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Introduccion

Para lograr una adecuada hemostasia participan va-
rios sistemas que involucran mas de 100 proteinas y
diversas células circulantes y de la pared vascular.
Sucintamente diriamos que hay:

1) un componente vascular que produce vasocons-
triccion inmediata a la injuria, dependiente de un
desequilibrio local inmediato entre 6xido nitrico
y endotelina-1.

2) una cadena de eventos rapidos para cerrar la bre-
cha vascular con una malla estable de fibrina por
la interaccion entre plaquetas y el sistema enzi-
matico de serino proteasas de coagulacion.

Estas reacciones se producen al ponerse en contacto

receptores celulares y sensores proteicos circulan-
tes con elementos que estan separados fisicamente
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Dedicado a Julio Sanchez Avalos, quien me
enserio a tratar de ver un poco mas alla de los
dogmas aceptados.

de la sangre circulante. La mayor parte de las reac-
ciones ocurre en el espacio extravascular tisular y,
de acuerdo a la magnitud de la injuria, puede llegar
a comprometerse el flujo en el vaso danado, por lo
que los mecanismos de reparacion posteriores de-
beran restablecer en lo posible la circulacion local.

Si terminamos aqui seria como analizar Macbeth
diciendo que la obra explica como un noble gue-
rrero escocés, codicioso y supersticioso, casado con
una sefiora que lo instiga a ser rey venciendo cual-
quier reparo moral, logra su objetivo solo para ser
victima de su ambicion, por lo que muere 17 aiios
después demostrandose asi que el crimen no paga.
Shakespeare, como el mejor dramaturgo después
de los clasicos griegos, no merece una aproxima-
cion tan superficial. Sin embargo, explicar en deta-
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lle cada uno de los 28 personajes de la obra y sus
ambigiiedades e interacciones suele ser demasiado
para una primera aproximacion y solo lograria es-
pantar al lector.
El presente trabajo tratara de integrar los conceptos
de los autores anteriores de este Suplemento de la
Revista HEMATOLOGIA con un sentido funcio-
nal y, en lo posible, de aplicacion a la practica asis-
tencial. Creo que una de las causas del alejamiento
del médico general y del hematdlogo no especiali-
zado en Hemostasia y Trombosis de esta completa
fisiopatologia estd en la profusion de componentes
que participan como personajes de la formacion
de un trombo. Trataré de explicar de manera veraz
pero no abrumadora esta constelacion de interaccio-
nes, porque Macbeth es una obra de demasiado va-
lor para desalentarse por algunas cuestiones aridas
marginales y la Hemostasia muestra una atractiva
variedad de cooperaciones y antagonismos para el
lector atento. No pretendo que una primera lectura
sea abarcadora de un tema complejo. Sin embargo,
y salvando las distancias, asi como el lector no debe-
ria perderse en vericuetos para apreciar la belleza de
frases como “La vida no es mas que una sombra en
marcha; un mal actor que se pavonea y se agita una
hora en el escenario y después no vuelve a saberse
de él: es un cuento contado por un idiota, lleno de
ruido y de furia, que no significa nada”, tampoco
deberia ser insensible a los distintos aspectos de una
molécula polifuncional fascinante como la trombina
y sus varios mecanismos de modulacion e inhibi-
cion.
Para permitir una lectura escalonada de los temas he
dividido el capitulo en 10 preguntas a desarrollar:
1. ;Cuales son algunos de los paradigmas cam-
biantes en hemostasia??-"
La comprension de la funcion de los distintos per-
sonajes intervinientes se ha enriquecido con los da-
tos aportados por roedores knock-out para cada uno
de ellos, los estudios de imagenes intravitales en
animales y los modelos computacionales en escala
multiple que combinan funciones plaquetarias con
cinéticas de coagulacion bajo diferentes velocidades
de flujo. De estas experiencias han surgido nuevos
paradigmas en la hemostasia que han cambiado dog-
mas previamente reconocidos, como por ejemplo:
A) El rol de las plaquetas: los modelos con image-
nes de micro injuria vascular con cloruro férrico
o laser no son asimilables, necesariamente, a lo

que ocurre in vivo en el ser humano. pero son
mas aproximados que un tubo de ensayo. En
ellos se aprecia que el deposito plaquetario an-
tecede en muy pocos segundos a la aparicion de
fibrina, por lo que hemostasia primaria y secun-
daria s6lo pueden separarse por motivos didac-
ticos y escasamente por razones biologicas. Por
ejemplo, las plaquetas activadas liberan polifos-
fatos (PP) muy anionicos y lineales de 60-100 P
sintetizados a partir de ATP, que son activadores
de FXII, potenciadores de la activacion de FV y
de TAFI e inhibidores de TFPI y de complemen-
to. Esto implica que las plaquetas y el sistema
de coagulacion estan interrelacionados mucho
mas que por el aporte plaquetario de superficies
fosfolipidicas de cargas negativas.

B) Se ha cambiado el punto final de un coagulo vi-
sible por el ojo humano o un detector compu-
tarizado por la deteccion de reacciones bioqui-
micas con repercusion biologica importante que
suceden luego de producida la coagulacion del
fibrindgeno, como la progresiva generacion de
trombina capaz de activar receptores activados
por proteasas (PARs) en células vecinas, entre
otros blancos.

C) En condiciones fisiologicas la via intrinseca de la
coagulacion se activa por la accion de trombina
sobre FXI y no por el factor XII activado o por
la precalicreina y kinindgenos de alto PM. En
realidad la deficiencia de FXII no tiene reper-
cusion hemorragica. Pero la deficiencia de FXI
aumenta el riesgo hemorragico en cirugias en
areas de importante actividad fibrinolitica como
las fauces o el sistema genito-urinario. El FXII
se activa ex vivo por compuestos de carga ne-
gativa como el kaolin, pero esto no tiene rele-
vancia fisiologica y solo es util para la prueba
del aPTT o kPTT. Solo recientemente se ha de-
mostrado que in vivo el FXII es activable por
DNA y RNA extracelulares provenientes de cé-
lulas con netosis, por polifosfatos plaquetarios
y por membranas artificiales en circuitos de
circulacion extracorporea. Probablemente estos
activadores sean mas relevantes para el trombo
patologico que para el trombo hemostatico. In-
cluso hay estudios en marcha buscando inhibir
al FXIIa con el objeto de frenar un trombo pato-
logico sin producir sangrados.
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D) El sistema extrinseco de la coagulacion se inicia
con la aparicion de factor tisular (FT) funcional.
Dado que en la mayoria de los vasos el FT se
halla en la adventicia, la magnitud de la injuria
deberia ser muy profunda para que interaccio-
ne con FVIla. Esto jerarquiza el aporte de FT
por microparticulas de monocitos y de plaquetas
circulantes que contienen FT y PSGL-1 (ligan-
do leucocitario para selectinas), y que interac-
cionan con la P selectina de las plaquetas acti-
vadas en el trombo naciente. De esta manera se
explica por qué hallamos en forma fisiologica
pequefias concentraciones de FT circulante en
la sangre (100-150 pg/ml). El FT de monoci-
tos podria justificar un nivel basal de activacion
de la coagulacion que explique la presencia en
sangre de fibrinopéptido A, factor 1+2 y com-
plejos TAT (trombina-antitrombina). También
da pie a la pregunta de si ese FT es plenamente
funcionante antes de incorporarse al trombo. El
colageno subendotelial es un potente activador
plaquetario cuando hay denudacion endotelial.
En su ausencia, como es el caso de inflamacion,
el principal activador plaquetario es la trombina
o las histonas provenientes del nucleo de leuco-
citos de la lesion luego del fendmeno de netosis

(NETSs).

E) Las plaquetas son habitualmente las principales
proveedoras de membranas con fosfolipidos
anionicos, como fosfatidilserina, donde se en-
samblan los complejos de coagulacion protrom-
binasa y tenasa. Pero existen modelos animales
sin trombos plaquetarios, ya sea por delecion de
receptores para trombina o de integrinas, donde
de todas formas se logra una malla de fibrina.
Se han identificado otras células activadas que
pueden remplazar a las membranas plaquetarias,
aunque con menor eficiencia, como el endotelio,
leucocitos o los mismos hematies atrapados en
el trombo. Hallazgos de autopsia corroboran que
pacientes con aplasia medular muy severa han
padecido tromboembolismo pulmonar mortal.
Pacientes con trombocitopenia severa de origen
inmune o por leucemia aguda o trasplante tam-
bién tienen complicaciones tromboticas.

F) Los mecanismos de regulacion de enzimas, co-
factores, células o proteinas son variados e in-
cluyen: compartimentalizaciébn en estructuras

a liberar (como los cuerpos de Weibel Palade),
circulacion en forma inactiva como zimdgenos
y activacion al formar un complejo con su acti-
vador, su clivaje o una transicion en su estructu-
ra espacial por reduccion u oxidacion en puen-
tes disulfuros por protein-disulfuro-isomerasas
(PDI) presentes en el trombo hemostatico.

G) Los pacientes con afibrinogenemia no tienen san-
grado grave excepto en situaciones de trauma
quirtrgico. En cambio, los pacientes con trom-
bo-astenia y disminucion severa de integrinas
[Ib-B3 padecen hemorragias graves recurrentes.
Recientemente se ha demostrado que se produce
deposito de fibronectina plasmatica en el sitio
de injuria vascular previo a la adhesion plaque-
taria. Los granulos plaquetarios de las plaque-
tas adheridas en los ratones VWF — fibrindgeno
doble KO tienen 3-5 veces mas fibronectina en
ausencia de fibrindgeno circulante. Una vez li-
berada, la fibronectina en la base del trombo na-
ciente permite activacion plaquetaria a través de
colageno con GPVI y a2f1 y de FVW con GP
Ib-IX-V. A esto le sigue generacion de trombina
y reclutamiento de nuevas plaquetas para com-
pensar una malla de fibrina minima o ausente.

2. ;Cémo se establece el inicio de un trombo he-
mostatico?®?

Las plaquetas se mantienen en forma discoide y no
adherente por la actividad endotelial que: 1) produ-
ce prostaciclina y 6xido nitrico (ON) que generan
un aumento de AMP y GMP ciclicos con funcion
inhibidora plaquetaria, 2) tiene capacidad para me-
tabolizar agonistas como ADP y trombina.

En un endotelio disfuncionante o denudado se inicia
el trombo hemostatico. Luego de la primera ola de
fibronectina mencionada anteriormente, las plaque-
tas reaccionan a los componentes subendoteliales
FVW, colageno y, con menor relevancia, laminina
y vitronectina, merced a receptores especificos de
membranas. Los dos principales son GP Ib-1X-V
para FVW del subendotelio unido parcialmente a
colageno y GPVI para colageno (Figura 1). La pro-
fundidad de la injuria vascular y la velocidad de
flujo en el vaso implicado regulan en parte la im-
portancia relativa de ambos receptores de adhesion.
Las plaquetas también son capaces de adherirse a
endotelio no denudado pero perturbado en sus fun-
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ciones trombo-resistentes, por ejemplo por citoqui-
nas inflamatorias.

La adhesion puede ser seguida, en caso de suficiente
potencia y concentracion de agonistas activadores, de:

a) activacion plaquetaria (incremento de calcio in-
tracelular de variada magnitud producido por di-
VErsos mensajeros).

b) secrecion de contenido de granulos o y granu-
los densos (con accion paracrina sobre otras pla-
quetas y leucocitos y autocrina sobre la misma
plaqueta que tiene receptores para elementos de
esos granulos como P2Y1 y P2Y12 para ADP).
Los granulos densos de las plaquetas aportan
ademas polifosfatos que aceleran la activacion
de FV por FXa o Flla y de FXI por trombina y
que reducen la inhibicion de TFPI sobre Xa.

¢) agregacion plaquetaria por sefales de adentro a
afuera de las plaquetas que alteran la conforma-
cion de la integrina IIb-Illa activandola como
para hacer puentes con fibrindgeno y FVW.

d) expresion de fosfatidilserina en superficie para
ensamblar complejos activadores de coagulacion
tenasa y protrombinasa, generando trombina en
concentraciones suficientes para establecer una
malla de fibrina que contenga el trombo plaque-
tario iniciador.

e) contraccion del trombo plaquetario dependiente
de sefiales de fuera a adentro de la plaqueta por la
GP IIb-IIla y potenciada por moléculas de con-
tacto en la zona mas densa del trombo plaquetario
(semaphorin 4D, ephrin/eph kinases, receptores
Gas6/TAM, y moléculas de adhesion de zonas de
unién como PECAM, JAM-A y ESAM).

f) reclutamiento leucocitario: los pares relevantes
son GPIb plaquetaria con aMf2 leucocitario y
P selectina plaquetaria con PSGL-1 leucocitaria.
En el caso de sepsis o fendmenos inmuno-infla-
matorios (no probablemente en el trombo he-
mostatico), la GPIba plaquetaria es el receptor
para histonas de NETs de neutrofilos.

(a) GPlba
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Figura 1. GPIb y FVW en forma de hebra sobre colageno subendotelial'. ITAM: motivo de inmuno-receptor
basado en tirosina. Tomado de Berndt MC et al. Haemophilia. 2014, 20 (Suppl 4): 15.
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g) GPVI/FcRY, Clec-2 y, FcYRIIa activan Syk al
unirse a sus receptores y estan funcionalmente
asociados con GPIba.

La unién GPIba-Dominio Al de FVW requiere
condiciones especiales de alto flujo. Los multi-
meros de mas alto PM son los de mayor afinidad
por GPIb, ya que se unen en forma menos de-
pendiente de las condiciones de flujo. La enzima
ADAMTS 13 cliva FVW, reduciendo la dispo-
nibilidad de multimeros de alto PM. La muta-
cion con disminucion congénita de ADAMTS 13
produce purpura trombocitopénica trombotica
hereditaria, y la disminucioén adquirida de origen

inmune es un factor importante en la produccion
de purpura trombocitopénica trombotica adquiri-
da. Mutaciones genéticas con ganancias de fun-
cion adhesiva en FVW o en el receptor plaqueta-
rio producen enfermedad de von Willebrand 11B
o plaquetaria respectivamente.

La GPIba tiene capacidad de uniéon para multi-
ples ligandos, por lo que conecta la plaqueta para
adhesion (vWF, trombospondina), coagulacion
(quininégenos de alto PM, factor XII, factor XI
y trombina) y contra-receptores en células en-
doteliales activadas (P-selectina) o leucocitos
(aMp2) (Figura 2).
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Figura 2. Receptores y contra-receptores en la adhesion plaquetaria a subendotelio, a endotelio activado, a leuco-
citos activados y a otra plaqueta (agregacion). Tomado de Berndt MC et al. Haemophilia. 2014, 20 (Suppl 4): 15.

La inhibiciéon de la progresion del proceso de adhe-
sion una vez ocurrida esta dada por el clivaje de las
GP responsables. El dominio externo de GPIba se
reconoce en el plasma con el nombre de glicocalici-
nay el de GPVI como su forma soluble (sGPVI). La
GPIba es clivada por la metaloproteinasa ADAM17,
y la GPVI por la ADAM10. No se conoce con exac-
titud qué mecanismo desencadena esta deplecion de
expresion de receptores constitutivos de las plaque-
tas, pero se han encontrado involucrados la seroto-
nina liberada por plaquetas, activacion de ADAM10
por receptores PAR estimulados por FXa y el shear
stress elevado que se produce como consecuencia
de un trombo oclusivo. El receptor IIbllla se regula

en su actividad por cambios a estado conformacio-
nal inactivo probablemente mediado por reversion
de las vias de activacion, especialmente PKC.

La activacion plaquetaria en los sitios de injuria
vascular es heterogénea. Esto depende de distintos
factores como la regulacion témporo-espacial de
distribucion de agonistas en el trombo plaquetario
en formacion. Por ejemplo,

a) el colageno es fijo, macromolecular y limitado al

area de contacto subendotelial.

b) el ADP proviene de cé¢lulas danadas por la injuria
y de los granulos densos plaquetarios. Se ubica
en el sector periférico o caparazon del trombo
plaquetario. La inhibicién farmacoldgica del re-
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ceptor PY'12, por ejemplo por clopidogrel, evita
la propagacion del trombo sin afectar el ntcleo
del mismo.

¢) la trombina, en cambio, se genera en la zona cen-
tral o nicleo con mas contacto interplaquetario,
una zona de escasa difusion y penetracion de mo-
léculas desde el plasma (inhibidores naturales de
trombina como la antitrombina). Si bien la trom-
bina esta ligada al trombo, ha perdido sus grupos
GLA que la unian a la membrana plaquetaria en el
complejo protrombinasa y puede difundir hacia la
periferia del trombo. Pero esa zona densa y poco
porosa le dificulta la difusion hacia el exterior y
aumenta su capacidad para interactuar con los
receptores de trombina (PAR 1 y PAR4) plaque-
tarios, aumentando mas aun la activacion de ese
nucleo compacto de plaquetas.

Las condiciones locales de flujo sanguineo también
son relevantes para la ubicacion del trombo plaque-
tario. La masa plaquetaria en una region estendtica
crea zonas de desaceleracion adelante de la estenosis.
Esta agregacion es mas dependiente de interacciones
VWE/GPIb con integrina allbp3 y se bloquea con
inhibidores de generacion de TxA2 y de receptores
de ADP, por lo que esta combinacion farmacologica
es especialmente Util en territorio arterial.

La zona central del trombo hemostatico muestra
plaquetas mucho mas activadas, con mayor conte-
nido en calcio y que perdieron su forma discoide y
tienen agregados densos, siendo rica en P-selectina.
Las plaquetas de la zona periférica pueden retener
su forma discoide, han movilizado escaso calcio y
no han liberado P-selectina, siendo mas sensibles a
dislocar los agregados en formacion por alteracio-
nes bruscas del flujo sanguineo. (Figura 3).
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Figura 3. Heterogeneidad del trombo hemostatico. To-
mado de Stalker TJ et al. Blood. 2013; 121: 1875.

3. ;Qué aspectos recientes pueden ser de interés
en plaquetas?(*1?

a) Recientemente una proteina plaquetaria “vitami-
na K dependiente” denominada Gas 6, (previa-
mente mencionada como uno de los pares que
participan en la retraccion plaquetaria), ha con-
citado atencion por su efecto en la estabilizacion
del trombo ligado a un refuerzo en el mecanismo
por el cual la PI3K produce una persistencia del
estado de activacion de la integrina allbf3. El
raton que no posee la proteina Gas 6 (G6 -/-) esta
protegido de una trombosis letal y no tiene un
fenotipo sangrador. Se postula que el mecanismo
involucra acciones de Gas 6 sobre endotelio a
través de su receptor TAM. La estimulacion pro-
duce activacion endotelial y aumenta la expre-
sion de P selectina endotelial. Esto aumentaria la
adhesion del trombo a la pared vascular. Gas 6
tiene capacidad de unidn por sus dominios Gla a
fosfatidil serina, especialmente en células apop-
toticas, y facilita su remocion por monocitos o
macrofagos en el caso de la placa arterial. Todo
esto plantea a Gas 6 como un blanco atractivo
para terapia antitrombotica. La proteina Gas 6
circula en muy bajas concentraciones en plasma,
pero los individuos con niveles mas altos tienen
mayor riesgo de enfermedad tromboembolica
venosa y se ha hallado una asociacion entre po-
limorfismos del gen de Gas 6 y la ocurrencia de
ACV.

b) Los trombos con alto componente plaquetario
son caracteristicamente resistentes a la fibrinoli-
sis con t-PA. Las plaquetas tienen en sus granu-
los o PAI 1 inhibidor de t-PA y la proteasa nexi-
na 1 (PN-1) que inhibe t-PA unido a fibrina y a
plasmina unida a fibrina directamente. Es sabido
que la fibrina protege a t-PA y a plasmina de sus
inhibidores, por lo que la proteasa nexina 1 tiene
especial relevancia fisiopatoldgica en la resisten-
cia a la lisis de los trombos fibrino-plaquetarios
en territorio vascular cerebral y coronario, ya sea
retrasando la fibrinolisis endégena como dismi-
nuyendo la eficacia de la terapéutica tromboliti-
ca. Modelos murinos PN-1 -/- muestran mayor
rapidez de respuesta a t-PA y lisis mas completa.
Claramente, la inhibicion farmacoldgica de PN-1
plaquetaria merece ser explorada como potencia-
dor de los tratamientos tromboliticos.
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c¢) Otro aspecto que puede ser particularmente im-
portante en las trombosis en territorios arteriales
de alto shear rate es la formacion de extrusiones
plaquetarias inducidas por el mismo flujo que es
dependiente de la presencia de FVW desplegado
sobre una superficie y GPIba, promoviendo ad-
hesion plaquetaria no dependiente de GPIIbllla.

d) En los ultimos afios se han comunicado numero-
sos aportes que ligan a las plaquetas en funciones
extra-hemostaticas como inflamacion, inmuni-
dad, reparacion tisular y progresién neoplasica.
Baste sefialar aqui que las plaquetas aportan al
plasma o a células en contacto una variedad de
moléculas bioldégicamente activas como facto-
res de transcripcion, enzimas del spliceosoma,
miRNAs, B defensinas, factores angiogénicos,
quemoquinas, citoquinas inflamatorias como
CD40L e IL 1B. De particular interés resulta el
aporte de miRNAs a células vecinas a través de
canales especificos. Estas son funciones plaque-
tarias fascinantes previamente ignoradas.

4. ;Como censa un endotelio normal el flujo san-
guineo? (418

En esta parte analizaremos la interaccion entre flujo
adecuado y endotelio sano vs flujo turbulento y en-
dotelio disfuncional. Un flujo sanguineo alterado es
uno de los elementos de la triada de Virchow para la
trombosis. Un flujo lento provoca hipoxia y disfun-
cion endotelial que reduce la remocién de factores
activados generados localmente, si se compara con
regiones vasculares donde la concentracion de inhi-
bidores naturales circulantes o un endotelio sano es
relativamente mayor. E1 componente vascular de la
triada esta dado por un endotelio normofuncionante.
Un endotelio normal se adapta a los cambios de
velocidad y tipo de flujo. Las células endoteliales
responden a diferentes patrones de flujo modifican-
do su capacidad proliferativa, la permeabilidad y la
organizacidn de su cito-esqueleto.

El estrés de cizalladura o shear stress es el compo-
nente tangencial de las fuerzas hemodindmicas que
produce el flujo sanguineo. Actia en la interfase
sangre-endotelio y juega un papel principal en las
respuestas vasculares. El mecanismo por el cual el
endotelio responde a un estimulo fisico y traduce a
sefiales bioquimicas que resultan en una respuesta
fisioldgica, se denomina mecano transduccion. El
shear stress es la fuerza de roce que la sangre ejerce

por unidad de superficie en la pared vascular y se ex-
presa en dyn/cm?. En las arterias los rangos de shear
stress fisiologicos van de 5 a 25 dyn/cm?. Segln los
patrones de flujo, la fuerza de roce puede ser lami-
nar, pulsatil, oscilatoria o turbulenta.

El flujo laminar mantiene una funcion endotelial
hemostatica, las lineas de fuerza son paralelas a la
pared del vaso y el shear stress es directamente pro-
porcional a la velocidad de flujo. El shear stress au-
menta con el ejercicio en forma transitoria y en for-
ma crénica en patologias asociadas con aumento del
volumen minuto cardiaco. El shear stress disminuye
cronicamente en insuficiencia cardiaca o en el sector
pulmonar de la circulacion cuando hay hipertension
pulmonar primaria. Disminuye abruptamente en el
paro cardiaco o sectorialmente en la region de una
obstruccion vascular o durante el clampeo de una
arteria en cirugia.

El patron de flujo alrededor de las bifurcaciones ar-
teriales o en areas distales a una estenosis se vuelve
turbulento u oscilatorio y puede asociarse a vascu-
lopatias. En areas de estenosis, el shear stress no
es proporcional a la velocidad de flujo y se pueden
incrementar los valores de shear stress a 30-40 dyn/
cm?. Esto libera diferentes productos desde el en-
dotelio como endotelina-1 (vasoconstrictor), NFkB
(un regulador negativo de la expresion de trombo-
modulina), ICAM-1, VCAM, MCP y E-selectina.
El aspecto principal de un endotelio disfuncionante
es su incapacidad para percibir los cambios fisicos
hemodinamicos y bioquimicos de la sangre que lo
perfunde y, por lo tanto, es incapaz de responder
de manera fisiologica. El endotelio estd provisto de
mecanosensores para esta funcion, y estos mecano-
somas son los guardianes de las funciones cardio-
vasculares. El mecanosoma puede definirse como
una red de mecano-sensores y transductores que
convierten una fuerza fisica en una sefial bioqui-
mica y que produce un cambio en la transcripcion
génica que modifica la estructura celular, sobre todo
a nivel del citoesqueleto, y su funcion. Un comple-
jo multimérico de PECAM-1, VEGFR2 y vascular
endothelial (VE)-cadherin es el responsable de la
respuesta vascular al shear stress (Figura 4). En el
endotelio hay unos 600 genes diferentes regulables
por el flujo.

Un flujo laminar resulta en un aumento de expresion
de genes anti-inflamatorios y anti-oxidativos y un
flujo turbulento produce lo opuesto. Varios micro
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RNAs (miRNA) participan de estos mecanismos
formando un complejo con su RNA blanco y silen-
ciandolo a través de su degradacion o suprimiendo
la transcripcion. Un micro RNA es un ARN mono-
catenario, de una longitud de entre 21 y 25 nucled-
tidos, que tiene la capacidad de regular la expresion
de otros genes mediante diversos procesos, utilizan-
do para ello la ruta de ribointerferencia. Genes con
funciones claves del endotelio como angiogénesis,
tono vascular y moléculas de adhesion son regula-
das por miRNAs a través de mecanosensores que
inician vias bioquimicas que regulan silenciamiento
o transcripcion de micro RNA.

Dos moléculas esenciales en la regulacion de la
funcion antitrombotica endotelial son los factores
de transcripcion Kriippel-like factor 2 y 4 (KLF2,
KLF4), regulables por miRNAs que, a su vez, estan
regulados por flujo laminar. El flujo laminar activa
vias como MEF5/ ERK5/ MEF2 y AMP activated
protein kinase (AMPK), las que confluyen en el au-
mento de transcripcion de KLF2. El ERK 5 es una
kinasa activada por mitégeno de especial interés por
su participacion en la formacion de KLF2 (Figura
5). Protectores vasculares potenciales, como estati-
nas e hidroxicloroquina, aumentan la activacion de
ERKS y por, lo tanto, de KLF2. Las estatinas serian
el agente farmacologico que podria mimetizar el
efecto ateroprotector de un flujo laminar.

Funciones de KLF2:

1) regula la activacion de genes como el de la sin-
tetasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) y el de
la trombomodulina (TM), con accién anti-infla-
matoria, antitrombdtica y anti-oxidativa en el
endotelio.

2) inhibe proteinas de adhesion como VCAM-1, se-
lectina E, PAI-1 y expresion de factor tisular en
endotelio.

3) regula la transcripciéon de miRNAs como miR-
NA-126, que resulta en aumento de vascular
endothelial growth factor (VEGF). miRNA-23b
inducido por KLF2 tiene efecto anti-inflamato-
rio bloqueando las vias de NF-xB y MAPKS&/
JNK. miRNA-143 inhibe la transcripcion de
miRNA-21 con actividad pro inflamatoria me-
diada por PPARa. PPARa inhibe vias de NF-xB
y AP-1 (Figura 6).

4) disminuye la glucdlisis en el endotelio, generan-
do un mecanismo protector por los efectos an-
ti-inflamatorios, antitromboticos y antioxidantes

mediados por glucosa (Figura 7).

5) El flujo laminar reduce la capacidad proliferativa

endotelial, previniendo la progresion del ciclo ce-
lular de G1 a S a través de KLF2 y miRNA-23b.
Comparaciones directas demuestran in vitro que
la exposicion prolongada a un flujo laminar es
incluso superior a las estatinas para inducir ex-
presion mediada por KLF2 de eNOS y TM en
endotelio. El mecanismo de induccion de KLF2
es mediado por disminucion de la via PI3K-AKT
y aumento de estabilidad de RNAm, que resulta
en mayor cantidad de proteina KLF2.
El flujo turbulento disminuye KLF2 a través de
miRNA-92a y aumenta la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) en el endotelio.
El estado redox de la célula endotelial estd me-
diada sobre todo por NADPH oxidasa (NOX) y
eNOS. El flujo turbulento aumenta la expresion
de endotelina-1 (ET-1) y resulta en un aumento
significativo de secrecion endotelial de citoqui-
nas proinflamatorias mediadas por NF-kB y de
aumento de moléculas de adhesion como ICAM-
1, VCAM-1, monocyte chemoattractant protein
(MCP) y E selectina. El flujo turbulento aumenta
especies reactivas de oxigeno y esto activa la pro-
liferacion y division de células endoteliales. Esto
coincide con la observacion de que las placas ate-
roscleroticas se localizan primordialmente en las
bifurcaciones vasculares, con flujo turbulento.

Dos ejemplos dan cuenta de la relevancia clinica
del factor de transcripcion KLF2:

- TNFa provoca propiedades adhesivas y
pro-tromboticas al endotelio a través de la dis-
minucion de KLF2, TM y e-NOS, como lo de-
muestra el cultivo estatico de HUVEC frente
a TNFa. Si se agrega flujo laminar al sistema,
aun con TNFa, se mantienen los niveles altos
de RNAm para KLF2, eNOS y TM, mientras
que la lovastatina en el medio no logra esos
efectos protectores.

- el otro ejemplo es por la activacion endotelial
que producen los anticuerpos antifosfolipi-
dos (APLA) y que estd modulada por KLF2.
APLA/anti-, glicoproteinal se asocian a me-
nor expresion de KLFs que, a su vez, permiten
una mayor activacion celular mediada por NF-
kB. APLA/anti-B2GPI reduce la expresion de
KLF2 o KLF4 . La inhibicién de NF-kB por
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KLFs refleja el secuestro de su co-activador
transcripcional CBP/p300, lo que hace a este
cofactor no disponible para NF-kB. La res-
puesta endotelial a APLA/ anti-B2GPI es el re-
flejo de una competicion entre KLFs y NF-xB
por su cofactor comtn, CBP/ p300.

El shear stress modula también la permeabilidad
y la integridad del endotelio regulando, a través de
miRNAs, proteinas de las zonas de union interce-
lular (junctional) como conexinas y cadherina VE.

Los patrones de flujo también inducen distintas
morfologias en la célula endotelial. Un flujo tur-
bulento resulta en células endoteliales redondeadas
con filamentos de actina cortos y localizados sobre
todo periféricamente, mientras que el flujo laminar
induce células elongadas, alineadas en la direccion
del flujo con fibras paralelas de actina bien organiza-
das. Esta reorganizacion del citoesqueleto esta me-
diada por miRNA-155.
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5. ;{Qué ocurre en el endotelio que envejece?*-2D
En “As you like it”, Shakespeare define a la vejez
como “Una segunda infancia, un mero olvido, sin
dientes, sin ojos, sin gusto, sin nada’. No hay as-
pectos positivos para el Bardo en el devenir de los
anos.

Las estadisticas epidemiolédgicas en patologia trom-
boembodlica estan de acuerdo con esta nocion. Mas
alla de que las comorbilidades, que son factores de
riesgo para trombosis, se vuelven mas frecuentes
con el envejecimiento (hipertension, sedentarismo,
diabetes, hipercolesterolemia, insuficiencia cardia-
ca, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, in-
suficiencia renal crénica, cirugias ortopédicas ma-
yores, neoplasias, hiper homocisteinemia, etc.), la
edad, per se, aumenta el riesgo trombotico en for-
ma independiente. En el tromboembolismo venoso
(TEV), el riesgo se incrementa a partir de los 40
afios, y a partir de la siguiente década, se duplica
cada 10 afos, superando el 1% en mayores de 75
anos. En enfermedad coronaria, la relacion entre los
otros factores de riesgo cléasico y la edad explican
un tercio del aumento de riesgo de cardiopatia is-
quémica en los hombres y una mitad en las mujeres
en el grupo de 50-64 anos respecto del grupo 25 a
49 afios. Las dos asociaciones mas importantes re-
lacionadas a la edad son la hipertension sistdlica y
la disminucion de la relacion colesterol HDL/ total,

seguidos del aumento de indice de masa corporal y
prevalencia de diabetes mellitus. En el ACV isqué-
mico la edad es el factor de riesgo mas importante.
A partir de los 55 afios, por cada década de vida,
la tasa de ACV se duplica. La incidencia anual en
hombres es 25% mayor que en mujeres pero, por la
mayor longevidad de ellas, mas mujeres que hom-
bres fallecen anualmente de un ACV. En fibrilacion
auricular (FA) la prevalencia de enfermedad aumen-
ta de 5% en mayores de 65 afios a 10% en mayores
de 80 afios. A su vez, la probabilidad de que la FA
provoque ACV aumenta del 6% en menores de 60
afos a 22% en el periodo 80-84 afios. El aumento
de riesgo por década en FA es 1.40. Finalmente, en
enfermedad vascular periférica (carotidea, aortica
abdominal o de miembros inferiores), la prevalencia
aumenta con la edad desde 1.6% en menores de 40
afios a 21.1% en mayores de 80. La edad es el mayor
predictor de cualquier tipo en enfermedad vascular
periférica (OR para cada década 1.91).

. Cuales son las principales alteraciones en el en-
dotelio que envejece?

La disfuncion endotelial se caracteriza por una re-
ducciéon de la produccion de vasodilatadores (so-
bre todo 6xido nitrico) con un aumento relativo
de vasoconstrictores (endotelina-1 y prostanoides
vasoconstrictores). Esto se acompaifia de una dis-

HEMATOLOGIA * Volumen 21 N° Extraordinario * Fisiologia de la hemostasia normal: 77-102, 2017 87



minucion de las funciones trombo-resistentes, fi-
brinoliticas, anti-inflamatorias y anti-proliferativas
del endotelio. Las alteraciones relacionadas con la
edad se potencian en presencia de factores de ries-
go cardiovascular modificables como sedentarismo,
hiperglucemia, resistencia a la insulina, obesidad,
dislipemias, hipertension y glomérulo-esclerosis. El
endotelio en senescencia ha tenido un niimero limi-
tado de divisiones celulares y ya no puede rempla-
zar a células injuriadas en estado pro-inflamatorio y
pro-oxidativo, con aumento de moléculas de adhe-
sion para leucocitos y mayor permeabilidad.
Factores principales de disfuncion endotelial provo-
cados por la edad

a) EstrEs oxipaTivo. Esta dado por un desequili-
brio entre la producciéon de agentes oxidantes y
sistemas de metabolizacion o secuestro de los
mismos. Los radicales libres son moléculas alta-
mente reactivas con un electron libre en su orbita
externa, lo que les da inestabilidad y una energia
que esta dirigida a moléculas vecinas, especial-
mente proteinas, DNA y lipidos. En su mayo-
ria los radicales libres provienen del oxigeno y
se agrupan como especies reactivas de oxigeno
(ROS). Su principal efecto nocivo es la reduc-
cion de disponibilidad de o6xido nitrico (ON).
Este se forma por eNOS a partir de arginina y
un cofactor, BH4. Mas que una disminucion de
produccion, el ON disminuye por inactivacion
por un anién superdxido. La NADPH-oxidasa
es la enzima principal en la produccion de anioén
superoxido. Este reacciona con el ON generando
peroxi-nitrito (ONOO-) que produce nitracion
de proteinas y peroxidacion lipidica. Por este
mecanismo se inhiben reguladores de la vasodi-
latacion como los canales i0nicos. Sobre DNA,
ONOO- produce rupturas que activan mecanis-
mos de reparacion de DNA. ONOO- oxida BH4,
produciendo un desacoplamiento de eNOS que
pasa a producir superoxido en lugar en ON. La
peroxidacion lipidica por ONOO- altera la flui-
dez de membranas lipidicas. Por otra parte, los
mecanismos antioxidantes endoteliales como
glutation-peroxidasa, catalasa, superoxido dis-
mutasa, heme oxigenasa-1 y NADPH o6xido-re-
ductasa quinona (NQO-1) no compensan el au-
mento de estos radicales libres. ONOO- inhibe
superoxido dismutasa mitocondrial y se ha halla-
do disminuida la actividad enzimatica de gluta-

tion-peroxidasa en cultivos de células endotelia-
les de sujetos de edad avanzada. EI Nrf2 (factor
nuclear eritroide2) es un factor de transcripcion
que defiende del estrés oxidativo. Normalmente
se encuentra en el citoplasma unido a un represor
Keap 1 (Kelch-like ECH-associated proteinl).
Los radicales derivados del oxigeno liberan esta
union y traslocan Nrf2 al nicleo donde regula
expresion de enzimas antioxidantes como NQO-
1, glutation-S transferasa, glutation peroxidasa
y hemo-oxigenasa. En diabetes se ha observado
disminucion de actividad de Nrf2 (Figura 8).

1Gene Transcription
Senescence (P21)
Oxidative Stress (NOX)
Inflammation (Cytokines)

Figura 8. Relacion entre estrés oxidativo, inflamacion
y senescencia endotelial. Tomado de Donato AJ et al.
J Mol Cell Cardiol. 2015; 89: 122.

b) INFLAMACION. La aterotrombosis es una enferme-
dad inflamatoria mediada por macroéfagos acti-
vados de la placa arterial que liberan citoquinas
con capacidad lesional. Marcadores de inflama-
cion como proteina C reactiva de alta sensibili-
dad correlacionan con la actividad pro-trombo-
tica de placas coronarias y la evolucion clinica
de los sindromes coronarios agudos. El aumento
de ciclo-oxigenasa induce produccion de radi-
cales libres y de mediadores como IL-1B, IL-6
yTNFa. Estos mediadores y el estrés oxidativo
actian activando NF-kB. Este factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas es un complejo proteico que
controla la transcripcion del ADN vy se ubica nor-
malmente en el citoplasma gracias a la unién con
proteinas inhibitorias I kB. Diversos estimulos
activan kinasas IKK-a y IKK-f que fosforilan
I kB y producen su degradacion en el proteo-
soma. Esto deja libre NF-kB para traslocarse
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al nucleo e inducir citoquinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6, TNF-0, COX-2, lipoxygena-
se, iINOS, y moléculas de adhesion (VCAM-1,
ICAM-1, PECAM, E-selectina). La mayoria de
estas moléculas perpetiian el ciclo de inflama-
cién y mayor activacion de NF-kB. Otras vias
pro-inflamatorias no dependientes de NF-kB que

riosclerodticas aodrticas.

C) AUMENTO DE CELULAS ENDOTELIALES SENESCENTES.

Esto ocurre con células en GO/G1 con DNA
dafiado por exceso de productos intracelulares
nocivos como ROS, que activan pl6/retinoblas-
toma-like protein 1 (pRB) o p53 por disfuncion
telomérica. Se ha demostrado aumento de estas

median aumento de permeabilidad endotelial son
la activacion del factor de ribosilacion del ADP
6 (ARF6), su activador ARNO (ARF nucleotide
binding site opener) y la GTPasa Rac. Esta via
ARF6-ARNO-Rac provoca disrupcion de los si-
tios de contacto estrecho entre células del endo-
telio y disrupcion en los mecanismos de barrera
endotelial. Se ha hallado asimismo participacion
de sefiales de marcas (Notch) en regiones arte-
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células en placas aterosclerdticas y en aneuris-
mas aodrticos. Las células senescentes tienen un
fenotipo metabolico proinflamatorio y pro-oxi-
dativo llamado SASP (senescense-associated se-
cretory phenotype). En él se asocian mecanismos
inflamatorios promovidos por NF-kB y oxidati-
vos por mayor generacion de ROS mitocondrial
(Figura 9).
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Figura 9. Vias moleculares que participan de la senescencia celular en el endotelio vascular. Tomado de
Paneni F et al. Clin Sci. 2015; 128: 69-79.

MCCs

d) DisFUNCION TELOMERICA inducida por estrés oxida-
tivo y mecénico. Esto lleva a activacion de p53
y senescencia. p53 produce ademas cambios en
tres vias relacionadas con sensores de energia ce-

lulares: SIRT-1, AMPK y m-TOR.

1) Las SIRTuinas son una familia de proteinas
que actian en nucleo, citoplasma y mitocon-
drias. La principal es la 1, con expresion nu-
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clear en relacion con la restriccion calorica.
Produce deacetilacion de una serie de factores
de transcripcion que llevan a una disminucion
de inflamacion y estrés oxidativo. SIRT-1 dea-
cetila p53 y lo inactiva, aumentando la sobre-
vida celular. Inversamente, su disminucion en
el endotelio afioso activa p53. También au-
menta eNOS. SIRT-1 se ha hallado reducida
en relacion con la edad y es el sitio de accion
no exclusivo de resveratrol y polifenoles del
vino tinto. Este es un sitio potencial para la
activacion de SIRT-1 con pequefias moléculas
para revertir disfuncion endotelial.

2) AMPK es una quinasa activada por aumento
de AMP/ATP que regula el balance energético
con la resistencia al estrés. La activacion de
AMPK resulta en aumento de eNOS, reduc-
cion de estrés oxidativo independiente de ON
y diferenciacion de progenitores de células en-
doteliales. Es uno de los multiples blancos de
la metformina. AMPK fosforila p53 y reduce
inflamacion celular.

3) m-TOR es una proteina de sefializacion que
responde a aminoacidos y a insulina modifi-
cando la sintesis proteica y el crecimiento ce-
lular, a través de RNAm. La sefializacion por
m-TOR esta aumentada en endotelio arterial
disfuncionante de roedores afnosos. p53 inhi-
be m-TOR. La disminucioén de esta sefial por
rapamicina o restriccion caldrica aumentan la
producciéon de ON.

e) CamBIOS EPIGENETICOS EN JUND. JunD es un fac-
tor de transcripcion que regula la mayoria de los
actores principales responsables de disfuncion
endotelial. En estado activo aumenta superoxido
dismutasa y aldehido deshidrogenasa mitocon-
drial, aumenta la transcripcion de eNOS y pre-
viene excesiva actividad de NADPH. La edad se
asocia a hipermetilacion en su promotor, lo que
redunda en disfuncion endotelial. El raton JunD
-/- tiene sobre-regulacion de p53, disminucion de
telomerasa y dafio mitocondrial.

&

.Qué aspectos bioldgicos de la trombina me-
recen enfatizarse para tratar de comprender
mejor el sistema de coagulacion?@>?

La ambicion es el deseo desordenado por el poder,
dice Spinoza. Macbeth es el ejemplo de una ambi-

cion que destruye todos los valores preciosos para
un ser humano que cumple con las leyes de la Natu-
raleza. Macbeth dice en el comienzo de la obra:”Si
el destino ha decretado que sea rey, jbien!, que se
me corone, sin que tenga yo parte en ello!”. Su es-
posa, al revelarse la profecia de las brujas, azuza
sus ambicion con: “Cuando os atreviais a ello, en-
tonces erais un hombre; y mas que hombre seriais si
a mas os atrevieseis”, instigandolo a matar al buen
rey Duncan.

La trombina es la mas “ambiciosa” de las serino-pro-
teasas del sistema de coagulacion. Fue descripta en
1892 por Alexander Schmidt y es la tnica entre las
serino-proteasas de coagulacion que, al perder sus
dominios Gla, puede abandonar su sitio de génesis
y difundir en el trombo en formacion donde se le
ofrecen multiples sustratos. El mismo nombre del
sistema en el que reina (coagulacion) indica, quiza
no en forma totalmente veraz, que su principal fun-
cion es convertir el fibrindgeno en fibrina, la cual
al polimerizar refuerza el trombo plaquetario de la
hemostasia primaria. Como se sefiala en los capitu-
los previos, la generacion de trombina es la clave de
la hemostasia y la trombosis y su principal blanco
farmacologico en la actualidad. La trombina que se
genera es dependiente de la concentracion de facto-
res e inhibidores.

Los primeros oscilan en el rango normal entre 50 y
150% y acorde a esto, la capacidad de generacion
de trombina varia de individuo en individuo con un
coeficiente de variacion semejante al del peso en
la poblacion normal (~16%). Incluso en descensos
muy marcados de un solo factor de coagulacion
como en la hemofilia severa, esta variacioén en la
capacidad de generar trombina puede alterar el fe-
notipo de sangrado, de severo a moderado, por lo
que puede no haber una correlacion estricta entre ni-
vel de FVIII y severidad de la expresion clinica. La
trombina no solo genera fibrina, sino que modifica
las propiedades fisicas de esa malla a través de la
activacion del factor XIII y su posibilidad de ser li-
sada aumentando t-PA y PAI1 y generando TAFI. En
forma similar a esta ambigua relacion con la fibrino-
lisis, la trombina también es un rey de dos caras con
respecto a los cofactores V y VIII. Los activa en un
circulo de retroalimentacion positivo que amplifica
su propia generacion y los inactiva al generar pro-
teina C activada cuando se une a trombomodulina
endotelial. Respecto del FXI, la trombina tiene un
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papel activador de retroalimentacion similar al que
cumple con los cofactores V y VIII y probablemente
mas fisioldgico que la activacion de FXI por FXlIa.
Normalmente existe un nivel circulante de marca-
dores biologicos de generacion de trombina como
fragmento 1.2 de protrombina y complejos trombi-
na-antitrombina en baja concentraciéon, que aumen-
tan progresivamente con la edad. Poco se conoce
sobre qué genera este nivel estable y pequefio de
generacion de trombina, similar al del piloto de un
calefon. (Esta destinado a funciones no procoagu-
lantes como regulacion del tono vascular o de fun-
ciones endoteliales? ;Es una manera de tener tem-
plado el sistema para activarlo mas facilmente en
caso de requerimiento subito de acciones hemostati-
cas? ;Es un recurso para mantener niveles circulan-
tes de proteina C activada de efecto anticoagulante a
través de la trombomodulina y EPCR?

Si se infunde trombina en altas concentraciones
(>70 U/kg) y en bolo se producen en modelos ani-
males microtrombos, especialmente en pulmon,
rifion, ventriculo izquierdo, higado y arterias coro-
narias. Sin embargo, cuando se infunde trombina
lentamente (0.9—1.6 U/kg/min en 2-5 horas), no se
observa trombosis sino sangrado, lo que demues-
tra que concentraciones bajas, sin dafio endotelial,
provocan mayor accion de trombina sobre trombo-
modulina-PCa y activacion fibrinolitica que produc-
cion de fibrina.

La trombina se comunica con las estructuras celula-
res vecinas a través de los receptores activados por
proteasas (PARs). Esta propiedad la comparte con
FXa. Los PARs son una familia de receptores con

siete rulos transmembrana acoplados a proteinas
G (Figura 11). La trombina activa PAR-1, 3 y 4.
Sobre plaquetas la activacion de PAR-1 es un po-
tente agente para la generacion de superficies fos-
folipidicas, permitiendo el ensamble de complejos
tenasa y protrombinasa en la fase de amplificacion
de la coagulacion. Las concentraciones de trombi-
na necesarias para activar PAR-1 en plaquetas son
menores que las requeridas para activar el sistema
de coagulacion. Concentraciones mayores son ne-
cesarias para activar PAR-4 plaquetario. La trombi-
na también se une a GPIb plaquetaria. Los mismos
receptores explican la interaccion de trombina con
endotelio, células musculares lisas, monocitos, mas-
tocitos, linfocitos T y fibroblastos.

La trombina es pro-inflamatoria y favorece la proli-
feracion celular y la migracion leucocitaria. Altera
la permeabilidad, el tono vascular y la angiogénesis
por sobre-regulacion de receptores de VEGF en en-
dotelio . La disfuncion endotelial inducida por trom-
bina produce un fenotipo pro-inflamatorio impor-
tante en la patologia trombotica arterial y venosa.
La trombina aumenta las proteinas de adhesion en-
tre endotelio, plaquetas, células tumorales y matriz
extracelular a la vez que aumenta la produccion de
factores de crecimiento y quemoquinas promotoras
de proliferacion y migracion de células neoplasicas.
Asimismo facilita la metastasis activando colage-
nasas de tipo IV y metaloproteinasas que provocan
disrupcion de las membranas basales vasculares. Lo
anterior explica el peor prondstico vital de la enfer-
medad neoplésica complicada por tromboembolis-
mo venoso.

Tabla 1. Propiedades de la trombina

Propiedades pro coagulantes

1) Clivaje de fibrinopéptidos Ay B

2) Activacion de FV, VIII, X1y XIII

3) En plaquetas: induccion de agregacion, secrecion
de granulos y actividad procoagulante de fosfolipi-
dos de membrana

4) Expresion de P selectina endotelial

5) Expresion de PAF endotelial (platelet activating
factor)

Propiedades anti coagulantes

1) Unioén a trombomodulina y activacion de PC
2) Disminucion de union de FvW a GPIb

Propiedades anti fibrinoliticas

1) Activacion de TAFI
2) Liberacion de PAI 1
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Propiedades pro fibrinoliticas

Liberacion de t-PA

Propiedades pro inflamatorias

1) Aumento de CD40L e inducciéon de IL6, ILS y
MCP-1

2) Aumento de IL-1f, TNFa, IL11 por endotoxina
3) Degranulacion de mastocitos

4) Aumento de adherencia leucocitaria via ICAM-1
5) Activacion endotelial via PAR-1 y PAR-4

6) Aumento de permeabilidad endotelial

(Como reconoce la trombina sus diferentes sustra-
tos? Hay dos zonas en la molécula para reconocer
las proteinas a clivar y alinearlas para interactuar
con el centro activo. Reaccionan contra proteinas o
glicoproteinas de carga negativa y se denominan por
lo tanto anion binding exosites 1y 2. (Figura 10).

Macbeth reina por el terror y el asesinato hasta que
Macduff, otro noble escocés, lo mata a pesar de las
profecias presuntamente negativas por las que las
brujas reducian la posibilidad de este evento (que
un bosque invadiera su castillo, y que solo moriria a
manos de un hombre no concebido por una mujer).
(Como inhibir una proteasa tan ambiciosa? Para
inhibir a la trombina mas de un Macduff es nece-
sario. Las serpinas son las proteinas encargadas de
esta tarea. De las 36 serpinas del genoma humano,
4 son los inhibidores fisioldgicos de la trombina: a)
antitrombina (AT) antes llamada antitrombina III

(ATIII), b) cofactor II de la heparina (HCII), c) in-
hibidor de la proteina C (PCI) y d) la proteasa nexi-
na-1 (PN1). Las serpinas son potenciadas en su ac-
cion por glicosaminoglicanos (GAGs). Estos poseen
un pentasacarido de union a AT. Los de mas de 18
moléculas forman un mecanismo de templado que
aumenta 1000 veces la efectividad de AT formando
un complejo ternario. Todas las serpinas se ofrecen
como sustrato preferencial a la trombina y forman
un complejo estable con el centro activo de ésta. El
complejo pierde la afinidad de los anion binding
exosites de la trombina por otros sustratos y circulan
hasta depurarse por receptor de lipoproteina hepati-
co. La principal inhibidora de trombina es la AT que
permite una vida media de so6lo 30 segundos para la
trombina libre en solucion y no protegida por sus
diferentes ligandos en los anion binding exosites.

THROMBIN BINDING SITES

" ©  exosite 2
exosite 1

active/catalytic
site

UNIVALENT DIRECT THROMBIN INHIBITORS

dabigatran
argatroban

INDIRECT THROMBIN INHIBITORS

heparin

v

antithrombin

BIVALENT DIRECT THROMBIN INHIBITORS

fibrin

bivalirudin
hirudin/lepirudin

Figura 10. Sitios de reconocimiento de sustrato y centro activo de la trombina. Tomado de
Siller-Matula JM et al. Thromb Haemost. 2011; 106.: 1020.
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La PN-1 no es una proteina circulante sino de mem-
brana de células musculares lisas o fibroblastos y el
complejo con trombina es internalizado por lamisma
célula porque tiene similar receptor de lipoproteina.
A nivel endotelial los GAGs como heparan sulfato
se encuentran recubriendo su cara vascular y en la
matriz subendotelial. La trombina unida a fibrina so-
bre todo en la parte del nucleo interno del trombo no
es inhibible por AT por la escasa difusion proteica
de esa area y la ausencia de GAGs endoteliales en
esa area. La trombina libre que difunde hacia la pe-
riferia del trombo encuentra trombomodulina (TM)
y GAGs. La TM es una proteina de membrana en-
dotelial de 60 KDa, con carga negativa en los domi-
nios extracelulares, especialmente en los semejantes
a factor de crecimiento epidérmico 5y 6 (EGF) que
permiten la unién a trombina y en una region que
contiene condroitin sulfato. En presencia de TM, la
trombina tiene mayor afinidad por proteina C (PC)
que por sustratos como fibrindgeno o PARs. La PC
se halla unida a receptor endotelial de PC (EPCR), a
su vez conectada a TM en los dominios EGF. La TM
unida a trombina ejerce junto a EPCR propiedades
anti-inflamatorias sobre el endotelio mediadas por
PCa que cliva PAR-1. En forma opuesta a cuando es
clivado por trombina libre, la sefalizacion de PAR-
1 por PCA-TM- EPCR- trombina, actia a través
de esfingosina 1-P y su receptor endotelial, contra-
rrestando el aumento de permeabilidad endotelial y
aumentando la capacidad anti-apoptotica del endo-
telio (Figura 12). En forma similar a los complejos
tenasa y protrombinasa, aunque con efecto opuesto
sobre la coagulacion, estas reacciones son posibles
gracias a la proximidad de sustratos y enzimas sobre
una superficie celular (no pueden tener esa efecti-
vidad las reacciones en solucion). En capilares la
EPCR es menos necesaria por la importante super-
ficie endotelial pero en los grandes vasos es impor-
tante para ensamblar el complejo PC-TM-trombina
y aumentar unas 20 veces la activacion de PC. Sobre
la membrana, la PC se asocia con su cofactor pro-
teina S y cliva proteoliticamente a los factores FVa
y VllIa unidos a esa misma membrana (Figura 13).
El FV no activado es cofactor de este clivaje del FVa
por PC. Los sitios de clivaje de PCa sobre FVa son
Arg 306, 506 y 679. El polimorfismo GIn506Arg
que genera al FV de Leiden disminuye la accion de
la PCa sobre el FVa, haciendo que el FV permanez-
ca activo por mas tiempo. Este hecho aumenta 4-7

veces (en la forma heterocigota) la probabilidad de
primer episodio de TEV. Dado que no hay TM ni
EPCR en la membrana plaquetaria, la PCa es mu-
cho mas efectiva para inhibir formacién de protrom-
binasa sobre endotelio que sobre plaquetas. La TM
unida a trombina funciona también disminuyendo la
fibrinolisis. Por sus dominios tipo EGF 3-6 se une al
zimogeno de TAFI (thrombin activable fibrinolytic
inhibitor) y la trombina lo convierte en TAFIa. Esta
carboxipeptidasa elimina residuos de lisina de la fi-
brina parcialmente degradada, por lo que se pierden
los sitios de unioén de plasmindgeno y t-PA a fibrina.
Esto aumenta la posibilidad de o,antiplasmina para
inhibir a la plasmina al no estar unida a la fibrina.
EPCR tiene también capacidad de remover FVIla
de la circulacion, internalizandolo en endotelio. La
union FVIIa-FT a EPCR reduce la activacion de
FXa. La TM es clivada de la superficie endotelial
por proteasas leucocitarias y metaloproteasas y cir-
cula en plasma, pudiendo considerarse un marcador
de dafio endotelial en sepsis y otras patologias. Pese
a tan diversos moduladores e inhibidores, la trombi-
na logra clivar sus sustratos principales ya durante
la fase de latencia de la generacion de trombina. Al
producirse la coagulacion, recién se inicia la pro-
pagacion y explosion de trombina con generacion
de complejos T-AT. Previo a esto ya se ha logrado
iniciar la activacion por trombina de FXIII, FV, li-
beracion de fibrinopéptidos A 'y B.

Finalmente, otra forma de secuestrar trombina esta
a cargo de uno de sus productos, la fibrina. Una va-
riante comun del fibrindgeno, entre el 8 y el 15% del
total es el fibrindgeno v’ (YA/y’), que se produce por
un corte alternativo del mRNA para cadena vy. Esto
le brinda una alta proporcion de residuos de carga
negativa con mayor afinidad para exosites binding
sites de trombina que, unida al fibrindgeno, es me-
nos inhibible por AT y HCII. Esta propiedad de se-
cuestro de trombina se denomino AT 1. La liberacion
de FP B esta disminuida en ese fibrindgeno y esto
produce una malla de fibrina con fibras mas finas y
ramificadas y aumento de resistencia a la fibrin6li-
sis. Aumento de fibrindgeno yA/y’ se ha hallado en
trombosis arteriales (coronarias y ACV). La calidad
de la malla de fibrina, su espesor, elasticidad y resis-
tencia a la lisis son proporcionales a la cantidad de
trombina generada.
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Figura 11. Neo-ligando tipo candado producido por el clivaje Arg41-
Ser42 en receptor PAR. Tomado de Coughlin Sh. Nature. 2000, 407: 258.
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Figura 13. Inhibicion de sistema de coagulacion por TFPI, AT y TM-PC-PS. Tomado
de Versteeg HH et al. Physiol Rev. 2013; 93: 327.
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7. (Qué aportan los leucocitos al trombo?¢"3D
Macbeth refleja un constante contraste entre las
fuerzas del bien y del mal. El tirano y su esposa cau-
tivados por la profecia y sometidos por la ambicion
recurren a la manipulacion, el engario y culminan
en el asesinato y la falta de arrepentimiento. Mal-
colm y Macduff representan la fuerzas del bien que
vienen a restablecer el orden natural interrumpido
por la muerte del Rey Duncan. Hay pocos seres am-
biguos en la obra.

Los leucocitos en el trombo, como veremos, apor-
tan a ambos polos éticos dentro de la fisiopatologia.
(Como llegan los PMN al trombo? Las plaquetas
activadas en el nucleo del trombo expresan P selec-
tina y en el caso de endotelio activado, éste expresa
E selectina. El gradiente de ambos productos es des-
de el centro a la periferia del trombo, por lo que el
reclutamiento leucocitario tarda minutos. El ligando
leucocitario para ambas selectinas es PSGL-1 expre-
sado en las membranas de los PMN. Los PMN rotan
y adhieren sobre plaquetas y endotelio activado y a
su vez se activan expresando L selectina que atrae
mas PMN por el mismo ligando anterior. Tenemos,
pues, un dialogo cruzado de endotelio-PMN, pla-
quetas-PMN y PMN-PMN. Este pegamiento debe
consolidarse mediante sefiales de activacion promo-
vidas por P selectina que aumentan la afinidad de
B2 integrinas de PMN por sus ligandos. La adhesion
mas firme y que promueve sefiales intracelulares en
PMN se logra por B, integrinas. Las B, integrinas
tienen cuatro miembros, CD11a/CD18 (lymphocyte
function-associated antigen-1) (LFA-1), (aLp2),
CDI11b/CD18 (macrophage antigen-1 (Mac-1),
(aMB2), (CR3), CD11c/CD18 (aX B2, gp150/95,
CR4) y CD11d/CD18 (aDf2). Su interaccion con
ICAM-1 del endotelio activado permite ademas de
adherencia estable, una transmigracion por entre las
células endoteliales. Mac-1 interactua con C3bi para
opsonizacion de patdogenos, se une a fibrindgeno y
a GPIb plaquetaria. La continuidad de PMN en el
trombo a través de maxima activacion de Mac-1 se
potencia por otras moléculas producidas durante la
conexion trombosis-inflamacion. Estas son citoqui-
nas, quemoquinas y otros quemoatractantes como
PAF endotelial y plaquetario, PF4 plaquetario inmo-
vilizado sobre GAGs del endotelio, CXCL7 (neu-
trophil activating peptide (NAP)-2) cuyo precursor
CTAPIII es de origen plaquetario y se activa por ca-

tepsina G de PMN activados (Figura 14).

Otra interaccion entre plaquetas activadas y leuco-
citos lleva a la formacion de NETs con la extrusion
de DNA, RNA e histonas y proteasas leucocitarias al
trombo en formacion. El receptor plaquetario 7o//-li-
ke receptor 4 (TLR4) es el mas importante en este
proceso. La malla de DNA-histonas promueve mas
activacion y reclutamiento plaquetario y co-locali-
za plaquetas con VWEF, fibronectina y fibrindgeno,
a la vez que activa F XII de la via intrinseca junto
con los polifosfatos liberados por las plaquetas que
segregan su contenido granular. La formacion de
NETs promueve generacion de F. tisular por PMN
y la elastasa de los NETS inhibe TFPI lo que au-
menta la actividad procoagulante por via extrinseca.
La elastasa también activa receptores plaquetarios.
Histonas, mieloperoxidasa, elastasa y catepsina G no
solo promueven dafo tisular sino también remodela-
cion necesaria para la reparacion tisular.

El 30% del infiltrado inflamatorio que se produce
en los minutos posteriores a un trombo correspon-
de a monocitos. Estos aportan microparticulas con
F. tisular en agregados plaquetas-monocitos para el
aspecto procoagulante. Su rol principal es el de la
regresion de la trombosis a través de su aporte con-
vertidos en macrofagos, de DNAsa y fibrinolisis por
t-PA, u-PA y metalo-proteinasas. La acumulacion
de PMN y monocitos es mayor en condiciones de
infeccion o de endotelio activado, sobre todo en las
areas de bajo shear stress en las que los PMN pueden
adherirse mas facilmente. Esto se produce en areas
post-estenoticas en territorio arterial y en zonas de
éstasis en las valvulas venosas de miembros infe-
riores. La resolucion de un trombo puede acelerarse
en modelos animales administrando quemoquinas
como MCP-1 o IL-8 para estimular la actividad
leucocitaria intra trombo, sin anticoagulacion. En
forma inversa, la inhibicion de influjo de monocitos
por delecion genética de receptor cisteina-cisteina
(CCR)-2 o cisteina-X cisteina (CXCR2) produce
una disminucion de la resolucion del trombo.

En resumen, PMN y monocitos que emigran al
trombo pueden tener acciones indeseadas de aumen-
to de la capacidad de trombosis e inflamacion como
un papel beneficioso en la remodelacion vascular y
extravascular que acompaifia a la reparacion de la in-
juria tisular.
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Figura 14. Mediadores de reclutamiento leucocitario al trombo. Tomado de Ghasemzadeh M et al. Thromb

Haemost. 2015; 113: 1224.
8. ;Qué aportan los eritrocitos al trombo?©2-3¢
(Qué sustancia es la tuya, qué te forma, que millo-
nes de sombras te acompanan?
Esto dice Shakeaspeare en un soneto que podria-
mos utilizar para analizar por qué un componente
tan importante del volumen de un trombo ha pasado
inadvertido hasta los ultimos tiempos (Figura 15).
Obviamente, la coagulacion se ha estudiado siempre
en plasma, lo cual ha excluido cualquier aporte del
globulo rojo (GR) a la misma. A pesar de que en el
trombo venoso el volumen aportado por los hema-
ties suele superar el esperable por el hematocrito,
esto ha sido considerado siempre como un fenome-
no pasivo, donde un espectador inocente como el
eritrocito queda atrapado en la malla fibrino-plaque-
taria sin contribuir al proceso trombotico. Estudios
recientes revelan, sin embargo, que es necesario el
entrecruzamiento por F XlIlla de cadenas a de fibri-
na y que no hay ligazon directa de GR a fibrina por
FXIlla.
El fenomeno de migracion axial por el cual los he-
maties empujan hacia el area endotelial a las plaque-
tas aumentando su probabilidad de ser utiles para la
hemostasia ha sido el Gnico aporte considerado por
anos a estos elementos que superan 10 a 20 veces el
numero de plaquetas circulantes.

cs e DL

Figura 15. Contenido en hematies de un trombo ve-
noso producido por estasis. Las dreas claras son fibri-
no-plaquetarias y las flechas muestran leucocitos en
el darea blanca. Tomado de von Briil ML et al. J Exp
Med. 2012; 4: 819.
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En el 4rea trombdtica se conocen desde afios los
efectos del aumento de viscosidad en policitemia
vera o en eritrocitosis por hipoxia o por deshidra-
tacion para producir estasis como factor procoagu-
lante.

En los ultimos afios se ha descripto asociacion de
trombosis con patologias eritrocitarias donde se
afecta la deformabilidad sea por membrana anor-
mal, contenido anormal de calcio eritrocitario por
menor ATP para el bombeo de protones o por alte-
racion de Hb S que forma agregados o polimeros al
desoxigenizarse (estomatocitosis, f} talasemia, dre-
panocitosis, diabetes mellitus, etc).

Recientemente se ha identificado que los hematies
pueden proveer superficies fosfolipidicas con fos-
fatidilserina (PS) al fallar sus mecanismos norma-
les de mantener la asimetria de fosfolipidos anio-
nicos de membrana por la actividad de flipasas y
flopasas. Shear stress altos, dafio eritrocitario por
complemento o estrés oxidativo pueden activar la
scramblasa y provocar pérdida de la asimetria fos-
folipidica. Esto ademas favorece la liberacion de
microparticulas eritrociticas con estos fosfolipidos
y asi aumentar la adhesividad del globulo rojo al
endotelio. La poblaciéon normal tiene un 0.5% de
sus hematies con fosfatidilserina en su superficie y
hay unos 550 sitios de union para protrombinasa por
hematie que exprese este fosfolipido de membra-
na. Estudios de potencial endégeno de generacion
de trombina muestran que es afectado por niveles
crecientes de GR agregados a plasma pobre en pla-
quetas, en magnitud incluso superior al que aportan
las mismas plaquetas. Los GR aislados tienen activi-
dad de protrombinasa cuando se incuban con FXay
FVa. Sin embargo se ha demostrado que el producto
principal es meizotrombina que podria estar dirigida
a unirse a TM y activar PC, con lo cual la contribu-
cion del GR podria ser dual, pro y anticoagulante.
Otros hallazgos sugieren la capacidad de una enzi-
ma eritrocitaria de membrana simil elastasa para ac-
tivar FIX directamente. Quiza tan relevante como el
aporte de membranas con PS, sea la descripcion de
nuevas formas de adhesion del hematie a endotelio,
plaquetas o fibrindgeno. En drepanocitosis, las mo-
léculas involucradas son la integrina a4f1, CD44,
glicoproteina del grupo sanguineo Lutheran, CD36
(receptor de trombospondina), CD47 e ICAM4. En
la malaria por P. falciparum la proteina PfEMP-1 del
parasito se une ICAM1 endotelial produciendo la te-

mida complicacion cerebral. En diabetes mellitus, el
aumento de adherencia endotelial estd mediado por
la proteina banda 3 con exceso de productos avanza-
dos terminales de glicosilacion (AGEs). ICAM4 es
una proteina de membrana eritrocitaria que es parte
del complejo Rh. Se ha demostrado que se puede
ligar a integrina allbp, activada en la plaqueta. Esta
asociacion incrementa la capacidad trombogénica
en modelos de trombosis venosa con bajo shear
stress incrementando la produccion de P selectina
en la plaqueta adherida. La capacidad de GR de au-
mentar la activacion plaquetaria por colageno ex
vivo generando la produccion de tromboxano y la
liberacion de ADP ha sido estudiada durante mucho
tiempo por el grupo de Aznar en Valencia.

Los hematies intratrombo cumplirian otra funcioén
ademas de aumentar el volumen del mismo. Cuan-
do se produce la retraccion del coagulo cambia la
permeabilidad del mismo y su rigidez, ademéas de
achicarse el volumen. Esto requiere miosina IIA y
fibrina. Las patologias plaquetarias que involucran
MYHO tienen un fenotipo sangrador. La contraccion
fibrino-plaquetaria produce una pared compacta de
hematies que cambian a una forma poliédrica (poli-
hedrocitos) de permeabilidad similar a un endotelio
intacto y donde no penetran los activadores fibrino-
liticos (Figura 16).

Figura 16. Estructura eritrocitaria en el trombo retrai-
do. Tomado de Cines DB et al. Blood. 2014, 123: 1596.
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9. (Es similar el trombo hemostatico fisiolégico al
trombo venoso y al arterial?¢75?

La formacion del trombo hemostatico se analiz6 en
la pregunta 2. Brevemente, entonces, una disrupcion
endotelial expone colageno y FVW del subendote-
lio provocando adhesion y activacion plaquetaria,
liberacion de P selectina, exposicion de PS en las
plaquetas y activacion del sistema de coagulacion
fundamentalmente por via extrinseca, ya sea por F.
tisular de las células subendoteliales del vaso dafia-
do o circulante desencriptado o aportado por micro-
particulas o por monocitos atraidos al trombo. Los
mecanismos inhibitorios naturales y de reparacion
por fibrindlisis u otras proteasas, circunscriben la
lesion al espacio extravascular y remodelan el vaso
danado.

El trombo arterial tiene una patogénesis similar al
hemostatico, pero ocurre en territorio de alto shear
stress y frecuentemente con capacidad aumentada
de las plaquetas para ser activadas. Factores de ries-
go como desequilibrios de colesterol LDL/HDL o
productos avanzados de glicosilacion provocan acti-
vacion del receptor CD36 y del SRB-1 (scavengers).
También son operativos el tabaquismo, el endotelio
activado o el flujo perturbado por hipertension arte-
rial. Finalmente, la lesion vascular (desgarro de pla-
ca) es mas severa que la del trombo hemostatico y
expone una superficie mucho mas trombogénica que
la del subendotelio o0 media de un vaso sano por su
alto contenido en F. tisular. Las plaquetas se adhie-
ren con mas facilidad favorecidas por el shear stress
alto de las areas estenoticas. FVW-GPIb es el pri-
mer eslabon de adhesion a esas velocidades de flujo,
seguido por adhesion al colageno (receptores 02f31
and GPVI), a fibronectina (receptor a5B1) y lamini-
na (receptor a6p1). La plaqueta produce al activarse
varios agonistas solubles, sobre todo tromboxano
A2 (TxA2) y ADP. El primero es producido por la
conversion de acido araquidonico a endoperdxidos
por ciclo-oxigenasa y el posterior metabolismo a
TxA2 por tromboxano-sintetasa. La liposolubilidad
del TxA2 le permite difundir a través de membranas
e inducir activacion plaquetaria autocrina y paracri-
na por receptores asociados a proteina G. E1 ADP es
hidrosoluble y estimula mas activacion plaquetaria
por receptores P2Y1 y P2Y12 . En la trombosis ar-
terial el grado de activacion de GPIIbllla es mayor
por la mayor liberacion de ADP y la mayor ocupa-
cion de receptores de FVW-GPIbX. GPIbIX, recep-

tor P2Y'12 y GPIIbllla sefializan via Src y PI3Kp ac-
tivando mas receptores GPIIbllla y mas exposicion
de PS en la membrana plaquetaria a través de vias
diferentes de las de apoptosis. En la activacion del
sistema de coagulacion participan no sélo la via ex-
trinseca, sino también la intrinseca por la activacion
de FXII por polifosfatos plaquetarios y por RNA e
histonas leucocitarias. El colageno de la placa acttia
en forma indirecta a través de activacion plaquetaria
(Figura 17).

La participacion plaquetaria primordial correlaciona
con la efectividad de los tratamientos actuales in-
hibiendo ciclo-oxigenasa y P2Y12 o el empleo en
hemodinamia de inhibidores de receptor GPIIbllIa.
La activacion del sistema de coagulacion es mayor
en los sindromes coronarios agudos que en el ACV
de origen arterial y eso da cuenta del uso de anticoa-
gulantes solo en la cardiopatia isquémica. En un me-
ta-analisis sobre 191 estudios en enfermedad coro-
naria y trombofilia, el riesgo relativo de FV Leiden
fue 1.17 y de protrombina 20210, 1.31 lo que avala
la menor contribucion de situacion de hiper-coagu-
labilidad en la trombosis arterial con respecto a la
trombosis venosa. Otros polimorfismos como PAI-
1, FVII 10976A, GP Iba y GPIIla no fueron con-
tribuyentes al riesgo de enfermedad coronaria. La
participacion leucocitaria esta confirmada por el ha-
llazgo de nucleosomas de NETs circulantes en los
pacientes con sindrome coronario, pero no hay aun
aplicacion clinica de ese concepto.

El tromboembolismo venoso reconoce atin 150 afios
después de Virchow al flujo lento, la hipercoagu-
labilidad y el dafio de la pared vascular como sus
causas principales. Inmovilidad, cirugias (especial-
mente ortopédica mayor de miembros inferiores) y
enlentecimiento circulatorio por insuficiencia car-
diaca son responsables del primer componente de
la triada. La hipoxia y el bajo shear stress producen
fenotipo endotelial protrombdtico y pro-inflamato-
rio. Microparticulas portadoras de factor tisular, es-
pecialmente en pacientes neopldsicos y activacion
leucocitaria con formacion de NETs, contribuyen a
generar el nido local trombético en la zona de circu-
lacién mas lenta localizada en las valvulas venosas
de los miembros inferiores. La hipercoagulabilidad
puede entenderse entonces como el producto de un
aumento de microparticulas circulantes, aumento de
concentracion de factores de coagulacion (protrom-
bina 20210; FVIII, fibrindgeno) aumento de la acti-
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vidad de factores (FV Leiden), déficit de inhibidores
(AT, PC, PS), activacion endotelial y activacion de
las plaquetas (sindrome antifosfolipido).

El trombo venoso, pese a su inicio plaquetario y

leucocitario, se propaga como fibrino-eritrocitario.
La prevencion y el tratamiento tradicional para esta
patologia han sido por lo tanto realizadas por drogas
anticoagulantes.

Intrinsic coagulation -
Factor XII

AW
&-granule

Disturbed Rheology

=Shear-activation
«Shear gradients
=Transport

Blood coagulation

» Contact factor XlI (via Poly-P)
* Platelet procoagulant function

PS Expsoure
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GPIb/VIX
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-Diabetes
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Figura 17. La plaqueta, mediador principal del trombo arterial y sus vias de activacion. To-
mado de McFadyen JD et al. Thromb Haemost. 2013, 110: 859.

10. ;Qué implicancia terapéutica tienen los con-
ceptos anteriores para la tarea asistencial?
Lady Macbeth le dice a su marido “Trata de pare-
certe a la flor inocente, pero realmente sé la ser-
piente que escondes”. Macbeth sigue su consejo al
fingir sorpresa por la muerte de Duncan que él mis-
mo perpetro o cuando les culpa a los profugos hijos
del Rey de la muerte de su padre. ;Un personaje
asi puede producir un resultado diferente de una

tragedia? ;Podriamos recobrar a Macbeth o a su
esposa para el bien? ;No seria preferible cambiar
el curso de esa historia modificando la accion de
personajes secundarios? Si por ejemplo, Duncan no
hubiera concurrido a investir con su nuevo cargo
a Macbeth, no habria sido muerto y no se hubiera
concretado la maligna profecia de las brujas.

(Si los personajes principales que intervienen en el
trombo hemostatico son los que participan del trom-
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bo patolédgico arterial o venoso, sera posible inhibir-
los para tratar estas patologias tan prevalentes sin
producir sangrado? La terapia antitrombotica actual
tiene como blancos enzimas claves en la hemostasia
como trombina (dabigatran y bivaluridina, hepari-
na no fraccionada), FXa (xabanes, pentasacaridos,
heparinas de bajo PM), zimdgenos de FII, VII, IX
y X (dicumarinicos), COX plaquetaria y endotelial
(aspirina), receptor P2Y12 plaquetario para ADP
(tienopiridinas), PAR-1 plaquetario (vorapaxar), GP
IIbllla (abciximab, integrelin, eptifibatide). Todos
ellos tienen efectividad antitrombdtica al costo de
aumentar el riesgo hemorragico, ya que el personaje
a suprimir es necesario para ambos tipos de trombos.
(Qué perspectivas tenemos de hallar personajes su-
primibles para la progresion del trombo patoldgico
y que no se afecte el hemostatico?

Dice el Bardo: “Cuidado con la hoguera que en-
ciendes contra tu enemigo; no sea que te chamus-
ques a ti mismo”.

Por lo anteriormente expuesto se desprende que hay
diferencias entre el trombo hemostatico y los que
causan enfermedad y que hay personajes que parti-
cipan fundamentalmente en éstos ultimos. Polifos-
fatos activadores de FXII, FXI, [3PKp, P selectina,
histonas y DNA, KLF2, son nuevos blancos tera-
péuticos a abordar en el futuro préximo, tratando de
evitar la progresion trombotica sin afectar el nucleo
central del trombo hemostatico.

A poco mas de 50 afios de la cascada de MacFar-
lane, Davie y Ratnoff y a 500 afios de la muerte de
Shakespeare, el escenario estd esperando nuevas
interpretaciones de piezas tan fascinantes como la
hemostasia y la dramaturgia del Bardo. Abordarlas
con brevedad “La brevedad es el alma del ingenio
dice Hamlet” no me ha resultado posible, estimado
lector, y pido disculpas por ello.
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