagulacion y permite su interaccion con los mecanismos anticoagulantes
que regulan el sistema.

Tabla: concentracion plasmatica, Peso Molecular y vida media de los factores de coagulacion

Proteina Concentraciéon | PM (kD) | Vida media (hs)

Fibrinégeno 10.000 nM 340 72-120
Protrombina 1500-2000 nM 72 60-72
Factor V 20 nM 330 12-36
Factor VIi 10 nM 50 6-10
Factor VIii 0.2 nM 260 10-15
Factor IX 100-170 nM 55 16-30
Factor X 100-170 nM 59 20-60
Factor XI 30 nM 160 50-72
Factor XII 1-6 ng/ml 80 60-80
Factor XIlI 30 ng/mi 320 72-200
QAPM | - 10 | -
Precalicreina | - 85 150

Una vez desencadenada la coagulacion, el nudo del mecanismo es la activacion del FX. El FXa
resultante se puede inhibir farmacoldgicamente con bajas dosis de heparina, en cambio la
trombina s6lo se inhibe con altas dosis de heparina. Por eso que preventivamente la inhibicion
se realiza con poca heparina y durante el tratamiento del episodio trombotico, se necesitan
mayores cantidades de este anticoagulante. Este es el concepto de profilaxis (inhibicion del
FXa) y de tratamiento (inhibicidén de trombina) empleando heparina. Los farmacos que inhiben
directamente al FXa como el Rivaroxaban, Apixaban, Edoxaban, o a la trombina, como el
Dabigatran, se comienzan a usar con bastante aceptacion, aunque aun falta experiencia en el
manejo de dosis, contraindicaciones, antidotos y algunos atn estan en Fase III de
investigacion ™ Sin embargo, los farmacos que antagonizan la accion de la vitamina K
(warfarina, acenocumarol) por el momento siguen siendo la terapia mas utilizada en la
prevencion crénica de procesos tromboticos, realizando los controles habituales para mantener
de forma permanente el nivel de inhibicion de la coagulacion que evite fenomenos tromboticos
o hemorragicos.
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