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Resumen

El choque séptico es una de las principales causas de muerte
en la unidad de cuidados criticos y es un problema de salud
publica. La respuesta inflamatoria sistémica descontrolada
desempena un papel critico en la patogenia de la sepsis y del
choque séptico. El desequilibrio de los mecanismos que con-
trolan la coagulacion e inflamacion favorecen el desarrollo de
coagulacion intravascular diseminada. La interaccion entre la
inflamacion y la coagulacion es la pieza clave de la patogé-
nesis de la sepsis y el choque séptico. La trombomodulina,
protefna C, trombina y el receptor endotelial de la proteina
C (TM-PGT-REPC) forman un complejo en la superficie del
endotelio que mantiene el microambiente endotelial en un
estado antiinflamatorio y anticoagulante.

El objetivo de este trabajo es revisar el papel critico que tie-
ne el complejo TM-PGT-REPC en la interaccion entre inflama-
cién y coagulacion en sepsis y el uso de la trombomodulina
recombinante como una nueva alternativa terapéutica para
el manejo de la sepsis grave y el choque séptico.
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Abstract

Septic shock is a leading cause of death in intensive care
units and a public health problem. Uncontrolled systemic
inflammatory response plays a critical role in the pathogene-
sis of sepsis and septic shock. Alterations in the mechanisms
controlling coagulation and inflammation may lead to disse-
minated intravascular coagulation. The interaction between
inflammation and coagulation is central to the pathogenesis
of both septic shock and sepsis. Thrombomodulin, protein C,
thrombin, and endothelial protein C receptor (T-PGT-EPCR)
bind simultaneously forming a complex on the surface of
the endothelium. This complex maintains the endothelial
microenviroment in an anti-inflammatory and anticoagulant
state.

The objective of this paper is to review the critical role
that TM-PGT-EPCR complex plays in the interaction between
inflammation and coagulation in sepsis and the use of recom-
binant thrombomodulin as a new therapeutic alternative in
the management of serious sepsis and septic shock.

Key words: Sepsis, septic shock, Thrombomodulin, Thrombin,
Protein C, Endothelial protein C receptor.
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La sepsis grave y el choque séptico son de los
principales motivos de ingreso a la Unidad de Te-
rapia Intensiva (UTI) y representan un problema
de salud publica. En Estados Unidos se reportan
750 mil casos anuales con una mortalidad de 30
a 50% en los casos de sepsis grave y hasta un 80 a
90% en pacientes en choque séptico y disfuncién
orgdnica multiple. La sepsis es secundaria a la res-
puesta inflamatoria sistémica desencadenada por
un proceso infeccioso, esta respuesta inflamatoria
induce lesién endotelial, activacién de la coagula-
cién y fibrindlisis que resultan en obstruccién y
disfuncién microvascular'.

La tasa de mortalidad de la sepsis ha tenido una
tendencia gradual a la disminucién durante la dé-
cada pasada, esto gracias a los avances cientificos y
ala implementacién de la campafa para incremen-
tar la sobrevida en sepsis. La presencia de sepsis se
considera de manera invariable con la asociacién de
cambios hemostdticos que pueden conducir a la ac-
tivacién subclinica de la cascada de coagulacién y a
la activacién masiva de sistemas procoagulantes con
la formacién masiva de trombina, fibrina y even-

Figura 1. Interrelacién entre coagulacién e inflamacion en sepsis

tualmente consumo de plaquetas y proteinas®. Asi
mismo, en pacientes sépticos se presentan manifes-
taciones trombdticas localizadas que incrementan
el riesgo de tromboembolismo venoso®.

En presencia de infeccién se inicia una respues-
ta inflamatoria y amplificacién del sistema de
coagulacion, las células endoteliales se lesionan y
existe un desequilibrio entre la expresién de molé-
culas intracelulares de adhesion -1 (ICAM-1) y mo-
léculas celulares de adhesién vascular -1 (VCAM-1),
lo quepermite la acumulacién de leucocitos, el incre-
mento de la permeabilidad y alteraciones en las vias
de senalizacion de la cascada de coagulacién que
conducen a un circulo vicioso entre la activacién
de la inflamacién y los trastornos de coagulacién®?.

Un mejor entendimiento de lo que ocurre en
la inflamacién y en la coagulacién es fundamen-
tal para el manejo en los pacientes con sepsis, se
reconoce que los sistemas de coagulacién tienen
un papel importante en la modulacién de la in-
flamacién no solamente a nivel molecular, sino en
la interaccién entre ambas vias. En la sepsis estas
reacciones se modifican significativamente, lo que
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Figura 2. Estructura molecular de la
trombomodulina. (a) Dominio citoplasmico.
(b) Dominio transmembrana. (c) Complejos
moduladores ricos en receptores serintreonina

para la glucosilacion postraduccional 1 a 6. (d)
Dominio aminoterminal lecitina tipo C.

.

da como resultado un estado procoagulante que se
asocia estrechamente con el inflamatorio, caracte-
risticas comunes en la sepsis (figura 1).

El objetivo de este trabajo es revisar el papel que
tiene el complejo trombomodulina (TM), proteina
C (PC) y receptor endotelial de proteina C (REPC)
en la fisiopatologia de la sepsis, como integrador
comun de la coagulacién e inflamacién y su ma-
nipulacién terapéutica como una nueva alternativa
en los pacientes con sepsis.

TROMBOMODULINA

La TM se descubri6 en el afio de 1981 por Esmon y
Owen, a partir de células endoteliales vasculares de
pulmén de conejo, como un cofactor proteico para
la activacién de la PC mediada por trombina®. Fue
purificada un afo después por Esmon a partir de pla-
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centa humana y en 1984 se identific su programacién
genética por Suzuk?’. Una vez identificada se estable-
cieron las bases para determinar si los mecanismos
moleculares de coagulacién, inflamacién, fibrinélisis
y proliferacién estaban regulados por esta molécula®.

El gen de la TM se localiza en el cromosoma 20,
mide 3.7 kb y carece de intrones, una caracteristica
compartida con otras proteinas como los receptores
b-adrenérgicos, interferones alfa/beta y proteinas
mitocondriales, este gen ha sido aislado y secuen-
ciado a partir de diferentes especies’. En los seres
humanos se distribuye extensamente en el endotelio
vascular y en los linfdticos y funciona como un
receptor para la trombina, una enzima central en
la cascada de coagulacién. La TM es una glicopro-
teina que se sintetiza por células endoteliales, estd
presente en megacariocitos, plaquetas, células de la
glia y leucocitos polimorfonucleares, y su estructura
muestra una analogia con los receptores de LDL.

Esta glicoproteina con propiedades anticoagulan-
tes esta formada por 575 aminodcidos y su estruc-
tura se compone de 5 dominios (figura 2).

1. Dominio aminoterminal formado por un resi-
duo de lecitina orientado hacia la luz vascular
(223 2226 aa D1).

2. Seis estructuras homologas al factor de creci-

miento epidérmico (236 a 240 aa, EGF, D2).

Dominio rico en serina y treonina (34 a 37 aa D3).

Dominio o regién transmembrana (23 a 24 aa D4).

5. Dominio citoplasmdtico ( 36 a 38 aa D5)%°.

B

El primer dominio D1 (TMD]) tiene actividad
anticoagulante y desempefia un papel importante
como mediador de las actividades antiinflamato-
rias. Este dominio contiene 155 de aminodcidos con
una regién N-terminal®.

La TM es una molécula alargada de 20 nm de
cadena unica y el TMDI presenta una estructu-
ra nodular de 5 nm en el extremo mas lejano de
la membrana plasmdtica. La ubicacién de TMDI
ofrece un sitio ideal para una interaccién eficaz con
otras moléculas. Su estructura y ubicacién es similar
ala del grupo de proteinas conocido como recepto-
res de lectina tipo C. Estos receptores son proteinas
transmembrana con un dominio lectina tipo C que



inician la sefializacién intracelular y se unen a dis-
tintos patdgenos para activar las vias de senalizacién
intracelulares y de esta manera desencadenar una
respuesta inflamatoria que es fundamental para la
defensa del huésped™.

El dominio D2 (TMD2) tiene 6 estructuras si-
milares al receptor de factores de crecimiento epidér-
mico (EFG) este dominio tiene actividad mitogénica
mediada por la activacién de la via de la proteina
C (MAPK). Se requiere el componente molecular
EGF 3-4 para la activacién de la PC y la estructura
EGF 3-6 para la activacién de TAFI!.

El tercer dominio rico en serina/treonina tiene
sitios potenciales para el inicio de la glicosilacién.
En este dominio se une el sulfato de condroitina.
Esta asociacién incrementa la activacién de la PC,
acelera la neutralizacién de la trombina y facilita la
unién del factor plaquetario 4(PF4) a la PC'.

El dominio D4 tiene una regién transmembrana
seguido por una porcién citopldsmica corta.

El ultimo dominio D5 (citoplasmatico) es un
dominio transmembrana bien conservado seguido
por una cola citopldsmica corta que contiene cistei-
na en el lugar donde se media la multimerizacion

de la TM!.

PROTEINA C

La activacién de la PC requiere de la formacion del
complejo trombina y la trombomodulina, que ca-
talizan la activacién de la PC a proteina C activada
(PCa). Este proceso se acelera ante la proximidad de
otra proteina de membrana, el receptor endotelial
de la proteina C (REPC). La PCa en unién a su
cofactor, la proteina S, hidroliza los factores Va y
VIlIa, inhibiendo la formacién de complejos factor
[Xa- VIIlay factor Xa-Va (protrombinasa). El equi-
librio entre la hemostasia normal y alguna situacién
patolégica, estd determinada por la actividad dual
de la trombina en sus 2 mecanismos: el primero
procoagulante (formacién de fibrina y activacién
de las plaquetas) y el segundo con propiedades an-
ticoagulante (activacién de la PC). 12

Estructura de la Proteina C
La proteina C (PC) es una glucoproteina de 62 kd
con una concentracién plasmdtica de 3 a 5 ug/ml,
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para su activacién requiere de la formacién de un
complejo de unién de la trombina a la trombomo-
dulina, posteriormente la PCa inicia la proteélisis
de los factores VIIla y va en la membrana celular'.

La PC es una proteasa que se sintetiza principal-
mente en el higado, pero también se ha identificado
al rifndén, pulmoén y cerebro como lugares de sintesis.
Esta proteina esta formada por 419 aminodcidos y
el gen humano que la codifica (PROC) se encuentra
en el cromosoma 2 (2p13-14)". Las modificaciones
traduccionales y post traduccionales mds significati-
vas son las siguientes: 1) la b-hidroxilacién, 2) la N-
glicosilacién, 3) y- carboxilacién de sus 9 residuos
de 4cido glutdmico, lo que da lugar a 9 residuos
Gla en el extremo amino terminal (dominio Gla),
este dominio es fundamental para su accién anti-
coagulante. El dominio Gla, en presencia del Ca++,
interactta con los fosfolipidos de carga negativa
de la superficie celular, siendo el lugar clave para
la interaccién de la PC con su receptor endotelial
(REPC). La conversién de la PC a su forma activada
(PCa) es secundaria a la escisién del enlace pepti-
dico Argl69-Leul70, que libera un dodecapéptido
(residuos 158-169) de la cadena pesada. Esta reac-
cién se ve facilitada por la trombina (T) unida a
la TM y se incrementa por la interaccién de la PC
con el REPC en la superficie celular. Y la funcién
anticuagulante de la PCa depende de su capacidad
para inactivar dos cofactores de la cascada de la coa-
gulacién, el factor V/Va (FV/Va) y el FVIII/FVIlIa.
Estas acciones son potenciadas por la presencia de
Cat++, fosfolipidos y por la proteina S®.

La activacién de la PC es catalizada en la super-
ficie de las células endoteliales posterior a la unién
T-TM. La TM funciona como un cofactor de alta
afinidad de la trombina, lo que da como resultado
un incremento en la activacion de la PC en 1.000
veces, activacién que se presenta cuando la PC estd
ligada a su receptor'.

La actividad anticoagulante de la PCa estd dada
por 2 cofactores, la proteina S y la forma intacta del
FV. La proteina S inactiva FVa y la regulacién del
FVIIla requieren de la accién sinérgica entre la PCa
y la proteina Sy el FV. La proteina S es otro de los
componentes importantes de esta via que entre otras
funciones regula el sistema del complemento for-
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Figura 3. Complejo trombomodulina/REPC/PCa. La unién de la trombina (T) a la trombomodulina
(TM) se hace a nivel del exositio 1 con los dominios 5y 6 de la TM, el el sulfato de condroitina aumenta
la afinidad de la por TM. Al interactuar con el anidn de union en el exositio 2, el dominio lecitina de la
trombomodaulina inhibe la adhesion leucocitaria y la via de la MAPK. La activacidn de la PC mediada
por la unién del complejo T-TM se hace mas eficiente por la union de esta al receptor endotelial (REPC).

mando un complejo de alta afinidad con la proteina
de unién C4b, un regulador de la via cldsica®. La
PCa participa en la regulacién del sistema fibrinoli-
tico, funcién mediada por la capacidad para inhibir
a 1) al inhibidor del activador del plasminégeno-1
(PAI-1) y 2) inhibidor de la fibrinolisis mediado por
la trombina (TAFI).

Propiedades de la proteina C

Los efectos de la PC dependen de la presencia simul-
tinea del REPC y del receptor-1 activado por pro-
teasa (PAR-1) en la membrana celular. Este tltimo,
después de su activacion por la PCa, desencadena la
senalizacion intracelular de las acciones citoprotec-
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toras que se dividen en: a) alteracién de los perfiles
de expresion genética, b) actividad antiinflamatoria,
¢) actividad antiapoptdtica, y d) estabilizacion de la
barrera endotelial (figura 3) .

Alteracién de los perfiles de expresién genética

Las alteraciones en los perfiles de transcripcién
génica causados por la PCa sobre las células reve-
laron la modulacién en la expresién de los genes de
las principales vias de la inflamacién y la apopto-
sis. Estos efectos se caracterizan por la regulacién
a la baja de las diferentes vias proinflamatorias y
proapoptdticas y la regulacion a la alza de las vias
antiinflamatorias y antiapoptéticas™ .

La PCa suprime el factor de transcripcién nu-



clear KB (NFKB) mediante la modulacién de genes
que directamente reducen su expresion y su activi-
dad funcional, induciendo la inhibicién de la sena-
lizacién de citoquinas y la inhibicién del factor de
necrosis tumoral (TNF), ademds de sobreexpresar
el gen antiapoptético Bel-2 y suprimir la expresién
de los genes proapoptdticos p53 y Bax. La PCa su-
prime los factores de transcripcion, activados por
la inflamacién, (AP-1) c-Fos y b-Fos, que inducen
directamente a la molécula de adhesién intercelu-
lar-1 (ICAM-1) y a la proteina quimiotdctica-1 de
monocitos (MCP-1) en las células endoteliales. Esta
modulacién esta mediada por la participacién e in-
teraccion de dos receptores, el REPC y el PAR-1. 7

Actividad Antiinflamtoria

La actividad antiinflamatoria vascular de la PCa se
divide en sus efectos sobre las células endoteliales
y los leucocitos. En las células endoteliales inhibe
la liberacién de los mediadores inflamatorios y re-
gula las moléculas de adhesién vascular (ICAM-
1, VCAM-1 y E-selectina), limitando la adhesion
leucocitaria y la infiltracién. En los leucocitos, dis-
minuye la liberacién de citocinas, lo que modula la
intensidad de la respuesta inflamatoria sistémica y
reduce la tormenta de citoquinas que se asocia con
la sepsis. EIl REPC y el PAR-1, tienen un papel
importante en las interacciones donde participa la
proteinasa y el complejo integrina CD11b/CD18
(oM b2, Mac-1, CR3) en los neutréfilos activados'.

Actividad antiapoptética

La actividad antiapoptética de la PCa, requiere del
sitio enzimdtico activo y de sus receptores REPC y
PAR-1. Esta actividad depende parcialmente de la
modulacién de la expresién génica, la PCa inhibe
la activacién de varias caspasas, de tal forma que
modifica tanto la activacién de caspasas iniciado-
ras (caspasa-8 inducida por tPA) y la de caspasas
efectoras (estaurosporina o caspasa-3 inducida por
hipoxia o hipoglucemia)®.

Estabilizacion de la barrera endotelial

La disrupcién de la barrera endotelial es un factor
clave en la patogénesis de la inflamacién y como
consecuencia se incrementa la permeabilidad, lesién

R. Carrillo Esper, T. de la Torre Le6n, A.O. Rosales

celular y la perfusién microcirculatoria, procesos
que contribuyen a la fisiopatologia de la sepsis, la
lesién pulmonar aguda y a la disfuncién orgénica
multiple. En este contexto, la PCa actia como un
protector de la funcién de la barrera endotelial y
para esta funcion requiere del REPC, PAR-1 y la
esfingosina-1-fosfato (S1P). La PCa participa en una
serie de procesos biol6gicos que se inician con la ac-
tivacion del PAR-1, el cual estimula a la esfingosina
quinasa-1 (SphK-1) para formar S1P. Esta tltima,
mediante la activacién de su receptor (S1P1), es la
responsable del incremento en la proteccién de la
barrera endotelial. La S1P1 incrementa la sobrevida
de las células participando en los mecanismos que
regulan la expresion de los esfingolipidos (cerami-
da, esfingosina), los cuales representan la puerta
de entrada de las sefales que inician o previenen la

muerte celular'®?°.

ALTERACIONES DEL SISTEMA DE PROTEINA
CEN SEPSIS
La sepsis se caracteriza por una grave disbalance
proinflamatario/procoagulante, lo que da como resul-
tado la obstruccién de la microcirculacién e hipo-
perfusién tisular. Las alteraciones de la coagulacién
son fundamentales en la fisiopatologia del enfermo
con sepsis, no solo por la obstruccién microcircula-
toria que inducen, sino también porque son parte
central para mantener el estado proinflamatorio®.
La disfuncién de la coagulacién en el enfermo
con sepsis se caracteriza por:

a) Activacién de la via extrinseca de la coagulacién
(debida a un aumento inducido por citocinas
proinflamatorias de la expresién del factor tisu-
lar en la superficie de los monocitos y las células
endoteliales).

b) Inhibicién de la fibrindlisis debido al incremento
de la concentracién del inhibidor del activador
del plasminégeno PAI-1, principal inhibidor de
la fibrindlisis.

¢ disminucién de los mecanismos anticoagulantes
fisiolégicos la antitrombina y la PC*.

Estos cambios conducen a la formacién de depé-
sitos intravasculares de fibrina. La trombina (res-
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ponsable de la formacién de la fibrina) conduce a
una amplificacién de la respuesta procoagulante
y proinflamatoria, originando un circulo vicioso
que causa dafio a la célula endotelial, trombosis
microvascular, disminucién de la perfusién tisular
y disfuncién multiorgdnica®.

TROMBOMODULINA EN SEPSIS
La TM funciona como receptor para la trombina
es una de las principales enzimas involucradas en la
cascada de coagulacién. Cuando esta se encuentra
libre inicia la coagulacién de manera directa con-
virtiendo el fibrinégeno en fibrina y de manera in-
directa mediante la activacién de factores de coagu-
lacién (V,VIILXIII) y de la activacién plaquetaria.
Cuando se forma el complejo trombina-Trombomo-
dulina (T-TM) se activa la PC, actuando de manera
directa sobre la cascada de coagulacién inactivando
proteoliticamente los cofactores esenciales como el
factor Va 'y Vlla dando como resultado un incre-
mento en la actividad anticoagulante. Este complejo
esta implicado en la activacion del inhibidor de la
fibrindlisis activado por trombina (TAFI) que tiene
como consecuencia la inhibicién de la fibrinélisis®.
Un estimulo lesiona la pared vascular y desen-
cadena respuestas inmediatas con trastornos trom-
béticos, se inicia la cascada de coagulacién y de esta
manera se genera de manera inicial trombina que
tiene como principal capacidad convertir el fibri-
négeno en fibrina. La TM funciona como receptor
de la trombina de manera reversible, cuando existe
esta unién la enzima procoagulante tiene efectos
anticoagulantes, por la inhibicién de la cascada de
coagulacién dada por las siguiente manera: unién de
trombina a trombomodulina (T-TM) activa la PC
convirtiendo un cimégeno en una proteasa de serina
activa. Esta proteina en su forma activada de manera
proteolitica desactiva a los componentes procoagu-
lantes como los factores VA y VIlla que inhiben a
su vez la conversién de protrombina en trombina®.
El dominio D1 de la trombomodulina tiene
efectos antiinflamatorios. Estudios con ratones se
elimino la proteina (TMLeD / LED) y en respuesta
a la estimulacién de un lipopolisacarido (LPS) se
liberaron citocinas inflamatorias, factor de necrosis
tumoral y la interleucina-1, como consecuencia se
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ctividad antiinflamatoria vascular de
Ca se divide en sus efectos sobre las
las endoteliales y los leucocitos. En las
las endoteliales inhibe la liberacién
0s mediadores inflamatorios y regula
oléculas de adhesion vascular

M-1, VCAM-1 y E-selectina), limitando
dhesion leucocitaria y la infiltracion.
0s leucocitos, la PCa disminuye la
racion de citocinas, evento que

ula la intensidad de la respuesta
matoria sistémica y reduce la

enta de citoquinas que se asocia

la sepsis. El REPC y el PAR-1, tienen
apel importante en las interacciones
de participa la proteinasa y el

plejo integrina CD11b/CD18 (aM b2,
-1, CR3) en los neutrofilos activados.

presenté una reaccién inflamatoria grave posterior
ala estimulacién con el LPS. En estos ratones trans-
génicos se presenta un aumento en la respuesta de
los leucocitos polimorfonucleares a nivel pulmonar
posterior a la inhalacién de bacterias gram-negativas
e inherentemente se incrementa la mortalidad en la
sepsis inducida por esta endotoxina®. Estudios in
vitro mostraron que en células endoteliales aisladas
de los ratones TMLeD / LED, se presenta una ma-
yor expresion de ICAM-1 y VCAM-1, e incremento
de la adherencia de neutréfilos al endotelio®. La

Foto: Archivo




TMDI1 recombinante (FTMD]) reduce la adhesién
de neutréfilos al endotelio e inhibe la activacién del
factor nuclear kappa B y las vias activadas por pro-
teincinasa y la supresion TMDI no interfiere con la
activacion de la proteina C, que tiene efecto directo
antiinflamatorio de TMD1. La TMDI mantiene la
adhesion célula-célula y la integridad de las uniones
endoteliales manteniendo la estructura y funcién de
los vasos sanguineos”®?".

Los mecanismos moleculares que median los
efectos antiinflamatorios de la TMDI se resumen
en los siguientes puntos:

1. Las proteinas de alta movilidad 1 (HMGBI) li-
beradas por células necréticas o células antiinfla-
matorias (monocitos) posterior a su estimulacién
por citocinas, se consideran proinflamatorias y
se ha convertido en un objetivo de tratamiento
para los estados proinflamatorios de los que des-
taca la sepsis. HMGBI se une al receptor endo-
telial de las superficies celulares a los receptores
toll-like (semejantes a Toll) y a los receptores
de los productos de la glucosilacion avanzada,
como consecuencia se activan diferentes vias
proinflamatorias induciendo dafo tisular®®.

2. La unién de HMGBI con los receptores de los
productos de la glucosilacion avanzada dismi-
nuye el efecto proinflamatorio de HMGBI y
la inflamacién. Después de unirse a TMDI, la
HMGBI es degradada por el complejo forma-
do por la trombina-TM con menores efectos
proinflamatorios y con regulacién a al baja de
la respuesta inflamatoria®®.

3. Los lipopolisacaridos (LPS) son componentes
de la pared celular de las bacterias gramnegati-
vas y actia como una endotoxina que provoca
una respuesta inflamatoria grave secundaria al
proceso infeccioso. EI LPS se une al receptor
CD14 de la superficie celular y traduce sefiales
desde la membrana celular al citosol, iniciando
la via de sehalizacién inflamatoria. La TMDI o
fI'MDI1 se une directamente al LPS y bloquea
la interaccién de los LPS con CD14 y en conse-
cuencia reduce la reaccién inflamatoria inducida
por el LPS, disminuye la liberacién de citocinas
proinflamatorias y la expresién de la sintasa de
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éxido nitrico. Estos fendmenos indican que la
TMDI funciona como una opsonina natural de
lainmunidad innata contra bacterias gramnega-
tivas. Su actividad antiinflamatoria se relaciona
directamente con su capacidad para suprimir la
activacion del sistema de complemento ya que
produce una inhibicién a baja de la via alterna
del complemento mediante una mejoria de los
inhibidores endégenos del complemento, del
factor de complemento I y H para tener como
via final la inactivacién de C3b, que funciona
como via proinflamatoria. En pacientes con mu-
taciones genéticas del complejo TM/TMDI pre-
sentan sobreactivacion de complemento y como

consecuencia respuesta inflamatoria grave®.

La trombomodulina tiene diversas propiedades
anticoagulantes la principal es que funciona como
anticoagulante en la unién TM-trombina (T-TM)
donde inhibe la capacidad de la trombina de con-
vertir enzimdticamente el fibrindgeno en fibrina®.

La segunda propiedad es la que se produce por
el complejo T-TM vy es la conversién de la PC en
PCa de tal modo que la velocidad de activacién de la
proteina C aumenta 20,000 veces. Los iones calcio
unidos al dominio Gla (gamma-carboxiglutdmico)
de la PC, favorecen la interaccién de esta con el
complejo T-TM. Los fosfolipidos de carga negativa
son considerados como los principales iniciadores
de la actividad de la TM y la PCa es un agente
antitrombdtico que tiene la capacidad de hidroli-
zar enzimdticamente los cofactores Va y VlIlla, e
inhibe sus actividades en el proceso de coagulacién.
Con la presencia de la proteina S, la velocidad de
activacién de los cofactores Va y VIlla mediada
por hidrélisis, se incrementa 25 veces comparada
con la hidrdlisis en ausencia de la proteina S. El
mecanismo de accion de la TM es uno de los mds
importantes del endotelio vascular para mantener
el estado anticoagulante normal de su superficie,
ya que la TM ejerce su actividad anticoagulante no
s6lo por inhibicién de la trombina, sino también por
la aceleracién de la generacion de PCa®.

Las propiedades antiinflamatorias de TM pue-
den explicarse en parte por el concepto de que la
afinidad de la trombina a la TM es probablemente
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mayor que la de otros factores en las vias pro y anti-
coagulantes lo que podria hacer que la TM se consi-
dere como un inhibidor de la trombina circulante®.

El Factor de necrosis tumoral o-(TNF-a) indu-
ce la internalizacién de TM a través de la endoci-
tosis, reduciendo asi su expresion en la superficie,
esta reduccion de la expresién TM en los sitios de
lesién inflamatoria puede exacerbar la coagulacién
sanguinea. En efecto, la supresién de TM a nivel
endotelial causa de manera espontdnea trombosis
tanto arteriales y venosas lo que indica que la TM
tiene una funcién muy importante en la prevencién
de la formacién de trombos®.

La trombomodulina tiene propiedades antiin-
flamarcorias, especialmente la FI'MDI, por lo que
puede tener un potencial efecto terapéutico en en-
fermedades inflamatorias. La sepsis es un sindro-
me clinico causado por una respuesta inflamato-
ria sistémica inducida por un proceso infeccioso.
La endotoxina o LPS del patégeno infeccioso es
responsable de los eventos fisiopatolégicos que se
producen durante la sepsis y conduce al inicio de
la respuesta inflamatoria y el inicio de la cascada
de coagulacién®.

Los efectos antiinflamatorios de la trombomo-
dulina en sepsis son dependientes de la PCa. La TM
puede mediar distintas actividades antiinflamato-
rias utilizando mecanismos de PCa-dependientes
y PCa-independiente, en funcién al escenario que
se presente’®?!.

Mecanismo dependiente de PCa

La TM realiza sus actividades antiinflamatorias
mediante el incremento de la activacién de la PC.
El resultado es una regulacién a la baja en la pro-
duccién de citoquinas inflamatorias al disminuir
la expresién de NF-kB y de la inhibicién de los
componentes de translocacién nuclear”?.

Los efectos antiinflamatorios dependen de PCa,
REPC, y el PAR-1. La unién de la PC/PCA a REPC
resulta en el acoplamiento de este complejo en las
células endoteliales a través del PAR-1. Tanto el
PAR-1y REPC se asocian a la caveolina 1 formando
complejos que dan lugar a la disociacién de REPC.
Este proceso favorece los efectos antiinflamatorios

de las células endoteliales®°.
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La PC activada mejora la barrera endotelial a
través de la activacion del receptor de senalizacion
de la esfingosinal- fosfato (S1P), la mejoria de la
funcién de la barrera endotelial proporciona efec-
tos antiinflamatorios al disminuir la migracién de
leucocitos a los sitios de inflamacién. El receptor
de la apolipoproteina E2 (ApoER2) y angiopoye-
tina (Ang)/Tie2 tienen propiedades citoprotectoras
y antiinflamatorias. Ademds de actuar sobre las
células endoteliales, se ha demostrado que la PCa
tiene efectos directos sobre los leucocitos diana y
neutraliza la citotoxicidad de las histonas celulares
que son liberadas a partir de leucocitos que mueren.
La reduccién de los niveles de la PCa en pacientes
con sepsis se asocia con un incremento en la tasa
de morbimortalidad”?.

Mecanismo independiente de PCa

LA TM modula la fibrindlisis y la inflamacién a
través del TAFI, que es un zimdgeno circulante
activado por el complejo T-TM. El TAFI activado
elimina los residuos de lisina en el extremo C-termi-
nal de fibrina, suprimiendo asi la incorporacién de
plasminégeno y activador del plasminégeno tisular
(¢-PA) en el codgulo de fibrina. La activacién de
TAFI por TM inhibe la fibrindlisis, impidiendo la
disolucién de los codgulos. Esta actividad comple-
menta la funcién de TM inducida por la PCa para
evitar la formacién de nuevos trombos, equilibran-
do asi la hemostasia®°.

Las alteraciones en la fibrindlisis también afec-
tan el proceso inflamatorio. EI TAFI actda sobre
mediadores proinflamatorios como los factores
de complemento, anafilotoxinas, bradicinina y
osteopontina. Independientemente de la PCa, la
TM tiene actividades antiinflamatorias a través del
dominio EGF, dominio N-terminal que se une a la
trombina, inhibiendo las actividades proinflamato-
rias de la trombina que incluyen, induccién del oxi-
do nitrico, expresién de la oxido nitrico sintetasa, la
actividad quimiotdctica de monocitos, neutréfilos,
la regulacién positiva de moléculas de adhesién de
leucocitos, aumento de la IL-6 e IL-8, activacién
de células endoteliales, actividad mitogénica de los
linfocitos, de los fibroblastos, macréfagos, células
mesangiales y los osteoblastos®.



Algunas de las propiedades proinflamatorias es-
tdn mediadas por la activacion del PAR. La unién
de TM a trombina disminuye el PAR-1 e induce la
activacion de ERK1/2 y suprime los efectos mito-
génicos de trombina. Las actividades antiinflama-
torias del dominio N-terminal similar a lectina, se
cree que actiian de forma de PCa-independientes,
ya que este dominio es prescindible para la gene-
racién de PC. Los ratones mutantes que expresan
TM que carece del dominio de lecitina no se vio
alterada la generacién de PCa, sin embargo, estos
ratones exhibfan una mayor susceptibilidad a la
endotoxina y de manera secundara la induccién
de la sepsis es mas grave. Las células endoteliales
aisladas de los ratones mostraron elevada expresién
de ICAM-1, que regula la adhesién de los leucoci-
tos. Asi el dominio N-terminal de lecitina inhibe el
TNEF-q, induce la fosforilacién de ERK y restaura la
adhesion de los leucocitos a las células endoteliales.
Ademds, disminuye la apoptosis por la modulacién
de las vias de sefalizacién del NF-kB.

La TM ejerce efecto antiinflamatoria en el gru-
po de proteinas HMGBI, proteinas de expresién
nuclear que se liberan por células necréticas, que
se unen a los receptores de los productos finales de
glicacién (RAGE). Esta unién RAGE-HMGBI es
el inicio de la via de senalizacién implicada en la pa-
togénesis o progresién de varias enfermedades clini-
cas, infecciones, sepsis, artritis y cdncer. El dominio
lectina interfiere con la unién de RAGE-HMGBI,
lo que afecta el inicio de esta via y antagoniza la
funcién de HMGB17%°.

E) NUEVOS HORIZONTES EN LA
MODULACION TERAPEUTICA DEL SISTEMA
TM/REPC/PCA EN LA PRACTICA CLINICA

El sistema de la PC tiene un papel esencial en la
proteccion frente a la enfermedad trombética, princi-
palmente frente al tromboembolismo venoso, que se
desencadena cuando la trombina se une a su receptor,
la TM, sobre la superficie de la célula endotelial, y
pasa de ser una molécula procoagulante a ejercer
funciones anticoagulantes. A su vez, la PC circulan-
te se une a su receptor, el receptor endotelial de la
proteina C, el complejo formado por estas proteinas
permite la conversién PC en PCa, proceso que es
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potenciado por el REPC. Este receptor se une a
la PCy ala PCa con la misma afinidad (Kd ~ 30
nM)". Una vez activada, la PCa puede disociarse del
REPC con laayuda de la proteina S (PS) y ejercer su
funcién anticoagulante inhibiendo los factores Va
y VllIa, disminuyendo la generacién de trombina.
Sin embargo, la PCa puede ejercer otras funciones
importantes. Si la PCa permanece unida al REPC
sobre la superficie endotelial, puede activar el re-
ceptor activado por proteasas de tipo 1 (PAR-1)
mediante un corte proteolitico y expresar sus fun-
ciones citoprotectoras incluyendo la actividad an-
tiinflamatoria, antiapoptdtica y neuroprotectora’'.

La TM tiene la capacidad dual para suprimir
tanto la via de coagulacién como la inflamacion,
estas caracteristicas hacen que sea considerada como
un firmaco prometedor para el tratamiento de la
coagulopatia y del choque séptico™.

La endotoxina o LPS del patégeno infeccioso es
responsable de los eventos fisiopatoldgicos que se
producen durante la sepsis sistémica y que inician
todas las alteraciones a nivel de la coagulacién y
de la inflamacién. Como complicaciones mas fre-
cuentes de estas dos vias se encuentra la presencia
de coagulacién intravascular diseminada (CID) y
sindrome de insuficiencia respiratoria aguda, am-
bas complicaciones frecuentes en la sepsis y con
una elevada mortalidad. Se han estudiado en varios
modelos animales de sepsis el uso de TM recom-
binante. En ratas, el tratamiento previo con la TM
recombinante (F'MD123) redujo significativamen-
te la mortalidad inducida por sepsis. El tratamiento
con rI'MD123 disminuyé la infiltracién de células
inflamatorias, los niveles de TNF-q,, interleucina 6
y HMGB]I, a nivel pulmonar y hepdtico®.

En un estudio 77 vitro se demostré que la admi-
nistracién rI'MDI123 inhibe el factor nuclear-kappa
B, en modelos murinos de sepsis disminuyendo de
manera significativa los niveles de TNF-a y la res-
puesta inflamatoria a nivel pulmonar teniendo como
consecuencia la disminucién en la mortalidad se-
cundaria a sepsis en aquellos modelos que recibie-
ron tratamiento a base de rIMDI. Esta evidencia
sugiere que la proteina recombinante TM puede ser
utilizada como herramienta para el tratamiento de
pacientes con sepsis®"2.
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La activacién de la PC es deficiente en la sepsis,
contribuyendo a la formacién excesiva de depésitos
de fibrina en la circulacién. La deficiente activacién
de la PC en la sepsis se explica por la disminucién
de la expresién de la TM, la degradacién del com-
plejo de activacién de la PC (complejo trombina-
trombomodulina), la disminucién de la expresién
del REPC y la formacién de complejos proteina
S-C4bBP. Estos cambios justifican el interés por
administrar PC en su forma activada, mds que PC
(inactiva) como tratamiento de la coagulopatia de
la sepsis. Ante la actividad anticoagulante, citopro-
tectora de la PCa se tienen diversos mecanismos de
accién como posibles agentes terapéuticos®.

La trombomodulina recombinante humana (ART-
123) estd compuesta por el dominio activo, extrace-
lular de la trombomodulina. Este dominio se une a
la trombina para inactivar la cascada de la coagula-
cién y el complejo de la trombina-ART-123 produce
PCa que en presencia de la proteina S inactiva los
factores Va y VIlla, inhibiendo la formacién de
trombina. La ART-123 tiene una vida media mas
larga (aproximadamente 20 h) y se ha demostrado
que tiene un margen de seguridad mds amplio que
otros anticoagulantes asi como un perfil antitrom-
bético con disminucién en el sangrado en experi-
mentos in vitro. Por lo que se postula el uso de la
ART-123 en el tratamiento de CID *.

Se realiz6 un estudio multicéntrico, doble ciego,
aleatorizado, de grupos paralelos para comparar
la eficacia y la seguridad de la TM recombinante
humana ( ART-123) comparada con dosis bajas de
heparina en el tratamiento de la CID asociada con
enfermedad hematolégica o infeccién. La variable
principal de eficacia fue la tasa de resolucién de
la CID, teniendo como resultado que la CID se
resolvi6 en el 66,1% en el grupo donde se utili-
zo la del grupo ART-123, en comparacién con el
49,9% del grupo de heparina. Los pacientes del
grupo ART-123 también mostraron mejoria en las
manifestaciones de hemorragia. La conclusién de
los autores fue que en comparacién con la terapia
con heparina, ART-123 mejora significativamente
la CID y disminuye la hemorragia en enfermos con
sepsis y CID.* Las tendencias sobre la mortalidad
en los pacientes con CID asociados con la infeccién
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El sistema de la PC tiene un papel
esencial en la proteccion frente

a la enfermedad trombética,
principalmente frente al
tromboembolismo venoso, que se
desencadena cuando la trombina

Se une a su receptor, la TM, sobre la
superficie de la célula endotelial, y pasa
de ser una molécula procoagulante a
ejercer funciones anticoagulantes.

no tuvieron significancia estadistica aunque la tasa
de mortalidad para el grupo ART-123 fue de 6,6%
menor que para el grupo de heparina.

En comparacién con la PCa la TM tiene una
vida media mas larga y posee una estructura tnica
N-terminal que es la que exhibe la actividad antii-
flamatoria por lo que podria utilizarse como trata-
miento en los pacientes sépticos.”® Seria interesante
investigar si ART-123 reduciria significativamente
la tasa de mortalidad en un estudio clinico a gran
escala, en comparacién con el placebo, en pacientes
con CID secundaria a sepsis.

CONCLUSIONES

El complejo TM-PC-REPC en su papel dual mo-
dula las vias inflamatorias y procoagulantes dismi-
nuyendo la amplificacién de estos epifenémenos que
impactan de una manera favorable en el sustrato
fisiopatolégico de los pacientes con sepsis. La con-
secuencia es la disminucién de la cascada de eventos
que conlleva al colapso y trombosis de la microcir-
culacién que genera isquemia y dafio celular por
radicales libres estos eventos biomoleculares con-
vergen finalmente en el desarrollo de falla orgdnica
multiple y muerte. Esta tltima como la expresion
del rotundo fallo en la interaccién del complejo
TM-PC-REPC, el cual es un potencial blanco te-
rapéutico para el manejo del paciente séptico. @
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