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RESUMEN

El sistema fibrinolitico tiene un importante papel en la progresion del tumor y
metastasis del cancer, existe evidencia de la presencia de fibrina en sitios cercanos
al tumor que inicia la cascada fibrinolitica asi como la expresion de receptores para el
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa que transforma el plasminégeno en
plasmina, la proteasa clave de la fibrinolisis. La actividad de esta proteasa es
regulada por inhibidores especificos de sus activadores, las serpinas, PAI-1
principalmente, PAI-2 y PAI-3 (inhibidor de la proteina C, aun en estudio). La
plasmina al ser generada en el microambiente del tumor, activa las proteasas,
metaloproteinasas, factores de crecimiento, receptores fibrinoliticos que se unen a
las integrinas y otros sistemas de adhesion en la membrana celular, induciendo
sefales de transduccion en la células; la endocitosis de los receptores permite una
reorganizacion espacial de los sistemas celulares y una selectiva digestién de los
tejidos que rodean al tumor.

La sobre-expresion de estos componentes fibrinoliticos promueve el
crecimiento, invasion y dispersion metastasica de las células tumorales por multiples
mecanismos, por los cuales, las células tumorales adquieren ventajas de
supervivencia, crecimiento e implantacién en un sitio secundario.

Actualmente se han hecho grandes mejoras en el diagnostico y tratamiento del
cancer, llevando a rangos de supervivencia del 50% al 70% en cancer operable,

cuando la deteccion de la enfermedad es temprana y la introduccion de terapia
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sistémica es a tiempo, por lo que la busqueda de nuevos marcadores bioldgicos

es importante para lograr un mayor rango de supervivencia y mejor calidad de vida.

Ciertos componentes del sistema fibrinolitico han sido identificados como
marcadores pronosticos en cancer humano, dependiendo de sus concentraciones
en los extractos preparados de tejido fresco de su tumor primario, pueden clasificar a
los pacientes en alto o bajo riesgo de sufrir metastasis y requerir de una terapia
coadyuvante para una mayor supervivencia. Estos factores proteoliticos uPA, uPAR,
PAI-1 y PAI-2 han ganado aceptacién clinica y parecen tener un mejor prondstico
que los factores histomorfologicos y mamograficos hasta ahora utilizados. En
pacientes con noddulos linfaticos implicados segun estos factores estandar, el 90% de
ellos caen en alto riesgo y requieren de terapia sistémica, el 10% restante es un
grupo de menor riesgo al cual se le deja sin terapia. De este grupo
aproximadamente el 70% de pacientes nodulo negativos son curados de su
enfermedad por cirugia local y radioterapia, de los cuales el 30% tienen recaida
dentro de los diez afios siguientes, por lo que estos factores prondstico utilizados no
son suficientemente sensibles para identificar el subgrupo de pacientes de bajo
riesgo con enfermedad recurrente y ayudar a elegir una terapia individual.

Durante las dos ultimas décadas, un agobiante numero de reportes demuestran
la importancia del sistema del plasmindgeno en el desarrollo del cancer y su
progresion, Duffy en 1987 fue el primero en establecer que las proteasas tenian que
ver con los eventos de crecimiento y diseminacién del tumor, posteriormente un

considerable numero de estudios ha evaluado el valor pronéstico de estas proteasas
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en muchos tipos de canceres humanos, dandoles la categoria de fuertes e
independientes factores prondstico.

La importancia clinica encontrada en estos estudios nos indica en cancer de
mama en particular que la elevacion de los niveles de u-PA, PAI-1 y u-PAR
correlaciona con adverso prondstico para el paciente, corta sobrevivencia libre de
enfermedad y recaida, son pacientes con riesgo de sufrir invasion y metastasis del
tumor, estos pacientes son candidatos a terapia sistémica, mientras que la elevaciéon
de PAI-2 aun con u-PA elevado, indica buen prondstico de supervivencia libre de la
enfermedad, son pacientes que no requieren terapia sistémica. Asi mismo, con estos
nuevos factores proteoliticos se puede beneficiar a los pacientes cuyos niveles de
proteasas no sean elevadas, clasificandolos de bajo riesgo, donde la terapia
sistémica no es necesaria y no se exponen a la toxicidad y alto costo de la misma.

Muchos medicamentos utilizados en el tratamiento de pacientes con cancer
producen alteraciones del sistema hemostatico, uno de los mas sensibles es el
sistema fibrinolitico, al aumentar la liberacion de activadores, disminuir los inhibidores
o sufrir modificaciones las serinproteasas y el fibrinbgeno, los mecanismos por los
cuales los agentes quimioterapeuticos son capaces de producir un estado fibrinolitico
son multiples.

La particular predisposiciéon de los pacientes con enfermedades malignas a
padecer alteraciones hemostaticas los conduce a desarrollar procesos trombéticos,
hemorragicos y estados subclinicos fibrinoliticos que pasan inadvertidos y puede
llegar a hemorragias importantes por fibrinolisis primaria y secundaria a coagulacion

intravascular diseminada, esto en conjunto con las terapias citotoxicas,
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antimicrobianas, transfusionales a las que son sometidos, hacen aun mas
riesgosa su supervivencia. Por lo que es urgente identificar en estos pacientes su
estado profibrinolitico antes de ser sometidos a dichas terapias y cirugias, donde la
liberacidén del activador del plasminégeno que se encuentra en grandes cantidades
en el tejido dafado lleva a un sangrado por fibrinolisis primaria.

Nuestra inquietud a este respecto nos ha hecho revisar y proponer pruebas de
laboratorio que pongan de manifiesto dichos estados, desde pruebas sencillas y
rutinarias asi como pruebas confirmatorias en casos necesarios.

Las pruebas de tamizaje rutinarias de un laboratorio clinico, como son los
tiempos de coagulacion de rutina nos ayudan indirectamente a reflejar la sobre
actividad fibrinolitica y consumo de factores.

Las pruebas que ponen de manifiesto la actividad fibrinolitica sistémica son
esencialmente: tiempo de lisis del coagulo en sangre total, tiempo de lisis de
euglobulinas, lisis de placas de fibrina para activadores y presencia de plasmina y
PDF/f.

Un método alternativo para demostrar la fibrinolisis in vivo es demostrar la
presencia de plasmina en el suero, al identificar el complejo Plasmina-a, antiplasmina
en la circulacidon utilizando métodos inmunolégicos que determinan pequefas
cantidades y son mas especificos.

Se puede generalizar que un paciente con sangrado anormal y evidencia de
aumento de fibrinolisis con pruebas de coagulacion normales (pruebas de tamizaje) y
no-descenso de factores de coagulacion, estan indicando una fibrinolisis primaria; en

cambio, fibrinolisis con anormalidad de los estudios de coagulacion con evidente
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disminucién de factores puede deberse a coagulacion intravascular aguda 6 severa
fibrinolisis primaria.
También se recomienda la determinacion de sustratos en liquidos de drenaje

para demostrar la activacion fibrinolitica localizada por técnicas inmunoldgicas.
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INTRODUCCION

El cancer constituye un problema de salud publico enorme y costoso, tanto en
términos econdmicos como en relacién al sufrimiento humano que origina.

El cancer ocupa unos de los primeros cinco lugares como causa de defuncién
y origina aproximadamente 4 millones de muertes anuales a nivel mundial; en el
tercer mundo este porcentaje llega a ser superior al 10% y aumentara al erradicarse
las enfermedades infecciosas y al incrementarse el promedio de vida de la
poblacion“®

El cancer afecta a individuos de cualquier edad y sexo, pero especialmente a
personas en edad productiva, entre 30 a 60 afnos. En México las estadisticas
reportan mortalidad por neoplasias que alcanzan un 11% siendo el cancer cérvico
uterino y el de mama los principales en la mujer (46).

En el cancer de mama cerca de una de cada nueve mujeres puede padecerlo
en algun momento de su vida. El cancer de mama afecta principalmente a las
mujeres, aunque ocurre 1% de los casos en el hombre. El riesgo aumenta con la
edad, incrementandose rapidamente hasta la menopausia y continia en ascenso
después de esta, aunque en un indice menor. El riesgo es grande, las mujeres de 60
anos o mayores tienen probabilidad de 3% a 4% de desarrollarlo durante cada
decenio de vida “®*

Existen varios factores que pueden afectar el riesgo de padecer cancer de
mama, uno es cultural y ambiental (probablemente dietético). Los riesgos mayores

estadisticamente significativos e independientes se relacionan con antecedentes



familiares, antecedentes de enfermedades mamarias previas y antecedentes
sobre reproduccion y mestruales. Parece haber un factor de riesgo genético aunque
su magnitud es motivo de debate y no se correlaciona con antecedentes étnicos o
raciales. Aunque los factores de riesgo definidos epidemiologicamente ayudan a
identificar a las mujeres en alto riesgo, 75% de canceres de mama se presentan en
mujeres que no tienen factores de riesgo importantes reconocidos “®"

El término cancer se refiere a las neoformaciones malignas, las que se
producen en los epitelios (carcinomas), las que derivan del tejido conectivo
(sarcomas), las que parten de las células de la glia del sistema nervioso central y las
que se originan de los linfaticos y de los tejidos hematopoyéticos. El cancer no es
una sola enfermedad, sino engloba una serie de transtornos que tienen factores de
riesgo diferente, localizaciones distintas y cuadros clinicos propios, evolucién y
prondstico diverso, pero tienen en comun en menor o mayor grado una serie de
fundamentos bioldgicos que las distinguen de otros tipos de enfermedades.

Desde el punto de vista biologico las células tumorales crecen en forma
anormal y descontrolada, invaden tejidos proximos y metastatizan a distancia, por lo
que no estan sujetas a la modulacion de los mecanismos de control del organismo
que regulan su comportamiento.

La transformacion de la célula normal a célula tumoral significa adquirir en
primer lugar, el fenotipo tumoral que grantiza su crecimiento como clona auténoma
de crecimiento y posteriormente el fenotipo metastasico que determina la

diseminacion del tumor.



El fenotipo maligno o de tumorigenicidad es la culminacion de una serie
de cambios genéticos en los que participan tanto mecanismos reguladores positivos
como negativos y que van a dotar a la célula de tres caracteristicas esenciales:
clonicidad, autonomia y anaplasia que la diferencia de las células normales.

Entre los factores positivos son la activacion de ciertos oncogenes, el
aumento de los factores de crecimiento y la activacion permanente de la transmision
intracelular. Por otro lado los factores negativos que habitualmente frenan la
posibilidad de una desviacion de las células hacia la tumorigenicidad pueden
encontrarse alterados. De ellos cabe destacar la pérdida de producciéon de citocinas
inhibidoras del crecimiento como el factor transformador beta ( TGF-B ) que actua
en la superficie celular o de ciertos oncogenes supresores como el gen
retinoblastoma ( RB ) o el p53 que actuan en el interior de la célula.

Sin embargo estos cambios aunque bastan para producir un tumor son
insuficientes para generar la invasion y metastasis. Para ello se requieren cambios
genéticos adicionales. Tanto positivos como negativos entre los positivos destacan
los siguientes:

1. Ciertas proteinas que facilitan la adhesion de las células tumorales a la matriz
extracelular.

2. Generacion de proteasas que provocan una proteolisis y por tanto ruptura de
la membrana basal.

3. Motilidad aumentada de la célula tumoral donde intervienen factores de
crecimiento especificos que en definitiva confieren la dotacidén de

pseuddpodos a las células y,



4. Factores angiogénicos que facilitan la vascularizacion del tumor.

Estos cambios se encuentran balanceados por otros que bloquean o regulan la
produccion de todos los anteriores y que son los llamados genes supresores de las
metastasis de los que por el momento se han identificado dos, aquellos que actuan
en el exterior celular bloqueando aspectos claves de la proteolisis y son los inhidores
de las metaloproteasas.

Por tanto las células tumorales para adquirir su total capacidad como célula
maligna tiene 6 caracteristicas que se han resumido anteriormente
1. Capacidad de ser autosuficientes para responder a las sefiales de crecimiento.

2. Adquirir la capacidad de ser insensibles a los genes supresores.
3. Adquirir la capacidad de eludir la apoptosis

4. Adquirir la ventaja de supervivencia

5. Adquirir la capacidad de angiogénesis

Adquirir la capacidad de difusién tumoral y metastasis. ©"

El cancer de mama es un adenocarcinoma en el que se han logrado mayores
adelantos y comprension en lo referente al diagnostico temprano, tratamiento y
caracterizacidon molecular. Los estudios clinicos que evaluan su tratamiento han
demostrado dos principios oncolégicos; a menudo es una enfermedad sistémica,
cuyo pronostico corresponde a una enfermedad metastasica sistémica clinicamente
oculta desde el principio y las pacientes con enfermedad temprana tienen una carga
tumoral sistémica mas baja y mejor prondstico, con o sin terapéutica sistémica, por lo

tanto las estrategias basicas en el tratamiento del cancer de mama son el



descubrimiento e inicio temprano de la terapéutica local definitiva y en el caso de
mujeres de alto riesgo de recurrencia sistémica, intentar prevenir la recurrencia
mediante terapéutica coadyuvante. Por lo que todo esto nos conduce a concluir que
mejores métodos de diagndstico y monitoreo en las etapas iniciales de dicha
enfermedad, ayudan a un mejor manejo en estas pacientes, asi se ha logrado
aumentar los rangos de sobrevivencia de un 50% hasta un 70% en enfermedades
con diagnostico temprano y operables.

Las alteraciones de la hemostasia en pacientes con malignidades se basan en
diversos mecanismos tales como la habilidad del tumor para alterar el sistema de
coagulacion al producir factores de coagulacion en exceso o en un momento que no
se requieren, o disminuir sus inhibidores, al incrementar la fibrinolisis o por inducir
una alteracion en los vasos sanguineos en relacion al estado de invasion local.

Los niveles elevados de los componentes del sistema fibrinolitico contribuyen
a un agresivo potencial de las células cancerosas y su invasion al favorecer la
reimplantacién y la consolidacion de un nuevo estroma del tumor.

El impacto de marcadores prondstico en estados de malignidad para reflejar la
sobrevivencia o el riesgo a presentar una remision de la enfermedad, es una
herramienta muy util en el tratamiento del cancer. Cada dia se buscan nuevos
marcadores que demuestren una relevancia biolégica y clinica en las neoplasias,
cualquier estudio con este objetivo es una prueba fehaciente de la lucha contra el
cancer que incluye la prevencion, el diagnostico temprano y el mejor manejo de esta

enfermedad.



FUNDAMENTO

Dada la dual funcionalidad del sistema del plasmindgeno (proteolitico y no
proteolitico) se ha iniciado el interés por evaluar su significado clinico en pacientes
con tumores malignos. Todo nos invitan al uso clinico de estos factores proteoliticos,
tanto como agentes de diagnostico y marcadores prondstico, asi como en
estrategias terapéuticas contra el cancer.

La particular predisposicién de los pacientes con enfermedades malignas a
padecer alteraciones hemostaticas los conduce a desarrollar procesos trombéticos,
hemorragicos y estados subclinicos fibrinoliticos que pasan inadvertidos y puede
llegar a hemorragias importantes por fibrinolisis primaria y secundaria a CID, esto en
conjunto con las terapias citotoxicas, antimicrobianas, transfusionales a las que son
sometidos, hacen aun mas riesgosa su sobrevivencia. Por lo que es urgente
identificar en estos pacientes su estado profibrinolitico antes de ser sometidos a
dichas terapias y cirugias.

Nuestra inquietud a este respecto nos ha hecho revisar y proponer pruebas de
laboratorio que pongan de manifiesto dichos estados, desde pruebas sencillas y

rutinarias asi como pruebas confirmatorias en casos necesarios.



OBJETIVO

El principal objetivo de esta revision ha sido establecer la biologia del sistema
de proteasas del sistema fibrinolitico, los mecanismos fibrinoliticos que intervienen en
el desarrollo y proliferacion del cancer, y posteriormente su uso clinico en el cancer

de mama como agentes de diagndstico y marcadores tumorales.



CAPITULO 1

ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LA FIBRINOLISIS
1.1 FIBRINOLISIS

Fibrinolisis es el término aplicado al proceso de disolucion de la fibrina dentro
del organismo. El principal interés en el proceso es remover y limitar el trombo
intravascular, asi como reparar el dafio tisular en el cual la fibrina es frecuentemente
depositada de manera difusa y asi poder mantener la fluidez sanguinea (). Existe
también evidencia que las células tumorales utilizan este proceso para su
crecimiento y diseminacion @.

El proceso de fibrinolisis resulta de la accion de un sistema enzimatico en una
forma similar al sistema de coagulacion con el que interactua en ciertos puntos. La
reaccion basica de este proceso es la activacion de un zimogeno inactivo en una
enzima activa de tipo serin proteasa, por hidrolisis enzimatica selectiva de un enlace
peptidico especifico. Dos peculiaridades bioquimicas son comunes al mecanismo de
activacion de las enzimas de la coagulacion y la fibrinolisis:

1. Las reacciones son iniciadas y propagadas en una superficie: la membrana
celular y plaquetaria, la matriz subendotelial o la superficie de la fibrina.

2. Las reacciones estan organizadas en un sistema de amplificacién enzimatica
basado en una secuencia de activaciones de las enzimas generadas a activar
unica y exclusivamente al zimdégeno que la prosigue, asi la activacion de la
coagulacion conduce a la generacion de trombina, induce la agregacion

plaquetaria y culmina en la formacién de una red insoluble de fibrina.



Consecutivamente, son desencadenados varios mecanismos protectores
antitrombdéticos de origen endotelial:

- Lainhibicion de la agregacién plaquetaria y la vasoditalacion por la
prostaciclina y 6xido nitrico.

- La inhibicion de la formacién de fibrina por la antitrombina Ill y el sistema de
proteina C - proteina S, que inhiben los factores V y VIII activados por la
coagulacion, y

- La disolucion del coagulo por el sistema fibrinolitico, principal mecanismo de
defensa contra la trombosis y eliminacion del exceso de fibrina, como se

muestran en la figura 1 @ .
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Figura 1. Mecanismos fisioldgicos antitromboticos: Inhibicidn de la agregacion
plaquetaria por la prostaciclina y el 6xido nitrico, inhibicion de los factores de la
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En ambos sistemas, coagulacién y fibrinolisis las reacciones dependen de
las proteinas de los sistemas como una unidon de dominios estructurales con una

especificidad funcional, ver figura 2, @,

SIMBOLO  MODULO FUNCION
K = Kringle Enlace Lis-Arg
(0
ol G = Factor de crecimianto Enlace-Receptor
3 C =Vit-K dependiente Enlaca-calcio
de anlace de calcio
ﬂ[ F = Fingar Enlace-Fibrina
g P = Proteasa Serinproteasa

Figura 2. Estructura modular de las proteinas de la
coagulacion y el sistema fibrinolitico .

Algunos de estos dominios median el enlace de activadores y el plasminégeno a
la superficie de la fibrina, a las proteinas de la matriz extracelular y de las
membranas celulares. Este alto grado de especificidad y de afinidad de union de
enzimas y sustratos a los especificos sitios de enlace de estas superficies promueve
cambios conformacionales que:

1. Hacen accesible el sitio de hidrélisis del enlace peptidico del sustrato de la

proteinasa activa y da como resultado
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2. Un sitio proteolitico de unién de dicho enlace peptidico, esto se encuentra
limitado por una constante de Michaelis extremadamente baja y una alta
velocidad catalitica. Las enzimas activas generadas permanecen unidas a la
superficie a través de dominios que también median sus interacciones con
inhibidores serin proteasas especificos .

Las enzimas del sistema fibrinolitico son plasmina, activador tisular del
plasminégeno (t-PA) y activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (u-PA) que se
encuentran solamente en la fase fluida (sangre y fluidos extravasculares) donde los
inhibidores también estan presentes, alfa 2 antiplasmina (a2 antiplasmina ) y los
inhibidores de los activadores del plasmindgeno (PAls), PAI-1, PAI-2. Las tablas 1y 2
nos muestran algunas caracteristicas moleculares como bioquimicas de los
componentes del sistema fibrinolitico *.

La plasmina unida a la fibrina no es inhibida por la alfa 2 antiplasmina, mientras
su interaccién en plasma es una de las mas rapidas. La activacion de la fase sélida y
la inhibicidn de la fase liquida asegura la especificidad de la fibrinolisis y el grado de
control de la degradacion de la fibrina. El dafio en el sistema fibrinolitico lleva a un
defecto en su activacion y un exceso en su inhibicién.

La capacidad de la fibrina para unirse al plasmindgeno y a sus activadores y la
unién del plasminégeno a la superficie celular para su activacion es el mecanismo de
proteolisis extracelular de mayor distribucién en el organismo. La union del sistema
de plasmindgeno a la superficie del coagulo de fibrina es el principal mecanismo

contra la trombosis, mientras que la unién de dicho sistema a la superficie celular
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contribuye a una variedad de funciones celulares normales como son la
ovulacion, desarrollo del embridn, curacion de las heridas y angiogénesis, también ha

sido implicado en situaciones patoldgicas tales como la invasién de células tumorales
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Figura 3. Localizacion de la secuencia fibrinolitica
en la superficie de la fibrina generada en
respuesta a una lesion endotelial .
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1.2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DEL PLASMINOGENO Y SUS
ACTIVADORES
El plasminégeno y sus activadores son secretados por el higado como
glucoproteinas de cadena simple y son subsecuentemente transformados en
enzimas de cadena doble que contiene dominios serinproteasa en su region carboxi
terminal y un nimero definido de médulos en su regién amino- terminal () .

Las serinproteasas del sistema fibrinolitico se muestran en la siguiente figura:

K3 K2

K2 K1 SP

Plasmi
K1 sminogen

K types 1, [2),, 31010

\/\_@ K type 11
Cé ? SP E R(- ; ? SP
[ —

Apolipoprotein(a) Pro-urokinase

K Kringle
F Finger
E Epidermal
T growth factor
Prothrombin SP Sering Proteinase
domain

Figura 4. Estructura modular de la protrombina, aPoIipoprotel’na y
proteinas del sistema fibrinolitico © .
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El dominio serinproteasa que se encuentra en la cadena ligera carboxi
terminal o cadena B de las moléculas, rompe preferentemente los enlaces peptidicos
Arg-Lis en sus substratos. Con respecto a los otros dominios, los dos activadores del
plasminégeno y el mismo plasmindgeno difieren en su estructura modular: t-PA
contiene 2 dominios kringle y un finger que tienen afinidad por la fibrina e
incrementan la actividad de la enzima que los contiene asi como su especificidad por
la fibrina y su dependencia para su activacion, en contraste u-PA contiene solamente
un dominio Kringle y el dominio factor de crecimiento, este ultimo es importante como
enlace a un receptor. De las estructuras de estos dos activadores se deducen sus
funciones diferentes con respecto a sus actividades. Mientras que t-PA es un
activador pobre en ausencia de fibrina por la interaccion con ella a través de sus
dominios finger y por los enlaces lisina en su dominio Kringle 2 con lo cual su
actividad incrementa y por lo que es responsable de la disolucion de la fibrina
formada en la circulacidn. La actividad de u-PA no es dependiente de la fibrina, se
une principalmente a receptores celulares a través de su dominio EGF y funciona
localmente como un disparador de la cascada proteolitica capaz de digerir la matriz
extracelular .

Los principales componentes del sistema fibrinolitico se muestran en la

siguiente tabla con algunas de sus propiedades moleculares.
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Componente Peso Amino Hidratos de Centros Dominios
molecular acidos Carbono %  reactivos
His 602
Plasmindgeno 92 791 2 Asp 654 5 Kringles
Ser 740
His 322 1 finger
70 530 7113 Asp 371 1 EGF
t-PA Ser 478 2 kringles
His 204 1 kringle
Asp 255 1 EGF
u-PA 54/33 411 7 Ser 356
a2-antiplasmina Arg 364
70 452 13 Met 365
Arg 346
PAI-1 52 379 Met 347
Arg 358
PAI-2 46/60 393 Tre 359

Tabla 1. Caracteristicas Moleculares de los componentes del sistema fibrinolitico .
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La tabla 2 muestra algunas de sus caracteristica bioquimicas.

Componente Sintesis Concentracién Vida Media
plasmatica Plasmatica
Mg/mL
Plasminégeno Higado 200 2.2 dias (Glu-Pgno)
0.8 dias (Lis-Pgno)
t-PA Células 0.005 5 min
endoteliales
u-PA Leucocitos
polimorfonucleares,
epitelio,
macrofagos 0.008 5-10 min
estimulados,

células tumorales,
fibroblastos

a2-antiplasmina  Higado y plaquetas 70 2.6 dias
PAI-1 Higado, células 0.05
endoteliales,
plaquetas, placenta
Polimorfonucleares <0.005
PAI-2 placenta

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los componentes del sistema fibrinolitico:
Glu-Pgno Glu plasmindgeno, Lis-Pgno Lis-plasminégeno @

1.2.a. Plasminégeno
El plasminégeno glucoproteina de peso molecular de 93 000 (Mr), de 791
amino acidos, 11 de ellos distribuidos en cinco mddulos Kringle, el modulo catalitico y
una secuencia aminoterminal de 67 aminoacidos con un acido glutamico en la
misma region como se muestra en la figura 5 @ Es sintetizado por el higado y circula

en el plasma a una concentracion de 1.5 uM, su vida media es de 2.2 dias.
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Figura 5. Secuencia de aminoacidos para el plasminégeno humano por
Petersen y colaboradores, 1990. La flecha abierta indica la union
péptidica Argss1-Valssz que es hidrolizada por los activadores para

transformar el plasmindgeno a plasmina. Treosss Y Aspase son sitios de
glucosilacién y Hisgos, Aspess Y Serza41 son componentes del sitio activo.

El plasminégeno es transformado por sus activadores en una enzima de
cadena doble, la plasmina, por la hidrolisis del enlace peptidico Arg561-Val562. El
dominio serinproteasa esta localizado en la region carboxi terminal (Val562-Asn791)
y contiene el centro catalitico activo, mientras que la regién amino terminal posee 5

secuencias homoélogas o dominios kringle y una region peptidica amino terminal de

77 residuos que pueden ser liberados por la plasmina hidrolizando un enlace

peptidico lisil.
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El plasminégeno nativo posee un acido glutdamico en su regién amino
terminal (Glu-plasminégeno), este péptido puede ser eliminado de la molécula nativa
mientras el residuo correspondiente en la forma hidrolizada por la plasmina es lis-
plasminégeno corresponde a la lisina, esta forma no es normalmente encontrada en
el plasma humano y estudios in vitro indican que no es una forma intermedia en la
activacion de plasmindgeno a plasmina unida a fibrina ®. En la figura 6 se muestra la
produccion de glu y lis plaminégeno.

Se han aislado 2 tipos de plasminégeno en el plasma humano: ambos se
encuentran glucosilados en diferentes aminoacidos, el tipo Il en Tre346 (situado en la
region del inter kringle 3 y el 4), el tipo | en Asn289 (localizado en el kringle 3). Los
kringles 1 y 4 median el enlace del plasminogeno a los residuos de lisina presentes
en la superficie de la fibrina o de las membranas celulares.

Para entender la importancia de produccion de glu y lis-plasminégeno se ha
retornado a las bases moleculares: pared del vaso — dafio tisular — produccion de

fibrina.
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Figura 6. Bases moleculares de la fibrinolisis y la importancia de glu y
lis plasmindgeno “4

La célula endotelial vascular sintetiza, almacena vy libera t-PA, el

plasma contiene glu-plasminégeno y a 2 antiplasmina, inhibidor de la

plasmina.

. El dafio tisular expone el subendotelio y permite la activacion de la
cascada de la coagulacion y la formacion de fibrina. La fibrina cubre
el subendotelio expuesto y absorbe plasminégeno en sitios de unidn
a la lisina.
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3. El activador tisular del plasmindbgeno se une a la fibrina
incrementando su capacidad de activacion del plasmindgeno, hidroliza
la unién arginina-valina en la porcion carboxi terminal resultando glu-
plasmindgeno, el cual rompe pequefios peéptidos de la porcion amino
terminal de la molécula exponiendo la lisina y produciendo cambios
moleculares conformacionales. El lis-plasminégeno formado es mas
sensible a la digestién del activador formandose mas cantidad de
plasmina.
4. La fibrina localizada es digerida por la plasmina y se producen los
productos solubles de degradacion
5. La plasmina libre es rapidamente unida y neutralizada por su
inhibidor
1.2.a.1. Propiedades estructurales y funcionales de los dominios
Kringles del plasminégeno

Los kringles son secuencias de 80 — 90 aminoacidos arreglados en una
estructura terciaria en circulo que contiene 3 vueltas internas y es estabilizada
rigidamente por 3 puentes disulfuro.

Los dominios kringle del plasminégeno numerados del 1 al 5, difieren entre si,
aunque tienen un 50 % de secuencia homdloga, se encuentran conectados al
dominio proteinasa por una secuencia que contiene el sitio de hidrélisis Argsgi-Valss
G

Los kringles 1 y 4 contienen subsitios funcionales formados primariamente por
residuos de amino acidos en el circulo interno, éstas estructuras especificas se
conocen como sitios de fijacion a la lisina, ahora denominados LBS, donde se unen a
la fibrina y membranas celulares. La estructura de este subsitio es un dipolo i6nico
con sitios opuestos anionicos de los cationicos de una pared hidrofobica (figura 7),

en ambos kringles el centro anionico esta constituido por Aspss y Aspsz, mientras que

el centro catidnico es principalmente representado por Arg7q y Arg s7 en el kringle 1y
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con Asps7 ¥ Lisss en el kringle 4, la distancia entre Argz1 y Aspsy corresponde a la
separacion de cargas ionicas en lisina o acido aminohexagdnico analogo a la lisina.
La depresion hidrofébica del kringle esta ocupada de residuos aromaticos que
interactian con los grupos metileno de la lisina colocada entre las cargas
estereoquimicas.

Estas interacciones especificas entre la lisina y el sitio de union a la lisina,
permite al plasminégeno unirse a la fibrina y a las membranas celulares ®. Cualquier
sutil variacion en los aminoacidos que forman la estructura del sitio de unién puede
alterar la habilidad de los kringles para unirse a estos residuos de lisina de la fibrina.
Los dominios kringle también permiten la unidn de plasmindgeno/plasmina a los
residuos de lisina disponibles en la superficie de la matriz extracelular. La plasmina
es capaz de degradar algunas proteinas de la ECM tales como fibronectrina,
vitronectina, fibrina y asi mismo activar formas cimogenos de varias
metaloproteinasas ®?. La plasmina también es responsable de la liberaciéon de

factores angiogénicos y de crecimiento en la ECM “1-82).
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SITIO DE UNION A LA LISINA

Figura 7. Sitios de union de la lisina “".

1.2.b. Los activadores del plasmindégeno

Los dos activadores del plasminégeno son secretados como glucoproteinas de
cadena sencilla que son transformados en enzimas de dos cadenas que contienen
un dominio serinproteasa en la regién carboxiterminal y un determinado numero de
modulos en la regidon amino terminal. Se han descrito dos tipos de activadores del
plasminégeno, Activador tisular del plasminégeno, t-PA (Mr 70 000) el cual tiene gran
afinidad por la fibrina y el activador del plasminégeno tipo uroquinasa, u-PA, (Mr 54
000) que es independiente de la fibrina, ambos en sus cadenas dobles y sencillas
tienen similar actividad fibrinolitica, pero uPA en su cadena sencilla es considerado
como pro-enzima (también conocida como pro-uroquinasa) que debera ser
transformado en uroquinasa, la cadena doble es la forma activa, pro-uroquinasa
puede participar junto con t-AP en fibrinolisis por un mecanismo que no necesita

union a la fibrina @,
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La region amino terminal de t-PA contiene 3 tipos de modulos funcionales, un
dominio finger (residuos 1-43) que se une al fragmento D de la fibrina (una secuencia
peptidica de la cadena alfa de la fibrina y permite su fijacion a la superficie del
coagulo “": un dominio constituido por residuos 44-91, homologos al factor de
crecimiento epidérmico, que media la unién a receptores celulares con el hepatocito;
y dos dominios kringle, uno de ellos (el kringle tipo 2) reconoce residuos de lisina en
la superficie de la fibrina ©, y el médulo catalitico que contiene la triada, serina,
histidina, arginina, que lo define como una enzima de tipo serinproteasa .

Mientras t-AP por si mismo es un pobre activador en ausencia de fibrina, al
interaccionar con ella a través de su dominio finger y al enlazarse a la fibrina por los
residuos de lisina en el Kringle 2, su actividad se ve aumentada en orden de 3 veces
su magnitud y es responsable de la disolucion del coagulo formado en la circulacion.
Es importante mencionar que la accion de la plasmina en la fibrina genera residuos
lisina terminal incrementando aun mas la unién al plasminégeno y proveyendo un
aumento positivo en el mecanismo de regulacion (retroalimentacion positiva). Es
también de notarse que la union a la fibrina no solamente causa un cambio
conformacional en t-PA sino también induce la forma Lis-plasmindgeno.

La activacion de u-PA por otro lado no es dependiente de fibrina,
principalmente se une a receptores celulares y funciona localmente para iniciar la
cascada proteolitica en la matriz extracelular .

La cadena A de la region amino terminal de u-PA esta caracterizada por dos
determinantes estructurales, un modulo factor de crecimiento (GFD) y un mddulo

kringle ©, el GFD que se une a receptores celulares, principalmente con u-PAR, tiene
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gran semejanza EGF en particular con respecto a la posicidén de los residuos de
cisteina, el dominio kringle con estructuras similares a los miembros de estas familias
y que no tiene afinidad por los residuos de lisina “*® contiene una secuencia que
interactua con su inhibidor especifico PAI-1 y a otros receptores de la membrana

r 2. En el dominio carboxi terminal se encuentra el centro catalitico, dicho sitio

celula
activo de la enzima representado por la triada de aminoacidos especificos de
serinproteasas, Hiszos, Asnass y Sersss 2. Cada dominio de la proteina tiene una
estructura rigida soportada por enlaces internos de disulfuro, tres de los cuales se
localizan en el dominio GFD, tres en el dominio Kringle y seis en el dominio
proteolitico, los cuales mantienen la debida orientacion de los residuos de
aminoacidos en el centro activo de la proteasa.

Los modulos finger y kringle 2 no forman parte de esta proteina, lo cual explica
la falta de afinidad de la pro u-PA por la fibrina ©.

La prouroquinasa por mucho tiempo fue considerada como un precursor de la
proteina, sin embargo puede convertir el plasmindgeno en plasmina, la plasmina a su
vez activa mas uroquinasa al hidrolizar los enlaces peptidicos Lisiss-llesg 'y
convertir la uroquinasa de cadena sencilla en doble cadena que es 200 veces mas
potente. La cadena B, como se muestra en la Figura 8, con ileisg en el final de la
cadena, se relocaliza en la bolsa de unién del sustrato, formando un par iénico entre
el NH,- del la llesg y el lado de la cadena de Aspyss ; estos cambios de conformacion
de la molécula, resultan en abrir el sitio de unidn del sustrato en el sitio activo de la
enzima 2,

u-PA de doble cadena, se encuentran unidas por un enlace disulfuro en
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Cis 148 y Cis 149, la cadena A contiene los dominios K y G, mientras que el
dominio proteolitico se encuentra en B, por lo que tiene la actividad enzimatica
catalitica dotada de propiedades de una argininesterasa. Una forma hidrolizada de u-
PA, consistente de una cadena B intacta y una pequefia region carboxi terminal de la
cadena A, tiene especificidad por sustrato y actividad catalitica especifica

comparable a la de la enzima intacta © 82,

d-chain

Single-Chaln urdkinase Two-chain uroKinase

Fig. 8.- Estructura de uPA. simple cadena y doble cadena
(G, dominio GFD, K kringle dominio y P, dominio proteasa) 2
Como todas las demas serin proteasas y en contraste con t-AP, la forma de
cadena sencilla de u-AP (pro-u-PA) tiene muy poca actividad catalitica. (6) La
activacién de pro u-PA se ha postulado bajo ciertas circunstancias y enzimas entre
ellas la mas probable es la plasmina, asi también se ha postulado el mas eficiente
sistema de generacion de plasmina incluye a la plasmina y sus cimogenos a través

de union en la superficie celular de un complejo multimolecular que contenga a u-PA

®)
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Figura 9. Resumen de las reacciones de uPA en la Activacion del plasmindégeno ©,

El u-PA es producido por una variedad de células y tejidos; células epiteliales
del rifidn, células de estructuras ductales o tubulares, alveolares, del tracto genital,
glandula mamaria y otros tejidos exdcrinos. También se encuentra involucrado en los
procesos de migracion celular en procesos invasivos tanto de estados no patolégicos
como patolégicos. Un ejemplo especifico de proceso migratorio es la implantacién del
embrion de mamiferos como uno de los mas espectaculares, los trofoblastos
invasivos producen u-PA, y la actividad proteolitica ayuda al blastocito a penetrar el
endometrio y despule un espacio para la implantacién y el desarrollo del embrion.
Las células inflamatorias, leucocitos polimorfonucleares y monocitos/macréfagos
actuan también como células migratorias e invasivas, de su sitio de produccion en la
médula 6sea a través de la circulacién a los sitios tisulares o de inflamacion,
atraviesan el endotelio vascular y otras barreras. Los agonistas inflamatorios entre

ellos algunas citocinas, promueven la produccion de u-PA por estas células mientras
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que los antagonistas tales como los glucocorticoides, disminuyen la expresion
del gen de u-PA ©82),

Las células con extraordinarias propiedades migratorias son el embrién y en el
adulto las células endoteliales vasculares. Bajo la influencia de factores
angiogénicos, en particular de (bFGF) factor de crecimiento de fibroblastos y (VEGF)
factor de crecimiento endotelial vascular, las células son inducidas a romper su limite
de membrana basal para migrar e invadir la matriz extracelular y finalmente
reconstituir una continua red de ramificaciones de capilares.

La angiogénesis es el fenomeno clave durante el desarrollo del embridn y los
mismos eventos ocurren ciclicamente durante la formacion del cuerpo luteo y el
desarrollo del endometrio en las mujeres adultas.

En la angiogénesis un aspecto critico de la proteolisis extracelular en
circunstancias fisiolégicas en la remodelacion de la matriz extracelular durante el
proceso de migracion celular, en la que los constituyentes de dicha matriz sufren
destruccion, debe ser localizada y controlada evitando un dafo irreparable a la
estructura del tejido invadido en el que no se efectuaria la migracion. Debe ser un
balance proteolitico y antiproteolitico perfectamente sincronizado. Una alteracion o
sobrexpresion de alguno de los constituyentes de dicho sistema altera la fina
regulacién del mismo y produciendo un estado patolégico ©.

En cambio varios estimulos producen liberacién de t-PA del endotelio vascular
a la circulacion: oclusion venosa, ejercicio fisico, anoxia, shock, shock eléctrico,

hiperpirexia, etc.
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La actividad inmunolégica plasmatica del t-PA es muy baja, 5 a 10 ng/mL
y no se corresponde con la actividad biolégica, debido a que la mayor parte esta
conformando complejos con el inhibidor PAI-1 y, solo un 5% se encuentra en forma
libre.

En presencia de fibrina, el t-PA y el plasminégeno se unen a la misma
formando un complejo ternario, y esto permite la conversion mucho mas eficiente a
plasmina del glu-plasmindgeno.

La produccion y liberacion normal de t-PA es indispensable para prevenir

enfermedad tromboembdlica y una buena actividad fibrinolitica.

1.2.c. El Receptor para el activador del plasminégeno tipo
uroquinasa, u-PAR

La importancia de que el proceso de proteolisis extracelular catalizada por u-
PA fuera controlada especificamente, llevo a la conclusion de la existencia de un sitio
de recepcion para dicho activador en las mismas células y en la membrana
plasmatica involucrada en dicho proceso ©.

La identificaciéon de un receptor para u-PA secretado en la superficie celular
asume el control de que la proteolisis extracelular, limita la zona afectada y concentra
la actividad de la proteasa en un sitio estricto de la superficie celular, evitando la
destruccion de mayor parte del tejido no involucrado en el proceso de migracion
celular ¢,

El u-PAR es una glucoproteina de 55 a 60 KDa " ', contiene en su region

carboxi terminal 31 amino acidos, dicha region altamente hidrofobica, contiene
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también el sitio de adhesion y de sefial por un glicerofosfolipido de anclaje, el

glicerofasfatidilinositol (GPI), localizado entre la serina , g2 y glicinagss .

En su
dominio amino terminal, se encuentra el sitio de unién de pro-u-PA ©.

El u-PAR maduro, contiene 28 cisteinas presentes también en otras proteinas
de anclaje de membrana, la familia Li-6, estos residuos de cisteina solamente forman
enlaces disulfuro intradominios ©.

En u-PAR maduro existen también 5 sitios de glucosilacion, uno de los cuales
se encuentra en la regibn amino terminal en el residuo asparaginas, en el dominio |
de unidn, los otros dominios aun no estan bien estudiados ). Esta unién de hidratos
de carbono tiene la funcion de modular la unién del ligando, la union de u-PA se
localiza en uno de los 7 residuos que forman la asa Q en el dominio | ©2).

La proteina estructural anclada en la membrana plasmatica por la molécula de
glucofosfatidilinositol (GPI), es fijada a la proteina durante eventos postraduccionales
los cuales incluyen un paso de hidrolisis en la parte carboxi terminal previa a la unién
de la molécula de glucolipido, en el receptor humano se cree es Glizgs. GPI genera
una sefal al lado citosdlico de la membrana plasmatica a través de sefales de
transduccion, en particular a través de fosforilacién de proteinas, tirosin cinasas que
10, 25).

se encuentran asociadas a GPI ¢

La figura 10 nos muestra la estructura primaria del u-PAR humano.
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1.2.c.1. Laexpresion de u-PAR
La expresion del receptor de u-PA esta intimamente relacionado con el
fenotipo celular, al igual que el numero de receptores, la afinidad y su distribucion®.
La expresién de u-PAR se ha identificado en muchas lineas celulares, entre ellas en
células circulantes como leucocitos polimorfonucleares, monocitos, linfocitos T .y
linfocitos NK, macréfagos alveolares, queratinocitos, trofoblastos, miocitos, endotelio

vascular, musculo liso © 7.

| DOMAIN I ]

L

Figura 10. Estructura primaria de u-PAR humano 9.

Las caracteristicas bioquimicas del receptor en las diferentes células es similar
y radica en el disefio o limite de glucosilacion, lo cual le confiere cierta afinidad y

expresion en cada tipo celular ©.
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Los monocitos y neutréfilos normales contienen u-PA y u-PAR vy estas
proteinas en conjunto con otros sistemas proteoliticos las utilizan al ser activados
para migrar a los tejidos. En los neutréfilos u-PAR y u-PA se encuentran
almacenados en algun compartimiento de los granulos que rapidamente translocan y
fusionan con la membrana plasmatica cuando se estimulan (1%,

En el tracto gastrointestinal, u-PAR es expresado por las células epiteliales
luminales situadas cerca de las células similares a fibroblastos que producen uPA en
la lamina propia, asi la generacion de plasmina es controlada en los puntos
especificos por cooperacion de ambos tipos de células. Durante el proceso de
cicatrizacion en la piel, u-PAR es expresado por los queratinocitos localizados en la
capa de células epiteliales que migran debajo de la herida. u-PA y PAI también son
expresados en los queratinocitos que migran indicando que las tres moléculas estan
implicadas en la regulacion de la proteolisis extracelular durante la migracion de los
queratinocitos ("9,

Cuando se inducen las células endoteliales a migrar en una respuesta a una
sefial angiogénica, se expresan un incremento en los niveles de u-PA y su receptor,
mediado por citocinas, en particular por factores de crecimiento para fibroblastos que
activan por lo menos de una manera autocrina a la célula, la cual expresa mas
actividad enzimatica de u-PA y mayor expresidon de receptores en la membrana
celular. Bajo estas condiciones hay una degradacién del sitio subyacente de la
membrana basal, se invade la matriz extracelular, las células incrementan la

actividad de u-PA en la superficie y se expresan mas receptores plasmaticos; esto
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confirma que la interaccion de u-PA/u-PAR es un parametro importante en la
migracion celular © 1% 2%,

La polarizacién de los receptores va de acuerdo a que uPAR sirve como un
sitio de activacién del plasmindégeno en la regidn de la membrana plasmatica donde
la proteolisis se requiere para la migracion celular ©.

La expresion de u-PAR por células malignas se basa en la localizacién de la
actividad proteolitica en la superficie celular como una importante actividad en la
migracion celular y por lo tanto en la invasion y metastasis. Los reportes existentes
indican que las células malignas por lo menos en ciertos tumores expresan el
receptor de u-PA, los primeros reportes fueron de adenocarcinomas de colon, mas

recientemente para carcinomas de mama y melanomas en estadios avanzados ©.

1.2.c.2. Apectos funcionales de la internalizacion del receptor

A diferencia de otros receptores que endocitan su ligando extracelular
rapidamente, u-PAR no internaliza u-PA ligando; este permanece completamente
activo en la superficie celular durante 4 a 6 hrs, de vida media a 37°C, dependiendo
del sistema celular. Diferentes inhibidores de la plasmina (a2 antiplasmina) para la
plasmina en fase fluida, inhibidores de u-PA (PAls) son capaces de interactuar con
u-PA unido a u-PAR e inhibir su actividad enzimatica en la superficie celular @
También complejos preformados uPA/PAls, se pueden unir al receptor aunque con
menor afinidad que uPA libre. Una vez que el complejo uPAR/UPA/PAI-1 se ha

formado en la superficie celular, se lleva a cabo otro importante proceso, la rapida
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internalizacién y degradacién de dicho complejo (u-PA/PAI-1) por enzimas
lisosomales. u-PA unido al receptor es menos susceptible a la accion de los
T . . . s ‘2 (7,74, 75)
inhibidores que la enzima libre, pero esta unién no la protege de su accién .
Existen receptores adicionales en este proceso de internalizacién, receptores
pertenecientes a la familia de lipoproteinas de baja densidad: LRP es el receptor
relacionado a proteina un receptor de proteinas de baja densidad, el receptor de o-

macroglobulina (a2MR) y la glucoproteina epitelial 330 (gpsso) 7 7.

El complejo cuaternario (u-PAR:u-PA-PAI-1:02>-MR) puede ser internalizado como
una unidad, llevado subsecuentemente (u-PA-PAI-1) a los lisosomas, mientras que u-

PAR y a2-MR son por lo menos en parte reciclados a la superficie celular ¢ 87,

1.2.c.3. Sefiales de transduccion generadas por u-PAR
Ademas de proveer una proteolisis extracelular, la uroquinasa unida a su receptor,
activa la sefalizacion intracelular, induciendo rearreglos del citoesqueleto y
redistribucién de contactos adhesivos que afectan la adhesion y migracion de la
célula (3> 26.82),

El u-PAR unido a su ligando (u-PA/u-PAR) efectua senales de transduccion en
la célula por medio de proteinas transmembranales del sistema de tirosin cinasas,
produciendo fosforilacion de las mismas, generando una sefal en el lado citosdlico
de la célula y actuando como un factor de crecimiento > 26 76).

Estos efectos de sefal de transduccion se han observado en células en

n (.27

crecimiento, migracion y en adhesio ). Un modelo es ejemplificado en la fig. 11
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Figura 11. Modelo para uroquinasa activada en una cascada de sefalizacion que
dirige a la adhesién, crecimiento y migracion, celular. U-PAR esta localizado en la
membrana lipidica, los microdominios unidos con caveolin, Src kinases, focal
adhesion kinase (FAK) y posiblemente otros componentes; las integrinas son
fisicamente conectadas a el citoesqueleto a través de una variedad de moléculas,
como talina (Tal), paxillin (Pax), and vinculina (Vin), un marcador de adhesion placas.
B. Despues de que uPA se une a uPAR, el GPI se mobiliza y se asocia con las
integrinas:, formando un complejo que inicia una cascada de senalizacion.
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La polarizacion de los receptores de u-PA en las células que migran en un
gradiente quimiotactico es compatible con un sefialamiento localizado que afecta

regiones discretas de la célula en una organizacion del citoesqueleto de la misma,

esta accion forma parte de un control del movimiento celular, figura 12 ©24-

Ambas acciones que son simultaneas con la actividad proteolitica de uPA en
(10, 25)

la superficie celular completa la accidén de la migracién celular

Protrusion Direction of cell
movement

#rEg
i'. '.'I‘

.
L.
'l"

ECM adhesion sssssssasss
I .t' 4 ‘:.
" ol R uPAR
4 Ruffling "Ry ’
P1 integrin \ / A

activation
Rho-GTP/ Rac-GTP
ROCK

Fra-1 *— ERK

Oncogenic Ras

Figura 12. Camino de sefializacién dependiente-ERK, regula la motilidad %,
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1.2.c.4. Papel de u-PAR

El hecho de que el sistema plasmindgeno/plasmina funcione asociado con la
superficie de la membrana celular, el receptor de uPA tiene un papel importante en
dicho sistema, en particular con la actividad proteolitica que involucra la unién de las
proteasas a determinantes celulares que permite en primer lugar tener una accion de
tipo paracrina, donde las proenzimas pueden ser sintetizadas y secretadas por unas
células pero también sirven para que otras células del tejido adquieran la capacidad
de catalizar proteoliticamente en su propio microambiente, como sucede en el caso
de espermatozoides que unen u-PA producido por células epiteliales del tracto
genital o también de ciertos tumores en los cuales uPAR puede estar presente en las
células del tumor mientras que uPA es sintetizado por células del estroma, esto
explica la migracion celular y la metastasis © 1015 82)

Ciertos componentes de la matriz extracelular pueden ser degradados
directamente por la plasmina y ciertos cimoégenos de la matriz como metaloproteasas
que pueden ser activados por la misma plasmina, activando directa o indirectamente
su efecto catabdlico en la matriz extracelular. Otro tipo de efecto es que los factores
de crecimiento pueden ser activados por plasmina y uPAR también incrementa
grandemente su activacion en las formas latentes y focaliza la accion de dichos
factores y restringe su actividad a una poblacion limitada de células o quiza a
subdominios de células "% ).

El plasmindgeno y la plasmina pueden unirse a superficies celulares a través

de sitios de union de lisina en los kringles. La presencia simultanea de pro-uPA, u-

PAR, plasminégeno y plasmina en la superficie celular, resulta en la unién de un
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sistema muy eficiente de generacién de plasmina. En particular la activacion de
pro-uPA a u-PA es muy acelerado en esta configuracion ©.

Mientras la plasmina soluble es rapidamente inactivada por su especifica
serpina azantiplasmina, al estar asociada con la membrana plasmatica se encuentra
protegida de su inhibidor macromolecular.

u-PAR es también un receptor de alta afinidad para la proteina de la matriz
extracelular, la vitronectina, la cual se une a su vez a integrinas. El sitio de union a

vitronectina es diferente al sitio de union de uPA, por lo que no compite con él

(25, 82)

1.2.c.5. u-PAR soluble

Se ha identificado una forma soluble de u-PAR (su-PAR) en el plasma de
individuos sanos, mientras que en individuos con algun tipo de cancer los niveles
encontrados son mas elevados.

Su-PAR puede ser generado por alternativo splicing del mensajero de u-PAR
(m)RNA. Las funciones de su u-PAR son quimoatrayente después de hidrolizar entre
los dominios 1 y 2 por una proteinasa, incluyendo u-PA, plasmina o quimiotripsina.
Actualmente el papel de su-PAR en modular la progresion del cancer se ha
pensado resulta de la limpieza de u-PAR o alternativamente regulando la

sefalizacion en la célula ®?.
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1.3. INHIBIDORES SERIN PROTEASAS (SERPINAS)

El sistema fibrinolitico es regulado por inhibidores de los activadores del
plasmindégeno, los cuales son también miembros de inhibidores serin proteasas
clasificada como una superfamilia SERPINSs, (serpin = serin proteasa inhibidor) * ¢,
son proteinas homologas de un gen ancestral comun de cerca de 500 millones de
afnos, en el presente se conocen cerca de 40 diferentes proteinas de esta
superfamilia de serpinas originarias de virus, plantas y organismos superiores, las
mas estudiadas son las encontradas en el plasma humano también como
reguladores de procesos inflamatorios aparte del sistema fibrinolitico ®)

Son glucoproteinas pequefas de cadena sencilla, de mas de 350 residuos de
aminoacidos, en las que su region carboxi terminal contiene el sitio reactivo P1’, el
cual es una serin proteasa y los residuos P1y P2 que determinan la especificidad de
la enzima blanco. La reactividad transmitida de la region carboxi terminal se
encuentra mas bien limitada al exhibirse las secuencias de la regidbn amino
terminal®.

El siguiente sistema es usado para numerar los residuos de aminoacidos de la
serpinas: - ...... -P3-P2-P1-P1°-P2°-P3- ...... -COOH, el sitio reactivo es formado por
residuos P1 y P1°. Algunas serpinas parece faltarles completamente la habilidad
inhibitoria, mientras que otras pueden actuar como inhibidores o sustratos
dependiendo de la proteinasa y de las condiciones de la reaccién. Cuando actuan
como inhibidores forman complejos estables 1:1 con su enzima blanco, figura 13,
cuando la serpina actua como sustrato para la proteinasa, se limita la proteolisis del

centro reactivo, el sitio primario de hidrdélisis se encuentra dentro del dominio en los
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11 residuos aproximadamente, del P10 a P1°donde la posicion P1 representa el
sitio de hidrdlisis de la proteinasa blanco normal. Como resultado de esta hidrdlisis, la
serpina que posee potencial inhibitorio sufre un mayor cambio conformacional el cual
resulta en un significante estabilizacion relativa a la serpina no hidrolizada (1.

En cambio las serpinas no inhibitorias (por ejemplo ovoalbumina vy
angiotensina) no sufren cambio conformacional o estabilizacién como resultado de la
hidrdlisis del centro reactivo (19,

El residuo P1 del centro reactivo es sumamente importante en la especificidad

de inhibicion asi como los sitios secundarios de interaccién para una rapida reaccion

de las serpinas y sus enzimas blanco '®.

Figura 13. Representacién esquematica de la reaccién
entre una serpina () y una serinproteasa (E). Ambas
forman un complejo bimolecular, el cual es aparentemente
estable por su enlace covalente (éster) entre el atomo de
carbono carbonil del residuo localizado en la posicion P1
del sitio reactivo de la serpina P/ el atomo de oxigeno del
residuo serina de la proteinasa '®"

Los inhibidores nativos y los hidrolizados proteoliticamente permanecen en la
circulacién, mientras que los que forman complejos con la enzima son reconocidos

por receptores hepaticos y rapidamente eliminados 4.
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La molécula nativa existe en forma tensionada o forma S, debido a que el
modulo que contiene el centro reactivo se encuentra extendido. La hidrdlisis del
centro reactivo resulta de una estable separacion de los dos residuos hidrolizados
(P1-P17) en los polos opuestos de la molécula y toma una forma relajada, forma R.
La forma S es favorable como forma estable, complejos en estados intermedios con
el blanco proteasa y su hidrdlisis cambian a la molécula en una forma inactiva mucho
mas estable -

La inhibicion de las serinproteasas por las serpinas, ocurre a través de la
interaccion del centro catalitico de la proteasa con el sitio expuesto mévil del
inhibidor, este sitio reactivo se encuentra en el moédulo también llamado region del
anzuelo (bait), es usualmente localizada entre el residuo 30 de su carboxiterminal. Es
muy importante que la secuencia de aminoacidos sea conservada, cualquier
alteracion a lo largo del centro activo de la serpina altera su reactividad y también la
especificidad de su blanco proteasa ©.

La interaccion de la serpina con su blanco proteasa puede seguir 2 caminos
como se muestra en la figura 14, uno de sustrato y otro como suicida. En el primero
la serpina actua como un sustrato y la reaccidon se procesa segun los lineamientos
de la serin proteasas y su sustrato genuino. La Enzima y la serpina forman un
complejo de Michaelis con uniones de hidrogeno que es convertido en un
intermediario tetraédrico metal estable, en seguida se forma un complejo acil-enzima,
que consiste de un enlace ester entre la union del grupo carboxi del residuo P1 de el
inhibidor y el grupo hidroxi del residuo serina de la proteasa. Finalmente via un

segundo complejo tetrahédrico, se genera una serinproteasa activa y una serpina
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hidrolizada. EIl segundo camino (suicida) los principios son idénticos para el
camino de sustrato, solo que el complejo serpinproteasa es virtualmente capturado
en algun punto, la serpina hidrolizada es muy poca y, consecuentemente, en vivo
estos complejos son usualmente eliminados antes de que ocurra la hidrdlisis

completa de la serpina ©.

E+1°
K1 K2 K3 7
E+l < El - [EI
K4 N
E-° > E+I°
K5

Figura 14. Caminos que puede seguir una serpina con su serin
proteasa

El inhibidor (I) forma un complejo reversible (EI) con su
blanco serin proteasa (E) con una constante bimolecular K1. Este
complejo reversible puede disociarse en sus componentes con
una constante K1. Consecutivamente, un intermediario (El") se
forma, este puede transformarse en un complejo estable E-I°, con
una constante K4, o puede reaccionar de acuerdo a un camino de
sustrato resultando una enzima libre y un inhibidor hidrolizado (1°),
hidrélisis entre los residuos P1-P1° del centro reactivo.
Finalmente, un complejo bimolecular estable E-I° puede
disociarse con una constante K5 en una enzima libre y un
inhibidor inactivo hidrolizado (I°), posiblemente esta reaccion final
en vivo no ocurre considerablemente ya que los complejos son
capturados antes de llegar al final de la reaccién ©.
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1.3.a. PAI-1

El mayor inhibidor del activador del plasmindgeno en el plasma es el PAI-1 ®),
es una glucoproteina 50 KD ® que es secretada por las células endoteliales y por el
higado que circula en el plasma como un complejo equimolecular 1:1 unido a t-PA, u-
PA o reversiblemente unido a vitronectina, una proteina acarreadora y que estabiliza
su actividad .

El PAI-1 se encuentra en mayor concentracion como constituyente de los
granulos o de las plaquetas, su principal reservorio en las que se encuentran 4000 a
8000 moléculas por plaqueta, 100 a 200 ng/mL de sangre, mientras que en el plasma
libre se encuentra alrededor de 10 ng/mL. En condiciones no patolégicas PAI-1 se
encuentra en las células endoteliales de venas y arterias y su sintesis va ligada para
formar parte de la matriz subendotelial para controlar la activacion del plasminégeno
dependiente de procesos extravasculares, lo que explica su baja concentracion
plasmatica y su rapida eliminacién por el higado ©.

El PAI-1 reacciona con el t-PA de cadena doble o sencilla y con u-PA de
cadena doble. PAI-1 es incapaz de inhibir a t-PA unido a fibrina, pero puede inhibir
eficientemente a u-PA de cadena doble unido a membranas celulares ©.

PAI-1 interacciona con vitronectina, heparina, fibrina y serinproteasas (8.18)

La Interaccion de PAI-1 con: vitronectina, (es una glucoproteina que se
encuentra como una proteina dimérica en el plasma), se propone que la vitronectina
y PAI-1 se enlazan 1:1 estequiometricamente, el sitio de enlace de la vitronectina es

en la mitad de la region amino terminal de la proteina, mientras que el inhibidor no se
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sabe ciertamente cual es su sitio de enlace con la vitronectina. Al unirse con PAI-
1 este aumenta su estabilidad en su forma activa ©.

La vitronectina actua obligatoriamente como un cofactor para la inhibicion de
trombina por PAI-1 pero en contraste con el efecto de vitronectina, heparina no
incrementa la estabilidad de PAI-1, media la aceleracion de la inhibicién de trombina
por PAI-1, esto tiene gran significado en la regulacién de procesos proteoliticos en la
matriz extracelular @,

El enlace de PAI-1 con la fibrina polimerizada es especifica, reversible y
saturable. Los diferentes sitios de union para PAI-1 con la fibrina se encuentra entre
los aminoacidos 110 y 145 y entre 284 y 294, este ultimo es exclusivo para unirse a
fibrina mientras que la primera puede unir vitronectina y otras serin proteasas como
t-PA, u-PA y trombina. La existencia de estos sitios de union multiple para t-AP y
fibrina implica un modelo que describe la secuencia de eventos durante los estados
iniciales de la fibrinolisis. Este modelo propone que t-PA media la activacion del
plasmindégeno en presencia de fibrina y el papel de la fibrina unida a PAI-1. Bajo
condiciones de exceso de PAI-1 unido a fibrina, el coagulo es protegido de la
degradacion en virtud de estar capturado de la fase liquida t-PA por PAI-1. La
interaccion de t-PA con PAI-1unido a fibrina causa una rapida disociacién de PAI-1y
forma complejos inactivos t-PA/PAI-1. Se ha creado la hipdtesis de que estos
complejos disociados de la fibrina son debidos a una competencia entre t-PA y
fibrina por el sitio de unién de PAI-1. Estos complejos inactivos unidos a fibrina por un
dominio de t-PA compite con t-PA libre y la union de estos complejos previene la

generacion subsecuente de plasmina ®.
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Bajo condiciones de exceso del activador, el inhibidor se puede agotar
resultando union del activador libre a la fibrina, esta unién captura plasminégeno de
la fase fluida que es convertido en plasmina. La plasmina genera lisinas carboxi
terminales activando sitios de union del plasmindgeno a la fibrina que después une t-
PA de la fase fluida. La union de plasmindgeno a fibrina resulta en un cambio
conformacional que convierte muchos sustratos para t-PA. La hidrdlisis de fibrina por
la plasmina remueve PAI-1 unido a fibrina causando una aceleracién en la fibrinolisis.
Este PAI-1 proveniente del trombo rico en plaquetas unido a fibrina es una eficiente
localizacion para inhibir la fibrinolisis y proteger una lisis del trombo prematuramente.
La trombina tiene una doble funcion en la hemostasis, aparte de ser una enzima de la
coagulacion actua también como agente antifibrinolitico que activa las plaquetas y
libera localmente PAI-1 dentro del trombo ©.

Bajo este criterio trombina es también una serin proteasa blanco de PAI-1 en
la presencia de vitronectina y la aceleracion de la reaccion se debe al incremento de
afinidad de la trombina al complejo PAI-1/Vitronectina, trombina, PAI-1 y vitronectina
forman complejos ternarios no covalentes y complejos binarios equimoleculares entre
t-AP y PAI-1. La trombina y vitronectina ocupan distintos puntos de union entre los
amino &cidos 110 — 145 en PAI-1 permitiendo la formacién de dichos compuestos ©.

La interaccion de PAI-1 con serinproteasas,. Los dos activadores del
plasminégeno son serinproteasas de PAI-1 que son rapidamente inactivadas, en este
evento los sitios de interaccion entre el y t-PA son el centro P1 en el residuo arginina
346 de PAI-1 y el centro catalitico serina 478 de t-PA, entre la region 110-145 de PAI-1

y un dominio no conocido de t-AP y entre un dominio cargado positivamente en PA-1
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localizado entre los residuos liszgs Y gluspz €n la proteasa de t-AP y en una region
cargada negativamente de PAI-1 ©).

El mecanismo de accién de PAI-1 segun el esquema de reaccion de las
serpinas, entre los dos caminos puede ser modulado por la trombina, al formarse el
complejo trombina/PAI-1 el inhibidor es hidrolizado pobremente, por lo que respecta
a t-PA y u-PA se estipula que sigue el camino suicida en la que PAI-1 es hidrolizado

proteoliticamente ©.

1.3.b. PAI-2

Un segundo inhibidor del activador del plasminégeno es PAI-2. Es un
polipéptido de peso molecular de 46 600 Da © *%).

Por sus caracteristicas se encuentra agrupado dentro de la subfamilia de
ovalbumina, Ov-serpinas; en esta familia se encuentran incluidas también Maspin, el
producto de un gen tumoral supresor, el antigeno de células de carcinoma escamoso
SCCA-1 y SCCA-2, inhibidor de la elastasa neutrofila y el inhibidor de la trombina
placentaria o P1-6 entre otros de importancia © °%.

PAI-2 es la unica que se caracteriza por existir en ambas formas, secretada y
citosdlica, la forma intracelular de bajo peso molecular y la secretada de alto peso
molecular "”; juega un papel integral en la regulacién del activador del plasminégeno
tipo uroquinasa y del activador del plasmindgeno tipo tisular, cuya actividad con el
primero se ha caracterizado en la remodelacion tisular, y el segundo en la fibrinolisis.
PAI-2 también puede controlar eventos en la proteolisis intracelular unido a

estructuras celulares y tiene un papel importante en la respuesta inflamatoria y en la
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apoptosis asi como en la diferenciacion y migracién celular, como se muestra en
la Figura 15, © 1317,

PAI-2 es una molécula alfa globulina, existe en dos formas moleculares 47 vy
60 KD las cuales difieren solamente en su grado de glucosilacion, PAI-2 no
glucosilado es mas abundante y solamente es detectado intracelularmente mientras
que la forma glucosilada es la forma secretada, la proteina es glucosilada en tres
sitios y posee su centro reactivo en argininasgo y treoninagg; & 12 %),

Datos fisicoquimicos han indicado que ambas formas inhiben eficientemente a
u-PA y t-PA de doble cadena y reacciona muy pobremente con
t-PA de cadena sencilla. Cuando t-PA se une a fibrina es protegida de PAI-2, su
funcién principal es inhibir u-PA en el espacio extravascular y tiene una menor
funcién en controlar t-PA en el proceso de fibrinolisis © '),

PAI-2 se une irreversiblemente a su blanco proteasa, es hidrolizado
proteoliticamente actuando como un sustrato suicida © 2,

PAI-2 esta asociado con multiples procesos biolégicos como se muestra en la
figura 15, bajo condiciones normales PAI-2 se encuentra en niveles bajos de
deteccidn en el plasma o suero, sin embargo se incrementa marcadamente durante
el embarazo; se ha observado en liquido amnidtico y plasma del cordon umbilical; en
este estado es de origen fetal y es sintetizado por las vellosidades del epitelio
sincitiotroblastico. También se han demostrado valores altos en pacientes con
leucemias mielomonocitica, monocitica aguda y en nifios con linfoma .

PAI-2 es sintetizado por monocitos, macréfagos, leucocitos y queratinocitos,

endotelio vascular, células de la granulosa de estados normales © '),
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En procesos malignos se ha identificado en expresién alterada, mas
notablemente en carcinomas de pulmoéon y de mama principalmente, y entre otros
como tumores endometriales y gastricos, por lo que se le ha querido utilizar como un
marcador tumoral. En estudios realizados en carcinomas de mama de pacientes con
nodulos negativos, los niveles elevados se han asociado con buen prondstico y
sorebrevivencia libre de la enfermedad, mientras que niveles bajos asociados al
tumor han demostrado corto relapso y posible metastasis 1> 93 119)

La plasmina generada en la superficie de las células migratorias facilita la
degradacion de la matriz extracelular en estados normales y patoldgicos, la unién de
u-PA (pro-u-PA) al receptor inicia y potencializa la formacién de plasmina en la
superficie celular; esta plasmina unida a la superficie celular es protegida de la
inhibicion de alfa 2 antiplasmina que restringe la proteolisis en la superficie celular.
PAI-2 inhibe el receptor unido a u-PA de cadena doble eficiente y completamente.
También puede unirse al receptor soluble y unido a u-PA de cadena sencilla
regulando la proteolisis en la superficie celular ©.

Los complejos u-PA/PAI-2 unidos al receptor de u-PA son hidrolizados en 2
fragmentos, uno de 70 KDa el cual contiene el sitio activo de u-PA y PAI-2y otro de
22 KDa representando la porcion amino terminal de u-PA el cual se une al receptor,
ambos fragmentos permanecen unidos a la superficie celular; el fragmento de 70
KDa es endocitado o liberado mientras el otro fragmento pequefio permanece unido
a la célula previniendo que se una otro u-PA intacto ©.

PAI-2 es un importante componente de la respuesta inflamatoria, su

biosintesis y secrecibn obedecen a respuesta de endotoxinas, y mediadores
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inflamatorios como TNF, IL-1 e IL-2. El centro reactivo de PAI-2 esta desprovisto
de metionina proporcionando una resistencia a la inactivacion por oxidantes liberados
de los neutrdfilos; continuando con su actividad inhibitoria durante la inflamacion y
contribuyendo al desplazamiento y mantenimiento de la fibrina durante estas
reacciones como se requiera ©.

Su localizacién intracelular le da un papel citosdlico independiente de la
inhibicion de uroquinasa. PAI-2 muestra similaridad con CrmA, una serpina viral que
inhibe IL-1, convirtiéndola en una enzima (ICE), un potente inductor de apoptosis en
muchos sistemas celulares, por o que se ha sugerido que puede interactuar con
dicha enzima o proteasas relacionadas. El sistema del plasmin6geno activamente
participa en los procesos de reparacion de heridas cutaneas, muchos componentes
en la cascada de activacion del plasminégeno son detectados en los queratinocitos,
con la posibilidad de que PAI-2 es el principal modulador de la proteolisis intracelular

en estas células ©.
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Figura 15. PAI-2 asociado con multiples procesos bioldgicos ®),

Como se ha mencionado anteriormente, PAI-2 es expresado en diversos

procesos fisioldgicos y patoldgicos del organismo, la expresion de su gen es influido

por numerosos agentes,l promotor tumoral, factores de crecimiento, citocinas, AMPc,

agentes vasoactivos, toxinas, hormonas esteroides, como se muestra en la figura 1,

por lo que el mecanismo de regulacion de la expresion del gen es muy complejo (.93

La regulacién de la expresion de PAI-2 abre un camino mas en la terapeutica

de procesos en los que participa.
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Figura 16. Agentes que influyen la expresion del gen de PAI-2 &

1.3.c. Inhibidores de la Plasmina
1.3.c.1. ap-antiplasmina es el inhibidor de la plasmina en fase liquida. Es una
glucoproteina de cadena sencilla, de peso molecular de 70 KD, ( Mr 70 000 ), su
concentracion plasmatica es de 1 uM (70 mg/dL ). Se sintetiza en el higado y su vida
media es de 3.3 dias. Tiene tres propiedades funcionales mayores:
1. reacciona con la plasmina en una reaccion de segundo orden, para formar un
complejo estequiométrico1:1; este complejo desaparece de la circulacion en
0.5 dias.
2. Interfiere con la adsorcion del plasminégeno a fibrina.
3. Tiene sitios de unién especificos para plasmina y fibrina.
En la union con la primera su alto rango de inhibicion es el resultado de un doble

sitio de interaccion entre la region carboxi terminal de la alfa 2-antiplasmina y los
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sitios de union de la lisinas, LBS, del kringle 1 y los sitios reactivos de ambos la

enzima y el inhibidor. Cuando los LBS de los kringles en la plasmina estan

ocupados por los residuos de lisina en la fibrina o las membranas celulares, la
plasmina unida no puede unirse a a-2-antiplasmina y ser inhibida. La inhibicion de
la plasmina en solucidn por a-2-antiplasmina restringe la generacion de plasmina

a la forma glu y dificulta mas la degradacion de la superficie, controlando la

extension de la fibrinolisis .

El sitio de entrecruzamiento de a-;-antiplasmina con fibrina es Glu,, muy cerca de
la region amino terminal; dicho entrecruzamiento se establece por accién del factor
Xllla, que cataliza una unién glutamil-lisina entre el Glu, de la a-2-antiplasmina y la
lisina del carboxi terminal de la cadena a de la fibrina estableciendo un enlace
covalente. Entonces la a-;-antiplasmina tiene 3 sitios funcionales: el sitio de union
LBS, el sitio de entrecruzamiento y el sitio reactivo 49,

1.3.c.2. ax-macroglobulina otra serpina que inhibe a la plasmina en caso de falta
de oy antiplasmina, es una proteina dimérica de peso molecular 725 KD. Esta
formada por 4 subunidades idénticas de 185 kD, unidas por puentes disulfuro. Cada
unidad contiene una secuencia especifica de aminoacidos region bait, que es
susceptible a hidrdlisis. Cuando esto sucede por accidon de proteasas, se produce un
cambio conformacional de la molécula, que se traduce en una union irreversible de la
enzima sin bloqueo del sitio activo. Este mecanismo de inhibicién es conocido bajo
el nombre de trampa molecular. Es producida por el higado, se encuentra en el

plasma su vida media es de 135 — 180 horas, su accidén se ejerce sobre todas las
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proteasas (carboxi, metalo, serino, tiol, etc.), los complejos son depurados
rapidamente del plasma, la concentracidon plasmatica es de 2.5 g/L, también inhibe a
la calicreina “¥).
1.3.c.3. Inhibidor de C1.- Es una glucoproteina con peso molecular
105 000; se encuentra en el plasma en una concentracion de 0.2 g/L y es capaz de
inhibir la calicreina plasmatica, los factores Xlla, Xla'y C1 “*¥, es una glucoproteina
rica en Histidina (HRG). Es un inhibidor del plasminégeno debido a su alta afinidad

por el LBS del mismo, por lo tanto reduce la unién del plasminégeno a la fibrina “9.

1.4. OTROS COMPONENTES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

En adicion a los activadores del plasminégeno y los inhibidores del sistema,
éste también es regulado por la unién a proteinas o receptores.

Ademas del receptor para uroquinasa que ha sido bien definido, se han
descrito diferentes receptores para t-PA. t-PA parece ser depurado por el higado
por diferentes mecanismos, uno de ellos dependiente de glucosilacion de t-PA y
definido como receptor de manosa; otro dependiente de unién de estructuras en la
molécula de t-PA cerca de su estructura EGF y del finger y un mecanismo de
receptor a través del cual el t-PA forma un complejo con PAI-1 y es removido de la
circulacion; este ultimo parece estar relacionado con las lipoproteinas (LRP); este
receptor relacionado a proteina, también se encuentra ademas del higado en las
células endoteliales y otras células como los fibroblastos. LRP es capaz de enlazar
complejos como t-PA/PAI-1 y u-PA/PAI-1, lactoferrina, virus y componentes del

metabolismo de lipidos como Lp(a). La union de estas sustancias al receptor es
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seguida por captacion dentro de la células e induccidén de una respuesta en la
célula incluyendo aumento en la sintesis de PAI-1 “9.
Todos los receptores para el plasminégeno parecen jugar un papel en la

regulacion de la fibrinolisis, sus caracteristicas se muestran en la tabla 3 .

Receptores MW Amino acidos Ligandos Accibén
Plasmindgeno |37.45 K1, K4 Celular
LBS
u-PA (glu) 55-60 313 EGF GPI
(no glu) 35 Activa u-PA
t-PA 1 40 EGF Activa t-PA
t-PA I 175 Manosa Depura
LRP(cadena a) | 515 4525 a2MRAP Depura
complejos
LRP (cadenaf) |85 (t-PA-PAI Depura
a2M-proteasa)
SEC a 1-Pl Regula la
elastasas sintesis de
serpinas

Tabla 3. Receptores en el sistema fibrinolitico .
Glu-glucosilado, no glu (no glucosilado), GPI- glucosil fosfatidil inositol, LRP
LDL receptor relacionado a proteina, SEC complejo receptor enzimatico serina,
a2MRAP- receptor a; macroglobulina asociado a proteina.
1.5. FUNCIONES NO PROTEOLITICAS DEL SISTEMA DE ACTIVACION
DEL PLASMINOGENO
Los componentes del sistema de activacion del plasmindgeno estan asociados

a otras moléculas presentes en la superficie celular o en la matriz extracelular, las

cuales propagan otras funciones diferentes a la actividad proteolitica (figura 17).
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1.5.a. Vitronectina. Es una glucoproteina de 78 KDa , que contiene un
dominio somatomedina B, una secuencia de union a integrinas RGD, una regién que

(29

une a colageno y dos dominios hemopexin ®. Esta glucoproteina es primeramente

una proteina plasmatica, la cual es depositada extravascularmente en la ECM

(2983 |a vitronectina plasmatica tiene forma cerrada

durante dafo y reparacion
mientras que la depositada en la ECM es extendida. Los receptores de la superficie
celular de la familia de las integrinas, especialmente los que contienen cadenas av
(por ejemplo: avB 1, 3y 5) se unen a la secuencia RGD & 8",

La unién de vitronectina a los elementos del sistema del plasminégeno tiene
mucha importancia en su activacion, u-PAR se une a vitronectina dentro de sus
dominios 2 y 3 al dominio somatomedina B de la misma, para una eficiente union se
requiere u-PAR intacto y dicha union es aumentada por la presencia del complejo u-
PA:u-PAR; este aumento de adhesion de u-PAR a vitronectina es independiente de
la actividad proteolitica de u-PA (2>8%84)

PAI-1 en su forma nativa se une a vitronectina y este enlace estabiliza el
inhibidor, protegiéndolo de convertirse en su forma latente. El sitio de union a
vitronectina compite con u-PAR e integrinas, por lo que PAI-1 bloquea la interaccion
con ellas #°. La distribucién de PAI-1 en el espacio extracelular es casi siempre
unida a vitronectina 82,

La interaccion de u-PA a vitronectina es en el dominio mehopexina de

vitronectina y el fragmento N terminal de u-PA.
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1.5.b. Integrinas.- son receptores transmembranales heterodiméricas
compuestas de cadenas a y 3 las cuales se encuentran unidas a las proteinas de la
ECM tales como vitronectina, colagenos, fibrina, laminina y fibronectina
(27,28, 30.31) " Estos receptores median la adhesion de células a la ECM por medio de
la molécula RGD y no RGD interacciones con proteinas de sefalizacion intracelular y
elementos del citoesqueleto celular. La unién a sus ligandos es reversible, la
activacion se caracteriza por cambios conformacionales en los dominios
extracelulares, reorganizacion de conecciones intracitoplasmicas (actina-
citoesqueleto) y redistribucion de integrinas en la superficie celular ?%-2728),

La asociacion de u-PAR con varios miembros de la familia de las integrinas y
su habilidad para inducir su activacion indican las funciones adicionales para el
sistema de activacion del plasmindgeno. En la seccion 3.4 se discute como u-PAR
puede modular las funciones de las integrinas para producir en sitios especificos

protelisis y utilizar los dominios intracelulares de las integrinas como sefales de

transduccioén
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Figura 17 Funciones no proteoliticas del Sistema de Activacion del
Plasmindgeno
1.5.c. Interaccién con moléculas de sefializacion
Como se indicé antes, u-PAR transmite sefales intracelulares a pesar de la
falta de una estructura transmembranal, pues so6lo posee su receptor de anclaje GPI.
La union de u-PA al receptor promueve senales independientes de su actividad
proteolitica en la superficie celular. Esta actividad es mediada por proteinas

adaptadoras como las integrinas %% 27+ 28 30. 31

,calveolin y proteinas G acoplada a
receptor (GPCR) asi como otros mediadores menos definidos tales como a;MR/LRP
y manosa-6-fosfato/receptor insulina factor de crecimiento Il.

El complejo u-PA/u-PAR/adaptador, modula varios caminos de sefalizacion en

la célula, los cuales son ligados a cinasas tales como tirosin cinasas, serina/treonina
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cinasas y proteina cinasa C, cinasas de adhesion focal (FAK), ERK/STAT 2 24,
familia Src y Jak/STAT ?°2") de igual manera que movilizacion de calcio intracelular,
adicionalmente a elementos del citoesqueleto tales como vinculina y actina .

Estos caminos de sefalizacion regulan las funciones proteoliticas y no
proteoliticas del sistema del plasminégeno tales como adhesion celular, quimiotaxis,

proliferacion diferenciacion y endocitosis *°2°),

1.5.d. Familia de Receptores de Lipoproteina de baja densidad (LDRL)
Se conocen seis receptores de esta familia que median endocitosis de varios
tipos de ligandos, aoMR/LRP, gps3, megalin, VLDLR especificamente median

o 1419 El complejo u-

endocitosis de los componentes del sistema del plasminoégen
PAR:u-PA:PAI-1 es rapidamente internalizado y degradado en lisosomas en un
procedo mediado por estos tres receptores, asi mismo PAI-1 media la union de tPA a
a;MR/LRP y gpaso ("™ ™ 7 8) | a endocitosis del complejo u-PA:PAI-2 es mediado

en parte por LDLR, sin embargo intervienen también los otros receptores

funcionando como mediadores.
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1.6. MECANISMO DE ACTIVACION DEL PLASMINOGENO
1.6.a. Focalizacion de proteinas fibrinoliticas en la superficie de la fibrina o
membranas celulares

La fibrina es un polimero insoluble que constituye el soporte fisico del coagulo
y funciona como un cofactor suicida durante el proceso de fibrinolisis. Al formarse el
coagulo en el espacio intravascular, el plasmindgeno y el t-PA se fijan a la superficie
de la fibrina, el plasmindgeno se fija por medio de sus moédulos kringles 1 y 4 por
medio de los sitios de unién a la lisina LBS y el t-PA por su médulo finger. Estos sitios
de unidn de la fibrina no estan presentes en el fibrinbgeno, su precursor soluble®.

1.6.a.1. El Fibrindgeno es una molécula compleja compuesta por 3 pares de
cadenas polipeptidicas (Aa, BB, y v), 2 unidas por puentes disulfuro y organizadas en
una estructura trinodular. Las regiones aminoterminales forman el modulo central E a
los extremos del cual se encuentran las regiones nodulares D
( D-E-D), ver figura 18, 43,
La region E contiene los fibrinopéptidos A (cadena o) y B (cadena B) que al ser
hidrolizados por la trombina permiten la formacién del polimero de fibrina y la

exposicion de los sitos de fijacion para el t-PA y el plasminégeno .
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Fibrinogen Structure
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Figura 18. Estructura del Fibrinégeno “**
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Formation of Fibrin Polymer

BRAAB

Fibrinogen

* thrombin
Fibrin monomer
\Sponlaﬂeous

Fibrin polymer

Xllla

Stabilized
fibrin polymer

Figura 19. Fibrinégeno y polimerizacion de la fibrina )

La hidrdlisis de las cadenas alfa y beta de la region E del monémero de fibrina tienen
una afinidad por las regiones D de otros mondmeros estableciendo una unién entre
ellos y formando un polimero. Figura 19.

El factor Xllla cataliza las uniones covalentes entre las cadenas gama carboxi
terminales de los dominios D adyacentes ). Especificamente entre el grupo amino

epsilén de la lisina y el grupo amida gama de la glutamina, la reaccién libera una
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molécula de NH,. La fibronectina también es incluida en la red por el factor Xllla
aumentando su estabilidad y as.antiplasmina es importante para limitar la lisis del
coagulo 3,

Este entrecruzamiento de dominios D adyacentes produce un coagulo estable
de fibrina.

El sitio de unidon con el t-PA esta localizado en la region D-dimérica en una
secuencia que interactua con el médulo finger del t-PA. La fijacidon del plasmindgeno
a la fibrina pone en juego interacciones entre los LBS de los kringles 1y 4 y los
residuos de lisina expuestos en posicion carboxi-terminal por la plasmina. Se
constituye asi un complejo trimolecular en el seno del cual la actividad catalitica del t-
PA es 6ptimamente estimulada; la plasmina es de este modo formada directamente
en la superficie de la fibrina y es precisamente esta reaccion de superficie que define
la eficacia y la especificidad del sistema; por un lado la actividad del t-PA es
practicamente nula en ausencia de fibrina y por otro lado, la plasmina, una serina
proteasa de amplio espectro. Cuando es formada in situ en la superficie de la fibrina,
esta protegida de los inhibidores plasmaticos y posee como actividad practicamente
exclusiva, la degradacion de la fibrina, que permitira la disolucion el coagulo, sin
producir fibrinogenolisis. Al disolverse el coagulo, la plasmina es liberada a la
circulacibn en donde es rapida y eficazmente inhibida por la ap-antiplasmina,
evitando que esta actue sobre otras proteinas del plasma, en particular sobre el
fibrinbgeno y contribuye a la especificidad del proceso fibrinolitico. Mas aun la

actividad inhibidora de ap-antiplasmina circunscribe la reaccion de activacion a la
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transformacion de Glu-plasminégeno en Glu-plasmina, ya que impide la
generacion de las formas Lis-plasminédgeno o Lis-plasmina. Bajo condiciones
fisiologicas no existe generacion de formas Lis y la enzima fibrinolitica activa es la
Glu-plasmina ©®.

La produccion localizada de plasmina en la superficie del coagulo conduce a la

degradacion progresiva de la superficie de la fibrina y a una fase de amplificacion

aceleracion del proceso fibrinolitico .

1.7. AMPLIFICACION Y ACELERACION DE LA FIBRINOLISIS

La secuencia de eventos moleculares responsables de la fase de aceleracion

de la fibrinolisis se encuentran esquematizados en la figura 20

Plasminogen

Fibrin-bound
Plasminogen
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Figura 20. Eventos moleculares en la amplificacion y
aceleracion de la fibrinolisis.
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La formacion de plasmina esta representada a la izquierda, el t-PA se fija
a la fibrina por intermedio del modulo finger y activa el plasminégeno fijado a residuos
lisina de la fibrina por medio del mdédulo Kringle. La plasmina hidroliza enlaces
peptidicos conteniendo lisina, la lisina en posicién carboxi terminal funciona como un
eficaz aceptor de moléculas de plasminégeno que va a favorecer la generacién de
plasmina, la amplificacion del proceso de activacion y la lisis del coagulo ©.

En la fase inicial, la fijacion del plasmindégeno se lleva a cabo por el
intermediario del mdédulo kringle (probablemente el kringle 1) y un residuo de lisina de
la fibrina incluido en la secuencia de aminoacidos de la fibrina intacta. La fijacién
concomitante del activador tisular, liberado por las células endoteliales cercanas a la
lesién, permite la aparicion de las primeras moléculas de plasmina en la superficie de
la fibrina. La plasmina generada por el t-PA digiere la fibrina hidrolizando un enlace
peptidico precisamente a nivel de la lisina, la cual se situa ahora en el extremo
carboxi terminal de la secuencia de aminoacidos de la cadena a, 3, o y de la fibrina
que ha sido digerida. La cadena lateral y el grupo carboxilo libre de las lisinas carboxi
terminales constituyen un dipolo de alta afinidad para los kringle 1 y 4 del
plasminégeno y para el kringle 2 del t-PA. La fijacion de mas moléculas de
plasminégeno y de t-PA a dichos sitios incrementa la formacion de plasmina y
amplifica el proceso de disolucién del coagulo .

Asi la plasmina digiere a la red de fibrina en sus mas basicas unidades, el
proceso de hidrdlisis aparece primero como una desintegracion de grandes

productos que contienen tres dominios E y tres dominios entrecruzados D que son
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cortados del coagulo. Este fragmento es llamado YY/DXD. Como avanza la
digestion se hidroliza el fragmento DED, que contiene un dominio E y un dominio D
entrecruzado. Esto deja otro gran fragmento DY/YD que consiste de dos dominios E
y dos dominios entrecruzados D, y un fragmento mas pequefio DED “*), Figura 21.
La plasmina hidroliza a DY/YD en dos adicionales complejos DED que
continua hidrolizando hasta fragmentos E y fragmentos de dimeros D.
Cantidades normales de estos productos de desintegracion de la fibrina, fragmento E
y dimeros D, son liberados a la circulacion, que son removidos por el higado y los

macréfagos del pancreas*?.
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Fibrin Polymer Strand
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Figura 21. Digestidn de la fibrina por la plasmina

1. A nivel de la plasmina generada y

2. A nivel de los activadores del plasminégeno ©.

(43)

1.8. INHIBICION DEL SISTEMA DE ACTIVACION DEL PLASMINOGENO

La inhibicién el sistema de activacién del plasminégeno puede ocurrir a dos

65



1.8.a. Inhibicion de la plasmina

El inhibidor especifico de la plasmina es la a, antiplasmina, formando un
complejo estequiométrico 1:1. La velocidad de inhibicion resulta de una doble
interaccion: una entre el extremo carboxi-terminal de la as.antiplasmina y el LBS del
kringle 1, y otra entre el sitio activo de la plasmina y el sitio reactivo del inhibidor. Es
por ello que cuando el LBS de los kringles de la plasmina esta fijado a los residuos
lisina de la fibrina o de las proteinas de la membrana, la plasmina no puede ser
inhibida. La inhibicion de la plasmina liberada durante el proceso fibrinolitico hacia el
plasma constituye un mecanismo de control eficaz que impide la degradacion
excesiva del coagulo hemostatico. En caso excesivo o déficit congénito o adquirido

de o .antiplasmina, o, .macroglobulina acttia como inhibidor suplente ©.

1.8.b. Inhibicidn de los activadores del plasminégeno

La regulacion de la actividad del t-PA es uno de los principales mecanismos de
control de la fibrinolisis. La regulacién a este nivel es debida no solamente a la
escasa actividad enzimatica del t-PA en ausencia de fibrina, sino también a la
presencia en la circulacion de un inhibidor especifico, el PAI-1, igualmente de origen
endotelial, que inhibe la accion de t-PA libre circulante. En ausencia de fibrina, el t-PA
liberado por la célula endotelial forma en algunos segundos con su inhibidor
especifico un complejo t-PAePAI-1 aparentemente inactivo, cuya naturaleza y funcion

en la circulacion no estan aun completamente definidas. Esto implica que al formarse
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la fibrina en el espacio intravascular, un fendbmeno de competencia se instala

entre la fibrina y el PAI-1 por la fijacion del t-PA® | figura 22.
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Figura 22. Regulacién de la actividad del t-PA .

La formacién del complejo inactivo t-PAePAI-1 o del complejo fibrinolitico
t-PAefibrina, dependera de la concentracion de PAI-1 en el plasma y de la cantidad
de la fibrina formada, ya que las constantes de afinidad entre estas proteinas son
similares ( t-PA/PAI-1 = 1.2 nM; t-PA/fibrina = 1.4 nM ). El exceso de este inhibidor en
la circulacién ha sido asociado a multiples estados trombaticos incluyendo a infartos
al miocardio. La funcion de PAI-1 esta estrechamente asociada a la presencia de

vitronectina con la cual forma un complejo circulante que estabiliza su actividad

inhibidora .
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PAI-1 almacenado en las plaquetas puede ser liberado localmente en el
sitio de la formacion del tapon hemostatico y puede inhibir la accion de t-PA, por lo
tanto previene la lisis prematura del coagulo ©.

El sistema fibrinolitico es también modulado por la proteina C.
La proteina C activada estimula la actividad fibrinolitica al disminuir la actividad de

PAI-1 ®.

1.9. PROTEOLISIS EXTRACELULAR

La proteolisis extracelular es uno de los multiples caminos por los cuales una
célula puede modificar su medio ambiente. Los sistemas enzimaticos capaces de
digerir los componentes de las matrices extracelulares, de activar precursores o
formas latentes de factores de crecimiento son una parte critica de la biologia de las
células dentro de los tejidos. La identificacion y caracterizacion de tales sistemas
enzimaticos han revelado la variedad de fendmenos biolégicos implicados en la
proteolisis extracelular. Los estados tempranos de la embriogénesis, como son las
reacciones de fertilizacidon y post fertilizacion, la implantacion del embridn, la
formacion de vasos sanguineos y la migracion celular durante organogénesis aun en
el adulto, uno o multiples estados de su ciclo celular, de todas las células del
organismo se confian en la proteolisis extracelular para catalizar modificaciones de
sus alrededores ©.

Para la plasticidad, estructura y funcion del tejido se requiere de la proteolisis

extracelular, es importante para mantener la fluidez del medio extracelular, en los
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espacios intercelulares como en el compartimiento vascular, estructuras ductales
y en las cavidades del cuerpo ©.

Una proteolisis extracelular inadecuada, insuficiente o excesiva, es perjudicial
para la arquitectura y funcidn del tejido. En vista de todo esto, se observan una
multiplicidad de mecanismos envueltos en el control, sincronizacion, intensidad y
localizacion de procesos bioquimicos irreversibles. La falta de regulacién son eventos
primarios 0 accesorios en la patogénesis de muchas enfermedades y la busqueda
dirigida en comprender mejor estos procesos han proveido nuevas y mejores
terapéuticas en la patogénesis de muchas enfermedades. El progreso en la terapia
trombolitica es uno de los desarrollos que han llevado a comprender con mas detalle
las proteasas extracelulares y sus mecanismos celulares y moleculares responsables

en el control de su actividad ©.

1.9.a. Interacciéon de los componentes del sistema fibrinolitico durante la
proteolisis extravascular
La migracion de ceélulas, invasion y remodelacion de tejidos envuelven
desintegracion controlada de la matriz extracelular. Por lo tanto, el sistema
fibrinolitico juega un importante papel en el proceso asi como en la invasion del
tumor y metastasis, desarrollo e involucion de 6rganos, procesos inflamatorios y

s 43132 A pesar de que estos procesos son algo diferentes,

reparacion de tejido
existe un mecanismo comun para desintegrar la matriz celular. Se ha demostrado
que la prouroquinasa es el mas importante inductor de la proteolisis extracelular en el

espacio extravascular. Receptores celulares que focalizan este activador en la
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membrana celular y potencializan la activacion del plasminégeno se han
identificado en células del sistema monocito/macréfago, células endoteliales y otros
tipos celulares entre ellos células tumorales © 3353,

Pro-u-PA, liberada por dichas células, se une a su receptor, una proteina rica
en hidratos de carbono, anclada en la membrana celular por un glicerofosfolipido,
cuya movilidad membranal facilita la acumulacién de la pro-uroquinasa en areas en
donde se requiere su actividad proteolitica. La pro-u-PA se une al receptor a través
de una secuencia localizada en el moédulo EGF descrito anteriormente.

Las células que sintetizan estos receptores poseen igualmente la capacidad
de fijar el plasmindgeno por una interaccion entre los LBS de los kringles y proteinas
de la membrana que presentan los residuos de lisina en posicién carboxi terminal. El
plasmindgeno también se puede fijar a proteinas de la matriz extracelular “*.

La localizacién de los activadores y del plasmindgeno en la membrana celular
o en la matriz extracelular conduce a la formacion de plasmina cuya actividad se ve
aumentada 50 veces mas que en su forma libre, con caracteristicas similares al
proceso que ocurre en la superficie de la fibrina: la activacion del plasmindégeno es
inducida, potenciada y controlada localmente, de igual manera que metalo-
proteinasas como colagenasas y estromelisina; se activan también los factores de
crecimiento y junto con la digestion del tejido hay proliferacién celular. La célula es
asi transformada en una poderosa fuente de proteolisis pericelular 4 %% 82 En
células adherentes, los receptores de u-PA, se encuentran especialmente en los
sitios de adhesion local y son co-localizados con vinculina. En las células

migratorias, por otro lado, u-PA receptor se encuentra en la orilla donde se invade
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33)  Ambos activadores e inhibidores de los activadores del plasminégeno, y

predominantemente PAI-2 intracelulares, son capaces de inhibir la unién al receptor
de u-PA. Los complejos formados son entonces internalizados por via receptor LRP.
En adicion a la digestion de la matriz, la actividad proteolitica también genera
actividad de los factores de crecimiento en el hepatocito, transforma los factores de
crecimiento o factores estimulantes de colonias y por lo tanto regula la expresion de
los componentes del sistema fibrinolitico al igual que la proliferacion celular ©2).
Ademas, el hecho de que u-PA receptor es una proteina de anclaje, GPI, es capaz
de inducir fosforilacion de tirosin cinasas y contribuir a la modulacion de actividades

celulares del sistema fibrinolitico * 74 83.84),
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CAPITULO 2

CONSIDERACIONES PATOLOGICAS DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

Se ha descrito la secuencia de interacciones proteina-proteina y de procesos
enzimaticos que culminan en la generacion de la plasmina y en la disolucion
especifica del coagulo y que evitan la existencia en el plasma de fibrinogendlisis y de
proteolisis generalizadas. En condiciones fisiolégicas el sistema fibrinolitico
contribuye eficazmente a la lisis de microtrombos y a la reparacion de lesiones
vasculares .

Los defectos o alteraciones en el sistema fibrinolitico rompen el balance entre la
actividad procoagulante y anticoagulante de la sangre y se produce trombosis al
disminuir la actividad fibrinolitica y tendencia al sangrado al incrementarse dicha
actividad “%).

Por lo que los trastornos de la fibrinolisis son alteraciones en la regulacion de
su actividad, al aumentar la cantidad de activadores del plasminégeno que lo
convierten a plasmina dentro de la circulacion o al disminuir sus inhibidores que no
pueden limitar su actividad “% 47

Los mecanismos potenciales para reducir la actividad fibrinolitica se muestran

en la figura 23.
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Figura 23. Regulacién de la Fibrinolisis 9 .

En ciertas situaciones patoldgicas, el consumo excesivo (CID) o la produccion
deficiente (insuficiencia hepatica) de alfa 2 antiplasmina pueden conducir a un
exceso de plasmina circulante originando un estado fibrinolitico y proteolitico
sistémico. Una situaciéon similar, pero debida a un exceso de activador, puede
observarse como consecuencia de los tratamientos tromboliticos ? 4%,

Las dos mas importantes condiciones que predisponen a un paciente a
sangrar son la fibrinolisis primaria y la coagulacion intravascular diseminada (CID)
Las cuatro mayores condiciones que predisponen a un paciente a tener trombosis

son deficiencia de plasminogeno, defecto de ajantiplasmina, defectos de los

activadores y deficiencia del activador del plasmindégeno. Los estados coagulantes
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adquiridos pueden dirigir a trombosis (condiciones de hipercoagulabilidad), por lo
que la reducida actividad fibrinolitica favorece la trombosis “%.
El sistema fibrinolitico del plasma puede ser danado por deficiencias
hereditarias del plasminégeno, defectos en la liberacion del activador del
plasminégeno del endotelio vascular, y por altas concentraciones plasmaticas de las

proteinas reguladoras tales como inhibidores de los activadores, un ejemplo es la a»

macroglobulina, ATIII, a4 antitripsina 'y C1.

2.1. PATOLOGIA DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

2.1.a. Fibrinolisis Primaria

La fibrinolisis primaria se refiere a fibrinogendlisis o una inapropiada fibrinolisis
que aumenta de novo en ausencia de un evento trombdético primario
(40. 43.47) ' como se menciona anteriormente, es una liberacién masiva de activadores
en la circulacion.

La fibrinolisis primaria esta muy poco documentada y en muchos casos puede
representar una respuesta inapropiada a CID “®. El incremento de la actividad
fibrinolitica se observa en muchas condiciones sistémicas como shock, hipoxia,
hipotensidén, estados de ansiedad, golpe de calor , hemorragia aguda, cirrosis
hepatica, intoxicaciones, cirugia toraxica, complicaciones en terapia trombolitica o en

cirugias mal controladas, entre otros ).
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La primera manifestacion de fibrinolisis primaria es la hemorragia,
normalmente no hay alteraciones en la coagulacion. Generalmente la hemorragia por
fibrinolisis primaria es muy grave “/+48).

El incremento de la actividad fibrinolitica se ha visto en personas normales sin
razon aparente. En personas sin trastornos sistémicos de hemostasis, la hemorragia
puede resultar de una hiperfibrinolisis localizada. Los érganos con altos niveles de
actividad fibrinolitica como el utero, pelvis renal son mas afectados, la menorragia
esencial, hemorragias subaracnoideas y hemorragia gastro intestinal son ejemplos
de excesiva fibrinolisis localizada.

Existen numerosos comunicados que describen hemorragia asociada al
aumento de fibrinolisis en una gran variedad de procesos neoplasicos como
leucemias, carcinomas entre otros 7 4749 30)

El diagndstico de laboratorio de fibrinolisis primaria se obtiene por tiempos de
sangrado en sangre total y tiempo de lisis de euglobulinas recortados; placas de

fibrina positivos y complejos plasmina-antiplasmina circulantes positivos 7 4% 47).

2.1.b. Fibrinolisis Secundaria
La fibrinolisis que sigue a un depdsito de fibrina corresponde a la fibrinolisis
secundaria, porque el depdsito de la fibrina es el primer evento. Cuando un evento de
coagulacion intravascular diseminada ocurre se deposita una gran cantidad de
fibrina en la microcirculacién, la fibrinolisis secundaria puede causar una acumulacion

de grandes cantidades de PDF en la sangre, el ejemplo mas comun es la CID “%.
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La fibrinolisis secundaria a CID remueve el depdsito de fibrina en la
microcirculacién protegiendo al organismo y liberandolo del dafio “", pero este
efecto protector que activa la fibrinolisis va acompafado de un incremento en la
coagulacion intravascular con tendencia a hemorragia; al mismo tiempo se liberan
grandes cantidades de t-PA que activa la plasmina, la cual digiere mas fibrina y si no
es suficientemente inactivada por sus inhibidores (acantiplasmina vy
azmacroglobulina) se encuentra libre en la circulacion y digiere las proteinas
plasmaticas (factores Va y Vllla) y el fibrindgeno.

Las pruebas de diagndstico para establecer la evidencia de la actividad
fibrinolitica en resumen son el aumento de la plasmina y la disminuciéon del
plasminégeno que nos dan evidencia directa de la actividad del sistema fibrinolitico,
la disminucion de la ap.antiplasmina y el complejo
plasmina-antiplasmina, plasmina-az macroglobulina, pueden determinarse por

métodos inmunoenzimaticos (ELISA).

2.1.c. Coagulacién Intravascular Diseminada (CID)

Se ha definido como un padecimiento secundario, agudo o crénico, en el que
se caracteriza por la activacion anormal de la coagulacion principalmente
intravascular, que altera su hemostasis, hay produccion y consumo exagerados de
los factores de la coagulacion; originando aumento en la formacion y destruccion de
la fibrina segun la localizacion, intensidad y duracion; complicaciones como

hemorragia, trombosis, choque y muerte “1.
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Mas recientemente Colman la define como un proceso patolégico de
etiologia multiple debido a la presencia de trombina en el torrente circulatorio lo cual
va a ocasionar las diversas patologia de este sindrome:

- Aumento en la produccién de fibrina.

- Activacion de los factores V y VIII, que activan al factor Xa el cual induce mas
produccion de trombina.

- Activacion de la proteina C que inactiva a los factores Va y Vllla.

- Agregacién de plaquetas, que desarrolla trombocitopenia.

- Estimulacion del endotelio para secretar activador tisular del plasminégeno lo

que produce fibrinolisis “7.

activacion de la
coagulacian

ot \

agregacion
plaguetaria
generalizada

factores
coagulacion

microtrombo enla

circulacién ¥ plaguetas
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Figura 24. Patogénesis de CID
Cambio en los factores de la coagulacién,
plaquetas y productos de digestion
de la fibrina que ocurre en el sindrome “.
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Con el aumento de trombina se genera la aparicion de todas las
caracteristicas clinicas y de laboratorio propias de este sindrome,
hipofibrinogenemia, trombocitopenia, fibrinolisis, hemorragia y microtrombosis “".

Las causas de CID pueden ser dafio endotelial (figura 24) y dafo tisular. Entre
las causas de dafio tisular extenso como craneoencefalico y politrauma, tumores
malignos y patologias del embarazo. Las causas de dafio endotelial es la sepsis de
cualquier origen, organismos gram positivos y gram negativos, y las causas no
sépticas como hemangiomas gigantes congénitos y aneurismas aorticos adquiridos
(41)_

El dep6sito generalizado de trombos de fibrina en la microcirculacion produce
isquemia y consumo exagerado de factores importantes como son el FV y FVIII,
fibrindgeno, protrombina y plaquetas produciéndose manifestaciones hemorragicas
caracteristicas del sindrome. Como un mecanismo compensatorio, el endotelio
vascular secreta t-PA e induce asi fibrinolisis secundaria que tiene por objeto
desaparecer el exceso de fibrina formada y evitar la oclusién de los vasos de la
microcirculacion en este proceso generador se producen los productos de
desintegracion de la fibrina-fibrinbgeno (PDF/f ), los que a su vez al interferir con la
agregacion plaquetaria, polimerizacion de la fibrina y actividad de la trombina
incrementan la hemorragia “".

El estado agudo de CID es menos comun que su estado crénico. El estado
agudo puede ser asociado a muchas enfermedades del colageno, autoinmunes y

cancer®® 37,
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En el sindrome crénico los niveles de los factores de la coagulacion
pueden estar normales o elevados y puede no haber hemorragia o trombosis, pero
en su cuadro agudo el sangrado puede ser muy grave en donde las plaquetas y los
factores V, VIII, Il y | pueden estar disminuidos. El sindrome cronico es dificil de
diagnosticar pues las plaquetas y los factores de la coagulacién pueden no ser bajos
y la presencia de trombina circulando puede ser una evidencia directa de coagulacion
intravascular; pero la trombina puede combinarse con antitrombina y no ser
identificada directamente. Por todo esto es necesario identificar productos de la
actividad de la trombina, como son los mondmeros de fibrina. Los mondmeros de
fibrina y los productos de digestion de la fibrina/fibrinbgeno forman complejos de
fibrina soluble que pueden ser detectados por aglutinacion de eritrocitos, y ha sido
desarrollado un anticuerpo monoclonal para detectar los dimeros D de la fibrina,
digestion de la fibrina entrecruzada por el factor estabilizador 79,

Las pruebas globales de laboratorio que ayudarian a diagnosticar CID serian
como pruebas primarias los tiempos de coagulaciéon TP, TTPA, TT, los cuales se
encuentran prolongados en el 50 al 70 % por la hipofibrinogenemia y deficiencia de
algunos factores plasmaticos, ademas los PDF y la trombina circulantes interfieren en
la polimerizacion de los mondémeros de fibrina y por ultimo debido a la fibrinolisis
secundaria que generalmente acompafia CID, existe degradacién de los factores V,
VIII, IX y X contribuyendo de esta manera a la prolongacion de los tiempos de
coagulacion 7.

La determinacion de estos tiempos son pruebas practicas y faciles pero por si

solas no ofrecen gran utilidad, ya que pueden ser modificadas por multiples causas e
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inclusive por la misma patologia de base. Son utiles cuando se realizan con
correcciones con plasma y diluciones con solucion salina para diferenciar si existe
deficiencia de factores o presencia de inhibidor circulante, cuando hay deficiencia de
factores el plasma corrige al agregarle plasma normal y se prolonga aun mas al
agregarle solucion salina; mientras que cuando existe inhibidor corrige al diluir el

plasma con la solucién salina pues se diluye también el inhibidor “".

2.1.d. Hipercoagulabilidad

Los trastornos fibrinoliticos y las deficiencias de los inhibidores naturales
pueden conducir a un estado hipercoagulable o pretrombdético. Es un estado en el
que ha sido perturbado parcialmente el sistema a la formacién de un depdsito de
fibrina. El estado hipercoagulable secundario es la activacién subclinica de la
coagulacion por alguna causa y el estado primario menos comun en el que hay una
deficiencia de un inhibidor y se refiere a deficiencias congénitas. Las condiciones
mas comunes del estado secundario son estasis de flujo sanguineo, estados
postoperatorios, embarazo, uso de anticonceptivos orales y malignidad “3 %% %7,

La estasis del flujo sanguineo permite la acumulacion de sustancias
procoagulantes tales como los factores de coagulacion activados y facilita la
interaccidn de las plaquetas con el vaso sanguineo. El incremento de los niveles de
factores de la coagulacién y fibrinégeno durante los procesos inflamatorios se explica
porque son proteinas reactantes de fase aguda, aunque también puede ser una

respuesta a dicho proceso que va acompariado de trombosis ).
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No hay una prueba especifica que nos revele el estado pretrombdético; se
recomienda la determinacion de TTPA, ATIIl, conteo de plaquetas, actividad
fibrinolitica. ElI conteo de plaquetas puede estar incrementado, su adhesividad y
agregabilidad también aumentadas pueden contribuir al potencial trombético, aun
cuando el numero de plaquetas sea normal. Valores de TTPA menor de 28 segundos

en pacientes postoperativos es un fuerte indicador de riesgo de trombosis 2.
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CAPITULO 3
ALTERACIONES DE LA HEMOSTASIA EN EL CANCER

Las alteraciones de la hemostasia son frecuentemente encontradas en
padecimientos neoplasicos, la prevalencia varia de acuerdo con el tipo de tumor, su
extension y su grado de diferenciacion, las anormalidades estan presentes en un 50
% de todos los pacientes, aumentando hasta 90% en enfermedad metastasica “?.

La hemostasia se encuentra alterada en los componentes del sistema de la
coagulacion y el sistema de la fibrinolisis tanto cualitativa, como cuantitativamente asi
como defectos por cambios adquiridos por la diferenciacién celular y por el
tratamiento de la enfermedad ¢4,

Sobre un 15% de los pacientes experimentan eventos trombdticos y
hemorragicos como complicaciones primarias “* 42,
La coneccion entre crecimiento de las células malignas y el sistema de coagulacion y
fibrinolisis ha sido reconocido desde hace muchas décadas. En afos recientes esta
area ha recibido nueva atencion y datos experimentales sugieren un papel importante
de ambos sistemas en el desarrollo, progresion y metastasis del tumor. También
algunos datos clinicos sugieren que pueden influir el curso de la enfermedad maligna
(55).

La asociacion de trombosis y cancer ha sido reconocida desde hace mas de
100 afos, era asociada aunque su conocimiento no era completo; Trosseau en 1865
comunicé un aumento en la incidencia de trombosis venosa en pacientes con

neoplasias malignas. Posteriormente otras manifestaciones trombdticas tanto

arteriales como venosas se han descrito asociadas a cancer y se han incluido en el
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sindrome de Trosseau. También la trombosis venosa puede aparecer como la
primera manifestacion del proceso neoplasico, y se ha descrito hasta el 34 % de
pacientes con diagndstico inicial de trombosis venosa idiopatica que desarrollan
algun tipo de cancer entre 4 y 68 meses antes de establecido el diagndstico de
cancer 847,
La incidencia de trombosis en pacientes con cancer varia entre el 5% al 15%
en general; sin embargo, pueden alcanzar hasta el 50% en ciertos carcinomas como
es el de pancreas, estbmago, ovario, pulmoén y vesicula biliar. Asi también se ha
reportado un aumento de complicaciones trombdticas en pacientes sometidos a
tratamiento con quimioterapia e intervenciones quirtrgicas. ' 46 °").

En los avances actuales en la fisiologia del estado pretrombdtico se ha
encontrado que hay mecanismos normales contra dicho estado. En condiciones
fisiologicas, existe un equilibrio entre los mecanismos procoagulantes vy
anticoagulantes naturales. La hemostasia es una funcion que requiere de una
regulacion antitrombotica para impedir que un coagulo se extienda mas alla de las
necesidades fisiologicas, debe ser autolimitada, localizada y transitoria "),

Los mecanismos fisioldégicos antitromboticos incluyen antitrombina I, que
inhibe los factores activados lla, Xa, IXa y Xlla. Las proteinas C y su cofactor la
proteina S, que al unirse a trombomodulina inhibe a los cofactores Xa y Il, los
factores Va y Vllla. Estos dos sistemas limitan la generacion de trombina y de fibrina.
Otros mecanismos son el de la prostaciclina del endotelio normal que limita el

depdsito de plaquetas al coagulo en formacion y el sistema fibrinolitico, que tiene por

objeto disolver el coagulo formado a través de la digestion enzimatica de la fibrina.
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Ademas, el flujo normal de la sangre tiende a remover y diluir factores de
la coagulacion que son inapropiadamente activados. El tratamiento del cancer puede
causar coagulacion y la fisiologia del sistema de la coagulacién puede estar
relacionado con la diseminacién de un neoplasma particular 9.

Entender la coagulacion en un paciente con cancer es importante porque el
estado maligno predispone a un estado hipercoagulable, el tratamiento del cancer
puede causar coagulacién y la fisiologia del sistema de la coagulacion se puede
relacionar a la diseminacion de un neoplasma en particular ©¥.

En el estado hipercoagulable se ve alterado el flujo sanguineo, la pared del
vaso y el endotelio asi como la composicién de la sangre 4",

El flujo sanguineo puede ser interrumpido por compresion de un tumor o
invasion del mismo asi como cateterismos que hacen cambiar su composicion y
activan la coagulacion sanguinea, al verse alterado el flujo sanguineo existe un
retraso en la dilucion y depuracion de los factores activados de la coagulacion, asi
también como un dafio de las valvulas debido a hipoxia; el prolongado descanso en
cama aumenta la estasis venosa y debilita al paciente, la hipoxia puede estar mas
agravada por la anemia grave y por las recientes cirugias a las que son sometidos
estos pacientes ©% 47,

La pared de los vasos sanguineos puede estar invadida o comprimida por el tumor; los
tumores también pueden infiltrar las paredes de los vasos por extension directa de
sus sitios extrinsecos. La reduccion del contenido del t-PA en el endotelio y la
activacion de la fase de contacto de la coagulacién debido a un incremento en el tono

vascular puede ser un posible mecanismo de este problema, el sistema de
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coagulacion también puede ser activado por las células tumorales lo cual lleva a
un estado de coagulacién intravascular diseminada, todas estas anormalidades
pueden estar implicadas en la patogénesis de la trombosis en pacientes con cancer
(34)

Generalmente se han propuesto tres mecanismos de activacion de la trombosis en el
cancer

-La activacion plaquetaria por las células del tumor

-Produccion de un estado procoagulante por macréfagos y monocitos activados

-Produccion directa de procoagulantes por las células tumorales.

3.1. COAGULACION INTRAVASCULAR DISEMINADA DEBIDA A MALIGNIDAD
La coagulacion intravascular diseminada es frecuentemente encontrada en los
procesos malignos, las sustancias producidas por las células tumorales activan la
cascada de la coagulacion al ser liberadas en el torrente sanguineo, hay formacion
de trombina, se produce un trombo de fibrina en la microcirculacion y. el sistema
fibrinolitico es activado lo cual causa una mayor deplecion de fibrinbgeno y otros
factores de la coagulacion. Esta fibrinolisis secundaria causa una elevacion de la
concentracion de productos de desintegracion de la fibrina/fibrinégeno los cuales
interfiere con la agregacion plaquetaria y la polimerizacion del coagulo de fibrina que
contribuyen a las manifestaciones de hemorragia ©* 374143,
La forma aguda ocurre en pacientes con tumores de rapida replicacion y necrosis del

mismo tumor. El sindrome cronico es visto en pacientes con tumores de bajo

crecimiento donde existe poca lisis donde el proceso de activacion de la coagulacion
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puede padecerse de semanas 0 meses y en muchas ocasiones son
compensadas 43,

Las terapias citotoxicas también contribuyen a estos estados, los mecanismos
de quimioterapia inducen trombosis al disminuir la proteina C, incrementar la
produccion de fibrinopéptido A e incrementan la reactividad de las células
endoteliales como mecanismos principales. La liberacion de factor tisular de los
monocitos y células endoteliales, la baja regulacion de la trombomodulina y la
disminucion de respuesta fibrinolitica también predisponen a trombosis 34 39 50-57),

La presencia de la fibrina alrededor de los cortes histolégicos del tumor
muestra evidencia de activaciéon de la coagulacidon en el area. Otro mecanismo de
activacion independiente de la trombina es a través del acido sialico de la célula del
tumor y algunos otros componentes de la superficie celular como son fosfolipidos,

Ca ++ y proteina de alto peso molecular 2.

3.2. FIBRINOLISIS PRIMARIA Y CANCER
El papel de la fibrinolisis es mas importante en la diseminacion del tumor y
metastasis. La alta actividad fibrinolitica del tumor primario facilita la invasion local y
la liberacién de células neoplasicas dentro del torrente circulatorio o linfatico 2.
En la asociacion entre el sistema fibrinolitico y el cancer; muchas proteinas
fibrinoliticas al ser expresadas en exceso por las células tumorales y las células

normales que rodean al tumor colaboran al crecimiento y diseminacién del mismo®®

%4, 95, 71.79.80)  Estas condiciones patoldgicas generan una remodelacion del tejido e

inflamacion y estan asociadas con la formacién de nuevos microvasos sanguineos

86



(angiogénesis) que nutren al tumor (%)

, la digestion proteolitica de la matriz
extracelular que rodea al tumor elevan la supervivencia del mismo, su progresion y
metastasis, aumentando las caracteristicas de la enfermedad maligna ©7 8" 71 78.79. 80,
o7)

Las proteasas del sistema del fibrinolitico y la familia de las metaloproteinasas,
asi como otros sistemas involucrados, juegan un importante papel en estos procesos
(%6.57. 65 Ademas de los efectos proangiogénicos, las proteasas también pueden
regular negativamente la angiogénesis; los fragmentos de proteinas que resultan de
la digestion de la matriz extracelular y otras proteinas pueden tener propiedades

s (78, 79, 103)

antiangiogénica , actuando como inhibidores, esta modulacion de la

angiogeénesis, por estimulacion o inhibicion de varios componentes moleculares,
regula dicho proceso (® 89,

Asi la fibrinolisis es un vital componente en la patogénesis de la enfermedad
neoplasica, es esencial para liberar células tumorales de su sitio de origen,
proveyendo nutricion para el crecimiento de las células neoplasicas y promoviendo
su movilidad y motilidad celular 72 79),

En la fibrinolisis primaria hay evidencia de la activacion sistémica de la plasmina o
directa digestidn del fibrinogeno. Esto puede ocurrir por una variedad de mecanismos
incluyendo produccion directa del tejido del tumor que libera activadores del
plasminégeno tanto tisular (t-PA) o tipo uroquinasa (u-PA) y por digestion directa del
fibrinégeno por la plasmina ®”, asi como citosinas que inducen a las células

adyacentes al tumor a producir factores fibrinoliticos, .
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La sobre expresion de los activadores del plasminégeno ha sido muy
estudiada en diferentes tejidos tumorales, existen reportes de estudios en cancer de
colon, préstata, mama, pulmén, glioblastoma, encontrando que estas células
secretan u-PA y su receptor celular u-PAR que media la invasién de la membrana
basal y matriz extracelular ®* como barreras anatémicas que controlan la dispersion
celular, ver figura 26 % €0.62.106)

La sobre-expresion de estos componentes fibrinoliticos promueve el
crecimiento, invasion y dispersion metastasica de las células tumorales por multiples
mecanismos , asi las células adquieren ventajas de supervivencia y crecimiento (60.

61)

Adicionalmente al receptor de uPA, las células tumorales expresan un receptor
a plasminégeno (plasmina) (1%,

Este sistema de receptores asociados a la membrana mantienen activas
u-PA y plasmina proveyendo un sistema activo de proteasas en el sitio de digestion y
remodelacion del tejido. La efectiva invasidon de las células del tumor, la proteolisis
localizada y la metastasis con un crecimiento secundario del tumor entre otros
factores forman parte de un critico balance de la proteasa u-PA, su receptor u-PAR y
sus inhibidores PAI-1/2 (ver figura 25) ®* %) Como se ha demostrado en modelos
experimentales la sobre expresién de u-PAR incrementa la invasion y metastasis del

tumor 10 73,

u-PAR ademas de centrar la actividad catalitica, participa en la
sefalizacion celular, interacciones con otros receptores de membrana (integrinas),

motilidad celular, adhesion e invasion asi como angiogénesis, la sobre expresion de
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u-PA, u-PAR es una caracteristica de la malignidad y esta asociado a progresion

del tumor y metastasis %2 7®

Tumor cell

SHanilin

1
Rl Ui i

Figura 25.- Focalizacion de la actividad proteolitica
en la superficie de la célula tumoral 1%,

Las reacciones catalizadas por u-PA en la activacion del plasminégeno se
ilustra en la figura 26, u-PAR y u-PA son consistentemente expresados en el foco
invasivo en muchos tipos de canceres humanos como se ha mencionado (1% 6% 199,
Algunas de estas moléculas son expresadas por ceélulas estromales no malignas
tales como macrofagos y trofoblastos, indicando que estas células contribuyen
activamente en el proceso de invasion ('?.

Otros estudios realizados han demostrado que existe un critico balance entre
la produccion de u-PA y PAI-1 para que la célula sea 6ptimamente invasiva ademas
de los otros sistemas que son activados por ellos ©°.

La relaciobn con otros sistemas, otros factores como los factores de

crecimiento, otros receptores como las integrinas y la endocitosis de los receptores
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permite una reorganizacién espacial de los sistemas celulares y una selectiva
digestion de los tejidos que rodean al tumor ©.

En particular las proteasas del sistema fibrinolitico actualmente tienen un valor

prondstico en este estado clinico '®, altos niveles de u-PA, PAI-1 y uPAR en

multiples tipos de cancer correlaciona con adverso prondstico para el paciente (/2.

plasminogen ———3 plasmin l

|
|
|
|
pro-uPA ——>» uPA

p.%

bt

PAI-1/2

Figura 26. La activacion del plasminégeno por u-PA (%),

3.3. PROCESO METASTASICO Y ALTERACIONES DE LA HEMOSTASIS
Datos experimentales sugieren un importante papel para los sistemas de la
coagulacion y la fibrinolisis en el desarrollo, progresién y metastasis del tumor, asi
como su influencia en beneficiar el curso de la enfermedad maligna 4 %89,
La activacion del sistema hemostatico en la progresion del tumor no es
aislado, también intervienen otros sistemas biologicos como el sistema del
complemento, sistema Kinina, proteinas como glucoproteinas adhesivas de la

superficie celular, factores de crecimiento, prostaglandinas entre muchos otros ©* ),
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El proceso metastatico se caracteriza inicialmente por invasion local,
donde el cancer migra a través de la membrana basal hacia dentro del area estromal;
esta transicion es dependiente de la proteolisis local y la movilidad de las células
tumorales, se desarrolla en varios pasos:

1) adhesion e interaccion de las células tumorales con los componentes de la
membrana basal y la matriz extracelular.

2) Proteolisis local.

3) Migracién de las células del tumor.

La regulacién de la proteolisis extracelular en cancer involucra una compleja
relacion entre las células del cancer y las células estromales normales en la
expresion de los componentes moleculares que intervienen en este proceso 2.

Todo esto nos lleva a proponer que el desarrollo del cancer es esencialmente
un proceso de remodelacién tisular ©” %) donde el tejido normal es substituido por
el tejido canceroso. Un crucial papel en éste proceso se le atribuye a la degradacion
proteolitica de la matriz extracelular. Esta degradacion es iniciada por proteasas que
son secretadas por diferentes tipos de células, incluso células tumorales que activan
la expresion o actividad de otras proteasas % %79,

Este proceso de degradacion se lleva a cabo en una armoniosa accion de una
compleja cascada de varios sistemas de enzimas proteoliticas,

1) Metaloproteasas de la matriz extracelular que incluyen colagenasas,
gelatinasas y estromelisinas
2) Cistein proteasas que incluyen catepsinas B/L,

3) aspartil proteasas: catepsina D
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4) Serin proteasas: plasmina y activador del plasminégeno tipo uroquinasa
(UPA) 7 69),

Las enzimas proteoliticas pueden actuar directamente a digerir la ECM o

indirectamente al activar otras proteasas. las cuales entonces actuan en determinado
orden de su activacion. Cuando la proteasa ejerce su accion a otra proteasa, al final
el resultado es una cascada que dirige a la proteolisis.
Presumiblemente el orden de eventos en esta complicada cascada de proteolisis
inicia con la aspartil proteasa (catepsina D) que activa la cistein proteasa (Catepsina
B) que a su vez activa a la serina proteasa uPA. De esta manera uPA activa puede
convertir el plasminégeno en plasmina. La Catepsina B como la plasmina es capaz
de degradar varios componentes del estroma del tumor y puede activar cimégenos
de la matriz de metaloproteinasas la principal familia de proteasas que degrada la
ECM. La actividad de estas proteasas es controlada por un complejo arreglo de
receptores celulares e inhibidores que mantiene un balance en la accion proteolitica
y antiproteolitica en el desarrollo del cancer 7 %8 €0.66),

La migracion y la invasion de las células tumorales depende de la capacidad
invasiva de las células que van a dirigir a la pérdida de contacto en la superficie
celular entre célula-célula y célula-substrato y la asociacion a los sistemas
enzimaticos proteoliticos % 6% %),

Asi durante la invasion del tumor y metastasis, las células tumorales atraviesan la
barrera de la matriz celular y extracelular al adherirse e interactuar con los

componentes de la membrana basal y de la matriz extracelular ®® %) (Figura 27).
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Figura 27.- Invasion y Metastasis de un tumor sélido (1%,

3.4. COMPONENTES DEL SISTEMA FINRINOLITICO QUE INTERVIENEN EN LA

INVASION DEL TUMOR Y METASTASIS Y CASCADA DE EVENTOS

De los dos activadores del plasminégeno, u-PA es el que se encuentra en la
desintegracion de las proteinas de la matriz extracelular, activacion de las
metaloproteinasas y activacién de los factores de crecimiento durante los procesos
de remodelacion tisular en condiciones normales o patoldgicas, incluyendo la
invasion del cancer "% %), E| activador del plasmindgeno tipo tisular t-PA puede tener
funciones significativas en ciertos tipos de cancer como en algunos melanomas (%5),

Las células tumorales focalizan su actividad proteolitica en la superficie de la
célula a través de receptores para la plasmina y el activador del plasminégeno tipo
uroquinasa u-PA ©28) 13 molécula central de la proteolisis pericelular; las células la
producen como una proenzima de cadena sencilla (de alto peso molecular),
denominado pro-uPA, con muy poca o nula actividad enzimatica, la cual puede unirse

inmediatamente a su receptor especifico con alta afinidad; es activado por una gran
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variedad de proteasas, plasmina, catepsinas B/L, Kalicreina, termolisina y factor
de crecimiento de nervio gama; en su forma activa es una enzima de doble cadena
de polipéptidos unida por un puente disulfuro (enzima de bajo peso molecular) € %)
u-PA activa algunos mecanismos de sefalizacion en la célula que regula los
rearreglos del citoesqueleto celular asi como redistribucion de contactos adhesivos,
como accion no proteolitica @° 82,
El receptor de la célula tumoral u-PAR (CD87) (ver Figura 25), que une a u-
PA liberado por el contorno de las células del tumor o de las células estromales ©*
67.1%) |ocaliza la proteolisis en la superficie de las células tumorales, u-PA convierte
el plasmindgeno en plasmina para generar la cascada proteolitica 783109,

Esta unidad funcional u-PA/u-PAR ademas de promover la proteolisis
extracelular al regular la activacion del plasminégeno, regula las interacciones de la
célula con la matriz extracelular (ECM) como un receptor de adhesion,
incrementando la afinidad del receptor para vitronectina que se encuentra
abundantemente en la matriz extracelular, y los receptores de adhesion, las
integrinas B4, B2, B3, (Fig.11) que pueden funcionar como adaptadores de
transmembrana #>76:838485) astas interacciones ejercen efectos de sefializacion en la
célula, generando una actividad quimiotactica intrinseca, de migracién y mitogénesis
(59,62,68,70,73,74,75,82,83,85) .

Asi como la unidad funcional u-PA/u-PAR modula la accién de las integrinas,
estas afectan también las funciones de dicha unidad u-PA/u-PAR, lo cual ayuda a las

células en sus actividades proteoliticas, adhesivas y migratorias > 73 82 84)
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Los efectos de sefalizacion se sugiere son mediados por algunas familias
de cinasas como Src y Janus en la migracion celular ®* 8y FAK, .Hsk , MAPK ©3,
en la reestructuracion del citoesqueleto, que posteriormente promueven la
fosforilacién de activadores de transcripcion como STAT1/2 induciendo a la célula a
migrar ®? o0 como en asB4 integrina coopera con EGF receptor que promueve la
division celular ©°).

Estas interacciones con las estructuras del citoesqueleto de la célula como la
vinculina, sugiere su papel en la movilidad celular que involucra la regulacion de la
actina del citoesqueleto por GTPasas de la familia de Rho, Rac y Cdcs, que regulan
la unién de fibras de las estructuras de la membrana celular®* 2% &),

En la migracion celular, Rac parece tener un papel critico en regular la
produccion de protuberancias que dirige al final de la célula , Cdcs, controla la
direccidn de la sefial y Rho parece regular aspectos de la adhesion y contraccion

celular (24,25, 83).

Otros trabajos realizados en fibroblastos muestran como la
interaccion de u-PAR con vitronectina induce protuberancias e incrementa la
motilidad celular y que estos efectos son dependientes de Rac ©?.

La relevancia de las interacciones de las familias de integrinas y receptores
tirosin cinasas RTKs como Ras-Raf-ERK (figura 12) y no RTKs como Cdcs2-Rac-JNK
como caminos de sefalizacion acoplados a la unidad funcional u-PA/u-PAR
asociado a la proliferacion y migracién celular ha sido demostrado en un gran numero
de canceres (24, 25, 26, 86, 87, 88, 89, 90, 91) )

La accidn proteolitica de u-PA es controlada por sus inhibidores PAI-1 y PAI-2,

los cuales al unirse a u-PA en solucién o unido al receptor celular la inactivan!'®®. El
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complejo inactivo u-PA:PAI-1 es rapidamente internalizado por el receptor LRP y
digerido en lisosomas, la depuracion de este complejo es acompafado por
disminucién de u-PAR en la superficie celular ya que este complejo promueve la
unién de u-PAR a LRP formando el complejo u-PAR-LRP que también es endocitado

(75, 82)  |os

por vesiculas cubiertas de clatrina junto con endosomas recientes
inhibidores también se unen a la superficie celular asociada al complejo u-PAR/u-PA
formando un complejo trimérico enzimaticamente inactivo u-PAR/u-PA/PAI-1/2, el

10, 12, 63, 82

cual es internalizado también por la célula del tumor ¢ ). Los complejos unidos

al receptor entre u-PA y sus inhibidores son internalizados en un proceso en el que

participa la union del receptor de a,-macroglobulina/LRP (1%82),

La unién de PAI-1 a Vitronectina estabiliza a PAI-1 activo ®" %2 |ocaliza su
sitio de accién, y ejerce efectos mas profundos al bloquear directamente la
interaccién de vitronectina con las integrinas de la superficie requeridas para la
adhesion y motilidad celulares por la union con u-PAR, PAI-1 compite con u-PAR por
los sitios de unidn a vitronectina, de tal manera que PAI-1 controla las interacciones

(80. 81, 82, 92)  vor lo que PAI-1/Vn tiene una

de vitronectina a u-PAR e integrinas
funcién regulatoria en la fibrinolisis, trombolisis y adhesion celular en la diseminacién
del cancer 2.

Niveles altos de PAI-1 activo controla la angiogénesis y afecta la migracion, la
falta de balance en estos procesos tiene particular significado en el proceso de

malignidad, estudios realizados en casos de cancer de mama (%9) y otros canceres,

muestran correlacion entre el incremento de PAI-1 y u-PA y la disminucion de
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remision y libre sobrevivencia de la enfermedad, como consecuencia un pobre
prondstico esto demuestra que PAI-1 no simplemente actua como antagonista de u-
PA, @ #) sino que puede tener otras propiedades, desde que PAI-1 dirige a la célula
a internalizar el complejo u-PA/u-PAR, puede también disminuir los niveles de u-PA'y
u-PAR en la superficie celular e inhibir la quimiotaxis de u-PA; sin embargo, PAI-1
también es quimiotactico para una variedad de células y existe en la regulacion de
las células que migran, estas observaciones aparentemente contradictorias o
conflictivas sugieren que PAI-1 puede inhibir o estimular la migracion celular y puede
ser relacionado a las diferencias de concentracién local, a bajas concentraciones
parece promover la angiogénesis mientras que a altos niveles la inhibe. Cualquiera
que sea el caso, su propiedad de inducir a la internalizacion del complejo u-PA/u-
PAR/integrinas dependiente de LRP sugiere que LRP puede regular la migracién
celular dependiente de u-PAR con cambios correspondientes en la morfologia de la
célula, reorganizacion del citoesqueleto y redistribucion de fosforilacion de tirosinas
(74).

El inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 2 (PAI-2) es un eficiente y
especifico inhibidor de u-PA, su sobreexpresion reduce el desarrollo metastasico de
células de tumor ®, estudios realizados in vitro en células de melanoma previenen la
espontanea metastasis de esas células al ser transplantadas y en células HT-1080 in
vivo muestra un reducido movimiento celular ®®, asi mismo la habilidad de PAI-2
para selectivamente unirse a u-PA:u-PAR en la superficie celular, ser internalizado

eficiente y rapidamente por endosomas y posteriormente ser degradado en
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lisosomas se muestra en estudios realizados en células de cancer de mama y
prostata ©7).

La eficiente y rapida formacién del complejo u-PA:PAI-2 también esta
asociada con una especifica e inmediata internalizacion de dicho complejo y
posteriormente la desintegracion presumiblemente dentro de lisosomas 4.

Como conclusion tanto la proteasa (u-PA) como su inhibidor (PAI-1) se
encuentran presentes en el tumor para mediar una proteolisis en forma limitada y

a 1% 8 |a internalizacion y reciclamiento del receptor (u-PAR) localiza la

efectiv
proteolisis en la superficie celular '%. La internalizacidn de los receptores forma parte
de este proceso de degradacién de la matriz extracelular como un paso importante
en la invasién del cancer ©®, PAI-2 es el inhibidor selectivo de u-PA unido a la

membrana celular y eficiente en reducir el desarrollo de metastasis.

3.5. APLICACION CLINICA DE LOS COMPONENTES DEL
SISTEMA FIBRINOLITICO EN EL CANCER

Dada la dual funcionalidad del sistema del plasmindgeno (proteolitico y no
proteolitico) se ha iniciado el interés por evaluar su significado clinico en pacientes
con tumores malignos.

Como se discutio previamente, las interacciones no proteoliticas y de
sefalizacion del sistema de activacion del plasminégeno nos dan mas evidencia de
su critica participacion en la invasion del cancer y metastasis %4 %% 99,

En cancer, la precisa regulacion del sistema del plasmindgeno parece haberse

perdido o modificado, estudios realizados demuestran la particular participacion de
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u-PA en las propiedades invasivas y metastasicas del tumor maligno e incluyen
una correlacion entre la transformacién del oncogen y un alto incremento en la
sintesis de plasmina, sus activadores e inhibidores,(u-PA y PAI-1, que cooperan en el
proceso migratorio al facilitar la adhesion y la posterior liberacién de vitronectina en la
matriz extracelular), los altos niveles de u-PA, uPAR, PAI-1 y PAI-2 muestran un gran
significado prondstico en muchos tipos de canceres. Todos los datos revisados
anteriormente invitan al uso clinico de estos factores proteoliticos, tanto como
agentes de diagndstico y marcadores prondstico, asi como en estrategias
terapéuticas contra el cancer.

El principal objetivo de esta revision ha sido establecer la biologia del sistema
de proteasas del sistema fibrinolitico, posteriormente encontrar su uso clinico en el
cancer.

Durante las dos ultimas décadas, un agobiante numero de reportes
demuestran la importancia del sistema del plasmindgeno en el desarrollo del cancer y
su progresion, Duffy en 1987 fue el primero en establecer que las proteasas tenian

que ver con los eventos de crecimiento y diseminacién del tumor (%9

, posteriormente
un considerable numero de estudios ha evaluado el valor prondstico de estas
proteasas en muchos tipos de canceres humanos.

En el espacio de esta tesis es imposible revisar todos los datos que describen
el efecto de los diferentes componentes del sistema fibrinolitico en estos procesos,
se muestran revisiones desde 1987 a la fecha, resumidos en la tabla 4.

La importancia clinica encontrada en estos estudios nos indica que valores

altos de estos elementos se relacionan con pobre prondstico de la enfermedad y
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corta supervivencia libre de recaida, son pacientes con riesgo de sufrir invasién
y metastasis del tumor, clasificando al paciente como candidato a terapia

coadyuvante sistémica.
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Tabla 4. Importancia Clinica de los componentes del sistema del plasmindgeno en
canceres humanos.
Cancer referencia Autor AfRo Factor Conclusion
Neuroblastoma | 107 Li Py cols 2004 |uPA, uPAR Nuevos marcadores
prondstico permiten
identificar pacientes
para tratamientos
Cavidad Oral 108 Hundsdorfer B | 2005 |uPA 'y PAI-1 Factores pronéstico
y cols Independientes
seleccionando
pacientes para
tratamiento
coadyuvante
Laringe 109 Sierko E y|2003 |uPAR, PAI-1 | Activacion Fibrinolisis
cols PAI-2, PAI-3 | que contribuye al
HMW-UK depdsito de fibrina en
el tumor
110 Zhao EM y|2003 |uPA, PAI-1 u-PA y PAI-2 nuevos
cols PAI-2 factores pronéstico
independientes.
PAI-2 buen pronéstico
Esoéfago 111 Tang WH vy |2001 |uPA, uPAR Factores pronéstico
cols PAI-1 No utiles para este
carcinoma
112 Pedersen H 1994 | uPA, PAI-1 PAI-1 buen factor
Pulmoén Y cols prondstico en
seleccién de pacientes
Harvey SR y|2003 |uPA, uPAR Potencial factor
Pancreas 113 cols prondstico
Sheng Q vy uPA, uPAR Factores pronéstico
Hepatocelular 114 cols 2000 |PAI-1
Nekarda H y uPA, PAI-1 Factor pronéstico en
Gastrico 115 cols 1994 supervivencia
Beyer. BC vy uPA, PAI-1 Factores prondstico
116 cols 2006 independientes
Gastro intestinal Laszlo H vy uPA Fuerte valor prondstico
117 cols 2000
Gandolfo,GM uPA, PAI-1 Marcadores de
Colorectal 118 y cols 1996 | uPA:tPA:PAI- |importancia clinica
2 supervivencia del
paciente
Berger D. H uPA, uPAR | Marcadores prondstico
Colon 119 2002 |PAI-1 PAI-2 en suero y tejido del

tumor
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Continuacion tabla 4.

Cancer Referencia Autor ARo Factor Conclusién
Vejiga 120 Shariat S F y|2003 |uPA, uPAR Factores pronéstico y
cols NMP22 diagnéstico.
121 Shariat SF y|2003 |uPA, uPAR Factor prondstico
cols independiente en niveles
séricos
Ho CHY cols t-PA. UPA. | Valores plasmaticos
Ovario 122 1999 |uPAR, PAI-1y| PAI-1 correlacionan con
PAI-2 enfermedad
Schmalfeldt, B | 1995 | UPA,uPAR, Elevados niveles en el
123 y cols PAI-1 tumor agresividad del
PAI-2 cancer y metastasis
124 Konecny G y|2001 |[uPA PAI-1 Buenos factores
cols pronéstico
Cervical 125 Hazelbag. S y|2004 |PAI-1 TGB-b |PAl-1factor pronéstico
cols independiente
Préstata 126 Miyake, H y|1999 |uPA, uPAR Factores prondstico altos
cols niveles en suero o tisular
127 McCabe NP y 2000 |s-uPAR Factor pronéstico para
cols PSA suero deteccion temprana y
valor predictivo
128 Pakneshan P |2005 |uPA Potencial diagnéstico y
y cols prondstico
Mama 159 Grondhal- 1993 | uPA, PAI-1 Factor prondstico
Hansen J y col
118 Gandolfo GM | 1996 |uPA, PAI-1 | Marcadores prondstico
y col PAI-2 para seleccion terapia
128 Pakneshan, P |2005 |uPA Potencial diagnéstico y
y col pronéstico terapéutica
129 Duffy MJ y|1988 |[uPA Nuevo factor diagnostico y
cols pronéstico
130 Duffy MJ y|[1990 |[uPA Marcador pronéstico
cols independiente
131 Janicke F y[1990 |uPA Independiente marcador
cols
132 Foekens JA y|1992 |uPA Valores altos recurrencia
cols y mal prondstico
133 Janicke F y|[1993 |PAI-1, uPA Fuertes e independientes
cols factores prondéstico en
pacientes nédulos
negativos
134 Duffy MJ y|1994 [uPA Significante marcador
cols prondstico en pacientes

nddulos negativos
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Continuacién Tabla 4.

Cancer Referencia Autor Afo Factor Conclusion
Mama 10 Dano Ky cols |1994 |uPAR, uPA Factores prondstico
PAI-1 asociados con pobre
Colagenasas | supervivencia en este tipo
tipo IV, de cancer
Estromelisina
104 Foekens JA y|1995 |PAI-2 Su expresion indica
cols favorable relapso y
sobrevivencia
105 Roozendaal V|1996 |uPA Significante marcador
y cols prondstico
135 Shiba E y cols. | 1997 | uPA, Significante factor
pronéstico
106 Schmitt, M y|[1997 |uPA, uPAR Factores prondstico
cols PAI-1
136 Ozyilkan O y|[1998 |T:ATII En cancer activo hay
cols aAP:PIn activacion del sistema
fibrinolitico
137 Prechtt A y|2000 |uPA, PAI-1 Factores pronéstico en
cols pacientes nodulo
negativos, seleccion
terapia
138 McCarthy M 2000 | PAI-1 uPA Factores prondstico en
paciente nddulo negativos
para terapia
139 Sten-Linder, M| 2001 | PAI-1/ uPA Es mejor valor prondstico
y cols complejo que PAI-1 o pro-uPA
139” Harbeck N y|2001 |PAI-1, uPA Impacto prondstico en
cols nédulo negativos
140 Look MP y|2002 |PAI-1uPA Fuerte valor prondstico en
cols estrategia terapéutica en
nédulo negativos
141 Duffy MJ 2002 |uPA PAI-1 Impacto prondstico en
pacientes nédulo
negativos
142 Bornstnar S y|2002 |uPA,uPAR Valores prondstico
cols PAI-1,PAI-2 apropiados para
tratamiento individual
143 Remedios C y|2002 |uPA PAI-1 | Factores asociados a
cols TIMP-1 pobre prondstico
144 Thomssen C y 2003 |uPA PAI-1 Valor pronéstico en
cols nddulo negativos designar
tratamiento individual
145 Qin WY cols |2003 |[uPA uPAR | uPA y PAI-1 Gtiles como
PAI-1 no invasivos marcadores
biolégicos en deteccion
146 Harbeck N Y |2003 |PAI-1 uPA Factores pronéstico y en
col respuesta a terapia

coadyuvante
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Continuacion tabla 4.

Cancer referencia

Autor

Factor

Conclusion

Mama

147

Schneeweis,
cols

Ay

2003

uPA PAI-2

Nuevos marcadores
biolégicos en aplicacién
clinica

159

Cufer, Tanja

2004

uPA, PAI-1

Marcadores utiles en
seleccion candidatos a
terapia sistémica

148

Manders, P y cols

2004

uPA:PAI-1
complejo

Factor pronéstico en
terapia pacientes con
tumor primario

149

Duffy, M.J.

2004

uPA PAI-1

Ayudan identificar a
pacientes nédulo
negativos de bajo
riesgo cuya terapia es
innecesaria

150

Manders, P.
y col

2004

uPA: PAI-1
complejo

Asociado con pobre
prondstico correlaciona
con status de
receptores de
progesterona y
estrogenos

151

Grebenchtchikov, N
y cols

2005

uPA,PAI-1,
uPA:PAI-1
uPAR

y

La determinacion en
plasma no refleja su
concentracion tisular.
Valores en plasma no
se recomienda para
prondstico en este
cancer

152

Xiao, J. P.y cols

2005

uPA, MVD

Marcadores biolégicos
independientes ,
predicen recaida y
metastasis en este
cancer

153

Molina, Ry cols

2005

uPA, PAI-1

Marcadores prondstico
seleccionan pacientes
nodulos negativos de
bajo riesgo.

154

Decock, K.
y cols

2005

uPA, PAI-1

Uso en la clinica

practica para seleccion
de candidatos a terapia
sistémica coadyuvante

155

Schmitt M y cols

2006

uPA, PAI-1

Uso clinico, identificar
riesgo de recaida,
nuevo micrométodo.

156

Weissenstein,
cols

Uy

2006

uPA, PAI-1
VEGF

Nuevo método para
determinar marcadores
de cancer en muestras
pequefas de biopsias

MVD densidad microvascular, VEGF factor de crecimiento vascular endotelial,
NMP22 proteina 22 de la matriz nuclear urinaria.
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Al revisar los datos de la tabla 4, encontramos que las proteasas u-PAy
PAI-1 son los primeramente estudiados y mas comunes factores prondstico
proteoliticos en muchos tipos de cancer incluyendo mama, préstata, colorectal,

c (108, 112, 115, 118, 121, 124, 137, 138,139

vejiga, pulmodn, et ), posteriormente se investiga la

expresion del receptor de u-PA (u-PAR) en cancer de mama, colon, piel y otros tipos

p (129, 10,107, 113, 120, 122, 123, 126, 127)  ancontrandose también utilidad como

de cance
factor prondstico.

Nekarda y colaboradores, estudiaron el impacto prondstico de u-PA y PAI-1 en
76 pacientes con cancer gastrico en extracto del primer tumor donde niveles altos de
u-PA y PAI-1 correlacionaron con invasion vascular y disminuciéon en la
sobrevivencia, concluyeron que la positividad sirve como un nuevo marcador

@7 Similares

pronostico en este tipo de cancer prediciendo la corta sobrevivencia
estudios fueron realizados en cancer de ovario por B, Schmalfeldt y colaboradores y
encontraron que altos niveles en el tumor contribuyen a la agresividad del cancer
(123) Gandolfo y col "'® al estudio en cancer de colon concluyeron como marcadores
pronostico, entre otros.

PAI-2 actualmente ha sido estudiado por muchos investigadores y su

elevacion nos indica buen pronéstico, libre de recaida y sobrevivencia (19 110 118. 119,

122, 142)

Dano y col reportaron el patron celular de expresion de seis moléculas
involucradas en la regulacién y generacion de la proteolisis extracelular y parece ser
caracteristico de cada tipo de cancer. El patron de expresion de u-PAR, u-PA, PAI-1

y tres metaloproteasas en cancer de colén, mama y células escamosas de la piel son
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expresados en las mismas células o en las células adyacentes para reclutar e
inducir la invasién y crecimiento del tumor, teniendo una funcién paracrina '©.

Todos los datos existentes nos revelan el fuerte valor prondstico de estos
factores proteoliticos ultimamente desarrollados y parece ser el mas aceptado como
agentes de diagndstico y prondstico independientes de otros factores existentes en
una amplia variedad de canceres. En pacientes con cancer, el incremento de estos
biomarcadores se asocia con progresion del tumor y corta sobrevivencia libre de la

enfermedad (%9,

106



3.6. FACTORES PRONOSTICO EN CANCER DE MAMA
El cancer de mama es la mas comun malignidad en mujeres de todo el mundo,

mas de un millén de mujeres son diagnosticadas con esta enfermedad cada afio "

102)

En el mundo occidental, una de cada 8 a 10 mujeres pueden presentar cancer
de mama en una etapa de su vida "%, Durante las ultimas décadas, se han hecho
grandes mejoras en el diagnédstico y tratamiento de esta enfermedad, llevando a
rangos de supervivencia del 50% al 70% en cancer operable, cuando la deteccion de
la enfermedad es temprana y la introduccién de terapia sistémica es a tiempo (%),
Las pacientes cuyos nodulos linfaticos estan cargados de células tumorales pueden
recibir algun tipo de terapia coadyuvante (pacientes con riesgo de sufrir metastasis) y
evitar la recaida 1% %),

Un factor prondstico en cancer de mama se define como la medida capaz de
diagnosticarlo y predecir la sobrevivencia sin la enfermedad Los tradicionales
factores prondstico utilizados para separar pacientes con nodulos negativos en
grupos de bajo riesgo y grupos de alto riesgo en pacientes con nodulos positivos de
acuerdo a la recurrencia de la enfermedad se clasifican como parametros
histomorfologicos (tamafio del tumor, grado nuclear), otros factores como estatus de
receptores hormonales de esteroides y fraccion de la fase-S (98:99108163) . gon
considerados como los factores pronostico estandar de acuerdo a lo cual se planea
la terapia coadyuvante; su valor pronostico ha sido confirmado en muchos estudios
en canceres tempranos y son reconocidos desde 1999 en la conferencia bajo el

(102

auspicio del colegio de patdlogos americanos '%?). Segun estos factores el 90% de
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los pacientes caen en alto riesgo y requieren de terapia sistémica, el 10%
restante es un grupo de menor riesgo al cual se le deja sin terapia. De éste grupo
aproximadamente el 70% de pacientes nodulo negativos son curados de su
enfermedad por cirugia y radioterapia, mientras que el 30% tienen recaida dentro de
los diez afios siguientes. Estos factores prondstico utilizados no son suficientemente
sensibles para identificar el subgrupo de pacientes con enfermedad recurrente ("',

%)  Los factores

es necesario un manejo individualizado para un mejor resultado
proteoliticos (u-PA, metaloproteasas, catepsinas, inhibidores y receptores) han
ganado aceptacion clinica, estos nuevos factores tumorales biolégicos parecen tener
un mejor prondstico (100:106:154.155)..

Biomarcadores son indicadores biologicos de enfermedad o efectos
terapéuticos, los cuales pueden ser medidos por pruebas en sangre, liquidos
bioldgicos u otras muestras ("1 .

Al aplicar la determinacion de estos factores proteoliticos (u-PA, u-PAR 'y
PAI-1) en tejido de pacientes con cancer de mama, la elevacion de alguno de estos

factores en su tumor primario indica un elevado riesgo a desarrollar metastasis '°"

%) va que la principal causa de enfermedad y muerte en estos pacientes son la
formacion de metastasis. El proceso de metastasis como se ha revisado
anteriormente envuelve la invasion local, degradacion de la matriz extracelular,
angiogeénesis, intravasacion, evasion de la apoptosis y sobrevivencia en la
circulacion, extravasion y crecimiento del tumor en un sitio secundario, uno de los

principales mediadores de este proceso es la serin proteasa u-PA (41157 -
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Duffy y sus colaboradores en 1988, fueron los primeros en describir una
significante correlacion entre elevados niveles de la enzima u-PA en extractos de
tejido del tumor primario de cancer de mama y progresion del cancer (1?9,
Independientemente de los hallazgos de Janicke y Duffy en 1989/90, Foekens y
Gribdagk-Hansen, lo confirmaron mas tarde al determinar un antigeno de u-PA que
parecia ser un fuerte factor prondstico independiente de los tradicionales (*2. En
1991 Janicke y sus colaboradores ("% ") reportaron que niveles altos de PAI-1 en
tumor primario también correlacionaban con pobre prondstico en estos pacientes;
dichos resultados fueron después comprobados por otros investigadores,
encontrandose que es un factor prondstico independiente, util para cancer de mama
(118, 137 - 155) ]

La elevacién de los niveles de u-PAR en el tumor primario también indica mal
prondstico, este prondstico sin embargo es menos relevante que PAI-1 (129 142,145, 150)
. En contraste al elevarse PAI-2 indica buen prondstico (196 142 153),

Los datos de la investigacion basica pueden ayudar a explicar el hallazgo de
PAI-1, siendo que éste no actua como un inhibidor verdadero pero si como un factor
proteolitico, PAI-1 es indispensable para una Optima proteolisis local, adhesion y
migracién de las células del tumor ©> 1%,

Recientes observaciones de Kanse %, Stefansson y Lawrence indican que
PAI-1 puede modular la union de u-PAR con los componentes de la matriz
extracelular e interferir con su adhesion a la misma. Estas caracteristicas ponen a las
células del tumor en posicidn de migrar de una manera alterarnativa uniéndose o

desuniéndose a la matriz extracelular. Estas caracteristicas reconocen el fuerte
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efecto de PAI-1 en el fenotipo celular maligno y ponen de manifiesto que para
focalizar una 6ptima invasion debe de haber expresidén de los tres factores, u-PA,
UPA-R y PAI-1 asi como también para la actividad angiogénica > %9,

Chazaud B y cols demostraron que el complejo u-PAR:u-PA:PAI-1 se une a
LRP vy transitoriamente une la membrana de la célula con la matriz extracelular
formando un puente, utilizando este complejo para migrar, los efectos promigratorios
son la expresiéon PAI-1 en la ECM ©°)

Es de notar que el inhibidor PAI-2 actua de forma diferente, al formar el
complejo con u-PA no es internalizado después de unirse al receptor en la célula
tumoral sino hidrolizado. Existe también evidencia de que una funcion biologica
alterna de PAI-2 es como factor importante en regular la muerte celular en un
proceso mediado por TNF-a. a través de la proteinasa que induce apoptosis 2.

El valor pronéstico independiente de u-PA y su inhibidor PAI-1 en cancer de
mama ha sido confirmado en un meta analisis, en el que se incluy6 un conjunto de 18
datos, 8377 pacientes dentro de un seguimiento de 6.5 afos. En éste estudio, la
combinacion de ambos factores fué reforzada como factores prondstico en pacientes
con ndédulo negativos, independiente de la cirugia, afos de cirugia, estado de
menopausia y estado de nodulos linfaticos (4% .

El valor prondstico independiente de éstos factores también ha sido
corroborado por muchos otros autores en estos Ultimos afios (1427157,

Estudios donde se analizaron varios factores tradicionales (tamafo y grado del

tumor, receptores hormonales fase S, M1B1, p53, Her-2) y los factores bioldgicos (u-
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PA, PAI-1, catepsina D) en prondstico de supervivencia en un lapso de 76
meses, solamente u-PA, PAI-1 asi como los marcadores de proliferacion fueron
estadisticamente significantes de supervivencia libre de la enfermedad'®.

En un estudio realizado en 1990 por M. Duffy y colaboradores *?, u-PA en
pacientes con cancer de mama y comparando con otros factores tradicionales de
riesgo como nodulos axilares, tamafio del tumor o receptor de estradiol, u-PA resulto
ser un marcador pronostico de sobrevivencia de la enfermedad similar en fuerza al
status en nédulos axilares y mas eficaz e independiente de los otros factores.

Otros investigadores como Foekens y colaboradores en un estudio de 671
pacientes con tumores de mama en primer estadio, con altos niveles de u-PA
evaluaron la supervivencia libre de la enfermedad al asociarlo con edad,
menopausia, nodulos linfaticos positivos o negativos, tamafio del tumor y receptores
de estrogenos y progesterona, la positividad de u-PA se asocio significativamente
con incremento en relapso y muerte. En subgrupos de u-PA positivo asociado con
nodulos positivos, nédulo negativos, postmenopausia y receptores de hormonas se
concluye que la positividad de u-PA en el tumor primario es un factor importante e
independiente!'??.

Michael McCarthy estudiaron u-PA y PAI-1 como indicadores de riesgo de
recurrencia en pacientes nodulo negativos en 556 pacientes siendo 241 con niveles
bajos, clasificadas como pacientes de bajo riesgo, los cuales no tuvieron recaida
después de 32 meses de seguimiento, mientras que 315 pacientes fueron pacientes

de alto riesgo al encontrarles niveles altos de ambas proteinas (%%,
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Shiba E. y colaboradores en estudio realizado a 226 pacientes con tejidos
de cancer de mama donde se determina u-PA y se correlaciona con otros factores
prondstico se llega a la misma conclusion de la importancia de u-PA (3%,

El estudio realizado por Schmitt M. Thomssen donde se observa el prondstico
en un lapso de tiempo, u-PA y PAI-1 y el receptor hormonal en tejido de tumor
primario de cancer de mama, donde u-PA disminuye constantemente sobre el
tiempo siendo fuerte su impacto en los 3 primeros afos, especialmente en pacientes
nodulo negativo pero declind substancialmente al final, este comportamiento fué el
mismo que el estatus de receptor hormonal de esteroides. En contraste el pronédstico
de PAI-1 incrementd sobre el tiempo de igual manera que el valor prondstico de
nédulos linfaticos %),

Otro estudio realizado por Janicke y colaboradores donde se observa el
comportamiento de u-PA y PAI-1 en pacientes sometidas a terapia coadyuvante con
tamoxifén, pacientes con u-PA negativo en el tejido del tumor primario tuvieron mejor
respuesta al tamoxifén que cuando tenian elevado el valor. Se concluye que
pacientes con u-PA y PAI-1 positivos muestran mas corta sobrevivencia libre de
relapso y responden menos a la terapia con tamoxifén '3").

Gandolfo y colaboradores en un estudio pacientes con cancer de mama y
carcinoma de colon concluye la importancia de los niveles tisulares de los
activadores e inhibidores del plasminégeno con respecto al desarrollo del cancer y la
supervivencia de los pacientes afectados por estas patologias y que estos
marcadores nuevos pueden permitir una mejor seleccion de los mismos para una

mejor opcién en un posible tratamiento coadyuvante (')
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John A Foekens y cols al estudiar PAI-2 y u-PA en 1012 pacientes con
cancer de mama y al compararlo a PAI-1, concluye que la elevacion de PAI-2 aun
con valores altos de u-PA reduce la posibilidad de recaida y aumenta la
supervivencia libre de enfermedad, explicando que PAI-2 inhibe totalmente a
u-PA, en pacientes con u-PA no elevada o nula y la presencia de PAI-2 se encontrd
como un buen prondstico (%%,

En otros estudios, Roozendal y col en tejido de carcinoma mamario ductal
invasivo encontraron una poblacion de macrofagos en el tejido periductal (células
estromales similares a macréfagos) y neutrofilos que infiltran dicho tejido asi como
vasos sanguineos del tumor que expresan u-PAR, estas células son actualmente
identificadas como miofibroblastos, a-smooth muscle (a-sm). Los miofibroblastos
constituyen mas del 80 % de las células estromales en el cancer ductal de mama, se
originan de fibroblastos diferenciados y estan ausentes en tejido mamario normal.
Las células cancerigenas inducen a los fibroblastos del tumor a producir u-PA y esto
parece coincidir con la conversion de los fibroblastos mamarios a miofibroblastos (105)

Estudios de componentes del sistema fibrinolitico en plasma de mujeres con
cancer de mama también han revelado algunos datos importantes para utilizar dichos
componentes como marcadores tumorales. La determinacion de u-PA,
u-PAR y el complejo (t-AP:PAI-1) en plasma revelan un incremento solamente en el
complejo (t-PA:PAI-1) como consecuencia de aumento en la fibrinolisis, estos
mismos estudios comparados en extracto tumoral revelan un aumento en los tres

parametros determinados ®2) mientras que Grebenchtchikov N y col. al estudiar los
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factores u-PA, PAI-1 y el complejo u-PA:PAI-1 concluyeron que la determinacion
en plasma no correlaciona con los valores tisulares, por lo que la determinacién en
plasma no se recomienda para prondstico en cancer de mama ('°7.

La determinacién del complejo as-antiplasmina-plasmina en plasma, realizado
por Ozyilkan y col en 1998, al mismo tiempo que lo compararon con el marcador CA
15-3, el mas conocido antigeno para cancer de mama, aportd resultados
significativamente elevados comparados con otros grupos sanos y hubo una pobre
pero positiva correlacion con el antigeno, con lo que se demuestra que un incremento
en el complejo a2-antiplasmina-plasmina indica activacién en el sistema fibrinolitico
en dichas pacientes con cancer activo (%9,

E. Rondahl-Hansen, G. Hoyer-Hansen, T. Plesner, N:E: Hansen, K. Dano,
(resultados no publicados) encontraron niveles tisulares elevados de los complejos
u-PA:u-PAR vy u-PAR:u-PA:PAI-1 y sus variantes hidrolizadas u-PAR (lI+111),
concluyendo que pueden servir como parametros prondsticos, pues reflejan la
actividad del sistema de u-PA. Asi mismo los niveles en suero de u-PAR pueden ser
un valor diagnostico.

Una forma soluble de u-PAR ha sido recientemente encontrada en plasma, en
pacientes con ciertos tipos de cancer se encuentra elevado, su funcion se cree
antagoniza la progresion del cancer; sin embargo los mecanismos in vivo hasta la
fecha permanecen en estudio. (1% %2,

Como se ha demostrado en todos los estudios realizados, la distribucion

celular de u-PA, u-PAR y PAI -1 en tejido de cancer de mama ha sido bien estudiado
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por inmunohistoquimica e hibridacién in situ con RNAm por varios
investigadores. Igual que en otros tipos de cancer, también en tejido mamario las
proteinas proteoliticas se expresan y sintetizan por una variedad de células de tumor
y células del huésped incluyendo fibroblastos, células endoteliales y macréfagos.
Estos factores proteoliticos son de gran interés en la invasion del tumor,
angiogeénesis y metastasis. Las pacientes con factores de riesgo alto pueden ser
también identificadas por estos factores y ser tratadas mas individualmente con
terapia coadyuvante '?.
Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) de alta sensibilidad se encuentran
disponibles en el mercado y métodos cuantitativos con transcripcion reversa PCR
han sido también desarrollados para la cuantificacion de u-PA, u-PAR, PAI-1y PAI-2

y en tejidos de cancer de mama de diferentes compairiias (%,
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3.7. ALTERACIONES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO POR MEDICAMENTOS

Ademas de los agentes hemostaticos que actuan directamente como

activadores del plasminégeno muchos medicamentos son capaces de producir
efectos profibrinoliticos que son mediados por mecanismos endogenos indirectos.

Los efectos fibrinoliticos pueden ser generados por la liberacién de t-PA
endogeno de varios sitios celulares, la reduccion de PAIl debido a procesos
regulatorios, la modificacién de serina proteasas en el proceso de fibrinolisis, la
modificacion de la molécula de fibrindbgeno y la sobre regulacion de las proteinas
fibrinoliticas '°®).

Varios medicamentos ejercen un efecto de estimulacion en el endotelio
facilitando la liberacion de activadores del plasmindégeno tanto tisular como tipo
uroquinasa, los cuales ejercen efectos liticos tanto sistémicos como localizados.
Inicialmente los efectos indirectos profibrinoliticos no son detectables por métodos
convencionales tales como el nivel del fibrinbgeno y el tiempo de lisis de
euglobulinas, se requieren de métodos de laboratorio ultrasensibles para determinar
los parametros del sistema fibrinolitico cuando esta activado subclinicamente, la tabla

5 lista algunos de los factores que contribuyen a un estado fibrinolitico *°*®),

Determinantes de un estado fibrinolitico.

Reduccién de inhibidores fibrinoliticos

Incremento de activadores fibrinoliticos

Modificacion de sustratos y enzimas

Liberacion de activadores enddégenos de algun sitio
vascular

Moduladores celulares

Respuestas mediadas por Citocinas

Liberacion de mediador

Tabla 5. Determinantes de un estado fibrinolitico
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Los mecanismos por los cuales los agentes quimioterapeuticos son capaces
de producir un estado fibrinolitico son multiples, una reduccion tanto farmacoldgica
como en su funcibn o una disminucidn de sus niveles produce un estado
profibrinolitico (18 159

Muchos medicamentos son capaces de modificar la molécula de fibrinbgeno
haciéndola mas susceptible a la accion de la plasmina. Del mismo modo, enzimas
como la plasmina, activadores del plasminégeno tisular y uroquinasa también pueden
ser modificados, siendo mas eficientes y potencializando el proceso de fibrinolisis
(18) Estimulos fisicos y agentes farmacoldgicos son capaces de liberar activadores
enddgenos, esta activacién endégena aumenta la fibrinolisis!"*),

Muchos medicamentos son capaces de afectar los sitios celulares donde
ambos los activadores y los inhibidores de la fibrinolisis se producen. Algunas de
estas drogas se conocen para potenciar el sistema fibrinolitico mientras que otras
producen una accion inhibitoria (1°8 159,

Las células endoteliales y los fibroblastos producen varios moduladores que
contribuyen significativamente a la regulacion del proceso fibrinolitico por drogas.

Liberacion de activadores e inhibidores del plasmindgeno de sitios de almacén

vascular por accion de agentes farmacoldgicos es bien documentado en la actualidad

(158)

La tabla 6 muestra algunos agentes farmacolégicos que producen variables
efectos en el sistema fibrinolitico. Glucosaminoglicanos, tales como la heparina y el
dermatan, produce efectos profibrinoliticos. Estos agentes facilitan la liberacion

endogena de t-PA y aumentan la generacion de varios mediadores profibrinoliticos
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dentro de la circulacion. Los efectos de los glucosaminoglicanos puede tener un
mayor impacto en el manejo de trastornos tromboembdlicos. La heparina es utilizada
en algunas patologias hematoldgicas para el tratamiento y profilaxis de la trombosis.
La heparina y sus derivados pueden inducir activacion subclinica de la fibrinolisis, o
cual puede aumentar las complicaciones por hemorragia. La seguridad y eficacia de
otros agentes farmacoldgicos se pueden ver influenciados por este anticoagulante,
por lo que su uso combinado debe ser considerado especialmente y tomarse en
cuenta en estados patoldgicos.

La estimulacién endotelial de agentes tales como desmopresin (DDAVP) vy
péptidos relacionados, aumentan en forma enddgena la fibrinolisis. DDAVP, un
facilitador vascular, incrementa los niveles endogenos de t-PA y aumenta la eficacia
litica de la estreptoquinasa. Un acido nucleico derivado, desfibrotide, también actua
como modulador al aumentar la liberacion endogena de activadores del
plasmindégeno. Este agente es también capaz de producir una disminucion en los
titulos de los inhibidores de los activadores del plasminégeno °®).

Algunos analogos estables de prostaciclina son capaces de incrementar la
fibrinolisis. EI mecanismo por el cual estos agentes producen su accion no es bien
conocido. Varios polielectrolitos tales como dextran sulfato, polisulfato de pentosan y
otros agentes similares promueven la fibrinolisis. Algunos de estos son utilizados en

medicina cardiovascular, y su efecto terapéutico puede afectar el sistema fibrinolitico

(159)
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Medicamentos Modulacion

Glucosaminoglicanos Efectos profibrinoliticos, sinergismo de
(heparinas, dermatan t-PA, reduccion de PAI

sulfatos)

Antibidticos Efectos pro y antifibrinoliticos

Nitratos Promocién de fibrinolisis

Hormonas Promocion de fibrinolisis

Defibrétide Efectos profibrinoliticos

Prostaciclina y agentes relacionados Sinergismo interaccion con t-PA
Polimeros (dextranes, SP 54) Efectos profibrinoliticos

Concentrados de complejos de Aumento de Fibrinolisis

protrombina

Bloqueadores de canales de Calcio Promocién de fibrinolisis
Metilxantinas Promocidn de fibrinolisis
Angiotensina que convierte enzimas Promocién de fibrinolisis
inhibidores

Tabla 6. Medicamentos que modulan el Sistema Fibrinolitico ">

Muchos de los productos derivados de plasma humano también alteran el
sistema fibrinolitico, la composicion de cada uno de estos productos juega un
importante papel en su actividad, el plasma fresco congelado, crioprecipitados y
plasma rico en plaquetas contienen muchos moduladores del sistema fibrinolitico que
pueden aumentar o disminuir su funcion. En la tabla 7 se muestran estos productos y
Sus acciones.

La proteina C al ser activada por el complejo trombina-trombomodulina facilita
la fibrinolisis. El inhibidor Esterasa C-1 puede modular la actividad de la plasmina y
otras enzimas profibrinoliticas. ElI concentrado de complejo de protrombina contiene
significantes cantidades de proteina C, por lo que también produce activacion del

sistema fibrinolitico. Concentrados de Factor VIl puede tener varios efectos, son pro
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hemostaticos y puede tener una accion regulatoria negativa en el sistema

fibrinolitico %%

La albumina, globulina y concentrados de amino acidos también modulan este

sistema, las globulinas pueden producir efectos graves porque muchos componentes

y moduladores son contenidos en esta fraccion.

A pesar de reportes en la modulacion del sistema fibrinolitico por productos de

plasma humano no existe un estudio sistematico de la accién de estos agentes

158)

Productos de Acciones Interacciones con Agentes
Plasma Profibrinoliticas Tromboliticos

Plasma Fresco + +
Congelado
Crioprecipitados + +
Antitrombina lIl - -
Proteina C + -
Inhibidor C-1 - -
Esterasa
Complejos + +
Protrombina
Complejo de + +
Protrombina
activado
Concentrado de + -
Factor VI
Albumina - -
Globulinas - +
Mezcla de amino + +

acidos

Tabla 7. Modulacion del Sistema Fibrinolitico por Productos derivados de Plasma.

La tabla 8 muestra varios marcadores de activacion subclinica de la fibrinolisis

que recientemente se consideran. Algunos agentes farmacolégicos pueden producir

liberacion enddgena de antigeno de t-PA y u-PA, los cuales son detectados

rapidamente al utilizar métodos de ELISA.
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az-antiplasmina puede ser determinada funcionalmente, sin embargo, esto no
representa un verdadero nivel fisioldgico en la fibrinolisis, la determinacién de complejos
nos revela el estado fisiolégico mas cercano al real, estos métodos determinan
cuantitativamente microgramos del complejo plasmina-oz-antiplasmina.

La activacién de la proteina C y el plasminégeno pueden ser medidos por
métodos que miden la activacion de péptidos, estos péptidos son parecidos a
fibrinopéptido A y pueden proveer un indice mas seguro para la conversion de estos
cimdgenos en enzimas activas.

Una vez que la plasmina se genera, digiere el fibrindgeno y la fibrina en sus
respectivos productos de digestion, los cuales también pueden ser cuantificados. Los
efectos clinicos de muchos nuevos agentes farmacolégicos no han sido bien
estudiados ya que observaciones hechas en diferentes modelos animales tienen un

comportamiento diferente a los humanos.

Antigeno t-PA
Antigeno u-PA
Complejos t-PA-PAI (inhibidor del activador)
Complejos u-PA-PAI
Péptido de activacion proteina C
Péptido de activacion de plasminégeno
Complejo Plasmina-asantiplasmina
Péptidos Bg
Productos de digestion del Fibrinbgeno
Productos de digestiéon de la Fibrina
Dimero-D

Tabla 8. Marcadores moleculares de la activacion fibrinolitica ¢

158)
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Los agentes terapéuticos para el tratamiento del cancer producen una
gran variedad de efectos en el sistema hemostatico (en el sistema de la coagulacion,
del complemento, Kalicreina-Kinina y fibrinolisis).

Agentes anticancerigenos tales como metotrexate, purina y analogos a la
pirimidina, alcaloides de vinca y nitrosa urea producen varios grados de inhibicion del
sistema hemostatico. Cuando estos agentes son administrados en forma de
quimioterapia combinada sus efectos en la coagulacibn son mas complejos y el
resultado va a depender de los factores que predisponen al paciente en si. Durante el
curso de la quimioterapia del cancer, es importante vigilar parametros de la

hemostasia que provean informacidén en alguna alteracion del sistema hemostatico

(36)
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CAPITULO 4
METODOS DE ESTUDIO DE LA FIBRINOLISIS

Los episodios de fibrinolisis en el organismo pueden ser eventos prolongados,
sostenidos, generalizados o locales. Si son sostenidos y generalizados su
identificacion es sencilla, estos pacientes presentan hemorragia debida a fibrinolisis
sistémica, y se puede encontrar evidencia de incremento de plasmina o activador del
plasminégeno en la circulacion sanguinea que pueden ser identificados por técnicas
simples: “%47)

- Tiempo de lisis del coagulo en sangre total.

- Tiempo de lisis del coagulo de euglobulinas (aumento de los activadores
especialmente el t-PA, el cual no diferencia entre plasmina o activador del
plasmindgeno).

- Lisis de placas de fibrina que pueden diferenciar plasmina de su activador al
utilizar plasminogeno o fibrina libre de plasmindgeno.

Si un episodio de fibrinolisis ha sido transitorio o localizado, demostrarlo es
mas dificil, s6lo se puede identificar la presencia de productos de digestion de la
fibrina en el suero, aunque no se distingue si provienen de la digestion de la fibrina o
del fibrinégeno “").

Las hemorragias localizadas en algunas areas u organos pueden relacionarse
con aumento de activadores fibrinoliticos y activacion fibrinolitica localizada, sin
evidencias de cambios a nivel de sangre sistémica. El hallazgo de aumento de

activadores del plasmindgeno y/o plasmina y de PDF/f en liquidos de drenaje,
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secreciones, orina , etc. es lo que demuestra la fibrinolisis en estas hemorragias.
Las técnicas de laboratorio utiles para estos casos son aquellas que proveen
sustratos (plasmindgeno, fibrina) para poder evidenciar la actividad litica presente en
estos liquidos, tales como placas de fibrina, métodos caseoliticos, sustratos
cromogeénicos, etc “0).

Un método alternativo para demostrar que existe fibrinolisis in vivo es
comprobar que se ha formado la plasmina, identificando complejos plasmina-
azantiplasmina presentes en la sangre “7).

Los estados proteoliticos descritos en carcinomas metastasicos entre otros
reflejan la liberacion del activador del plasminégeno.

En la hemorragia por fibrinolisis primaria debemos demostrar la presencia de
excesivas cantidades de activador del plasminégeno con formacién de los complejos
plasmina-ozantiplasmina, disminucion de la actividad de antiplasmina con presencia
de grave hemorragia en ausencia de otra alteracién de coagulacién “°).

Una hemorragia fibrinolitica puede ocurrir después de un dafo al tejido que
contiene grandes cantidades de activador durante la cirugia “”).

Un hemorragia por fibrinolisis secundaria a CID puede ser distinguida por el
hallazgo de complejos circulantes de plasmina--az-antiplasmina y
fragmento BB 1542 que confirman esta activaciéon, esto junto con los dimeros D-D
circulantes apoyarian que la fibrinolisis es secundaria a la formacion de fibrina

intravascular?).
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Otras pruebas rutinarias que investigan a un paciente con hemorragia,
accesibles a un laboratorio de rutina y que pueden reflejar indirectamente la actividad
del sistema fibrinolitico al momento de la toma de muestra o en un periodo
inmediatamente anterior a dicha toma son pruebas de tamizaje TT, TP y TTPA, que
pueden estar prolongados en episodios graves de alteracion del sistema fibrinolitico;
lo cual se debe a descenso del fibrinbgeno plasmatico y de otros procoagulantes
como los factores V y VIII. Esta situacion puede aumentar durante la fibrinolisis
primaria aunque también pueden no estar alterados, ser normales; la marcada
prolongacion de estas pruebas con grave deficiencia del fibrinbgeno es comun en
CID con fibrinolisis secundaria. Una mayor razén de la prolongacion de estas
pruebas es el efecto anticoagulante de los productos de degradacion del fibrindgeno,
los cuales pueden impedir la formacion de trombina y la interaccion trombina-
fibrindgeno o la falta de polimerizacion de la fibrina que prolonga los tiempos de
coagulacion observados en estas determinaciones. La cuantificacion de Fibrinégeno
puede ser también en estos casos una prueba de tamizaje “").

El conteo de plaquetas no es de gran ayuda en muchos casos como son
enfermedades malignas que invaden la médula 6sea u otras como lupus sistémico,
leucemias, cirrosis pues el descenso de plaquetas se ve afectado por el proceso de
la enfermedad y no por consumo debido a una coagulacién intravascular ¢,

Determinaciones mas especificas son importantes para diferenciar fibrinolisis
primaria o secundaria a CID como las indicadas anteriormente y técnicas que
identifican generacion de trombina y plasmina aunque no directamente pues ambas

son neutralizadas por sus inhibidores rapidamente en el plasma, sino su especifica
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consecuencia de generacién como son los fibrinopéptidos o complejos trombina-

antitrombina (T-ATIII), plasmina-a, antiplasmina, t-PA/PAI 1 entre otros “n,
Para estudiar las alteraciones del sistema fibrinolitico se revisan los diferentes

meétodos existentes.

Los métodos de laboratorio que estudian la hemostasia los podemos agrupar de
acuerdo a sus bases en:

- Coagulométricos

- Cromogénicos

- Inmunoenzimaticos

- Nefelométricos

- Aglutinacion

- Diversos

4.1. METODOS COAGULOMETRICOS

Estos miden el tiempo que tarda en formarse un coagulo. Son métodos que
utilizan la cascada de enzimas de la coagulacién y su punto final es la formacién de
fibrina. Todos los métodos basados en coagulacion pueden ser realizados
manualmente, utilizando un tubo de plastico dptimamente limpio e iniciar el tiempo
cuando se agrega la mezcla de reactivos con el plasma y el tiempo termina al
formarse el coagulo detectado por inclinacion del tubo. Es un método altamente
subjetivo y requiere de un entrenamiento del técnico adecuado y aun asi tiene un alto

grado de error.
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Existen también métodos automaticos y semiautomaticos utilizando
instrumentos electro mecanicos o foto-6pticos que estandarizan mas los tiempos y
disminuyen el error de los métodos manuales.

Los 3 tipos de instrumentos utilizados en coagulometria son:

a) Fibrometros: los cuales se basan en la interrupcion eléctrica al haber

cambios en la fluidez del plasma a través de un sensor mecanico.

b) Coagulémetros foto-Opticos: que poseen un sensor foto-Optico sensible

a los cambios de luz que se filtran al realizar la prueba.

c) Coaguléometros nefelométricos: miden también la luz filtrada pero en un

angulo de 70 grados.

Los reactivos que se emplean para valorar la coagulacion in vitro son las
tromboplastinas, son lipoproteinas de peso molecular aproximado de 37 KD, y
constan de dos fracciones:

1) proteinica ( que es termolabil )
2) lipidica ( que es termoestable)

Las tromboplastinas completas contienen las dos fracciones y se utilizan para
realizar el tiempo de protrombina (TP). Las tromboplastinas parciales solo contienen
la parte fosfolipidica y se usan para valorar el tiempo de tromboplastina parcial
activado (TTPA). Se encuentran las tromboplastinas en casi todos los tejidos, cuya
mayor concentracion estan en cerebro, pulmoén, placenta, timo y testiculo. Las
tromboplastinas existentes en el mercado tienen diferente sensibilidad dependiendo

de su origen (humano, animal o recombinante) y del método de preparacion.
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La sensibilidad de la tromboplastina se refiere a la capacidad que tienen el
reactivo para detectar las variaciones en la concentracion plasmatica de los factores
de la coagulacién, que se expresan en el laboratorio por una mayor diferencia en
segundos entre el resultado del testigo contra el problema “*”.

El Tiempo de Trombina (TT) : Tiempo en segundos que tarda un plasma
citratado en coagular, al agregarle trombina en condiciones éptimas de temperatura,
pH y fuerza iénica @1,

Explora la conversion del fibrinogeno en fibrina. Valora los trastornos

funcionales o cualitativos del fibrindgeno asi como la presencia de inhibidores de la

trombina o en la interferencia de la polimerizacion de la fibrina .

4.1.a. La cuantificacion del fibrinégeno por la técnica de Clauss
Esta prueba permite evaluar la cantidad y funcidn del fibrinbgeno plasmatico,
aun en concentraciones bajas. Consiste en realizar una curva de -calibracion
haciendo diluciones de un estandar de concentracion conocida de fibrinégeno ( por
ejemplo de 240 + 40 mg/dl) a los cuales se les realizan un TT, ( la concentracion de
trombina de 30 U/ml) mismos que se grafican ( tiempo contra concentracién ) y se
valora la concentracién del plasma en estudio interpolando los tiempos en la grafica.

La velocidad de reaccidn esta determinada por la concentracion del fibrindgeno “7.

128



4.2. METODOS CROMOGENICOS

Las técnicas de sustratos sintéticos hacen posible medir la actividad de
procoagulantes individuales y proteinas reguladoras, evitando asi las técnicas
complicadas de multiples pasos e interferencias por medios coagulométricos, para
medir proteinas individuales “?),

Los métodos de sustratos sintéticos incluyen pocas variables, pocas fuentes de
error y menos especulacién en la identificacion de un analito, con sensibilidad y
especificidad de técnicas de quimica clinica “?.

Los métodos cromogénicos son métodos funcionales, estos se diferencian de
los coagulométricos porque la reaccion se mide fotométricamente al liberarse un
compuesto colorido, esta reaccién puede ser de punto final o cinética 7.

Los cromdgenos son péptidos unidos a una molécula de para-nitro-anilina, son
sustratos sintéticos que, dependiendo de la secuencia peptidica (contienen la
estructura primaria de la molécula del sustrato original), directamente unida a la
molécula de para-nitro-anilina muestran diferente afinidad a las enzimas plasmaticas
en estudio. Dicha enzima hidroliza la unidn peptidica entre el aminoacido y la
molécula de p-N-anilina liberado esta ultima. La molécula de p-N-anilina tiene un par
electronico libre que por el fendbmeno de resonancia genera color con una
absorbancia maxima de 405 nm “". La reaccién se interrumpe en medio acido. La
velocidad de reaccion obedece a una cinética de primer orden (depende de la

concentracion de uno de los reactantes) y de la temperatura que debera ser

constante a 37 °C. La prueba puede realizarse en forma manual, que se conoce con
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el nombre de técnica de dos puntos, en donde a un tiempo transcurrido se
interrumpe la reaccion agregando un acido. Los métodos automatizados o
semiautomatizados superan en ventaja a esta prueba eliminando la necesidad de
controlar el tiempo y la temperatura que son las principales causas de error.
También permite economizar porque requiere un menor volumen de muestra y de
reactivos. Los lectores de los cromdgenos realizan varias lecturas determinando la
velocidad de la reaccién, por lo que a este método se le conoce como método
cinético .

El uso de sustratos sintéticos en analisis de enzimas, comenz6é con la
observacion de Sherry, Troll y Wachman (1954) donde proteinas coagulantes y
fibrinoliticas eran capaces de hidrolizar ésteres de arginina, dichas proteinas
llamadas serinproteasas, parecidas a la tripsina, capaces de hidrolizar enlaces
peptidicos. Los sustratos peptidos sensibles a una hidrélisis enzimatica especifica
fueron sintetizados evitando las dificultades para obtenerlos en su forma natural y en
estado puro. La primera generacion, fueron compuestos simples de ésteres de amino
acidos ( por ejemplo: tosil-arginina-metil ester o bensoil-arginina-etil éster) los cuales
poseian una capacidad limitada “?.

Colman fue el primero en reportar aplicaciones clinicas de este nuevo principio
a los problemas clinicos, aplicandolas a determinaciones del sistema de calicreina
humana, basado en un proyecto bioquimico, valuable en investigar alteraciones de
estos componentes en carcinomas, pancreatitis, bacteriemia, enfermedades

hepaticas, terapia de estrégenos y estados alérgicos “?.
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El trabajo de Blomback y sus colaboradores ayudaron a entender la
estructura molecular de las serin proteasas y sus sustratos, activadores e inhibidores.
Los aminoacidos en sus posiciones 1,2 y 9 del fibrinopéptido A (FPA) (Fen-Val-Arg)
eran homologos en varias especies. Posteriormente, la sintesis y evaluacion de éste
oligopéptido reveld que poseia actividad anticoagulante y afinidad por la trombina.
Esto orienté a asumir que la secuencia representaba el sitio activo para la trombina
en la molécula del fibrinégeno “?).

Subsecuentemente, Svendsen vy colaboradores, introdujeron la segunda
generacion de sustratos sintéticos en 1972. Estos contenian un tripéptido, secuencia
Fen-Val-Arg unido al cromoéforo para nitro anilina; (Bz-Fen-Val-Arg-pNa), Dicho
sustrato cromogénico provee una medida directa y simple de la actividad de la
enzima. Subsecuentemente otros investigadores usaron la secuencia del sitio de
hidrdlisis de otros sustratos naturales para producir equivalentes sintéticos. También
se desarrollaron sustratos usando fluoréforos marcados “?).

En teoria, los sustratos cromogénicos tienen una amplia aplicacion en pruebas
de hemostasia, evitando muchas errores de las técnicas antiguas de coagulacion,
pero se deben considerar varias desventajas, primero un sustrato sintético es menos
especifico para una enzima que uno natural, los sustratos naturales son polipéptidos
de aproximadamente de 60,000 daltons de peso molecular con estructuras
secundaria y terciaria especificas, en cambio los sustratos sintéticos son simples
cadenas largas de tripéptidos, por lo que estos métodos son cuantitativos pero no

cualitativos para la actividad de la enzima y también pueden ocurrir reacciones no

especificas en la misma reaccidén. Se puede aumentar la especificidad del método al
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corregir dichas reacciones no especificas adicionando inhibidores o corriendo
controles especificos “?).

Segundo, los sustratos sintéticos no reconocen el mismo grado de
funcionalidad de la enzima como lo hacen los naturales. Como ejemplo tenemos, los
factores dependientes de vitamina K que durante la terapia con anticoagulantes
orales una parte de los mismos aparecen descarboxilados, dichos factores no son
funcionalmente activos en la coagulacion sin embargo son medidos por sustratos
sintéticos ),

La tercera generacion de sustratos cromogénicos son los compuestos de
pseudoaminoacidos, un pseudoaminoacido es un amino acido sintéticamente
modificado, como ciclohexilglicina, ciclohexiltroxina, cicloexilalanina y norleucina.

Los sustratos cromdgenos siguen siendo por su facilidad y bajo costo,
utilizados en determinaciones de hemostasia con reacciones bioquimicas bien
definidas. Los esquemas generalizados para cuantificacion de parametros
hemostaticos utilizando los sustratos cromogénicos se ilustran en las siguientes
reacciones enzimaticas “?.

Determinacion de proenzima (método indirecto): mide una proenzima o nivel

de actividad de un activador generando la enzima: “?

1.- Proenzima -~ Enzima
Activador

Enzima

2.- R-pNA , R-COOH +pNA

132



Determinacion de la Enzima (método directo) cuantifica directamente la

actividad de la enzima:

Enzima

1.- R-pNA » R-COOH + p-NA

Ll

Determinacion del Inhibidor: cuantifica el nivel de actividad de la enzima de

un inhibidor endoégeno contra una enzima purificada adicionado exégenamente:

1.- Enzima pura + inhibidor —_, complejo (Enzima-inhibidor + enzima residual)

Enzima

2.- R-p-NA , R-COOH + p-NA

Determinacion de cofactor: cuantifica el nivel de actividad de un cofactor
normalmente presente para aumentar la cantidad de reaccion enzimatica:

Cofactor y activador

1.- Proenzima Enzima

»
|

Enzima

2.- R-pNA , R-COOH + pNA

Las aplicaciones especificas de los sustratos cromogénicos para determinar

los componentes del sistema fibrinolitico son las siguientes:
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4.2.a. Determinacion de plasmindgeno (funcional)

La actividad funcional plasmatica del plasminégeno (Plg), puede ser
determinada por un método amidolitico o con un método caseinolitico. EI método
amidolitico es el método cromogénico. Este método se basa en que al plasma en
estudio convenientemente diluido, se la agrega un exceso de estreptoquinasa
(SKk). El complejo Plg-SK formado, cataliza la ruptura del sustrato y se libera p-NA.
Como la Sk se afiade en exceso, no hay plasmindgeno libre que pueda ser
activado a plasmina. En estas condiciones, la actividad enzimatica del complejo

Plg-SK no es afectada por los inhibidores plasmaticos.

1.- Plg + Sk (en exceso) —— Plg-Sk.

PLG-SK
2.- H.D.-Val-Leu-Lis-pNA + H20 » H.D.-Val-Leu-Lis-OH + pNA

La velocidad de liberacion de pNA se mide fotometricamente a 405 nm,
utilizando un registrador (método de velocidad inicial) o haciendo la lectura luego
de frenar la reaccién con acido acético (método de punto final). La concentracién
de plasmindgeno se calcula, a partir de una curva estandar, preparada a partir de

diluciones del plasma normal de sustratos“?.
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4.2.b. Determinacion del Activador Tisular del Plasminégeno (t-PA)

En la fibrina hay ciertas estructuras plipeptidicas de alta afinidad por t-PA'y
Plg. (sitios especificos). En presencia de fibrina, t-PA y Plg se adhieren a la
misma y reaccionan entre si, a una velocidad 1.000 veces mayor que en
presencia de fibrinégeno. Las estructuras de alta afinidad se encuentran también
en productos de degradacion del fibrindgeno por BrCN y en la Poli-D-Lisina, por lo
cual pueden usarse como estimuladores de la reaccion, igual que la fibrina
soluble. El sustrato cromogénico S2251 en estas condiciones, es especifico para
plasmina. El principio del método consisten en la mezcla de Plg-Glu puro, t-PA,

fibrina soluble (o variantes) y S2251. (R.Giuliani y E. Szwarcer) “°.

4.2.c. Determinacién de aj-antiplasmina ( APL)

Método amidolitico. El ensayo consta de 2 pasos:
1.- El plasma en estudio se agrega a una cantidad de plasmina medida y en exceso:
a2-APL + Plasmina (en exceso) _____ | oAPL + Pasmina residual
2.- La plasmina residual libera , a partir del sustrato cromogénico, pNA:
H20 + H.D.-Nleu-CHA-Arg-pNA ————»  pNA + HD-Nleu-CHA-Arg-OH

La velocidad de liberacién de pNA se mide fotometricamente a 405 nm. “%
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4.2.d. Determinacion del Inhibidor del Activador Tisular del
Plasmindgeno (PAI)
Se trata de un método en dos etapas, basado en la técnica descrita por
Chmieleska y colaboradores.
En la primera etapa se expone una concentracion fija de t-PA (estandar), a la
accién del inhibidor PAI durante un tiempo fijo (20 min). En la segunda etapa,
previa inhibicion de la ay-antiplasmina por acidificacion de la muestra, se mide
el t-PA residual, sobre una mezcla de sustrato + plasminégeno + estimulador
(poli-D-lisina o fibrina).
Se requiere un sustrato cromogénico especifico para plasmina (por eso
debe ser inhibida la a2-antiplasmina), puede usarse tanto el S2251 como el
propuesto por Biopool (D-But-CHT-Lis-pNA) el cual es algo mas veloz en el

desarrollo del color “9).

4.2.e. Determinacion en 3 etapas de PAI por método cromogénico
1. El plasma del paciente se diluye con el plasma deficitario de PAI, pero que
contiene todos los inhibidores de la fibrinolisis, los cuales son mantenidos
en un nivel constante durante todo el ensayo.
2. El plasma diluido se incuba con una cantidad medida de t-PA purificado.

PAI + t-PA —— { PAI-t-PA } + t-PA residual
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% En presencia de fibrina, poli-D-lisina, etc y de un exceso de

plasmindégeno, se determina el t-PA residual, midiendo la cantidad de
plasmina que se genera. La plasmina generada se mide
espectrofotometricamente utilizando p-NA como sustrato cromogénico. La
curva de referencia se realiza con plasmas calibrados con t-PA, provistos

por el equipo comercial y no con una mezcla de plasmas normales “%

4.3. METODOS INMUNOENZIMATICOS

Los métodos Inmunoenzimaticos son utilizados para medir la concentracién de las

proteinas en rangos de nanogramos o picogramos por mililitro, como se muestra en

la tabla 9, por lo que la sensibilidad del inmunoensayo es mayor que la sensibilidad

de los métodos que utilizan sustrato sintéticos y técnicas coagulantes, los cuales

miden en rangos de miligramos y microgramos por mililitro 2.

Técnica Limite de Deteccidn
Coagulantes 107° g/mL
Sustratos sintéticos 10° g/mL
Inmunoldgicas: Aglutinacion de Latex 10° g/mL
Nefelométrica 10° g/mL
Inmunodifusién Radial 10° g/mL
Electro inmunodifusion 10° g/mL
Radio inmunodifusién 1072 g/mL
Inmunoenzimatica 1072 g/mL
Fluoroinmunoenzimatica 10™"% g/mL

Tabla 9. Sensibilidad de varias técnicas usadas para
evaluar parametros hemostaticos “2).

Todos los inmunoensayos se basan en reacciones de antigeno-anticuerpo, en

las cuales la sustancia que se analiza es el antigeno, el analito, y el reactante es el
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anticuerpo o inmunoglobulina. Miden las caracteristicas antigénicas de las
proteinas sin importar la utilidad de la misma.

Se emplean con mucha frecuencia para determinar la concentracidon
plasmatica de antigenos y de haptenos.

Actualmente se han desarrollado pruebas inmunolégicas en hemostasis, se
han producido anticuerpos policlonales contra las proteinas hemostaticas en
animales de laboratorio y anticuerpos monoclonales en cultivo. A los anticuerpos se
une covalentemente un marcador o ligando el cual puede ser detectado y medido. Se
utilizan como marcadores ligando radioactivos tales como Hs y l125; enzimas como
peroxidasas o fosfatasa alcalina entre otros. Las enzimas reaccionan con un sustrato
produciendo un color que puede ser medido asi como la reactividad o fluorescencia
producidos por los otros reactantes “?.

Los inmunoensayos no son aplicables a cambios cualitativos, cambios
estructurales en el sitio de unién antigeno-anticuerpo se ven afectados, tendrian poca
sensibilidad, en cambio aberraciones hereditarias en la molécula que no afectan
dicha unién, son cuantificados sin problema, por lo que proteinas disfuncionales
serian detectadas en concentraciones normales. Cambios que afecten su carga, en
determinaciones con movilidad electroforética la concentracion se ve afectada
seriamente “?),

Recientemente se han desarrollado marcadores moleculares, que son

fragmentos de proteinas hemostaticas (oligopéptidos) o sustancias de bajo peso

molecular (< 10,000 daltons) encontrados en concentraciones de nanogramos o
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picogramos por mililitro en la sangre y que se generan como productos de
hidrdlisis o liberados por las células en caminos especificos de activacion e inicio de
problemas hemostaticos “?),

En términos generales los métodos inmunoenzimaticos se dividen en métodos
competitivos en fase homogénea o heterogénea que pueden emplearse para
cuantificar moléculas pequenas, pero que tienen menor sensibilidad y especificidad
que los métodos no competitivos en fase homogénea o heterogénea como la técnica
de ELISA “2,

Los métodos inmunoenzimaticos se clasifican de acuerdo al método de
deteccion en:

a. Aglutinacion

b. Nefelométricos

c. Inmunodifusion radial (IDR)
d. Electroinmunodifusién

e. Radio inmunoensayo (RIA)

f. Inmunoensayo enzimatico (EIA)

g. Fluoroinmunoensayo (FIA)

4.3.a. Aglutinacién
Existen dos tipos de aglutinacion: el método inmunologico y el no
inmunoldgico. En el método inmunoldgico utiliza particulas de microlatex cubiertas

con el anticuerpo monoclonal contra la proteina en estudio que en presencia del
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antigeno se formara una red de aglutinacion. Esta reaccién puede titularse para
hacer un método semicuantitativo. Este método se utiliza para determinar Dimeros
D-D y productos de digestion del sistema fibrindgeno-fibrina.
El método no inmunoldgico es la técnica de ristocetina. Se utilizan plaquetas
humanas rigidas (con formaldehido), se agrega ristocetina plasma problema, la
ristocetina actua como cofactor del Von Willebrand que se une a la glucoproteina I-b

de la membrana de la plaqueta, aglutinandolas.

4.3.a.1. Determinacion de Dimeros D-D

Es una técnica rapida semicuantitativa, para determinar productos de digestion
de la fibrina. Dimeros D-D en plasma son indicativos de coagulacion activa (figura
28). Se utilizan particulas de latex, recubiertas con un anticuerpo monoclonal de
ratén anti D-D humanas. La prueba es positiva con valores superiores a 0.5 ug/ml.

Es una prueba menos sensible que la determinacién de Dimeros D-D por
inmoenzimatica, pero es una prueba util por ser rapida en un diagnostico de
emergencia (por ejemplo CID) o en control de terapia trombolitica. En CID los valores
son sumamente aumentados. El ensayo no es sensible a la presencia de fibrindgeno,

a los productos de digestion tempranos (fragmentos X y Y ), y al fragmento E, “9.
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Figura 28. Formacion de Dimeros D-D (40)

4.3.a.2. Determinacion de Productos de Digestion de Fibrindgeno/Fibrina
(PDF/pdf)

Estos métodos fueron desarrollados a principios de los afos 1970, tanto en
suero como en orina. Valores elevados de PDF/f se encuentran en embolia
pulmonar, infarto al miocardio y DIC.

Como estos fragmentos se derivan de fibrindgeno y fibrina, niveles elevados
no pueden ser directamente correlacionados a coagulacion activa. Resultados falsos

positivos en suero y en orina, se encuentran en presencia de factor reumatoide. Las
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muestras de plasma son consideradas la muestra fisioldgica, el suero elimina la

reactividad cruzada del fibrinégeno “2.

1.- Método de Aglutinacion de particulas de latex-antifibrina
Los productos de digestion del fibrinbgeno y/o fibrina, que puedan existir en
suero aglutinan las particulas de latex que tienen adheridos el anticuerpo antifibrina,
al producirse la reaccion antigeno-anticuerpo. Se realiza la reaccion en una serie de
diluciones del paciente, plasmas normales y controles en solucion fisiolégica y se

agrega el reactivo de latex-antifibrina 4% 44

2.- Método de Aglutinacion de los estafilococos

La aglutinacién de estafilococos (SCT), cuya técnica original es de Hawiger,
constituye, junto con la de Merskey, las pruebas mas sensibles para la deteccion
PDF/f. Las bacterias se pueden adquirir en el mercado o pueden ser preparadas a
partir de la cepa de estafilococs aureus Newman D2C coagulasa negativa. Esta
cepa tiene un factor de aglutinacion (coagulasa), que hace que las bacterias se
aglutinen cuando hay fibrinégeno, productos tempranos de digestion del fibrinbgeno
y/o fibrina (X, Y) o cuando hay mondmeros de fibrina provenientes de la ruptura de
complejos solubles. Esta prueba no es sensible a productos de digestion tardios
(D, E).

Inmediatamente de tomada la muestra de sangre, se coloca en un tubo con
trombina y un inhibidor fibrinolitico (trasylol), se incuba y se separa el suero. Se pesa

el liofilizado de bacterias y se diluye en tampon imidazol, se diluye el suero, el
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estandar de fibrinégeno y se le afade la dilucidn de estafilococos, se agita y
observa la aglutinacién en fondo oscuro.
Los resultados son expresados en ug/mL de equivalente de fibrindbgeno. La
estimacion de PDF/f (ug/mL) = sensibilidad del reactivo por inversa de la dilucién. La
sensibilidad del reactivo es fibrinbgeno estandar sobre la inversa del titulo aglutinante

dado en ug/mL“?.

3.- Inhibicion de la aglutinacién de eritrocitos tanados
Cuando un suero anti-fibrinogeno es anadido a eritrocitos tanados,
sensibilizados con fibrinbgeno, los anticuerpos se uniran al fibrinbgeno en la
membrana de los eritrocitos y, consecuentemente, éstos se aglutinaran. Los
productos de digestion del fibrinégeno y/o fibrina tienen una afinidad similar para el
anticuerpo y si estan presentes, se producira un fendmeno competitivo por el
fibrindgeno. Por lo que esta prueba detecta la cantidad de productos de digestién, por

el grado de inhibicion de la aglutinacion de los eritrocitos.

4.3.b. Nefelometria
Estas técnicas fueron primeramente reportadas por Libby en 1938, para medir
la reaccién de la toxina y antitoxina diftérica '°%; Schultze y Schwick en 1959,
utilizaron un cambio en la densidad de la luz dispersada del rayo original para
cuantificar la formacion de complejos anfigeno-anticuerpo. En soluciones diluidas, la

reaccion de precipitacion entre el antigeno y el anticuerpo incrementa la reflexion que

143



se puede medir por la dispersion de una luz incidente. Los nefeldmetros
originales median la intensidad de la luz dispersada en un angulo de 90° de la luz
incidente. Para aumentar la sensibilidad, se realizaron modificaciones como medir
solamente el rayo de luz reflejado a 70°, asi como el incorporar dispositivos
electrénicos cerca del aparato de deteccion, para minimizar el ruido producido por el

polvo y otros contaminantes, (figura 29), 2.

Fuenie de Puz

Lenle que enfoca
s rayos de iz 0

’__,-—"

Antgena

*

Anhcuerpo

Figura 29. Principio de la nefelometria para medir las
reacciones antigeno-anticuerpo. Los rayos de luz de un laser u
otra fuentes luminosa de alta intensidad, se colocan en el lente de
enfoque y pasan a través del tubo de ensayo que contiene el
antigeno y el anticuerpo. Al pasar la luz a través del tubo y salir
en un angulo de 70° , se colecta mediante otro lente y se enfoca
en un detector electrénico. Esta sefial se convierte en un registro
digital que mide la cantidad de turbidez en el tubo de ensayo, y se
puede relacionar matematicamente con la concentracion de
antigeno-anticuerpo en la muestra (%9,
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El uso de buffer polimérico intensificaba la luz al aumentar la insolubilidad
del complejo antigeno-anticuerpo. La aplicacion del rayo laser que utilizan como
fuente de luz el helio y neon, desarrollé un sistema de mayor sensibilidad con la luz
monocromatica de alta intensidad en una sola direccion en un solo rayo. La
inmunodifusion automatizada emplea un nefelébmetro fluorométrico en linea, con una
serie de canales de paso de flujo que permiten la medicién simultdanea de varias
muestras al mismo tiempo. También se han utilizado para las mediciones de
dispersién de luz un analizador centrifugo rapido modificado, equipado con una
fuente de rayo laser. Este método tiene las ventajas de potenciales de velocidad,
requerimiento de pequefias cantidades de reactivos y versatilidad para otros analisis.

De este modo un rayo de luz monocromatica puede atravesar una suspension
de particulas de microlatex de diametro muy pequefo. En esta técnica se recubren
las particulas de microlatex con anticuerpos especificos que en presencia del
antigeno se aglutinan formando conglomerados de mayor diametro que absorben la
luz. De esta manera se relaciona la densidad 6ptica con la concentracion de antigeno
presente en la muestra 'V .

Los inmunoensayos son realizados al adicionar cantidades constantes de
antisuero especifico muy purificado y con claridad 6ptica, a diversas cantidades de
antigeno. Se mide la reaccion bajo un rayo de luz y el grado de dispersién se mide en
una celda fotoeléctrica como densidad optica. La medicion precisa de los antigenos
solo se puede hacer en la rama ascendente de la curva de precipitacién (Figura 30),

donde existe una relacion lineal directa entre las concentraciones de antigeno y la
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densidad optica. Asi para una concentracion precisa de las soluciones con altas
concentraciones de antigeno, se diluyen las muestras a diversas concentraciones “2.
Las desventajas de la técnica son un costo relativamente alto de antisueros de
alta respuesta y con claridad éptica de especificaciones uniformes, asi como los
instrumentos.
Se encuentran muchas aplicaciones para el area de coagulacion, los
inmunoensayos son realizados por analisis de punto final el cual requiere de 1
a 2 hrs de incubacién o por analisis cinéticos los cuales se miden inmediatamente.
Se encuentran pruebas disponibles para Factor VIIIR:Ag, proteina C, protrombina,
ATIII, o4antitripsina, oazmacroglobulina, C1-INH, Plasmindgeno, Fibrinégeno,

fibronectina, FDPs y anafilotoxinas “?).

4.3.b.1. Determinacion de Productos de Digestion de Fibrinégeno/Fibrina
(PDF/pdf) por Nefelometria Laser

La especificidad del método depende de la especificidad del antisuero
utilizado. El unico inconveniente del método es el costo del nefelometro laser.
Se obtiene el suero al recoger 5 ml de sangre con 0,1 mL de trombina bovina, 0.1 mL
de tromboplastina y 0.1 mL sol de épsilon aminocaproico al 25 %. Se incuba a 37 °C
durante 2 hrs y se centrifuga para obtener el suero.

Se utiliza antisuero antifibrindgeno para nefelometria. Se utilizan muestras de
suero sin diluir y diluidas y se mezclan con 200 uL de antisuero antifibrinbgeno

diluido 1:7 en una cubeta y se incuban 60 min a temperatura ambiente. Se lee la

146



turbidez en nefelémetro, restando a cada valor los bancos correspondientes a
lectura de cubeta vacia, y dilucidon del suero con solucién salina 0.15 M. Los valores
obtenidos son convertidos a ug de antigeno relacionado a fibrinégeno, mediante la

curva de calibracion “9.

4.3.c. Inmunodifusién
Las técnicas de inmunodifusion tienen como propdsito detectar la reaccion
antigeno-anticuerpo, mediante la reaccion de precipitacion. La formacion de dichos
complejos en medio semisolido como agar, depende de los electrélitos del
amortiguador, el pH y la temperatura, los determinantes mas importantes de la
reaccion son las concentraciones relativas de antigeno y anticuerpo 9 .
La precipitacidn maxima se forma en el area de equivalencia, con disminucién

de su cantidad en las zonas de exceso de anfigeno o exceso de anticuerpo °?.
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Precipitado inmunitario formado
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Concentracién creciente de antigeno

Figura 30. Curva de precipitacion antigeno-anticuerpo

Curva tipica de precipitacién que resulta de la titulaciéon
del antigeno en concentracion creciente, graficado en
comparaciéon con la cantidad de precipitado que se forma; la

cantidad de anticuerpo se mantiene constante todo el tiempo
(160)

En 1946, Oudin describié un sistema de difusién sencilla de antigeno y
anticuerpo en tubos llenos de agar. A este importante avance, pronto siguid la
descripcion clasica de Ouchterlony y de la doble fusion en agar colocado sobre
placas de vidrio. Este método todavia tiene aplicacién en deteccion y analisis de
sistemas de precipitacién antigeno-anticuerpo .

Las reacciones de inmunodifusion se pueden clasificar como sencillas o
dobles. En la inmunodifusion sencilla, el antigeno o el anticuerpo permanecen fijos y

el otro reactante se desplaza y se une con él. En la doble, ambos reactantes se
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pueden mover uno hacia el otro y precipitar. ElI movimiento, en cada tipo de
inmunodifusion, puede ser lineal o radial (%%,
La inmunodiffusion tiene aplicacion clinica en el analisis cuantitativo vy

cualitativo de las proteinas, aunque en la actualidad existen métodos mas sensibles y

automatizados como nefelometria, ELISA o RIA ©0-160),

4.3.c.1. Inmunodifusion radial

Originalmente descrita en 1948 por Ouchterlony, sostenia que la
concentracion de un antigeno es directamente proporcional a la cantidad de
precipitado producido como resultado de su difusidon en una preparacién de agarosa
que contenia el antisuero correspondiente 2.

La comun metodologia de la inmunodifusién radial esta basada en la técnica
de Manzini, en la cual una muestra en estudio es introducida en el gel de agarosa
que difunde radialmente del pozo ®® El area del precipitado alcanza un tamafio
maximo, el cuadrado del didmetro del anillo es linealmente proporcional a la
concentracion del antigeno. Esta técnica es reproducible pero tiene la desventaja del
consumo de tiempo, requiere 48 horas para obtener resultados. Se encuentran

comercialmente disponibles reactivos para determinar ATIII, plasmindégeno,

aqantitripsina, az macroglobulina, a2AP y fibrinégeno “?),
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4.3.c.1l.a. Determinacion de Plasminégeno

Se realiza en un soporte de agarosa al 1 % en tampdn, incorporando el
antisuero antiplasmindgeno a la agarosa, el antisuero con un titulo de 3 U/mL en
proporcion de 1 %. Con esta agarosa que contiene el antisuero se hace un gel de 2
mm de espesosr sobre una placa de vidrio. Se siembran 5 uL del plasma del paciente
y del plasma control en pozos de 3 mm de diametro. Se hace el corrimiento
electroforético refrigerado, aproximadamente 10° C de 3 a 4 hrs a 2 mA/cm.

En el comercio se pueden adquirir las placas que contienen el antisuero
especifico incorporado a la agarosa. La misma técnica se utiliza para determinar o2

antiplasmina incorporando el antisuero correspondiente con un titulo de 1.5 U/mL

(40)

4.3.d. Inmunoelectroforesis

La inmunoelectroforesis combina la separacion electroforética, difusion vy
precipitacion inmunitaria de las proteinas, con lo cual se puede obtener la
identificacion y cuantificacién aproximada de proteinas individuales presentes en
suero, plasma, orina y otros liquidos bioldgicos (1%,

Inicialmente fue descrito por Grabar y Wiliams en 1953 estd técnica ha
seguido hasta la actualidad siendo una poderosa herramienta de trabajo en quimica
analitica “2.

Aplicando un campo eléctrico es posible separar a las proteinas plasmaticas

en un gel de agarosa, dependiendo sobre todo de su tamano y de su carga
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electrostatica, si se agrega al gel de agarosa un anticuerpo dirigido contra la
proteina de la que se desea conocer su concentracion, esta precipita en el gel, el
frente de migracion del precipitado se relaciona directamente con la cantidad de
proteina presente en la muestra (19,

Las aplicaciones clinicas de la electroinmunodifusion son la
electroinmunodifusion  doble  unidimensional  (contrainmunoelectroforesis) vy
electroinmunodifusion simple unidimensional ( electroforesis de rocket de Laurel).

La primera conocida también como inmunoelectroforesis a contracorriente,
contrainmunoelectroforesis y electroprecipitacion, tiene su principio basico en la
electroforesis simultanea de antigeno y anticuerpo en direcciones opuestas, de pozos
separados en el gel, con la precipitacion resultante en un punto intermedio entre sus
origenes. Las desventajas principales de la doble difusion sin fuerza electromotriz
son el tiempo que se requiere para la precipitacion (24 horas) y la falta relativa de
sensibilidad. Esta técnica solo es semicuantitativa “*'*?.

En la técnica de Laurell, denominada de cohete (rocket), electroinmunodifusién
simple unidimensional, el antigeno migra bajo la corriente de un campo eléctrico a
través de un medio que contiene un anticuerpo, formando patrones de precipitado en
forma de cohete. La cuantificacion del antigeno, es proporcional a lo largo del cohete.
Esta técnica puede ser realizada en un tiempo de 1 a 2 horas “?).

Dicho patréon ocurre porque la precipitacion se presenta a lo largo de los
margenes laterales de los bordes de antigeno en movimiento, al desplazarse el
antigeno en el agar que contiene el anticuerpo, gradualmente se pierde antigeno por

precipitacion, su concentraciéon en el borde anterior disminuye y los margenes
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laterales convergen para formar un punto agudo. La distancia total de la
migracion del antigeno es linealmente proporcional a la concentracién del antigeno.
La sensibilidad de esta técnica es de cerca de 0.5 ug/mL para proteinas.

Se puede determinar Plasmindgeno en agarosa de electroenddsmosis media
al 1 % en tampon, un antisuero antiplasminégeno de 3 U/ml se agrega al gel en
proporcién de 1 % y se prepara el gel de 2 mm de espesor en una placa de vidrio. Se
siembran 5 uL del plasma del paciente y controles en pozos de 3 mm de diametro y
se realiza la migracion.

Se puede utilizar la técnica de Laurell modificada, utilizando un soporte de
celulosa gelificado o placas de Titan Il en lugar de la agarosa. Con estos soportes
se utiliza menos cantidad de antisuero y el tiempo de corrimiento es menor. Con esta

técnica también se determina APL 2,

4.3.d.1. Electro inmunodifusion sobre acetato de celulosa en capa delgada

Utiliza un soporte de Titan lll, placas de 76 X 60 mm. Se utilizan 20 uL de
antisuero antiplasmindégeno con un titulo aproximado de 3 U/mL disuelto en 3 mL de
tampdn, ajustando a un pH de 8.8. Se sumergen las placas de agarosa en el tampon
durante un tiempo determinado, se secan entre dos papeles filtro y se colocan en una
cubeta de electroforesis equilibrada con tampén. Se colocan 4 uL de las diluciones
del plasma previamente coloreadas con azul de bromofenol seco, en el borde inferior
del catodico, dejando 5 mm entre siembras. Se barre la placa con la dilucion del

antisuero, sin tocar la zona de siembra, hasta que se absorba totalmente en el gel.
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Se colocan puentes de papel filtro en los extremos catédicos y anddicos,
se lleva a cabo el corrimiento120 min. a 180 Volts a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavan las placas durante toda la noche en cloruro de sodio 0.9 %,
se colorean durante 30 min. con azul de bromofenol al 1 % en etanol, se decoloran
con metanol-acético-agua y se fijan en formaldehido al 40 % 1 min. Se sumergen en
glicina 7 % durante 3 min. y secan al aire. Se mide la altura de los picos obtenidos,
usando papel bilogaritmico, se grafican en las abscisas el nivel de plasminégeno y en
las ordenadas la altura de los picos correspondientes. El nivel de plasminégeno de la
muestra se deduce con la recta de calibracion obtenida.

Este método también utilizado para determinacion de APL con los cambios

correspondientes del fabricante “°).

4.3.d.2. La inmunoelectroforesis bidimensional (IEB), primero descrita por
Ressler en 1960 posee mas especificidad en la identificacion y caracterizacion de los
antigenos. En la practica, se realiza la electroforesis en el primer paso en la
formacion del cohete y en un segundo paso se rota el agar 90 grados, el agar
contiene el complejo antigeno-anticuerpo y se realiza un segundo corrimiento
42)

electroforético ¢

Con este método no se pueden medir combinacion de antigeno-anticuerpo.
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4.3.d.2.a. Determinacion de Plasmindgeno
1. Agarosa
Se realiza la electroforesis en la primera dimension, en agarosa al 1 % en
tampdn, cerca del extremo inferior catédico, sembrar 8 uL del plasma citratado en un
hoyo de 4 mm. Correr durante 2 hrs a 5 mA/cm en ambiente refrigerado.
Para correr la segunda direccién incorporar agarosa que contenga 1.5 % de
antisuero antiplasmindgeno y correr 3 a 4 hrs a 3 mA/cm. Continuar el ensayo como

la técnica de Laurell “9).

2. En Acetato de Celulosa en capa delgada

Se utiliza la técnica de plasminégeno por acetato de celulosa, Se corta la corrida,
se rota la placa 90° y se barre la mismas con antisuero, hasta que éste se absorba
totalmente en el gel, se efectua la corrida electroforética durante 120 min. a 180 V, a
temperatura ambiente. Se continua la técnica de acetato de celulosa en capa
delgada.

Para determinar APL, se utilizan los mismos materiales de acetato de celulosa
excepto el antisuero y se corre e interpreta igualmente.
También se puede realizar con plasmindégeno en la primera dimension en donde
antes de el primer corrimiento, se esparce una dilucion de plasminégeno sobre uno
de los bordes de la placa desde el extremo anddico hasta el catédico hasta que se
absorba totalmente en el gel y luego se procede a sembrar la muestra sobre el

extremo inferior catédico “°.
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4.3.e. Radio Inmunoanalisis (RIA)

Yalow y Berson en 1959 fueron los primeros en reportar el uso de RIA, se
basa en la unién competitiva del antigeno radiomarcado y otro no marcado a un
anticuerpo monoespecifico “?.

La concentracion de antigeno marcado libre, no unido, es cuantificado y
relacionado a la concentracion de antigeno no marcado a través del uso de
estandares. La cantidad de proteina marcada unida al anticuerpo es inversamente
proporcional a la concentraciéon de la proteina en estudio no marcada unida al
anticuerpo “?. El método de medicidn es la cuenta radiactiva, método que depende
del tipo de radiacion emitida por la marca, se utiliza un contador liquido de centelleo
para emisor alfa, beta o gama . Estos datos procesados por un sistema
computarizado, la respuesta se interpola en una curva patréon “2).

El método de radio inmunoanalisis es la técnica disponible mas sensible para
estudios en hemostasis, solo que requiere equipo y manejo especiales para material
radioisotépico “?.

Los métodos incluyen determinacion de FPA, péptidos Bp 15-42 , ATIII,

prostaglandinas, complemento C3 y C5 asociados con DIC, complejos (o, AP-

plasmina, plasmina-a, M ) y plasminégeno “2.

155



4.3.f. Inmunoensayo enzimatico

La técnica de (EIA) es similar a RIA excepto que el radionucledtido es
remplazado por una enzima. El paso inmunolégico final es por lo tanto seguido de la
reaccion indicadora que permite revelar la actividad de la enzima en el complejo
antigeno-anticuerpo y es determinado fotométricamente. Las enzimas utilizadas
como marcadores unidas al anticuerpo pueden ser peroxidasa, fosfatasa alcalina,
glucosa galactosidasa, malato deshidrogenasa o glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(42)_

Las ventajas de EIA sobre RIA, los reactivos tienen mayor vida media, no son
estrictamente regulados por manejo de is6topos y son menos caros.

Los métodos EIA son homogéneos y heterogéneos. Los homogéneos se
desarrollan compitiendo por uniones entre el antigeno marcado con la enzima y el
antigeno buscado, no marcado, por un numero fijo de sitios de unién del anticuerpo,
fig 31. El principio de la cuantificacion se basa en la inhibicion de la actividad
catalitica de la enzima por el complejo antigeno-anticuerpo. Como en este método no
se requiere una separacion de los reactantes, este sistema se conoce como método
homogéneo. Esto permite un facil manejo de automatizacion aunque también puede

tener interferencias por los componentes del plasma “?),
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Figura 31. Diagrama de un inmunoensayo enzimatico Homogéneo.
El complejo antigeno-(analito-enzima) anticuerpo (antianalito)
reduce la actividad de la enzima. Por union competitiva de la enzima
marcada y el analito no marcado por el anticuerpo, es posible
cuantificar el analito “?

El principio del sistema heterogéneo, conocido también como ELISA
(valoracion inmunoabsorvente ligada a enzimas). Requiere que el reactante libre sea
separado del reactante unido a la fase sdlida después de cada reacciéon ya que la
enzima conjugada al antigeno mantiene su actividad tanto cuando esta libre como
conjugada. La técnica de separacion es usualmente una simple aspiracion. Sin
embargo algunos procedimientos requieren centrifugacion, sedimentacion, doble
anticuerpo o separacion por perlas de vidrio. El principio del método de ELISA se
basa en un sistema de unidon competitivo 0 no competitivo usando una enzima ligada

: - (42)
al antigeno o a un anticuerpo "<’

El método competitivo ELISA se realiza en varios pasos, primero una
incubaciéon, donde hay una competencia entre el antigeno del plasma y el antigeno

marcado con la enzima para un limitado numero de moléculas de anticuerpo que

previamente cubren la superficie de un contenedor de plastico (un soporte solido,
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como las placas de poliestireno o de policloruro de vinilo con pozos). En un
segundo paso, se incuba el sustrato especifico para la enzima marcada. Se produce
un producto colorido que es liberado por la hidrdlisis enzimatica, la absorbancia del
producto es inversamente proporcional al complejo enzima-antigeno unido a la pared
del contenedor de plastico. Por lo que al incrementar la concentracién de antigeno
plasmatico resulta en menor intensidad de color de la reaccion “?).

El cociente entre la cantidad de anticuerpo unido al antigeno plasmatico y el
anticuerpo unido al antigeno marcado es usado para calcular la concentracion
relativa del antigeno plasmatico.

El método no competitivo o técnica de sandwich tiene su principio en que a
veces emplea en su medicion de antigenos relativamente largos que poseen varias
determinantes antigénicas. El primer paso requiere anticuerpo que va a recubrir la
superficie del soporte plastico. Segundo, se adiciona el antigeno plasmatico, el cual
se une al anticuerpo anteriormente anadido. Tercero, se adicionan anticuerpos
marcados con la enzima, produciéndose un complejo de sandwich de antigeno unido
en dos lados por el anticuerpo, enseguida se adiciona el sustrato y el cromégeno y se
determina fotometricamente la cantidad de anticuerpo unido a la enzima unido al
soporte. El aumento de la intensidad del color es directamente proporcional a la

concentracién del antigeno, ver figura 32 2.
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Figura 32. Comparacién de la fase heterogénea competitiva y el
inmuno enzayo de sandwich: El método heterogéneo utiliza la union
competitiva del antigeno marcado y no marcado para un anticuerpo
fijlado en la fase sdlida., el método de sandwich utiliza un segundo
anticuerpo marcado para unirse a los sitios antigénicos libres del
complejo antigeno-anticuerpo. Ambos utilizan una reaccion
enzimatica con el anticuerpo marcado en un segundo paso de
cuantificacion “?

Se pueden determinar por estas técnicas de ELISA: PF4., BTG,FPA,

dimero D-D, factores VIII:Ag, X; IX 'y VII. plaquetas unidas a

anticuerpo, péptidos Bp15-42. 42

4.3.f.1. Activador tisular del plasminégeno (t-PA)
El inmunoensayo (ELISA) permite la cuantificacion de t-PA en plasma,
extractos celulares, sobrenadantes de cultivos. Es una técnica muy util para
determinar bajos niveles de proteinas, con una buena sensibilidad (el limite de

deteccidén es menor de 0.1 mg/ml) y con una alta especificidad.
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Una microcubeta de plastico se recubre con un anticuerpo monoclonal de
raton anti-t-PA humano. La muestra que contiene el t-PA a medir se pone en
contacto con el anticuerpo, por lo tanto, el t-PA de la muestra se une al soporte de
plastico a través de un epitope. Se agrega a continuacion el anticuerpo monoclonal
anti-t-PA conjugado con peroxidasa, que se une a los epitopes de t-PA libres
restantes.

Se revela la actividad enzimatica de la peroxidasa unida, usando como
substrato ortofenilendiamina, en presencia de peréxido de hidrogeno.

Se deben consultar los detalles técnicos en las intrucciones del equipo
comercial, asi como sus valores normales y establecer los rangos de normalidad

debido a la variabilidad “? .

4.3.f.2. Determinacion de Dimeros D-D

Este método ELISA es un procedimiento que permite su determinacion
cuantitativa en plasma o suero. Es una prueba muy especifica y sensible ( limite de
deteccion menor de 0.5 ng/mL).

Se recubre una cubeta de plastico con un anticuerpo monoclonal anti D-D
humano especifico, la muestra se pone en contacto con el antisuero, si contiene
productos de degradacion D-D, se une al soporte plastico a través de un
determinante antigénico. A continuacion se agrega un anticuerpo monoclonal de
conejo anti D-D humano, conjugado con peroxidasa, que se une a los determinantes

antigénicos de D-D libres restantes. Se revela la actividad anzimatica de la
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peroxidasa unida, usando como sustrato orto-fenilendiamina, en presencia de
peroxido de hidrégeno. El rango normal esta por debajo de 400 ng/mL.
La deteccidén de Dimeros D como es muy sensible permite detectar estados
protrombdticos iniciales, ayuda a realizar diagndsticos diferenciales, control,
tratamientos antitromboticos, etc. También se encuentra aumentado en estados de

activacién sanguinea con fibrinolisis: metastasis de pulmaén, tumores de ovario “°)

4.3.f£.3. Complejos de Inhibicion Serin-proteasas
Los complejos de serin proteasas activadas con su respectivo inhibidor como
plasmina-a,-AP, Plasmina-a;M entre otros de los cuales se han desarrollado

anticuerpos monoclonales aplicables a las técnicas de ELISA “?.

4.3.g. Fluoroinmunoensayo ( FIA)

Emplea el mismo principio que el método de ELISA, con la excepcion que el
fluoréforo (derivado fluoresceinado ) es usado en lugar de un cromoéforo-enzima, con
esto se puede aumentar la sensibilidad de la reaccion.

Se han desarrollado técnicas en dipsticks, los reactivos estan contenidos en
un stick sobre el cual se lleva a cabo la reaccion y es leida en un lector fluorometro
especial. Para esta técnica existen determinaciones de a1 AT, a, M y anafilotoxinas
C3,C4yC5. %

El sistema automatizado se utiliza una tableta que contiene el anticuerpo
inmovilizado al cual se une el antigeno, se adiciona el antigeno marcado el cual se

une al anticuerpo en los sitios que no se unié la muestra del paciente. Se adiciona
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un substrato que reacciona con el antigeno marcado para producir
fluorescencia. Este sistema es capaz de realizar reacciones no competitivas como la
descrita y competitivas, en la cual la muestra y el antigeno marcado se adicionan

simultaneamente. “?

4.4. DIVERSOS
4.4.a. Lisis del coagulo
4.4.a.1. Tiempo de Lisis del Coagulo de sangre entera diluida

La dilucion de la sangre entera, en la cual se mantiene la proporciéon normal de
los componentes del sistema fibrinolitico, facilita la accion de los activadores
fibrinoliticos y acorta el tiempo de lisis de los coagulos formados por accion de la
trombina.

La sangre mezclada con trombina diluida en solucién fisiolégica y tampdn se
llevan a un bafio de 37 °C y se registra el tiempo, se observa periddicamente hasta la
lisis total del coagulo. Los valores normales son = 18 horas, en estados

hiperfibrinoliticos el coagulo puede lisarse antes de 2 hrs. “%

4.4.a.2.Tiempo de Lisis de euglobulinas
Las euglobulinas son un grupo de proteinas plasmaticas que se precipitan en
medio acido, ellas son el fibrindbgeno, la plasmina, el plasminégeno y sus activadores
quedando en solucién la mayor parte de los inhibidores. El precipitado de
euglobulinas es disuelto, con preferencia en medio alcalino y luego es coagulado. El

tiempo de lisis de este coagulo es inversamente proporcional a la actividad
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fibrinolitica plasmatica. Un tiempo acortado indica presencia de plasmina o

aumento de activadores ( u otras enzimas proteoliticas) “% 4%,

4.4.b. Pruebas de paracoagulacion

La determinaciéon de complejos solubles de mondémeros de fibrina se cuenta

con dos pruebas genéricas:
a) Prueba de Etanol
b) Prueba de Sulfato de Protamina, con diluciones seriadas.

En estas técnicas el agregado de diversos reactivos (etanol, sulfato de
protamina) modifican las condiciones de solubilidad de estos complejos, que por ello
se agregan o precipitan, permitiendo su visualizacién. Lo mismo ocurre con el
agregado de hematies que tienen adsorbidos en su superficie monémeros de fibrina.
(40)

Estas técnicas tienen la ventaja de su metodologia simple, requiriendo, no
obstante, una ejecucion cuidados y una interpretacion adecuada, ya que son
afectadas por variaciones de fuerza iénica, pH, temperatura, etc., conduciendo a
veces a resultados positivos o negativos, por lo que el resultado aislado no tiene
ningun valor.

La presencia de productos de digestion de un plasma prueban que hay
actividad fibrinolitica (figura 33), pero no autorizan a juzgar sobre su caracter primario
o secundario. En cambio, la presencia de mondmeros de fibrina sugieren que hay o

ha habido actividad trombinica.
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4.4b.1. Prueba del etanol

Esta técnica fue descrita primero por Godal y Abilgaard en 1966 y posteriormente

modificada por Breen y Tullis.

(40)

Método de Godal y Abilgaard

Requiere sangre citratada a la que se ha agregado trasylol, se obtiene plasma

pobre en plaquetas, el plasma es incubado y se le agrega etanol al 50 % , después
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de un tiempo de reposo se lee el resultado. La presencia de un gel indica el
resultado positivo. Se leen por cruces, gel +++ , fibras gruesas ++ y fibras finas + .

Se debe realizar esta prueba antes de 2 hrs de extraida la muestra. Es muy
sensible a las variaciones del fibrinbgeno, niveles altos mayor positividad, niveles
bajos hasta pruebas negativas. También se positivas con una proteina andémala de
bajo peso molecular (60 000) presente en algunas patologias y que precipita con
etanol en presencia de fibrindgeno.

Es una prueba muy sensible a la presencia de complejos solubles,
correspondientes a monomeros de fibrina (hasta 8 mg %), en cambio complejos
formados con productos tempranos de la lisis de fibrina, el umbral de deteccion es de
200 mg % “044),

Método de Breen y Tullis.
Esta prueba introduce la variante, en observar un tubo a temperatura ambiente

yotroa 37 °C “0,

4.4.b.2. Prueba de Sulfato de Protamina
Fué propuesta por primera vez por Lipinsky, para medir complejos solubles,
utilizando densidad oOptica o midiendo el volumen del precipitado de sangre entera.
Posteriormente, fue descrita la formacion no enzimatica de fibrina (Paracoagulacion),
sefalandose la especificidad de la técnica para detectar ménomes de fibrina y pdf

tempranos.
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Método de Gurewich y Hutchinson

Utiliza una muestra de sangre citratada en relacion 9/1 v/v, se afiade
aprotinina y se espera un precipitado a temperatura ambiente, la muestra debe
efectuarse dentro de 2 hrs de tomada la muestra.

Esta prueba es mas sensible que la prueba de etanol, ya que se positivisa en
presencia de solo 2 mg % de monomeros de fibrina o de fdp, es mas especifica
porque es menos influenciable por las altas concentraciones de fibrinbgeno o de
proteina anomala “°).

Productos comerciales. Para la deteccion rapida y cualitativa de complejos

solubles en plasma por la técnica de hemaglutinacion.

4.4.c. Método de placas de fibrina
(Determinacion de la actividad fibrinolitica)

Método descrito para estudios de fibrinolisis. Permite estudiar en forma
semicuantitativa, la presencia de plasmina, activadores del plasminégeno e
inhibidores de los activadores.

Consiste en colocar el material a estudiar, que puede ser plasma,
euglobulinas, orina, LCR, etc.,sobre una superficie de coagulo de fibrina, que recubre
el fondo de una placa de petri y medir el area de digestion de la fibrina, luego de la
incubacion.

Este método se realiza en 2 etapas: la primera se agrega una cantidad fija del
activador a un plasma pobre en plaquetas para inducir la inhibicion, en una segunda

etapa la actividad residual del activador se calcula comparando las areas de lisis que

166



producen en una placa de fibrina la muestra del paciente y distintas diluciones de
un activador de concentracién conocida. La cantidad de activador residual, luego de

su inhibicion es inversamente proporcional a la concentracion del mismo “% 44,

4.4.c.1. Determinacion del Inhibidor del Activador Tisular del
Plasmindgeno (PAI)

En la primera etapa del método, se agrega una cantidad fija del t-PA a un
plasma pobre en plaquetas, para inducir la inhibicion por parte del PAI, por lo que el
t-PA agregado al plasma debe estar en exceso con respecto del inhibidor. Luego la
muestra es acidificada, para inhibir la az-antiplasmina y evitar que interfiera con el t-
PA residual.

En la segunda etapa, la actividad del t-PA residual se calcula comparando las
areas de lisis, que producen en una placa de fibrina la muestra del paciente y
distintas diluciones de un t-PA de concentracion conocida. La cantidad de t-PA
residual, luego de su inhibicion por el PAIl, es inversamente proporcional a la
concentracion del PAL.

El nivel del PAI plasmatico es muy variable, la concentracion plasmatica
normal en individuos en ayunas y sin hipertrigliceridemia se ha estimado en 5.5
Ul/mL +/- 5 Ul/mL. Lo mas frecuente es hallar valores que oscilan entre 8 y 56 Ul/mL.
Hay variaciones diurnas importantes, siendo los niveles matinales casi el doble que

los nocturnos “9).
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4.4.d. Ensayo funcional por adsorcion

Este método también es utilizado para el sistema fibrinolitico.

Utiliza placas de cloruro de polivinilo en las cuales es adsorbido un activador e
inhibido después, el inhibidor se cuantea fotométricamente con un sustrato
cromogénico.

Este método se fundamenta en la selectiva capacidad de inhibicién que el PAI,
contenido en las muestras, ejerce sobre la uroquinasa de dos cadenas, previamente
adsorbida a una placa de cloruro de vinilo (PVC) “9,

En una placa de microtitulacion se realiza la adsorcion de uPA de dos cadenas
con una solucién de 12.5 Ul/mL. Luego de incubar la placa durante 4 hrs a
temperatura ambiente, se lava con solucion de lavado y a continuacion se procede al
bloqueo durante 1 hr, a temperatura ambiente. Se lava nuevamente 3 veces y se
depositan sobre la placa las muestras a estudiar incubandose 1 hra 37° C, despues
de transcurrido el tiempo, se realiza el lavado de los posillos y se confecciona en la
misma placa y sobre pocillos no adsorbidos una curva de u-PA en tampon de
reaccion, la cual sera empleada para la titulacion de la muestra. Finalmente es
afadida la mezcla de reaccién e incubada la placa en estufa de  37° C con
atmosfera humidificada hasta lograr en los puntos maximos de la curva de titulacion

absorbancias de 0.9 a 1.1 (aproximadamente 8 hrs) “?.
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4.4. Técnicas Histoquimicas

Las muestras de tumor obtenidas son almacenadas en nitrégeno liquido hasta
la extraccion, primero son pulverizados utilizando un micro dismembrador (B
Braun Biotech International, Melsunge, Germany), y son extraidos con Cytosol y
Triton S-100, posteriormente son centrifugados obteniendo el sobrenadante
(citolol) para su estudio, la determinacion de las proteinas es de acuerdo a los
métodos utilizados '42143).

Ensayos inmunoenimaticos (ELISA) de alta sensibilidad se encuentran
disponibles en el mercado (por ejemplo American Diagndstica, Greenwich, C:T:
USA,; -biopool, Umea, Sweden; Technoclone, Viena, Austria; Byk-Sangtec,
Dreieich, Germany; Inmuno, Heidelberg, Germany; Oncogene Science, Boston,
USA,; Inmundiagnostik, Heidelberg Germany) para determinar u-PA, u-PAR, PAI-1
y PAI-2 en tejidos de cancer de mama. Existen seis diferentes formatos para
determinar uPA por ELISA, han sido evaluados y comparados por miembros del
Grupo de Estudio de Biomarcadores y Receptores del EORTC ( Organizacion
Europea de Busqueda y Tratamiento del Cancer) en conjunto con BIOMED-1 en
el consorcio con Clinica Relevance de Proteasas en la Invasion del Tumor y
Metastasis ('%%2).

En los Kits ELISA de las diferentes compainiias, los anticuerpos y estandares
se incluyen con altas correlaciones fueron obtenidos de extractos de tejido de

cancer de mama "%, PAI 1/2 y u-PAR ELISA también fueron sujetos a control

de calidad por dicho grupo (resultados no publicados).
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Métodos cuantitativos con transcripcion reversa PCR han sido también
desarrollados para la cuantificacion de proteasas. Los fragmentos genéticos son
amplificados en el sistema Light Cycler real time PCR utilizando primers y SYBR
Green | de Roche Diagnostics (1% 143,

Analisis por la técnica de Northern Blot también ha n sido empleadas para

determinar mRNA niveles de u-PA, u-PAR y PAI-1 en cancer de eséfago (",
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES
Con base en los datos existentes de multiples investigaciones, se ha
confirmado el significado clinico de los factores proteoliticos en el desarrollo e

invasion del cancer.

A estos nuevos factores proteoliticos, se les ha dado la categoria de fuertes e

independientes factores prondsticos en muchos tipos de canceres.

Los factores proteoliticos pueden ayudar a clasificar a los pacientes con buen
o mal prondstico de recaida y supervivencia libre de la enfermedad mejor que

los histomorfolégicos hasta ahora utilizados.

Estos factores bioldgicos son lo suficientemente sensibles para ayudar a
identificar mejor a los pacientes y designarles estrategias de tratamiento

individual

La determinacién de estos factores proteoliticos en tejido fresco de su tumor

primario, nos indican el riesgo de desarrollar metastasis al encontrar niveles

altos.

171



En cancer de mama en particular, las proteasas u-PA, u-PAR, PAI-1 y PAI-2
han sido clasificados como fuertes e independientes factores prondsticos.
u-PA y PAI-1 pueden ser considerados como elementos de uso de rutina en el
prondstico de pacientes con nuevo diagnostico de cancer de mama.

Pueden ayudarnos a identificar pacientes con nédulos axilares negativos con
alto riesgo de sufrir metastasis, a los cuales se les administra terapia
coadyuvante sistémica para prevenir su recaida.

Mientras que los pacientes de bajo riesgo, que pueden sobrevivir con el
tratamiento local o quirdrgico, se les puede reducir el riesgo de
sobretratamiento a dicha terapia

El PAI-2 también es considerado un buen marcador prondstico, cuyos niveles
elevados indican buen prondstico de supervivencia libre de la enfermedad aun
con niveles altos de u-PA .

El u-PAR se ha relacionado a pobre prondstico, pocos estudios han

confirmado su valor prondstico independiente; siempre se relaciona a u-PA.

Muchos medicamentos utilizados en el tratamiento de pacientes con cancer
son capaces de producir alteraciones del sistema fibrinolitico, esto sumado a
la predisposicion que tienen estos pacientes de sufrir alteraciones
tromboticas, hemorragicas y estados subclinicos fibrinoliticos hacen mas

riesgosa su supervivencia, por lo que se recomienda vigilar a éstos pacientes

172



para evitar complicaciones por hemorragias antes de someterlos a

quimioterapias, terapias antimicrobianas, transfusiones y cirugias.

Las pruebas que sirven como marcadores de activacion subclinica de la
fibrinolisis incluyen:

los antigenos de u-PA, t-PA

determinacion de complejos plasmina-azantiplasmina por métodos
inmunoldgicos, que permiten la cuantificacion de bajos niveles con alta

especificidad.

Las pruebas que demuestran una fibrinolisis sistémica se pueden medir por
técnicas de rutina como son:

lisis de coagulo en sangre total,

lisis de coagulo de euglobulinas,

lisis de placas de fibrina para activadores y plasmina.

Los PDF/f y Dimeros D-D nos demuestran una fibrinolisis secundaria.

La determinacion de sustratos en liquidos de drenaje para demostrar la

activacion fibrinolitica localizada, también se recomiendan técnica

inmunologicas.
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aAPL
oM
aMR
ATII

BFGF
CID
ECM
EGF
ERK
FAK

Fn
FPA

FPB
GFD
9P330
GPCR
GPI
HRG
IL-1
IL-2
JAK
JNKs

ABREVIATURAS
alfa 2 antiplasmina
alfa 2 macroglobulina
receptor de alfa 2 macroglobulina
antitrombina Il|

factor de crecimiento de fibroblastos beta

coagulacion intravascular diseminada
matriz extracelular

factor de crecimiento epitelial
extracelular signal regulated kinase

cinasa de adhesion focal

fibronectina

fibrinopéptido A
fibrinopéptido B

dominio factor de crecimiento
glucoproteina epitelial 330
proteina-G- acoplada a receptor
glucofosfatidilinositol
glucoproteina rica en histidina
Interleucina 1

Interleucina 2

cinasa Janus

N terminal cinasas
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KD
LBS
LRP
MAPK
MMPs

OvSerpinas

PAI-1
PAI-2
PAI-3
PCI
PDF/f
Plg

PlIn
pro-uPA
RAP
Ras
RGD
RTKs
SAPKs
SCCA-1
SERPINs
Shc

Sk
STAT

kilo daltons
sitios de unién a la lisina
receptor de lipoproteina de baja densidad relacionada a proteina
protein cinasas con actividad mitégena
metaloproteinasas
Inhibidores serinproteasas pertenecientes a las ovoalbuminas
inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1
inhibidor del activador del plasminégeno tipo 2
inhibidor del activador del plasminégeno tipo 3

inhibidor de la proteina C o PAI-3

productos de digestién del fibrindgeno/ fibrina
plasminégeno

plasmina

proenzima de u-PA

receptor asociado a proteina

proteina unida al nucleotido de guanina
péptido Arg-Gly-Asp

receptor de tirosin cinasas

stress activated protein kinases

antigeno de células de carcinoma escamoso tipo 1
inhibidores serin proteasas o serpinas

proteinas adaptadoras

estreptoquinasa

transductores de sefal y activadores de transduccion

175



suPAR receptor soluble para el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa

TAFI inhibidor de la fibrinolisis activable por la trombina

TNF factor de necrosis tumoral

t-PA activador tisular del plasminégeno

TP Tiempo de Protrombina

TT Tiempo de Trombina

TTPA Tiempo de tromboplastina parcial activada

u-PA activador del plasmindgeno tipo uroquinasa

u-PAR receptor para el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
VEGF factor de crecimiento endotelial vascular

Vn Vitronectina
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