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Resumen

El Cofactor ll de la Heparina (HCII) es un inhibidor fisiológico del sistema de coagulación,
miembro de la familia de serpinas. lnhibe específicamente trombina, una enzima clave del sistema
hemostático. La capacidad del HCIIde inhibir trombina es potenciada mas de 1000 veces por la
presencia de glicosaminoglicano el Dennatán Sulfato (DS),.

Aún no está claramente definido el papel que desempeña el HCII en la fisiología de la
Hemostasia, postulándose su deficiencia corno leve factor de riesgo de trombosis.

Los objetivos de este trabajo fueron:
a) Identificar y caracterizar el HCIIplasmático.
b) Investigar in vitro Ia interacción HCll - trombina - Dennatán Sulfato. así corno la posible

acción de proteinas moduladoras de esta interacción.
C) Estudiar la respuesta fisiopatológica de este inhibidor, ante estímulos de distinta magnitud

de activación del sistema de coagulación. (Sépsis, injuria térmica, hemodiálisis, etc.).

Los estudios electroforéticos (SDS-PAGE / Western Blot) del HCII revelaron que
fisiológicamente un porcentaje de este inhibidor circula unido a una proteína plasmática. el
fibnnógeno.

La investigación ¡n vitro de la interacción HCll-trombina-DS en concentraciones plasmáticas
reveló que el HCIIinhibe más eficazmente pequeñas (hasta 30 nM) que grandes concentraciones
de trombina humana.

La presencia de fibrinógeno en los ensayos ¡n vitro, disminuye en un 45% la capacidad
antitrombínica del HCll, sugiriendo la existencia de una interacción HCIl-fibrinógeno observada en
los estudios electroforéticos de plasmas.

La modulación del fibn’nógenoseria tiempo. concentración y temperatura dependientes. Lo cual
concuerda con los estudios electroforéticos.

La determinación de los valores de referencia de actividad y antigenicidad del HClI estableció
un rango de : actividad 75 - 120% ; antigenicidad: 70 - 130%.

El nivel de actividad de HCIIde embarzadas con más de 30 semanas de gestación fue de 108
(88 - 160) °/o.presentando niveles de actividad de Dennatán Sulfato en circulación 1.15 (0 - 3,7)
ug/ml.

En pacientes quemados se determinó niveles de actividad de HCIl ligeramente disminuidos 81
(75-95) %. que se mantuvieron durante los siete días estudiados. La actividad de DS fue 0,5 (0 ­
1,3) ug/ml.

Pacientes en hemodiálisis presentaron leve disminución en los niveles de actividad de HCII
83.0 (60 - 105) %, detectándose actividad de DS en circulación 0,31 (0 - 1,5) pg/ml.

El descenso de la actividad de HCII en pacientes sépticos fue marcado 29 (15-120) %. Los
niveles elevados de DS alcanzaron valores de hasta 3,4 ug/ml [1,9 (0,004 - 3,4) ug/ml].

La anticoagulación con dicumarínicos y hepan‘na no fraccionada no modifican
significativamente los niveles de HCII (91:l:6,9 % y 94,8 i 6,5 % respectivamente).

Pacientes con hiperhomocisteinemia niveles de HCII dentro del rango de referencia 95 (60 ­
115) % y niveles de actividad de Dennatán Sulfato 1.8 (0-2,9) ug/ml, que si bien son elevados no
difieren significativamente del grupo control de edad.

Palabras claves: Cofactor ll de Ia Hepan‘na- Trombina - Dennatán Sulfato



Summary

Hepan’n Cofactor ll (HCII) is a coagulation system inhibitor, member of the serpins family.
Specifically it inhibits thrombin (Hemostatic System's central enzyme) and meizothrombin. The
rate of inhibition of thrombin by HCll increases more than 1000-fold in the presence of dennatan
sulfate (DS).
Physiological HClI rol is still undefined, but its deficiency is a weak thrombosis n'sk factor.
The aims of this thesis were :

a) Plasmatic HClIcharacterization and identification.
b) To investigate HCll-thrombin- DS in vitro interaction and the possible proteins modulation.
C) To measure HCII plasmatic levels in argentine population and in different pathologies (burn,

sepsis, haemodialysis, etc.).

Electrophoresis studies (SDS-PAGE/Westem Blot) showed that a HCll fraction circulates bound to
a plasmatic protein. fibn'nogen.
HCII-thrombin-Ds interaction studies demonstrated that physiological HCll levels inhibit efficiently
low human thrombin concentrations (until 30 nM).
HCIIantithrombin activity was diminished when fibrinogen was present, so that we suppose a HCII
- thrombin interaction. Fibrinogen - HCll modulation would be time and concentration dependent.
This observation agrees with plasmatic HCll electrophoretic studies.
HClI activity and antigenic range, for Buenos Aires population was : 75-120% activity ; 70 - 130%
antigenic.
Pregnant women showed increased HCll activity levels: 108 (88-160) % and dennatan sulfate
plasmatic activity: 1,15 (0-3,7) ug/ml.
Bumt patients HCII levels were slightly diminished 81 (75-95)% and dennatan sulfate plasmatic
activity found in these plasma patients was 0,5 (0-1,3) ug/ml.
Similany, low HCII plasmatic levels were observed in hemosyalized patients 83 (60-105) % and
dennatan sulfate measured in plasma was 0,31 (0-1,5) ug/ml.
Markedly decreased levels of HCll were found in septic patients, 29 (15-120)% and DS plasmatic
concentration reached elevated values, 1,9 (0,004-3,4) ug/ml.
No HCll activity modification was found in patients with hipemomocysteinemia.

Key words: Heparin Cofactor Il - Thrombin - Dennatan Sulfate - Fibn‘nogen- Haemostasis
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ABEI : Exositio de unión aniónica l

ABEII : Exositio de unión aniónica ll

ATIII : Antitrombina III

DS : Dermatán Sulfato

DX : Dextrán Sulfato

EPCR: Receptor endotelial de la Proteína C

Fg : Fibrinógeno

FP4 : Factor plaquetario 4

FVL : Factor V Leiden

FvW: Factor von Willebrand

GAG : glicosaminoglicano

GAGS : glicosaminoglicanos

GPIb : Glicoproteína lb

HCII : Cofactor Il de la Heparina

Hcys : Homocisteína

HK : Quininógenos de alto peso molecular

LMWDS: Dermatán Sulfato de bajo peso molecular

LMWH: Heparina de bajo peso molecular

PAF : Factor de activación plaquetaria

PAI : lnhibidor del activado tisular del plasminógeno

PC : Proteína C

PCA : Proteína C activada

PS : Proteína S

TF : Factor Tisular

TFPI : inhibidor de la vía extrínseca

TM : Trombomodulina
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INTRODUCCION



I. EL COFACTOR II DE LA HEPARINA EN EL

SISTEMA HEMOSTATICO

El Cofactor Il de la Heparina (HCII) es un proteína plasmática que participa

de la regulación del mecanismo hemostático inhibiendo específicamente

trombina, proceso que es potenciado por el glicosaminoglicano Dermatán

Sulfato.

En 1939 Brinkhous et al 1demostraron que la actividad anticoagulante de la

heparina dependía de un componente plasmático, que se denominó Cofactor

de la Heparina. Posteriormente se utilizó el término Antitrombina II para

referirse a la inhibición de trombina dependiente de heparina en plasma y

Antitrombina Ill para la independiente de heparina. En 1967 Abildgaard 2 aisló

la ATIIl y demostró que su acción también era dependiente de heparina,

surgiendo la hipótesis que antitrombina Il y III eran Ia misma proteína.

3 en 1974 identificó en plasma dos inhibidores de trombinaBriginshaw

dependientes de heparina: cofactor de heparina A y B. El cofactor de heparina

B inhibia trombina y factor Xa y presentaba un peso molecular similar a la

Antitrombina Ill (ATIII).El cofactor de heparina A no inhibia factor Xa y su peso

molecular difería al de ATIII (posteriormente denominado Cofactor || de la

Heparina). En 1981 Tollefsen et al 4 confirmaron la diferencia inmunológica

entre ATlII y HCII, como dos entidades distintas pero con similitudes

funcionales y describieron por primera vez la formación del complejo trombina­

HCII.

En 1982 Tollefsen et al 5 purificaron y caracterizaron al HCII plasmático,

demostrando que el Dermatan Sulfato (DS), es el potenciador específico

fisiológico del HCII 6. A partir de 1985 comienza a describirse el déficit

congénito de HCII7 asociado o no con trombosis, estableciéndose también la

deficiencia adquirida 8.



Church 9identificó el sitio activo del HCII y posteriormente se determinó la

secuencia del DNA que codifica para el HCII humano 1°. En 1997 Han

describió que el HCll potenciado por DS inhibía mas eficientemente

meizotrombina (producto intermedio de la formación de trombina) que Ia ATIII

potenciada por heparina 1‘.



II. EL SISTEMA HEMOSTATICO

La hemostasia es el conjunto de mecanismos y procesos que mantienen la

fluidez de Ia sangre y Ia integridad de Ia pared vascular, es el sistema del

organismo que mantiene la integridad del sistema circulatorio cerrado

sometido a altas presiones de flujosanguíneo ‘2.

Cuando ocurre una injuria, alteración o laceración de los vasos sanguíneos

que lleva a la extravasación de sangre, se produce la activación del sistema

hemostático, compuesto por diversos factores que participan en forma conjunta

e interrelacionada, como Ia pared vascular, las plaquetas, el sistema de

coagulación (factores de coagulación e inhibidores fisiológicos) y el sistema

fibrinolítico (factores fibrinolíticos e inhibidores) 13.

Intervienen en forma indirecta otros sistemas enzimáticos plasmáticos, como

el complemento, quininas-calicreínas y renina-angiotensina. Así mismo son

importantes los factores reológicos y la interacción de distintas células

sanguíneas entre sí, con la pared vascular y con proteínas plasmáticas 1‘.

Hemostasia es un delicado balance entre los procesos de coagulación,

inhibición, plaquetario y fibrinolisis, en contacto y permanente intercambio con

los componentes de las células endoteliales.



II. l. PLAQUETAS

El mecanismo de hemostasia a nivel celular comienza con la adhesión de

las plaquetas circulantes en el torrente sanguíneo a componentes de las

estructuras subendoteliales que fueron expuestos como consecuencia de una
lesión vascular.

Como resultado del proceso de adhesión la superficie dañada se cubre de

una monocapa de plaquetas, esto induce a la activación de las plaquetas

adheridas y del sistema de coagulación que genera trombina 15.

La trombina es el agonista plaquetario más potente y el mediador encargado

de reclutar las plaquetas inactivas circulantes en el lugar de Ia lesión,

provocando la activación y Ia agregación de otras plaquetas sobre la

monocapa inicial, favoreciendo Ia formación del tapón hemostático en el sitio

de injuria 16'17.

La respuesta hemostática de la plaqueta implica el normal funcionamiento

de un conjunto de componentes que incluyen células, pared vascular,

moléculas en solución, receptores celulares y diferentes vías metabólicas de la

plaqueta.

¿Qué es lo que hace que Ia plaqueta, “célula” inerte, que circula en el

torrente sanguíneo, responda rápidamente a la gran variedad de agentes que
la estimulan?

Las interacciones Iigando-receptor son la base de la reactividad plaquetaria

a los distintos estímulos. La plaqueta expresa en su membrana plasmática una

gran cantidad de receptores celulares. Al ser una célula con funciones

adhesivas, expresa en su membrana principalmente receptores celulares de

adhesión (integrinas) y receptores miembros de Ia familia de siete dominios de

transmembrana asociados a G proteína. 17'13(ver Tabla N° 1).

La adhesión de las plaquetas mediante sus receptores a las estructuras

subendoteliales del lugar de lesión, estimulan las distintas vías de señalización

intracelular que conducen a la activación plaquetaria.



Las plaquetas también pueden ser activadas por agonistas solubles

fisiológicos como trombina, epinefrina, tromboxano A; ADP, etc. que

reconocen receptores especificos en la superficie plaquetaria 15.

Como resultado de la activación por los distintos mecanismos, las plaquetas

cambian su forma, emiten pseudópodos, liberan el contenido de sus gránulos,

se agregan, pierden microvesículas y manifiestan propiedades procoagulantes

en su membrana, exponiendo fosfolípidos cargados negativamente, para

permitir el ensamblaje de complejos del sistema de coagulación acelerando la

producción de trombina.

La glicoproteína IIb-ll/a (GP IIb-llla) que normalmente se une a Iigandos

inmovilizados, sufre un cambio conformacional que le permite unirse al

fibrinógeno soluble circulante, el cual al ser una molécula bivalente, funciona

como puente uniendo las plaquetas entre si para formar agregados

plaquetarios.

La unión del fibrinógeno a la GP IIb-llla induce señales que modifican las

propiedades contráctiles de Ia plaqueta, formándose un coágqu estable en

una malla de fibrina.

Esta glicoproteína es una ¡ntegrina aubfis en Ia cual la cadena alfa es

exclusiva de la línea megacariocítica. Como todas las integrinas presenta la

capacidad de traducir información desde "afuera hacia adentro" y desde

“adentro hacia afuera” 13'19.

El modelo de activación plaquetaria propuesto, sugiere que la plaqueta se

activa a través de la unión de los receptores de adhesión a sus Iigandos, o a

través de la acción de agonistas solubles sobre sus receptores especificos. La

activación de la anbfiaes una consecuencia común, inducida por todos los

agonistas plaquetarios utilizando distintas vías; parecería que los diferentes

caminos de señalización convergen en la regulación de la llb-llla 2°.



Tabla N°1. Receptores plaquetarios

GP Ia-Ila Integrina 0.231VLA-2 Rec adhesión

GP IV CD 36 huérfanas

GP VI Huérfanas

FÍÉRÍNÓGÉNÓ GP ¡lb-Mía lntegrina a..ng Rec adhesión

FlBRONECTlNA GP lc-Ila lntegrina (1581VLA-5 Rec adhesión

GP Ilb-Illa

TROMBOSPONDINA GP IV Huérfanas Rec adhesión

IIb-llla integrina ocubB3

VITRONECTINA Rec vitronectina integrina avB3 Rec adhesión

GP ¡lb-lila Integrina a..bB3

VW GP lb-V-iX GP ricas en ieucinas Rec adhesión

GP IIb-Illa lntegrina aubfis

LAMININA GP lc-Ila (1551VLA-6 Rec adhesión

TROMBlNA Rec de trombina BZadrenérgico

TROMBOXANO A2 Rec TxA2

EPINEFRINA a 2Aadrenérgico

PAF Receptor PAF

VASOPRESINA Receptor V1

ADP Purino rec P2Y1 BZ adrenérgico

Purino rec P2X1 Canal de calcio

Referencias 16'17'19”



11.1.1.RECEPTOR PLAQUETARIO DE TROMBINA

La trombina es uno de los agonistas solubles fisiológicos más potentes de la

activación plaquetaria, generada por activación del sistema de coagulación.

Esta proteasa multifuncional,presenta sobre Ia superficie plaquetaria dos tipos

de receptores: receptores de alta y de moderada afinidad 24'25.

Se postula que la glicoproteína lb (GPIb) funcionaría como un receptor de

trombina de moderada afinidad y modularía la respuesta plaquetaria a bajas

concentraciones de trombina 26'27.

Receptor de trombina de moderada afinidad: En 1991 Vu y colaboradores 2°

describieron y clonaron el receptor funcional de trombina, al que se identificó

en una gran variedad de células: plaquetas humanas, células endoteliales,

fibroblastos, células musculares lisa vasculares, miocitos cardíacos, células

mesangiales del glomérulo renal, etc n' 3'.

Estructura y función del receptor plaquetaria de trombina

EI receptor plaquetario de trombina de moderada afinidad forma parte de los

receptores tipo [32adrenérgicos, con siete dominios intramembrana acoplados

a G proteínas. EI receptor de trombina (TR) presenta una extensa porción
42extracelular donde se encuentra la unión peptídica Arg 4' y Ser . Una

característica muy importante de este receptor es que la trombina debe ser

proteolíticamente activa para estimular al receptor 24'32.

La primera etapa del mecanismo por el cual la trombina activa al receptor,

es Ia unión específica, de la serinoproteasa a una secuencia aminoacídica del

TR. Una vez producida la unión, la trombina rompe la unión Arg“1- Ser42 del

receptor.

Como consecuencia del clivaje en el receptor se expone un fragmento (Ser42

- Phe55) denominado "nuevo Iigando” responsable de la activación del

receptor”.



El nuevo Iigando aislado reproduce la mayoría de las respuestas celulares

inducidas por trombina. También se comprobó que los primeros cinco residuos
42-46Tdel nuevo Iigando R (SFLLR) son suficientes para activar el RT pero no

producen todas las respuestas o exactamente el mismo patrón que el

producido por trombina 33' 35.

El TR está acoplado al menos a una G proteína que sería la responsable de

la formación de los segundos mensajeros que producen las respuestas

celulares inducidas por la activación del receptor de trombina (Figura N° 1).

Una vez que el TR fue activado y estimuló a la G proteína, su acción

perdura hasta que el dominio citoplasmático del TR sufre una fosforilación,

producida por la quinasa del receptor B adrenérgico (BARK).Esta fosforilación

induce la inactivación del receptor de trombina 36'37.

La magnitud de la respuesta a trombina está dada por la cantidad de

receptores activados. Una respuesta completa requiere el clivaje de la mayoría

de los receptores en un corto período de tiempo.

Se considera que se forma una alta concentración de trombina en el sitio de

injuriavascular, por lo tanto una vez que se generó dicha enzima se activan Ia

mayoría de los receptores y sólo una pequeña proporción queda intacta 33'39.

Como para su activación el TR sufre un clivaje proteolítico, no puede ser

activado por segunda vez, de manera que un RT en cualquier tipo celular sólo

puede ser estimulado una vez 37.

Debido a que la plaqueta es una célula sin núcleo, no es capaz de

resintetizar los TR, por lo tanto, aunque dicha plaqueta no halla sido utilizada

en la formación del coágulo, no recupera la respuesta a trombina 3°.

En algunas células como las endoteliales, se produce la internaiización del

60% de los receptores, los cuales son reciclados y ubicados nuevamente en la

membrana.

Las células endoteliales contienen además un reservorio de receptores

presintetizados que son expuestos rápidamente en la superficie. Por el

contratio, en la mayoría de los tipos celulares el receptor tiene que ser

sintetizado de novo 37.



De este modo, se observa que los TR de la célula endotelial, cercanos al

lugar de la lesión, son reemplazados y así la célula endotelial puede responder

a varias exposiciones a trombina, mientras que esto no sucede en las

plaquetas 37.
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II. 2. SISTEMA DE COAGULACION

Las primeras observaciones científicas en la historia del estudio de los

coágulos fueron realizadas por Platón y Aristóteles, posteriormente apoyadas

por Galeno, que consideraban la gelificación de la sangre, como una

consecuencia de su exposición al frio, al entrar en contacto con el aire.

En el siglo XVIIMalpighi describe las fibras de los coágulos sanguíneos y el

fibrinógeno es purificado y cuantificado en el siglo XIX.En comienzos del siglo

XX Morawitz postuló que cuando la sangre se contactaba con superficies

extrañas, como tejidos u otras superficies, los leucocitos y plaquetas se

aglutinaban y liberaban factor tisular (TF). Este factor liberado interactuaba

con la protrombina en presencia de Ca” para formar trombina, la cual

convertía fibrinógeno en mallas de fibrina.

Durante el transcurso de los años se fueron identificando nuevos factores y

se postuló que el sistema de coagulaciónse desarrollaba mediante dos vías.

La primera, como lo indicó Morawitz, se iniciaba por la exposición del factor

tisular, que se describió como una glicoproteína constitutiva de los fibroblastos

en y alrededor de la pared vascular.

La segunda via se iniciaba por la activación del factor Xll mediada por el

contacto de Ia sangre von superficies cargadas negativamente.

En 1964 MacFarIane y Davie proponen un sistema de reacciones

secuenciales y amplificadas, donde una enzima activa a un sustrato, el cual se

convierte a su vez en una enzima activa para el próximo sustrato,

desencadenando un sistema de activación en cascada. De esta manera queda

formulado el modelo clásico de cascada de coagulación, con dos vías de

activación una “extrínseca” dependiente del factor tisular, y una “intrínseca”

independiente del TF ‘°'4'.



II. 2. l. COMPONENTES DEL SISTEMA DE COAGULACION

El sistema de coagulación está formado por una serie de reacciones

mediadas por enzimas interdependientes, que trasladan la señal molecular de

iniciar el proceso de coagulación, a un evento biológico mayor: Ia generación

de trombina y la inmediata formación del coágqu de fibrina.

Las proteínas que constituyen el sistema de coagulación se denominan

factores. Generalmente se encuentran en circulación en forma de precursores

enzimáticos inactivos o zimógenos, los que a continuación de una proteólisis

específica, se transforman en enzimas activas 42.

Dentro de los factores de coagulación se encuentran cofactores proteicos

no enzimáticos (Factor Tisular, Factor V y Factor VIII), cuya función es

favorecer la actividad de serinoproteasas 42(Tabla N°2).

Las serinoproteasas son enzimas proteolíticas que presentan un sitio activo

serina, con una triada catalítica Ser-His-Asp. Los precursores de las

serinoproteasas en el sistema de coagulación son: FII, FVII,FIX, FX y Proteína

C.

Estas serinoproteasas poseen un dominio rico en ácido gama

carboxiglutámico en el extremo aminoterminal, quién esta ordenado Iaxamente,

pero en presencia de Ca” se pliega y expone los residuos hidrofóbicos, los

que actúan como anclas, fijando los factores vitamina K dependientes (Fll,Vl|,

IXy X) a los fosfolípidos de las membranas activadas 12.

Los zimógenos de serinoproteasas son activadas por un clivaje proteolítico,

produciendo Ia transición del zimógeno inactivo a serino proteasa activa. (la

nomenclatura que se utiliza es el número romano para el zimógeno y el

agregado de la letra a al número romano para indicar la enzima activa) 12.

Si bien las serinoproteasas demuestran una importante similitud en sus

características estructurales, presentan grandes diferencias en sus actividades

y especificidades. A excepción de la trombina, necesitan cofactores para



desarrollar su función, ya que los mismos aceleran en tres órdenes de

magnitud la velocidad catalítica de los complejos.

Factor I

Factor II

Factor lll

Factor V

Factor VII

Factor Vlll

Factor vW

Factor IX

Factor X

Factor XI

Factor XII

TablaN°2. Componentes del sistema de coagulación

Cadena a 4q23-32 66

Cadena p 4q 23-32 52

Cadena y 4q 23-32 46,5

Protrombina 11p11-q12 72

Factor tisular 1q 21-22 37

Proacelerina 1q21-25 330

Proconvertina 13q34 50

F. antihemo- Xq 27.3 330

fíIico A

12 1,200.0

00

F. antihemo- Xq26-Xq27 55

fílico B

Stuart-Prower 13q34-qter 59

4q 35 160

Hageman 5q33-ter 160
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II. 2. 2. FISIOLOGIA DE LA ACTIVACION

En la actualidad se considera que el factor tisular (TF) es el principal

iniciador del sistema de coagulación ¡n vivo.

El factor tisular es una glicoproteína integral de membrana asociada con

fosfolípidos, perteneciente a Ia superfamilia de receptores de citoquinas que se

encuentra en una variedad de tejidos incluyendo células de la adventicia,

células musculares lisa y principalmente en cerebro, pulmón y placenta, pero

no se identificóTF en las células endoteliales ni en las células sanguíneas 4°.

Cuando ocurre daño en la pared vascular, exposición del subendotelio o

expresión del TF en la superficie de monocitos estimulados por factor de

necrosis tumoral, endotoxinas e interleukina 1, el TF entra en contacto con el

torrente sanguíneo donde se une reversiblemente al zimógeno FVII,o se une

con gran afinidad al FVlIa proteolíticamente activo 43.

El TF promueve la autoactivación del FVll mediante un mecanismo que

depende de la densidad de TF en la superficie de la membrana. A pesar de

que el TF es un cofactor, no requiere de activación previa para el desempeño

de su función; es sintetizado en forma completamente activa y actúa por

asociación física con el FVIIy FVlla “'46.

Posiblemente la regulación del TF in vivoesté dada por la modulación de su

exposición 4‘. EL TF además de promover la auto activación del FVII, actúa

como cofactor del FVlla, ya que induce a cambios conformacionales en la

molécula del FVlla, de manera que reordena el sitio activo y favorece su

actividad catalítica sobre sus sustratos el FX y FIX47'4°.

Se demostró que existe una concentración basal de FVlla plasmático de 3,3

i 1,1 ng/ml, Io cual sería consecuencia de las constantes activaciones del

sistema de coagulación. Si bien los factores activados presentan una vida

media de segundos a minutos por su rápida inhibición, la vida media del FVlla

es de 2 horas, debido a que no es inactivado por inhibidores de proteasas.



La acción del TF-Vlla sobre el FX unido a la membrana fosfolipídica genera

FXa. Estas primeras trazas de FXa son importantes para la generación de

pequeñas cantidades de trombina, la cual participa en un importante

mecanismo de retroalimentación positiva: activación de los FV y FVIII,FXIy de

plaquetas 49.

El complejo TF-FVIIa también activa al FIX. En condiciones basales el FIXa

es incapaz de activar al FX, necesita la formación del complejo tenasa

compuesto por FIXa, FVIlla, fosfolípidos procoagulantes y calcio, en cuyo caso

la activación del FX por el FIXa aumenta en varios ordenes de magnitud 4°.

La gran producción de FXa a través del complejo tenasa asegura Ia

propagación de la activación y la generación de mayores cantidades de

trombina que conducen a la formación de fibrina. El principal sustrato del FXa

es el zimógeno protrombina, para generar trombina, la enzima clave del

sistema de coagulación por sus múltiples funciones 5°.

EI factor Xa puede generar trombina por clivaje proteolítico de dos uniones

peptídicas en la molécula de protrombina, proceso que es ampliamente

favorecido por Ia acción del cofactor Va, ya que el FVa actúa como receptor

del FXa, y además aumenta Ia actividad catalítica del FXa sobre el Fll 5°

El complejo protrombinasa se forma por Ia unión del FVa, FXa, protrombina

y Ca” sobre Ia superficie de las membranas fosfolipídicas activadas 49’(Figura

N° 2).

La trombina se produce por la acción del factor Xa sobre protrombina 51,por

ruptura de las uniones Arg271y Arg320 (Figura N° 3).

EI orden en que se rompen estas uniones, dependen del ensamblaje del

complejo protrombinasa. En presencia de FXa y Ca" se rompe primero Arg271

de la protrombina, generándose el Fragmento 1+2y la pretrombina 5'.

Cuando el factor Xa y el cofactor Va están ensamblados en una superficie
de membrana en presencia de Ca”, el FXa primero rompe Arg230dando lugar

a meizotrombina 52'53. Posteriormente la ación del Xa sobre pretrombina o

sobre meizotrombina genera trombina 5°.
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Recientemente se demostró que la meizotrombina es el principal

intermediario formado durante el proceso de coagulación de la sangre in
vitro“.

Actualmente se considera que la trombina y el FXa producidos por la acción

del TF-FVIla son insuficientes para formación de un coágqu firme, ya sea

debido a que la circulación de la sangre desplaza los factores activados de la

cercanía de la lesión, o porque estos factores activados son neutralizados por

inhibidores circulantes. Por lo tanto, se postula que sería necesario reforzar la

generación de trombina a través de la acción del FXI.

Pequeñas cantidades de trombina formadas activan al FXI a FXla en un

clivaje proteolítico potenciado por la acción de dextrán sulfato, heparina y/o

sulfatidos 55.El FXla produce la activación del FIX a FlXa el que genera FXa

mediante el complejo tenasa. Actualmente se considera que la función del FXl

en la cascada revisada de coagulación es la de “mantener” la activación del

sistema de coagulación más que la de “iniciar”, (función propuesta

originalmente por la vía clásica).

La activación del sistema de coagulación por la vía clásica (o intrínseca)

contempla la activación de los factores de contacto (FXII,quininógenos de alto

peso molecular y precalicreínas) por el contacto con superficies cargadas

negativamente, como colágeno, tejido conectivo subendotelial o fosfolípidos de

la membrana plaquetaria. El FXIIa activaría precalicreína a calicreína y FXI a

FXIa, los cuales activarían recíprocamente al FXII56.

El quininógeno de alto peso molecular (HK) es una proteína que circula

unida al FXIy a precalicreínas, presenta la capacidad de unirse a superficies

celulares. Por lo tanto actuaría como cofactor, permitiendo la unión de

precalicreínas y FXIa las superficie celulares cercanas al FXII.

Por otra parte el HK favorece la activación del FXI y precalicreínas por el

FXIIa y potencia la activación del FXIIpor precalicreínas 56.

La calicreína formada rompe al HK liberando bradiquinina, un mediador

vasoactivo proinflamatorio que produce cambios en la presión local, edema y

dolor como resultado de la vasodilatación y del aumento de la permeabilidad



microvascular; produce también liberación de activador tisular de

plasminógeno (t-PA)y liberación de prostaciclinas de las células endoteliales.

Una propuesta actual sobre la fase de contacto sugiere que,

fisiológicamente las superficies con cargas negativas necesarias para la

activación del sistema intrínseco, son el ensamblaje de las precalicreínas,

quininógenos de alto peso molecular y FXIIsobre las membranas celulares. y

la activación de precalicreínas por metaloproteasas celulares (no

serinoproteasas) calcio dependientes y es independiente del FXlly sus formas

activadas 57.

Una vez generada trombina (una serinoproteasa) escindirá las uniones

Arginina - Glicina de la molécula de fibrinógeno, si bien el fibrinógeno presenta

una variedad de uniones Arg - Gly, la trombina solo escinde cuatro, debido a

que esta enzima debe unirse previamente al fibrinógeno en sitios de unión

específicos 5°.

La trombina cliva a nivel de Arg"; de la cadena Aa y en Arg” de la cadena

BBliberando fibrinopéptido A (FPA) y fibrinopéptido B (FPB) respectivamente y

y generándose los denominados monómeros de fibrina.

Posteriormente se producen cambios en la carga neta de los monómeros

modificandose las fuerzas intermoleculares de los mismos. Este hecho

conduce a un proceso de polimerización con la obtención de una res de fibrina

soluble.

Por acción del factor XIII,que es activado por trombina y en presencia de

calcio, los polímeros de fibrina soluble se transforman en un coagulo firme 5°.
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Figura N° 2. Esquema de la cascada de coagulación
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Figura N° 3. Esquema de activación de Ia protrombina



II. 2. 3. TROMBINA, UNA SERINOPROTEASA CON MULTIPLES

FUNCIONES

La trombina es una serinoproteasa multifuncionalque desempeña un papel

central en la cascada hemostática, es también un potente activador de las

células vasculares y sanguíneas.

La principal función de Ia trombina en el sistema de coagulación, es Ia de

iniciar Ia formación del trombo de fibrina, también activa plaquetas y los

factores de coagulación V, VIII, XI y XIII interviniendo así en Ia activación,

amplificacióny propagación de la cascada de coagulación.

Esta enzima procoagulante presenta la propiedad de iniciar la regulación

del sistema de coagulación, ya que mediante su unión a trombomodulina

activa a la Proteína C, un inhibidor del sistema 12.

La trombina unida a trombomodulina pierde su capacidad de clivar el

fibrinógeno y de activar plaquetas, manteniendo su capacidad de unirse a Ia

ATIII.Además interviene en el proceso trombolítico mediante Ia estimulación

de Ia célula endotelial ‘2.

Esta serinoproteasa desempeña funciones enzimáticas y no enzimáticas. Si

bien las funciones más estudiadas son aquellas relacionadas con su actividad

como enzima, Ia interacción de trombina con GPIb, fibrina y trombomodulina se

realiza a través de Ia formación de uniones no covalentes, mediadas por sitios

de reconocimiento especificos que son independientes del sitio activo.

Las propiedades adhesivas y quimiotácticas de Ia trombina tampoco están

relacionadas con su actividad enzimática 59.

Está ampliamente demostrada la participación de Ia trombina en diversos

procesos biológicos: formación del edema, en procesos inflamatorios, en Ia

respuesta inmune, en Ia quimiotaxis Ieucocitaria, en Ia resorción ósea, en

desórdenes del tejido nervioso, en procesos de infección viral, en procesos

neoplásicos, en proliferación celular y angiogénesis 9°.
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La trombina (generada por proteólisis enzimática de su precursor

protrombina), presenta un peso molecular aproximado de 40.000 D y su

molécula está formada por dos cadenas polipeptídicas unidas entre sí por un

puente disulfuro 12.La cadena a. corta, constituida por 36 aminoácidos y la

cadena B de 259 aminoácidos en donde se encuentra el sitio activo. La

molécula de trombina pierde los sitios de unión a superficies y por lo tanto

difunde libremente a circulación, e incluso puede alcanzar regiones

extravasculares 12'61.

En su estructura terciaria la molécula presenta una estructura elipsoidal con

una hendidura en forma de cañón, en el interior del cual está ubicado el sitio

activo con la triada catalítica (compuesta por los aminoácidos His“, Asp99,

Ser2°5);rodeada por un bolsillo específico y un bolsillo hidrofóbico 62.

En dos polos de Ia molécula, distantes del sitio activo, se encuentran

conjuntos de aminoácidos cargados positivamente que se denominan

“exositios de unión aniónica” (ABE), llamados ABEI y ABE ll 63.

El ABEI es el responsable de la unión de trombina a fibrina, fibrinógeno,

HCII, receptor de trombina, trombomodulina, hirudina y GPlb pero no se une a

ATIII.El ABEIIes el que permite la unión de trombina a heparina 61'“.

La Meizotrombina, producto intermedio en la formación de trombina,

conserva el extremo amino terminal gama carboxiglutámico de protrombina,

que le permite mantenerse unido a las membranas fosfolipídicas en presencia
de calcio”.

Cuando ocurre el clivaje en la unión Arg155se pierde el dominio gama

carboxiglutámico formándose meizotrombina(desF1) (ver figura N°3).

Meizotrombina y meizotrombina(desF1) desarrollan una actividad

procoagulante y profibrinolíticamuy reducida, ya que presentan disminuida su

capacidad de clivar al fibrinógeno, Ia activación de plaquetas y Ia activación

del lnhibidor de Fibrinolisis Activable por Trombina (TAFI). Sin embargo

desarrollan Ia misma capacidad anticoagulante que trombina debido a que

activan PC con la misma efectividad que trombina en presencia de
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trombomodulina. La meizotrombina activa a Ia PC cuando está unida a

fosfolípidos, seis veces más rápido que trombina 11.

A partir de estas características se propone que meizotrombina y

meizotrombina(desF1) funcionarían principalmente como proteasas

anticoagulantes ".

Por consiguiente las dos enzimas generadas por activación del factor Il

(meizotrombina y trombina), mostrarían propiedades particulares y diferentes

por lo que se considera que pueden presentarse dos estados. Un estado

relativamente anticoagulante y profibrinolítico cuando predomina la

meizotrombina, y un segundo estado procoagulante y antifibrinolítico, cuando

predomina la trombina 65.

Esto indicaría que la activación de protrombina in vivo puede

potencialmente llevar a dos estados distintos, uno anticoagulante y

profibrinolítico y el otro procoagulante y antifibrinolítico 65.

La molécula de a trombina humana sufre un proceso de autolisis y se

convierte en B y y trombina, siendo la B una forma intermedia. Estos derivados

de trombina, mantienen prácticamente las mismas actividades amidolíticas y

esterásicas sobre pequeños sustratos sintéticos y sobre ATIIIque a trombina,

pero perdieron su capacidad de clivar el fibrinógeno, de clivar el receptor de

trombina, su acción sobre Proteína C y trombomodulina, GPV y GPIb

plaquetaria y trombospondina 61'66.

Si bien y trombina mantiene Ia actividad amidolítica sobre ATIII, su acción

sobre HCll está marcadamente disminuida 67.

Debido a la rápida dilución que sufre la trombina por acción del flujo

sanguíneo y teniendo en cuenta que es inhibida por los inhibidores de

proteasas, la trombina debe ser generada en forma continua en niveles

umbrales de 0,1 a 5 nM para lograr la formación del coágqu 6°.

Una vez que a trombina es generada, es activamente incorporada desde la

circulación al trombo en formación, donde los inhibidores de trombina (ATIII,

HCIIy a2 macroglobulina) no pueden penetrar. Este hecho concentra trombina
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en el lugar de la lesión y crea un microambiente que favorece su acción sobre

los sustratos específicos y la aproxima a la célula endotelial favoreciendo la

activación de Ia misma 6859.

La acción de trombina sobre la célula endotelial conduce a una

respuesta que interviene en la regulación de la hemostasia. Una importante

propiedad del endotelio vascular es Ia de ser una superficie no trombogénica y

barrera semi selectiva a las proteínas plasmáticas y a las células de Ia sangre.

La célula endotelial presenta sobre su membrana un receptor específico

para la molécula de trombina proteolíticamente activa, similar al receptor de

trombina de la plaqueta (ver II.1.1) 7°.

En respuesta a la estimulación del receptor, la célula endotelial prolifera,

aumenta la síntesis de prostaglandinas y del factor de activación plaquetario

(PAF), aumenta la expresión del factor tisular, la transcripción y liberación del

factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), promueve Ia

liberación de FVIIIy FvW y libera t-PA y PAI 7°.

Como consecuencia de la estimulación de la célula endotelial por trombina,

se generan segundos mensajeros celulares, que producen modificación del

citoesqueleto, contracción y redondeamiento de la célula endotelial por

modificaciones en las proteínas, proceso que conducen a una disfunción de la

célula endotelial.

La estimulación de la célula endotelial altera la permeabilidad de la barrera,

produce la migración de proteínas y leucocitos de circulación al subendotelio.

Los factores vitamina K dependientes (Fll, VII, IXy X) son transportados por Ia

células endoteliales estimuladas, sugiriendo que la trombina además de

extravasar desde la circulación, podría generarse in situ y los tejidos se

convertirían en lugares de generación crónica de trombina °°'7‘.

Estudios ¡n vitro 6° demostraron que la trombina se une al subendotelio a

través de dermatán sulfato, aunque se considera que otros constituyentes de
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la matriz subendotelial participarían en esta unión formando sitios de unión a

trombina de alta afinidad 72.

La trombina unida al subendotelio mantiene las propiedades que involucran

a su sitio activo, como Ia capacidad de olivar el fibrinógeno, activación

plaquetaria, actividad amidolítica 6°, estando además protegida de la

inactivación de ATIIIpotenciada por heparina 68'73.

Debido a las múltiples funciones de trombina dentro del sistema hemostático

y en otros sistemas, su regulación es importante, proceso que puede

presentarse a dos niveles: inhibiendo la formación de trombina y bloqueando

Ia trombina generada.
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II. 3. MECANISMO REGULATORIO DEL SISTEMA DE

COAGULACION

Las proenzimas que participan en el proceso de coagulación se encuentran

en altas concentraciones en el plasma, y una vez iniciado el sistema de

coagulación, se transforma en un proceso autocatalítico.

Los inhibidores fisiológicos de la coagulación frenan Ia autoactivación del

sistema de coagulación, Iocalizando y limitando la formación del coágqu al

lugar de la Iesión,.

Para controlar la respuesta del sistema de coagulación, existen tres

mecanismos principales de inhibición 74:

1- EI inhibidor de la vía extrínseca (TFPI)

2- Sistema de la Proteína C (PC)

3- Inhibidores de serino proteasas (ATIII,HCll). \

II. 3. l. MECANISMO DEL INHIBIDOR DE LA VIA EXTRINSECA

Desde comienzos del siglo XX se conoce la existencia de un inhibidor

endógeno del factor tisular, actualmente denominado TFPI (Tissue Factor

Pathway Inhibitor).

El TFPI es un inhibidor de serinoproteasa tipo Kunitz, su molécula está

compuesta por una cadena polipeptídica de 276 aminoácidos, con un extremo

amino terminal seguido de tres dominios tipo Kunitz y el extremo

carboxiterminal 75'76.

Las serinoproteasas blanco del TFPI son el factor Xa y el factor Vlla. El

TFPI inhibe directamente al FXa mediante Ia unión del FXa al dominio tipo

Kunitz 2 del TFPI, en una reacción independiente del calcio 75.



Se considera que Ia inhibición del FVlla ocurre por un proceso en dos

etapas, primero la formación del complejo TFPI/FXa y luego la formación del

complejo cuaternario TFPI/FXa/FVIIa/FT. La inhibición del FVIIa/TF es

potenciada por la unión del FXa a la molécula de TFPI, reacción mediada por

la unión del dominio tipo Kunitz 1 del TFPI con el FVIIa del complejo FVlIa/TF

en un mecanismo dependiente de calcio 77.

Existe la hipótesis alternativa que el TFPI se une directamente al complejo

FVIIa/FT/FXay también se comprobó que, con una concentración cinco veces

mayor de TFPI, se produce la inhibición directa del complejo FVIIa/FT sin

previa unión del FXa 75'77"7°.

Estudios recientes demostraron que el TFPI es un inhibidor potente del

complejo FVIIa/FT que se encuentra en circulación, en Ia superficie de las

membranas y en Ia matriz extracelular.

Este inhibidor es sintetizado principalmente por la célula endotelial en forma

constitutiva y la síntesis es mínimamente afectada por las citoquinas.

La distribución intravascular del TFPI presenta tres compartimentos: una

fracción mayoritaria (50 al 80% del total) del TFPI se encuentra unido a Ia

pared vascular. Un pool (10 al 50% del total) circula en plasma a una

concentración de 50-150 ng/ml, (de este TFPI circulante al rededor del 80%

circula unido a Iipoproteínas). Un pequeño pool de TFPI (10%) detectado en

las plaquetas desempeñaría un papel importante en Ia hemostasia primaria 77.

El TFPI unido a la pared vascular puede ser liberado luego de la inyección

de heparina no fraccionada, heparina de bajo peso molecular, heparina de

ultra bajo peso molecular y de pentosan polifosfato. Mientras que dermatán

sulfato no Iiberaría cantidades importantes de TFPI .

Las Iipoproteínas a las cuales se une el TFPI son Iipoproteínas de baja

densidad (LDLs), Iipoproteínas de alta densidad (HDLs), Iipoproteína (a) (Lpa)

y una pequeña proporción circula libre. Estas moléculas de TFPI sufrieron un

proceso de truncado de su extremo carboxiterminal, el cual es importante para

Ia inhibición del FXa, por lo tanto las formas truncadas de TFPI que circulan



presentan una capacidad anticoagulante menor que Ia de Ia molécula

completa.

La gran heterogeneidad que presenta el TFPI puede implicar diferentes

efectos en la coagulación y diferente funciones biológicas ¡n vivo7°.

En el modelo revisado de la cascada de coagulación, luego de un daño

tisular, se produciría Ia exposición del factor tisular y la formación del complejo

TF/FVIIa, lo que generaría cantidades limitadas de FXa y FIXa. Por otra parte

con el FXa se inlciaría la regulación del sistema por Ia acción del TFPl.

De esta manera se manifiesta Ia necesidad de producción de FIXa a través

de Ia acción del complejo tenasa (factor Vllla potenciado por el FVa), de

manera de asegurar la generación de trombina requerida para la formación del

coágulo de fibrina 79'3°.

Hasta el momento no se han reportado deficiencias de TFPI en la población

normal y/o en pacientes con trombosis, tampoco se encontraron niveles

disminuidos de TFPI asociados con un patrón familiar. Por consiguiente se

puede deducir que la deficiencia hereditaria de TFPI sería muy poco frecuente

o que la metodología disponible para medir los niveles de TFPI no es

apropiada, debido a Ia compleja distribución intravascular.

Se especula que la deficiencia de TFPI está asociada con estados

protrombóticos severos y poca protección contra traumas pequeños e

infecciones menores; esta situación sería incompatible con la vida y produciría

la muerte fetal en útero, o a la niñez temprana 7°"a" 32.
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ll. 3. 2. SISTEMA DE LA PROTEINA C

El mecanismo de inhibición mediado por la Proteína C (PC) está integrado

por varios componentes, entre ellos: Proteína C, Proteína S, trombomodulina,

factor V y el receptor endotelial de la PC (EPCR).

La Proteína C es una proenzima vitamina K dependiente, sintetizada en el

hígado, con una concentración plasmática de 50 a 80 nM. En su estructura

proteica, cercano al extremo aminoterminal, presenta 9 dominios gla, que

intervienen en la unión de la proteína a las superficies, a través de la

interacción con los fosfolípidos y calcio. La molécula también posee dos

dominios similares al factor de crecimiento epidermal (EGF) y cercano al

extremo carboxiterminal se encuentra el dominio serino proteasa. 13'7‘.

La actividad anticoagulante de la PC radica en su capacidad de inactivar a

las proteínas regulatorias no proteolíticas (cofactores de la coagulación): FVa y

FVIIIa.

La trombina puede escindir la molécula de PC y transformarla en proteína C

activada (PCA), pero la velocidad de reacción es muy lenta, este proceso se

acelera 20.000 veces mediante la acción de la trombomodulina 83.

EI mecanismo de activación del sistema de la PC comienza en la superficie

endotelial, cuando la trombina se une a trombomodulina. Esta es una proteína

que transforma la actividad procoagulante de trombina a una función

anticoagulante, ya que la trombina se convierte en un potente activador del

sistema de inhibición de la PC 74.

La trombomodulina es una proteína unida a membrana, cuyo nombre

deriva de su capacidad para cambiar la especificidad de trombina por su

sustrato, aparentemente por un mecanismo alostérico.

La trombomodulina (TM) se encuentra en las células endoteliales, vasos

linfáticos, placenta, plaquetas, megacariocitos, macrófagos, neutrófilos, células
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musculares lisas, etc. Dentro de la vasculatura, la trombomodulina se

encuentra principalmente en capilares, y en menor proporción en grandes

venas y arterias 34.

La estructura proteica de TM contiene un extremo amino terminal similar a

lectina, con seis dominios EGF que son importantes para Ia unión a la

trombina y además presenta cadenas de condroitín sulfato 8‘.

La actividad anticoagulante de TM se basa en su capacidad de inactivar

trombina (mediante Ia unión entre el EGF 5 y 6 de TM y el ABEI de trombina) y

en acelerar la activación de la PC 8‘. El cambio conformacional que sufre la

trombina como consecuencia de su unión a TM, conduce a que Ia trombina

adquiera gran afinidad por la PC y se genere PC activada (PCA).

Una vez que se formó APC, ésta se une a las membranas fosfolipídicas o,

específicamente al receptor endotelial de la PC (EPCR), un receptor homólogo

a la familia de moléculas CD1/clase 1 del complejo mayor de

histocompatibilidad, que se encuentra principalmente en las células

endoteliales de los grandes vasos y está casi ausente en los capilares 35.

EI EPCR tiene la capacidad de unir con igual afinidad tanto PC como APC, a

través de los residuos gla y en presencia de calcio. Parecería que el EPCR

colabora con la TM en la activación de Ia PC para formar PCA, la cual no

presenta actividad anticoagulante cuando está unida al EPCR, sugiriéndose

que desempeñaria funciones sobre otros sustratos todavía no conocidos 35.

La APC liberada del EPCR recuperaría su capacidad de inhibir al FVa y

FVlllaclivando las cadenas de alto y bajo peso molecular de ambos factores.

La inactivación del FVa por la PCA ocurre mediante la ruptura de tres

679en una reacción bifásica, con ununiones peptidicas Arg“, Arg306y Arg

clivaje rápido en la unión Args°‘5seguido de un clivaje lento en la unión Arg“.

La ruptura de la unión Args°°sólo afecta el 50% de la actividad del FVa. La

inactivación completa se logra con la escisión de la unión Arg“. Cuando solo

ocurrió la escisión en Args'°6el FVa pierde su afinidad por el FXa, pero todavía



mantiene su actividad como cofactor en el complejo protrombinasa

necesitando en este caso, mayores concentraciones de FXa.

Se describió otro camino de inactivación del FVa, en donde sólo ocurre la

ruptura lenta de la unión Arg“. La vía de inactivación predominante sería Ia

bifásica 5°.

Hasta el momento se describieron más de 160 mutaciones que conducen a

déficitde PC que se transmiten con carácter autosómico dominante.

La frecuencia de deficiencia de PC es de 1,4 a 8,6 % en pacientes

trombóticos y de 0,15 a 0,5 % en la población en general 36'a7. Es un riesgo

importante para la trombosis venosa y de menor importancia para la trombosis

arterial.

Una alteración significativa del sistema de la PC se encuentra en una

mutación del FV por sustitución de Arginina506por Glicina, que conduce a la

sintesis del factor V Leiden (FVL),el cual no presenta el sitio de clivaje 506 38.

Esta mutación induce que la inactivación del FV esté mediada por Ia

segunda vía más lenta (Argm), disminuyendo 10 veces la velocidad de

inhibición del FVa. De esta manera el FVa permanece más tiempo en

circulación incrementando la generación de trombina y favoreciendo un estado

hipercoagulable 33'39.

La presencia del Factor V Leiden está asociada con un aumento de 5 a 10

veces en el riesgo de sufrir trombosis venosa. La frecuencia del FVL en Ia

población normal varía entre el 2 al 7 %, según los diferentes grupos étnicos.

En pacientes con trombosis o familias con trombofilia la frecuencia asciende al

4o % 3°.

La Proteína S es una proteína vitamina K dependiente, sintetizada

principalmente en el hepatocito y en menor proporción en células endoteliales

y en plaquetas, con una concentración plasmática de 250 a 350 nM y una vida

media de 42 horas. Su estructura presenta dominios gla, una región sensible a

trombina y 4 dominios homólogos a EGF 74.



30

En el torrente sanguíneo el 60% de Proteína S circula unida a una de las

proteínas regulatorias del sistema de complemento Ia C4BP (C4 binding

protein), mientras que el 40% restante de la PS circula en forma libre (única

responsable de la actividad de cofactor de la PCA) 7‘.

La C4BP es una glicoproteína plasmática, reactante de fase aguda, que

presenta una estructura única en forma de pulpo, compuesta por 7 cadenas a

idénticas y una cadena B donde se encuentra un sitio de unión para Ia PS,

mientras que cada cadena a contiene un sitio de unión para C4b 9°.

Se ha encontrado que in vivo,existe una alta afinidad entre la PS y la C4BP.

Todas las moléculas de C4BP circulan unidas a PS y solamente el exceso de

PS circula libre y en condiciones de actuar como cofactor de la PC 91.

La Proteína S aumenta 20 veces la velocidad de hidrólisis de la Arg306en Ia

segunda fase de inactivación del FVa por la APC, mientras que el FXa inhibe

la fase rápida de inactivaciónen la escisión de la unión Arg“. De esta manera

observamos que la PS y el FXa modulan el camino de inhibición de la Proteína

c 5°-92.

La inactivación del FVllla por APC es también un proceso bifásico, con una

primera ruptura en la unión Arg562y luego en Argm. Esta reacción es

estimulada por la presencia de PS y fosfolípidos. Se demostró que un

fragmento de la región B del FV (no del FVa) colabora con la PCA y PS para

inhibir al FVllla 93.

La PS presenta un efecto inhibitorio independiente de su función como

cofactor de Ia APC inhibiendo directamente Ia formación de protrombina

mediante interacciones con el FVa y FXa 9‘.

La deficiencia hereditaria de Proteína S se transmite en forma autosómica

dominante, la mayoría de los pacientes heterocigotas desarrollan eventos

tromboembólicos cercanos a la madurez 95.
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De acuerdo a las recomendaciones del Subcomité de Estandarización de la

ISTH, se definen tres tipos de deficiencias de la PS, en base a los niveles de

PS total, PS libre y a la actividad de cofactor de la Proteína C activada“.

Tipo I: disminución antigénica de la PS total y PS libre.

Tipo ll: PS normal y baja actividad del cofactor de APC (esta deficiencia es

muy rara indicando que la metodología disponible no detectaría todos los

defectos funcionales de la PS).

Tipo Ill: caracterizada por niveles disminuidos de PS libre y niveles

normales o disminuidos de PS total. La frecuencia de la deficiencia de la PS en

la población general no está documentada, mientras que en pacientes con

trombosis venosa es similar al de la PC (1,4 al 7,5%) 95.



32

II. 3. 3. INHIBIDORES DE SERINO PROTEASAS

Los inhibidores de serino proteasas (SERPINAS) son una familia de

proteínas que regulan la actividad de algunas de las enzimas del sistema de

coagulación y fibrinolítico;representan el 10 % de las proteínas plasmáticas 9°.

Las serpinas presentan gran homología estructural entre ellas y

evolucionaron de un gen ancestral común hace más de 500 millones de años.

La familia incluye proteínas que mantuvieron su función de inhibidores de

serinoproteasas, mientras que otras Io perdieron y adquirieron propiedades

funcionales diferentes 96'97(ver Tabla N° 3).

La función inhibitoria de las serpinas se basa en que presentan gran

movilidad. Esta característica induce un cambio conformacional profundo en

donde el rulo que contiene el centro activo P1 penetra en el cuerpo de la

molécula, para unir irreversiblemente la proteasa blanco, en un sistema similar

al de una trampa de ratón 9°. De esta manera se forma el complejo

equimolecular enzima-inhibidor altamente estable, que es depurado de la

circulación como tal 9°.

II. 3. 3.1. ANTITROMBINA III (ATIII)

La ATIII es una proteína que inhibe serinoproteasas del sistema de

coagulación, principalmente trombina, FXa, FIXa, FXIa y FXIIa. También inhibe

al complejo FVIIa-FT, a la enzima fibrinolítica plasmina y en menor grado a

calicreínas, a la proteinasa del complemento (C1s) y a tripsina. La inhibición

de las serino proteasas está ampliamente potenciada por la acción de

heparina y otros glicosaminoglicanos '°°' m.

La ATIII es una glicoproteína plasmática presente en la mayoría de los

vertebrados, se sintetiza en el hígado, con una vida media aproximada de 3

días y con una concentración plasmática de 0,12 mg/mló 2,3 uM.
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Tabla N°3, Clasificación de las serpinas

Antitrombina Ill

Cofactor Ilde la

Hepaflna

(x1antitripsina

a1 antiquimiotripsina

C1inhibidor

Inhibidor de la

Proteína C activada

a2 antiplasmina

PAI-1

PAI-2

Proteasa nexina l

Ovoaibúmina

Angiotensinógeno

Trombina, FlXa, FXa, FXIa y FXlIa

Trombina y quimiotripsina

Elastasa, catepsina G, trombina, plasmina,

calicreínas, FXa, t-PA, u-PA

Proteasa similquimiotripsina, catepsina G

C", C15,FXIIa, calicreínas, FXIa, APC, trombina

Proteína C activada, t-PA

Plasmina

t-PA, u-PA

u-PA

u-PA, trombina



El gen que codifica Ia síntesis de Ia ATIIIestá localizado en el cromosoma

1q 23-25, el que da lugar a la formación de una cadena polipeptídica única,

compuesta por 432 aminoácidos con cuatro posibles sitios de glicosilación:

Asngs, Asn‘as, Asn155y Asnm.

En circulación existen dos clases de moléculas de ATIII, la predominante

(ATlll a) con cadenas de oligosacáridos en los sitios de glicosilación y una

fracción minoritaria, constituida por la ATIII[3(10% del total de ATIII, molécula

que pierde la cadena de carbohidratos en la Asn135,presentando una mayor

afinidad por heparina m.

La heterogeneidad de la molécula de ATIIIque se evidencia por diversas

técnicas electroforéticas, se debe a la diversidad de cargas que resultan de la

presencia variable de las cadenas de carbohidratos 1°3'1“.

El peso molecular de ATIII es de 58.200 D calculado a partir de su

secuencia de aminoácidos y composición en carbohidratos, el cual coincide

con el obtenido por equilibrio de sedimentación 97.

II. 3. 3. l. A. ESTRUCTURA DE LA MOLECULA DE ATIII

La molécula de ATIII presenta 9 a-hélices denominadas de A a I y tres

láminas beta llamadas A, B y C. En Ia molécula de ATIII se definen dos

dominios importantes, un sitio activo y un sitio de unión a heparina.

Dominio de unión a heparina: La molécula de heparina debe tener una

secuencia pentasacárida específica mínima, que es la que se une a la ATIIIy

además se requiere una longitud de al menos de 16 unidades disacáridas en

Ia molécula,condición necesaria para que una misma cadena de

glicosaminoglicano se pueda unir a la proteasa y al inhibidor "’5.

En la molécula de ATlIlel dominio de unión a heparina está formado por dos

regiones que abarcan los aminoácidos 41-49 y 107-156; ambas regiones

consisten en conjuntos de aminoácidos básicos (Arg y Lys) que interactúan
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con los grupos cargados negativamente (sulfatos y carboxilatos) de la

molécula de heparina me.

Si bien en la estructura primaria estas dos regiones están distantes, el

plegamiento de la molécula induce que, en la estructura terciaria, las dos

regiones estén adyacentes entre sí.

Los aminoácidos específicos constituyen el punto de contacto entre ATIIIy

el pentasacárido de heparina, sin embargo la conformación completa del

dominio de unión a heparina, interviene en la modificación estructural que

sufre la molécula de ATllIcomo consecuencia de la unión a heparina 1°6.

La ATIIIcircula en plasma en forma parcialmente inactiva debido a que su

centro activo está semi oculto. La ATIIIpresenta una estructura en forma de

cañón, dentro del cual se encuentra su dominio activo parcialmente oculto,

uniéndose sin dificultad a la serinoproteasa. 99

La unión del pentasacárido de heparina a la molécula de ATlll, produce un

cambio conformacional de las láminas beta de la ATIII,con el desplazamiento

del centro activo de la zona de semi ocultamiento a una posición expuesta,

dando lugar una molécula de ATIIIfuncionalmente activa 9°.

Dominio del sitio activo: Como otras serpinas, la ATIII presenta una

secuencia de aminoácidos que son accesibles al ataque proteolítico, a la que
se denomina sitio activo.

La proteasa blanco (trombina) reconoce Ia unión peptídica denominada P1­

P1’ (nomenclatura de Schechter y Berger), la cual en la ATIIIestá constituida

por Argm- Ser394situada en un rulo expuesto en la superficie de la proteína.

La proteinasa cliva el sitio activo, lo que conduce a un cambio

conformacional en la molécula de ATIII.EI cambio estructural consiste en que

un fragmento de 14 residuos (P14- P1) es enterrado dentro de la molécula de

ATlll por inserción en la lámina beta A, como una hebra extra. Esto induce Ia

unión de Ia proteasa a la molécula de ATIIIformándose el complejo enzima ­



inhibidor inactivo altamente estable el cual es rápidamente removido de la

circulación 93'm.

La presencia de Arg en la posición P1 le confiere amplia especificidad a Ia

ATIII, permitiendo que en mayor o menor grado la mayoría de las serino

proteasas de la coagulación sean inhibidas por ATIII.Los otros aminoácidos

que forman parte del rulo que conforma el sitio activo, desempeñan un papel

importante en el reconocimiento, unión y especificidad de ATIIl por el

sustrato”.

II. 3. 3. l. B. MODELO DE INHIBICION DE TROMBINA POR ATIII.

MECANISMO DE TEMPLADO

La base del modelo de “templado”, “puente” o “complejo ternario" se basa

en que Ia molécula de heparina actúa de plantilla o molde en donde se unen

simultáneamente Ia molécula de proteasa y el inhibidor.

El mecanismo de inhibición de la proteasa por la ATIIIes un proceso en dos

etapas. En una primera etapa se forma el complejo con unión débil (Kd 1,4.10'3

M), se considera que este complejo débil es el que determina el prolongado

tiempo de inhibiciónde trombina en plasma (aproximadamente 40 segundos)”.

En una segunda etapa se forma una unión altamente estable entre Arg393

del sitio activo de ATllI y la Ser del sitio activo de la proteasa. La heparina

tiene un apreciable efecto potenciador, ya que acelera al menos 2.000 veces Ia

acción de ATIIIen condiciones óptimas y este efecto reduce la vida media de

la trombina en plasma a aproximadamente a 10 milisegundos 97.

Cuando la ATIIIse une a la molécula de heparina a través del pentasacárido

específico y la trombina se une a heparina a través de su ABEII,se produce el

acercamiento de ambas moléculas, de manera que los sitios activos de la

proteasa e inhibidorestán próximos entre sí m.

AI inicio Ia unión del sitio activo de ATlIl actúa como un sustrato para

trombina, pero cuando se produce el clivaje del sitio activo, ocurre el cambio
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conformacional en Ia ATIII,de manera que la proteasa queda atrapada, en un

mecanismo similar al de Ia trampa de ratón 97'98.

Como consecuencia del cambio conformacional, la afinidad del complejo por

Ia heparina disminuye, Iiberándose la molécula de heparina que queda en

condiciones de actuar como plantilla en Ia formación de otros complejos. (Ver

figura N° 4).

(9-6)
"EPM

Figura N° 4. Mecanismo de inhibición de trombína por templado



II. 3. 3. l. C. DEFICIENCIA HEREDITARIA DE ATHI

La deficiencia congénita de ATIII es una patología que se transmite en

forma autosómica dominante con manifestaciones heterogéneas, su

asociación con eventos trombóticos fue demostrada hace más de 25 años. La

mayoría de los individuos heterocigotas presentan niveles de ATIllque oscilan

entre 40 y 70% 1°“.

La deficiencia de ATIll se asocia con trombosis venosa principalmente en

venas profundas de las extremidades inferiores, vena femoral e ilíaca, venas

superficiales de las extremidades inferiores y embolia pulmonar, menos

frecuentemente en venas mesentérica y cerebrales 1°9.

La deficiencia homocigota de ATIII es muy rara, produce eventos

trombóticos severos que pueden incluir arterias y se considera que no es

compatible con Ia vida m.

La incidencia de Ia deficiencia hereditaria de ATIIIse estima entre 122.000 a

125.000 en Ia población general. En pacientes con trombosis venosa de 0,5 a

7% 86.97,110



II. 3. 3. 2. COFACTOR II DE LA HEPARINA

El HCII es una glicoproteína plasmática que inhibe trombina y

quimiotripsina, es miembro de la superfamilia de las serpinas (inhibidores de

serinoproteasas) 7.

El HCII actúa como un pseudosustrato para trombina y quimiotripsina, ya

que ellas intentan escindir al HCIIy quedan atrapadas formando un complejo

1:1 donde la proteasa permanece inactiva.

El Dermatán sulfato (DS), heparina y otros glicosaminoglicanos potencian la

inhibición de trombina por HCII aproximadamente 1000 veces. La interacción

HCII- quimiotripsina no se modifica por la presencia de glicosaminoglicanos 67.

Aunque se denomina “Cofactor II de la Heparina”, esta proteina no

interacciona con Ia heparina en plasma, excepto a concentraciones muy altas

de la misma. Sin embargo se mantiene el nombre de la proteína con el que se

la denominó inicialmente "1.

II. 3. 3. 2. A. ESTRUCTURA DE LA MOLECULA DE HCII

El HClIes una cadena polipeptídica simple de un peso molecular de 65.600

D 5. Es sintetizado en el hígado como una cadena de 480 aminoácidos "2, su

concentración plasmática es de aproximadamente 1,2 |JMcon una vida media

de 2,5 días "3. La proteína presenta tres sitios de glicosilación y tres cisteínas

que aparentemente no forman puentes disulfuros.

El gen que codifica su síntesis esta ubicado en la banda 11 del brazo corto

del cromosoma 22 (22q11), ocupa 16 kb de ADN, contiene 5 exones y

presenta polimorfismo‘“.

El HCIIestructuralmente está compuesto por tres dominios: del sitio activo,

el dominio de unión a los glicosaminoglicanos y un dominio acídico

aminoterminal.



Dominio del Sitio activo

Como otras serpinas, el HCll presenta una secuencia de aminoácidos que

son accesibles al ataque proteolítico denominado sitio activo, el cual en el HCII

está constituida por Leu444- Ser‘“.

La presencia de Leu en la posición P1 es atipica para los sustratos de

trombina y explicaría porque en ausencia de glicosaminoglicanos el HCll

inhibe más rápidamente quimiotripsina que trombina "5.

Cuando se sustituye Leu444por Arg la inhibición de trombina por HCII en

ausencia de glicosaminoglicanos aumenta 100 veces y elimina la capacidad de

HCII de inactivar quimiotripsina. EI HCII recombinante tiene la capacidad de

inhibir FXa, plasmina y calicreína "5.

Dominiode unión a glicosaminoglicanos

La inhibición de trombina por HCll aumenta más de 1000 veces por acción

de heparina, heparán sulfato o dermatán sulfato 6 así como también por otras

macromoléculas polianiónicas como policarboxilatos, polifosfatos y

polisulfatos116 ' "9.

La porción central de la molécula de HCII posee un conjunto de

aminoácidos básicos que constituyen el lugar de unión a los
185, 189.glicosaminoglicanos. Mutaciones en Arg 1°" ‘92 y 19° disminuyen la

activación de HCII por DS pero no por heparina. Mutaciones en Lys‘n, Arg 3‘ y

Arg"35disminuyen la activación por heparina y mutaciones en Argm o Lys185

afectan la interacción del HCIIcon los dos glicosaminoglicanos. Por Io tanto se

propone que en el HCII los sitios de unión a heparina y Dermatán Sulfato

serían diferentes pero se superpondrían ‘2°'12‘.
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Dominioacídico aminoterminal

La porción aminoterminal del HCII posee una secuencia que es similar al

extremo carboxiterminal de la hirudina, porción que reconoce el exositio de

‘22. Este segmento del HCII reconoceríaunión aniónica l de la trombina (ABEI)

también el ABEI de la trombina, lo que facilitaría la formación del complejo

trombina-HCII. Se comprobó que un péptido sintético del HCIIformado por los

aminoácidos 54-75 compite con el fibrinógeno y Ia hirudina por la unión al

ABEI de la trombina 121.

La deleción de esa porción en la molécula de HCII reduce su acción

inhibitoriade trombina 100 veces en presencia de heparina y 1000 veces en

presencia de Dermatán Sulfato 67.La inhibición de trombina por el HCII mutado

en ausencia de glicosaminoglicanos es casi idéntica a Ia del HCII nativo, Io

cual indicaría que la porción acídica aminoterminal del HCII desempeña su

función cuando el glicosaminoglicano está presente.

Se postula que la interacción específica entre el dominio acídico del HCII

con el exositio de unión aniónica de Ia trombina sería la responsable de la alta

especificidad del HCII por la trombina 12‘.
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II. 3. 3. 2. B. MECANISMO DE INHIBICION DE PROTEASAS

El HCll es una serino proteasa que inhibe trombina y quimiotripsina. A

diferencia de otras serpinas como ATIIIque tienen un rango más amplio de

acción, el HCIIpresenta una gran especificidad 5 .

Recientemente Tollefsen describió que HCII en presencia de dermatán

sulfato inhibe más eficientemente meizotrombina y desF1meizotrombina que la

ATIIIpotenciada por heparina 1‘.

INHIBICION DE TROMBINA

Modelode inhibición alostérica:

El modelo de inhibición de trombina por el HCII propuesto por Tollefsen se

muestra en la Figura N°6 .

La molécula de HCII está estructuralmente conformada de manera que el

dominio acídico aminoterminal está unido intramolecularmente al sitio de unión

a los glicosaminoglicanos. De esta manera el dominio aminoterminal acídico

está bloqueado y no puede interaccionar con el ABEIde trombina.

Cuando dermatán sulfato o heparina están presentes compiten por el sitio

de unión a heparina, producen el desplazamiento del extremo aminoterminal

del HCII, dejándolo libre para actuar sobre el ABEI de la trombina 12‘.

Existen dos hipótesis para explicar este proceso: el acercamiento de ambas

moléculas en la orientación adecuada, o un cambio conformacional en Ia

molécula de HCII. La exposición del sitio activo del HCll facilitaría el ataque de

la trombina sobre el mismo, promoviendo la formación del complejo 12‘"125.

Se postuló que existiría un equilibrio entre conformaciones de HCII

expuestas y no expuestas. EI agregado de glicosaminoglicanos desplazaría

este equilibrio hacia la conformación expuesta, acelerando de esta manera la

inhibición.

El mecanismo de inhibición alostérico no requiere Ia unión de trombina al

glicosaminoglicano.
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COFACTOR II DE LA HEPARINA

ERMATAN SU ATO

Figura N° 6. Modelo de inhibiciónde trombina alostérico
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INHlBlClON DE MEIZOTROMBINA

El Cofactor Il de Ia Heparina y la ATlIl inhiben meizotrombina y

desF1meizotrombina. Estudios recientes de Han " demostraron que el HCll en

presencia de dermatán sulfato inhibe más rápidamente meizotrombina que la

ATIIIpotenciada por heparina.

La cristalografía de rayos X del complejo trombina complejada con el

fragmento 2, reveló que en la molécula de meizotrombina el ABEII es

inaccesible 12°. Por otro lado evidencias indirectas indican que meizotrombina

no se une fuertemente a heparina. Estos hallazgos sugieren que la molécula

de meizotrombina no tendría disponible el ABEIIpara unirse a heparinam, por

Io tanto el modelo de template propuesto para la acción de ATIIIno se adapta.

En cambio sí sería compatible con el modelo de inhibición alostérico propuesto

para el HCII.

Así el HCII potenciado por DS acelera la inhibición de meizotrombina y

meizotrombina(desF1) entre 380 y 1000 veces.

El proceso se inhibiciónde meizotrombina es favorecido por la presencia de

fosfolípidos y calcio, Io que sugeriría que meizotrombina unida a las

membranas fosfolipídicas es susceptible de ser inhibida por HCII".

Ensayos de Han y colaboradores demostraron que Ia meizotrombina,

componente del complejo protrombinasa, puede ser inhibida por HCII.Además

esta serpina también inhibe meizotrombina(desF1) que al perder los gama

carboxiglutámicos se libera del complejo y difunde al medio ”.

Si bien el HClI potenciado por DS inhibe meizotrombina más eficientemente

que Ia ATIII, hay que tener en cuenta que la velocidad con Ia que el HCII

inhibe trombina es 50 veces mayor que la velocidad con Ia que inhibe

meizotrombina. Esto se explicaría por los cambios conformacionales que se

producen en el sitio activo cuando la meizotrombina se convierte en

trombina”.



INHIBICION DE QUIMIOTRIPSINA

El HCII inhibe quimiotripsina formando un complejo equimolecular HCII­

quimiotripsina, proceso que no es potenciado por los glicosaminoglicanos. En

ausencia de glicosaminoglicanos el HCII inhibe más eficientemente

quimiotripsina (1,8 1o6 M'1min") que trombina (5 10“ a 5 1o5 M" min") 9.

La capacidad de HCll de inhibir quimiotripsina está determinada

principalmente por la Leu“44que ocupa Ia posición P1 en el sitio activo, ya que

si se sustituye Leu por Arg (que es el aminoácido habitual para los inhibidores

de serino proteasas) el HCll pierde Ia capacidad de inhibirquimiotripsina '25.

La especificidad de las serpinas sobre las proteasas blanco esta muy

influenciada por el aminoácido que ocupa la posición P1 en el sitio activo.

II. 3. 3. 2. C. DEPURACION DEL COMPLEJO SERPlNA-TROMBINA

Una vez formado el complejo HCll-Trombina tiene una vida media de

aproximadamente 10 minutos y es removido de la circulación por un receptor

hepático que depura los complejos trombina-ATIII, trombina-HCII,

a1Antitrpsina-tripsina y a1Antitrpsina-elastasa 9°.

Se propone que este receptor hepático sería la Proteína Relacionada con el

Receptor de la Lipoproteína de Baja Densidad (LRP) 99'12”.

Si bien los receptores hepáticos para el complejo serpina-trombina fueron

identificados, se demostró que Ia mayor parte del complejo trombina-serpina se

une a Ia vitronectina, una proteina plasmática adhesiva, formando complejos

ternarios serpina - trombina - vitronectina 129.

La unión de la vitronectina al complejo trombina-serpina se realiza a través

de la trombina por una secuencia que está oculta en la molécula de alfa

trombina, pero que se expone en Ia molécula de trombina complejada,

concluyendo que Ia vitronectina se une a conformaciones alteradas de

trombina ‘29.

La unión de trombina-serpina (trombina-HCII) a vitronectina induce un

cambio conformacional en Ia molécula de vitronectina, de manera que expone
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sitios de unión a heparina en la vitronectina y se produce la adhesión a células

endoteliales mediada por heparina, ya que la vitronectina no pierde sus

propiedades de proteína adhesiva 13°.

Se postula que las células endoteliales internalizan los complejos temarios

a través de un mecanismo de transcitosis desde la superficie luminal de Ia

célula a la matriz extracelular, transportándolos mayormente sin degradarlos
131.132

La vitronectina forma complejos temarios con los complejos binarios:

trombina-ATIII , trombina-HCII, trombina-Inhibidor de la proteína C, trombina­

proteasa nexina 1, sugiriendo que vitronectina desempeñaría la función de

limpieza de los complejos trombina-serpina de circulación 13°.

II. 3. 3. 2. D. PROTEINAS MODULADORAS DE LA ACCION DE HCII

Varias proteínas modulan la acción de los glicosaminoglicanos endógenos y

exógenos en circulación 125.

Además de ATIII que es el principal factor de unión a heparina, están

presentes glicoproteína rica en histidina, vitronectina multimérica, componente

P amiloide del suero, factor plaquetario 4, proteínas básicas que unen

heparina de los eosinófilos y fibrinógeno.

GIicoproteína rica en histidina (HRGP) es una glicoproteína plasmática

(concentración 1,8 uM) que presenta la propiedad de unirse a heparina y

disminuye la activación de la ATlll ¡n vitro.

Tollefsen demostró que HRGP bloquea Ia inactivación de trombina por HCII

potenciada por heparina pero no la potenciada por Dermatán Sulfato, lo cual

indicaría que el Dermatán Sulfato no se une al HRGP m.

Vitronectina multimérica es una proteína adhesiva que presenta diferentes

propiedades como inhibidor del complemento, neutralizante de heparina no



fraccionada y de bajo peso molecular, incluyendo al pentasacárido que activa

a la ATlll, al heparán sulfato.

La concentración plasmática de vitronectina es de 4 a 6 uM. La vitronectina

no tiene la capacidad de unirse (neutralizar) al Dermatán Sulfato '34.

Componente P amiIoide del suero es una proteína fibrosa que presenta

secuencias de aminoácidos similares a la gamaglobulina.

Fue aislada del plasma de pacientes con amiIoidosis presentando estructura

y características químicas distintas a las proteínas fibrosas de los depósitos

amiIoides.

Factor plaquetario 4 es una proteína sintetizada por las plaquetas y

almacenada en los alfa gránulos plaquetarios. Cuando la plaqueta fue activada

y se liberó el contenido de sus gránulos se detecta FP4 en circulación.

EI FP4 liberado se une a los proteoglicanos plaquetarios, pero también es

capaz de liberarse y unirse a otros glicosaminoglicanos.

El FP4 presenta Ia propiedad de unirse a heparina y neutralizar su

capacidad de potenciar a la ATIII. Se comprobó que en concentraciones

mayores de 1,3 uM bloquea la activación de HCII por Dermatán Sulfato y por

heparina 131134.

EI fibrinógeno es una proteína plasmática perteneciente al sistema de

coagulación, responsable de la formación de la malla de fibrina que engloba al

coágulo; su concentración plasmática oscila entre 1,5 a 4 mg/ml.

Zammit y colaboradores describieron que concentraciones fisiológicas de

fibrinógeno disminuyen en un 30% la actividad antitrombínica del Dermatán

Sulfato “5437.



Il. 3. 3. 2. E. ACCION DE PROTEASAS LEUCOCITARIAS SOBRE EL HCII

Las alteraciones hemostáticas de los procesos inflamatorios y sépticos se

conocen desde hace tiempo “8' 139.La activación en cascada de las proteasas

plasmáticas y celulares sería el responsable de la degradación proteica y el

daño celular producido durante el evento.

Durante el proceso inflamatorio ocurre Ia liberación local de una variedad de

enzimas proteolíticas, principalmente elastasa Ieucocitaria liberada por

degranulación de los polimorfonucleares. La degradación de ATIII por la

elastasa Ieucocitaria esta ampliamente comprobada “°' “1.

El HCII es rápidamente inactivado por los productos liberados de los

leucocitos polimorfonucleares activados, dando lugar a productos de

degradación de 54 kD que no presentan la propiedad de inhibir trombina ni

quimiotripsina “2.

En ausencia de glicosaminoglicanos el HCIIes degradado por las enzimas

Ieucocitarias siete veces más rápidamente que ATlIl 142.En presencia de

heparina, ATIII es inactivada más rápidamente mientras que el HCIl es

“protegido” de la inactivación. En presencia de Dermatán Sulfato no se

observan modificaciones en la velocidad de degradación “2.

Il. 3. 3. 2. F. DEFICIENCIAS DE HCII

La trombofilia es Ia tendencia a la trombosis. La trombofiliahereditaria es

la tendencia al tromboembolismo arterial o venoso genéticamente

determinada.

Anormalidades dominantes o combinaciones de defectos menos severos

pueden presentarse clínicamente desde edad temprana, con recurrencia

frecuente o historia familiar. Alteraciones más leves solo pueden ser

descubiertas por investigaciones de laboratorio 11°.
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La deficiencia hereditaria de algún inhibidor fisiológico de la coagulación

(ATIII.PC, PS) o de algún otro de los componentes de los sistemas, está

asociada con riesgo trombótico, pero cuando se estudian familias con igual

genotipo y se observa que no todos los miembros desarrollan trombosis,

sugieren un origen multifactorialde esta patología.

Actualmente se apoya la hipótesis que debe contribuir más de un factor de

riesgo genético de trombosis, para que el paciente tenga un fenotipo

trombofílico, motivo por el cual se considera a la trombofília como un desorden

multigénico combinado 1“.

Las deficiencias de HCIIpueden ser congénitas o adquiridas

DEFICIENCIA CONGENITA DE HCII

Para la clasificación de las deficiencia congénita de HCII se utiliza la que

originalmente se construyó para las mutaciones de ATIII.

Tipo l: Disminución concordante de la actividad funcional y antigénica

Tipo II:Actividad funcional disminuida y antigénica normal

RS: Alteración en el sitio activo del inhibidor

HBS: Alteración en el sitio de unión a glicosaminoglicanos

PE: Alteraciones funcionales múltiples (efecto pleotrópico)

Algunos autores detectaron deficiencias de HCII asociadas a eventos

7'1‘" '45, pero otros sostienen que la prevalencia de la deficienciatrombóticos

de HCIIes similar en personas sanas que en pacientes trombóticos ‘46.En la

actualidad se la considera como una causa potencial de trombofiIiahereditaria

pero sin evidencia firme 1°7.

Hasta el momento las mutaciones del HCII identificadas (Tabla N° 4) son:

ch Oslo ‘47,ch Awaji“8 y ch Rimini“9 . El ch Oslo se identificóen

dadores de sangre. El HCII Rimini es encontró en dos pacientes con
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trombofilia pero que además de presentar la deficiencia de HCII, uno de los

pacientes tenía asociado factor V Leiden y el otro una deficiencia de PC del

tipo l. El HCII Awaji se halló en un paciente con angina pectoris severa y

enfermedad arterial coronaria.

Estos hallazgos sugieren que la deficiencia congénita de HCIlrepresentaría

un leve riesgo de trombosis, que sólo se manifiestaría clínicamente cuando se

presenta asociadas otras condiciones trombogénicas hereditarias o adquiridas
143

DEFICIENCIA ADQUIRIDA DE HClI

La disminución de la concentración de cualquier proteína plasmática puede

deberse: disminución de Ia síntesis de la proteína; pérdida de Ia proteína;

aumento del consumo.

Fisiológicamente la concentración de HClI está marcadamente disminuida

en neonatos por Ia inmadurez hepática (disminución de síntesis). En pacientes

con hepatopatías existe alteración de la síntesis normal de HCII con la

consecuente disminución de la concentración plasmática a.

En la cogulación intravascular diseminada ocurre un aumento en el

consumo del inhibidor, comprobado por la presencia del complejo trombina­

HCII en circulación 15°. En todos estos casos los niveles de HCII y ATIlI

disminuyen en forma similar 3'‘51.
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Tabla N°4. Clasificación de las deficiencias congénitas de HCII

Delecron de dos Timrdinas consecutivas en

HCll I el exón 5 que produce un cambio del marco Altera el

Rimini de lectura y una traducción elongada plegamiento

Sustitución G por A en la posición 651 del Reducción en la

HCII ll HBS DNA que produce cambio de His por Arg potenciación por

Oslo 189 DS

Inserción T después de GAT que codifica Pérdida del sitio

para Asp88 en el exón II. activo para la

Hc|| I Cambio del marco de lectura con alteración inhibición de

Awaji en la secuencia de los aminoácidos 89 a trombina
107 con acortamiento

También se demostró que la concentración de HCII esta ligeramente

disminuida (0,68 i 15 U/ml)en pacientes que presentan anemia drepanocítica,

no observándose en estos casos la disminución paralela de ATIlI.

El HCIl se encuentra disminuido en la talasemia intermedia y en la

deficiencia de piruvato kinasa, sugiriendo que Ia hemólisis intravascular es Ia
152responsable de la disminución de HCll

Se observó un aumento de los niveles plasmáticos de HCIIen el embarazo

132, 153. 154 I 155a término y en mujeres con contracepción ora , mientras que la

Antitrombina IIl se mantiene dentro de los valores de referencia o ligeramente

disminuidos.

De esta manera se sugiere que el HCll desarrollaría un importante papel en

el embarazo normal, acompañado por niveles elevados de su potenciador, el

dermatán sulfato, debido al proceso de neoformación de vasos (angiogénesis).
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Los niveles de HCIIretornan a los valores normales después del parto y se

correlacionan con Ia desaparición de Ia actividad de Dermatán Sulfato en

circulación 154.

En pacientes con pre-eclampsia severa no se observa la elevación del HCIl

en el tercer trimestre del embarazo 155156(Ver tabla N° 5).

Tabla N°5. Niveles plasmáticos de HCIIen diversas patologías

Hepatopati ,2 0,15 aY 0,16 ------ l
CID 95 0,40 0,12 1,18 0,45 8

HIV 96 0,75 i 0,24 0,99 :t 0,17 1,02 i 0,12 157

Drepanosistosis 61 0,63 :t 0,13 1,0 i 0,23 0,96 i 0,15 152

Renal crónico 33 0,85 0,75 i 1,8 0,80 i 0,24 158

Anticoag dicum 28 1,17 i 0,24 1,10 i 0,21 7

Anticoag Hep 10 1,09 i 0,25 1,11 i 0,26 0,81 i 0,15 159

Diabetes 40 0,83 i 0,7 0,95 :l: 0,17 148,160



I|.3. 3. 3. POTENCIADORES DE LAS SERPINAS (GLICOSAMINOGLICANOS)

El desarrollo y normal funcionamiento de todos los tipos celulares de un

organismo, dependen de las interacciones con las moléculas de su medio

ambiente.

En un principio se definió Ia matriz extracelular como el material extracelular

visible como fibrillas o láminas al microscopio electrónico. Actualmente se Ia

define como el conjunto de moléculas secretadas por las células que son

inmovilizadas fuera de las mismas '61.

Los principales componentes de Ia matriz extracelular son los distintos tipos

de colágenos y de glicosaminoglicanos que suelen estar unidos a proteínas

formando proteoglicanos.

Los glicosaminoglicanos (GAGS), anteriormente conocidos como

mucopolisacáridos, son largas cadenas de polisacáridos no ramificadas,

compuestas por unidades repetidas de disacáridos. Se denominan

glicosaminoglicanos debido a que uno de los dos residuos de azúcar del

disacárido repetido es siempre un aminoazúcar (N-acetilglucosamina ó

N-acetilgalactosamina).

Los glicosaminoglicanos son polímeros lineales, no presentan

ramificaciones, se unen a proteínas (que forman el núcleo proteico) a través de

un residuo serina de Ia proteína y una xilosa de un trisacárido de unión

específico (xilosa - galactosa - galactosa) del GAG, conformando de esta

manera un proteoglicano.

El resto de la cadena de GAG consiste en una unidad repetida de

disacáridos (compuesta por dos monosacáridos) unidos entre sí de manera

estrictamente alternada.

Los GAGSestán unidos covalentemente a proteínas formando moléculas de

proteoglicanos, conocidas anteriormente como mucoproteínas. La

característica estructural común de los proteoglicanos es la presencia de

glicosaminoglicanos '62.



Solo existen tres unidades distintas de disacáridos que pueden

polimerizarse para formar los GAGS denominadas “polímeros parentales".

Luego de Ia polimerización de las cadenas, ocurren modificaciones

enzimáticas sobre los azúcares.

Las modificaciones que pueden sufrir los azúcares son cinco: el agregado

de grupos O-sulfatos en distintas posiciones (posición 2 del iduronato,

posiciones 3 y/o 6 de Ia glucosamina), el reemplazo de grupos N-acetilo en

glucosamina por N-sulfato; y pasos de isomerización del quinto carbono en el

ácido D-glucurónico que convierte a este azúcar en su epímero el L-idurónico.

Cada unidad de disacárido que Ia cadena de GAG puede contener

cualquiera o ninguna de estas modificaciones, de tal forma que una cadena de

GAGesta formada por unidades disacáridas unidas, cada una de las cuales ha

sido modificada en una manera particular.

Se diferenciaron siete grupos de glicosaminoglicanos (ver tabla N°6), según

los residuos de azúcar, el tipo de enlace entre estos residuos y el número y

localización del grupo sulfato: heparán sulfato, heparina, condroitín 4 y 6

sulfato, dermatán sulfato, queratán sulfato y ácido hialurónico 163.



Tabla N° 6. Clasificación de los __,"
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Acido

Hialurónico

Condroitín

4-Sulfato

Condroitín

6-sulfato

Dennatán

Sulfato

Heparán

Sulfato

Hepañna

Queratán

Sulfato

4.000 ­

8166

5.000­

50.000

5.000­

50.000

15.000

40.000

5.000­

12.000

6.000­

25.000

4.000­

19.000

Ac D­

glucurónico

Ac D­

glucurónico

Ac D­

glucurónico

Ac D­

glucurónico

Ac L­

idurónico

Ac D­

glucurónico

Ac L­

idurónico

Ac D­

glucurónico

Ac L­

idurónico

D-galactosa

N-acetiI-D­

glucosamina

N-acetil-D­

galactosami
na

N-acetil-D­

glucosamina

N-acetiI-D­

galactosami
na

N-acetil-D­

glucosamina

N-acetiI-D­

glucosamina

N-acetiI-D­

glucosamina

0,2- 1,0

0,2 - 2,3

1,0-2,0

0,2 - 3,0

2,0 - 3,0

0,9- 1,8

Conjuntivos, piel,

cartílago, qu.

sinovial

Cartílago, córnea,

hueso, piel,

arterias

Córnea, hueso,

piel, arterias

Piel, vasos,

corazón

Pulmón, sangre,

vasos, corazón

Pulmón, hígado,

piel, células

cebadas

Cartílago, córnea
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II. 3. 3. 3. A. HEPARINA Y HEPARAN SULFATO

Presentan el polímero parental común [ácido D-glucurónico beta (1->4) D-N­

acetil glucosamina alfa (1->4)]n, cuyos disacáridos pueden sufrir cualquiera de

las modificaciones descriptas.

La diferencia entre heparina y heparán sulfato es que el heparán sulfato

contiene mayor proporción de ácido glucurónico y es menos O-sulfatado y más

N-acetilado. El heparán sulfato presenta menos grupos sulfatos que heparina,

entre 0,4 y 2 grupos sulfatos por disacárido.

Comparada con otros glicosaminoglicanos la heparina es particularmente

sulfatada conteniendo hasta tres grupos sulfatos por disacáridos, aunque el

grado de sulfatación entre los disacáridos es muy variable (de 1,6 a 3).

La heparina se une a una proteína del núcleo proteico de 17 a 19 kD que

presenta una gran proporción de unidades glicinas y serinas, los residuos

serina están sustituidos con cadenas de heparina.

Los proteoglicanos que contienen este núcleo proteico se conocen

genéricamente con el nombre de serglicinas y se encuentran en gránuios
secretorios intracelulares '61.

El heparán sulfato se puede encontrarse en Ia mayoría de los tejidos y se

puede unir a una variedad de núcleos proteicos. La heparina deriva de un

único proteoglicano producido por las células tipo mastocitos del tejido

conectivo, pero el proteoglicano extracelular mejor caracterizado que contiene

heparán sulfato es el perlecan m1“.

El Perlecan esta presente casi en todas las membranas basales y en la

matriz extracelular, generalmente contiene tres cadenas de heparán sulfato

unidas en el extremo de Ia proteína.

EIperlecán es el proteoglicano más grande y más común de las membranas

basales. Desempeña funciones en la adhesión celular, ensamblaje de la

membrana basal, filtración ¡ónica glomerular, control de actividad de proteasa

de serina. etc.



Se identificaron dos familias de proteoglicanos heparán sulfato unidos a las

membranas celulares, la familia del sindecan y del glipícan.

H. 3. 3. 3. B. CONDROITIN SULFATO Y DERMATAN SULFATO

Son dos glicosaminoglicanos que derivan del mismo polímero inicial [ácido

D-glucurónico beta (1->3) D-N-acetil galactosamina beta (1->4)]n, pueden ser

modificados por sulfatación en la posición 2 del ácido urónico y en las

posiciones 4 ó 6 del amino-azúcar.

La diferencia entre condroitín sulfato y dermatán sulfato es que Dermatán

Sulfato presenta la epimerización de ácido glucurónico a ácido idurónico, en

algunos disacáridos ‘65.

0H20H 0H20H
. o ­

. 0330 coo. 0330
830 OH 0*

OH NHAc OH NHAc

Figura N° 7. Esquema del Dermatán Sulfato



El Big/¡cano es el proteoglicano del condroitín sulfato y se aísla de hueso

fetal o joven , mientras que el biglicano que contiene dermatán sulfato se aísla

de cartílago articular.

Se expresa en un rango de células especializadas en tejidos en desarrollo,

incluyendo hueso, cartílago, células endoteliales de vasos sanguíneos,

miofibrillas esqueléticas, epitelio tubular renal y queratinocitos en

diferenciación.

El C044 se presenta como un proteoglicano con un corazón proteico con

carbohidratos unidos a N, glicosamínoglicanos de condroitín sulfato y heparán

sulfato y grupos polilactosamina.

EI CD44 se expresa en la superficie de la mayoría de las células mamíferas

estudiadas, se piensa que actúa como receptor para el componente de Ia

matriz extracelular, posiblemente el colágeno tipo I o VI.

El Decorín también denominado PG-40, PG-ll, PG-2, PG-SZ y CS/DS-PGII

es un proteoglicano pequeño con una única cadena de condroitín 4-sulfato o

dermatán sulfato unido al núcleo proteico. Se lo encontró en casi todos los

tejidos conectivos asociado con fibrillasde colágeno.

II.3. 3. 3. C. QUERATAN SULFATO

Deriva de su polímero parental [D-galactosa beta (1- >4) D-N-acetil

glucosamina beta (1->3)]n y difiere del mismo sólo por O sulfatación en la

posición 6 de la glucosamina y/o posición 6 de la galactosa.

El queratán sulfato es el único glicosaminoglicano que puede sintetizarse

además, de como un azúcar unido a serina, como un N-azúcar.

Este GAG encuentra unido a núcleos proteicos formado proteoglicanos

como el agrecán, la sialoproteína de hueso (BSP) y la fibromodulina



II. 3. 3. 3. D. ACIDO HIALURÓNICO

Es el único glicosaminoglicano que no se sintetiza unido a proteína y no se

modifica a partir de Ia estructura de su polímero parental el [ácido D­

glucurónico beta (1->3) D-N-acetil glucosamina beta (1->4)]n Es un

polisacárido altamente aniónico de alto peso molecular. Se lo encuentra en la

matriz extracelular desarrollando un papel estructural y en superficie celular.

Se denominan hialadherina a las proteínas que unen ácido hialurónico, las

hialadeherinas asociadas a la superficie celular actuarían como receptores

para hialuronidato, mediando los efectos del mismo sobre el comportamiento

celular.

El ácido hialurónico en solución acuosa adopta una configuración

voluminosa debido a repulsión de cargas intracelulares, como consecuencia

presenta alta viscosidad, exclusión molecular, resistencia al flujo, ósmosis

tisular, etc. que se manifiestan en matrices ricas en hialuronidato como fluido

sinovial, cordón umbilical, dermis y tejido subcutáneo.



Aggrecan

Betaglicano

Decofln

Perlecan

Serglicina

Sindecan-1
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Tabla N°7.Algunos proteoglicanos comunes

210103

361o3

401o3

600103

201o3

321o3

condroutin

sulfato +

queratán
sulfato

condroitín

sulfato/

dermatán

sulfato

condroitín

sulfato]

dermatán

sulfato

Heparán

sulfato

condroitín

sulfato/

dermatán

sulfato

condroitín

sulfato

+heparán
sulfato

130

10-15

Superficie

celular y

matriz

Tejidos

conectivos

Lámina

basal

Vesículas

secretora

en GB

fibroblastos

y superficie

de células

epiteliales

Soporte mecanico,

forma agregados

con hialuronato, une

TGF-B

Une TGF-B

Se une a fibrillas de

colágeno tipo I y

TGF-B

Estructural y función

de filtración en Ia

lámina basal

Ayuda a empaquetar

y almacenar
molécula secretorias

Adhesión

une TGF-B

celular,
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II. 3. 3. 3. E. FUNCIONES DE LOS PROTEOGLICANOS

Hasta el momento no se conoce cuál es exactamente la función de los

proteoglicanos, pero en general se considera por separado las funciones del

núcleo proteico y la función de las cadenas de glicosaminoglicanos.

Dentro de las funciones del núcleo proteico, los proteoglicanos pequeños

tendrían la propiedad de modular la fibrilogénesis colágena, de unir TGF-B,

otros proteoglicanos de unir ácido hialurónico.

Una de las funciones tradicionalmente conocidas de los

glicosaminoglicanos son las de atraer agua formando geles hidratados, debido

a su elevada densidad de carga atraen cationes osmóticamente activos. Las

cadenas de glicosaminoglicanos son demasiado rígidas para plegarse

formando estructuras compactas, tienden a formar estructuras enrolladas al

azar muy extendidas y que ocupan gran volumen.

A consecuencia de su organización porosa e hidratada, las cadenas de

glicosaminoglicanos permiten Ia rápida difusión de moléculas hidrosolubles, la

migración de células y el desarrollo de procesos celulares.



II.3.3.3.F. POTENCIACION DE LA ACTIVIDAD DEL HCII POR LOS

GLICOSAMINOGLICANOS

Como se describió en la sección II.3.3.2.A el HCll es potenciado

principalmente por el Dermatán Sulfato como activador fisiológico en el

espacio extravascular. Si bien HCll puede ser potenciado por altas

concentraciones de heparina, ésta no se encuentra normalmente en

circulación ni en el espacio extravascular.

El Dermatán Sulfato es sintetizado por los fibroblastos de Ia matriz

subendotelial, se presenta unido a núcleos proteicos componiendo los

proteoglicanos decorín y biglicano, los que se encuentran en la matriz

extracelular de tejidos como piel, tendón, ligamentos, menisco y cartílago

articular166'167.

Estos proteoglicanos están presentes en la superficie de las fibrillas de

colágeno e intervienen en la organización y función de la matriz extracelular

del tejido conectivo, inhiben la fibrilogenesis in vitroy cuando están unidas a la

superficie de fibronectina pueden modificar los procesos de adhesión y

migración.

Los primeros estudios de potenciación de serpinas se realizaron con

glicosaminoglicanos purificados, pero estudios en cultivos celulares

demostraron que los proteoglicanos decorín y biglicano potencian al HCll a

través de las cadenas de glicosaminoglicanos”?

El decorín y el biglicano unidos al colágeno tipo V tienen capacidad de

activar HCIIque los proteoglicanos en solución.

Por lo tanto luego de la injuria endotelial, el HCll plasmático se uniría

específicamente a las cadenas del Dermatán Sulfato en la matriz extracelular y

regularía las múltiples funciones de trombina 16°.

El Dermatán Sulfato no es el único glicosaminoglicano capaz de potenciar al

HCII, Shirk y colaboradores demostraron que el proteoglicano de heparán

sulfato en la superficie de cultivo de células musculares lisa de aorta de mono



y en la matriz extracelular del mismo cultivo, presenta Ia capacidad de

potenciar al HCII aunque en menor grado. La importancia de este hallazgo

radica en Ia amplia distribución de los proteoglicanos de heparán sulfato en las

membranas basales 16°.

Il.3.3.4. EL DERMATAN SULFATO COMO DROGA ANTITROMBOTICA

Normalmente este glicosaminoglicano no se encuentra en circulación, ya

que los niveles de DS plasmáticos en personas sanas no se detectan por

métodos funcionales ‘69.Se encontraron niveles plasmáticos de DS elevados

en mujeres embarazadas en el tercer trimestre del embarazo y en pacientes en

hemodiálisis crónica '53'17°.

Se realizaron estudios en animales y en pacientes utilizando Dermatán

Sulfato que confirmaron su capacidad como droga antitrombótica. Los

pacientes anticoagulados con DS tienen menor tendencia al sangrado que los

anticoagulados con heparina de bajo peso molecular, pero el DS administrado

en forma subcutánea e intramuscular presenta baja biodisponibilidad '71.

Se demostró que el dermatán sulfato de bajo peso molecular (LMWDS)

presenta mejor biodisponibilidad y una mayor depuración plasmática.

Actualmente se han iniciado estudios clínicos utilizando LMWDS corno droga

antitrombótica 17'.

Dos ensayos clínicos demostraron que 100 mg de DS intramuscular

previene Ia trombosis venosa profunda post cirugía, presentando menor

incidencia de sangrado que con heparina no fraccionada ‘72.También se

comprobó que 300 mg de DS es efectivo en prevenir la trombosis venosa

profunda en pacientes con fractura de cadera "3.

La mejor indicación para Ia administración de Dermatán Sulfato, sería en la

prevención y tratamiento de Ia trombosis venosa profunda en pacientes con
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alto riesgo de sangrado, como procedimientos ortopédícos, neurocirugía,

infarto y coagulación intravascular diseminada 1".



OBJETIVOS



El objetivo de esta tesis fue estudiar el Cofactor Il de la Heparina (HCII) y su

comportamiento en la fisiología del sistema de coagulación. Para ello se utilizaron

tres líneas de abordaje:

l) Investigar el HCll plasmático y su posible interacción con proteínas

plasmáticas.

II)Determinar in vitro las condiciones que favorecen la actividad antitrombínica del

HCII en concentraciones fisiológicas. Investigar la acción moduladora de

diversas proteínas plasmáticas en la interacción HCII - trombina y HCII ­

trombina - dermatán sulfato.

Ill) Estudiar Ia respuesta del HCII ante estímulos de activación del sistema de

coagulación de diversa magnitud, determinando los niveles de HCIIplasmático en

distintos estados fisiopatológicos (población normal, pacientes sépticos,

quemados, en hemodiálisis, embarazadas, etc). Determinar los niveles

plasmáticos de actividad de dermatán sulfato en las patologías mencionadas.



MATERIALES

Y

METODOS
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I. CARACTERIZACION DEL COFACTOR II DE LA

HEPARINA PLASMATICO

I.l. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS­

PAGE)

Con el objetivo de caracterizar al Cofactor II de la Heparina plasmático se

realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida según la técnica

descripta por Laemmli '75,con un T= 7 % C= 2,6 ; utilizando para el revelado de la

placa Azul Brillante de Coomassie R-250 (Sigma) 1 gll en metanol: ácido acético:

agua (relación de volúmenes 5:1:4). Las separación electroforética se llevó a

cabo a voltaje máximo 200 volts, intensidad menor 30 mA hasta que el frente de

corrida alcanzó la máxima distancia interelectródica. Tiempo de corrida 3 horas.

Testigos de HCII. Se caracterizó el HCII humano purificado (Serbio. Francia) y

HCII bovino purificado (Stago. Francia) mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida utilizando un T= 10% C= 2,6 revelado con Azul Brillante de

Coomasie R.

Determinación de proteínas: La concentración proteica de las soluciones fue

determinada por el método de Lowry y col 17°.

Determinación del Peso Molecular del HCII

Una masa de 30 ug de proteínas proveniente de un pool de plasmas normales

fue sometida a fraccionamiento electroforétioo en geles de poliacrilamida-SDS en

placa vertical, empleando un sistema discontinuo de buffers según la técnica

descripta por Laemmli ‘75.En cada placa se incluyeron proteínas marcadoras de

peso molecular: anhidrasa carbónica (29 kD); albúmina de huevo (45 kD);

albúmina bovina (66 kD) y fosforilasa b (97,4 kD) (Sigma Co. USA) y el HCll

humano y bovino previamente caracterizados como testigos. Finalizado el

desarrollo electroforético, las bandas proteicas fueron teñidas con solución



colorante durante 1 hora. El gel fue lavado con ácido acético 7% hasta lograr la

completa decoloración del fondo.

Se graficó el cuadrado de la distancia entre el comienzo del gel separador y Ia

posición de la banda, en función del peso molecular de los marcadores y se

extrapoló el PM del HCll de acuerdo a la distancia recorrida. Se determinó el peso

molecular del HCIIcomo el promedio de tres determinaciones.

1.2. ISOELECTROENFOQUE EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Para realizar el isoelectroenfoque (lEF) se prepararon geles de poliacrilamida

T= 4,5 % y una solución de anfolito que cubre el rango de 3 a 10 (Pharmalyte 3­

10, Pharmacia, Suecia). Los geles se prepararon según la técnica de Righetti 1".

Se estudiaron distintas condiciones eléctricas hasta obtener un gradiente de pH

estable y con buena resolución. Las condiciones eléctricas óptimas fueron:

Potencia máx. 8 watts, voltaje máx. 2.000 volts e intensidad máx. 15 mA;

temperatura 8° C, tiempo de corrida 2 horas y se aplicaron 3.500 volts horas en

todas las placas. Para Ia determinación de punto isoeléctrico (Pl) del HCII, una

vez finalizada la corrida, se cortó el extremo superior de la placa y se dividió en

segmentos de 1 cm2desde el cátodo hacia el ánodo, se eluyeron los anfolitos de

cada fragmento en solución de cloruro de potasio 1 M y se determinó el pH de

cada solución ’75.El resto de la placa se fijó con solución de tricloro acético 10%.

ácido sulfosalicílico 5% durante 30 minutos, se Iavó y tiñó con Azul Brillante de

Coomasie. Con los datos obtenidos se realizó una curva de pH vs. distancia y se

extrapoló el punto isoeléctrico de Ia muestra.

Una vez obtenido una aproximación del Pl con la placa de 3-10, se realizó

isoelectroenfoque con una solución de anfolitos 3 - 6 (Serva Feinbiochemica), de

manera de obtener mayor precisión en la determinación del punto isoeléctrico de

la muestra. Las condiciones de corrida fueron similares que las anteriores

realizándose ambas técnicas por triplicado.



1.3.DETECCION INMUNOLOGICA. WESTERN BLOT

Se investigó el HCll plasmática de 25 individuos (15 mujeres y 10 hombres)

seleccionados de acuerdo a las recomendaciones de la IFCC 17°.

Con la técnica de dot blot se establecieron las concentraciones óptimas de los

anticuerpos necesarias para revelar la transferencia en nitrocelulosa según la

técnica de Towbin 17°.Una vez finalizado el SDS-PAGE se procedió a la detección

inmunológica de las proteínas mediante Western Blot con la utilización de

anticuerpo policlonal anti HCIIhumano en conejo (Serbio. Francia).

1.4.ELECTROFORESIS CON BMERCAPTOETANOL

Se realizó un SDS-PAGE (T= 7 %) seguida de un Western Blot según lo

descripto en l.2. pretratando la muestra con Bmercaptoetanol (Sigma. USA).

Pretratamiento de la muestra: A un volumen de la muestra se agrega

Bmercaptoetanol 0,1M en concentración final, SDS 1%, azul de bromofenol,

sacarosa.

1.5.ELECTROFORESIS CON UREA

Se preparó una placa de SDS-PAGE según la técnica descripta por Laemmli

con un T= 7 %, los reactivos son similares a los descriptos en l.1. con el agregado

de urea 8 M en el buffer del gel separador y concentrador. Se realizó el

pretratamiento de la muestra con un buffer cracking sample (buffer Tris-HCI 125

mmol/I, SDS 1%, Bmercaptoetanol 1%, urea 8 mol/I pH = 6,8). Se realizó la

separación electroforética SDS-PAGE seguida del Western Blot revelado con

anticuerpo anti HCll.



1.6.DOBLE ELECTROFORESIS

Se realizó un SDS-PAGE (T= 7 %) de plasmas normales con testigos de HCII

purificado. Finalizado el mismo, se cortaron las dos primeras calles del gel y se

completó el Western Blot revelado con anti-HClI (A), este fragmento se utilizó

como testigo. En el resto de la placa de SDS-PAGE (B), de cada calle se separó

el segmento de acrilamida que contiene las proteinas de alto peso molecular, se

eluyó el contenido de las mismas con buffer de corrida (Tris - Glicina - SDS pH =

8,3). Los eluídos, la mitad recibieron un pretratamineto oon Bmercaptoetanol y la

otra mitad condiciones reductoras de urea 8 My Bmercaptoetanol. Se realizó una

segunda electroforesis (SDS-PAGE T= 7 %) oorriéndose en las condiciones

reductoras con urea. Posteriormente se realizó el Western Blot revelando la placa

con anticuerpo anti HCII.El procedimiento se realizó tres veces.

Primera electroforesis:

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

\ Proteínas de alto peso
molecular (para 2da
elect.)

A
B

\

\ transferencia(control)

Calle 1: Testigo de HCll humano purificado

Calles 2 a 6: plasmas normales

Se eluyeron las proteinas de alto peso molecular de calles 3, 4, 5 y 6.

2‘"electroforesis

3’ 4’ 5’ 6’ 7’ Calles 3' y 4’: eluídos de las calles 3 y 4 (plasmas normales) de

la primera corrida.

Calles 5' y 6': eluídos de las calles 5 y 6 de Ia primera corrida

(plasmas normales) tratados con Bmercaptoetanol.

Calle 7’:HCIIhumano purificado, control de Ia segunda corrida.
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I.7. OBTENCION DE MUESTRAS MODIFICADAS EX VIVO

Obtención de plasma desfibrinado por calor según Ia técnica rápida de

microprecipitaciónpor calor de Ruiz Reyes m. Se calentó plasma a 56° C durante

15 minutos y se separó el plasma desfibrinado por centrifugación.

Obtención de plasma desfibrinado por veneno de Bothrops atrox (Stago.

Francia). Se coaguló plasma por el agregado de 2 Unidades batroxobin de

veneno, se incubó 2 horas a 37° C separándose el coágqu por centrifugación.

Obtención de plasma desfibrinado por veneno de Agkistrodon rhodostoma:

Se coaguló plasma por el agregado de 1 Unidad de veneno, se incubó 2 horas a

37° C y se separó el ooáguio por centrifugación.

Obtención de suero: Se extrajo sangre por punción venosa, se dejó coagular

sangre a 37° C durante 2 horas, separándose posteriormente el suero por

centrifugación, se almacenó a -20° C hasta su utilización.

Obtención del complejo trombina - HCII: Para obtener el complejo HCII­

Trombina se dejó coagular sangre en presencia de dermatán sulfato (Syntex.

Argentina 100 ug/ml) (9 vol. de sangre/1 vol. de DS), se incubó a 37° C durante 2

horas y posteriormente se separó el suero por centrifugación. Se verificó la

formación del complejo mediante electroforesis. Se conservó a -20° C hasta su

utilización.
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II. INTERACCION IN VITRO COFACTOR II DE LA

HEPARINA-TROMBINA

Se ensayaron in vitro. con reactivos purificados, la interacción Cofactor ll de Ia

Heparina - trombina. En todos los casos se midió la capacidad antitrombínica del

HCII, determinando la actividad amidolítica de la trombina residual. Si bien los

ensayos son in vitro, las concentraciones de los reactivos utilizadas equivalen a

las fisiológicas, y a variaciones de la misma. Todos los ensayos in vitro fueron

realizados por triplicado.

II.l. ACTIVIDAD DE TROMBINA HUMANA SOBRE SUSTRATOS

CROMOGENICOS

Se determinó Ia actividad amidolítica de trombina humana (Sigma. USA) sobre

dos sustratos cromogénicos (8-2238 Chromogenix. Suecia) y (Chromozyn Th,

Behringer. Alemania) para lo cual se incubó a 37° C 1 volumen de trombina

humana (20 nM) con 1 volumen de sustrato cromogénico (1 mM) durante 120

segundos exactos, se frenó la reacción por el agregado de ácido acético 75%. La

absorbancia leída a 405 nm es directamente proporcional a la actividad de la

trombina.

II.2. CURVA DE CALIBRACION DE TROMBINA

Se realizó una curva de calibración de trombina humana (Sigma. USA),

midiendo la actividad amidolítica de la misma sobre un sustrato cromogénico

(82238 Chromogenix. Suecia 1mM). Las concentraciones de trombina medidas

fueron 20, 30, 40, 50, 80, 100, 130, 160, 200 y 230 nM (en buffer Tris 20 mM,

cloruro de sodio 0,15 M pH 7,4).
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II. 3. ESTABILIDAD DE TROMBINA A 37° C

Se determinó Ia estabilidad de trombina humana 10 nM a 37° C midiendo la

actividad amidolítica de la misma en las alícuotas obtenidas al 1, 2, 5, 10, 20, 30 y

60 minutos.

Medición de la actividad de HCII

La actividad del Cofactor II de la Heparina se determinó según el método de
7.181Sié modificado por Duboscq y colaboradores , proceso que se realiza en dos

etapas. La primera etapa mide la capacidad del HCll de inhibir trombina humana

agregada en exceso. En un segundo paso se determina la actividad amidolítica de

la trombina residual sobre un sustrato cromogénico S 2238 que libera pNA la que

se lee espectofotométricamente a 405 nm. El valor de absorbancia obtenida es

inversamente proporcional a Ia actividad de HCII.

DSHCII+ trombinam—. HCII-Trombina+trombinam
trombinam+ 82238_—. pNA __. 405nM

En la determinación de la actividad de HCll plasmático se realiza una dilución

1/50 de un pool plasmas normales, a esa dilución se le asigna el valor el 100% de

actividad, o 1 Unidad Internacional, o 1 PEU (Unidad Equivalente al plasma) que

corresponde a la cantidad de inhibidor que se encuentra en 1 ml de plasma. De

esta manera trabajamos ¡n vitrocon 1 PEU diluido en 50 (0,02 PEU/ml)

II. 4. ESTABILIDAD DEL COFACTOR II DE LA HEPARINA A 37° C

Con el objetivo de estudiar la estabilidad de HCII humano a 37° C se incubó

una solución de HCII (0,02 PEUIml) tomándose alicuotas a los tiempos: 1, 2, 5,

10, 20, 30 y 60 minutos. En cada alícuota se determinó la capacidad del HCIIde

inhibir trombina, midiendo la actividad amidolítica de la trombina residual.
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II.5. INHIBICION DE TROMBINA HUMANA POR HCII EN

SISTEMAS PUROS

Reacción base:

Se incubó a 37°C 1 volumen de HCIIcon un volumen de trombina humana, se

extrajeron alícuotas al 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 minutos. En cada alícuota se

determinó inmediatamente la actividad residual de trombina mediante la

incubación de un volumen de la alícuota con un vol. de sustrato cromogénico 1

mM.A los 120 segundos exactos se frenó la reacción por el agregado de un vol.

de ácido aoético 75%. Se calculó la actividad de trombina residual mediante la

lectura de Ia absorbancia a 405 nm. Las determinaciones se realizaron por

triplicado con un blanco de trombina simultáneo.

Se calculó la actividad de trombina residual del ensayo considerando a la

absorbancia del blanco como el 100% de trombina para cada tiempo de

incubación.

El porcentaje de inhibición de trombina por HCll se calculó como:

% Inhibición = 100 - % trombina residual

Blanco

o HCII o buffer
trombina trombina

37°C

1 I

2!
5.

10' cromogénico
20’
30’
60’



11.5.1.INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE TROMBINA POR HCII

Se midió la capacidad de HCII (0,02 PEU/ml) de inhibir distintas

concentraciones de trombina (10, 50 y 100 nM), en ausencia de su potenciador

específico, siguiendo la reacción básica.

[1.5.2.ACCION DE LOS POTENCIADORES

[1.5.2.1. Dermatán sulfato no fraccionado y de bajo peso molecular

Purificación del Dermatán Sulfato

Se trataron 100 mg de DS con 30 ml de NaNOz0,24 M en ácido acético 1,8 M

durante 80 minutos. Se inactivó la mezcla agregando 10 mi de sulfonato de

amonio 12,5 plv. Se dializó 2 horas contra buffer Tris-HCI 0,05M en NaCI 1 M pH

8, y se desaló dializando toda la noche contra agua destilada m.

Se midió la capacidad de HCll (0,02 PEUIml) de inhibir distintas

concentraciones de trombina (5, 10, 20, 30, 40, 50 y 100 nM) en presencia de

0,25 mglml de Dennatán Sulfato no fraccionado purificado (Syntex. Argentina) y

dermatán sulfato de bajo peso molecular purificado (Syntex. Argentina).

Il.5.2.2. Efecto dela concentración de dermatan sulfato no fraccionado

Se midió la capacidad del HCII (0,02PEU/ml) de inhibir trombina (10 nM) en

presencia de distintas concentraciones de dermatán sulfato no fraccionado (0,25;

0,025 y 0,0025 mglml).

[1.5.2.3.Heparina no fraccionada y de bajo peso molecular

Se determinó la capacidad del Cofactor ll de la Heparina (0,02 PEUIml) de

inhibir trombina (10 nM), potenciada por 0,25 mglml de heparina no fraccionada

(Riveparin) y heparina de bajo peso molecular (Clexane. Francia).
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11.5.3.EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TROMBINA

Se estudió la capacidad del HCll (0,02 PEU/ml) de inhibir distintas

concentraciones de trombina humana: 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 100 nM en presencia

de 0.25 mg/mlde derrnatán sulfato purificado siguiendo la reacción básica.

II.5.4. EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL INHIBIDOR (HCII)

Se midió la capacidad de distintas concentraciones de HCIl de inhibir trombina

10 nM en presencia de 0,25 g/I de derrnatán sulfato no fraccionado purificado. Se

ensayó la inhibición con soluciones de HCII de 0,005; 0,01; 0,03 y 0,04 PEU/ml

que corresponden a un rango de HCII del 25% al 200% de Ia concentración

plasmática normal.

11.5.5.INHIBICION DE TROMBINA BOVINA POR HCII HUMANO

Se estudió la inhibición de trombina bovina (Parke Davis. Francia) 10 nM por el

HCII humano (0,02 PEU/ml) en presencia de DS (0,25 mg/ml) según la reacción

básica.

11.5.6.EFECTO DE LA FUERZA IONICA

Se estudió el efecto de la fuerza iónica del medio en la actividad antitrombínica

del HCII. Para Io cual se ensayó la inhibición de trombina (10 nM) por HCII (0,02

PEU/ml)en presencia de derrnatán sulfato (0,25 mg/ml)agregando a la mezcla de

reacción, una solución de KCI(Merck) en concentraciones finales de 0,25; 0,5 y

1M.



II.6. COMPONENTES PLASMATICOS QUE MODULAN LA

INHIBICION DE TROMBINA POR HCII

11.6.1.ACCION DEL FIBRINOGENO

Se ensayó Ia inhibición de trombina (10 nM) por HC|| (0,02 PEU/ml) en

presencia de dermatán sulfato (0,25 mglml)y fibrinógeno purificado (Sigma. USA)

en concentraciones plasmáticas (3 mglml) que corresponden 0,06 mglml en el

tubo de reacción.

Se incubó HCII, Dermatán Sulfato y fibrinógeno en las concentraciones

indicadas durante 3 minutos a 37° C y posteriormente se agregó trombina,

siguiendo Ia reacción básica (Ensayo A). Se modificó el orden de incubación de

los reactivos, determinándose la inhibiciónde trombina. (Ensayos B y C)

A B C

HCII HCIl DS
DS Fibrinógeno Fibrinógeno

Fibrinógeno 3 min. 3 min.
3 min. 37°C l 37°C

137°C DS HCII
Trombina Trombina Trombina
\ 1/

Alícuotas al 1, 2, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos
¿

dosimetría

¡1.6.1.1.Efecto de la concentración de fibrinógeno

Se estudió la acción de la concentración de fibrinógeno sobre la inhibición de

trombina por HCII, incubando HCIl (0,02 PEU/ml) con 0,06 y 0,18 mglml de

fibrinógeno que corresponden a valores plasmáticos de 3 y 12 mglml



respectivamente. Posteriormente se agregó dermatán sulfato (0,25 mglml) y

trombina (10 nM), midiéndose la actividad de trombina residual mediante sustrato

cromogénico.

¡1.6.1.2.Efecto del tiempo de incubación del fibrinógeno

Con el objetivo de determinar si el tiempo de incubación del fibrinógeno con el

HCll modifica la interacción entre ambos, se realizaron estudios incubando HCll

(0,02 PEU/ml) con fibrinógeno (0,06 mglml) 3, 6 y 20 minutos, luego se agregó

dermatán sulfato (0,25 mglml) y trombina (10 nM), midiéndose Ia actividad de

trombina residual mediante sustrato cromogénico.

[1.6.1.3.Incubación HCIl-fibrinógeno caracterización por SDS-PAGE/ Western - blot

Se realizó la incubación in vitro de HCII humano purificada 0,02 PEUIml

(concentración final en el tubo de reacción) con fibrinógeno humano purificado

(0,06 mglml), tomándose alícuotas a los 3, 6, 20 y 60 minutos de incubación. Las

alícuotas se sumergieron en hielo para frenar la reacción siendo luego

conservadas a -20° C hasta el momento de su procesamiento.

Se realizó un SDS-PAGE en geles de poliacrilamida con un T= 7% según lo

descripto en el punto ll.1. de este capítulo, sembrándose las alícuotas de las

incubaciones HCll-fibrinógeno. Finalizada la electroforesis se transfirieron las

proteínas sobre nitrocelulosa y se detectaron inmunológicamente las proteínas

con anticuerpo policlonal anti HCIIhumano.

11.6.2.ACCION DE LA ALBUMINA

Se ensayó la inhibición de trombina (10 nM) por HCll (0,02 PEUIml) en

presencia de dermatán sulfato (0,25 mglml) y albúmina humana (ORHA) en

concentraciones plasmáticas (0,08 mg/ml en el tubo de reacción) siguiendo la
reacción básica.



¡1.6.2.1.Efecto del tiempo de incubación dela albúmina

Se ensayó la inhibición de trombina por HCIIen presencia de DS y albúmina a

concentraciones plasmáticas con 3 y 20 minutos de incubación siguiendo la

reacción básica.

11.6.3.ACCION DE LAS WMUNOGLOBULINAS

Se estudió la acción de las inmunoglobulinas humana (gama globulina

elaborada a partir de pool de plasma humano) sobre la capacidad antitrombínica

del HCII. Para lo cual se incubó durante 3 minutos HCII (0,02 PEU/ml) con

inmunoglobulina (0,25 y 0,5 mglml) y DS (0,25 mglml) y posterior agregado de

trombina (10 nM) siguiendo la reacción básica.

11.6.4.ACCION DE LA HOMOCISTEINA

Se ensayó la inhibición de trombina por HClI (0,02 PEU/ml) en presencia de

Dermatán Sulfato (0,25 mglml) y homocisteína en concentraciones que se

encuentran en pacientes con elevados niveles de homocistinemia (0,8 uM en el

tubo de reacción).



II.7. CONSUMO DEL HCII PLASMATICO IN VITROEN PRESENCIA

DE GLICOSAMINOGLICANOS

Se estudió el consumo del HCIIin vr'tmen presencia de distintos potenciadores como

dermatán sulfato purificada (de piel porcina Sigma Chem. USA), hepan’na (Heparina

sódica. Abbott) y dextrán sulfato (de mucosa porcina Sigma Chem. USA).

Población: Se estudiaron 10 individuos normales (5 mujeres y 5 hombres), con valores

de hematocn'to entre 38 - 48 %. De cada uno de ellos se obtuvieron las siguientes

muestras:

Plasma: Se colocaron 9 volúmenes de sangre con un vol. de citrato de sodio 3,8 %

Suero en presencia de NaCI 0,9% : Se colocaron 9 vol. de sangre con un vol. de

solución fisiológica, de esta manera se mantiene la dilución de la sangre en todas las

muestras. (Ensayo A)

Suero en presencia de DS: Se deja coagular 9 vol. de sangre en presencia de 1 vol. de

DS (10 pg/ml y 100 ¡ig/ml). Ensayo B y C.

Suero en presencia de Dextrán Sulfato (DX):Se deja coagular 9 vol. de sangre con 1

vol. de DX 10 ¡ig/ml (Ensayo D) y 100 ug/mi (Ensayo E).

Suero en presencia de heparina: Se colocó 9 vol. de sangre con 1 vol.de heparina 0,6

Ulml (Ensayo F) y 1,2 Ulml (Ensayo G).

Las muestras se dejaron coagular 10 horas a 37° C , luego se separaron por

centrifugación durante 20 minutos a 3.000 rpm, se conservaron a - 20° C hasta
determinar la actividad de HCll. Se calculó el consumo de HCIIcomo:

act HCIIm - act HCIIm
CONSUMO = x 100

actHCllm



ILS. ACCION DEL DERMATAN SULFATO PURIFICADO SOBRE

PRUEBAS DEL SISTEMA HEMOSTATICO

[1.8.1. ACCION DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LAS PRUEBAS GLOBALES

DEL SISTEMA DE COAGULACION

Para estudiar la acción del dermatán sulfato no fraccionado y dermatán sulfato

de bajo peso molecular (Syntex. Argentina) sobre las pruebas globales del

sistema de coagulación, se incubó durante 5 minutos plasmas normales (n=15)

con DS concentraciones finales 0,0013; 0,0025; 0,025 y 0,25 mglml. Posterior a la

incubación se determinó el tiempo de protrombina (TromboreI-S. Medi-Tech.

USA), tiempo de tromboplastina parcial activado con caolín (reactivo no

comercial) y tiempo de trombina (Parke-Davis. USA).

11.8.2.AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR TROMBINA HUMANA

EN PRESENCIA DE DERMATAN SULFATO

Se estudió el proceso de agregación plaquetaria inducida por trombina humana

en presencia de dermatán sulfato purificado. Para lo cual se obtuvo plasma rico

en plaquetas de dadores sanos que no ingirieron medicamentos durante un

período previo de 10 dias.

La agregación plaquetaria de plasma rico en plaquetas se realizó de acuerdo al

método turbidimétrico, que se basa en la disminución de la densidad óptica de un

plasma rico en plaquetas por el agregado de un inductor de la activación

plaquetaria con formación de agregados plaquetarios.

Se realizó la agregación de plasma rico en plaquetas (n= 5) con trombina

humana 0,3 Ulml (Sigma Chemical Como. USA) en presencia de 0,0013; 0,0025 ;

0,025 y 0,25 mglml (concentraciones finales) de dermatán sulfato no fraccionado,

dermatán sulfato de bajo peso molecular (LMWDS)purificado (Syntex. Argentina).



11.8.3. ACCION DEL DERMATAN SULFATO EN EL APTT DE PLASMAS

DEFICITARIO DE FACTORES

Se investigó la acción del dermatán sulfato no fraccionado y de bajo peso

molecular en las prueba de APTT de plasmas deficitario de factores Il, V, VIII,X,

IX,VII,XIy Xll en forma individual y se comparó con Ia acción de heparina.

Se prepararon plasmas deficitarios de cada factor (60, 30 y 15%) mezclando el

plasma deficitario comercial, que presenta un 0% del factor a estudiar (Medi-Tech.

USA), con un pool de plasmas normales. Posteriormente se determinó el Tiempo

de tromboplastina parcial activada (reactivo no comercial) de las mezclas

deficientes en cada factor en presencia de dermatán sulfato no fraccionado y de

bajo peso molecular (0,0013; 0,0025; 0,025 y 0,25 g/l) (Syntex. Argentina)



.III. DETERMINACION DEL COFACTOR II DE LA

HEPARINA EN PLASMA EN CONDICIONES

FISIOLOGICAS Y PATOLOGIAS

Dada la escasa información sobre el HCII tanto en la literatura internacional

como los datos disponibles en la Argentina, esta sección final se dedicó a

establecer los niveles plasmáticos de HCIIdefiniendo su valor de referencia en la

población normal de Ia ciudad de Buenos Aires y en distintas patologías, tratando

de relacionarla con otros inhibidores fisiológicos.

III.l. POBLACIONES

[ILL]. VALORES DE REFERENCIA DEL COFACTOR II DE LA HEPARINA EN

LA POBLACION DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES

Debido a que no existían datos sobre los valores de referencia para Ia actividad

y antigenicidad del Cofactor II de la Heparina para la población de Buenos Aires,

se determinaron los mismos en 150 individuos normales.

Se midieron los niveles de actividad y antigenicidad de Cofactor II de la

Heparina en 150 muestras individuos normales (83 mujeres y 67 hombres)

seleccionados de acuerdo a las recomendaciones del Panel de Expertos en teoría

de Valores de Referencia de la Federación Internacional de Química Clinica 17°.

Las muestras de sangre fueron extraídas, anticoaguladas con citrato de sodio

3,8 % (9 vols de sangre + 1 vol. de anticoagulante) se centrifugaron a 3000 G 15

minutos, se separó el sobrenadante y se repitió la centrifugación para obtener un

plasma libre de plaquetas. El plasma se conservó a -20° C hasta su utilización.



111.1.2. NIÑOS NORMALES

Se estudió una pequeña población de niños normales compuesta por 13 niños

(10 varones y 3 mujeres) con una edad promedio de 8,5 años (3 - 17), con un

hematocrito promedio de 39,0 % (37-46) y hemoglobina 13,2 mgldl (12,6-15,6).

III.l.3. EMBARAZADASEN EL TERCER TRIMESTRE

Grupo embarazadas (GE): Se estudiaron 30 mujeres embarazadas normales con

más de 30 semanas de gestación, con una edad promedio de 28 años (18 a 35).

Grupo Control (GC): Se estudiaron 30 individuos normales según las

recomendaciones del Panel de expertos en Teoría de Valores de Referencia 17°.

¡[1.1.4. PACIENTES QUEMADOS

Grupo quemados (GQ): Se estudió un grupo compuesto por 15 pacientes que

sufrieron quemaduras térmicas (3 mujeres y 12 hombres) con un 45,2% (30 - 75

%) de superficie total quemada, con 22,3 % (2 - 55 %) de quemadura tipo AB y un

22 (2 - 40 %) tipo B, edad 38,3 i 18,8 años. La muestra se obtuvo dentro de las

primeras 10 horas de producido el accidente, al 4‘°y 7'"° día post quemadura. Se

separó el plasma por doble centrifugación y se conservó a -70° C hasta su

procesamiento.

Grupo control (GC): Se estudiaron 15 individuos sanos según las

recomendaciones del Panel de expertos en Teoría de Valores de Referencia 17°.



1111.5.PACIENTES EN HEMODIALISIS

Grupo Renales (GR): Se estudiaron 22 pacientes en hemodiálisis (11 mujeres y 11

hombres) con una edad promedio de 65 (25-74) años (mediana y rango),

hematocrito de 32,0 % (22 - 44), índice de adecuación de diálisis (KtN) de 1,52

(1,0 - 2,52), con un tiempo de diálisis promedio de 36,0 meses (2,0 - 168).

Se obtuvo la muestra de sangre previa a la diálisis de la férula arteriovenosa

que se coloca en los pacientes para tal fin. La muestra de sangre se anticoaguló

con citrato de sodio 3,8% (9 volúmenes de sangre + 1 volumen de

anticoagulante), se separó el plasma por doble centrifugación y se conservaron

las muestras alicuotadas a -70° C hasta su procesamiento.

Gmpo Control (GC): Se estudiaron 22 individuos sanos según las

recomendaciones del Panel de expertos en Teoría de Valores de Referencia m.

III.1.6. PACIENTES SEPTICOS

Grupo Sépfico(GS): Se estudiaron 45 pacientes que entraron en la unidad de

terapia intensiva con diagnóstico de sepsis, de acuerdo al Conference Committee

of The American Collage of Chest Physicians and Society of Critical Care

Medicine 1“.

Se diagnosticó sepsis cuando el paciente presentaba evidencia clínica de

infección y cumplía con dos de los siguientes requisitos: recuento leucocitario

< 3.500 ó > 15.000 células/pl, o más de 10% de formas inmaduras, recuento

plaquetario < 100.000 células/pl; temperatura < 35,5° C ó > 38° C, frecuencia

cardíaca mayor de 90 pulsaciones/min; frecuencia respiratoria mayor de 20

inhalaciones/min o la pCOz < 32 mm Hg. La edad promedio fue de 58 años (38 ­

72), 25 hombres y 33 mujeres.

Grupo No Séptico o Grupo Control Terapia (G67): Compuesto por 17 pacientes no

sépticos internados en la misma unidad de terapia intensiva, con problemas



traumatológicos o accidente cerebro vascular. Este grupo constituyó un grupo

control que reflejaba el manipuleo de la terapia intensiva independiente de la

sepsis. La edad fue de 52 (30 - 68) años (mediana y rango); 10 hombres y 7

mujeres.

Grupo Control(GC):40 individuos normales según las recomendaciones del Panel

de expertos en Teoría de Valores de Referenciam.

IILl.7. PACIENTES CON ANTICOAGULACION ORAL CRONICA Y CON

HEPARINA N0 FRACCIONADA

Grupo dicumarínicos (GD): Se estudiaron 30 pacientes anticoagulados con

dicumarínicos (20 hombres y 10 mujeres), estabilizados en rango terapéutico, con

un RIN entre 2 y 3.

Grupo hepafinizados (GH): Se estudiaron 26 pacientes (18 hombres y 8 mujeres)

anticoagulados con heparina no fraccionada por vía endovenosa con dosis

terapéuticas, con valores de KPTT de 55 - 65 segundos. Las muestras fueron

extraídas al tercer día de comenzada la heparinízación.

Grupo Control (GC): Se estudiaron 30 individuos normales según las

recomendaciones del Panel de expertos en Teoría de Valores de Referencia 17°.

1111.8.PACIENTES CON HIPERHOMOCISTEINEMIA

Grupo Hiperhomocisteinémicos(GHH): Se estudiaron 20 pacientes con niveles de

homocisteína plasmática mayores a 14 pM. Edad promedio mayor de 65 años (67

- 92) compuesto por 13 mujeres y 7 hombres.

GrupoControl(GC): Se estudiaron 20 individuos seleccionados según las

recomendaciones del Panel de expertos en Teoría de Valores de Referencia.
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Grupo Control de edad (GCE): Debido a que la edad de los pacientes

hiperhocisteinémicos superaba los 65 años, se utilizó un grupo control de edad

compuesto por 20 individuos sin manifestaciones patológicas, con niveles de

homocisteina menores a 13 pM y mayores de 65 años.

III.l.8. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

El análisis extrapolatorio de los datos se realizó utilizando el procedimiento de

Multiple Box & Wisker Plot.

La comparación de las distintas variables entre los grupos se realizó utilizando

los métodos no paramétricos de Mann-Whitney y el Test del Signo.

El Box-Plot es un gráfico que muestra la distribución de los datos

representando el mínimo y el máximo, el primer y tercer cuartil y la mediana. La

caja central representa el 50% de los datos. Se puede así observar la distribución

de los datos y detectar posibles valores extremos. El múltiple Box & Wisker Plot

permite representar en un mismo gráfico distintas distribuciones, facilitando así

una rápida comparación exploratoria.



III.2. ESTUDIO DE LOS COMPONENTES PLASMATICOS DEL

SISTEMA DE COAGULACION

III.2. l. PRUEBAS GLOBALES DEL SISTEMA DE COAGULACION

Tiempo de protrombina o tiempo de Quick (TP)

Es una prueba global para estudiar la vía extrínseca de la coagulación. Se

basa en determinar el tiempo de coagulación del plasma en presencia de un

exceso de factor tisular (Tromboplastina) e iones calcio 1“. Esta prueba detecta

anormalidades de los factores ll, V, VII y X. Se realizó una curva de calibración

Tiempo de coagulación vs. Protrombina con un pool de al menos 10 plasmas

normales. El tiempo de coagulación de la muestra se extrapoló el % de

protrombina correspondiente. Los resultados se expresaron en % de protrombina.

Se utilizópara esta determinación Tromborel S (Medi-Tech.USA)

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado con Caolín (KP’IT)

Es una prueba global para estudiar Ia via intrínseca de la coagulación. Se basa

en medir el tiempo de coagulación de un plasma con el agregado de una cantidad

estándar de fosfolípidos (cefalina), un activador del sistema de contacto (caolín) e

¡ones calcio. Esta prueba detecta deficiencia en los factores como precalicreínas,

quininógenos de alto peso molecular, factores XII, XI, Vlll y IX, V, X, V, X, Il y

fibnnógeno.

Se utilizópara esta determinación cefalina no comercial preparada de acuerdo

al protocolo de Bell "5. El valor de referencia determinado en nuestro laboratorio

(n: 60) es de 35 - 45 segundos.



Tiempo de Trombina (TI')

Esta técnica evalúa el proceso de fibrino formación. Se basa en medir el tiempo

en el cual el fibrinógeno presente en el plasma se transforma en fibrina, por el

agregado de una cantidad estándar de trombina 1‘. Estudia Ia cantidad y calidad

del fibrinógeno plasmático, asi como también la presencia de heparina.

Se utilizó trombina bovina (Parker-Davis. USA) en una concentración

aproximada de 15 UI/ml.Debido a que la solución de trombina es muy inestable,

se ajustó la dilución de trombina de forma tal que un pool de plasmas normales

coaguló en 13 a 15 segundos.

1112.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD PLASMATICA DE LOS FACTORES DE

COAGULACION

Determinación de fibrinógeno

El método funcional de Clauss se basa el medir el tiempo de coagulación de un

plasma diluido, por el agregado de una cantidad estandarizada de trombina 1”.

Se realizó siguiendo las instrucciones del equipo comercial (Fibrinogen prest,

Stago. Francia). La concentración de fibrinógeno (expresada en mg/dl) se calculó

a partir de una curva de calibración.

Dosaje de los factores dela vía extrínseca por métodos coagulables (II, VII, X y V)

Esta técnica determina la actividad funcional de los factores presentes en el

plasma en estudio, respecto a un plasma control o pool de plasmas normales. Los

factores de Ia vía extrínseca se determinan en base a la presencia de

tromboplastina”.

Técnica: Se diluyó el plasma a estudiar 1/10 con solución fisiológica,

considerando esta dilución como el 100% de actividad del factor. Se mezcló 1

volumen de esta dilución con 1 volumen de plasma deficitario del factor en estudio

(Stago. Francia) y un volumen de tromboplastina, se recalcificó con un volumen

de CaCIz0,025 M y se midió el tiempo de coagulación.



La concentración del factor se determinó extrapolando a partir de una curva de

calibración de un pool normal (tiempo de coagulación vs. concentración del

factor). Se informó el % de actividad respecto al normal o Ul/ml, siendo una

unidad internacional del factor la cantidad funcional del mismo en 1 ml de plasma.

Dosaje de los factores de la vía intrínseca por método coagulable (XII, XI, IX y V111)

Los factores de Ia vía intrínseca se determinan en base a la acción de cefalina

como fuente de fosfolípidos y caolín como activador de la vía intrínseca 1‘.

Técnica: Se diluyó 1/10 el plasma en estudio, siendo esta dilución el 100% de

actividad. Se colocaron un volumen de la dilución con un volumen del plasma

deficitario en el factor a estudiar (Stago. Francia) y un volumen de Ia solución de

cefalina, se incubó 60 segundos y se midió el tiempo de coagulación posterior al

agregado de CaClz 0,025M.

La concentración del factor se extrapoló de la curva de calibración y se informó

la actividad en % respecto al normal o en UI/ml".

Determinación del factor von Willebrand

El dosaje del factor von Willebrand en plasma se realizó mediante

electroinmunodifusión simple según la metodología detallada por el fabricante

(Stago. Francia).



III.2.3. DOSAJE DE LOS lNHlBlDORES FISIOLOGICOS DEL SISTEMA DE

COAGULACION

Ill.2.3.l. Determinación dela actividad de los inhibidores

Actividad de Cofactor II de la Heparina

La actividad del Cofactor IIde la Heparina se determinó según lo descripto en

II.3.

Determinación de actividad de Antitrombina [II

La actividad de Antitrombina IIIse determinó por método amidolítico indirecto.

AI reaccionar plasma diluido con trombina en presencia de heparina se forma el

complejo trombina-ATI" (TAT)y queda trombina residual. La trombina en exceso

actúa frente al sustrato 82238 (Chromogenix. Suecia) liberando p-nitroanilina

(pNA). La concentración de pNA, determinada a 405 nm, es inversamente

proporcional a la concentración de ATlllen el plasma “7.

La técnica se realizó según el protocolo del fabricante. La concentración de

ATlll,determinada funcionalmente, se informóen porcentaje respecto a un plasma

normal o en Ul/mlde plasma.

Determinación de Proteína C

La actividad plasmática de la PC se determinó por método amidolítico directo.

En presencia de un activador específico, Agkistrodón contortn’x,la proteína C del

plasma es transformada en PC activada, cuya concentración es determinada por

su actividad amidolítica sobre el sustrato sintético CBS-4246 (STACHROMPC.

STAGO. Francia)”. La p-nitroanilina liberada se determina

espectofotométricamente a 405 nm.

La técnica se realizó de acuerdo a las instrucciones del equipo comercial

utilizado y la concentración de PC se informó en porcentaje respecto al valor

normal o en UI/ml



Determinación de Proteína S

El ensayo se basa en la habilidad de la PS para actuar como cofactor de la PC

activada, potenciando su efecto anticoagulante frente al factor V. Se determina el

tiempo de coagulación de una mezcla que contiene el plasma incógnita diluido,

PC activada, factor V y plasma normal deficiente en PS. El tiempo de coagulación

es directamente proporcional a la concentración de PS en el plasma incógnito 1‘”.

La técnica se realizó según las instrucciones del fabricante (STACLOTProtein S.

Diagnóstica STAGO, Francia).

11123.2. Dosaje del nivel antigénico de los inhibidores

Determinación de HCII antigénieo

Los niveles de antigenicidad de HCII se determinaron por

electroinmunodifusión simple o rocket según la técnica descripta por Laurell m .

La cuantificación del niveles de HCll se realizó corriendo simultáneamente con

las muestras una curva normal preparada a partir de un pool de 10 plasmas

normales, que se diluyeron en solución fisiológica 1:2 y 1:4 de manera que

corresponden al 100, 50 y 25 %. El desarrollo electroforético se realizó a

intensidad máx. 4 mA, voltaje máx. 180 volts y tiempo de corrida: 170 minutos.

Una vez finalizada la corrida, se midió la altura de los picos y se construyó en

papel milimetrado una curva de calibración (concentración vs. altura) a partir de la

cual se extrapoló la concentración de HCII.

Electroforesis bidimensional del Cofactor II dela Heparina

Se realizó electroforesis bidimensional del Cofactor ll de la Heparina con

Dermatán Sulfato en la primera dimensión, siguiendo la técnica de Sóderholm 1°"
192

El método consiste en dos procesos de electroforesis combinado con

inmunodifusión. En la primera electroforesis se produce la separación de las



proteínas del plasma de acuerdo a su carga neta y peso molecular, luego se

siembra el anticuerpo de la proteína a estudiar, se gira la placa 45° de manera de

proceder a la segunda electroforesis en donde ocurre la formación y precipitación

del complejo antígeno-anticuerpo.

Se sembraron 45 ul de plasma y Dermatán Sulfato purificada en la calle de la

corrida en la primera dimensión, finalizada la misma se giró la placa 45°, se

sembró el anticuerpo y se realizó la corrida en Ia segunda dimensión durante 150

minutos.

Se Iavó con solución fisiológica durante 12 horas, se coloreó con Azul brillante

de Coomasie 0,5 % en metanol: ácido acético: agua (45: 10: 45) durante una hora

y luego se decoloró el fondo de la corrida con metanol: ácido acético: agua (45:

10: 45)

Antitrombina Ill antigénica

La determinación de ATIII inmunológica se realizó mediante

inmunoaglutinación en micropartículas de látex. La técnica se basa en la

inmunoadsorción de partículas de látex, conjugadas con anticuerpo anti ATIII,el

ATlll del plasma forma el inmuno complejo con el anticuerpo, el complejo precipita

y la absorbancia de Ia solución a 590 nm disminuye. La concentración de ATlll es

inversamente proporcional a la absorbancia. Se utilizó el equipo Lía test ATlll

(Stago. Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

La concentración de ATIlIde la muestra se extrapoló a partir de una curva de

calibración, concentración de ATIIIexpresado en % o Ullmlvs. Absorbancia.



Proteína C antigénica

La concentración de PC antigénica se determinó por técnica de

fiagnammunoensayo (Trombostika Proteína C. Micro elisa Organon Tecknika.

Proteína S antigénica

El dosaje del nivel antigénioo de PS total en plasma se realizó mediante

inmunoaglutinación en micropartículas de látex (Lía Test PS. Stago. Francia) El

fundamento del método es similar al detallado para ATlll.

IIl.2.3.3. Otras determinaciones

Actividad de Dennatán Sulfato en plasma

La medición de los niveles de DS en plasma se realizan por metodo amidolítico

indirecto en dos etapas. En un primera etapa, se adsorbe el plasma con una

suspención de bentonita para eliminar el HCII, ATlIl y fibrinógeno, el

sobrenadante se incuba con HCIIbovino purificado y un exceso de trombina. Se

determina la actividad amidolítica de la trombina residual sobre el sustrato

cromogénico CBS 61.50. La absorbancia, medida a 405 nm, es inversamente

proporcional a la concentración de dermatán sulfato 1”.

La determinación se realizó siguiendo el protocolo comercial (STACHROMDS,

Diagnóstica STAGO). Los valores de referencia del DS se determinaron midiendo

el DS plasmática en 40 plasmas normales, de los utilizados para determinar los

valores de referencia del Cofactor ll de la Heparina.



Concentración de homocisteína plasmática

Se determinó la concentración de homocisteína plasmática mediante un

enzimainmunoensayo Axis Homocysteine EIA (Axis Biochemicals ASA. Noruega).

Para lo cual se utilizó plasma anticoagulado oon EDTA,centrifugado y separado

dentro de Ia primera hora de extracción.

Las distintas especies en que se encuentra la homocisteína (Hcy) son

reducidas a Hcy libre y ésta es convertida enzimáticamente a S-Adenosil Hcy

(SAH). A continuación se procede a un enzimainmunoensayo en fase sólida,

basado en Ia competición entre SAH de la muestra y la SAH unida al medio

soporte, por los distintos sitios de unión a un anticuerpo monoclonal anti-SAH.



RESULTADOS '
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I. CARACTERIZACION DEL COFACTOR II DE LA

I-IEPARINAPLASMATICO

Se investigaron las características del HCII humano purificado utilizando

técnicas electroforéticas, comparando su comportamiento con HCll de origen

bovino con el objetivo de utilizarlos posteriormente como testigos de las corridas

electroforéticas del plasma humano.

1.1. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS­

PAGE)

Se realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida según la

técnica descripta por Laemmli ‘75,con un T= 9 % C= 2,6 con SDS.

Se determinó el peso molecular del HCII humano y bovino purificado para su

posterior utilización como testigo mediante el cálculo del Rf de las proteinas y de

los marcadores de peso molecular. Se construyó de la curva Rf en función del

peso molecular de los marcadores a partir de la cual, se extrapoló el PM del HCII.

El HCIl humano presentó una banda correspondiente a 65.600 t 2 daltons (el

peso molecular es promedio de tres experiencias), el HCll bovino presentó una

banda mayoritaria correspondiente a 53.000 t 2 daltons. La figura N° 8 muestra la

electroforesis en geles de poliacrilamida de la solución de HCIIhumano (calles 2

y 4) y HCII bovino (calles 3 y 5).

Si bien el PMdel HCllcalculado a partir de su secuencia de aminoácidos es de

54.996 D la molécula presenta tres sitios de glicosilación, Io que lleva al PM a

61.110 D para la glicoproteína "2, coincidente con los valores determinados por

análisis de equilibrio de sedimentación 65.600 5ó 62.100 D ‘“ y los calculados a

partir de SDS-PAGE 65.600 D.
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Figura N° 8. Perfil electroforético del HCIIhumano y bovino puro

Electroforesis en gel de poliacrilamida (T= 9 %; C= 2,6) con SDS utilizando un
sistema discontinuo de buffers.
Calle 1: marcadores de peso molecular
Calles 2 y 4: HCll humano purificada.
Calles 3 y 5: HClI bovino purificada.



1.2.ISOELECTROENFOQUE EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se realizó un primer isoelectroenfoque utilizando anfolitos de amplio rango (3 ­

10) para estimar la zona de punto isoeléctrico (pl) donde se ubica el HCIIhumano

purificado. Finalizado el mismo, se construyó una curva de pH en función de Ia

distancia y se extrapoló la distancia recorrida por el HCII. De esta manera se

determinó que el HCIIse ubicaba en la zona punto isoeléctrico (pl) cercano a 5.

Se realizó un segundo isoelectroenfoque con un gradiente de anfolito más

cercano al pl de la proteina (3 - 6), para obtener mejor resolución. Una vez

estandarizada la técnica se realizaron tres isoelectroenfoques. con la misma

relación vots/horas. Se construyó la curva de pH en función de distancia y se

determinó el pl del HCll.

El HCIIhumano presenta microheterogeneidad con respecto a su pl. ya que se

observa una banda mayoritaria a 5,15 y bandas menores a pl 5,05 y 4.95, lo cual

coincide con lo descripto en la literatura 5.

Una vez que se caracterizó el HCII purificada de origen humano y bovino

mediante técnicas electroforéticas, se utilizaron como testigos en las corridas

posteriores.

L3. DETECCION INMUNOLOGICA. WESTERN BLOT

Con el objetivo de caracterizar el HCII plasmática se aplicaron diversas

técnicas electroforéticas al plasma de 25 individuos sanos, seleccionados según

las recomendaciones dela Federación Internacional de Química Clínica 17°.

Se realizaron técnicas de SDS-PAGE con T= 7% y C= 2,6 seguidas de

detección inmunológica del HCll por Western blot.

La figura N°9 muestra el resultado de corridas por SDS-PAGE, seguidas de un

electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa, reveladas con anticuerpo



policlonal para HClI humano. Todas las calles corresponden a plasma humano

normal de los distintos individuos.

Se observa la presencia de una banda mayoritaria y otras de menor intensidad

correspondiente al HCll, que se ubican aproximadamente a los 65,6 kD. Resulta

llamativala presencia de tres bandas de intensidad suave en una zona de mayor

peso molecular, que revelan con el anticuerpo anti HCII. Los 25 plasmas

normales estudiados por duplicado, presentaron el mismo perfil.

Se indujo la formación in vitro el complejo trombina-HCII, para compararlo con

las bandas de alto peso molecular. El western-blot reveló que el peso molecular

del complejo es de aproximadamente 96.000 D, mientras que las bandas de alto

PM que revelaron con anti-HCII. que se observaron en el plasma normal,

presentaron una movilidadelectroforética correspondientes a un peso molecular

mayor (ver figura N° 14).

Se comprobó la especificidad del anticuerpo anti HCII realizando un SDS­

PAGE sembrando HClI,fibrinógeno, ATllly albúmina humana purificada. luego se

transfirió mediante Western Blot a la membrana de nitrocelulosa y se reveló con

anti HCII. El anticuerpo anti HCll no reconoció la ATlll (Fig. N° 16), fibrinógeno

(Fig. N° 10 y 13) ni albúmina. corroborando la especificidad del mismo.

De esta manera, al realizar las corridas electroforéticas seguidas de

Western blot con el plasma de los 25 individuos normales, detectamos una

banda de HCIlde 65.600 D de PMy tres bandas de menor intensidad y mayor

peso molecular que revelaron con anti HCII.

En la bibliografia no se encontró referencias sobre la presencia de bandas de

alto PM en SDS-PAGE, Westem-Blot. Esto podria deberse a que los autores

trabajan con muestras pretratadas, ya sea HCII purificado a partir de plasma

5'1°,o con plasmas desfibrinados m.humano

Durante el desarrollo de este trabajo estudiaremos dichas bandas.

principalmente en el punto II.3.
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Figura N° 9. SDS - Western Blot de plasmas normales

revelados con anticuerpo anti HCIIpoliclonal humano.

Se realizó un SDS con T= 7%; C= 2,6 seguida de detección
inmunológica de HCII por Westen Blot. Las calles 1-7
conesponden a distintosplasmas normales.
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L4. INVESTIGACION DE LA UNION DEL HCII PLASMATICO A

PROTEINAS

En los SDS-PAGE, Western Blot de plasmas nonnales revelados con

anticuerpo anti HCIIse observó la presencia de bandas de alto peso molecular

distintas a la del HCIInativo. A partir de este hallazgo se comprobó si las bandas

de alto PM correspondían al HClI unido a otras proteinas, mediante el uso de

técnicas electroforéticas.

1.4.1.ELECTROFORESIS EN CONDICIONES REDUCTORAS

Se realizó el fraccionamiento electroforético a intensidad de corriente constante

(25 mA)en gel de poliacrilamida (T= 7 %; C= 2,6) con SDS empleando el sistema

discontinuo de buffers. Las muestras fueron previamente tratadas con

Bmercaptoetanol 100 mmolll y SDS 10 gli, seguido de transferencia sobre

nitrooelulosa y revelado con anticuerpo policlonal anti-HCII.

La Figura N° 10 presenta el perfil electroforético obtenido. En el plasma normal

(calle 1), se observa la presencia de una banda mayoritaria y otras de menor

intensidad. cuya movilidad electroforética coincide con la de HCII testigo. Se

destaca nuevamente la presencia de bandas que revelan con anti-HCII,pero cuyo

peso molecular es apreciablemente mayor que el del inhibidor nativo.

En los plasmas normales pretratados con Bmercaptoetanol (calles 4 y 5), solo

se evidencia la banda correspondiente al HCIl puro, sin observarse las de alto

peso molecular, presentando esta banda la misma movilidadelectroforética que el

HCIltestigo (calle7). En esta transferencia también se observa que el fibrinógeno

humano no revela con anti HCII(calle 3).

El Bmercaptoetanol es un agente que rompe los puentes S-S. Las condiciones

reductoras del Bmercaptoetanol habrlan escindido uniones disulfuro, permitiendo

la liberación del HCIIel cual se movilizó como HCll testigo.
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Figura N° 10. SDS-PAGE seguido de Western Blot. Pretratamiento de

las muestras con Bmercaptoetanol.

Calles 1: Plasma normal sin Bmercaptoetanol.
Calle 2: HCIIhumano purificada sin Bmercaptoetanol.
Calle 3: Fibrinógeno humano purificada sin Bmercaptoetanol.
Calles 4 y 5: Plasmas normales tratados con Bmercaptoetanol.
Calle 6: HCIIhumano purificada tratado con Bmercaptoetanol.
Calle 7: Fibn'nógeno humano pun'ficado tratado con Bmercaptoetanol
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Se realizó un SDS-PAGE seguido de Western - Blot utilizando urea como

agente reductor.

La figura N° 11 muestra el perfil obtenido. EI pretratamiento del plasma normal

con urea, no modifica el perfil, se observan las bandas de alto peso molecular que

revelan con anti-HCII(calle 4). Cuando el plasma normal es pretratado con urea y

Bmercaptoetanol, no se observan las bandas de alto PM, mientras que se

mantiene la del HCll nativo (calle 1).

Observamos que la presencia de urea como agente reductor no permite la

separación del HCIIde la proteína a la cual está agregada, por lo cual concluimos

que no están presentes uniones del tipo de puentes hidrógenos, ni de fuerzas de

van der Walls.

BANDAS
ALTO P
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Figura N° 11. SDS-PAGE seguido de Western - Blot. Pretratamiento con urea

Calle 1: Plasma nonnal pretratado con urea 8 My ,Bmercaptoetanol
Calle 2: HCIIhumano purificada pretratado con urea y flmercaptoetanol
Calle 3: HCIIpurificado pretratado con urea, sin ,Bmercaptoetanol
Calle 4: Plasma normal pretratado con urea, sin ,Bmercaptoetanol
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[1.4.2. DOBLE ELECTROFORESIS DE HCH

Con el objetivode separar las bandas de alto peso molecular que revelaron en

SDS-PAGE, Western blot con anticuerpo anti HCll, se realizó una doble

electroforesis, seguida de transferencia sobre nitrocelulosa revelada con

anticuerpo anti HCIIcomo se detalla en l|.4.2. de materiales y métodos.

La Figura N° 12 muestra los resultados obtenidos. La calle 1 corresponde a

HCll humano testigo y la calle 2 a plasma normal en la primera electroforesis. Se

observó que el plasma normal presenta la banda mayoritaria cuya movilidad

electroforética es similar al del HCIl testigo y las bandas de alto peso molecular

que revelan con anti HCIl, este fragmento de nitrocelulosa es el testigo de la

primera corrida.

Finalizada la primera electroforesis. se cortó el gel aislando la zona que

corresponde a las proteínas de alto peso molecular,de esta manera se separaron

las proteinas de alto peso molecular que revelan con anti HCII,de aquellas que

presentan la misma movilidad electroforética que el HCIl testigo presentes en el

plasma normal.

Las calles 3’, 4’ corresponden a las proteínas de alto peso molecular de

plasmas normales, que fueron separadas luego de la primera electroforesis,

eluidas y resembradas en la segunda electroforesis. Se observa que las proteinas

de alto peso molecular que se aislaron y corrieron nuevamente sin tratamiento

reductor, en la 2‘”electroforesis permanecen en el sector de alto peso molecular.

Las calles 5' y 6' corresponden al mismo segmento de alto peso molecular de

plasmas normales, pero pretratados con Bmercaptoetanol en la segunda corrida

electroforética. Las proteínas de alto PM que fueron tratadas con

Bmercaptoetanol. migraron de forma similar al testigo de HCll humano (calle 7’)

indicando que las bandas de alto peso molecular que revelan con anti HCll

corresponderlan a HCIIunido a proteinas .



Con la doble electroforesis del HCIlse pudo separar las bandas de alto PM de

las de HClI nativo; estas bandas se mantuvieron en la zona de alto PM en la

segunda electroforesis y el tratamiento con Bmercaptoetanol liberó al HClI del

agregado macromolecular por Io cual se movilizócomo HCIIpuro.

Del tratamiento del plasma humano normal con agentes reductores y posterior

SDS-PAGE/ Western Blot revelado con anticuerpo policlonal anti HCII,

concluimos que la acción de la urea 8 M no permite la separación del HCIIde Ia

proteina a la cual está unida. El agente reductor Bmercaptoetanol al romper

puentes disulfuros, libera al HCll del agregado macromolecular y permite que

migre como HCIItestigo.
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Figura N° 12. Electroforesis doble seguida de Western Blot

revelado con anticuerpo policlonal anti HCII.

Calle 1: HCll humano purificada, testigo. (pn'mera corn'da).
Calle 2: Plasma humano (primera corrida).
Calles 3’ y 4’: Proteínas de alto peso molecular de los plasmas
normales que fueron separadas luego de la primera electroforesis
y resembradas (Segunda electroforesis).
Calles 5’ y 6': Proteínas de alto peso molecular de los plasmas
normales que fueron separadas luego de la primera electroforesis
tratadas con Bmercaptoetanol y resembradas. (Segunda
electroforesis).
Calle 7’: HCll humano purificada. Testigo de la segunda
electroforesis.
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[1.4.3. INVESTIGACION DE LA UNION DE HCII A FIBRINOGENO

Con el objetivo de determinar la o las proteinas a las cuales se une el HCll se

realizaron las siguientes electroforesis:

Revelado con anti flbdnógeno: La figura N° 13 muestra un SDS-PAGE/Western

Blot. Una vez finalizada la transferencia, se dividió la lámina y se reveló una mitad

con anti HCII y la mitad restante con anti fibrinógeno, como se detalla en la

sección II.4.3de materiales y métodos.

El segmento comprendido por las calles 1 a 4 se reveló con anticuerpo anti

HCIl y el formado por las calles 5 a 7 con anticuerpo anti fibrinógeno. El HCII

bovino purificado (calle 3) presenta movilidad electroforética similar al HCll

humano testigo y al plasmática. El plasma normal presenta nuevamente las

bandas de alto PM (calle 4), en esta transferencia se observa claramente que

estas bandas desarrollan la misma movilidadelectroforética que el fibrinógeno del

plasma normal (calle 7). El HCII humano y bovino testigos (calles 5 y 6) no

revelan con anti fibn'nógeno, y el fibrinógeno (calle 1) no revela con el anticuerpo

anti HCll, indicando de esta manera que los anticuerpos no presentaron reacción

cruzada.

Si bien se esperaría que al formarse la unión entre el HClly fibrinógeno el peso

molecular del fibrinógeno se modificara, y junto con él la movilidad electroforética,

hay que tener en cuenta que el fibrinógeno es la proteina del sistema de

coagulación que se encuentra en mayor concentración en el plasma (300 mglml).

además de presentar un alto peso molecular (330 kD). La concentración

plasmática de HCIIes 4.000 veces menor (aproximadamente 0,09 mglml ) y sólo

una pequeña proporción del mismo se unirla al fibrinógeno. por lo tanto mediante

las técnicas utilizadas, el peso molecular del fibrinógeno no se modificarla por la

unión del HCll.
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Figura N° 13. SDS-PAGE Western BIot revelado con anticuerpo

policlonal anti HCIIhumano y anti fibrinógeno humano.

Calle 1 : Fibrinógeno humano.
Calles 2 y 5: HCIIhumano.
Calle 3 y 6: HCII bovino.
Calle 4 y 7: Plasma normal
La sección que contiene las calles 1 - 4 se reveló con anti HCII,y las
que contiene las calles 5 - 7 con anti fibrinógeno.



Plasma desflbrinado: Con el objeto de comprobar que la proteina a la cual se

une el HCIIes el fibrinógeno, se obtuvo plasmas desfibrinados para observar la

presencia o ausencia de las bandas de alto PM conteniendo HCII.

Se desfibrinó por acción del calor un pool de plasmas normales como se

detalla en materiales y métodos. Se dejó coagular sangre en presencia de

Dermatán Sulfato para inducir la formación del complejo Trombina-HCll ¡n vitro y

se realizó un SDS-PAGE. finalizado el mismo se dividió la lámina revelándose

una mitad con anti HCIIy la otra con anti fibrinógeno. Los resultados se muestran

en la figura N° 14.

El segmento comprendido por las calles 1 a 3 se revelaron con anticuerpo anti

HClIy la porción que contiene las calles 4 y 5 con anticuerpo anti fibrinógeno.

Tanto el plasma desfibrinado (calle 1). como el suero (calle 2) ,no presentan las

bandas de alto PM que revelen con anti HCll, mientras que sl se observan en el

plasma normal (calle 3). Nuevamente se puso de manifiesto que estas bandas de

alto PM presentan la misma movilidad que el fibrinógeno, e incluso un número y

posición similares. siendo la intensidad de las bandas de HCIIapreciablemente

mayor que las del fibrinógeno. En esta corrida se puede observar el complejo HCII

- trombina (calle 2) cuyo peso molecular es de aproximadamente 96.000 D,

mientras que el PM de las bandas que revelan con anti HCll es apreciablemente

mayor.

Este hallazgo permite descartar que las bandas de alto PM reveladas con anti­

HCll, correspondan al complejo trombina - HCII.
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Figura N° 14. SDS-PAGE/Westem Blot de plasmas desfibn'nados

relevado con anticuerpo policlonal anti HCIIfibn’nógenohumano.

Calles 1y 5: Plasma desfibn'nado por calentamiento.
Calle 2: Suero coagulado en presencia de Dennatán Sulfato.
Calle 3 y 4: Plasmas normales.
El segmento que contiene las calles 1 a 3 se revelaron con
anticuerpo anti HCII humano y las 4 y 5 con anticuerpo anti
fibn'nógeno humano.
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La figura N° 15 muestra un SDS-PAGE seguido de transferencia revelado con

anti HCIIde un mismo plasma desfibrinado mediante distintos procedimientos (ver

materiales y métodos |.7.).

Se observa que al eliminar el fibrinógeno por cualquiera de las metodologlas

utilizadas, como calentamiento (calle 2), liberación del fibrinopéptido A de la

cadena a de la fibrina producida por acción del veneno de Bothrops atrox (calle

3). proteólisis del fibrinógeno realizada por el veneno de Agkistrodon rhodostoma

(calle 4). o por coagulación en el suero (calle 5), se eliminan las bandas de alto

peso molecular que revelan con anti HCll.

De esta manera se refuerza la evidencia de que el HCIIfisiológicamente circula

unido al fibrinógeno y que cualquier modificación en la estructura de la molécula

del fibrinógeno afecta la unión del HCll al mismo.



Flgura N° 15. SDS-PAGE/Westem Blot de plasma desflbn'nado con

distintas técnicas, revelado con anticuerpo anti HCIIhumano.

Calles 1y 6: Plasmas normales.
Calle 2: Plasma desfibn'nado por calentamiento.
Calle 3: Plasma desfibn'nado con veneno de Bothrops atrox.
Calle 4: Plasma desfibrinado con veneno de Agkistrodonmodostoma.
Calle 5: Sueno.
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Revelado con anti vitronectina: Se repitió el mismo procedimiento revelando la

mitad de la placa con anticuerpo anti vitronectina y la otra mitad con anti HCII.

Las bandas que revelan con anti vitronectina, presentan distinta movilidad

electroforética que las de alto peso molecular que revelan con anti HCII,

indicando que el HCIIno se uniria a vitronectina.

Revelado con Antltrombina III:Dado que el Cofactor IIde la Heparina presenta

gran homologla estructural con la ATIII.se realizó una transferencia para verificar

que no hubiera reacción cruzada del anticuerpo anti HCII(Figura N° 16 ).

Luego de la tranferencia, se dividió la lámina, la porción que contiene las calles

1 y 2 se reveló con anticuerpo anti ATIII, mientras que las calles 3 y 4 con

anticuerpo anti HCII.

Las bandas que evidencian a la ATIIIpresentan una movilidad electroforética

mayor que las bandas de HCII, lo cual coincide con las diferencias en los pesos

moleculares (ATIII56 kD ; HCll 65,6 kD). El plasma non'nal revelado con anti ATIII

no presenta las bandas de alto PM.

De esta manera observamos que la identidad inmunológica del HCII,el cual no

presenta reacción cruzada con la ATIII,proteina con la cual comparte un 60% de

homologla estructural.
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Figura N° 16. SDS-PAGE/Western blot de plasmas revelados con
anticuerpos policlonales anti HCIIy anti ATIII
Calle 1 y 3: Plasma normal; Calle 2: ATIII humana purificada
(control de ATIII); Calle 4: HCII bovino purificada (control de HCII)
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1.5. DISCUSION DE LA CARACTERIZACION DEL HCII

PLASMATICO

Al estudiar mediante técnicas electroforéticas al HCll plasmático encontrarnos

que no solo se presenta como un banda mayoritaria de 65.600 D de peso

molecular, si no que se observa la presencia de tres bandas de HCIIen zonas de

mayor peso molecular.

Mediante Ia utilización de SDS-PAGE/ Western Blot revelado con antisuero

anti-HCIIse estableció que las bandas de alto peso molecular, que revelan con

anti-HCll, corresponderían a un agregado macromolecular de HCIl unido a otra

proteína plasmática.

El desarrollo del SDS-PAGEI Western Blot en presencia de urea no modifica el

perfil electroforético. En cambio el tratamiento de la muestra con Bmercaptoetanol

permite la separación del HCll del agregado macromolecular, el HCll liberado se

desplaza como el HCll testigo, determinando que puentes disulfuros estarían

implicados en Ia estabilidad del agregado.

Para identificar Ia proteína a la cual se une el HCll se realizaron SDS-PAGE

seguidos de Western Blotrevelando con diversos anticuerpos, observándose que

el agregado macromolecular presenta la misma movilidad electroforética que el

fibrinógeno plasmático. AI eliminar el fibrinógeno de plasmas normales con

diversos agentes (calor, veneno de Bothrops atrox, veneno de Agkistrodon

rhodostoma, suero) se observa la eliminación de Ia banda de alto PM,

corroborando Ia unión del HCll al fibrinógeno.

Del análisis de los estudios del HCII plasmático mediante técnicas

electroforéticas, podemos inferir que, fisiológicamente un porcentaje del

HCIIplasmático circularía unido al fibrinógeno.
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II. INTERACCION IN VITRO COFACTOR II DE LA

HEPARINA-TROMBINA

II.l. ACTIVIDAD DE TROMBINA HUMANA SOBRE SUSTRATROS

CROMOGENICOS

Se determinó la actividad amidolítica de trombina humana purificada sobre dos

sustratos cromogénicos 8-2238 y Chromozyn Th, observándose que la actividad

amidolítica de la trombina sobre ambos sustratos fue similar. Como consecuencia

se eligió ei sustrato 8-2238 para las determinaciones de la actividad de trombina.

Los sustratos cromogénicos miden la actividad estearásica de la enzima, que en

la trombina es paralela a la actividad proteolítica intrínseca.

II.2. CURVA DE CALIBRACION DE TROMBINA

Se realizó una curva de calibración de trombina comprendida entre de 10 a 230

nM. Como se observa en la figura N° 17 es una línea recta (R2= 0,99) dentro de

las concentraciones de 10 a 200 nM, que corresponden a absorbancias entre 0,2

y 2,00; siendo este el rango de concentraciones adecuado para el estudio de la

actividad de HCII ¡n vitro, mediante la utilización del sustrato cromogénico

seleccionado.
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Figura N° 17. Curva de calibración de trombina humana

11.3.ESTABILIDAD DE TROMBINA A 37° C

Cuando se estudió la estabilidad de Ia trombina humana a 37°C se observó

que esta enzima presenta un decaimiento de su actividad amidolítica en el tiempo

(Figura N° 18 A).

El análisis cinéticos de los resultados demostró dos pendientes con

velocidades diferenciales, durante los primeros minutos el decaimiento de la

actividad de trombina es mas pronunciado (v¡= 8.106) que en el tiempo posterior (

hasta 30 min.:v2= 3 10°).
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Como consecuencia de la inestabilidad de la trombina a 37°C observada, los

estudios de inhibición de trombina in vitro se diseñaron realizando blancos de

estabilidad de trombina en cada alícuota. De forma tal, Ia inestabilidad de Ia

trombina se calcula para cada uno de los resultados.

La trombina normalmente no se encuentra en circulación, sino que debe ser

generada a partir de la activación de protrombina. Por nuestros resultados vemos

que esta serinoproteasa presenta una gran pérdida de actividad a la temperatura

corporal, primordialmente en los primeros minutos. Este decaimiento de actividad

de trombina a 37°C podría ser un mecanismo más, que colaborara con el proceso

de inactivación de una enzima clave del sistema de coagulación.

II.4. ESTUDIO DE LA ESTABlLIDAD DE HCII A 37° C

El estudio de la estabilidad del HCII a 37° C como se observa en la Figura N°

18 B reveló que la serpina es mucho mas estable que la trombina, Io cual

coincidiría con su vida media de 2,5 días en la circulación.
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II.5. INHIBICION DE TROMBINA HUMANA POR HCII EN

SISTEMAS PUROS

[1.5.1. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE TROMBINA POR HCII

La capacidad inhibitoria de trombina del HCII en concentraciones fisiológicas

en ausencia de glicosaminoglicanos se muestra en la Figura N° 19. Estos

estudios ponen en evidencia una leve acción antitrombótica del HCll en ausencia

de su potenciador específico después del período de latencia.

Para todas las concentraciones trombina utilizadas, se observa un período de

latencia durante el primer minuto en la actividad antitrombínica del HCII.

Luego del periodo de latencia, la capacidad del HCII de inhibir trombina, varia

de acuerdo a la concentración de la misma. A altas concentraciones de trombina

(100 nM) la inhibición es mínima, mientras que la acción inhibitoria es mayor a la

menor concentración de trombina utilizada (10 nM).

La incapacidad inicial del HCII de inhibir trombina coincidiría con Ia estructura

de la molécula de HCII. que presenta el sitio activo oculto, necesita un cambio

conformacional para exponer el sitio activo y que el HClI pueda desarrollar su

función (ver |l.3.3.2.B. de introducción).EI sitio activo del HCll presenta el

aminoácido Leucina en la posición P1, atípico para los inhibidores de trombina,

motivo por el cual el HCll manifiesta gran especificidad por trombina pero baja

capacidad antitrombínicaen ausencia de su potenciador.

Los resultados obtenidos coinciden con lo descripto por Derechin et al "5,

quien informa que, la constante de segundo orden de la inhibiciónde trombina por

HCIIen ausencia de DS es de k2: 6.3.104 M'1min".
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Figura N° 19. Inhibición de trombina por HCII en

ausencia de Dermatán Sulfato.
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II.5.2. ACCION DE LOS POTENCIADORES

Se investigó el efecto de los glicosaminoglicanos sobre la actividad

antitrombínica del HCII.Los glicosaminoglicanos estudiados fueron :

Dermatán sulfato no fraccionado y de bajo peso molecular.

Heparina no fraccionada y de bajo peso molecular.

II.5.2.l. DERMATAN SULFATO NO FRACCIONADO

Con el objetivo de estudiar como varía Ia acción antitrombínica del HCll en

presencia de distintos glicosaminoglicanos, se realizó primariamente el dosaje de

Ia inhibición de trombina 10 nM por HClI (concentraciones fisiológicas) en

presencia de un potenciador específico como el dermatán sulfato no fraccionado.

Como se observa en la Figura N° 20, la presencia del GAG (0,25 mg/ml

concentración final), salva el período de latencia en la inhibición de trombina por

HCll con una pendiente de 42 UA (Unidades arbitrarias: A DO/min.) en presencia

de DS.

A los dos minutos, la inhibición de trombina potenciada por el DS alcanza

valores cercanos al 50 %, mientras que en ausencia del mismo Ia inhibición es

sólo del 7 %. A partir de los 10 minutos se obtiene el máximo de funcionalidad del

HCII.

Debido a la desaparición del período de latencia por el DS, su presencia podría

inducir el cambio conformacional en la molécula de HCII,ya que competiría con el

extremo aminoterminal del HCIl por el sitio de unión a los glicosaminoglicanos,

produciendo el desplazamiento de dicho extremo y la apertura de la molécula de

HClI exponiendo el sitio activo.
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DERMATAN SULFATO DE BAJO PESO MOLECULAR

Se determinó la acción del dermatán sulfato de bajo peso molecular (LMWDS),

una droga antitrombótica de mayor biodisponibilidad, en la inhibición de trombina

por HCll.

Se observa en la Figura N° 21 que las velocidades iniciales con DS no

fraccionado y con LMWDS son similares ( v¡=0,11 UA y 0,076 UA con LMWDS).

En ambos casos se alcanza la funcionalidad máxima de HCll a los 10 minutos,

siendo esta un 30% menor con LMWDS.

Asi el dermatán sulfato no fraccionado es ligeramente mas efectivo en inhibir

trombina que el LMWDS.

100 -;

0o l

80
7o
60

Inhibicióndetrombina(%) 50
4o -;

30
20 ­

1o ­

0 ‘i'l‘f-I'TT'I'T'I’T‘T'I‘T'TT-ITT't-T‘FTT‘H-r‘l-I-I‘I'l
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura N° 21. Actividadantítrombínica del HClI en presencia de dermatán sulfato
no fraccionado (DS) y dermatán sulfato de bajo peso molecular (LMWDS)
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[1.5.2.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE DERMATAN SULFATO NO
FRACCIONADO

Se estudió la capacidad potenciadora del HCIIde distintas concentraciones de

dermatán sulfato en función del tiempo (Figura N°22 A y B).

Se observa en la Figura N° 22 A que al aumentar la concentración del

potenciador, se incrementa la actividad antitrombínica del HCII para el rango

estudiado. Para todas las concentraciones de DS ensayadas, la presencia del

mismo salva el período de latencia.

La capacidad potenciadora de la actividad antitrombínica mediada por el HCll

depende de la concentración de DS en forma Iogarítmicacomo se ve en el inserto

de la figura N° 22 B, al aumentar la concentración de DS aumenta Ia capacidad

del HCII de inhibir trombina.

Los resultados muestran capacidad antitrombínica mayor que en ausencia del

potenciador, aún a concentraciones de 2,510" mg/ml salvando el período de

latencia. La gráfica de v. en función de la concentración de derrnatán sulfato es

una hipérbola que se satura a concentraciones mayores de 2,5.10'2 (Figura N°22

B)
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Figura N°22 A y B. Efecto dela concentración de dermatán sulfato.

Inhibiciónde trombina 10 nM por HCII (0,02 PEU/ml) en presencia de 0,0; 0,25;
0,025 y 0,0025 mg/m/de dermatán sulfato no fraccionado.
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11.5.23. HEPARINA NO FRACCIONADA Y DE BAJO PESO MOLECULAR

La heparina no fraccionada y de bajo peso molecular en concentraciones

similares a las de dermatán sulfato utilizadas (0,25 mg/ml), no es un potenciador

eficiente del HCIlen el proceso de inhibición de trombina.

Nuestros resultados coinciden con lo descripto por Tollefsen quien demostró

que la potenciación del HCIIpor heparina se produce a partir de concentraciones

de heparina superiores a 20 U/ml,valores que superan la dosis terapéutica.

100­

lnhibicióndetombina(%)

Figura N° 23. Acción de los potenciadores sobre la
actividad antítrombínica del HC/l.

En la Figura N° 23 se compara la acción de los potenciadores ensayados.

Como se ha indicado la capacidad antítrombínica del HClI aumenta

significativamente en presencia de DS no fraccionado. El DS de bajo peso

molecular (LMWDS) potencia menos eficientemente al HCll, mientras que la

heparina no fraccionada y de bajo peso molecular (LMWH)a las concentraciones

ensayadas no favorecen la actividad de HCll.



11.5.3.EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TROMBINA

Se estudió la capacidad antitrombínica del HCII en niveles fisiológicos de

inhibirconcentraciones crecientes de trombina en presencia del potenciador, que

simulan el proceso de generación de la enzima ante estímulos de distinta

magnitud.

En Ia Figura N° 24 A se observa que la capacidad del HCIIde inhibir trombina

aumenta a medida que se disminuye la concentración de trombina.

El análisis de las velocidades iniciales revela que el HCll inhibe mas

eficientemente trombina hasta concentraciones 30 nM, a partir de la cual la

capacidad del HCll decae hasta ser casi nula con trombina 50 nM (Figura N° 24

B).

Si bien trombina 30 nM presenta Ia mayor velocidad de interacción, el máximo

de actividad antitrombínica se alcanza a los 10 minutos con la menor

concentración de trombina (10 nM) obteniéndose un 82% de inhibición (Figura N°

24 A). La actividad de menores concentraciones de trombina (5 nM) no puede ser

detectada mediante la utilizacióndel sustrato cromogénico.

Los resultados indicarían que el HCll inhibe eficientemente hasta

concentraciones de trombina 30 nM, pero que una vez que se generan altas

concentraciones de trombina, a pesar que el potenciador este presente, el HCII

no desempeñaría un papel preponderante en la inhibiciónde trombina.
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[1.5.4.EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL INHIBIDOR (HCIl)

Con el objetivo de establecer como varía la capacidad antitrombínica del HCll

en función de su concentración, se investigó la inhibición de trombina 10 nM por

distintas concentraciones de HCII.que comprenden el rango de 25 a 200% del

nivel plasmático fisiológico del HCII.

El estudio de Ia cinética obtenida (Figura N° 25 A) reveló que al aumentar la

concentración de HClI aumenta su capacidad de inhibir trombina, que

corresponde a la respuesta inmediata fisiológica del HCII.

Las velocidades iniciales son proporcionales a la concentración de HCIIhasta

0,03 PEU/ml (150 %), no así al valor máximo ensayado (200%), sin embargo a los

10 minutos, la concentración fisiológica del HCll (1 PEU/ml, que por la

metodología utilizada corresponde a una concentración final en el tubo de

reacción de 0,02 PEU/ml)obtiene un 80% de inhibición de trombina.

Es decir al incrementar el nivel de HCII a 150 (0,03 PEU/ml) y 200% (0,04

PEU/ml) aumenta la capacidad de inhibir trombina en el primer minuto, no así la

funcionalidad máxima a los 10 minutos.

Una disminución de la concentración de HCII de hasta un 50% modifica

ligeramente la capacidad del HCIIde inhibir trombina de 10 nM (65 %), cuando el

descenso en HCll es marcado (del 25% 0,005 PEUImI)se reduce ampliamente la

capacidad de la serpina de inhibir trombina 10 nM in vitro (20 %).
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[1.5.5. INHIBICION DE TROMBINA BOVINA POR HCII HUMANO

En muchos de los ensayos desarrollados para el diagnóstico en el laboratorio

clínico, utilizan reactivos de origen animal, debido a su mayor accesibilidad y

bioseguridad. En la metodologia clásica descripta para el dosaje de Antitrombina

lll, el fundamento es similar al del dosaje de HCII con trombina bovina como

fuente de serinoproteasa. El HCIIpresenta especificidad de especie, por lo tanto

cabe esperar que inhiba más eficientemente trombina humana que trombina de

otro origen.

El estudio de la capacidad del HCII de inhibir trombina de origen bovino y

humano reveló que el HCII es mas efectivo sobre la trombina humana,

alcanzando la funcionalidad máxima un 82% de inhibición de trombina humana y

un 17% de bovina. (Figura N° 26. A). El HCII humano inhibió 5 veces más

trombina humana que bovina.

Al estudiar la actividad antitrombínica de la ATIII,serpina que comparte gran

homología estructural y funcional con el HCII, se observó que presenta una

capacidad similar de inhibir trombina humana y bovina (Figura N°26.8.).

De esta manera comprobamos que el HCll presenta especificidad de especie

ya que interactúa mejor con trombina humana, debido quizás a que la molécula de

HCIIse abre y el extremo amino terminal, que presenta una secuencia similar a

hirudina, se une específicamente a trombina. En el modelo de templado propuesto

para la ATIII,no se produce unión específica entre la serpina y trombina, por lo

tanto, la ATlll inhibe con similar eficiencia trombina humana y bovina.
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H.5.6. EFECTO DE LA FUERZA IONICA

Con el objetivo de estudiar Ia influencia de la fuerza iónica sobre la interacción

trombina - DS - HCli se ensayó Ia inhibición de trombina 10 nM en presencia de

KCI(0,25 ; 0,5 y 1M).A todas estas concentraciones la capacidad antitrombínica

del HCIIfue nuia (Figura N° 27).

El proceso de inhibición de trombina por el HCII potenciado por el DS no se

realiza cuando el medio de reacción presenta alta fuerza iónica, manteniéndose ia

actividad de trombina sobre el sustrato cromogénico.

100­

Inhibicióndetrombina(%)

0,25 M 0'5 M 1 M Control

Fuerza iónica

Figura N° 27. Efecto de la fuerza iónica sobre la

interacción HCII-trombina - dermatán sulfato .

Es evidente que el aumento de la fuerza iónica interfiere en Ia interacción de

estas moléculas para formar el complejo fisiológico activo.
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11.5.7.DISCUSION DE LA SECCION ILS.

El estudio in vitro de la interacción HCII - trombina utilizando concentraciones

fisiológicas del inhibidor, reveló que: A) la capacidad antitrombínica del HCll en

ausencia de los glicosaminoglicanos es muy reducida (Fig. N° 19); B) la presencia

de dermatán sulfato favorece notablemente la reacción, en forma dependiente de

la concentración del potenciador (Fig. N° 20). El DS no fraccionado demostró ser

ligeramente mas efectivo que el DS de bajo peso molecular (Fig. N° 21). mientras

que la heparina en las concentraciones ensayadas no potenció al HCII (Fig. N°

23). Esta interacción estaría mediada por uniones de tipo iónicas, ya que al

aumentar la fuerza iónica del medio, no se produce la interacción. (Fig. N°27).

El HClIen las concentraciones fisiológicas estudiadas, inhibió más eficazmente

pequeñas que grandes cantidades de trombina (Fig. N°24). Esto sugeriría que

este inhibidor desarrollarla principalmente su función en las etapas iniciales

de activación, cuando la serinoproteasa esta en formación, lo cual se

complementaria con la capacidad de HCllde inhibir meizotrombina descripta

por Han en 1997 ".

Si bien al aumentar la concentración de HCII aumenta su actividad

antitrombínica, concentraciones superiores al 100 % inducen un incremento leve

en la actividad máxima del inhibidor. Cuando la concentración de HClI disminuye,

también lo hace su actividad antitrombínica, con un descenso muy marcado en

concentraciones inferiores al 50 % (Fig. N°25).
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II.6. COMPONENTES PLASMATICOS QUE MODULAN LA

INHIBICION DE TROMBINA POR HCII

Dado que en las experiencias realizadas en la caracterización del HCll

plasmático (Item ll de materiales y métodos) observamos que el HCII se

encuentra unido fibrinógeno, investigamos la posible modulación de la actividad

del HCIlpor diferentes proteínas plasmáticas.

11.6.1.ACCION DEL FIBRINOGENO

El fibrinógeno es la proteína perteneciente al sistema de coagulación que se

encuentra en mayor concentración en el plasma (1,5 a 4,5 mg/ml).

Con el objeto de determinar si el fibrinógeno ejerce algún efecto en interacción

HCIl-DS-trombina se incubó durante 3 minutos fibrinógeno en concentraciones

fisiológicas, con HCII(0,02 PEU/ml) y DS (0,25 mg/ml), agregando posteriormente

trombina 10 nM (Métodos: ensayo A).

Se observó que la actividad máxima alcanzada a los 10 minutos de incubación

es un 15 % menor cuando el fibrinógeno esta presente que en su ausencia.

Como consecuencia de esta observación se diseñaron los ensayos B y C para

intentar determinar a que nivel se producía la interacción del fibrinógeno.

La figura N° 28 muestra que si bien las velocidades iniciales de los ensayos

son similares, el porcentaje de inhibición que puede alcanzar difiere. Cuando se

preincuba DS con fibrinógeno (ensayo C) se obtiene una actividad similar a la del

control, que estaría indicando que no ocurre interacción entre el DS y el

fibnnógeno.

El ensayo B demuestra ya desde el primer minuto, una actividad antitrombínica

disminuida en un 45% del control, sin capacidad residual, lo que reflejaría Ia

potencial interacción entre el HCIIy el fibrinógeno.
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Estos resultados sugieren que el fibrinógeno ejercería un efecto modulatorio en

la interacción HCll - DS - trombina. El hecho de presentar al minuto velocidades

similares, estaria indicando que la eficiencia de la enzima inicialmente es la

misma, y por ende el fibrinógeno no afectaría el sitio activo del HCII.Además en

presencia del fibrinógeno se reduce la actividad máxima (Ensayo B), Io cual

sugiere que este factor disminuiría el número de moléculas de HCll disponibles

para la interacción HCII- trombina.

Se observó que cuando se preincuba DS - fibrinógeno la modulación ejercida

por el fibrinógeno es menor, Io cual sugiere que el Dermatán Sulfato impediría la

interacción del fibrinógeno sobre el HCII, posiblemente la afinidad del DS por el

HCIIsea mayor que la del fibrinógeno, pero una vez producida la interacción HCII

- fibrinógeno, el agregado posterior de DS no desplazaria al fibrinógeno de su

unión al HCII.

[1.6.1.1.Efecto dela concentración de fibrinógeno

El efecto de Ia concentración de fibrinógeno sobre la capacidad antitrombínica

del HClI se determinó repitiendo el ensayo B. Para ello se utilizaron dos

concentraciones, la plasmática fisiológica (3 mglml correspondiente a 0,06 mglml

en el tubo de reacción), y una de mayor concentración 9 mglml (0,18 mglml).

Se observó que al aumentar la concentración de fibrinógeno al triple, se

evidencia aún mas el efecto modulador del fibrinógeno, disminuyendo la

funcionalidad máxima del HCII al 37 %. Como consecuencia del aumento de la

concentración, habría mayor número de moléculas de fibrinógeno que

interactuarían con el HCII.

Al ser el fibrinógeno una proteína reactante de fase aguda, aumenta su

concentración plasmática en procesos como infección, inflamación, cirugía,

sepsis, cáncer y aterosclerosis, indicando que en estos estados fisiopatológicos
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habría una mayor interacción entre fibrinógeno y HCIIy menor disponibilidad de

este último para inhibir trombina.
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Figura N° 29. Acción de la concentración de

fibrinógeno (0,06 y 0,18 mg/ml) en la interacción

HCII - trombina - DS.
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H.6.l.2. Efecto del tiempo de incubación del fibrinógeno

Ai prolongar el tiempo de preincubación del fibrinógeno con el HCII(ensayo B),

observamos que la capacidad del HCII de inhibir trombina disminuye

aproximadamente un 34 %. (Figura N° 30). Un período mayor de preincubación in

vitro HCIl - fibrinógeno favorecería entonces la interacción entre ambas

moléculas.
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Figura N° 30. Efecto del tiempo de incubación del

fibn’nógeno en la interacción HCII - DS - Trombina
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[1.6.1.3.Incubación HCII - fibrinógcno caracterización por SDS-PAGE/Westcm - blot

A partir de los resultados obtenidos en la caracterización del HCII plasmático

donde se observó que fisiológicamente un porcentaje del HCII plasmático se

encuentra unido al fibrinógeno (Figuras N° 9 y 13), y de los obtenidos en los

estudios de la interacción HCll-trombina in vitro que revelaron que el fibrinógeno

ejercería un efecto modulatorio de la actividad antitrombínica del HCII, se diseñó

la siguiente experiencia.

Se incubó a 37° C in vitro del HCII humano con fibrinógeno humano en

concentraciones plasmáticas. Se tomaron alícuotas en tiempos definidos

realizándose un SDS-PAGE seguido de Western - Blot revelado con anticuerpo

anti HCll de los productos de incubación.

Se puede observar en la figura N° 31 que a medida que aumenta el tiempo de

incubación HCII - fibrinógeno (calles 2 - 6) se intensifica la banda de alto peso

molecular que revela con anti HCII, indicando que se produciría ¡n vitro la unión

del HCIIcon el fibrínógeno y que correspondería a la movilidad electroforética del

fibrinógeno. De esta manera comprobariamos la unión del HCIIal fibrinógeno, lo

cual concuerda con el efecto modulatorio que ejercería el fibrinógeno en la

actividad antitrombínica del HCII y que ese efecto se intensifica al aumentar el

tiempo de incubación. Como se puede observar no se produciría la unión del

100% de las moléculas de HCII,sino de un pequeño porcentaje de las mismas, lo

cual podríamos asociar con el hecho que las velocidades de formación de los

complejos trombina - HCII con y sin fibrinógeno son similares, pero no la

funcionalidad máxima del inhibidor. Esto sugeriría que al estar el fibrinógeno

presente, un porcentaje de las moléculas de HCII pierden su capacidad

antitrombínica. En los estudios in vitro al aumentar la concentración del

fibrinógeno disminuye la actividad antitrombínica del HCII, indicando que al haber

mayor número de moléculas de fibrinógeno se unirían mas cantidad de moléculas

de HCIIdisminuyendo la capacidad antitrombínica del mismo.



142

Ai ensayar este abordaje con fibrinógeno que no tiene su estructura terciaria

intacta, no se observa la unión dei HCII al mismo. Por lo tanto que para que se

produzca la unión es necesario que el fibrinógeno posea la estructura de tres

pares de cadenas. Este hecho coincide con la observación que las bandas de alto

peso molecular que revelan con anti HCIIson tres, como se observó en la figura

N° 9.

BANDAS
ALTO PM

Figura N° 31. Incubación in vitro HCII-fíbrinógeno. Caracterización por SDS­
PAGE/ Western Blot

Calle 1: HCII ,' Calle 2 :Incubación 3 min. HON-fibrinógeno; calle 3: Incubación 6

min. HCII-fibn'nógeno ; calle 4 : Incubación 20 min. ; cal/e 5: Incubación 60 min.
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H.6.2. ACCION DE LA ALBUMINA

La albúmina es la proteína mayoritaria del plasma y presenta propiedades de

transporte, a partir de lo cual surgió la necesidad de investigar si la presencia de

albúmina modifica la interacción HCll —trombina.

La presencia de albúmina en concentraciones fisiológicas en el medio de

reacción disminuye la capacidad antitrombinica del HCll en aproximadamente un

35 % (con 0,08 mg/ml de albúmina). Diferentemente a los resultados con el

fibrinógeno, esta disminución de la inhibición no se favorece por la prolongación

de Ia preincubación durante 20 minutos, por el contrario, su efecto es menor

(Figura N° 32).

Inhibicióndetrombina(%)

Control Alb 3 Alb 20
min. min.

Figura N° 32. Efecto de la albúmina (0,08 mg/ml)
enla interacción HCII- trombina - DS, preincubando
HCII- albúmina 3 y 20 minutos.



II.6.3. ACCION DE LAS INMUNOGLOBULINAS

Se estudió la acción de las inmunoglobulinas en concentraciones fisiológicas y

elevadas (0,5 mg/mlconcentración final) de manera de observar si en un proceso

infeccioso, el aumento de inmunoglobulinas modificaria Ia interacción trombina ­

HCII.

Se observa que la presencia de inmunoglobulinas en una concentración de

0,25 y 0,5 gll no modifica la inhibición de trombina por HCII en presencia de DS,

por ende supondría no interacción.

inhibicióndetrombina(%)

/1

É

É

i

É

Control Ig 0,25 Ig 0,5
mg/mi mg/ml

Figura N° 33. Acción de las inmunoglobulinas (0,25

y 0,5 mg/ml) en la interacción HCIl - trombina - DS
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II.6.4. ACCION DE LA HOMOCISTEINA

Se ensayó la inhibición de trombina por HCIIen presencia de dermatán sulfato

(0,25 mg/ml)y homocisteína (análogo de aminoácido) en concentraciones que se

encuentran en pacientes con elevados niveles de homocistinemia (0,8 pM en el

tubo de reacción).

La presencia de homocisteína en el tubo de reacción disminuye la capacidad

del HCIIde inhibir trombina en aproximadamente un 22 % (82% es la inhibición de

trombina por HCIIen ausencia de homocisteína, mientras que la inhibición es del

69 % cuando la homocisteína esta presente).

Inhibicióndetrombina(%)

Control Hcys 0,8 pM

Figura N°.34. Acción de Ia homocisteína 0,8 [JMen la

interacción HCI I - trombina - DS.
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Como es dable de observar, el análisis comparativo de los diferentes

componentes ensayados que podrían modificar la capacidad antitrombínica del

HCIIse presentan en la Figura N° 35.

Mientras que el mayor efecto es el producido por el fibrinógeno, Ia albúmina y

la homocisteína ejercen una ligera inhibición en la capacidad del HCII de inhibir

trombina.

g 100 -;
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e _a I z z
g 80 - e 2%
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.e 7o ­
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CDo l
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30 __ 1 1g +Sinpr

Z +Fg 0,06mg/mi
2°'Z +Fg 20min.

+Alb 0,08mg/ml
10- +HcysO,8pM

"sv-Igo,5mglmi

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

Figura N° 35. Acción de distintas proteínas sobre la capacidad

inhibiton‘ade trombina del HCIIen presencia de dermatán sulfato.
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11.6.5.DISCUSION DE LOS COMPONENTES PLASMATICOS QUE MODULAN

AL INHIBICION DE TROMBINA POR HCII

El análisis de los resultados obtenidos de los estudios in vitro sobre la

interacción HCIl - trombina - DS utilizando concentraciones fisiológicas del

inhibidor, revelaron que otras proteínas plasmáticas ejercerían un efecto

modulatorioen esta interacción en diferentes grados.

El fibrinógeno manifestó la mayor capacidad modulatoria, al preincubar

fibrinógeno con HCII la capacidad antitrombínica del HCII se reduce

significativamente. Esto sugiere la existencia de una interacción molecular entre

el HClIy el fibrinógeno, lo cual concuerda con los resultados de la caracterización

del HCIl plasmático, en donde se observó que un porcentaje del HCll

fisiológicamente se encuentra unido al fibrinógeno plasmático.

Los estudios cinéticos revelaron que esta unión fibrinógeno - HCIl modificaria

la actividad de la serpina manifestada por su capacidad de inhibir trombina en

presencia de dermatán sulfato.

La modulación ejercida por el fibrinógeno es tiempo y concentración

dependiente, indicando que al estar presente mayor número de moléculas de

fibrinógeno, habría una mayor interacción que se favoreceria por la

prolongación del tiempo de incubación.
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II.-7. CONSUMO DEL HCII PLASMATICO IN VITRO EN

PRESENCIA DE GLICOSAMINOGLICANOS

Se estudió el consumo de HCll durante el proceso de coagulación ¡n vitro, para

inferir si el HCll desempeña un papel preponderante en la inhibición de trombina

in vitro.

El consumo del HCll se determinó en 11 individuos dejando coagular sangre a

37°C durante 2 hs. Luego se midió la actividad de HCIIen el plasma y en el suero

calculando posteriormente el consumo según lo descripto en materiales (sección

lll.3.). Una vez finalizada las 2 horas del proceso de coagulación, la actividad de

HCll en el suero fue entre un 20 y un 40% menor que la del plasma

correspondiente. Los valores obtenidos (media ¿r desvío estándar) fueron de

101,9 i 5,4 % de actividad de HCll en plasma, 71,7 i- 8,9 en suero,

correspondiendo a un consumo de 29,7 i 7,5 %.

Tabla N° 8. Consumo de HCII en presencia y

ausencia de glicosaminoglicanos

NaCl 0,9% 14,5 i 1,9

DS 10 uglml 22,45 i 3,3 < 0,0001

DS 100 pglml 43,5 i 4,4 < 0,0001

DX10 pglml 41,6 i 2,9 < 0,0001

DX100 uglml 71,53 i 7,6 < 0,0001

Heparina 1 pglml 14,65 i 1,4 0,84

Heparina 10 pglml 14,4 ¿r1,3 0,77

Los resultados se expresan como mediana y rango n= 10
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Cuando el proceso de coagulación es potenciado por la presencia de DS (tabla

N° ll.3.2.) a una concentración final de 10 ug/ml, el consumo de HCll es

significativamente mayor (p < 0,0001). EI dextrán sulfato es diez veces mas

efectivo en potenciar al HCll que el DS, como vimos el dextrán sulfato es un

polímero sintético que presenta mayor grado de sulfatación que el DS, indicando

que los grupos sulfatos desempeñan un papel preponderante en la interacción

glicosaminoglicano - serpina, siendo menos importante la presencia de grupds

carboxilos. Figura N° 36.
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NaCl DS 10 DS 100 DX 10 DX 100 Hep 1 Hep 10

pg/ml

Figura N° 36. Consumo de HCIIen presencia y ausencia de distintos
glicosaminoglicanos expresado en %, las concentraciones finales de los
glicosaminoglicanos en pg/ml



Ninguna de las concentraciones de heparina utilizadas (1 y 10 pg/ml)

presentan diferencias significativas respecto al consumo de HCII (p= 0,84 y p=

0,77 respectivamente), lo cual coincide con lo descripto por Tollefsen quien relata

que sólo concentraciones de heparina mayores a 20 U/mlpotencian al HCII.

La principal característica de las serpinas es la potenciación de su actividad

por los glicosaminoglicanos. Los GAGs favorecen la actividad antitrombínica

promoviendo la formación del complejo serpina-trombina mediante la formación

del templado, o por cambios conforrnacionales en el sitio activo del inhibidor. La

unión del glicosaminoglicano al inhibidor se produce mediante interacciones

iónicas, entre los GAGs cargados negativamente y los aminoácidos del inhibidor

cargados positivamente. Debido a esto, la presencia de grupos sulfatos en el

glicosaminoglicano desempeñan un papel predominante en el proceso de

inhibición.

Si bien el DXes el GAG que manifiesta mayor capacidad de potenciar al HCII,

es un polímero sintético, que no se encuentra fisiológicamente. mientras que el

Dermatán Sulfato que es producido por los fibroblastos subendoteliales, se

presenta unido a núcleos proteicos componiendo los proteoglicanos decorín y

biglicano, los que se encuentran en la matriz extracelular diversos tejidos serían

el potenciador fisiológico del HCll.

Los GAGS endoteliales intervendrían en la función de los inhibidores de la

coagulación, probablemente el heparán sulfato es el principal catalizador

intravascular de la interacción trombina - ATIll,además de actuar como receptor

del TFPI. El Dennatán Sulfato sería el GAG fisiológico que específicamente

catalizaría la reacción trombina-HC".
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II.8. ACCION DEL DERMATAN SULFATO PURIFICADO SOBRE

PRUEBAS DEL SISTEMA HEMOSTATICO

Dado que la presencia de heparina en el plasma de los pacientes modifica las

pruebas globales del sistema de coagulación, se investigó si la presencia de

Dermatán Sulfato en el plasma modificaria los valores de estas determinaciones.

H.8.l. ACCION DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LAS PRUEBAS GLOBALES

DEL SISTEMA DE COAGULACION

Se estudió la influencia del dermatán sulfato no fraccionado (DSnf) y de bajo

peso molecular (LMWDS)sobre las pruebas globales del sistema de coagulación.

El Tiempo de protrombina no se modificó por el agregado de dermatán sulfato

no fraccionado (DSnf) o LMWDSal plasma, en ninguna de las concentraciones

estudiadas. En forma similar a la heparina en el plasma de los pacientes, en

donde sólo altas concentraciones prolongan en 2 ó 3 segundos el tiempo de

protrombina.

Tabla N°9. Efecto del DS no fraccionado y LMWDSen el APTT

DSnf 0(o—5,5) 0,25 (0-10) 7,75 (2-24,5) 39,5 (11,5-63,5

LMWDS 0 (0-2) O(0-7,5) 5 (2-11,5) 32 (14,5-39)

La tab/a expresa diferencia en seg. (mediana y rango) entre el KPTTbasal
y el del plasma con DS, concentraciones finales en mg/ml.

Altas concentraciones de DS no fraccionado (0,025 y 0,25 mg/ml) modifican el

APTl', presentando gran variabilidad entre los individuos. Similares

concentraciones de heparina (2,5 y 25 Ul/ml) en plasma inducen importantes a
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prolongaciones del AP'lT, llevando esta determinación a valores en donde la

prueba carece de sensibilidad.

La acción del dermatán sulfato de bajo peso molecular es mas moderada que

el Dermatán Sulfato no fraccionado, pero se observa un efecto del LMWDSsobre

el APTT. La heparina de bajo peso molecular pierde la capacidad de formar la

plantilla o molde, de manera que la actividad antitrombínica de la ATIlldisminuye

significativamente, manteniendo su potenciación sobre la inhibición del factor Xa,

no produciendo importante prolongación del APTT. EI DS sólo potencia al HCll en

su actividad inhibitoria de trombina, y el DS de bajo peso molecular conserva esta

actividad, lo cual se observa en la prolongación del APTT por acción del LMWDS,

que es ligeramente menor que la del DS no fraccionado.

La acción del DS sobre el tiempo de trombina manifestó que esta prueba es

sensible a la presencia de altas concentraciones de dermatán sulfato (0,025 y

0,25 mg/ml).

Tabla N° 10. Efecto del dermatán sulfato sobre el Tiempo de
Trombina

Dsnf 0,75(o—2) 1,5(14) 7,5(1,5—39) >60(>60)

LMWDS 0(o—o,5) 1(o—2) 9(2—17) >60 (>60)

La tabla expresa diferencia en seg. (mediana y rango) entre el
tiempo de trombina basal y el del plasma con DS,
concentraciones fina/es en mg/ml

Concentraciones similares de heparina no fraccionada prolongan esta prueba

fuera de los rangos de sensibilidad de la misma, mientras que LMWHinduce una

ligera modificación del tiempo de trombina.
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[1.8.2. AGREGACION PLAQUETARIA lNDUCIDA POR TROMBINA HUMANA

EN PRESENCIA DE DS

Se estudió el proceso de agregación plaquetaria inducida por trombina humana

en presencia de dermatán sulfato purificado.

La agregación plaquetaria inducida por trombina humana en presencia de

0,0013 y de 0,0025 mg/ml de DS no fraccionado presentó una curva de

agregación disminuida, mientras que con DS de bajo peso molecular la curva de

agregación fue similar a la normal. Concentraciones de DS de 0,025 y 0,25 mg/ml

inhibieron completamente la agregación plaquetaria inducida por trombina.

Tabla N° 11. Agregación plaquetaria

inducida por trombina humana en

presencia de dermatán sulfato

0,0013 disminwda normal

0,0025 disminuida normal

0,025 ausente ausente

0,25 ausente ausente

1‘Corresponde a concentraciones finales de
DS en el tubo de reacción.

Altas concentraciones de DS no fraccionado (DSnf) y LMWDS en el plasma

inhiben la agregación plaquetaria inducida por trombina humana. La presencia de

grandes cantidades de DS potenciaría la inhibición de trombina por el HCII

presente en el plasma, la trombina presente sería complejada por el HCll no

pudiendo activar los receptores específicos en las plaquetas, mientras que



cuando la concentración del potenciador es menor, un porcentaje de trombina

quedaría sin inhibiry activaría los receptores plaquetarios de trombina.

[1.8.3. ACCION DEL DERMATAN SULFATO EN EL AP'IT DE PLASMAS

DEFICITARIO DE FACTORES

Se investigó la acción del Demiatán Sulfato no fraccionado y de bajo peso

molecular en las prueba de APTT de plasmas deficitario de factores ll, V. Vlll, X,

IX,Vll, XI y XII (desde 0 hasta 100% del factor) en forma individual y se comparó

con la acción de heparina.

La tabla N° 12 muestra los valores de KPTT en plasmas deficitarios en

factores. Si bien todos los plasmas deficitarios de factores presentaron una

prolongación significativa del KPTT, la mayor prolongación se observó en el

plasma deficitario de Fll. Considerando que el Factor IIes el zimógeno a partir del

cual se forma la trombina, Ia deficiencia de este factor generaría menor cantidad

de trombina la cual sería inhibida mas eficientemente por el HCIIpotenciado por

el DS presente.
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Figura N°37. Diferencias (en segundos) entre el APTTde los plasmas deficitarios
en factores (15% de factor) en presencia de 0,25 mg/ml de dermatán sulfato no
fraccionado y en ausencia del mismo.
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TablaN°12.APTTdeplasmasdeficitariosenfactoresenpresenciadeDermatánSulfato

PlasmadeflcltarioenfactorIIPlasmadeflcnarioenVlI

100%33103511.2331042,511.450104315*1’27715*“
50%37,510.737,511.44411.2571092,311.4°°°/°3315*1’438*“37»5*°»749*0391218 30%441044,510.745.511,4521o132,513.537*040‘1341'51”52*0971°

4812.449.510,751.510,775,511.4220,515.4421°4251017411510755*01°°v5*°»7

15%

PlasmadeflcltarioenfactorX

PlasmadeficitarloenfactorlX

100%3814.2451044.514,950103111.2

60%41.550,7445°45,5t0174611.27215i“' 60%4014.242.513,54411.252.510,794,510.7 30%50.510,751111250151315501°74.5t31530%47105011.254,510.751,510,7110,510.715%61,511.459,510.759.510,75951017841015%58.510,77015.602,515.371,510.713311.2

411o”-40,510.747,511.48110

LastablasexpresanlosvaloresdeAPTTensegundos(media1‘desviaciónestándar)deplasmasdeficitariosen factoresindividuales(100,60,30y15%defactor)enpresenciadeDSnofraccionadoenconcentracionesfinales mg/ml



PlasmadeflcitarioenfactorV

"3550

415042.550,738,510.743,510.7

8210

441042.510,751,510,79411.2

4510

51104910135,513.5

51105111.2
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PlasmadeficitarioenfactorVlll

45108611,2

60%48.510,74811.246,511.4 30%5611.256.514,9601053,511.497.513,5 15%54.510,7601058,511.45511.292.510,7

PlasmadeficitarioenfactorXl

35:541.551.4‘7251.2“

100%35.510,735:0

9112.8

60%3611.240.510,740,511.452.510,7 30%53.510,75511.256.510,767.510,7123,511.4 15%66.514,970,511.461,513.59014.216714.2

PlasmadeficitarlodefactorXII

198‘"‘25..
100%3511.23411.235105014.27510

4012.84111.250108511.2
52.513,55511.261.510,79210

10712.8

60%4011.2 30%5110 15%71.511,47012.86311.272.511,4

LastablasexpresanlosvaloresdeAPTTensegundos(mediardesviaciónestándar)deplasmasdeficitariosen factoresindividuales(100,60,30y15%defactor)enpresenciadeDSnofraccionadoenconcentracionesfinales mg/m/



IL8.4. DISCUSION DEL ITEM 11.8.3.

El análisis de los resultados obtenidos revela que la presencia del dermatán

sulfato en el plasma afecta principalmente al deficitario de factor Il, zimógeno que

es el precursor de la trombina, por lo tanto en dichos plasmas la activación del

sistema de coagulación generaría menor cantidad de trombina.

Los resultados del estudio cinético del HCll mostraron que el HCII inhibe mas

eficientemente menores concentraciones de trombina (Item ll.5.3.), por lo tanto en

estos plasmas la acción antitrombínica del HCIIpotenciada por DS presente seria

mas evidente.

Se observa que la presencia del DS en el plasma deficitario de factor XI,

prolonga significativamente el KPTT. En la cascada revisada Ia activación del

sistema de coagulación afirma que la trombina es el principal activador del FXI5°.

Los estudios de Gailini 1“ demostraron que la presencia de dextrán sulfato y

heparina acelera el proceso y los trabajos de von dem Bome 1“ relatan que la

meizotrombina desarrollaría un importante papel en la activación del factor XI.

La presencia de DS en los plasmas deficitarios de factor XI pondria en

evidencia la potenciación del HCII en su actividad inhibitoria de trombina y de

meizotrombina, impidiendo la activación de la pequeña proporción de FXI del

plasma.
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III. DETERMINACION DEL COFACTOR II DE LA

HEPARINA EN PLASMA EN CONDICIONES

FISIOLOGICAS Y PATOLOGIAS

Se estudió en diversas patologías el nivel plasmático de actividad y

antigenicidad del HCII, también el de su potenciador (dermatán sulfato). Se

realizó además la comparación de HCII con los otros inhibidores fisiológicos del

sistema de coagulación.

IH.l.l. VALORES DE REFERENCIA DEL COFACTOR II DE LA HEPARINA EN

LA POBLACION DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES

Debido a que no existían datos sobre los valores de referencia para Ia actividad

y antigenicidad del Cofactor II de la Heparina para la población de Buenos Aires,

se determinaron los mismos en 150 individuos normales.

Se estudiaron los niveles antigénicos de HCll mediante la técnica de

electroinmunodifusión simple descripta por Laurell 19°. Una vez obtenidas las

condiciones óptimas, se realizó Ia medición de los niveles antigénicos de HClI

plasmático.

Con este esquema de trabajo se determinaron los niveles antigénicos de HCII
de las diferentes muestras estudiadas.
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Figura N° 38. Histograma de distribuciónde los niveles de HCIIenla población

de Buenos Aires

Figura N° 39. Electroinmunodifución del HCII
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Los intervalos de referencia del Cofactor Il de la Heparina definidos por

fractiles y determinados por métodos no paramétricos fueron 75 - 120 % de

actividad y 70 - 130 % de antigenicidad.

La tabla N° 13 ejemplifica los valores de referencia reportados en la

bibliografía, obtenido por distintos autores.

Tabla N°13. Valores de referencia de HCIIplasmáticos
en Ia literatura

Tran y Duckert 40 70 - 115 196

Andersson y col 197 95 :t 17 43 - 146 197

Sieycol 70 110121 75- 180 7

Abilgaard y Larsen 50 100 i 15 75 - 139 182

Tollefsen y Petska 34 118 i 22 62 - 140 8

Toulon y col 80 105 i 22 58 - 192 159

Griffith y col 140 60 - 140 198

Proyecto VITA 4000 93 :l:18 65 - 128 199

Duboscq y col 150 70 - 130 181

Los resultados se expresan en media i SDy/o rango (%)

El análisis de los resultados refleja que el rango de normalidad establecido

para la ciudad de Buenos Aires concuerda con lo descripto por Tran ‘96y más

recientemente por el rango establecido en el proyecto VITApara la población

italiana 199.El rango de referencia del HCIIes amplio comparado con otros

inhibidores fisiológicos del sistema de coagulación, como la ATlll, presentando

gran variabilidad individual.
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III.l.2. EL COFACTOR II DE LA HEPARINA EN NIÑOS NORMALES

Los niveles de actividad de HCII encontrados en una pequeña población de

niños normales (n= 13) expresados en mediana y rango fue de 108,0 % (74 ­

150). Debido a que el HCIIpresenta gran homología estructural y funcional con la

ATIIIse determinaron los niveles de esta serpina en los niños, que fue de 94,0 %

(77 - 120).

Los valores de actividad de HCIIencontrados no correlacionan con los niveles

de ATIII,edad ni con el hematocrito.

Si bien la población estudiada fue pequeña, permite observar que los valores

de HCIIactividad coinciden con los adultos, mostrando así mismo un rango mas

amplio que la Antitrombina lll, presentando una gran variabilidad.

111.1.3. COFACTOR II DE LA HEPARINA Y DERMATAN SULFATO EN

EMBARAZADAS EN EL TERCER TRIMESTRE

La mujer embarazada sufre importantes cambios en su sistema hemostático

durante el desarrollo de la gestación, evidenciados por el aumento de los factores

de la coagulación l, II, Vll, X, VIII, disminución de la PS total y libre, ligera

disminución de Ia ATIII, leve incremento del TFPI y HCII 15"2°°'2°1.Como resultado

de estos cambios, se considera al embarazo un estado hipercoagulable debido al

aumento de la incidencia de complicaciones tromboembólicas (0,55 casos por

cada 1000 embarazos) m.

Durante la gestación se encuentra aumentada la generación de trombina

manifestada por la presencia de los marcadores de activación en circulación (Fm,

FPA, TAT, T-HCII). Se considera a la placenta una fuente importante de

generación de trombina, debido a que es necesaria la fibrinoformación para Ia

normal implantación y mantenimiento de la placenta, así como para la reparación

del tejido coriónico 15‘.
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En este trabajo se determinaron los niveles de actividad de HCII, ATIII y

Dermatán Sulfato durante el tercer trimestre de gestación en 30 embarazadas
normales.

Tabla N° 14. Niveles de HCII,ATIIIy DS en embarazadas con mas de 30

semanas de gestación

ch actIVId(AJ 10-160) 1o" 2
ATIIIactividad (%) 75 (40-99) 100 (80-120) p< 0,0001

Dermatán Sulfato (pg/ml) 1,15 (0,0-3,7) no detectable p< 0,0001

La tabla presenta los niveles plasmáticos de actividad de HCII, ATII/ (%) y
Dermatán Sulfato (pg/ml) en embarazadas y en el grupo control, expresados en
mediana y rango.

Los niveles de actividad de HCII en las embarazadas a término están

significativamente aumentados respecto al control (p= 0,026) alcanzandovalores

de hasta 160 %, mientras que los niveles de ATIII se encuentran

significativamente disminuidos (p< 0,0001) presentando una mediana de 75% con

valores que alcanzan el 40%.

En el plasma de embarazadas se detecta actividad de DS que está aumentada

respecto al control (p< 0,0001) presentando niveles máximos de 3,7 pg/ml los

cuales se mantienen dentro del tercer cuartil. El 92% de las embarazadas

presentó actividad de Dermatán Sulfato en el plasma.

En la mayoría de los procesos fisiopatológicos los niveles de antitrombina lll y

de Cofactor II de la Heparina presentan un comportamiento similar, sin embargo

en las mujeres embarazadas a término, el HCII presenta valores

significativamente aumentados mientras que los de ATIIIligeramente disminuidos.
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Figura N° 40.B. Niveles plasmáticos de actividad de Dermatán Sulfato en

embarazadas norma/es.
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Durante la gestación, fisiológicamente ocurre eI proceso de angiogénesis (neo

formación de vasos sanguíneos) con proliferación de los tejidos que Io

acompañan. La síntesis de Dermatán Sulfato por los fibroblastos subendoteliales

se encuentra aumentada. Esta estimulación explicaría la presencia de actividad

de DS en el plasma de mujeres en el tercer trimestre del embarazo m.

Si bien el útero y la placenta son tejidos ricos en proteoglicanos de DS, aún no

se conoce el mecanismo preciso por el cual pasan a circulación en las mujeres
embarazadas.

Estudios ¡n vitro sobre la generación de trombina, revelaron que en el plasma

de mujeres embarazadas se forma mayor cantidad del complejo trombina-HCll

que en los plasmas controles, debido principalmente a la presencia del

potenciador especifico 15‘. Se observó que la formación del complejo trombina­

HCllestá incrementada durante el embarazo normal m.

La asociación de la pre-eclampsia con Ia generación de trombina está

ampliamente documentada. En pacientes que desarrollaron pre-eclampsia los

niveles de HCll no disminuyeron significativamente, proceso que correlaciona con

la severidad de la patología 2“.

Los elevados niveles de HCII y la presencia de DS en circulación podrían

indicar un importante papel del HCII en Ia inhibición de trombina, ya sea a nivel

vascular, o en los tejidos placentario y uterino.



III.l.4. COFACTOR [I DE LA HEPARINA Y DERMATAN SULFATO EN

PACIENTES QUEMADOS

En el individuo que sufre una quemadura grave, se desencadenan

simultáneamente un conjunto de procesos fisiopatológicos que tienden a

contrarrestar el daño producido. Una de las respuestas inmediatas al daño

epitelial es el control del sangrado mediante la vasoconstricción,y la activación

plaquetaria por la exposición de las estructuras subendoteliales y Ia estimulación

del sistema de coagulación 2°5'2“. El mecanismo hemostático recibe estímulos

desde diferentes focos debido a que se produce una gran destrucción de tejidos

con liberación de factor tisular, alteraciones en la permeabilidad capilar,

exposición de tejido subendotelial, importante hemoconcentración con aumento

de Ia viscosidad sanguínea, liberación de mediadores de los macrófagos que son

los responsables de la respuesta inflamatoria.Todos estos factores contribuyen a

la activación del sistema hemostático en su conjunto 2°5'2°7.

Al ser tan compleja la fisiopatología del paciente quemado, resultó de interés

estudiar el papel que desempeña el HCII en la misma, para lo cual se

determinaron los niveles plasmáticos de HCIIy Dennatán Sulfato en un grupo de

pacientes quemados a las pocas horas de haber sufrido el accidente térmico y al

4‘°y 7'"°día post quemadura. Se descartaron los pacientes con alcoholismo y se

monitoreó la funcionalidad hepática mediante el hepatograma. El comportamiento

del HClI fue comparado con el resto de los inhibidores (Antitrombina lll, Proteína

C y Proteína S).

Los inhibidores fisiológicos del sistema de coagulación (Antitrombina lll,

Proteína C, Proteína S) están disminuidos en los pacientes quemados, como se

puede observar en la Figura N° 41 .A. Los niveles antigénicos de los inhibidores

presentan un patrón similar al de actividad.



TablaN°15.Parámetros hemostáticos en pacientes quemados

1erdía 4 día 7'“° día

APTT 30 31 31
(segundos) (25 - 35) (28 - 36) (25 - 35) (25 - 35)
PT (%) 100 80 75 85

(70 - 100) (75 - 80) (65 - 100) (58 - 100)
ATIIIact(%) 98 21 _5* 43.5 55

(82 -120) (17 - 52) (30 - 68) (30 - 72)
ATIIIag (%) 100 18* 37 52

(81 - 120) (15 - 50) (26 - 65) (27 - 70)
HCII act (%) 101 85 87

(75 - 128) (75 - 95) (68 - 92) (70 - 90)
HCIIag (%) 105 80x 83 84

(73 - 130) (70 - 90) (65-92) (63 - 88)
PC act (%) 97 48* 25 41

(75 - 135) (20 - 65) (17 - 75) (20 - 89)
PC ag (UIIL) 99 40* 22 37

(82 - 137) (20 - 60) (15 - 60) (18 - 87)
PS act (%) 96 40* 21 36

(74 - 133) (18 - 60) (16 - 56) (20 - 86)
PS ag (%) 100 35 20 35

(75- 135) (15-60) (15-55) (19-86)
DS act no detectable 0,5 0,4
(pg/ml) (0,0 - 1,3) (0,0 - 2,2)

La tab/a presenta los parámetros hemostáticos estudiados en los
pacientes quemados expresados en mediana y rango.
4:p = 0.0015 diferencia entre grupo quemado y grupo control
x p = 0.0094 diferencia entre grupo quemado y grupo control
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La media de Ia ATlll se encuentra debajo del grupo control, presentando los

valores más bajos (21,5 %) el primer día del estudio, reflejando la gran generación

de trombina producida por la injuria. A pesar que durante la evolución los niveles

de ATIIIaumentan, no alcanzan los valores normales durante el desarrollo del

estudio.

El sistema de la PC y PS se encuentra disminuido (PC 48 y PS 40 %) durante

Ia evolución del estudio, sin alcanzar los valores de referencia.

Los valores de HCII en los pacientes quemados se encuentran

significativamente disminuidos respecto al grupo control (p= 0,002) aunque

cercanos al límite inferior del grupo control. Si bien Ia activación del sistema de

coagulación es un proceso ampliamente demostrado en los pacientes quemados,

la bibliografía no relata referencias respecto a los niveles de HCIIni de Dermatán

Sulfato.

Los pacientes quemados presentan actividad de Dermatán Sulfato, con valores

que alcanzan a los 2,2 pg/ml. El 93,3 % de los pacientes presentaron actividad de

DS, mientras que sólo en el 6,7 % de los casos no se detectó actividad.

Aunque tanto el HCII como la ATIII participan en el proceso de inhibición de

trombina, el gran descenso en los niveles de ATIII indicaría que este sería el

principal inhibidor de trombina cuando ocurre Ia activación del sistema de

coagulación y de otros sistemas plasmáticos, como el complemento y fibrinolítico,

mediado por proteasas leucocitarias y citoquinas estimuladas por la injuria

térmica.

Los niveles de HCIl en los pacientes quemados, a diferencia de los otros

inhibidores, se detectaron en el límite inferior normal, indicando que a pesar que

su potenciador específico se encuentra en circulación, el HCIIno desempeñaría

un papel preponderante en el proceso de inhibiciónde la trombina generada por

la injuria térmica.
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III.l.5. COFACTOR II DE LA HEPARINA Y DERMATAN SULFATO EN

PACIENTES EN HEMODIALISIS

Los pacientes en hemodiálisis presentan múltiples trastornos del sistema de

coagulación, los cuales son mucho más complejos que Ia acción de la uremia

sobre los componentes del sistema. Estos trastornos pueden conducir a

complicaciones de sangrado y/o estados hipercoagulables 2°°'m.

Las complicaciones hemostáticas pueden ser producidas por la retención de

los productos urémicos, la anemia crónica, disfunción plaquetaria inducida por la

uremia, deficiencia de los factores de coagulación por pérdida urinaria,

trombocitopenia. Puede presentarse una deficiencia adquirida de ATIII por

pérdida urinaria 2°“,consumo 2°9,degradación por elastasas Ieucocitarias 1‘"o por

déficit de síntesis 2°”. La PS activa puede estar disminuida por incremento del

C4BP o por excreción, los niveles de PC pueden estas descendidos por consumo

o por degradación m 21°.

En un intento de establecer el papel que desempeña el HCIl en este tipo de

patología, se estudió un grupo de 22 pacientes en hemodiálisis, determinando los

niveles de HCII, comparando el mismo con los otros inhibidores fisiológicos del

sistema de coagulación. También se dosó la actividad de Dermatán Sulfato en el

plasma de los pacientes en hemodiálisis.

Los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla N° 16.

Los niveles de actividad de Antitrombina Ill y Proteína C se encuentran

significativamente disminuidos respecto al grupo control (p= 0,001 y 0,005

respectivamente) lo cual coincide con lo descripto por la literatura 2“.
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Tabla N° 16. Perfil hemostático de los pacientes en
hemodiálisis

ch act (4,) 83,0 (50-105) 98 (75-110)

ATIIIact (%) 88,0 (55-120) 100 (80-120) p= 0,001

PC act (%) 76,5 (56-116) 99 (80-120) p= 0,005

PS ag (%) 93 (79-105) 98 (70-120) p= 0,007

DS (pg/ml) 0,215 (0,0-1,5) no detectable p= 0,0002

fvw (%) 110 (60-170) 105 (50-150) p= 0,128

Los resultados se expresan en mediana y rango.

El nivel de actividad del HCII se encuentra disminuido en los pacientes en

hemodiálisis, sin presentar correlación con el índice de adecuación de diálisis

(Ktv), el tiempo en diálisis, el reuso del filtro, la diuresis ni relación con la

enfermedad de base.

Se destaca la presencia de niveles de actividad de Dermatán Sulfato en

circulación en los pacientes en hemodiálisis, considerando que en individuos

normales no se detecta actividad de DS en plasma con la metodologia utilizada.

La mediana de DS en los pacientes es de 0,215 ug/ml obteniéndose valores

considerablemente altos como 1,5 y 1,0 ug/ml.

De los 22 pacientes estudiados el 63,6 % de los mismos presentan Dermatán

Sulfato en circulación, mientras que en el 36,4% no se detectó DS con la

metodología utilizada.
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Figura N° 42.8. Niveles plasmáticos de Dermatán Sulfato en pacientes en

hemodiálisis

Se dosaron los niveles plasmáticos de factor von Willebrand en los pacientes

en hemodiálisis, no encontrándose correlación con los niveles de DS. Si bien el

factor von Willebrand está propuesto como un marcador de daño endotelial, sólo

se tiene la certeza que valores aumentados del mismo indicarían daño endotelial,

pero se ha sugerido que niveles en el rango de referencia no aseguran la

integridad de la barrera endotelia 212
| .
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III.1.6. COFACTOR ll DE LA HEPARINA Y DERMATAN SULFATO EN

PACIENTES SEPTICOS

La sepsis es una respuesta inflamatoria generalizada inducida por procesos

infecciosos. En el curso de la evolución de la sepsis se produce la activación de

numerosos sistemas plasmáticos (coagulación, quininas y calicreínas, fibrinolítico,

complemento) y celulares (granulocitos, monocitos, células endoteliales) 183'213.

Dada la interrelación dinámica que existe entre los sistemas, el perfil hemostático

de estos pacientes es complejo, varía durante el curso del episodio séptico y

depende de la terapéutica aplicada 213' 21°.En este trabajo se estudiaron los

inhibidores fisiológicos de 45 pacientes sépticos (GS), comparándolos con un

grupo control de sujetos normales (GC) y un grupo control de pacientes

internados en la misma unidad de terapia intensiva, sin manifestaciones clínicas

de sepsis (GCT).

Los inhibidores del Sistema de Coagulación de los pacientes sépticos al primer

dia del diagnóstico de sepsis se detallan en la siguiente tabla.

TablaN°17.Parámetros hemostáticos en pacientes sépticos

HCIIact (%) (15-1) I (80-110) (75 0)

ATIIIact (%) 71 (25-140)** 90 (70-110) 100 (80-120)

Proteína c act (%) 49 (10-95)## 50 (35-85) 100 (70-140)

Proteína s act (%) 81 (41-110)# 80 (85-100) 100 (70-140)

Dermatán Sulfato 1,9 (0,004-3,4) no detectable
¡(ug/ml)
Los resultados se expresaron en mediana y rango
**p< 0,001: Diferencias entre Grupo Séptico y ambos grupos contro/es
(Control Terapia y Control Normal)
# p< 0,005 ## p< 0,001: Diferencias entre Grupo Séptico y Grupo
Control Terapia respecto del Grupo Control Normal.
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Figura N° 43.8. Niveles plasmáticos de Dermatán Sulfato en pacientes sépticos i

(Multiple Box and Whisker plot). i

Los niveles plasmáticos de los inhibidores fisiológicos del sistema de

coagulación Antitrombina lll, Proteína C, Proteina S y Cofactor Il de Ia Heparina

están significativamente disminuidos en los pacientes sépticos. La ATlll presenta

un descenso de su concentración plasmática respecto al Grupo Control Terapia y

al Grupo Normal (p< 0,001). Las PC y PS están significativamente disminuidas en

ambos grupos de pacientes respecto al grupo control sanos, pero no respecto a

los pacientes no sépticos internados en Ia misma unidad de terapia intensiva. La

sintesis de estos inhibidores es dependiente de la vitamina K, por lo tanto es



178

probable que el descenso se deba, parcialmente, a la falta de ingesta de esta

vitamina en la dieta.

La actividad de HCII está significativamente disminuida respecto a ambos

grupos controles (p< 0,001). En la bibliografía no se encuentran datos de niveles

plasmáticos de HCII en pacientes sépticos sin coagulación intravascular

diseminada.

Durante el proceso inflamatorio ocurre la liberación de una variedad de

enzimas proteoliticas, principalmente elastasa Ieucocitaria, liberada por

degranulación de los polimorfonucleares 216.La degradación de la ATIII por Ia

elastasa Ieucocitaria esta ampliamente comprobada “°' 1‘“y existen trabajos in

vitrode Sie y colaboradores que corroboran que la elastasa Ieucocitaria liberada

de los polimorfonucleares degrada al HClI mas rápidamente que a la ATIII“2.

Se observa niveles elevados de Dermatán Sulfato en circulación en los

pacientes sépticos, con una diferencia significativa respecto al grupo control

(p< 0,0001). La presencia de Dermatán Sulfato en circulación podría ser

consecuencia de la activación y/o disrupción del endotelio que sufren los

pacientes sépticos.

El importante descenso de la actividad de Cofactor II de la Heparina que se

observa en los pacientes sépticos respecto a los restantes inhibidores (ATIII,PC y

PS), podría deberse a la suma de varios factores: a Ia degradación del inhibidor

por acción de elastasas Ieucocitarias liberadas por los polimorfonucleares “2 y a

un mayor consumo del HCIIal estar presente su potenciador, el Dermatán Sulfato,

que facilita la formación del complejo trombina-HCII.
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III.1.7. EL COFACTOR II DE LA HEPARINA EN PACIENTES CON

ANTICOAGULACION ORAL CRONICA Y CON HEPARlNA NO

FRACCIONADA

Los pacientes con tratamientos de anticoagulación prolongados con heparina

presentan disminución de los niveles plasmáticos de ATIII. Este descenso se

debería aI consumo de ia ATIII y a que al unirse ia misma con el

glicosaminoglicano, se modifica Ia estructura de Ia proteína, acelerando su

depuración plasmática.

Dada Ia gran similitud entre ATIIIy HCil se estudió Ia actividad y antigenicidad

de ambos inhibidores en 26 pacientes que recibieron heparina no fraccionada

administrada por vía endovenosa.

Tabla N° 18 A. HCII y ATIII actividad y antigenicidad en

pacientes anticoagulados con heparina no fraccionada

ch actIVIdad(/0) 94,: 6,5 99
ch ag (%) 95,6i 7,4 100i 23

ATIIIactividad (%) 93,0 i 1,5 101 :i:15

ATIIIag (%) 93,2 i 15,2 105 i 19

Los resultados se expresan en media y desviaciónestándar
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En los pacientes heparinizados los valores medios de ATlll actividad y ATlII

antigenicidad se encuentran dentro de los valores normales, excepto tres

pacientes que mostraron niveles disminuidos (ATIII actividad 53, 55 y 58%;

ATIIlag 55, 57 y 59%). Esta disminución se debería a la falta de reposición de la

ATIIIante su mayor depuración y/o consumo potenciado por heparina, ya que

estos pacientes sufren un proceso de activación que fundamenta su

anticoagulación.

Se observa que ninguno de los pacientes heparinizados presentaron

modificaciones significativas en la actividad y concentración antigénica del HClI.

Los resultados del estudio de la actividad y antigenicidad de la ATlIl y HCll en

30 pacientes con anticoagulación oral se presentan en la siguiente tabla :

Tabla N° 18 B. HCII y ATIII actividad y antigenicidad en

pacientes con anticoagulación oral

ch actividad(%) 91,9 99i 19

HCIIag (%) 97,5 i 9,7 100 i 23

ATlllactividad (%) 98,1 i 5,2 101 i 15

ATIIIag (%) 98,2 ¿r3,2 105 i 19

Los resultados se expresan en media y desviaciónestándar
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En los pacientes bajo anticoagulación oral crónica, la actividad y la

concentración antigénica de HCII y ATIII no mostraron diferencias significativas

respecto al grupo control.

El tratamiento con anticoagulantes orales no modifica los niveles plasmáticos

de HCII, Io que concuerda con lo descripto en Ia literatura 7'159.
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Figura N° 44. Niveles plasmáticos de HCII y ATI/l en pacientes con

anticoagulación oral crónica y con heparina no fraccionada.
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III.1.8. COFACTOR II DE LA HEPARINA Y DERMATAN SULFARO EN

PACIENTES CON HIPERHOMOCISTEINEMIA

La relación entre enfermedad vascular y homocisteinemia fue postulada en

1969 por McCulIy217.Varios estudios epidemiológicos recientes han confirmado

que la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo independiente de enfermedad

vascular m 21°.

Los mecanismos por los cuales la homocisteinemia induce aterosclerosis y

trombosis no están completamente esclarecidos, pero se conoce que la

homocisteína induce la injuria de la célula endotelial mediante la producción de

peróxido de hidrógeno. El daño endotelial conduce a un aumento de adhesividad

plaquetaria, depósito de LDLen Ia pared arterial y activación de la cascada de

coagulación 21°.

Debido a la asociación que presenta la hiperhomocisteinemia con la trombosis

venosa y arterial y considerando que la trombosis es un evento multifactorial 2"”

219,estudiamos los niveles de HCIIy ATIIIen pacientes con hiperhomocisteinemia,

así como también la actividad de Dermatán Sulfato en plasma.

Los niveles plasmáticos elevados de homocisteína indican un importante riesgo

de trombosis arterial o venosa, los valores de actividad de HCII y de ATlll

plasmático (95 y 104% respectivamente) no difieren significativamente del grupo

control.

Entre los resultados se observó la presencia de Dermatán Sulfato en

circulación en los pacientes con elevados niveles de homocisteinemia. El grupo

control de edad reveló que los individuosañosos presentan actividad de dermatán

sulfato en circulación, no presentando diferencia significativa con los pacientes

hiperhomocisteinémicos. No se encontró correlación entre los valores de DS y Ia

concentración plasmática de homocisteína.
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Los elevados niveles de factor von Willebrand son indicativos de daño

endotelial 212,pero estos valores no correlacionan con los niveles de Dermatán

Sulfato encontrados.

Tabla N° 19. Niveles de actividad de HCII,ATIIIy Dermatán Sulfato en

pacientes con elevados niveles de homocisteína en plasma

cu actm) 95(60- 115) 99(7o—120) 0,36

ATIIIactividad (%) 104 (58 - 130) 100 (80 - 120) 0,81

Dermatán Sulfato (pg/ml) 1,8 (0,0 - 2,9) * No detectable 0,0003

Homocisteína (pM) 20,5 (14 - >40) 8 (5 - 15) 0,0004

va (%) 328 (80 - 368) 125 (60 - 150) 0,0004

La tabla presenta los niveles de los inhibidores HCIIy ATI/I,la actividad de
Dermatán Sulfato y el nivel del factor von VW/ebrand expresados en
mediana y rango
* El Grupo Control Edad (GCE) reveló una actividad de dermatán sulfato
de 1,6 (0,0 - 2,8) pg/m/ no presentando diferencia significativacon el Grupo
Hiperhocisteinémicos (p > 0,05)

Los niveles elevados de homocisteína en plasma no modifican Ia actividad del

Cofactor Il de la Heparina ni de la Antitrombina lll. En la bibliografía no se

encuentran referencias de niveles de HCll y Dermatán Sulfato en

hiperhomocisteinemia.
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Figura N° 45.8. Niveles plasmáticos de Dermatán Sulfato en pacientes
hiperhomociteinémicos. GH: Grupo Hiperhomocisteinémicos; GC: Grupo Control;
GCE .'Grupo control edad.
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III. l. 9. DISCUSION DEL ITEM III

EL HCII EN LAS DISTINTAS PATOLOGIAS ESTUDIADAS

A partir de las determinaciones de HCII actividad y antigenicidad realizadas,

construimos el siguiente cuadro comparativo.

Tabla N°20. HCIIy ATIIIen las distintas patologías estudiadas

Valor de referencra 150 75 - 110 70 - 130

Niños 13 108 _ 94,0
(74-150) (77-120)

Embarazadas 30 108 75
(88-160) (40-99)

Quemados 15 81 80 (70-90) 21,5
(75-85) (17 - 52)

Hemodializados 22 83,0 ____ 88,0
(60-105) (55-120)

Sépticos 45 29 _ 71
(15 - 120) (25-140)

Dicumarínicos 30 91 i 6,9 97,5 i- 9,7 98,1 i 5,2

Heparina 26 94,8 i 6,5 95,6 i 7,4 93,0 ¿r1,5

Hipcrhnun ' ‘ ' ‘ 20 95 _ 104
(60-1 15) (58-130)

El estudio del HCII en patologías que conllevan a una gran activación del

sistema de coagulación, con importante generación de trombina como en

pacientes Sépticos y quemados, reveló que en los pacientes quemados si bien se

produce un descenso de Ia actividad de HCII, esta disminución no es tan

importante como la de ATlll. Este hecho indicaría que la ATIIIse desempeñaría
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como el principal inhibidor de trombina en esta patología, mientras que el HCII

desarrollaría un papel secundario en la inhibiciónde trombina.

AIestudiar los pacientes sépticos observamos un marcado descenso de HCII,

aún mas importante que Ia disminución de ATIII. En este tipo de pacientes el

descenso de HCIIse debería a la combinación de dos eventos: por un lado el

consumo del inhibidor y por otro Ia degradación proteolítica del HCIIpor acción de

las elastasas Ieucocitarias y otras proteasas liberadas al medio.

Durante el embarazo, se observa un incremento significativo en los niveles de

HCII, a diferencia de los de ATlll que sufren un descenso. El incremento del HCII

acompañado de la presencia de su potenciador en circulación, podrían indicar

que el HCII desempeñaria un papel fisiológico importante en el proceso de

inhibiciónde trombina durante la gestación.

En procesos fisiopatológicos que muestran un estado protrombótico como Ia

diabetes, hiperhomocisteinemia, hemodiálisis, los niveles plasmáticos de HCll

presentan una ligera disminución en su actividad.

EL DERMATAN SULFATO EN LAS PATOLOGIAS ESTUDIADAS

El Dermatán Sulfato es un glicosaminoglicano sintetizado por los fibroblastos

localizado en el subendotelio, el cual normalmente no se detecta en circulación.

Se postula que es necesario que ocurra la disrupción del endotelio vascular para

que el GAG pase al torrente sanguíneo. Siendo el Dermatán Sulfato el

potenciador específico del HCIIsu presencia en plasma favorecería la acción del

mismo.

A partir de las determinaciones de actividad de Dermatán Sulfato construimos

el siguiente cuadro comparativo.
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Tabla N°21. Niveles plasmáticos de actividad de DS

Embarazadas 30 1,15 (0,0-3,7)

Quemados 15 0,5 (0,0 - 1,3)

Hemodializados 22 0,306 (0,0 - 1,5)

Sépticos 45 1,9 (0,004-3,4)

Pacientes añosos 20 1,8 (0,0-2,9)

Control 50 no detectable

La tab/a presenta los niveles plasmáticos de DS en diversas
patologías expresados en mediana y rango.

Los niveles plasmáticos más elevados de dermatán sulfato en patologías se

encontraron en los pacientes Sépticos, con valores que alcanzan al 3,4 ug/ml. Los

pacientes Sépticos muestran activación de diversos sistemas como el de

coagulación, fibrinolítico, calicreínas-quininas, complemento, etc, que liberarían

distintos intermediarios moleculares, los cuales tendrian como blanco a la célula

216. Este hecho sumado a la estimulación de los fibroblastosendotelial

subendoteliales se reflejaría en la elevación de los niveles plasmáticos de

actividad de dermatán sulfato.

Los pacientes quemados presentaron niveles elevados de DS en circulación

pero no correlacionaron con Ia‘severidad de la quemadura. El 93,3% de los

pacientes estudiados presentaron actividad de DS.

Si b’ien en los pacientes hiperhomocisteinémicos se detectó actividad de

dermatán sUIfatoen plasma, este ascenso se debería a un proceso propio del

envejecimiento, ya que el grupo control de la misma edad presentó también

niveles elevados de DS.
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Hasta el momento, el único estado fisiológico descripto con presencia de

Dermatán Sulfato circulante es en el embarazo y en sangre de cordón umbilicalm

debido a que se produce un importante desarrollo de la angiogénesis. El 92 % de

las embarazadas estudiadas mostraron altos niveles de DS, alcanzando valores

de hasta 3,7 pg/ml.

El ascenso de los niveles de Cofactor II de la Heparina y dermatán sulfato en

las embarazadas sugeriría un importante rol fisiológico del HCII durante la

gestación.



CONCLUSIONES



190

El Cofactor II de la Heparina (HCII) es un inhibidor fisiológico del sistema de

coagulación, miembro de la familia de las serpinas, que inhibe específicamente

trombina, meizotrombina y quimiotripsina. Como toda serpina, su acción es

potenciada por los glicosaminoglicanos, principalmente el dermatán sulfato, un

proteoglicano fisiológico sintetizado por los fibroblastos subendoteliales. El

dermatán sulfato potencia más de 1000 veces la inhibición de trombina y

meizotrombina, mientras que no modifica su actividad sobre quimiotripsina. EI

HCll presenta gran homología estructural y funcional con la ATlll, su

concentración plasmática es 1,2 uM con una vida media en circulación de 2,5

días.

Dado que en la literatura no estaban descriptos los valores de referencia de

este inhibidor para la población de la Argentina, determinamos los niveles de

actividad y antigenicidad del HCIIen la Ciudad de Buenos Aires. Los intervalos

de referencia determinados para la actividad y antigenicidad del HClI

fueron: 75-120% actividad y 70-130% antigenicidad. EI rango de referencia

establecido es amplio cuando se Io compara con otros inhibidores fisiológicos del

sistema de coagulación, el cual es coincidente con lo reportado por Tran y el

proyecto VITApara poblaciones europeas.

La similitud de las propiedades fisicoquímicas y de la vida media de la ATIIIy el

HCII explicaría el descenso paralelo de estas proteínas en Ia mayoría de las

estados fisiopatológicos .

Con el fin de dilucidar los probables mecanismos antitrombínicos mediados por

el HCII se estudiaron los niveles de este inhibidor en diversos procesos

fisiopatológicos.

A partir de los resultados obtenidos observamos que la actividad de HCII

en embarazadas normales, con mas de 30 semanas de gestación, se

encuentra significativamente elevada, alcanzando valores de hasta 160%.
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Estos niveles coinciden con trabajos recientemente publicados. En la mayoría de

los estados fisiopatológicos los niveles de HCIIacompañan a los de ATIII,pero no

en el embarazo. Esta inusual elevación del HClI,nos permite postular que

esta serpina desempeñaría una importante función en el proceso inhibitorio

de trombina durante la gestación, el cual estaría favorecido por los elevados

niveles de actividad de dermatán sulfato detectados en estas pacientes.

En los estudios realizados en pacientes quemados (quemadura tipo ABy B), en

los cuales se produce una gran activación del sistema de coagulación que se

evidencian por la elevación de los marcadores de activación (TAT, F1+2, FPA) y

un brusco descenso de los inhibidores (PC, PS y ATIII),los niveles de actividad

del HCIIse encuentran ligeramente disminuidos, aún cuando se detecta

actividad de dermatán sulfato en circulación. Esto indicaría que al generarse

grandes cantidades de trombina, la ATIII actuaría como principal inhibidor,

conjuntamente con el sistema de la PC. Si bien el HCII inhibe especificamente

trombina, desempeñaría un papel secundario en esta patología. En la bibliografía

no se encuentran reportes sobre los niveles de HCII y dermatán sulfato en

quemados.

En los pacientes sépticos, se desarrolla activación de diversos sistemas

interrelacionados con liberación de mediadores celulares. El TNFa e

interleuquinas liberados por los macrófagos, Ia estimulación de Ia célula endotelial

con exposición del factor tisular, la acción de distintos mediadores que inducen a

la adhesión y migración de los leucocitos al sitio de lesión, donde los neutrófilos

se degranulan liberando diversas proteasas denominadas enzimas similelastasa,

son mecanismos bien estudiados en esta patología.

De los datos obtenidos de pacientes sépticos llama la atención el

descenso importante de la actividad de HCllen relación a la disminución de
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los inhibidores ATlll,PC y PS y la detección de actividad de dermatán sulfato

en circulación.

El descenso del HCIIse debería a la suma de dos mecanismos: por un lado Ia

degradación del inhibidor por elastasas Ieucocitarias liberadas de los

polimorfonucleares y por otro lado, a un mayor consumo del HCII debido a Ia

presencia plasmática de su potenciador. En la bibliografía no se reportan niveles

de HCII y dermatán sulfato plasmático en pacientes sépticos sin coagulación

intravascular diseminada.

Los pacientes en hemodiálisis sufren múltiples alteraciones del sistema

hemostático que conducen a complicaciones de sangrado y/o estados

hipercoagulables. En estos pacientes se produce la elevación de productos

urémicos que modifican Ia funcionalidad de las plaquetas. Otros factores

importantes que alteran el balance hemostático estarían relacionados con la

pérdida urinaria de proteínas .

En los pacientes en hemodiálisis se observó niveles plasmáticos de HCII

disminuidos, similares a los de actividad de ATlll.No se encontró correlación

con el índice de adecuación de diálisis, tiempo en diálisis o rehuso de los filtros ,

ni relación con la patología de base. En estos pacientes se destaca la

presencia de actividad de dermatán sulfato en circulación, que colaboraría
con la actividad antitrombínica del HCII.

Los estudios realizados en Ia población de pacientes con tratamiento

anticoagulante oral crónico y con heparina no fraccionada revelan que el

nivel de actividad del HCIIse mantiene dentro del rango de referencia.

Debido a la asociación entre la hiperhomocisteinemia y la patología vascular

(trombosis venosa o arterial) y considerando que Ia trombosis es un proceso

desencadenado por múltiples factores, determinamos la actividad de HCIIcomo



193

un inhibidor de trombina, en pacientes hiperhomocisteinémicos. Los elevados

niveles de homocisteína en el plasma no modifican la actividad de HCII,

aunque en estos pacientes se detecte actividad de dermatán sulfato en

circulación. La hiperhomocisteinemia actualmente es objeto de múltiples

investigaciones, sin embargo Ia bibliografía no refiere niveles de HCIIni dermatán

sulfato en estos pacientes.

Dada la variación de los niveles de actividad de HCIIen las distintas patologías

estudiadas, resultó interesante investigar in vitro,en sistemas puros, cuáles eran

las condiciones que favorecían la actividad antitrombínica del HCII. En primer

lugar se consideró fundamental trabajar con concentraciones del inhibidor

similares a las fisiológicas, ya que en las publicaciones las concentraciones de

trabajo son distintas a las que presentaría este inhibidor en procesos

fisiopatológicos.

Encontramos que la capacidad del HCIIde inhibir trombina en ausencia de

su potenciador es casi nula, presentando un período de latencia inicial que

permitiría suponer un cambio conformacional que expondría el sitio activo oculto

en la estructura de la molécula del HCll.

Se determinó la acción de los potenciadores, la cual reveló que la

actividad del HCII aumenta significativamente en presencia de DS no

fraccionado y de bajo peso molecular en forma dependiente de su

concentración. En cambio la acción de la heparina no fraccionada y de bajo

peso molecular no potencian al HCIIen las concentraciones terapéuticas.

Los ensayos de consumo de HCIIin vitro revelaron que éste aumenta de

15 a 71% por la presencia del potenciador (DS 100 ¡Ig/ml).

Normalmente el dermatán sulfato no se encuentra en circulación, mientras que

en los diversos estados fisiopatológicos estudiados se detectó actividad de
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DS. La concentración de 0,0025 mg/ml de DS utilizada en algunos ensayos in

vitro coincide con la detectada en estas patologías, con lo que extrapolando

podriamos concluir que la pequeña cantidad de dermatán sulfato liberada a

circulación en estos estados produciría un efecto potenciador del HCIIin

vivo.

Los estudios cinéticos en los que se ensayó un amplio rango de

concentraciones de trombina revelaron que el HCII(concentración fisiológica)

inhibe más eficientemente pequeñas cantidades de trombina (hasta 30 nM),

aún en la presencia del DS. Este hecho sumado a que el HCIIpotenciado por

DS inhibe meizotrombina, favorece la hipótesis de que el HCIIdesarrollaría

una importante función antitrombínica cuando el proceso de generación de

trombina recién comienza, mediante el bloqueo del intermediario

meizotrombinay de las pequeñas concentraciones de trombina.

Este hallazgo ¡n vitropodría explicar los resultados encontrados in vivocomo el

leve descenso de HCllen patologías con generación de trombina, como pacientes

quemados y hemodializados.

El aumento de la concentración de HCIIen procesos de inhibición de

trombina in vitro (entre 150 a 200%) mostró sólo un ligero incremento en la

actividad máxima de la serpina. Es interesante destacar que concentraciones

de HCIIsuperiores a 100% se pueden detectar durante el embarazo.

El estudio del HCIIplasmático mediante SDS-PAGEIWestem- Blot reveló

una banda mayoritaria de 65.600 Dde peso molecular y destacó la presencia

de HCIIen las bandas de alto peso molecular, revelando con antisuero

policlonal anti-HCII. En Ia bibliografía no se reporta la presencia de HCIl en
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estas bandas de estas bandas, quizás debido a que los autores utilizan HCII

purificado o plasmas desfibrinados.

Las investigaciones de estas bandas, mediante la doble electroforesis,

mostraron que el agregado macromolecular estaría conformado por HCII

unido a otra proteina plasmática. La identidad de esta proteína se reveló

mediante la utilizaciónde distintos anticuerpos, observándose que las bandas

de alto PM presentan la misma movilidad electroforética y posición que las

del fibrinógeno.

Podemos concluir así que, el SDS-PAGE/Western Blot de plasma humano

revelado con antisuero policlonal anti-HCIImuestra una banda de movilidad

similar al HCIItestigo y otra en Ia una zona de alto peso molecular, que

corresponde un agregado macromolecular HCII - fibrinógeno.

Modificaciones en la estructura del fibrinógeno permiten la liberación del

HCIIdel agregado macromolecular.

A partir de estos hallazgos nos resultó interesante estudiar Ia modulación de la

interacción HCII - trombina - DS ¡n vitro, por distintas proteínas plasmáticas,

principalmente el fibrinógeno, concluyendo que:

La presencia de fibrinógeno disminuye la actividad antitrombinica máxima

del HCII, aún en presencia del potenciador. AI preincubar fibrinógeno a

distintas con HCII el efecto modulatorio del mismo se acentúa disminuyendo un

45% respecto del control, indicando que existiría una interacción entre el

fibrinógeno y Ia serpina. Esta interacción no afectaría el sitio activo ya que

inicialmente la actividad del HCII es similar; en cambio, si limita la

funcionalidad máxima de la serpina. Este comportamiento sugiere que el

fibrinógeno disminuiría el número de moléculas de HCIIactivas disponibles

para la interacción HCII- trombina.



Cuando el fibrinógeno se preincuba con DS. la modulación es menor, .lo

cual sugiere que el DS impediría la interacción, posiblemente por

competición. Sin embargo una vez producida la unión HCII- fibn'nógeno, el

DS no desplazaria al fibrinógeno de su unión al HCII. AI aumentar Ia

concentración de fibrinógeno al triple, se evidencia un efecto modulador negativo

(30%).

La modulación ejercida por el fibrinógeno es tiempo y concentración

dependiente, sugiriendo que al estar presente un mayor número de moléculas de

fibrinógeno, habría una mayor interacción, la cual se favorecería por la

prolongación del tiempo de incubación.

En la electroforesis SDS-PAGE/ Western Blot de la preincubación (in vitro) de

las diferentes proteínas mostró la unión del HCIIal fibrinógeno, evidenciada por Ia

aparición de bandas de alto peso molecular reveladas con antisuero anti-HCII.

Los estudios electroforéticos realizados demostraron que

fisiológicamente un porcentaje del HCIIcircula unido al fibrinógeno. Los

ensayos diagramados in vitro para el estudio cinético del HCIInos permitió

demostrar la interacción entre este inhibidor y el fibrinógeno, la cual

modularía la actividad antitrombínica de esta serpina. El análisis

electroforético de estos ensayos confirmó la formación del agregado

macromolecular responsable de la disminución de la funcionalidad máxima
del HCII .

El fibrinógeno es una proteína reactante de fase aguda, como tal aumenta su

síntesis en procesos como infección, inflamación, sepsis, cáncer, etc., indicando

que en estas patologías habría una mayor interacción entre fibrinógeno y HCII

resultando en una menor disponibilidad plasmática de Ia capacidad antitrobínica

de HCII.
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EI fibrinógeno actuaría como proteína transportadora de una pequeña

proporción de HCII plasmático, de esta manera se aseguraría la presencia del

HCIIen los procesos fisiológicos que generan trombina.

A partir de los estudios realizados observamos que modificaciones en la

estructura del fibrinógeno produciría la liberación del HCII del agregado

macromlecular. La acción de la trombina sobre el fibrinógeno permitiría la

liberación del HCII en el sitio de lesión, de esta manera el HCII desarrollaría su

función de inhibiendo meizotrombina y las pequeñas cantidades de trombina en

cercanía a los glicosaminoglicanos del subendotelio, cuando el proceso de

generación de trombina recién comienza.

Los hallazgos más importantes de esta tesis son la comprobación de que

fisiológicamente un porcentaje del Cofactor ll de la Heparina circula en

plasma unido al fibrinógeno y que cuando la estructura del fibrinógeno es

modificada, el Cofactor ll de la Heparina es liberado del complejo
macromolecular.

La cantidad de Cofactor ll de la Heparina unido depende de la

concentración de fibrinógeno presente.

La formación de este agregado disminuye la funcionalidad máxima del

Cofactor Ilde la Heparina aún en presencia de su potenciador, el dermatán
sulfato.
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