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La hemostasia, que es el proceso de formacion del coagulo sanguineo, consiste en una serie de respuestas
coordinadas ante la lesion vascular. Requiere de la actividad conjunta de las plaquetas, la cascada de la
coagulacion, el flujo sanguineo y las fuerzas de cizalla, las células endoteliales y la fibrinolisis.

Formacion del tapon plaquetario

Las plaquetas se activan en el sitio de lesiéon vascular para formar un tapén y detener la hemorragia.
Entre los estimulos fisiologicos para las plaquetas se incluyen el difosfato de adenosina (ADP), la
epinefrina, la trombina y la coldgena. El ADP y la epinefrina son estimulos plaquetarios relativamente
débiles, la trombina y la coldgena son agonistas potentes. La activacion de la trombina esta mediada por
los receptores activados de proteina G acoplada a proteasa (PAR, por sus siglas en inglés, n. el t.),
especificamente los PAR-1 y PAR-4. La trombina separa el dominio externo del PAR para iniciar la sefial

transmembrana [ver figura 1].> Existen también receptores especificos para ADP, epinefrina y colagena.

Figura 1

Activacion de la trombina

La activacion plaquetaria consiste en cuatro procesos distintos: adhesion (deposito de plaquetas en la
matriz subendotelial), agregacion (cohesion de plaquetas), secrecion (liberacion de las proteinas de los
granulos ) y actividad procoagulante (aumento de la generacion de trombina) [ver figura 2].

Figura 2

Activacion plaquetaria

ADHESION

La adhesion plaquetaria esta mediada principalmente por la union del complejo receptor de superficie
plaquetaria de la glucoproteina (GP) Ib-IX-V a la proteina de adhesion factor de von Willebrand (vVWF)
en la matriz subendotelial.® La deficiencia del complejo GPIb-IX-V o del vWF origina dos trastornos
hemorragiparos congénitos respectivamente, la enfermedad de Bernard Soulier y la enfermedad de von
Willebrand. Otras interacciones de adhesion (v.gr., la union del receptor plaquetario de colagena GPIa-

IIa a las fibrillas de coldgena en la matriz) también contribuyen a la adhesion plaquetaria.*



AGREGACION

La agregacion plaquetaria ocurre por la unién del fibrin6geno al receptor de fibrin6geno plaquetario (i.e.,
el complejo GPIIb-I11a). El GPIIb-IIIa (también denominado allbb3) es un miembro de la superfamilia
de los receptores de proteinas de adhesion, denominadas integrinas y que se encuentran en muchos tipos
diferentes de células. Es el receptor mas abundante en la superficie de la plaqueta. El GPIIb-IIIa no fija
fibrin6geno en las plaquetas no estimuladas. Después de la estimulacién plaquetaria el GPIIb-IIIa sufre
un cambio conformacional y se convierte de un receptor para fibrindgeno de baja afinidad en un receptor
de alta afinidad en un proceso denominado sefial de dentro hacia fuera. El fibrin6geno, una molécula
divalente, sirve de puente a las plaquetas activadas [ver figura 3]. La porcion citosoélica del complejo
GPIIb-IIIa activado se une al citoesqueleto plaquetario y puede mediar la diseminacion plaquetaria y la
retraccion del codgulo (en un proceso denominado sefial de fuera hacia adentro).” La deficiencia
congénita de GPIIb-IIIa o fibrin6geno causa la trombastenia de Glanzmann y la afibrinogenemia. La via
GPIIb-IIIa-fibrin6geno es la via comun final para la agregacion plaquetaria. El bloqueo de esta via es el
mecanismo de accidn de una clase importante de medicamentos antiplaquetarios.

Figura 3

Mecanismo de agregacién
plaquetaria

SECRECION PROTEICA

Después de la estimulacion los granulos plaquetarios liberan ADP y serotonina, que estimulan y reclutan
mas plaquetas, proteinas de adhesion como la fibronectina y la trombospondina, que reforzan y
estabilizan los agregados plaquetarios, factor V, un componente de la cascada de la coagulacion,
tromboxano, que estimula la vasoconstriccion, y factores de crecimiento como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (FCDP), que estimula la proliferacion de las células del musculo liso y media la
reparacion tisular. El FCDP puede también contribuir al desarrollo de ateroesclerosis y reoclusién
después de la angioplastia coronaria.

PROCOAGULACION

La procoagulacion plaquetaria consiste en el ensamble de los complejos enziméaticos de la cascada de la
coagulacion en la superficie de la plaqueta. Es un ejemplo importante de la interrelacion estrecha que
existe entre la activacion plaquetaria y la activacion de la cascada de la coagulacion.

Cascada de la coagulacion

La caracteristica central de la cascada de la coagulacion es la activacion secuencial de una serie de
proenzimas (cimogenos) a enzimas, generando al final fibrina y reforzando el trombo plaquetario. Otra
caracteristica, la amplificacion, asegura una respuesta rapida para una hemostasia eficaz, pero demanda
una regulacion estrecha para evitar la trombosis exagerada.



La cascada de la coagulacion suele dividirse en una via intrinseca y una extrinseca [ver figura 4]. La via
intrinseca se inicia por la exposicion de sangre a una superficie con carga negativa (v.gr., vidrio),
mientras que la via extrinseca se activa por el factor tisular o la tromboplastina. Ambas vias convergen en
la activacion del factor X, que después activa a la protrombina (factor II) a trombina, la enzima final de la
cascada de la coagulacion.

Figura 4

Cascada de la coagulacién

Aunque este punto de vista clasico de la cascada de la coagulacion ha sido 1til para interpretar los
tiempos de coagulacion, no es del todo exacto. Los pacientes que tienen deficiencia severa en el factor XII
(asi como muchos pacientes con deficiencia del factor XI) no tienen sangrado clinico, lo que indica que la
parte inicial de la via intrinseca (la fase de contacto) no es importante in vivo. Actualmente se ha
establecido que la generacion o exposicion de factor tisular en el sitio de la herida es el principal evento
fisiolégico que inicia la coagulacién [ver figura 4]. © El factor tisular funciona como un cofactor que se
requiere en forma absoluta por el factor VII/factor VIIa para iniciar la coagulacion. El factor VIIa activa
el factor X en forma directa e indirecta por activacion del factor IX. Esta via dual de activacion del factor
X parece necesaria por la cantidad limitada de factor tisular generada in vivo y por la presencia de la via
inhibitoria del factor tisular (ver adelante) que, cuando forma un complejo con el factor Xa, inhibe al
complejo factor tisular/factor VIIa.

Todos los procoagulantes se sintetizan en el higado excepto el vVWF, que se sintetiza en los megacariocitos
y en las células endoteliales. Los procoagulantes dependientes de vitamina K son la protrombina, el
factor VII, el factor IX y el factor X, y los anticoagulantes dependientes de vitamina K son la proteina Cy
la proteina S. Para cada uno de estos factores, la produccion de residuos g-carboxiglutamicos por la
carboxilacion de residuos de acido glutamico dependiente de la vitamina K actia como una senal de
reconocimiento que guia la modificacién postraduccion de la proteina requerida para su actividad

biologica.”
INTERACCION ENTRE LAS PLAQUETAS ACTIVADAS Y LA CASCADA DE LA COAGULACION

Existe una estrecha interaccion entre la cascada de la coagulacion y la superficie plaquetaria activada in
vivo. Cuando las plaquetas se activan se exponen lipidos anionicos en su superficie y se libera factor V
(almacenado en los granulos plaquetarios) que se une a los lipidos ani6nicos. El factor V en la superficie
plaquetaria se activa a factor Va y acttia como un sitio de ensamble para la unién del factor Xa (enzima) y
protrombina (sustrato) a los que se conoce como complejo protrombinasa. En el sitio de ensamble la
generacion de trombina por el complejo protrombinasa es alrededor de 300,000 veces mas eficaz que la
generacion de trombina por el factor Xa en fase soluble y la protrombina sola, y el trombo plaquetario
mantiene a la trombina relativamente fija. El factor Xa fijo al factor Va también esti relativamente
protegido de la inhibicién por inhibidores circulantes como la antitrombina III (ver adelante). Un



ensamble similar del complejo enzimatico se aplica a la activacion del factor X por el factor VIIIa
(cofactor) y el factor IXa (la tenaza intrinseca). El resultado de estos procesos es una amplificacion eficaz
y fijacion del coagulo.

Mecanismos de control

La coagulaciéon estd controlada por diversos mecanismos: dilucién de procoagulantes en la sangre
circulante, remocion de factores activados a través del sistema reticuloendotelial, en especial en el higado
y control por vias antitromboticas naturales. Por lo menos seis sistemas de control diferentes modulan
cada fase de la hemostasia y protegen contra la trombosis, la inflamacién vascular y el dano tisular [ver
tabla 1]. La antitrombina III, la proteina C, la proteina S y el inhibidor de la via del factor tisular (IVFT)
regulan en conjunto la cascada de la coagulacién, la prostaciclina y el 6xido nitrico modulan la
reactividad vascular y plaquetaria, y la fibrinolisis elimina el codgulo de fibrina.

Tabla 1 Mecanismos antitromboéticos naturales de las células endoteliales

Regulacion de la cascada de la colagulacion Inhibidor de la via del factor tisular
Antitrombina IIT
Proteina C /proteina S

Modulaciéon de la actividad de vasos y plaquetas Prostaciclina
Oxido nitrico

Eliminacion del coagulo de fibrina Fibrinolisis

SISTEMA ANTITROMBINA Il - HEPARAN SULFATO

La antitrombina III (AT-III) es un inhibidor de las proteasas plasmaticas circulantes. Inhibe a la
trombina y al factor Xa, las dos enzimas clave en la cascada de la coagulaciéon. La AT-III también inhibe
al factor XII activado y al factor XI. En ausencia del glucosaminoglucano heparina, la AT-III inhibe a la
trombina y al factor Xa en forma relativamente lenta (la inhibicién completa requiere algunos minutos).
Cuando esta presente, la heparina se une a un sitio especifico en la AT-III, lo que causa un cambio
conformacional en la molécula, que a su vez inhibe a la trombina en forma instantanea e irreversible.
Este aumento en la inhibicién de la trombina y del factor Xa es la base para el uso terapéutico de la
heparina como anticoagulante. Los proteoglucanos heparan sulfato sobre la superficie luminal de las
células endoteliales parecen activar a la AT-III en una forma semejante a la de la heparina [ver figura

5].8



Figura 5

Accion de la antitrombina lll

Por lo tanto, la superficie endotelial en condiciones normales esta cubierta con una capa de AT-III que ya
en si esta activada por el heparan sulfato endogeno. Debido a que 1 ml de sangre puede quedar expuesto
hasta a 5,000 cm” de superficie endotelial, el sistema AT-III-heparan sulfato tiene por objeto inactivar a
cualquier trombina en la circulacion general.

PROTEINA C Y PROTEINAS - SISTEMA DE TROMBOMODULINA

La trombomodulina es una proteina integral de la membrana que se encuentra en la superficie luminal
del endotelio vascular en la microcirculacion. La trombina sufre un cambio conformacional cuando se
une a la trombomodulina, causando una modificacién importante en la especificidad de sustrato: ya no
precipita fibrindgeno ni activa plaquetas [ver figura 6]. Por otro lado, adquiere la capacidad para activar
a la proteina C en el plasma.® Se ha encontrado un receptor endotelial diferente para la proteina C que
aumenta la activacion de la misma por el complejo trombina-trombomodulina.’® La proteina C activada
degrada al factor Vay al factor VIIIa, los dos cofactores responsables del ensamble de la protrombinasa y
del complejo intrinseco tenaza en la cascada de la coagulacion. La proteina S sirve como un cofactor para
la proteina C activada. Las deficiencias de AT-III, proteina C y proteina S son causas importantes de un
estado hipercoagulable.

Figura 6

Via proteina C/proteina S

La proteina C y la proteina S muestran ambos ciertas similitudes estructurales a los factores de
coagulacion dependientes de vitamina K (protrombina, factor VII, factor IX y factor X). La proteina S
circula en dos formas: una forma libre, en la que es activa como anticoagulante, y una forma inactiva,
fija, en la que constituye un complejo con la proteina de uniéon C4b del sistema del complemento. La
proteina de unién C4b actia como un reactante de fase aguda. El incremento resultante en los estados
inflamatorios disminuye la actividad de la proteina S libre, aumentando la posibilidad de trombosis.
INHIBIDOR DE LA VIA DEL FACTOR TISULAR

El inhibidor de la via del factor tisular (IVFT) es un inhibidor tisular de las proteasas del plasma que se
sintetiza en el endotelio microvascular. A diferencia de la AT-III, el IVFT tiene una concentraciéon en
plasma muy baja. El IVFT inhibe al factor Xa. El complejo IVFT/factor Xa se vuelve un inhibidor eficaz
del factor tisular/factor VIIa, mediando asi la retroalimentacién de la inhibicion del factor tisular/factor
VIla [ver figura 7]. Los estudios en animales han demostrado que la deplecién del IVFT endogeno
sensibilizara a los animales al desarrollo de coagulaciéon intravascular diseminada inducida por el factor

tisular o la endotoxina."



Figura 77

Inhibidor de la via del factor
tisular

El IVFT se sintetiza principalmente por el endotelio microvascular. Alrededor del 20 por ciento del IVFT
circula en el plasma asociado con lipoproteinas, la mayoria de las cuales permanecen asociadas con la
superficie endotelial, aparentemente unidas a los glucosaminoglucanos de la superficie celular. El nivel
en plasma de IVFT aumenta en mucho después de la administracion intravenosa de heparina. Esta
liberaciéon de IVFT endotelial puede contribuir a la eficacia antitrombotica de la heparina y de la
heparina de bajo peso molecular. En la actualidad se realizan estudios clinicos con IVFT recombinante.'*
PROSTACICLINA

Ante una lesion celular, la fosfolipasa A, libera de los fosfolipidos de la membrana acido araquidénico,
un acido graso. La enzima prostaglandina endoperdéxido H sintetasa-1 (PGHS-1) convierte el acido
araquidonico en endoperoxidos prostaglandinas y finalmente en tromboxano A, (TXA,) en las plaquetas
y prostaciclina (PGI,) en las células endoteliales. El TXA, y la PGI, tienen funciones opuestas. El TXA,
es un estimulador potente de la agregacion plaquetaria y causa vasoconstriccion, mientras que la PGI,
inhibe la agregacion plaquetaria e induce vasodilatacion. La PGI, funciona al activar a la adenilato

ciclasa, lo que causa un aumento en el monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) intracelular [ver figura
8].

Figura 8

Funcién del éxido nitrico y la
prostaciclina

Cicloxigenasa- 1 y cicloxigenasa-2

La cicloxigenasa-1 (COX-1) es la isoforma constitutiva de la PGHS. Recientemente se ha descubierto una
isoforma inducible, la cicloxigenasa-2 (COX-2). En condiciones normales no se detecta COX-2 en la
mayoria de los tejidos; sin embargo puede ser inducida con rapidez en respuesta a factores de
crecimiento, endotoxinas y citocinas en las células endoteliales y monocitos (aunque no en las
plaquetas).”® La aspirina acetila e inhibe en forma irreversible tanto la COX-1 como la COX-2. Otros
farmacos antinflamatorios no esteroideos (AINE) inhiben también ambas enzimas, aunque no en forma
permanente. En la actualidad se dispone de inhibidores selectivos de COX-2 como una nueva generacion
de AINE.*#



Debido a que la aspirina inhibe en forma irreversible la COX-1y ya que las plaquetas no pueden producir

nueva enzima, la exposicion breve a la aspirina inhibird en forma permanente la produccion de TXA,

durante la vida de las plaquetas afectadas.
OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (NO) esta formado por L-arginina en las células endoteliales. E1 NO estimula la guanilato
ciclasa, causando aumento en el monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) en las células blanco, provoca
vasodilatacion e inhibe la adhesion y agregacion plaquetaria [ver figura 8]. > El NO es rapidamente
destruido por la hemoglobina y, por tanto, funciona como una hormona local (i.e., paracrina). La
infusion intravenosa de un anélogo de arginina que bloquea la produccién de NO causa un incremento
inmediato y sustancial en la presion arterial. Este fenomeno sugiere que el NO se libera en forma
continua y basal para regular el tono vascular (a diferencia de la producciéon de PGIL,, cuya liberacion es

mas de estimulo-respuesta). Existe un sinergismo significativo entre el NO y la PGI,. La formacion de

NO esta catalizada por sintetasas de NO, que existen en diferentes isoformas en varios tejidos. Ademas
de regular los eventos vasculares, el NO tiene un amplio rango de efectos biologicos (v.gr., funcion de
neurotransmision en el sistema nervioso central).

FIBRINOLISIS

El activador del plasminogeno tisular (t-PA) se libera de las células endoteliales lesionadas cerca del sitio
de la lesion vascular. El t-PA convierte el plasminogeno en plasmina. En forma anéloga a la interaccion
de la AT-III con la trombina, que se acelera en presencia del heparan sulfato de la superficie de la célula
endotelial, la generacion de plasmina tiene lugar en condiciones 6ptimas en una superficie (en este caso
el coagulo de fibrina). Tanto el t-PA como el plasminogeno se unen a la fibrina (a través del
reconocimiento de residuos de lisina), lo que facilita la generaciéon de plasmina y la fibrinolisis localizada

[ver figura 9].

Figura 9

Via plasminégeno/plasmina

La plasmina escinde la cadena de fibrina polimerizada en multiples sitios y libera productos de
degradacion de la fibrina. Uno de los principales productos es el dimero D, que consiste en dos dominios
D de mondémeros adyacentes de fibrina que han sufrido enlaces cruzados por el factor XIII activado [ver
figura 10]. La plasmina tiene una especificidad de sustrato muy amplia y, ademas de la fibrina, rompe el
fibrin6geno y diversas proteinas plasmaticas y factores de la coagulacion. La plasmina unida al coagulo
de fibrina esta protegida de su inactivaci6on, mientras que la plasmina liberada a la ciruclacion es
inactivada con rapidez por la a,-antiplasmina plasmaética. Por lo tanto, se logra una fibrinolisis

localizada, pero se evita la degradacion inespecifica por la plasmina de las proteinas del plasma. En casos



raros los pacientes tienen problemas hemorragiparos debido a una deficiencia congénita de la a,-

antiplasmina.

Figura 10

Transformacion de fibrinégeno a
fibrina

La urocinasa es el segundo activador fisiologico del plasminogeno. Esta presente en alta concentracion

en la orina. Aunque el t-PA es en gran parte responsable de iniciar la fibrinolisis intravascular, la
urocinasa es el principal activador de la fibrinolisis en el compartimiento extravascular. La urocinasa es
secretada por muchos tipos de células en la forma de prourocinasa, también denominada activador del
plasminogeno tipo urocinasa de una sola cadena (scu-PA). La prourocinasa se convierte a urocinasa por
accion de la plasmina. La urocinasa no tiene especificidad de la fibrina para convertir el plasmindgeno en
plasmina, mientras que la prourocinasa si.

El principal inhibidor fisiolégico del t-PA y el activador urocinasa plasminégeno (u-PA) es el inhibidor
del activador del plasminégeno-1 (PAI-1, por sus siglas en inglés n. del t.).'° En las plaquetas se
encuentran cantidades importantes de PAI-1. El PAI-1 también es liberado de las células endoteliales, y
su deficiencia se asocia con diatesis hemorragica, generalmente relacionada con traumatismos o
cirugia.”” Un segundo inhibidor, el PAI-2, normalmente es secretado por los monocitos y durante el
embarazo sus niveles aumentan mucho por su sintesis en la placenta. Ain no se ha establecido la
importancia biolégica del PAI-2.

Inhibidor activable de la fibrinolisis relacionado a trombina

La carboxipeptidasa plasmaética es un inhibidor activable de la fibrinolisis relacionado a trombina (IAFT)
recién descubierto [ver figura 11]. '®'° Es el segundo sustrato fisiologico conocido para el complejo
trombina-trombomodulina. Debe considerarse que después de que se forma el coagulo inicial de fibrina
por la trombina en el sitio de la lesién vascular, la trombina se une a la trombomodulina en la superficie
endotelial intacta cercana. La trombina unida a la trombomodulina causa la generacion de proteina C
activada, que bloquea la cascada de la coagulacién y evita la generaciéon excesiva de trombina. Al mismo
tiempo, la trombina unida a la trombomodulina activa al IAFT, disminuyendo asi la lisis del coagulo
existente. Ain no se ha demostrado si la deficiencia de IAFT causa hemorragia y si el exceso en su
actividad produce trombosis.

Figura 11

Inhibicion de la fibrinolisis



Generalidades sobre la coagulacion

La cascada de la coagulacion se inicia por exposicion del factor tisular en una lesion vascular, lo que
ocasiona la generaciéon de trombina y el depdsito de un coagulo de fibrina [ver figura 12]. En forma
simultanea, el endotelio dafiado libera t-PA, que convierte el plasminégeno en plasmina, que después lisa
el codgulo. Ambas vias estan controladas: el FT/factor VIIa estd regulado por el complejo IVFT/factor
Xa, y la trombina esta regulada por las proteinas C y S. En forma semejante, la actividad del t-PA esta
controlada por el PAI-1. La trombina y la plasmina estdn bajo en control de sus inhibidores respectivos,
la AT-IIT y la a,-antiplsmina. Cuando estas dos vias actian en simetria coordinada, se produce un

coagulo para detener el sangrado, con lisis posterior del mismo y remodelaciéon tisular. La menor
generacion de trombina (como en la deficiencia de factor VIII) o la mayor producciéon de plasmina (como
en la deficiencia de a,-antiplasmina) causan hemorragia. Por el contrario, la producciéon excesiva de

trombina (como en la deficiencia de AT-III o proteina C) provoca trombosis.

Figura 12

Remodelacién del coagulo

Heterogeneidad de las células endoteliales y del lecho vascular - Hemostasia especifica

Aunque por lo general el endotelio se considera como un sistema caracteristico y homogéneo, existen
diferencias significativas entre las células endoteliales de arterias, venas y capilares en términos de
morfologia y susceptibilidad a enfermedades. Estudios recientes han demostrado grupos distintos de
proteinas que caracterizan a las células endoteliales arteriales y venosas desde las primeras fases de la
angiogénesis. Ephrin-B2, un ligando transmembrana de la familia Eph, existe en las células endoteliales
arteriales, pero no en las venosas. Por el contrario, Eph-B4, un receptor tirosina cinasa para ephrin-B2,

caracteriza a las venas, pero no a las arterias.*°

También parece que el endotelio de diferentes lechos vasculares no es idéntico.*® Por ejemplo, el
endotelio alto en las vénulas poscapilares de los ganglios linfaticos y las placas de Peyer regula la
circulacion de linfocitos de la sangre a los linfaticos y tejidos periféricos. En este endotelio venular alto se
expresan en gran cantidad receptores especificos de proteinas de adhesion y proteinas de la matriz. El
endotelio especializado que constituye en la barrera hematoencefalica es otro ejemplo.

Estas diferencias entre las células endoteliales arteriales y venosas y el endotelio especifico del lecho
vascular pueden explicar en parte las diferentes susceptibilidades para la trombosis. Por ejemplo,
mientras que las deficiencias de AT-III y proteina C suelen asociarse con trombosis venosa profunda de
las extremidades inferiores, la trombosis de las venas porta y hepéatica con frecuencia se asocia con
enfermedades mieloproliferativas.*> En ambas condiciones el defecto subyacente es un estado
hipercoagulable sistémico y existe una clara predisposicién para que ocurran trombosis en lechos



vasculares especificos. Por lo tanto, la trombosis clinica se atribuye a un desequilibrio entre el estimulo
protrombdtico sistémico y los mecanismos antitromboticos locales.

Produccion de plaquetas y trombopoyetina

Las plaquetas derivan de los megacariocitos, que surgen de células tronco mieloides pluripotenciales. La
produccion de plaquetas esta controlada por una trombopoyetina que participa en la maduracion final
del megacariocito. La trombopoyetina, también conocida como ligando de c-Mpl, tiene miultiples
acciones en el desarrollo del megacariocito.”® Comparte cierta homologia estructural con la
eritropoyetina y es producida principalmente por el higado. Aumenta el tamafio y nimero de los
megacariocitos, estimula la expresion de marcadores especificos de plaquetas y es un potente factor
estimulador de colonias de megacariocitos. Aunque es claro que la trombopoyetina es un factor clave, el
factor de células tronco (también denominado ligando kit), la interleucina-3 (IL-3), la IL-6 y la IL-11
participan también en el control de la megacariopoyesis.

Los megacariocitos sufren endomitosis, en la que la divisién nuclear ocurre sin division celular y es
seguida de fusion nuclear, para originar una célula con un contenido cromosémico 8n, 16n o 32n. El
citoplasma del megacariocito cambia para formar una serie de cintas delgadas y cilindricas que
eventualmente se fragmentan en pequenas piezas de megacariocitos, llamadas proplaquetas, que se
liberan hacia la circulaciéon. El volumen del megacariocito correlaciona con la ploidia y madurez
citoplasmica, los megacariocitos mas grandes producen el mayor nimero de plaquetas. Las plaquetas
grandes se denominan megatrombocitos y se observan en la sangre periférica en los estados
trombocitopénicos, en especial en la purpura trombocitopénica idiopatica. Estos megatrombocitos
probablemente son proplaquetas jovenes y son responsables del incremento en el volumen plaquetario
promedio que ocurre durante la respuesta a o la recuperacion de la trombocitopenia aguda.

Las plaquetas que entran a la circulacion sobreviven alrededor de 8.5 a 10 dias y tienen una vida media
de alrededor de 4 dias. Alrededor del 30 a 40 por ciento de las plaquetas estan presentes en un lecho
esplénico que se intercambia en forma libre con la circulaciéon. Cuando surge la necesidad de plaquetas la
producciéon puede aumentar siete a ocho veces. Debido a que no existe un reservorio medular de
plaquetas esperando ser liberadas, los mayores requerimientos de plaquetas pueden tardar algunos dias
en ser satisfechos. Las plaugetas tienen receptores para la trombopoyetina y la remueven del plasma, la
masa plaquetaria funciona como un regulador importante de trombopoyetina.** En casos de hipoplasia
de megacariocitos y trombocitopenia se metaboliza poca trombocpoyetina y el nivel plasmético de la
misma aumenta, causando mayor produccion de megacariocitos y plaquetas. En el caso de trombocitosis
ocurre aumento en el metabolismo de la trombopoyetina, lo que disminuye el nivel de trombopoyetina
en el plasma y, por tanto, la produccién de plaquetas.

Pruebas de coagulacion y su uso
PRUEBAS PARA LA CASCADA DE COAGULACION

La mayoria de las pruebas de coagulacion miden el tiempo requerido para que la fibrina del plasma
forme bandas, que pueden detectarse por medios 6pticos o eléctricos. Su prolongaciéon puede representar

reduccion en la concentracion de un factor, factores inactivos o la presencia de inhibidores.



Tiempo parcial de tromboplastina (TPT) El TPT, en ocasiones denominado TPT activado (TPTa),
mide el sistema de coagulacion intrinseco. Se agrega una superficie con carga negativa (v.gr., caolin y
silice), seguido de cefalina, al plasma total para activar a los factores XII y XI. El TPT es mas sensible a
alteraciones y deficiencias en la secuencia de la cascada de la coagulacion antes de la activacion del factor
X. El TPT también es muy sensible a la accion de la heparina. Se usa para vigilar y ajustar el tratamiento
anticoagulante con heparina regular, pero no con heparinas de bajo peso molecular.

Tiempo de protrombina (TP) El tiempo de protrombina es una prueba para el sistema extrinseco.
Detecta deficiencias en el fibrin6geno, factor II (protrombina), factor V, factor VII y factor X. Se agrega
factor tisular al plasma total, causando formacién de fibrina, normalmente en 9 a 12 segundos. Los
resultados suelen reportarse usando la relacién normalizada internacional (INR, por sus siglas en inglés,
n. del t.). E1 INR se calcula por medio de la siguiente ecuacion:

INR = (Log TP del paciente / Log TP control)®

en donde C representa el indice de sensibilidad internacional (ISI). De esta manera la tromboplastina
usada en un laboratorio individual, con su ISI especifico, se calibra contra una tromboplastina estandar
de referencia y el TP se reporta como un INR.*> La presencia del anticoagulante ltpico puede también

interferir con el TP.2°

Tiempo de dilucién con veneno de vibora de Russell (TDVVR) El veneno de vibora de Russell
contiene una enzima que activa el factor X; por lo tanto, el TDVVR mide la via comin de la cascada de la
coagulacion. Es sensible a la presencia de anticoagulante semejante a lupus, que inhibe al complejo de
fosfolipidos dependientes de protrombinasa.

Tiempo de trombina (TT) El TT se usa para investigar alteraciones en la conversion de fibrindgeno a
fibrina. Puede estar prolongado por hipofibrinogenemia, fibrind6geno anormal (disfibrin6geno) o la
presencia de inhibidores (v.gr., productos de degradacion de la fibrina) que interfieren con la
polimerizacion de la fibrina. Los factores clinicos asociados con frecuencia con el TT prolongado son la
hepatopatia severa, la coagulacion intravascular diseminada y el tratamiento con heparina.

Tiempo de reptilasa (TR) La reptilasa en una enzima semejante a la trombina que convierte el
fibrin6geno en fibrina. El TR se prolonga en condiciones semejantes a las del TT prolongado, con una
diferencia significativa: la reptilasa no es inhibida por el complejo AT-III-heparina. Por lo tanto, el TR no
se prolonga con la heparina. Un tiempo prolongado de trombina y un TR normal sugieren efecto de
heparina.

Fibrinopéptido A (FPA) La trombina activa al fibrinégeno al separar dos moléculas de los
fibrinopéptidos A y B, dejando una molécula del monémero de fibrina. La medicion del FPA en la sangre
puede usarse como un indice de la actividad de la trombina in vivo. Sin embargo, debido a que la cascada
de la coagulacion puede activarse durante la toma de muestra de sangre, deben tomarse precauciones en
la medicion e interpretacion de los niveles de FPA.

Fibrinogeno El nivel de fibrindgeno en plasma puede medirse por métodos antigénicos o, con mas
frecuencia, por pruebas de coagulacion. Los resultados se reportan en mg/dl.



Dimero-D y productos de degradacion de fibrina-fibrinégeno (PDF) Los PDF se producen por
la degradacion por la plasmina del fibrin6geno y del coagulo de fibrina [ver figura 9]. El dimero-D es
liberado por la degradacion mediada por plasmina de la fibrina polimerizada. La ruptura del fibrindgeno
o del monomero de fibrina por la plasmina no produce dimero-D. Por lo tanto, el aumento del dimero-D
es una medida especifica del deposito de fibrina intravascular y de la degradacion de la plasmina
caracteristicos de la coagulacion intravascular diseminada. La prueba de dimero-D ha sustituido con
mucho a la prueba de PDF.

Factor XIII El factor XIII es el tinico factor de la coagulacion cuya actividad no se evalia en el TP o TPT
por que el punto final de ambas pruebas es la formacién de polimeros de fibrina, independientemente de
si estos polimeros tienen enlaces cruzados covalentes causados por el factor XIII activado. Debe
sospecharse deficiencia de factor XIII en cualquier nifio que tenga hemorragia significativa después de la
circuncisiéon o, mas raramente, en un paciente adulto con hemorragia inexplicable.

Plasmindgeno y a,-antiplasmina La activacién del sistema plasmin6geno-plasmina puede inferirse

por los datos de un TT prolongado, un nivel bajo de fibrinégeno en plasma y un nivel alto de dimero-D.
Otra prueba burda usada para medir la activacion de plasminégeno-plasmina es el tiempo de lisis de
euglobina. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de esta prueba no esta bien definida. Durante la
trombosis y fibrinolisis extensa se consumen tanto el plasminégeno como la a,-antiplasmina (el

inhibidor fisiolégico de la plasmina). La medicion directa de los niveles en plasma de plasminogeno y a,-

antiplasmina en ocasiones es ttil para evaluar la extensiéon de la fibrinolisis y la necesidad de sustituir
estas proteinas plasmaticas usando plasma fresco congelado.

PRUEBAS DE PLAQUETAS Y DE FUNCION PLAQUETARIA

Evaluacion del frotis de sangre periférica Este examen proporciona informacién rapida y
definitiva para confirmar o investigar la cuenta de plaquetas. En condiciones normales existen 8 a 12
plaquetas por campo de alto poder (magnificacion 1,000x), lo que corresponde a una cuenta de plaquetas
de 150,000 a 300,000/pl. El frotis muestra también la granularidad de las plaquetas y si existen
megatrombocitos.

Tiempo de sangrado Esta prueba mide principalmente la funcion plaquetaria. Se usa una lanceta
estandar para realizar una incision en el antebrazo. Normalmente el tiempo de sangrado es normal con
cuentas de plaquetas mayores de 100,000/ul y se prolonga si el nimero es menor. Un tiempo de
sangrado prolongado con plaquetas de mas de 100,000/l implica disfuncién. El tiempo de sangrado es
dificil de estandarizar y un tiempo normal no predice la seguridad de un procedimiento quirtargico o el
riesgo de hemorragia.?” No debe usarse como prueba general de escrutinio en el preoperatorio. Puede ser
atil para investigar enfermedad de von Willebrand o ciertos trastornos de la funcion plaquetaria.

Agregometria plaquetaria Los agregdémetros de plaquetas son equipos fotométricos para registrar la
trasmision de luz a través de una suspension de plaquetas. Cuando las plaquetas se agregan la luz pasa a
través de la suspension con maés facilidad. Para probar la agregacion se ahaden concentraciones diluidas
de agonistas de plaquetas (v.gr., ADP, epinefrina, colagena y ristocetina) al plasma citrado rico en
plaquetas. Con los agonistas débiles, como el ADP y la epinefrina, la onda inicial de agregaciéon va



seguida de una onda secundaria. La onda secundaria refleja la induccion de la reacciéon de liberaciéon de
las plaquetas, en la que el contenido de los granulos se libera para aumentar la agregacion plaquetaria. Se
observa una onda secundaria subdptima cuando existen defectos de almacenamiento de plaquetas, en los
que el contenido de los granulos estd disminuido o la actividad liberadora esta alterada. Este altimo
trastorno se asocia con ingesta de aspirina o trombocitopatia relacionada a uremia. Los pacientes con
enfermedad de von Willebrand tendran una respuesta de agregaciéon plaquetaria suboptima a la
ristocetina, pero una respuesta normal a otros agonistas.

PRUEBAS DE INHIBIDORES DE LA HEMOSTASIA

Estudios de mezcla El tiempo de coagulacion (v.gr., TPT de 60 segundos [normal de 28 a 30
segundos]) puede prolongarse por una deficiencia de un factor de la coagulacién o por un inhibidor.
Generalmente un inhibidor es un anticuerpo dirigido contra un factor de la coagulaciéon especifico o
contra un complejo fosfolipido-proteina, el llamado anticoagulante lapico. En los estudios de mezcla, se
coloca un volumen de plasma del paciente con un volumen igual de plasma normal. La mezcla resultante
proporcionara por lo menos el 50 por ciento de un factor deficiente y corregira la alteracion. Si el
problema es causado por un inhibidor, la mezcla resultante presentara atn un tiempo de coagulacion
prolongado. Siempre debe hacerse un estudio de mezcla cuando existe un tiempo de coagulaciéon
prolongado.

Antitrombina-III Existen bioensayos e inmunoensayos disponibles para evaluar la actividad de la AT-
III. Los dos tipos de estudios son necesarios porque los pacientes pueden tener niveles normales de AT-
III con las pruebas inmunoldgicas, pero anormales con las pruebas funcionales.

Proteina C y proteina S Estas proteinas se miden con métodos funcionales e inmunoldgicos. Debido a
que las proteinas C y S son dependientes de vitamina K, su mediciéon puede complicarse en pacientes que
toman warfarina. Es mejor medir la proteina C o S cuando el paciente ha estado sin warfarina durante 3
a 4 semanas.

Reconocimientos
Figuras 1, 2, 3, 5, 6 y 8 a 11 Seward Hung.

Figuras 4, 7y 12 Marcia Kammerer.
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Figura 1 Activacion de la trombina La activacion de la trombina es mediada por el receptor de la
proteina G acoplada activada por la proteasa (PAR). La trombina escinde el exodominio NH 2 -
terminal del PAR, exponiendo una nueva terminal NH 2 , que después sirve como un ligando para la
unién intramolecular del cuerpo del receptor para iniciar la sefial transmembrana.
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Figura 2 Activacion plaquetaria Después de que se activan, las plaquetas sufren cambios
morfolégicos significativos, produciendo seudépodos elongados. También se vuelven muy
adherentes. La respuesta funcional de las plaquetas activadas incluye cuatro procesos diferentes:
adhesion (deposito de las plaquetas sobre la matriz subendotelial), agregacion (cohesion de las
plaquetas), secrecion (liberacion de las proteinas de los granulos plaquetarios) y actividad
procoagulante (incremento en la generacion de trombina).
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Figura 3 Mecanismo de agregacion plaquetaria La agregacion plaguetaria consiste en la union de la
molécula divalente de fibrindbgeno al receptor de fibrinbgeno en la plaqueta (el complejo GPIIb-Illa).
Después de la estimulacion plaquetaria, GPlIb-llla se convierte de un receptor de fibrinbgeno de
baja afinidad en un receptor de alta afinidad (con sefal de adentro hacia afuera). La porcidon
citosélica del complejo GPllb-llla activado puede mediar mayor activacion plaquetaria y retraccion
del coagulo (sefal de afuera a adentro).
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Figura 4 Cascada de la coagulacion En el concepto clasico de la cascada de la coagulacion (a), la
via intrinseca se inicia por la exposicion de sangre a una superficie con carga negativa (v.gr., vidrio)
y la via extrinseca es activada por el factor tisular o tromboplastina. En el concepto modificado (b), la
generacion o exposicion de factor tisular en el sitio de la herida es el principal evento fisiolégico que

inicia la coagulacion.
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Figura 5 Accion de la antitrombina Il En ausencia de heparan sulfato (HS), la antitrombina Il (AT-11I)
inhibe a la trombina en forma lenta. Cuando existe HS, éste se fija a un sitio especifico en la AT-IIl,
provocando un cambio en la conformacion de la molécula, lo que permite que alcance el sitio activo
de la trombina e inhiba la enzima en forma instantanea. EI HS también se fija a un sitio especifico en
la trombina, acomodandola para su 6ptima inhibicion por la AT-III.
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Figura 6 Via proteina C/proteina S La via de la proteina C/proteina S es complementaria a la via de

la AT-lll. Cuando la trombina se fija a la

trombomodulina, la trombina sufre un cambio de

conformacién y ya no activa fibrinbgeno o plaquetas. Sin embargo, adquiere la capacidad para
activar a la proteina C en el plasma. La proteina S sirve como cofactor para la proteina C activada.
La proteina C activada degrada a los factores V y VI, los dos cofactores en la cascada de la

coagulacion.
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Figura 7 Inhibidor de la via del factor tisular El inhibidor de la via del factor tisular (IVFT) se une a e
inhibe el factor Xa. Después de unirse al factor Xa, el IVFT sufre un cambio en su conformacion. El
complejo IVFT/Xa media la retroalimentacion inhibitoria del factor tisular/factor Vlla.
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Figura 8 Funcion del éxido nitrico y la prostaciclina Existe sinergismo significativo entre el 6xido
nitrico (NO) y la prostaciclina (PGl 2 ), causando inactivacion plaquetaria y vasodilatacion. La
enzima prostaglandina endoperéxido sintetasa H-1 (PGHS-1) convierte el acido araquidénico en PGl
2 en las células endoteliales. La PGl 2 activa a la adenil ciclasa, lo que causa un incremento en el
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) intracelular, inhibiendo la agregacion plaquetaria e
induciendo vasocilatacion. EI NO, formado a partir de L-arginina, estimula la produccion de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). La cicloxigenasa-1 (COX-1) es la isoforma constitutiva de

la PGHS, la formaciéon de NO estéa catalizada por las NO sintetasas (NOS).
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Figura 9 Via plasminégeno/plasmina El activador del plasmindgeno tisular (t-PA), liberado de las
células endoteliales lesionadas cerca de un vaso sanguineo dafiado, convierte el plasmindégeno a
plasmina. La plasmina libre es rapidamente inactivada por la a 2 -antiplasmina del plasma; la
plasmina unida al coagulo de fibrina esta protegida de su inactivacion.
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Figura 10 Transformacion de fibrindgeno a fibrina La transformacion del fibrinégeno a fibrina se
inicia por la escision por la trombina de los fibrinopéptidos A y B de los dominios E del fibrin6geno
para formar el monémero de fibrina. La ruptura aparentemente cambia la carga negativa global del
dominio E a una carga positiva. Este cambio en la carga permite la polimerizacién espontanea de los
mondmeros de fibrina, debido a que el dominio E con carga positiva se ensambla con el dominio D
con carga negativa de otros monémeros. El polimero se une al inicio por enlaces de hidrégeno. La
trombina activa al factor Xlll, que cataliza la formacion de enlaces covalentes entre los dominios D
adyacentes en el poloimero de fibrina. La plasmina rompe la cadena polimerizada de fibrina en
multiples sitios y libera productos de degradacién de la fibrina, incluyendo al dimero-D.
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Figura 11 Inhibicién de la fibrinolisis La carboxipeptidasa plasmatica es un inhibidor activable de la
fibrinolisis relacionado a trombina (IAFT). Cuando la fibrina se degrada por la plasmina, se exponen
nuevas lisinas carboxi-terminales en el coagulo parcialmente digerido. Estas lisinas proporcionan
sitios adicionales para la incorporacion de plasmindgeno y su activacion en el coagulo, causando un
circulo positivo en la lisis del mismo. La trombina activa la carboxipeptidasa-B en el plasma, lo que
elimina las lisinas carboxi-terminales expuestas y evita mayor incorporacion del plasminégeno al

coagulo.
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Figura 12 Remodelacion del coagulo La exposicion del factor tisular en la lesién vascular inicia la
cascada de la coagulaciéon. En forma simultanea ocurren generacion de trombina y depésito de un
coagulo de fibrina, con liberacién de t-PA del endotelio dafiado y conversion del plasmindégeno a
plasmina. La plasmina entonces lisa el coagulo. Cuando estas dos vias trabajan en forma
coordinada, se forma un coagulo para detener el sangrado y a continuacion ocurre lisis del mismo y
remodelacion. ( a 2 -AP - a 2 -antiplasmina, AT-lIl - antitrombina I, PAI-1 - inhibidor del activador de
plasminégeno-1, PC/PS - proteina C/proteina S, FT - factor tisular, IVFT - inhibidor de la via del
factor tisular, t-PA - activador tisular del plasmindgeno)



