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Introduccion

Para lograr una adecuada hemostasia participan va-
rios sistemas que involucran mas de 100 proteinas
y varias células circulantes y de la pared vascular.
El objetivo es preservar la integridad de un siste-
ma circulatorio cerrado a alta presion, con actores
inactivos pero capaces de reaccionar en segundos a
una injuria vascular y formar un trombo localizado
y proporcional a la noxa.

En oposicion al sistema cerrado de un tubo o cubeta,
los trombos hemostaticos o patologicos son un siste-
ma abierto con especies reactivas en rapida dilucion
segun sea el flujo local.

Esta presentacion tratara de integrar los conceptos
bioquimicos tradicionales con los aportes de nuevos
métodos como manipulacion genética en roedores,
modelos experimentales intravitales de trombosis y
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modelos computacionales bajo diferentes velocida-
des de flujo.
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Paradigma 1

La hemostasia primaria dependiente de FvW y pla-
quetas y la secundaria que lleva a la formacion de
fibrina, son sucesivas.

Este es un concepto didacticamente valido para di-
secar las contribuciones relativas de plaquetas y del
sistema de coagulacion. Los modelos de trombosis
con imagenes vasculares intravitales de ventana
transparente en el misculo cremaster o en el me-
senterio murino, muestran que el deposito de pla-
quetas y de fibrina es virtualmente simultaneo. Se
forma fibrina a los 12 segundos de la injuria a estos
micro-vasos. 10 nM de trombina coagulan el fibri-
négeno en 10 segundos por lo que la generacion de
trombina debe ser instantanea con la injuria y no de-
pendiente exclusivamente de activacion plaquetaria.
Inversamente, cualquier defecto congénito, o por
terapéutica dirigida a las plaquetas, inhibe en parte
la generacion de trombina. La iniciacion del trombo
en este sistema es a través de laser o cloruro férri-
co y puede discutirse su relevancia para asimilarlo a
un trombo hemostatico o patologico en otras areas
del organismo como grandes venas o arterias. Sin
embargo, es innegable que el concepto de plaquetas
en la hemostasia primaria y cascada de coagulacion
en el refuerzo secundario de un trombo inicialmente
plaquetario es una sobre-simplificacion.
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Paradigma 2

El factor tisular de células que lo sintetizan en forma
constitutiva es el activador de FVlIla.

El elemento clave para la generacion de trombina
estd dado por la interaccion de factor tisular (FT)
de membrana con 1-2% de FVIla preexistente en el
plasma. La concentracion de FT esta relacionada a
la injuria. La distancia entre la luz vascular y el FT
accesible es mucho menor en la microvasculatura
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que en una arteria sana. Una placa arterial suben-
dotelial acerca esta distancia y su ruptura por facto-
res bioquimicos de su composicion, hemorragia en
neo-vasos o por fuerzas hemodinamicas, expone FT
al plasma circulante. Tejidos con baja concentracion
de FT como musculos y articulaciones implican
una mayor dependencia de ellos a la propagacion
de coagulacion mediada por Xasa intrinseca. Dada
la dificultad en la hemofilia severa de esta propa-
gacion, se explica la propension para hemartrosis y
sangrado muscular. Existen otras fuentes de FT in-
ducibles por inflamacién en monocitos y células en-
doteliales. Tiene alta relevancia fisiopatologica para
la iniciacion y propagacion del trombo la presencia
de FT en microparticulas de plaquetas y de mono-
citos a través de selectina P con su ligando PSGL-1
(CD162). Esto explicaria el hallazgo de pequefias
concentraciones circulantes de FT (100—150 pg/ml).
El FT de monocitos podria mantener un nivel basal
de activacion de coagulacion que explique valores
fisiologicos de Fibrinopéptido A, péptidos de activa-
cion de FIX y FX, F1+2 y complejos TAT.
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Paradigma 3

La principal funcidn plaquetaria en la hemostasia se-
cundaria es el aporte de fosfolipidos anidnicos -fos-
fatidilserina (PS) - de membrana.

Las plaquetas ocupan un rol importante en hemos-
tasia, inflamacion y respuesta inmune. En el sistema
coagulacion, el concepto clasico es que su papel prin-
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cipal es la provision de membranas ricas en PS para
el ensamble de los complejos X y Ilasa. Se han iden-
tificado dentro de un trombo subpoblaciones plaque-
tarias con alta exposicion de PS al estimularse con
coldgeno y trombina denominadas super-plaquetas.
La concentracion normal de plaquetas es suficiente
para que las membranas con PS no sean un limitante
para la coagulacion. Sin embargo, aun en condicio-
nes de extrema trombocitopenia, puede producirse
trombosis, especialmente con sepsis asociada.

Otras fuentes de PS se han identificado: endote-
lio y hematies. En modelo de trombosis intravital
se observa que mas alla del nucleo plaquetario del
trombo, el complejo protrombinasa se ensambla so-
bre PS de endotelio. En los hematies, altos estrés de
cizalladura (shear stress), dafio por complemento o
estrés oxidativo pueden activar la scramblasa. Esos
factores favorecen ademads la liberacion de micro-
particulas eritrociticas con PS y aumentan la adhe-
sividad del gloébulo rojo al endotelio. La poblacion
normal tiene 0.5% de hematies con PS en superficie
y hay unos 550 sitios de unioén para protrombinasa
por hematie PS+. Estudios de potencial enddgeno de
generacion de trombina muestran que éste es afecta-
do por niveles crecientes de GR agregados a plasma
pobre en plaquetas, en magnitud incluso superior al
que aportan las plaquetas. El trombo rojo -rico en
hematies- tiene marcada reduccion de permeabili-
dad y lisis mas dificultosa. En ¢l los hematies cam-
bian a una forma poliédrica (poliedrocitos). El FXIII
y una malla de fibrina densa como la formada en
presencia de altas concentraciones de protrombina,
aumentan el contenido de hematies. Finalmente, en
los ultimos afios se ha jerarquizado el papel de los
polifosfatos (PP) que aportan los granulos densos
plaquetarios durante la secrecion. Los PP aceleran
la activacion de FV por FXa o Flla y de FXI por
trombina y disminuyen la eficiencia de inhibicion
de TFPI sobre FXa. Se discute si el PM de los PP
plaquetarios es suficiente para aumentar la polime-
rizacion de fibrina y activar directamente el FXII.
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Paradigma 4

La hemostasia secundaria finaliza con la formacion
de fibrina.

El concepto bioquimico clasico es que el punto final
de la coagulacion es la presencia de un coagulo de
fibrina en un tubo o cubeta detectable por medios
opticos visuales o automatizados. En el organismo,
la aparicion de una malla de fibrina es s6lo un paso
mas del mecanismo hemostatico tendiente a la repa-
racién de la injuria. Este contintia con la retraccion
de esa malla, su remodelacion por enzimas del siste-
ma fibrinolitico plasmatico y pericelular -originado
en la invasion monocitica del trombo inicial- y el
empleo de esa red como guia para la proliferacion
vascular y fibroblastica. Resulta interesante biologi-
camente que la condicion nula (null) para fibrinoge-
no no es letal intra-Gtero en ratones, en forma simi-
lar al humano. ;Formar fibrina entonces no seria la
funcion esencial de la trombina?

Relacionado con este concepto esta la llamada pa-
radoja de la trombina. Al momento de producirse la
coagulacion del fibrindgeno recién esta finalizando
la fase de iniciacion e iniciandose la propagacion en
la cascada, de tal manera que se ha generado poco
mas de 1-2 nM de trombina y ya se han activado pla-
quetas, FV, FVIII, FXIII y se han iniciado los cliva-
jes de fibrinopéptidos A y B. Los siguientes escasos
nM de trombina se emplean en la propagacion para
mayor activacion de cofactores, plaquetas y FXI. El
95 % restante de la trombina queda en el trombo
presumiblemente para continuar en funciones infla-
matorias o proliferativas reparadoras de la lesion o,
si difunde, es inhibida por AT o se une a trombo-
modulina del endotelio sano vecino. Por lo tanto,
todos estos fenémenos luego de la coagulacion del
fibrindgeno son invisibles a las pruebas habituales
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de laboratorio. Las funciones de reparacion tisular
ocurren fundamentalmente por la activacion de re-
ceptores celulares activables por proteasas (PARs),
entre los cuales el PAR1 estd implicado como el
mas importante. Se debe recordar que las plaque-
tas murinas no tienen PAR1. La activacion de PARs
lleva a homo y hetero-dimerizacion de los mismos
y a transactivacion de varios otros receptores celula-
res relacionados con proliferacion (EGFR, PDGFR,
insulin-like GF), VEGF, S1P, TLRs, receptores de
prostanoides, de TGF-, etc.

La cantidad de trombina generada est4 en funcion de
la magnitud del estimulo original y sobre todo de la
concentracion de zimdgenos e inhibidores. Este ba-
lance define una situacion llamada normal (entre 50
y 150% en la concentracion plasmatica) y cuyo dis-
balance hacia el menos corresponde a patologias he-
morragicas y hacia el exceso a los estados trombofi-
licos. La fibrina producida es altamente sensible en
su calidad a la magnitud de trombina generada. En
caso de escasa produccion de trombina, la malla de
fibrina es mas laxa, elastica, menos rigida y mas sus-
ceptible a la lisis, con caracteristicas opuestas si hu-
biera exceso de trombina. La estructura del trombo
depende ademas de la concentracion de fibrindgeno,
de la actividad de FXIII y XII, de glicosilacion y
acetilacion en la malla, de la concentracion de ho-
mocisteina y, como vimos antes, de la cantidad de
hematiesy la accion de polifosfatos plaquetarios.
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Paradigma 5

El FXa puede generarse por activacion de FVII o
de FXII.

El concepto clasico de la cascada involucra la acti-
vacion de FXII como iniciadora de la via intrinseca.
El ratoén nulo (null) para FXII tiene aPTT prolonga-
do, inclusive mas alla del que se produce por con-
centraciones terapéuticas de heparina, pero no tiene
fenotipo hemorragico ni aumenta el tiempo de san-
grado por incision de la cola. Otras proteinas de la
fase de contacto como precalicreina y kininégenos
de alto PM, prolongan con su déficit el aPTT, pero
tampoco se relacionan con sangrado. En cambio, las
bajas concentraciones de FXI pueden producir he-
morragia especialmente con cirugias en areas de alta
actividad fibrinolitica (génito-urinaria o en fauces).
Los activadores de FXII como silica o caolin no
tienen relevancia fisiologica. Activacion de FXII si
puede ser causal de trombos patologicos como es el
caso de DNA en netosis, polifosfatos plaquetarios,
membranas artificiales en circuitos de circulacion
extracorporea y colageno de membranas basales. En
esta linea hay extensa investigacion tratando de in-
hibir la activacion de FXII, lo que permitiria inhibir
el trombo patoldgico sin producir sangrado. Se han
empleado anticuerpos monoclonales, oligonucle6ti-
dos anti-sentido, inhibidores alostéricos, sintéticos
o naturales, y aptameros. Mutaciones de FXII se
relacionan con angioedema hereditario tipo Il y la
activacion de quininas por FXII da cuenta de pato-
logias como fuga (leakage) capilar por heparina de
mastocitos y por heparina contaminada.

Segun los conceptos actuales, el FXI es activado
por trombina en superficie plaquetaria y esta retroa-
limentacion es importante para la propagacion espa-
cial del trombo. Estudios de poblacion en Israel, el
pais con mayor incidencia de déficit de FXI, revelan
un efecto protector de este déficit sobre accidente
cerebrovascular y trombosis venosa. En ese sentido,
una comunicacion reciente demuestra la efectividad
del empleo de oligonucledtidos antisentido para FXI
en la prevencion de trombosis venosa en reemplazo
electivo de rodilla, con menor riesgo hemorragico
que la enoxaparina.
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Paradigma 6

El endotelio es el regulador del flujo vascular; coémo
censa la célula endotelial (CE) el tipo de flujo y
coémo eso regula sus funciones.

Ademas de las funciones trombo-protectoras media-
das por prostaciclina, ecto ADPasa CD39, EPCR,
trombomodulina, heparan-sulfato, TFPI y t-PA, la
CE regula el flujo vascular promoviendo vasodilata-
cion por prostaciclina y NO y vasoconstriccion por
endotelina. La CE es capaz de censar el tipo de flujo
al que es expuesta y provocar respuestas adaptati-
vas 0 patologicas a los cambios de flujo. El censado
de la fuerza de roce por mecano-receptores produce
una senal adaptativa en blancos intra-celulares que
cambian la estructura, el metabolismo y la expresion
génica de la CE. EL estimuLo: La fuerza de roce es
la que ejerce un liquido por unidad de area vascular
y se expresa en dyn/cm?. En las arterias es de 5 a 25
dyn/cm2. Segun los patrones de flujo, la fuerza de
roce puede ser : (a) laminar -fuerza proporcional a
la velocidad del flujo-, (b) pulsatil, (c) oscilatoria, o
(d) turbulenta . El flujo alrededor de bifurcaciones
o en las areas distales a una estenosis se vuelve tur-
bulento u oscilatorio. En areas estenoticas la fuerza
aumenta a 30 - 40 dyn/cm’. Esto se acompafia de
aumento de expresion de endotelina-1 y de molécu-
las proinflamatorias como NFkB , ICAM-1, VCAM,
MCP y E-selectina. El flujo laminar produce un fe-
notipo atero-protector. EL APARATO DE CENSADO: me-
canosoma sobre la membrana de la CE, que con-
siste de caveola, PECAM, VEGFR, VE-cadherin y
posiblemente otros elementos como integrina av33
y estructuras del cito-esqueleto celular. Se han iden-

114

XII CONGRESO DEL GRUPO CAHT

tificado secuencias GAGACC de promotores en los
genes que codifican proteinas que responden a estrés
de cizallamiento (SSREs) aunque hay respuestas in-
dependientes de ellas. Hay en la CE unos 600 genes
regulables por el flujo. TrRansDUCCION: Los cambios
de flujo laminar a turbulento o el cese de flujo, pro-
ducen una transducciéon mediada por apertura de
canales de calcio y fosforilacion de PI3K/Akt que
activa NOX2 generandose especies reactivas de
oxigeno. Estas producen activacion de factores de
transcripcion NFkB, HIF-1a y AP-1 que resultan en
proliferacion endotelial para angiogénesis y vasodi-
latacion por activacion de e-NOS tratando de res-
taurar un flujo normal. La regulacion transcripcional
por el flujo se realiza por factores con funciones dis-
tintas sobre la CE como AP-1, NF-KB, Egr-1, ERK-
5, GATA 6 y Kruppel-like factor 2 (KLF2), cadauno
de los cuales se une a un motivo en el promotor del
gen que codifica proteinas endoteliales. Por ejemplo,
el gen de trombomodulina tiene un motivo CACCC
que facilita la regulacion positiva por flujo laminar
por KLF2. En cambio el flujo ciclico activa NFKB,
un regulador negativo de la expresion de trombo-
modulina. La regulacion post-transcripcional esta
mediada por miRs, proteinas ligantes de RNA que
modifican la velocidad de degradacion de mRNA.
El flujo laminar activa las vias de MEF5/ERKS/
MEF2 y AMPK que convergen en la regulacion
positiva (up-regulation) transcripcional de KLF2.
KLF?2, factor de transcripcion del flujo laminar,
produce regulacion positiva de eNOS, trombomo-
dulina, factor nuclear eritroide 2 y de proteinas de
uniones estrechas intercelulares ejerciendo efectos
anti-inflamatorios, antitromboticos, anti-oxidativos
y de disminucion de la permeabilidad en el endo-
telio. KLF2 reduce la actividad de NFKB e inhibe
la expresion de VCAM-1, E-selectina, PAI-1 y FT
en CE. Diferentes miRs intervienen en la regulacion
anti-inflamatoria del flujo laminar (miR-143, miR-
145, miR-23b y miR-126) y pro-inflamatoria del flu-
jo turbulento (miR 92, miR21 y miR 663). ERKS se
encuentra arriba de KLF2 en la cadena atero-protec-
tora de mediadores sensibles al flujo en el endotelio.
Ademas de promover activacion de KLF2, aumenta
pS3 nuclear y reduce la capacidad apoptdtica de la
CE. ERKS5 aumenta la activacion transcripcional de
PPARYy y PPARS. Los PPARs son factores de trans-
cripcion con actividad anti-inflamatoria por reducir
NFKB vy la sintesis de TNF. Estas dos moléculas ate-
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ro-protectoras constituyen blancos terapéuticos para
aumentar la capacidad trombo-resistente endotelial.
No casualmente, tratamientos para patologias vas-
culares, actian aumentando ERKS5 (ejercicio fisico,
hidroxi-cloroquina) o KLF2 (estatinas) y factores
protrombdticos como anticuerpos antifosfolipidos
bloquean KLF2.
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Conclusion

Los ultimos 50 afios han producido una explosion
de aportes al concepto de hemostasia pasando de un
sistema simple de coagulacion y fosfolipidos pla-
quetarios a una compleja integracion. Esta involucra
células circulantes, un endotelio vascular heterogé-
neo y un sistema de coagulacion con retro-alimen-
taciones e inhibiciones altamente reguladas. Todo
ello, ademas, en el contexto de un flujo sanguineo
variable segun el requerimiento organico, lo que ha
llevado a cambios constantes de paradigmas.
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