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INTRODUCCION

La sangre es el Unico tejido liquido circulante del ser humano. Sin embargo. el estado
liquido le confiere la desventaja de poder derramarse cuando el sistema vascular sufre una
perdida de continuidad.

La hemostasia es el conjunto de mecanismos fisiologicos que detienen
espontaneamente la salida de sangre desde el espacio vascular mediante el cambio de
estado liquido a solido, a través de una serie de reacciones bioquimicas fundamentalmenie
enzimaticas.

En la hemostasia participan tres mecanismos basicos: el vascular, la hemostasia
primaria (plaguetaria) y la coagulacién plasmatica.”™ **

Las células endoteliales sintetizan varias moléculas, algunas de las cuales promueven
formacion del coagulo y otras lo inhiben.”” El endotelio y el subendotelio dafiados, a través
de la colagena, fijan plaquetas para formar el tapon hemostatico primario. Simultaneamente
se activa la coagulacion plasmatica en la que interactian una serie de reacciones
enzimaticas complejas para generar fibrina que dara consistencia y estabilidad ai coagulo.*

Una vez iniciado el proceso de coagulacion aparenta ser imposible de detener debido
a que €s un proceso continuo, sin embargo, existen mecanismos de regulacion que limitan
la respuesta hemostatica y confinan su accion al sitio de la lesion vascular > '*

Los mecanismos fisiologicos encargados del control de la coagulacion son:
circulacidn sanguinea, depuracion hepatica, inhibicion por retroalimentacion, fibrindlisis e
inhibidores bioquimicos. Dentro de este Gltimo grupo se encuentran la antitrombina ITT (AT
11), proteina C, proteina S, macroglobulina ax; , antitripsina oy e inactivador de C1.7

Sin embargo, aunque se lleven a cabo mecanismos de regulacion de la hemostasia,
existen procesos fisioldgicos exagerados, en los que se activa la cascada de coagulacion,
dando lugar a una generacion patologica de trombina en el compartimento vascular. Como
consecuencia de ello se produce un trastorno complejo que recibe el nombre de coagulacion
intravascular diseminada (CID).”’

La liberacion de sustancias tromboplastinicas de los tejidos (tumores, misculo y
hueso lesionado, tejidos placentarios, etc) o la endotoxina liberada de bacterias
gramnegativas en pacientes sépticos constituyen los agentes inductores principales de éste
sindrome, aunque también son desencadenantes la presencia de complejos Ag-Ac,
alteraciones del sistema hematopoyético o alteraciones vasculares. >

La formacién de trombina intravascular conduce a la formacion de fibrina. Los
factores V y VIII son virtualmente eliminados y hay una disminucion de los factores VII,
IX y X que normalmente no se consumen, ademas de que también hay una disminucion en
los niveles de fibrinageno y plaquetas, mientras que la protrombina es normat '% -6

El consume de plaquetas y factores de coagulacion conduce a la aparicién de
hemorragias y las trombosis obstructivas de la microcirculacién a necrosis y disfunciones
organicas.

Adicionalmente la antitrombina Il también puede ser consumida durante este
proceso y una deficiencia de antitrombina 11 puede contribuir a una trombosis adicional *

Dependiendo de la duracién de éste sindrome (CID), éste puede ser agudo o cronico,
ademas dependiendo del grado de consumo o utilizacion de factores y plaguetas puede ser
compensado, ¢ descompensado si el consumo excede la sintesis o la produccidon de los



. . - 63
factores y plaquetas, disminuyendo los valores circulantes de los mismos.

No hay una prueba de laboratorio simple que establezca el diagnéstico ni una
combinacion de pruebas que sea especifica para CID. Muchos laboratorios ofrecen una
seric de estudios que incluyen cuenta plaquetaria, TP, TTP, TT y determinacion de
fibrindgeno.

Un procedimiento nuevo que se populariza, es e analisis de antitrombina II[, cuya
concentracion disminuye pronto ya 9ue se combina con la trombina y la inactiva, y también
con otras serinaproteasas activadas.”

La medida directa de los niveles de trombina, tedricamente puede ser usada para la
deteccién de la trombosis venosa. Sin embargo, la rombina es rapidamente unida a la
antitrombina il dando como resultado un complejo trombina-antitrombina 111 (TAT), que
resulta ser inactivo. Por lo que las perspectivas de las pruebas clinicas para el diagnéstico
en pacientes que se sospecha tienen trombosis vascular se establecera mediante los ensayos
del complejo trombina-antitrombina 111.”



FISIOLOGIA DE LA COAGULACION

Normalmente, la sangre circula dentro de un sistema cerrado de vasos. Los vasos se
revisten de una capa sencilla, confluente, de células endoteliales. Estas células
proporcionan un medio ambiente natural para los elementos celulares de la sangre y los
constituyentes disueltos en el p]asma""2 Normalmente, numerosos componentes salen del
compartimiento vascular para cumplir funciones diversas, como algunas proteinas,
electrolitos, nutrientes, reguladores, etcétera. Algunos elementos formes, como los
leucocitos, deben abandonar la circulacion y dinigirse a los tejidos. A diferencia de ellos, el
volumen circulante total ha de permanecer constante en el torrente intravascular.

El estado liquido de 1a sangre le confiere la desventaja de poder derramarse cuando el
sistema vascular sufre una pérdida de continuidad.

La hemostasia es el conjunto de mecanismos fisiolégicos que detienen
espontaneamente la salida de sangre desde el espacio vascular mediante el cambio de
estado fisico. El cambio de estado liquido a solido se logra mediante la formacion de un
coagulo, a través de una serie de reacciones bioquimicas, fundamentalmente enzimaticas.

La hemostasia cumple las funciones de sellar provisionalmente el sitio de ruptura
vascular y de iniciar los mecanismos de reparacién, por lo que es un fendomeno transitorio
en ¢l tiempo, autolimitado en su formacion v confinado en su ubicacion a una regidn
especifica.”” En la hemostasia participan tres mecanismos bésicos; el vascular, hemostasia
primaria y coagulacion plasmatica.” "> % Por lo tanto, tres componentes contribu;/en al
proceso hemostatico; vasos sanguineos, plaquetas y proteinas plasmaticas solubles.” Los

tres com?onentes tienen un sistema de interrelacion compleja para verificacion y
equilibrio.

MECANISMO VASCULAR

La estructura basica de todos los tipos de vasos sanguineos, es semejante. La pared
interior del vaso se reviste de una capa unica continua de células endoteliales aplanadas que
separa la sangre de los tejidos subyacentes.” A ésta primera capa que esti en contacto
directo con el flujo sanguineo se le llama intima, la capa media esta constituida por células
de misculo liso y su funcion consiste en regular ¢l flujo sanguineo por medio de la
contraccion al producirse dafio vascular, por lo que el calibre del vaso disminuye y limita el
flujo hacia la zona lesionada. El mecanismo funciona sobretodo en arterias y arteriolas. La
capa externa o adventicia estd formada por tejido de sostén? Con mucho, el papel
preponderante de los vasos radica en el endotelio dada sus numerosas funciones
metabolicas, hemorreologicas, mecanicas, etcétera.

El endotelio tiene funciones de regulacion sobre la hemostasia ya que es capaz de
liberar productos quimicos que preservan el flujo sanguineo normal. ? E! endotelio
también sintetiza diversos factores. El factor relajante derivado del endotelio (EDRF),
también conocido como oOxido nitroso, y las prostaglandinas (PGI;) provocan
vasodilatacion, incrementan el flujo sanguineo y mantienen las plaquetas lejos de las
paredes de los vasos normales.

Las proteinas adhesivas, fibronectina, vitronectica, tromboespondina y el factor de
von Willebrand se elaboran en la célula endoteliai y participan en el mecanismo de
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coagulacion. Una proteina importante, el factor de von Willebrand en donde se almacena
hasta que se libera a la circulacion segin se requiera para la hemostasia. El factor de von
Willebrand es una proteina adhesiva que hace que se peguen las plaquetas entre si con las
células del endotelio durante el proceso de coagulacion, Las demas proteinas adhesivas
tienen funciones similares a este factor.

Cuando el endotelio expenimenta algin dafio, se hibera factor tisular y forma un
complejo con el factor VI iniciando la activacion del sistema de coagulacion. La colagena
expuesta reacciona con las plaquetas en circulacion y provoca la agregacidn de las mismas.
Las plaguetas generan trombina formando las primeras cadenas de fibrina vy se libera
fibrinbgeno de las mismas. A medida que crece ¢l tapon plaquetario el vaso se sella y la
hemorragia cesa.

Al continuar el proceso de coagulacion las células del endotelio cercano, que se
encuentran intactas, comienzan a regular la formacion de fibrina activando los inhibidores
naturales de la generacién de trombina. También se inicia la lisis del codgulo debido a que
las células del endotelio secretan plasmindgeno y activador del plasmindgeno de los tejidos
(t-PA) para activar la via fibrinolitica. En la tabla 1 se presenta un resumen de las funciones
de las células del endotelio en la hemostasia.

Tabla 1. Funcionamiento de las células endoteliales.?

FUNCION OBJETIVO

Liberacion de EDRF y PG, Mantener flujo sanguineo normal
Produccion de proteinas adhesivas

Fibronectina

Tromboespondina Se usa en el mecanismo de coagulacion

Vitronectina Mantiene unidas unas plaquetas con otras

Factor de von Willebrand Mantiene unidas las plaquetas con las

células del endotelio

Liberacién de factor tisular Activa el sistema de coagulacion
Secrecién de

Plasmintgeno Lisis del codgulo

Activador  del  plasmindgeno | Lisis del codgulo

tisular

EDRF= Factor relajante dcrivade del endotelio
PGI>= Prostaglandina GI,

Las prostaglandinas también desempeiian una funcidn importante mediante la
regulacion de las respuestas de las células del endotelio y las plaquetas. Los fosfolipidos de
fa membrana celular se transforman en acido araquidonico debido a la enzima fosfolipasa
A; , como se muestra en la figura 1. A continuacion la ciclooxigenasa transforma el acido
araquidonico en intermediarios de prostaglandina G; (PGG ;) y la prostaglandina H;
(PGHz).

Hasta este punto, las reacciones se verifican en muchas membranas celulares. La
membrana de la plagueta contiene una enzima singular, la sintetasa de tromboxano que a
continuacion transforma el PGH; en tromboxano A; . Este (ltimo genera agregacion
plaguetaria y vasoconstriccton. En la célula del endotelio, la enzima sintetasa de



prostaciclina transforma la PGH; en prostaciclina. La prostaciclina dilata los vasos e inhibe
la agregacion plaquetaria. Asi, los efectos de la prostaciclina son opuestos a los del
tromboxano Asz.

Por tltimo, €l tromboxano A; y la prostaciclina afectan la enzima ciclasa de adenina;
el tromboxano A; la inhibe y la prostaciclina la estimula. En resumen, cuando las plaquetas
producen tromboxano A; éste inhibe directamente la ciclasa de adenina, eleva los niveles
de calcio en la plaqueta y provoca la agregacidn plaquetaria. Las células del endotelio
producen prostaciclina para mantener las plaguetas lejos del endotelio hasta que éste
expenimente algun dafio. La aspirina, o cualquier medicamento que contenga esta sustancia,
inactiva en forma irreversible la enzima ciclooxigenasa, inhibe la formacion del
tromboxano A; o PGl y reduce los mecanismos de defensa naturales de las plaquetas y las
células endoteliales.

Fosfolipidos de membrana

4— Fosfolipasa A,

Acido araquidénico
Cicloozigenasa . l

PGG;
Células endoteliales l Plaguetas

Sintetasa de PGH;
prostaciclina Sintctasa de

’ “romboxano

Prostaciclina Tromboxano A,

(PGL) (TXA;)

Vasodilatacidn Vasoconstriccidn
Inhibe la agregacibn Induce la agregacion
plaquetaria plaquetaria

Figura 1. Regulacion de las respuestas de las plaquetas y las células endoteliales.?
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HEMOSTASIA PRIMARIA

Una vez gque ocurre lesidn vascular, las plaquetas se adhieren a la colagena expuesta
en un tiempo aproximado de | a 3 segundos. A este fendomeno temprano se le llama
hemostasia primaria y depende exclusivamente de la capacidad funcional de las plaquetas.™®

Las plaquetas son producidas a nivel medular por fragmentacion del citoplasma de
los megacariocitos y por to tanto carecen de nicleo. Son liberadas a la sangre periférica en
forma de discos planos. En reposo las plaquetas aparecen como un disco liso mientras que
al ser activadas toman forma esférica recubierta de pseuddpodos. Su didmetro aproximado
esde2a3 p yconunvolumen de 6 a 7 fl. Existen de 150 000 a 400 000 células/pt.** ¢

Cerca del 80% de ellas circulan y 20% eslan en el bazo, por lo que las plaquetas se
mueven con libertad entre estos dos fondos.” Tienen una vida media de 7 a 10 dias en la
circulacion, después son retiradas por el sistema mononuclear fagocitico.

Al igual que los vasos sanguineos, éstos elementos son también neceszrios para evitar
la extravasacion de la sangre ya sea a través de la funcion hemostatica propiamente dicha o
por su accion tromboplastinica. La primera se realiza por el taponamiento mecanico en los
vasos sanguineos y la segunda, por la liberacion de componentes quimicos plaquetanos

ESTRUCTURA PLAQUETARIA

Las plaquetas estan constituidas por tres grandes zonas estructurales:
\. Zona periférica (Glucocaliz). Participa en la adherencia y desencadenamiento de la
activacion plaguetaria.
2. Zona citoplasmica (Sol-Gel): Participa en la contraccidn.
3. Zona de organillos y sistemas de membranas: La primera participa en la secrecion y los
sistemas de membranas en el secuestro de calcio y la comunicacion entre el interior y el
extenor.

La zona periférica comprende una capa superficial {glucocaliz) de glucoproteinas, la
membrana plasmatica bilaminar y una zona submembranosa. La capa superficial participa
en las reacciones de adherencia y acumulacion, y contiene sitios de captacion especificos
para trombina, ADP, adrenalina, fibrindgeno y una proteina plasmatica conocida como
factor de von Willebrand. La membrana es rica en fosfolipidos que son esenciales para su
interaccion con las proteinas de la coagulacion y que suministran acido araquidénico para
la biosintesis de prostaglandinas.

La zona submembranosa tal vez sea importante en la transmision de sefiales de la
membrana al interior de la célula.

La zona citopiésmica contiene proteinas estructurales y contractiles (actina, miosina,
a-actina y tropomiosina), Haces de microtibulos compuestos de tubulina rodean la
plaqueta, formando un citoesqueleto estabilizador que permite al elemento circular
conservar su forma de disco. Hay actina y miosina en la zona citoplasmica, y puede formar
microfilamentos que se encargan del movimiento centripeto y de la fusion de granulos que
se lleva a cabo durante la acumulacion plaquetana, ademas de la extension de pseuddpodos,
cambios de la forma y retraccion del coagulo, ™ ***

Los componentes de la zona de organillos incluyen granulos, mitocondrias, particulas
que contienen glucogeno y peroxisomas. Pueden distinguirse tres tipos de granulos
incluidos en [a membrana:



a) Granulos o, contienen ciertas proteinas secretables, incluyendo el factor
plaguetario 4, con potente actividad de neutralizacion de la heparina, beta-
tromboglobulina, fibrindgeno, factor von Willebrand y factores que estimulan la
mitosis de células de misculo liso y fibroblastos.

b) Granulos densos, que contienen calcio, ADP, ATP, serotonina y fosfatos
inorganicos.

¢) Granulos lisosomicos, que contienen enzimas, por ejemplo, [B-glucoronidasa y
catepsina.

Las tres poblaciones de granulos constituyen los organillos secretores de la plaqueta,

y liberan su contenido en reaccion a estimulos como trombina, colagena, ADP o adrenalina.
El umbral de liberacion de cada tipo de granulos es diferente, siendo los granulos alfa los
mas sensibles y los granulos liscsomicos los menos sensibles. El metabolismo
intermediario es activo en las mitocondrias; se genera ATP por glucélisis y el calcio del
acido tncarboxilico, y se sintetizan acidos grasos. Los sistemas de membranas plaquetaria
incluyen:

« El sistema tubular denso, que es ¢ sitio de secuestro de calcio, importante en el
desencadenamiento de los sucesos contrictiles y que contiene las enzimas para la
biosintesis de prostaglandinas.

+El sistema de conductillos abiertos que es una prolongacion de la membrana
plasmatica plaquetaria, ¥ constituye el conducto para la penetracidn de sustancias del
plasma y la salida de sustancias secretadas.”

Figura 2. Estructura plaquetaria.”
M= Mitocondria, Mt= Microtibulos, MP= Membrana Plasmatica, Glu= Glucdgeno, Gz= Glucocaliz, Cd=
Cuerpo Denso, G= Grinulos, MCA= Microfilamentos, G+Cd= Granulos + Cucrpo Denso, 5G= Sistema
Canicular Concctado a la Superficie.



FORMACION DEL TAPON HEMOSTATICO PRIMARIO

Las plaquetas se conservan inertes y discoidales en el entorno de un endotelio normal.
No obstante, cuando el endotelio se altera con exposicion de sus estructuras subyacentes, en
particular colagena, las plaquetas se activan y participan en la formacion del tapon
hemostatico. El proceso se desarrolla bajo una secuencia especifica: adherencia, activacion,
agregacidn primana, secrecidn y agregacion secundania, E! paso inicial se amplifica
muchas veces y, por ultimo, se han agregado suficientes plaquetas para formar una barrera
mecénica sobre la porcion lesionada del vaso, ocluyéndolo,

Las plaquetas participan también en las subsecuentes reacciones de formacion de
fibrina y de retraccidn del codgulo que fortalecen al tapén primario y lo anclan con firmeza
a la pared vascular,

ADHESION PLAQUETARIA

La adherencia de las plaquetas es el primer paso en la formacién del tapon
hemostatico primario.

En condiciones fisiolégicas, la pared interior de los vasos se halla revestida de células
endoteliales con actividades antitromboticas (glicosaminoglicanos potenciadores de la
antitrombina II1 y trombomodulina para la activacién de la proteina C, sobre su superficie,
y capacidad de liberacion de prostaciclina para reducir la activaciéon plaquetaria). La
disrrupcion de esta capa endotelial da lugar a la exposicion de los elementos de la
membrana basal o matriz extracelular de la célula endotelial en la que se encuentran
proteinas adhesivas, especialmente colageno, factor de von Willebrand ( vWF),
fibronectina, trombospondina y laminina que servirin de base para la adhesion de la
plaqueta al subendotelio. Esta a su vez posee receptores en su membrana para la unién a las
proteinas adhesivas, las glicoproteinas de membrana (GP). Concretamente el complejo de
GP Ib-IX es el receptor especifico para el vWF en la superficie de la plagueta ain no
estimulada.**** Por lo tanto, vWF se describe de una manera simplista como un puente que
conecta plaqueta y colageno.”

Otros complejos de GP, como el Ta-lla ({receptor del colageno), juegan también un
papel en la adhesion al subendotelio.

Tabla 2. Glicoproteinas (GP) de la membrana plaquetaria’® 4% 454
[ GLICOPROTEINAS | ACTUA COMO RECEPTOR PARA: |
1b-1X vWF en plaqueta no estimulada
IIb-111a Fibrinogeno, fibronectina y  vWF en plaqueta
estimulada
1a-Ila Colagena
Ic-Ila Fibronectina
Ic’-1]a Laminina
v Trombospendina y colageno




La plaqueta, como consecuencia de la interaccién con los elementos del subendotelio,
sufre un proceso de activacion que incluye:

s Una reestructuracion de la membrana celular, haciendo mas funcional la
disposicion de las GP y convirtiéndola en soporte eficaz para el asentamiento de
los factores de la coagulacion (funcion conocida habitualmente como factor 3
plaquetario).

s Un cambio de forma, pasando de la discoidal a la esfénca y desarrollando
multiples prolongaciones pseudopoddicas (esfera espinosa).

e Por Gltimo, 1a secrecion activa del contenido de los granulos plaquetarios (reaccion
. Sy 45,48
de liberacion).

ACTIVACION PLAQUETARIA

L.a primera caracteristica de la activacion plaquetaria es el cambio de la forma
discoide a esférica con proyecciones espiculares en su superficie. Dentro de las
proyecciones o pseudépodos, se forman microfilamentos por polimerizacion de moléculas
amorfas de actina. Esos pseudopodos ayudan a aumentar la posibilidad de contacto entre
plaquetas, permitiendo que se adhieran entre si. Asi mismo, como parte del cambio de
forma, !a capa de microtibulos se contrae, reuniendo a granulos y organelos en una area
pequefia del centro de la esfera. Las plaquetas que se adhieren a la colagena se dispersan
por toda la superficie, llenando los espacios entre pseudopodos al cabo de un tiempo. De
este modo, las plaquetas se ensamblan con un efecto de “rompecabezas™.

La segunda caracteristica de la activacion plaquetaria comprende cambios en la
cubierta superficial y la membrana plasmética de modo que las GF actilan como receptores
para diversos estimulos conocidos como inductores o agonistas. Se dice que la superficie se
vuelve “pegajosa”. Cuando éstas sustancias se adhieren a sus receptores plaquetarios, los
mensajes s¢ transmiten a través de la membrana al interior de la plaqueta. El efecto
inmediato de todos los agonistas es semejante. La concentracion citoplasmica de los iones
de calcio aumenta por desplazamiento de su sitio de almacenaje en el sistema tubular
denso. Este incremento de calcio citoplasmico inhibe a la enzima adenilatociclasa y, en
consecuencia, se reduce el AMPc plaquetario. Con ésta reduccion aumenta ain mas ia
movilizacion del calcio. Este efecto provoca una serie de seis respuestas, exigiendo cada
una de ellas potencia creciente de estimulacion y, por lo tanto de concentracion de calcio,

e Cambio ¢n la forma.

Agregacion plaquetaria.

Separacion de acido araquidonico de los fosfolipidos membranales.
Secrecidn de granulos a.

Secrecion de granulos densos.

Secrecidn de las enzimas hidrolasas 4cidas.

Los estimulantes pueden ser débiles o potentes, dependiendo de la respuesta que son
capaces de inducir. ADP y adrenalina son estimulantes débiles, puesto que sélo pueden
inducir las dos primeras respuestas plaquetarias, cambio de forma y agregaciéon. Por otra
parte, coligena y trombina son estimulantes potentes, y pueden desencadenar las seis



respuestas. Una vez activada, la respuesta plaquetaria se autoperpetia, ya gue las sustancias
liberadas estimulan una respuesta mas podercsa e incorporan nuevas plaquetas que a su vez
se activan,

La tercer caracteristica de la plaqueta activada comprende a los fosfolipidos de la
membrana que, en condiciones normales se concentran en la mitad interior de la bicapa
lipidica, en especial fosfatidilserina y que, en la activacion , se reordenan y exponen en la
mitad exterior. Estos cambios permiten que las proteinas de la coagulacion se unan a la
superficie plaquetaria.

AGREGACION PRIMARIA

Cuando el calcio citosdlico alcanza la concentracion adecuada, las plaguetas nuevas
que entran al area lesionada, empiezan a adherirse a las ya existentes. La uni6n de plaquetas
entre si, se conoce como agregacion plaquetaria. Al parecer esta agregacion se efectia en
dos etapas denominadas primaria y secundaria.

La agregacion primaria es el conglomerado plaquetario laxo que se forma al principio
sin secrecion plaquetaria y es reversible.

La agregacion secundaria se desarrolla a continuacion de la agregacién primana, es
irreversible y se media por la secrecion plaquetaria de ADP no metabolico de los granulos
densos y de tromboxano Aj.

SECRECION PLAQUETARIA

Después de la adherencia, cambio de forma y agregacion primaria las plaquetas
comienzan a liberar sustancias al medio circundante a través del sistema canicular abierto
(OCS). El proceso se conoce como reaccién de secrecion o liberacion. Requiere energia
para expulsar el contenido de los granulos profundos por el OCS. La liberacion plaquetaria
requiere un estimulo mas Bmeme y una concentracion citoplasmica mas elevada de calcio
que la agregacion primaria.”

La secrecion es inducida por trombina, mondémeros solubles de fibrina, endotoxinas,
complejos inmunes circulantes, diversos virus, catecolaminas, acidos grasos libres, ADP,
productos de degradacion del fibrinogeno, asi como numerosas enzimas entre las que se
encuentran la tripsina, papaina, venenos de serpientes, elastasa, etc.”

Los productos liberados son el acido araquidénico de la membrana y el contenido de
los granulos. Los siguientes productos se enumeran en orden creciente de estimulos
necesarios para su liberacion:

sTromboxano A;

sContenido de los granulos o
*Contenido de los granulos densos
+Contenido de los lisosomas

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (mitdgeno), de los granules o,
estimula el desarrollo de las células del misculo liso y posiblemente de los fibroblastos. ™
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Tabla 3. Sustancias segregadas por las plaquetas. w
Cuerpo denso (granulo y) Agonistas de ADP y ATP
Serotonina
Calcio
Citoplasma Factores citoplasmaticos
Factor XIIE
PDECGF
Grinulos o Protcinas adhesivas
Fibrindgeno
Fibronectina
FvW
Trombospondina
Vitronectina
Moduladores del crecimiento
PDGF
CTAPII
TGF beta
Factor plaquetario 4
Trombospondina
Faclores de coagulacion
Factor V
HMWK
C1INH
Fibrindgeno
Factor X1
Proteina S
PAl-1
Lisosomas Enzimas lisosomales
PDECGF: Factor de crecimiento celular endolelial derivado de la plaqueta
PAI 1: Inhibidor del activador del plasminogenc 1
HMWIE: Cimégeno de alto peso molecular
CI INH: Inhibidor de CI
PDGF: Factor de crecimiento denivado de la plaqueta
TGF: Factor de crecimiento transformante
CTAP IIT: Peptido III activante del tejido conective

AGREGACION SECUNDARIA

La agregacion secundaria es irreversible, ocurre después de la secrecion plaquetaria.
ADP, adrenalina, colagena y trombina pueden causar agregacion.

La coligena y trombina tienen capacidad para inducir la sintesis de tromboxanc Az
La estimulacion plaquetaria activa a una enzima fosfolipasa de la membrana. Esta enzima
separa el acido araquidonico, un acido graso insaturado, constituyente principal de los
fosfolipidos, de las moléculas de éstos altimos en la membrana. Por accion de dos enzimas
adicionales, ciclooxigenasa y tromboxano sintetasa, el acido araquidonico se convierte a
tromboxano A;. Esta sustancia estimula agregacion y secrecion adicionales. Asi mismo.
potencia la vasoconstriccion.

Las sustancias liberadas de los granulos plaquetarios tienen varias funciones, algunas
de ellas definidas y otras desconocidas. Las sustancias amplifican la formacion del tapén
plaguetario al atraer nuevas plaquetas que se adhieren, secretan y agregan, formando por

il



tltimo un tapon mecanico que sella la lesion e impide la fuga ulterior de sangre. Este tapon
es la causa del cese del sangrado de una herida. El tiempo de sangrado, hasta que cese,
depende de la profundidad del corte y el tamafio del vaso. Las heridas superficiales en que
sOlo capilares y vasos pequefios se afectan dejan, por lo general, de sangrar en 10
minutos.”

Durante fos 10 a 20 segundos que siguen a la adhesion de ias plaquetas al endotelio,
se activa simultineamente la coagulacion plasmatica y la aparicion de trombina favorece el
crecimiento del tapdn de plaquetas; ademds, se genera fibrina y se forma una red entre
plaquetas y fibrina en la que quedan atrapados entrocitos y leucocitos. Después de 5
minutes, la fibrina se estabiliza y el coagulo adquiere mayor resistencia y se vuelve
insoluble. Aproximadamente 30 minutos después, el codgulo sufre una retraccion, con lo
que queda adherido de manera firme a la pared vascular. Esta retraccion depende
fundamentalmente de la contraccion de las proteinas fibrilares del citoesqueleto, de las
glucoproteinas receptoras de membrana , de las proteinas de union al endotelio y en menor
grado, de la fibrina.

Los coagulos formados en territorio arterial son fundamentalmente de plaquetas y se
denominan trombos blancos; los que se forman en territorio venoso contienen mayor
cantidad de fibrina y elementos formes, sobre todo entrocitos, por lo que se denominan
trombos rojos.”®

La formacion primaria del tapon de plaquetas tiene una inestabilidad relativa y se
desprende con facilidad. El tapon plaquetanio inicial se estabiliza y sujeta con firmeza a la
pared vascular al agregarse la fibrina y ain mas por la contraccion final de la masa entera
plaquetas-fibrina. Las plaquetas participan en los dos procesos, formacion de fibrina y
retraccion del coagulo. La activacion de las plaquetas expone los sitios de fijacion para las
proteinas de la coagulacion que intervienen en la formacién de fibrina. Se piensa que la
exposicion se debe al movimiento de inversion de los fosfolipidos de la membrana. Al
unirse los factores de coagulacion a los receptores plaquetarios especificos, las moléculas
proteinicas se orientan en la posicion adecuada para generar las reacciones
correspondientes y la formacion de trombina. La capacidad de las plaquetas estimuladas
para catalizar el proceso de coagulacién por sus fosfolipidos de membrana, se conoce como
Jactor plaquetario tres o actividad plaquetaria coagulante. E! tapén plaquetanio estabilizado
por fibrina se llama tapén hemosidtico secundario.

El paso final en el proceso de coagulacion es la contraccion del coagulo. Cuando ella
ocurre, el suero se expulsa,
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Factor
Tisular
Ca"" y otros
Factores de
Coagulacién

Protrombina

FIBRINOGENO

Y » FIBRINA |

Figura 3. Interaccién secuencial y secrecién plaquetaria y factores de coagulacién en
la formacién de fibrina y estabilizacién del tapén hemostitico.™® (1) Contacto de la
plagueta con la colagena en presencia del factor de von Willebrand (a) iniciacion de la via
del acido araquiddnico (b), con la estimulacién de la secrecion de ADP de los granulos
densos (c). (2) La plaqueta adherida cambia de forma, se extiende y degranula. Mientras
tanto se forman los complejos protrombinasas que convierten la protrombina a trombina
(d), 1a trombina estimula la superficie plaquetaria para asi comenzar de nuevo la via del
acido araquidonico y también actia sobre e fibrindgeno para formar fibrina. (3) El ADP
induce la expresion de los receptores de fibrinogeno, sobre la superficie plaquetana,
causando la unién de plaquetas dentro de un agregado activado. (4) Las cadenas de fibrina

producidas por la trombina, se cruzan sobre las plaquetas y algunas células rojas pueden ser
atrapadas en la red.



HEMOSTASIA SECUNDARIA

La hemostasia secundaria ocurre cuando las proteinas plasmaticas solubles llamadas
cominmente factores de la coagulacion, interactian en una serie de reacciones enzimaticas
compleja para convertir el fibrinogeno soluble en fibrina insoluble. Las reacciones se
producen en una cascada donde los factores de coagulacion inertes circulantes (cimogenos),
activan en secuencia a enzimas. Por lo tanto, cada cimégeno sirve primero como substrato y
luego que se acliva, como enzima. La activacion de la cascada empieza cuando los
cimogenos se exponen al subendotelio de los vasos. Todas las enzimas de la cascada
excepto el factor XIII {una transamidasa}, son serinoproteasas que actiian como enzimas
separadas con actividad de proteasa en el sitio de un residuo de serina. Las reacciones
originales se amplifican muchas veces por medio de factores de la coagulacion no
enzimaticos {cofactores) y retroalimentacion positiva,

FACTORES DE LA COAGULACION

Los factores de la coagulacién se han designado por los numerales romanos, 1 a XIII,
de acuerdo con el orden de su descubrimiento, no de su secuencia en la reaccion. Cada
factor tiene también uno o mas nombres comunes o sindénimos.

Tabla 4. Factores de coagulacién, =% ™%
Factor Sinénimo Via
1 Fibrinogeno Comin
11 Protrombina Comiin
111 Tromboplastina
v Proacelerina Comun
VIl Proconvertina Extrinseca
VIII Factor antihemofilico Intrinseca
Factor von Willebrand (vW)
1X Componente tromboplastinico del plasma Intrinseca
X Stuart-Prower Comin
XI Antecedente tromboplastinico del plasma Intrinseca
XII Hageman Intrinseca
XIn Factor estabilizador de fibrina Comiin
Fletcher |Precalicreina Intrinseca
Fitzgerald | HMWK (Cimégeno de alto peso molecular) Intrinseca

Cuando un factor se activa, es decir, funciona como enzima, se agrega la letra “a” a
la designacion numérica (por ejemplo, el factor XII activado es X1la).

Los factores de la coagulacién, con excepcidn del factor VIII, se sintetizan en el
parénquima hepatico. El plasmindgeno, del sistema fibrinolitico y los inhibidores de las
proteasas, se sintetizan también en el higada."'2
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PROPIEDADES DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION
Desde el punto de vista bioquimico se pueden dividir en tres grupos:

Grupo 1 (del fibrindgeno). Comprende los factores 1, V, VIl y XIII Estos tienen
caracteristicas comunes: su peso molecular es elevado, generalmente superior a 250 000; se
les encuentra en los granulos alfa de las plaquetas; son digeridos por la plasmina; no se
afectan por los anticoagulantes orales porque su sintesis no depende de vitamina K; son
labiles al calor (I, V y VIII) y al almacenamiento (V y VIII); se incrementan durante la
inflamacion aguda; se consumen totalmente durante la coagulacion, y no se absorben con
sulfato de bario o sales similares.

Grupo 11 (protrombinico). Incluye los factores II, VII, IX y X, y las proteinas C y S.
Son péptidos de bajo peso molecular casi siempre de 55 000 a 70 000, que contienen
residuos de gamma-carboxiglutamato. Se sintetizan en los hepatocitos, para lo que
requieren de vitamina K, se afectan por la ingestion de anticoagulantes orales. No se
consumen por completo durante fa coagulacion, por lo que pueden encontrarse remanentes
en el suero. Son estables en almacenamiento y fdbiles al calor, excepto el factor I1. En el
iaboratoric se precipitan con sulfato de bario o hidroxido de aluminio.

Grupo ITI (sistema de activacién por contacto}. Comprende los factores XII, XI,
cininogeno de alto peso molecular y precalicreina. Son moléculas de peso molecular
intermedio, de 80 000 a 200 000, no se consumen totalmente durante 1a coagulacion y se
precipitan con sulfato de bario o hidroxido de aluminio o caolin.*

Tabla 5. Propiedades de los factores de coEEulacién.z'Js'"' b

Factor Peso Molecular Biosintesis Concentraciéa | T, Horas Nivel
{Daltons) pgf ml minimo %
I 340 000 Higado 2 500 72-120 50-10
11 69 000 Higado 100 67-106 10
11 Mayoria de 0 -
tejidos
v 200-400 000 | Higado 5-12 12-36 5-10
VIl 63 000 Higado 1 4-6 5-10
VIIL 1 200 000 Endotelio y 7 2240 30
megacariocito
X 55 000 Higado 4 18-40 30
X 55 000 Higado 5 24-60 8-10
X1 160 000 Higado 4 48-84 20-30
XI11 80 000 29 52-60 0
XIIt 320 000 Higado 10 72-168 1
Fletcher 88 000 Higado 50
F‘llzgerald 110 000 Hig,ado 70




CASCADA DE COAGULACION

La coagulacidon plasmatica consiste en la transformacion del fibrinbgeno (que es
soluble) en fibrina (insoluble) merced a la trombina, enzima proteolitica que se transforma
por activacién de la protrombina. El proceso tiene lugar mediante una reaccion en
“cascada” de los factores de coagulacion en la que ocurre la activacion de proenzimas. El
proceso queda limitado a la lesion vascular gracias a los inkibidores naturales de los
factores activados. La coagulacion del plasma intensifica y asegura la hemostasia temporal
iniciada con la vasoconstriccion y desarrollada por las plaquetas.”

La cascada de coagulacion puede dividirse en tres vias que se entrelazan: intrinseca,
extrinseca y comin. Cada via comprende reacciones entre un grupo especifico de factores
como indica la figura 4.

VIA INTRINSECA

Se inicia con la activacion del factor XII producida por el contacto con una superficie
desprovista de endotelio, por la exposicion de la colagena y la membrana basal (estructuras
vasculares subendoteliales).” El factor XII, que es una serinoproteasa, en contacto con una
superficiec cargada negativamente sufre un cambio de conformacion que determina su
conversion a factor Xlla por accion proteolitica de la calicreina. Esta conversion es
acelerada por la presencia del cinindgeno de alto peso molecular. La calicreina, a su vez,
deriva de la precalicreina por efecto del factor XIla. El factor Xila reacciona con el factor
X1 para proporcionar el factor Xla, que también es una serinoproteasa. La activacion del
factor IX por el factor XI requiere calcio. En la activacion del factor X intervienen los
factores VII y IXa, calcio y fosfolipido. Se admite como probable la activacion previa del
factor VIII por la trombina. Los fosfolipidos que intervienen como catalizante en el sistema
intrinseco, son proporcionados por las plaquetas (factor plaquetario 3).

ViA EXTRINSECA

Se desencadena cuando la sangre contacta con el factor histico, que es un complejo
lipoproteico procedente de las células endoteliales y los leucocitos. En este sistema
interviene el factor VIl que es una serinproteasa que se encuentra, al igual que el factor
VIH, en mimimas cantidades en el plasma. Su actividad enzimatica se incrementa por el
componente proteico de factor histico mientras que los componentes fosfolipidos favorece
la interaccion de los factores VII y X. La activacion de este altimo ocurre del mismo modo
que en la via intrinseca.

via COMUN

La conversion de protrombina en trombina por el factor Xa requiere fosfolipidos,
calcio y factor V. El factor V, que es activade por la trombina, hace que la protrombina sea
més accesible al efecto proteolitico del Xa. Si el proceso de activacion de |a protrombina se
ha desencadenado por la via extrinseca, la superficie fosfolipidica de esta fase final es
proporcionada por el factor histico. En cambio, si ha ocurmido por la via intrinseca, la
superficie fosfolipidica procede de las plaquetas.



Los dos sistemas de activacion de la protrombina no son completamente
independientes. Una deficiencia en el sistema extrinseco, que es muy rapido, origina un
retraso en la activacién de los faciores VIII y V. El producto de reaccion del factor histico,
el factor VIl y el calcio activan el factor 1X en la misma proporcién que el facter Xla. La
fase de contacto no solo inicia €l sistema tntrinseco, sino que también actia en el sistema
extrinseco, ya que la calicreina puede aumentar indirectamente la actividad del factor VII
en el plasma al generar los factores Xila y 1Xa. Finalmente, el factor VII también puede ser
activado por el factor Xa y la trombina.

ViA INTRINSECA
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Figura 4. Cascada de la coagulacién. ¢

TRANSFORMACION DEL FIBRINOGENO EN FIBRINA

El fibrindgeno es una glucoproteina con peso molecular de aproximadamente
340 000 daltons. Esta formada de tres pares de cadenas de péptidos o, f y ¥ conectados
por puentes de disulfuro. Su concentracion plasmatica es de 200 a 400 mg/dL. Su sintesis
es efectuada en el higado y tiene una vida media de 3 a 4.5 dias. Dada su naturaleza, el
fibrindgeno es relativamente insoluble, debido a que en su composicion se encuentra un 3 a
5% de carbohidratos y la fraccion proteica estd constituida por 1482 aminocacidos. Asi
mismo posee sitios de alta afinidad al calcio. > %

La transformacion del fibrindgeno en fibrina se debe a la accion de la trombina, la
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cual libera de la molécuia de fibrinogeno cuatro péptidos de bajo peso molecular llamados
fibrinopéptidos A y B de las cadenas o y P, respectivamente. Una vez liberados los
fibrinopéptidos, €l resto de! fibrindgeno constituye el mondémero de fibrina. La liberacion
de los fibrinopéptidos ocasiona una redistribucion de las densidades de carga eléctrica en la
molécula del fibrinogeno, que determina la wnion de los mondmeros constituyendo
polimeros. Al principio estas uniones electrostaticas son poco estables por lo que la
estabilizacion de la fibrina es llevada a cabo por el factor XII1, activado per la trombina, en
presencia de calcio.”

CONTROL FiSIOLOGICO DE LA HEMOSTASIA

El proceso de amplificacion necesita que la coagulacion se confine al sitio de la
lesion y regule por la formacién de un coagulo de fibrina de tamafio justo para controlar el
sangrado. Sin alguna forma de regulacion, la coagulacion podria diseminarse a todo el
cuerpo. Aun con la estimulacion intensa de la coagulacion existen mecanismos fisiclogicos
de regulacion que son circulacion sanguinea, depuracion hepatica, inhibicion por
retroalimentacion, inhibidores bioquimicos y disclucion fibrinolitica de la fibrina.

CIRCULACION SANGUINEA

E! flyjo normat de sangre a través del 4rea lesionada limita la coagulacion al diluir en
forima continua los factores activados y llevarlos lejos. En un principio, la formacion del
coagulo se potencia por vasoconstriccion, que hace lento el paso de la sangre por el vaso
dafiado. Sin embargo, la vasoconstriccién es sélo temporal. Los codgulos no se forman en
un vaso a menos que ocurran dos fendmenos, vasoconstriccion y activacion de los factores
de la coagulacion. Aunque la estasis favorece la formacidn de coagulos, ésto no producira
solo trombosis. De igual modo, las serinproteasas no promoveran fa formacién del codgulo
si la sangre sigue circulando con libertad. Es por esto que la vasoconstriccion inicial para
hacer lento el flujo de la sangre por la zona dafiada, es importante para la formacidn
adecuada del coagulo de fibrina.

DEPURACION HEPATICA

Cuando la sangre con los factores de coagulacion activados atraviesa el higado, los
hepatocitos los retiran de ella en forma selectiva. La plasmina de! sistema fibrinolitico y los
complejos de fibrina degradada los depura también el higado.

INHIBICION POR RETROALIMENTACION

Algunos de los factores activados tienen potencial para destruir otras proteasas de la
cascada de coagulacion. La trombina tiene fa propiedad de activar en forma temporal a los
factores V y VIII, pero cuando !a concentracion de trombina aumenta estos factores
experimentan destruccion proteolitica por Ia misma enzima. El factor Xa tiene un efecto
similar sobre el factor VII; primero incrementa su actividad y a continuacion lo destruye.
Por este sistema de inhibicion por retroalimentacion, éstas enzimas limitan su propia
produccién, La coagulacidn se controla también en forma indirecta por su producto final,
fibrina. Esta tiene una fuerte afinidad per la trombina. Una vez que se adsorbe en el
complejo de fibrina la trombina se libera con suma lentitud, lo que limita fa cantidad de la
enzima disponible para degradar fibrindgeno adicional a fibrina, proceso que se podria
interpretar como un mecanismo antitrombina.”



INHIBIDORES BIOQUIMICOS

Los inhibidores bioquimicos son proteinas plasmaticas solubles que regulan las
reacciones enzimaticas de las serinproteasas, previniendo la iniciacion o la amplificacion de
la cascada de coagulacion.

En los sistemas de la coagulacion y la fibrinélisis existen tres tipos de inhibidores de
la coagulacion sanguinea que estan dados por los inhibidores de las serinoproteasas y los
inhibidores de los factores V y VIlla, por dltimo el sistema fibrinolitico que es importante

para mat}tener localizado el proceso de la coagulacion y para disolver los coagulos que se
forman.***?

INHIBIDORES DE LAS SERINOCPROTEASAS (SERPINAS)

Las SERPINAS (SERine Proteinasa INhibitors) son ura familia de proteinas de
importancia médica y con implicaciones clinicas, cuando existe alguna disfuncion de éstas.

Las implicaciones mas comunes son los defectos en la regulacion de la coagulacion
sanguinea, enfisema v cirrosis.
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Figura 5. Principales Inhibidores de la Coagulacién.'* El tamafio de los nombres
indican las velocidades de inhibicion de las enzimas blanco.

Las serpinas contienen una estructura basica constituida por tres hojas y nueve hélices
(A-1) donde la hoja principal contiene el sitio reactivo (hélice A). El centro reactivo
contiene los residuos que van a interaccionar con la correspondiente proteina. Cuando se
ileva a cabo dicha interaccion existe uh cambio conformacional del centro reactivo, que
aunque es el mas obvio no es el Gnico puesto que la hélice F también sufre un movimiento
durante el acoplamiento proteina-inhibidor. A estos cambios se les denomina transicion SR.



TRANSICION SR

La transicion SR (Stressedrelaxed) es el cambio conformacional de tos inhibidores,
donde se expone el sitio reactive, acompaiado por un incremento en la termoestabilidad v
la disminucion de la actividad inhibitoria. En la transicién SR (Stressed — relaxed),
(compresion —> relajacion) el residuo N-terminal se acopla hacia el interior de la hoja
mayor,

Por medio de datos cristalograficos ahora se conocen tres diferentes tipos de
conformaciones de las serpinas, incluyendo estados no modificados (nativa y latente) y un
estado modificado. La forma nativa o estado § es la estructura que puede actuar con la
proteina correspondiente, debido a que su centro reactivo se encuentra listo para actuar
mientras que en el estado latente el sitio activo se inserta hacia la hoja principal impidiendo
el acoplamiento.*

Las serinoproteasas con actividad anticoagulante comprenden principalmente las
siguientes proteinas:

Antritrombina IIT (AT III). Es el prncipal inhibidor de la trombina, con la que
forma un complejo irreversible, La AT 1II y la trombina reaccionan entre si de forma
estequiométrica, formando un complejo inactivo. Corresponde a la AT I11 el 75% del efecto
antitrombinico del plasma y también tiene un potente efecto antifactor Xa. Las inhibiciones
de la AT HI son favorecidas por la heparina o por sustancias endogenas similares.

az-Macroglobulina. Constituye el 25% del total de actividad de antitrombina del
plasma. También inhibe la calicreina. A parte es una antiplasmina.

Otros inhibidores de menor trascendencia son: o, -antitripsina (inhibe Xla), Cl1
inhibidor (neutraliza los factores de contacto), oz -antiplasmina (inhibe la calicreina, los
factores XIia, Xla y Xa y la trombina) y el cofactor I de la heparina. Este Gltimo es una
glucoproteina que, in vifro, tiene un efecto simular a la AT III. Sin embargo, inhibe muy
lentamente al factor Xa y ello no se acelera por la heparina por lo que no existe certeza de
que este inhibidor tenga trascendencia in vivo.

INHIBIDORES DE LOS FACTORES Va y Villa

Tabla 6. Inhibidores naturales de la r.oagulat:iéﬂ.Js

Inhibidor Peso molecular Concentracion por
: {Daltons) mL de plasma

Antitrombina 1II (AT 1II) 58 000 100-150ug

C1 Inhibidor (C|-INH) 105 000 180ug

o -antitripsina (o -AT) 55 000 2.5ug

az-macroglobulina (cz-M) 725 000 2.5ng

a2 -antiplasmina (a2 -AP) 70 000 0ug

Cofactor II de la heparina (HC II) 66 000, ?

Proteina C (PC) 62 000 apg

Proteina S (PS) 69 000 ISpg

26




ANTITROMBINAS

Estos inhibidores, conocidos con el nombre de antitrombinas, término introducido
por Morawitz en 1905, son sustancias que fisiologicamente estin presentes en el plasma e
inhiben la trombina. Con el uso de materiales purificados y métodos especificos han sido
descritas varias antitrombinas. Su numeracién fué introducida por Fell y Seegers.

Antitrombina 1. Es uno de los frenos naturales de la coagulacion; el exceso de
trombina es adsorbido sobre la fibrina, Si esta es desnaturalizada, la actividad trombinica
puede ser liberada aparentemente inalterada.®®

Antitrombina Il. Denominada también cofactor plasmatico de la heparina, actia junto
con ésta impidiendo la reaccion trombina-fibrindgeno, #4412

Antitrombina I11. Es un inhibidor de proteasas séricas que se une preferentemente a la
trombina asi como a otras proteasas séricas de la cascada de waﬁulacién, y neutraliza su
actividad. Es el inhibidor anticoagulante especifico mas importante >’

Antitrombina IV. Es el término usado por Fell y col. para designar una rapida
inactivacién ocurrida en el transcurso de la coagulacion. No fue demostrada la presencia de
ninguna sustancia con esa propiedad y pareceria mas logico considerar un efecto cinético
de la reaccion.

Antitrombina V. Es un potente inhibidor de la trombina que fué observado por
primera vez por Loeliger y Hers en un paciente con artritis reumatoide y luego descrito en
otros sujetos con macroglobulinemia. Este efecto seria producido por elevados niveles de
inmunoglobulina que interferiria en la normal polimerizacién de la fibrina,**

Antitrombina VI. Son considerados asi los productos de degradacion de fibrindgeno-
fibrina. Aquellos de alto peso molecular interferirian en la reaccion trombina-fibrinogeno y

en la polimerizacion de los monomeros de fibrina ya formados, y los de bajo peso
molecular lo harian solo en dicha reaccién * %

CARACTERISTICAS DE LA ANTITROMBINA il

ESTRUCTURA MOLECULAR DE AT Iil

La antitrombina 1l es una glucoproteina con peso molecular de 65 000 daltons*
Presenta una movilidad electroforética de o - globulina, constituida por 432 aminoacidos
con tres puentes disulfuros y cuatro oligosacaridos ramificados.® ,

Mediante el anilisis de difraccion de rayos X, se encontrd que la AT 1II esta
constituida por un dimero (AT-AT) en donde una de ellas es activa mientras que la segunda
se encuentra latente. A la forma o unidad activa se le denomina cadena A o o y por
consiguiente a la otra cadena B o $. Goldsmith y Mottonen identificaron que et sitio
reactivo se encuentra ubicado en la cadena A, constituido por una iinica secuencia de
unidades de monosacaridos sulfatados y no sulfatados en forma alternada.'™*!

Ya un estudio crstalogrifico realizado por Schreuder y Hol indicaron las
caracteristicas de ambas cadenas, encontrandose que ambas tienen 432 aminoacidos y que
el peso molecular de A es de 49,028 y 48,932 paraB. ©

La secuencia de los 432 amino4cidos es de tal manera que forman 9 hélices (A-1) y 3
hojas P-plegadas. En la parte interna existen 4 cadenas de oligosacaridos.” ** De los 432
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aminodcidos, 6 son cisteinas formande tres enlaces disulfuro intramoleculares, y sus
posiciones son Cys8-Cysl128, Cys21-Cys95 y Cys247-Cysd30. Existen 4 sitios de
glicosilacién que son asparginas Asn96, Asnl35, Asnl55 y Asnl92. Un 10 a 15% de la
antitrombina total tiene una sustitucion en el Asnl35 por una serina por lo que esta
microheterogeneidad parece ser atribuida a su punto isoeléctrico que va de 4.5 a 5.7,
Ademas posee un peso molecular aparentemente bajo, baja carga eléctrica negativa y
clevada afinidad hacia la heparina, comparada con la AT ITI (A) asi como bajos niveles de
hexosamina, azécares neutros y acido sialico. Esta variacion no tiene importancia clinica."”

%” estructura es aproximadamente un 30% idéntica en su secuencia a la ol-antitripsina. **
El

ﬂ( Sitio Reactive

Figura 9. Estructura de la Antitrombina 1117 %

En el plasma humane normal, la antitrombina IIl se encuentra en dos variedades
fisiologicas, la tipo o y la tipo §. La AT lllc es la de mayor proporcion (30-95%). La
especie de AT 11 esta presente del 5-10% del total de la AT 11122108

SINTESIS
La AT IIl se produce en el higado, células endoteliales y probablemente en los
megacariocitos.> ** 7

Debido a que su principal produccién se lleva a cabo en ¢l higado, esta se ve afectada
al existir una hepatopatia o algin trastorno de consumo como la coagulacidn intravascular
diseminada.'®

El proceso de fa sintesis de 1a AT III no se conoce totalmente, pero varios estudios
demuestran que es un proceso similar al que ocurre con la sintesis del fibrindgeno. Para que
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¢l (ibrindgeno se sintetice es necesario que los productos de la degradacion de éste, se unan
a los macrofagos. Esta union sirve como promotor para la produccion de interleucina 6 (1L-
6) que a su vez estimula al hepatocito para la sintesis de nuevo fibrinogeno. Este proceso
permite el controt de la sintesis. En el caso de la AT Ill se asume que existe un proceso
muy similar. En este caso se presume que el complejo TAT se une a los macrofagos lo cual
podria estimular la produccion de un promotor para la sintesis de AT I11 en el higado.

Una hipétesis alterna que se puede considerar es la unidn del complejo TAT al
hepatoc:ito.84

GENETICA

fi
nﬁmerzal (,3;3_12115).25; fpglal 7(3:a£awgo|% 3un gen (con 13,480 bp) en el cromosoma humano
Algunos estudios revelan una variedad de defectos genéticos los cuales vienen a
reducir la produccién de AT III estructuralmente normal o bien fa produccion adecuada de
AT 111 pero estructuralmente anormal. La completa delecién del locus de AT 111 ocurre en
tmuy raros individuos, ocasionatmente son deleciones 1g22-24 o bien del 1g21-25."

FUNCION

Pertenece a la familia de las serinas, que son inhibidores de las proteinasas, y es capaz
de neutralizar todas las}eng.rargas de coagulacion, porque todas tienen serina en su centro de
actividad enzimitica

Se encuentra en el plasma a una concentraciéon de 18 a 30 mg/100 ml. Su vida media
es de 2.5 dias.

Su accién parece dirigirse principalmente contra las grotchlas de sernina que dependen
de la vitamina X, pnncnpalmentc trombina, factor [Xay Xa.

La AT IH se une sin intermediarios con los factores [la, IXa, Xa, XIa, XHa, plasmina,
quimiotripsina y tr¥)sma, en presencia de la heparina con el factor VII, calicreina y factores
del complemento.

Es con mucho, ¢l inhibidor més importante de la coagulacitn, explicando mds o
menos el 80% de la inactivacion, ™

MECANISMO DE INHIBICION POR AT Il

Esta accién inhibidora es lenta y progresiva. La AT [l forma un complejo

estequiométrico 1:1 inactivo ¢ immeversible con la trombina, mediante la mteracmbn del
centro activo serina de la trombina con un sitio reactivo arginina en la AT m.*

El mecanismo por €l cual la antitrombina inhibe a los factores se efectia en dos
etapas. La primera consiste en una asociacién débil cuya constante de disociacian es de 1.4
x 10-3 mol/L, este complejo ¢s estabilizado a una velocidad de 10 complejos por segundo.
La estabilizacién del complejo, que es la segunda etapa, involucra la formacién de un
enlace altamente estable entre el sitio reactivo de los factores (Ser394), con el residuo
Arg393 del sitio active de Iz antitrombina que se encuentra en la region carboxiterminal
(conocido como residuo P1). '® '

La capacidad de la AT HI de neutralizar la actividad de la trombina se intensifica
rapidamente con la presencia de heparina. 54,6272
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ANTITROMBINA Y HEPARINA

CARACTERISTICAS DE LA HEPARINA

La heparina no es una sustancia homogénea, sino una mezcla dispersa de moléculas
de polisacandos de peso molecular muy variable (entre 4 000 y 40 000 D}, en los que se
alteman acidos urénicos y glucosamina, cuyos grupos amino estan sulfatados Estos
radicales son necesarios para que la molécula tenga efecto anticoagulante.*®

Figura 10, Estructura basica de la Heparina,™

La heparina no esta presente en la sangre en condiciones fisioldgicas, pero algunos
glucosanunogl:canos sulfatados de la superficie endotelial podrian desarrollar una acciéon
similar.”® ® La heparina comercial se extrae de la mucosa intestinal de porcinos y bovinos,
y del tejido pulmonar de bovinos.** *

FUNCION

Ademas de su accion ant:ooa%glame la heparina posee un efecto lipolitico, por
activacion de las lipoproteinlipasas. *

Se emplea en el tratamiento de ciertos estados trombdticos, y actila como cofactor
con la AT III, amplificando la velocidad de formacion del complejo trombina-AT III de
1000 a 10 000 veces.™

Yin y col. demostraron que en ausencia de heparina 2jug de AT 11 inhiben una unidad
de factor Xa, mientras que en presencia de 0.01U/mL de heparina, 1ug de AT III inhibe 15
unidades de factor Xa. Como una unidad de factor Xa puede producir 50 unidades de
trombina, Ipg de AT TII es capaz de inhibir la formacion potencial de 750 unidades de
trombina.

La union de la heparina a la AT III acelera la inactivacion de la trombina y del factor
Xa, en ausencia de este anticoagulante la vida media de 1a trombina es de 40 segundos y en
presencia de AT IT1 y de heparina es de 2 segundos.

En estudios realizados se ha observado la influencia deuaeso molecular de la heparina
sobre el grado de inhibicion del factor Xa o de la trombina.5*
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TIPOS DE HEPARINAS

Recientemente se han introducido heparinas de bajo peso molecular (3000 a 7000 D).
obteniéndose a partir de heparina estandar mediante distintas despolimenzaciones quimicas
o enzimaticas. Sus caracteristicas son: poca interaccion con las plaquetas, baja actividad
antitrombinica, alta actividad anti Xa, amplia biodisponibilidad por via subcutanea y escasa
actividad lipolitica.”®

La inactivacion del factor Xa es fuertemente potenciada por fracciones de heparina de
bajo peso molecular (LMWH), que tiene a su vez poco efecto inhibidor sobre la trombina,
porque cuando la heparina unida a la AT Il interacciona con la trombina, se requiere un
sitio adicional en la heparina para la union a la trombina que no es necesario para unirse al
factor Xa u otras enzimas de la coagulacion, ya que la heparina de b%jo peso molecular no
es lo suficientemente larga para unirse al sitic extrade la trombina,* ¢

Las fracciones de heparina de alto peso molecular (HMWH) y gran afinidad por la
AT 11l inhiben la coagulacion de manera intensa.*

Tabla 8. Diferencias entre la heparina de alto y bajo peso molecular. *

CARACTERISTICA HMWH LMWH
Unidades de sacaridos 10-50 6-30
Peso Molecular Aprox. 15000 Aprox. 4500
Afinidad por AT (Ka nM) 25 No Determinado
Inhibicion de Xa U/mg 180 170
Inhibicién Trombina 1Csy ng/mil. 3.3 27

MECANISMO DE ACCION DE LA HEPARINA

La unién de la heparina a la AT TI1 es dependiente del grado de sulfatacion y de la
carga negativa de los polisacaridos. Rosenberg y Damus demostraron que la modificacion a
las lisinas afecta la union heparina-AT III. Asi, es razonable la propuesta de gue las lisinas
contenidas en la AT III estan involucradas en la formacién del complejo.'™ ' Ademas
diferentes secuencias de aminoacidos en la wvecindad del sitio reactivo determina la
especificidad para la union de la proteinasa a la antitrombina.'**

El mecanismo de accion de la heparina sobre la AT IIl se ha establecido mediante {a
siguiente hipotesis.

a) La trombina y la antittombina se unen simultineamente por atraccion de los
residuos sulfatados negativos de una molécula simple de heparina a las lisinas centenidas
en AT I y a las argininas en caso de la trombina para formar un complejo ternario no
covalente. El grupo hidroxilo de la serina (-OH) en el sitio activo de la trombina es atraido
mas cercanamente con el sitio de union de la AT que es un péptido ((CONH-).

La AT III se fija por un residuo arginina de su molécula al centro activo serina de la
trombina y se genera un complejo inactivo AT HI-trombina, en donde la estequiometria es
1:1.

b) Posteriormente la heparina unida induce un cambio conformacional en la
antitrombina de modo que la arginina (posicion 47) se une fuertemente a la heparina y a su
vez la AT liI exhibe su sitio arginina (posicidn 393) que facilita 1a union a la region serina
de las proteinas especificas, de ahi la aceleracién de la reaccion entre AT 111 y trombina
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¢) La trombina rompe el sitio reactivo de la antitrombina y llega a ser atrapada en un
10, 28, 68, 106, 105,115
complejo acetil-ester covalente.

Después de la interaccion trombina-AT [l1, la heparina se desprende del complejo
quedando libre para 1mc1ar el ciclo de nuevo por lo que actiia en realidad como un
catalizador de! fenomeno >’ ** 627286

Esto exphca el éxito de las minidosis de heparina en la profilaxis de la enfeninedad
tromboembélica.”

-

Antitrombina
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Figura 11. Mecanismo de accidn de la heparina sobre la AT -1

METABOLISMO DEL COMPLEJO CON AT Il

Parte de la AT III se encuentra circulando en su forma activa y otra parte se encuentra
unida a los glicosaminoglicanos (heparin sulfato y dermatin sulfato) de la superficie
endotelial de la pared de los vasos. Es asi como la trombina es neutralizada por la AT
formando el complejo TAT que sera liberado a la circulacion, dejando un sitio libre en la
pared de los vasos que sera ocupado por otra molécuta de AT 111 activa,'® ' %
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Cuando la AT IIl u otras serinproteasas actian sobre su sustrato el complejo
resultante es reconocido por uno de dos receplores hepaticos llamados receptores serpini y
2 (SR1 ySRZ), ya que con el camblo conformacional del compleje se hace mas accesible ¢l
sitio de union hacia et hepatocito.™*

SR1 se unc a complejos proteinicos de AT I1I, inhibidor a)-proteinasa (a,-PL), -
antiquimiotripsina (c;-ACT) y az-antiplasmina (az-AP) y cofactor 11 de la heparina. SR2 se
une a complejos de o;-AP con serinproteinasas como !a plasmina.

Algunos complejos proteinasa-AT il son llevados a las células hepéticas en una
reaccion irreversible mientras que otfos se mantienen en circulacidn, lo cual mantiene un
equilibrio que favorece la disociacion de los complejos unidos al endotelio.®

Los complejos que se unen al hepatocito presentan una digestién a nivel de los
lisosomas para después eliminar los productos de degradacion.

En ¢l tabla siguiente se presenta el tiempo de vida media para el aclaramiento de los
complejos serpin-proteinasa para un receptor comiin en el hepatocito, ™%

Tabla 9. Tiempo de vida media de serpin-proteinasas.™ %

Complejo Tiempo de vida media (min)
o,-Pl-tripsina 15-20
a;-Pl-elastasa del neutrofilo 5
&,-ACT-quimiotripsina 12
o,;-ACT-catepsina 12

AT [II-trombina 3

AT [lI-tripsina 7

AT [1-Xa 1.5

Cofactor de 1a heparina [I-trombina 10

La eliminacion de los complejos proteinasa-ATIII ocurre ripidamente, pues tienen
tiempo de vida media de tan solo algunos minutos. Este proceso es independiente de la
serina que se use, sin embargo el mecanismo es general para la eliminacién de los
complejos que se unen a SR1.

Al parecer los complejos circulantes son eliminados por el sistema reticulo endoteliat

mientras que otros se disocian en proteinasas activas (factores) e inhibidores inactivos (AT
15 %%

OBTENCION DE COCNCENTRADOS DE AT 1l

Los concentrados de AT III pueden obtenerse por dos métodos. El primero consiste
en la obtencién y purificacién de la AT III a partir de plasmas obtenidos de donadores
sanos. La AT III asi obtemida puede almacenarse por periodos de 2 a 3 afios a una
temperatura de 2 8 °C, y la actividad obtenida va de 50-100 Ul/mL del material una vez
reconstituido."” * La purificacion puede llevarse a cabo por cromatograﬁa de intercambio
i6nico o por cromatograﬁa de afinidad, utilizando heparina de alta pureza. '>*’

La AT III es tipicamente purificada de plasma por cromatografia de afinidad sobre
heparina inmovilizada en agarosa. Esta técnica puede ser utilizada para la produccion a
gran escala. En los Ultimos afios se ha encontrado que la preparacion de AT III puede ser
tratada por calentamiento (pasteurizacion) sin que su actividad se afecte significanvamente.
Esta observacién tiene gran importancia, ya que elimina el riesgo de transmision de
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enfermedades por medio de derivados sanguineos. ™™

El otro métedo hace uso de la ingenieria genética, obteniéndose AT 1l a partir de la
levadura Saccharomyces cerevisiae fusionada con Schizosaccharomyces {mmpe, o bien por
. . - . q- . - 3 2
et empleo de plasmidos inyectados a £. Coli 0 a dvulos de hamster chinos.”” %12

TRASTORNOS DE LA HEMOSTASIA POR DEFICIENCIA DE AT il

Tabla 10. Estados de trombofilia .*°

Anormalidades Mecanismos
1. Hereditarias
a) Resistencia a la PC activada Falla de inhibicién proteolitica de Va.
b) Deficiencia de AT-IN Neutralizacién inadecuada de proteasas
(Trombina, IXa y Xa}
¢) Deficienciade PC o PS Falla de inhibicion proteolitica de Villa y Va.
d) Homocisteinuria Dafio endotelial.

e) Disfibrinogenemias
f) Displasminogenemia

Neutralizacién inadecuada de la trombina.
Insuficiente produccién de plasmina.

2. Adquindas
a) Cirugta, Traumatismg, Puerperio Vanios factores de riesgo
b) Céancer Exposicién de la sangre a células tumorales o sus
productos tromboplastinicos.
¢) Padecimientos Hematologicos malignos

Leucemia promielocitica de los granules
Policitemia ver, rombocitosis maligna
Hemoglobinuria paroxistica nocturna

Liberacion de tromboplastina.
Hiperviscosidad, trombocitosis, trombocitopatia.
Trombocitopatia.

d) Anticuagulante Lipico Varios mecanismos relacionados con anticuerpos
antifosfolipidos.
e} Nefropatias Hiperfibrinogenemia, aumento de factor VI,
déficit de AT-IH, t