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Introduccién

La hemorragia ha sido un elemento destacado
desde los primeros vestigios de la civilizacién. En las
pinturas del paleolitico que adornan las cuevas de
Altamira, el sangrado en los animales es una imagen
habitual. Por otra parte, a lo largo de la historia ha
existido un interés constante por aclarar los meca-
nismos responsables de la hemorragia'. Este hecho
contrasta con el escaso interés despertado por la
trombosis durante siglos®. Hoy en dfa, sin embargo,
su estudio concita grandes esfuerzos al ser la mayor
causa de mortalidad®.

Como muchos otros aspectos de la medicina mo-
derna, el conocimiento de los mecanismos regula-
dores del sistema hemostético comenzé a ser en-
tendido a lo largo del siglo pasado. Durante los
dltimos 25 afios se ha puesto en evidencia la tre-
menda complejidad del sistema, en el que partici-
pan un amplio niimero de proteinas plasmaticasy
celulares promiscuas y versatiles. Precisamente esa
complejidad ha sido incluso utilizada como argu-
mento de discusién entre las corrientes filoséficas de
los “creacionistas” frente a los “evolucionistas™.

El sistema hemostatico mas sencillo del que tene-
mos constancia es el del limulus, un “fésil vivo” de
500 millones de afios de antigiiedad®. Su sistema he-
mostdtico se circunscribe a sus células circulantes
(hemocitos), cuya funcién es la de formar un tapén
reforzado por una proteina gelatinosa conocida
como coagulina, ante agresiones externas o en res-
puesta a una invasién de endotoxina. Un sistema
tan simple, presenta ya algunas de las caracteristicas
propias del sistema totalmente desarrollado de los
vertebrados superiores. Por una parte, anuncia la
cascada enzimdtica de la coagulacién sanguinea,
donde una proteina precursora de la coagulina, el
coagulégeno, es sensible a una serinproteasa cono-
cida como coagulasa, para dar lugar de forma in-
mediata a la formacién del codgulo y prevenir la
exanguinacién. Por otra parte, al hemocito lo pode-
mos imaginar como un progenitor de la plaqueta.

Se ha construido una ruta de evolucién del siste-
ma hemostdtico, cuyo mecanismo de ensamblaje,
mediante la duplicacién de genes y la combinacién
aleatoria de exones, tuvo lugar durante un periodo
de unos 50 millones de afios. Durante los siguientes

450 millones de afios el sistema hemostatico sola-
mente ha experimentado pequefias modificaciones®.
Ello explica el alto grado de homologia entre las pro-
teinas que forman parte del propio sistema de coa-
gulaciény las pequefias diferencias observadas entre
especies.

El sistema hemostatico constituye un activo y di-
namico mecanismo de defensa del organismo con la
funcién de mantener constantemente permeable
la luz vascular, restablecerla en caso de obstruccién
por un fenémeno trombdtico y de reparar la lesién
en la pared del vaso para impedir una excesiva pérdi-
da sanguinea. Las manifestaciones clinicas de su de-
sequilibrio seran la tendencia hemorragica o la trom-
bética. El conocimiento del sistema es todavia muy
limitado, y si bien se van definiendo las bases para su
entendimiento, estamos lejos de conseguir asimilar
las intimas y mdiltiples interacciones entre sus protei-
nas, agrupadas cldsicamente como proteinas proco-
agulantes, anticoagulantes y fibrinoliticas, asi como
su relacién con otros sistemas igualmente complejos
como el inmune, inflamatorio, tumoral, etc.

Como en cualquier sistema biolégico complejo,
en el sistema hemostdtico se pueden establecer tres
etapas de desarrollo. La primera corresponde al pe-
riodo descriptivo o de identificacidon de elementos
implicados en el sistema (fase descriptiva). La segunda,
busca la explicacién de la interaccién o conexién en-
tre los elementos descritos (fase de interaccidn), y la
tercera (fase de integracion) pretende agrupar todos los
conocimientos conseguidos, para obtener una vi-
sién global que explique de forma dindmica e inte-
grada el papel de las diferentes piezas de este com-
plejo puzzle y su relacién con la realidad de la clinica
hemorragica y trombética.

La investigacién del sistema hemostdtico es un cla-
ro ejemplo de estudio translacional. Con el anélisis
de las enfermedades hemorragicas, y més tarde de
las trombéticas, se obtuvo informacién para esta-
blecer la estructura bésica del sistema. En la actua-
lidad, la genémica constituye una fuente importante
de conocimiento, a la que se ha sumado la proteé-
mica. Su vinculacién con los estudios epidemiolégi-
cos intentan ligar la realidad clinica con los hallaz-
gos de cardcter mas bdsicos. Como buen ejemplo de
investigacion translacional, se vislumbra un circulo
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que tiende a cerrarse con la integracién de los co-
nocimientos de cada una de las dreas de bioquimi-
ca, biologfa celular, genémica, proteémica, epide-
miologia clinica y molecular, lo que aportard un
conocimiento mds exacto de los mecanismos de en-
fermedad hemorraglca y trombdtica y nos traerd
nuevas aproximaciones terapeutlcas a través de la
farmacogenética, terapia génica, etc., para el benefi-
cio de nuestros enfermos.

Aqui, solamente esbozamos algunos de los logros
conseguidos y de los muchos problemas atin por re-
solver en el complejo sistema hemostatico. Su anali-
sis reafirma la importancia de seguir una nueva es-
trategia de estudio, que implica una investigacién
coordinada e integrada de todas las dreas mencio-
nadas.

Fase descriptiva

Identificacion de los elementos del sistema hemostdtico

El estudio de las didtesis hemorragicas identificé a
numerosas proteinas del sistema de la coagulacién
sanguinea, y dio soporte a la interaccién protei-
na/proteina(s), endotello/plaqueta y plaqueta/pla-
queta. Los sucesivos avances justifican el cambio
desde un sencillo modelo de sistema de coagulacién
propuesto por Morawitz’, al complejo y dindmico
sistema aceptado en nuestros dias®"°.

En los afios 1960, estudiando familias con una
intensa presencia entre sus miembros de episodios
de trombosis venosa, se identificé por primera vez
una proteina con actividad anticoagulante del siste-
ma hemostético, la antitrombina’’. Veinte afios mas
tarde, el estudio de otras familias facilité la descrip-
cién del principal sistema anticoagulante del orga-
nismo, el sistema de la proteina C, cuya deficiencia
en alguna de sus proteinas también ocasiona un es-
tado de trombofilia’'*.

Muchos de estos conocimientos se generaron con
la puesta en marcha de técnicas sencillas pero no
exentas de imaginacién, como el tiempo de pro-
trombina (TP), tromboplastina parcial (TTP) y TTP
activado (TTPA). EI'TTP ha sido pieza clave en la do-
sificacién de actividades enzimaticas atribuidas a los
nuevos factores de coagulacién, y ha definido una
era de la coagulacién sanguinea'. La incorporacion
de nueva metodologia como los sustratos cromogé-
nicos, la electroinmunodifusién de Laurell, la elec-
troforesis bidimensional, y otras técnicas electrofo-
réticas, propiciaron la descripcién de variantes
moleculares. Las técnicas de agregacién plaquetaria
enriquecieron la patologia del sistema hemostdtico
en su vertiente hemorragica.

Estudios epidemioldgicos
Niveles de proteinas de coagulacion y riesgo de trombosis

Cuando se dispuso de la primera visién estable,
aunque incompleta, del sistema hemostatico, se rea-

lizaron estudios epidemiolégicos buscando la rela-
cién entre los niveles plasmaticos de factores de coa-
gulacién y/o el nimero de plaquetas, con el riesgo
de enfermedad tromboembdlica, tanto en su ver-
tiente arterial como venosa. Los primeros estudios
identificaron los niveles elevados de fibrinégeno y de
FVII como marcadores independiente de riesgo
de enfermedad vascular arterial'®. Numerosos estu-
dios prospectivos posteriores solamente confirma-
ron los niveles elevados de fibrinégeno como factor
de riesgo'’. Recientemente, elevaciones del FVIII, FIX
y FXI se han asociado con un riesgo incrementado
de trombosis venosa profunda'®' e incluso se su-
giere que pueden predecir un mayor riesgo de re-
currencia®. En este sentido, un estudio epidemiolé-
gico que incluye un amplio ndmero de mujeres
portadoras de hemofilia Ay B, que tienen un nivel re-
ducido de FVIII o FIX respectivamente, muestra que
tienen una menor tendencia a sufrir enfermedad
vascular coronaria?'. Es de interés haber detectado
que el fibrinégeno presenta oscilaciones importantes
dependiendo de la estacién del afio, y observar que
los periodos de sus niveles mds elevados, invierno,
coinciden con una mayor incidencia de episodios
vasculares?®. Serd de gran interés epidemiolégico
confirmar si la influencia de los ritmos “circanuales”
e incluso “circadianos” en otras proteinas del sistema
hemostético podrian condicionar la tendencia he-
morrdgica o trombdtica.

Factores ambientales

Los estudios epidemioldgicos también han esta-
blecido una serie de factores ambientales que au-
mentan el riesgo de trombosis arterial, como el
fumar, la obesidad, la hipercolesterolemia y la dia-
betes'’, y otros para la trombosis venosa, como los
anticonceptivos orales, la inmovilizacién, antece-
dentes quirdrgicos, etc.'®??.

Estudios genéticos

La aplicacién de las técnicas de genética molecular
ha supuesto un punto de inflexién en la adqwsmon
de conocimientos en este campo. Las primeras alte-
raciones genéticas identificadas se asociaron a coa-
gulopatfas y trombopatias congénitas y estados de
trombofilia hereditaria, datos que son recogidos
de forma sistemdtica en los bancos de datos electré-
nicos [www4.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed]**?8. La
identificacién de las anomalias moleculares son de
gran ayuda para definir la relacién estructura/fun-
cién de las diferentes proteinas y para comprender
la expresién clinica de la enfermedad?®. Un buen
ejemplo es la hemofilia A donde diferentes variacio-
nes genéticas condicionan la gravedad del cuadro
hemorragico. Cuando el resultado de la mutacién
ocasiona la pérdida completa de FVIII, causado por
una gran delecién del gen o inversién de material ge-
nético, el cuadro clinico es mds grave. Por el contra-
rio, mutaciones puntuales que ocasionan el cambio
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de un aminodcido en la estructura de la proteina
madura puede asociarse con cuadros hemorrdgicos
moderados o leves. Otro ejemplo son las disfibrino-
genemias, donde algunas variantes moleculares oca-
sionan un codgulo mds resistente a la fibrindlisis, y
por tanto facilitan el tromboembolismo arterial®.

Polimorfismos genéticos y sistema hemostdtico

La informacién proporcionada por la genémica
esta permitiendo identificar variaciones comunes en
la secuencia del ADN, que son consecuencia de erro-
res en la replicacién y reparacién del ADN a lo largo
del tiempo. Si el cambio se mantiene evolutivamen-
te, y alcanza una prevalencia en la poblacién supe-
rior al 1%, pasa de ser considerado una mutacién a
ser un polimorfismo. Mas del 90 % de los polimorfis-
mos son sustituciones de un nucleétido por otro,
por lo que se denominan SNP (single nucleotide poly-
morphism). Los otros polimorfismos son pequefias
inserciones o deleciones de una a varias decenas de
nucledtidos. El interés por los SNP en los diferentes
campos de la medicina ha sido enorme por la vin-
culacién que pueden tener en la manifestacién de un
determinado fenotipo. El nliimero de SPN descritos
pasa de unos miles hace escasamente 5 afios, a los
actuales casi 3 millones incluidos en diferentes bases
de datos. Se considera que puede haber en torno a
un polimorfismo cada 1.000 pb, y un ndmero total
que se acerca a los 10 millones®.

La mayoria de los polimorfismos se localizan en re-
giones poco trascendentes de los genes y se piensa
que no afectan su funcién o los de la proteina que
codifica. Esos cambios se denominan silenciosos o
neutrales, y son de enorme utilidad en estudios de
“rastreo” (scanning) del genoma, pues sirven como
excelentes marcadores debido a su abundancia, ele-
vada frecuencia y distribucién por todo el genoma.
Junto a éstos, hay otros localizados en regiones re-
guladoras o codificantes, que afectan los procesos
de transcripcién, estabilidad del ARN, traduccién,
procesos postraduccionales, estabilidad, estructura,
o funcién de la proteina. Son los llamados polimor-
fismos funcionales. Para aportar una idea del interés
alcanzado en este campo, basta comprobar el mate-
rial publicado. Al realizar una bisqueda durante el
mes de junio en la base de datos “Pubmed”, introdu-
ciendo las palabras “polymorphism & cardiovascular”,
obtuvimos 2.368 publicaciones; si se opta por incluir
“polymorphism & thrombosis” alcanzamos 808 trabajos
mas publicados.

Estudios de asociacion

La estrategia mayoritariamente utilizada para con-
seguir informacién sobre la relevancia de las varia-
ciones genéticas han sido los clasicos estudios de
“asociacién”, que comparan la presencia de un de-
terminado polimorfismo en individuos sanos (con-
troles) y enfermos (casos), no emparentados entre
ellos. Este tipo de estudios se ha visto sometido a

Tabla 1. Algunos de los genes que han sido implicados
en la enfermedad tromboembélica arterial y venosa

Coagulacion

Fibrinégeno, protrombina, FV, FVII, FXII, FXllla, PAL.-1,
tPA, trombomodulina, proteina C, proteina S,
antitrombina, receptor de proteina C endotelial
(EPCR), inhibidor de la via del factor tisular (TFPI)

Plagquetas
GPllla, GPlba, GPla, GPVI

Moléculas de adhesion
Selectina P, selectina E, ligando-1 de la glucoproteina
selectina P (PSGL-1)

Metaloproteasas (MMP)
MMP2, MMP3, MMP9, MMP12

Sistema renina-angiotensiva
ACE, angiotensinégeno

Inflamacion
CCR5, CCR2, CD18, CD14, IL6, TNF-a

Lipidos
Paraxonasa, apolipoproteina E

Otros

Anexina V, metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR),
glutation S transferasa, a-aducina, aldosterasa
sintetasa, IGF-1, coldgeno tipo Ill, ENos, RAGE,
a-estrégeno R, glutaminato-cisteina, modificadores
de ligasas, TGF-[3, receptor 3-2 adrenérgico

una serie de criticas, como es la seleccién “intuitiva”
del gen candidato, asumiendo que el polimorfismo
elegido es funcional, aunque no haya evidencia fisio-
|6gica o bioquimica suficiente, y no valora la posibi-
lidad de que esté ligado a otra alteracién génica.
Ademds, también han surgido reparos relativos al
procedimiento de estratificacién de casos y contro-
les, al tamafio de las muestras, etc.3233. Pese a todo,
es innegable que los estudios de “asociacién” han
sido una herramienta de gran utilidad para identifi-
car factores de riesgo de trombosis venosa, como el
Factor V Leiden y la protrombina 20210A%*3°, ma-
nifestar polimorfismos reguladores de los valores
plasmaticos de factores de coagulacién como el fi-
brinégeno, Factor VII, protrombina®®®’, y mostrar
polimorfismos que afectan la expresién y funcién
de receptores adhesivos plaquetarios®®™!. Se han
identificado una gran cantidad de polimorfismos de
genes reguladores o modificadores de proteinas del
sistema hemostético, del inflamatorio, etc., todos
ellos “candidatos” a definir riesgo trombético bien
arterial o venoso®”#2*?. También se han descrito
otros que podrfan disminuir el riesgo de enfermedad
vascular arterial*“. La tabla 1 refleja algunos de los
polimorfismos genéticos que se han asociado con
un mayor riesgo trombético.
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Estudios de ligamiento

La otra estrategia, aparecida mas tarde y que im-
plica una mayor complejidad, es la de los estudios
de “ligamiento” o vinculacién. Su fundamento des-
cansa en la genética de rasgos cuantitativos analiza-
dos en familias o hermanos gemelos. Son bésica-
mente estudios de ligamiento genético que permiten
demostrar la cosegregaciéon de una enfermedad y las
variantes genéticas responsables. Persiguen estable-
cer relaciones mds sélidas de causa-efecto, y tam-
bién analizar genes candidatos con mayor seguridad
que los estudios de “asociacién”3*8, Esta estrate-
gia permite localizar los sitios cromosémicos (loci)
que contienen genes que influyen en la variabilidad
del fenotipo bajo estudio. Cada uno de estos loci se
conocen como QTL (Quantitative Trait Locus).

Para este tipo de anélisis se pueden aplicar dife-
rentes disefios: estudio de gemelos, pares de herma-
nos o familias extensas, utilizando diferentes técni-
cas estadisticas para realizar andlisis de ligamiento
genético®>*88, Los inconvenientes atribuidos a esta
aproximacién metodoldgica radican especialmente
en la gran dificultad para encontrar familias sufi-
cientemente grandes que puedan ser informativas, y
al igual que con los estudios de “asociacién”, los
andlisis de “ligamiento” tampoco son suficientes
para demostrar una relacién inequivoca causa-efec-
to, a menos que se realicen estudios funcionales®.

El trabajo que se viene realizando en el seno del
proyecto GAIT (Genetic Analysis of Idiopatic Thrombop-
hilia) es modélico en este campo, ha disefiado una
coherente estrategia de estudio de 21 familias espa-
fiolas, 12 de ellas portadoras de un estado de trom-
bofilia. El primer paso fue la identificacién de la he-
redabilidad de un amplio nimero de proteinas del
sistema hemostético®?, para después establecer un
rastreo genémico ordenado buscando la asociacién
de QTL concretos con niveles plasmaticos de facto-
res de coagulacién o vinculados a riesgo de trom-
bosis®'3. Esta aproximacién metodoldgica, que re-
cientemente ha comenzado a ser utilizada por otros
grupos®**7 est4 aportado notables contribuciones en
la identificacion de lugares “calientes” de genes que
hasta ahora no se habian relacionado con el sistema
hemostatico y que podrian participar en la definicién
de riesgo trombético®™2%7. En definitiva, los estudios
de “ligamiento” parecen aportar una aproximacién
de estudio mas ajustada para enfermedades comple-
jas como la trombosis, donde el concepto de enfer-
medad “oligogénica” parece muy apropiado, ya que
define una situaciéon donde influyen multiples genes
en la descripcién de un rasgo, y solamente algunos
de ellos tienen un efecto lo suficientemente impor-
tante para poder ser detectados®®.

Fase de interaccién

La consecuencia inmediata de la identificacion de
los elementos que participan en el sistema hemos-
tatico es la busqueda de su interaccién para explicar

de una forma adecuada el proceso fisiolégico de la
hemostasia, y su manifestacién patolégica expresa-
da por la tendencia a la hemorragia y trombosis.
Aungque se han conseguido notables avances, son in-
suficientes para poder entender esos procesos.

Sistema de la coagulacion sanguinea

Sistema enzimdtico y generacion de trombina

El objetivo de la cascada enzimdtica de la coagu-
lacién sanguinea es el paso de la proteina soluble
plasmatica, el fibrinégeno, a una insoluble, la fibri-
na. Los estudios bioquimicos han desterrado la idea
mantenida durante afios, mas académica que real,
de la existencia de dos sistemas de activacién del
sistema de coagulacién, la via extrinseca e intrinse-
ca. Ahora estd generalmente aceptado que el fac-
tor tisular (FT) es el principal desencadenante in vivo
de la activacién de la coagulacién sanguinea. En la
activacion del sistema se han perfilado dos fases
bien diferenciadas, la de iniciacién y la de propa-
gacién®. En la primera de ellas, tras la interaccién
del FT con trazas circulantes de FVlla se generan pe-
quefias cantidades del FXa, FIXa y trombina en las
membranas celulares. La cantidad de trombina pro-
ducida es también responsable de la activacién pla-
quetaria. Esta dltima proteina activa a los cofacto-
res de la coagulacién Vy VIl que desempefiaran un
papel importante y amplificador de generacién de
trombina -mdas del 95 % se genera en el periodo
de propagacién- responsable directa de la apari-
cién de fibrina. El sistema esta modulado funda-
mentalmente a tres niveles; por el inhibidor del fac-
tor tisular, principal regulador de la generacién de
FXa, la antitrombina que es el inhibidor mds rele-
vante de la trombina, y la proteina C activada
(PCA) pieza fundamental en la destruccién de los
dos cofactores activados, FVa y FVllla. Una revisidn
de las detalladas interacciones del sistema hemos-
tatico ha sido descrita recientemente®.

Un andlisis detenido del sistema enzimadtico apor-
tan informacién util para entender el aumento de
riesgo trombdtico. Hasta hace no mucho tiempo se
le ha dado muy poco valor predictivo a niveles plas-
maticos elevados de coagulacién. Elegantes estudios
bioquimicos indican que fluctuaciones ligeras de de-
terminados factores de coagulacién, incluso los exis-
tentes en la poblacién considerada normal, pueden
tener una amplia repercusién en la generacién de
trombina®%°. Adicionalmente, se han obtenido evi-
dencias experimentales sobre los mecanismos que
pueden aumentar el riesgo de trombosis en casos
de trombofilia hereditaria venosa. Asi, pacientes con
FV Leiden o hiperprotrombinemia asociada al geno-
tipo protrombina 20210A generan una mayor canti-
dad de trombina®*%* y ademas, en la dltima situa-
cién también hay una inhibicién de la fibrindlisis
plasmatica a través de un mecanismo asociado con
trombina (TAFI)®S.
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Pruebas bioldgicas de hemostasia y animales transgénicos

Desgraciadamente, las pruebas de hemostasia
que venimos utilizando desde hace afios, no son
muy poco demostrativas, e incluso han llegado a
ser consideradas como una posible consecuencia
de artefactos in vitro®. El TP y TTPA detectan la ge-
neracién de las primeras hebras de fibrina, que
aparecen en la fase de iniciacién, cuando todavia
no se ha alcanzado el 5% de la reaccién enzimati-
ca completa. El TP es insensible en deficiencias
congénitas para generar trombina como las hemo-
filias graves. Por el contrario el TTPA esta notable-
mente prolongado en deficiencias hemostdticas
con nula o muy poca repercusién hemorragica,
como en el déficit de FXII, precalicreina, etc. Tam-
bién son pruebas ineficaces para reflejar el grado
de inhibicién de generacién de trombina con di-
ferentes terapias como heparinas de bajo peso
molecular o nuevas antitrombinas, como el xime-
glatran.

La comparacién de las proteinas implicadas en la
generacién de trombina entre humanos y animales
ha mostrado también diferencias sustanciales. Asi
pues, ratones transgénicos totalmente deficientes en
proteinas cruciales de la via del factor tisular, como
FT, FVII, FEX, FEX, FVy Fll no llegan a nacer, indican-
do el papel esencial de la formacién de trombina
para su desarrollo y viabilidad®. Por el contrario, en
humanos las mismas anomalias solamente produ-
cen manifestaciones hemorragicas con un amplio
rango de severidad clinica. Esta diferencia ha sido
atribuida a la versatilidad del sistema hemostatico
humano capaz de buscar vias alternativas de genera-
cién de trombina, evitando la letalidad observada
en ratones.

Por el contrario, ha sido de interés comprobar
como un modelo de ratén transgénico de hiperfi-
brinogenemia moderada, es capaz de producir un
aumento de depdsito de fibrina en determinados 6r-
ganos, y ante circunstancias de estasis vascular in-
duce hiperplasia en la neointima vascular®’. Estos
estudios son un notable avance para entender cémo
un aumento constitucional de fibrinégeno modifica
la generacién de fibrina y el remodelado de la pared
vascular. Queda por aclarar si tales cambios depen-
den de la desregulacién de los genes que controlan
el metabolismo del fibrinégeno, y si la hiperfibrino-
genemia definitivamente contribuye al desarrollo de
enfermedad aterogénica®'. Estudios similares nos
ayudardn a contestar si el aumento del nivel de algu-
nas proteinas de coagulacién facilitan la aparicién
de trombosis venosa profunda'®'62,

Promiscuidad y versatilidad funcional de las proteinas
del sistema hemostdtico

Promiscuidad
Uno de las aspectos mds destacables de algunas
de las proteinas que participan en el sistema hemos-

Tabla 2. Algunas funciones que tiene asignadas
la trombina®

Conversién del fibrin6geno a mondémeros de fibrina
Activacién de los factores procoagulantes V, VII, VIl y XI
Estabilizacién de la malla de fibrina activando al FXIII
Inducir activacién y secrecién plaquetaria
Inducir activacién y secrecién endotelial
Aumento de sintesis y estimulacién del factor tisular (FT)
Activar el sistema anticoagulante de la proteina C
Estimular el sistema anticoagulante dependiente del
inhibidor del FT, anexina Vy nexinas (PN-1y PN-2)
Liberacién del activador tisular del plasminégeno
y activador del plasmindgeno tipo urocinasa
Inducir liberacién del inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI)
Activacién del inhibidor de fibrindlisis activado por
trombina (TAFI)
Modifica la expresion endotelial de selectina E
Modifica la expresién de selectina P en plaquetas
y endotelio
Induce liberacién de prostaciclina y factor agregante
plaquetario (PAF) del endotelio
Liberacion del factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PGDF)
Proliferaciéon de células endoteliales
Agente quimiotactico de monocitos y neutrdfilos
Actividad mitogénica de fibroblastos, macréfagos,
linfocitos y células de musculo liso de pared vascular

Tomada de Furlan®.

tatico es su capacidad para desemperiar funciones
diferentes, incluso antagdnicas, y su capacidad de
interaccién con un ndmero importante de protei-
nas®. La trombina es ejemplo de promiscuidad y
versatilidad, pues conocemos su capacidad para
interaccionar con 20 diferentes ligandos. Conse-
cuentemente, sus funciones son dispares, desde la
generacién de fibrina, activacién del sistema anti-
coagulante de la proteina C, inhibir la actividad fi-
brinolitica, activar plaquetas y células endoteliales,
etc.® (tabla 2). El fibrinégeno también tiene capaci-
dad de interaccionar con numerosas proteinas del
sistema de la coagulacién sanguinea -trombina,
FXllla, activador tisular del plasminégeno, FXa, etc.-
asi como con receptores plaquetarios y endote-
liales®%”. Receptores plaquetarios tienen sitios de
unién para diferentes proteinas. Asi, la glucoprotei-
na de membrana plaquetaria GPIba es un impor-
tante receptor de unién para el factor von Wille-
brand (FYW) subendotelial, y a su vez también tiene
un lugar de unién de alta afinidad para la trombi-
na, lo que también le hace ser un actor importante
en el mecanismo de adhesién al subendotelio y en
el de activacién plaquetaria®®.

Funcion antagonica

El Factor Vy la trombina son dos buenos ejemplos
para explicar las funciones antagdnicas que puede
realizar una misma proteina. En la cascada de la
coagulacién sanguinea ambas proteinas tienen un
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papel procoagulante, y las dos también son piezas
importantes para un adecuado funcionamiento del
sistema anticoagulante de la proteina C*°.

Versatilidad

El FYW es una buena muestra de versatilidad fun-
cional. Es la proteina trasportadora del FVIIl en el
plasma; es pieza fundamental en la adhesién plaque-
taria al subendotelio a través de su interaccion con el
colageno y con la GPlba plaquetaria, y es también
capaz de competir con el fibrinégeno para inducir
agregacién plaquetaria®. Es de interés comprobar
que el FWW no sufre una distribucién homogénea a lo
largo de todo el subendotelio vascular, lo que puede
explicar la diferente capacidad “trombogénica” que
se observa entre diferentes territorios vasculares. En
el plasma existe un mecanismo de autorregulacién
del tamafio de los multimeros para impedir que la
proteina sea demasiado adhesiva. La enzima “vigi-
lante” es la metaloproteasa ADAMTS-13 (A disente-
grin and metalloprotease with thrombospondin type
1 domains-13), cuya ausencia congénita o adquiri-
da es responsable de la presencia plasmadtica de mul-
timeros de FWW excesivamente grandes, que inducen
agregacion plaquetaria, y desencadena la crisis oclu-
sivas que caracterizan a la purpura trombética trom-
bocitopénica (PTT)”>.

Se ha considerado que un defecto en la multimeri-
zacién es un factor responsable de la heterogenei-
dad de la enfermedad de von Willebrand (EvW)%%7°.
Recientemente se han indicado variaciones genéticas
del FWW, que si bien no alteran directamente el pro-
ceso de multimerizacién, si son capaces de modifi-
car su propia susceptibilidad a la protedlisis por
ADAMTS-13717274 | a existencia de variedades ge-
néticas del FYW que condicionen una determinada
“sensibilidad” a su protedlisis, facilita la especula-
cién acerca de un nuevo mecanismo inductor de
riesgo de trombosis arterial.

Todos los ejemplos citados son suficientemente
demostrativos para poner de manifiesto la promis-
cuidad, versatilidad, e incluso la propia funcién an-
tagénica que expresan un buen niimero de proteinas
del sistema hemostético.

Interaccion gen/gen

La trombosis expresion de enfermedad oligogénica
y multicausal

Durante los dltimos 10 afios hemos asistido a una
fase fundamentalmente descriptiva de identificacion
de modificaciones genéticas responsables de fenoti-
pos clinicos y biolégicos del sistema hemostético.
Aunque adolecemos de estudios que demuestren de
forma inequivoca la relacién causa/efecto entre un
polimorfismo genético y un determinado fenotipo
clinico, es cierto que durante estos afnos se ha gene-
rado abundante informacién que nos ayuda a en-
tender el cardcter oligogénico y multicausal de la

enfermedad trombdtica. Igualmente vislumbramos
que la interaccién entre diferentes genes es un factor
a tener en consideracién para valorar adecuada-
mente la diferente intensidad de expresién clinica
de coagulopatias congénitas que tienen el mismo ni-
vel de deficiencia de proteina. En definitiva, tenemos
evidencias suficientes para establecer que las altera-
ciones hemorragicas y trombéticas estdn moduladas
por el didlogo de muchos genes entre si, y que a su
vez estos genes tienen la capacidad de interaccionar
con bastantes factores ambientales.

El cambio de visién de la trombosis venosa como
enfermedad oligogénica en vez de monogénica, surge
cuando se comprueba que el riesgo se incrementa po-
derosamente cuando coinciden dos o mds variantes
moleculares consideradas trombofilicas****7>. Ejem-
plos son la coincidencia de los polimorfismos FV Lei-
den y protrombina 20210A, o de algunos de estos
dos polimorfismos con una mutacién de antitrombi-
na, proteina C o proteina $****7576 También, la com-
binacién de FV Leiden y el haplotipo FV HR2”7 y la
presencia de un determinado haplotipo del gen del
FVIIZ8,

El incremento de riesgo en trombosis arterial se ha
vinculado al sinergismo génico de los polimorfismos
20210A con el FXIII-A Val34Leu”?8%. Presumible-
mente se identificardn nuevas asociaciones que ayu-
daran a desvelar el cardcter multigénico del episodio
trombdtico, con participacién tanto de genes con-
siderados candidatos, como otros que se estdn iden-
tificando gracias a los estudios de ligamiento genéti-
co, genes modificadores, y que no sospechabamos
que guardasen relacién con el sistema hemostético.
Los hallazgos deberan confirmarse con estudios fun-
cionales que demuestren la relevancia bioldgica de
los sinergismos encontrados.

Modulacion de la manifestacion hemorragia
por interaccion génica

Las manifestaciones hemorrdgicas de pacientes
con didtesis hemorragicas congénitas o adquiridas
también parecen estar moduladas por una interac-
cién génica. Asi, las hemorragias de los pacientes
con coagulopatias congénitas suelen guardar corre-
lacién con niveles reducidos de sus factores de coa-
gulacién. Sin embargo, algunos pacientes muestran
un fenotipo hemorragico diferente a otros enfermos
con un perfil biolégico similar. Una explicacién para
esta situacion es la coexistencia con genotipos pro-
trombéticos o hemorragicos®' 84,

Los individuos portadores del FV Leiden sangran
menos si son sometidos a cirugfa cardiaca®’, asf
como hay una reduccién en las pérdidas sanguineas
durante el parto y en la menstruacién®#®’. De igual
manera, este polimorfismo y el de la protrombina
20210A son protectores para los episodios de he-
morragia cerebral parenquimatosa® y el polimorfis-
mo plaquetario HPA-1 protege de las hemorragias
subaracnoideas®.
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Interaccion gen/factores ambientales

Diferentes estudios epidemiolégicos indican que
la intervencidn activa y mantenida sobre determina-
dos factores ambientales -control del tabaquismo,
dieta, hipertensidn, etc.- influencian notablemente
el riesgo de enfermedad vascular, muy posiblemente
a través de interacciones con multiples genes que
afectan la sintesis y secrecién de proteinas que in-
fluyen en el riesgo oclusivo®. Demostrativos son los
estudios de migracién de poblaciones, que mues-
tran que los emigrantes inicialmente mantienen la
tasa de mortalidad similar a la de su pafs de origen,
y alcanzan el riesgo de sus conciudadanos varios
afios después®”°.

Tenemos varias evidencias que sugieren que de-
terminados factores ambientales modifican la ex-
presién génica y repercuten en el riesgo trombdéti-
co’742% Asi, los anticonceptivos orales aumentan el
riesgo de trombosis venosa, infarto de miocardio,
accidente oclusivo cerebrovascular y enfermedad
arterial periférica, especialmente durante el primer
afio de iniciar la terapia®?. La aparicién de trombosis
venosa se multiplica si las mujeres en terapia son
portadoras de FV Leiden, protrombina 20210A y
otros estados de trombofilia hereditarios. El riesgo
es mayor si se utilizan progestagenos de tercera ge-
neracién en vez de segunda’®’.

El mecanismo bioldgico por el que se genera esta
situacién es desconocido, si bien es sabido que el
uso de estrégenos afecta los niveles de algunos fac-
tores de coagulacién, marcadores inflamatorios y ni-
veles de lipidos plasmaticos??. Se ha observado que
los anticonceptivos orales aumentan los niveles de
FVII en portadoras de un genotipo concreto, y ese
efecto estd potenciado en presencia de concentra-
ciones elevadas de fosfolipidos®. En este sentido,
también hay datos que confirman la interaccién
de fosfolipidos séricos y tabaco con el genotipo de
FVII?>%4 'y un efecto sinérgico de la hipercolesterole-
mia con el polimorfismo C46T del FXII%°.

Las influencias ambientales y genéticas son impor-
tantes para determinar la estructura/funcién del
coégulo de fibrina®® y también para la expresién
del fenotipo clinico de los pacientes homozigotos de
FVLy deficientes en antitrombina’®%.

Farmacogenética y sistema hemostdtico

La farmacogenética es una nueva disciplina que
estudia la influencia genética en la respuesta farma-
colégica'®, que aborda la posibilidad de actuar
para prevenir los efectos adversos a drogas, y |a elec-
cién apropiada del tratamiento mas eficaz para
cada paciente. Se vislumbra que los perfiles de efica-
ciay toxicidad de una terapia podrian ser sustancial-
mente mejorados, si se tuvieran en cuenta las varia-
ciones genéticas que pueden influenciarlos. En este
joven e interesante campo, se estan identificando
polimorfismos localizados en genes que codifican
enzimas de la ruta de metabolizacién de los firma-

cos, de los transportadores de las drogas, y de las
dianas de los propios farmacos, lo que puede condi-
cionar la respuesta terapéutica'®'%". En el drea de la
enfermedad tromboembdlica se estd consiguiendo
informacidn til, que en un futuro podria condicio-
nar las elecciones terapéuticas individuales. Veamos
algunos ejemplos caracteristicos.

La variante genética de la enzima metiltetrahidro-
folato reductasa (MTHFR) C677T modula los nive-
les plasmdticos de homocisteina, cuyo nivel elevado
es para algunos un factor de riesgo trombético'®%.
Las terapias que intentan reducir los niveles de ho-
mocisteina mediante suplemento de 4cido félico,
para prevenir entre otros objetivos el riesgo de enfer-
medad cardiovascular, son mas eficaces en sujetos
con genotipo homozigoto T/T que en C/T o C/C'%.

Es bien conocida la disparidad de respuesta tera-
péutica al acenocumarol y warfarina entre indi-
viduos, la variabilidad ha sido tradicionalmente
atribuida a la toma de otros firmacos, o a una ali-
mentacidn rica en vitamina K. Recientemente, se
ha demostrado que determinados polimorfismos
del citocromo P450 modulan el efecto de |a terapia
anticoagulante oral, especialmente de la warfari-
na'®. Pacientes homozigotos a la variante genéti-
ca CYP2C9*3, y heterozigotos del polimorfismo
CYP2C9*1/*3 metabolizan la warfarina mds lenta-
mente que los homozigotos CYP2C9*1. Los datos
justifican que pacientes con los genotipos indica-
dos requieran menor dosis de anticoagulante, y ex-
plicarian el mayor riesgo de complicaciones hemo-
rrdgicas en los sujetos que mantienen una dosis
estandar'®. Por otra parte, el genotipo del FVIl y
el polimorfismo de la protrombina 20210A pueden
justificar pequefias variaciones diarias del INR (in-
dice normalizado internacional) entre enfermos
tratados con acenocumarol’%.

Otro ejemplo viene de la terapia antiagregante
plaquetaria. Aunque existe una fuerte controversia
sobre el efecto del polimorfismo Leu33Pro de la
GPllla plaquetaria sobre el riesgo trombdtico, al-
gunos estudios sugieren la importancia que este
cambio genético podria tener en la eficacia del tra-
tamiento con diferentes drogas antiagregantes. Asf,
los portadores de la variante Pro33 se ha sugerido
que podrian ser resistentes a la accién antitrom-
bética de la aspirina'®; los anticuerpos monoclo-
nales contra la GPIIb/Illa, de gran uso en el in-
tervencionismo coronario, tendrian una menor
eficacia; y la posibilidad de modificar el efecto de
las estatinas'?”,108,

La trombdlisis es un tratamiento de eleccién en la
fase precoz del infarto agudo de miocardio. Sin em-
bargo, es conocido que la mitad de los pacientes
tratados no alcanzan una éptima perfusién o reca-
nalizacién coronaria. Hemos sugerido que la efecti-
vidad fibrinolitica guarde relacién con las caracteris-
ticas de la fibrina del trombo, hecho vinculado a la
presencia del polimorfismo del FXIII Val34Leu'®.
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En definitiva, el conocimiento de las interacciones
génicas del sistema hemostdtico y su aplicacién en el
area de la farmacogenética, serd una importante
ayuda para la mejora de recursos y posibilidades
terapéuticas.

Patologia del sistema hemostdtico como enfermedad
conformacional

La gendmica y proteémica muestran la clara di-
cotomia entre el ndmero de genes y el de protei-
nas funcionales. Nuestro genoma alberga unos
35.000 genes, cantidad que solamente justifica la
existencia de un nimero similar de proteinas''®. Sin
embargo, se han descrito muchas mads proteinas
que genes. La explicacion de esta aparente contra-
diccidn es que las proteinas sintetizadas pueden su-
frir modificaciones en el proceso cotranslacional y
postranslacional, momento crucial en la forma-
cién de estructuras proteicas funcionalmente ac-
tivas. Los procesos de sulfatacién, fosforilacién,
farnesilacién, hidroxilacién, metilacién, glucosila-
cién, hidrdlisis, etc., explican la heterogeneidad
proteica'".

La mutacién FV-11e3559Thr -FV Liverpool- crea
una lugar potencial de glucosilacién que podria mo-
dificar la secrecién y/o interaccién de la molécula
con otras proteinas®'. Es conocido que mutaciones
“sin sentido” que afectan la regién shutter de las ser-
pinas tienen efectos conformacionales que dan lugar
a la formacién de oligémeros, con trastornos de se-
crecién celulary pérdida de funcién. Este hecho ha
sido observado en la antitrombina'’®, y se ha suge-
rido que esas moléculas modificadas y circulantes en
el plasma podrian tener nuevas e indefinidas propie-
dades protrombdticas, exacerbadas por situaciones
dispares de estrés ambiental como la hipertermiay
embarazo'"®. Experimentalmente se han demostra-
do cambios notables en la molécula de antitrom-
bina al someterla a calor, hecho que modifica sus
propiedades funcionales''*. Recientemente se ha
identificado una mutacién que condiciona un cam-
bio conformacional del cofactor Il de heparina, apa-
reciendo fenotipicamente como la primera deficien-
cia homozigota''®. Un cambio similar habia sido
descrito en otra serpina con un alto grado de homo-
logia, la aiy-antitripsina, que ocasiona un defecto
grave de su plegamiento proteico y da lugar a una
acumulacién de polimeros intracelulares, incapaces
de ser segregados''®.

Estas interesantes observaciones, junto con otras,
abren nuevas perspectivas en el estudio de la enfer-
medad tromboembdlica, al considerarla en determi-
nados casos como una enfermedad conformacio-
nal"”""8. Con los datos ya existentes serd de interés
evaluar el papel de mutaciones y factores ambienta-
les sobre proteinas que forman parte de la familia de
las serpinas y que desempefian un papel relevante
en el sistema hemostatico, como el PAI-1, PAI-2 y
az-antiplasmina.

Fase de integracién

Aunque se han conseguido notables avances en el
conocimiento del sistema hemostdtico, todavia es-
tamos lejos de una comprensién global e integral del
mismo. Para alcanzarla necesitaremos profundizar
al menos en los siguientes aspectos:

1. Conseguir una adecuada caracterizacién y un
mejor conocimiento de los mecanismos bioquimi-
cos que regulan las interacciones enzimaticas y ce-
lulares.

2. Obtener una mejor identificacién y tipificacién
de las variedades genéticas implicadas en el sistema
hemostatico, asi como conocer detalles de la inter-
accién gen-gen y gen-factores ambientales.

3. El desarrollo aplicado de la farmacogenética.

4. Incorporar nueva metodologia aportada por la
protedmica.

5. Contar con adecuados y amplios estudios de
epidemiologfa clinica y molecular.

Ademads, y de forma simultdnea, se debe ir acla-
rando el papel que tiene el sistema hemostético en
la respuesta inmune, activacién del complemento,
sistema inflamatorio, y en la proliferacién, diferen-
ciacién y crecimiento celular. En definitiva, tal como
indica el titulo de este trabajo, el equilibrio hemos-
tatico es un buen ejemplo de un complejo y dindmi-
co sistema bioldgico.
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