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RESUMEN

El propdsito principal de este trabajo es exponer la etiologia de la enfermedad de Von
Willebrand, sus rasgos genéticos y contribuir al diagnostico clinico. Para ello, se
presentan los fundamentos del proceso de coagulacidon y los principios
homeostaticos que regulan la formacion de plaquetas. Finalmente, se describen las
investigaciones mas relevantes relacionadas con la genética y la clinica de esta
enfermedad. Este trabajo, presentado desde una perspectiva descriptiva, busca ser
una recopilacién sistematica de una enfermedad que es poco descrita en los

manuales médicos pero que tiene un gran valor.

ABSTRACT

This paper summarizes some of the studies related to von Willebrand disease, with
the primary objective of describing its etiology, genetic characteristics, and
contribution to clinical diagnosis. To this end, the fundamentals of the coagulation
process and the homeostatic principles governing platelet formation are discussed,
and finally, the main studies related to the genetics and clinical aspects of the disease
are described. From a descriptive perspective, this paper appears to be an organized
review of a highly important disease, one that is scarcely described in medical

textbooks.



|  INTRODUCCION

Tomada de Gonzélez-Villalva A, Bizarro-Nevares P, Rojas-Lemus M, Lépez-
Valdez N, Ustarroz-Cano M, Barbosa-Barron F, Garcia-Gil B, Albarran-
Alonso JC, Fortoul van der Goes TI. El megacariocito: una célula muy
original. Revista de la Facultad de Medicina (México), 2019, 62(1), 6-18.

Desde tiempos antiguos, la sangre ha sido considerada vital para vivir. La curiosidad
por entender como se origina la sangre, cuales son sus componentes y qué
beneficios aporta a la vida fue un interrogante que mantuvo despierta la curiosidad

de los investigadores durante siglos.

La exploracion del conocimiento a lo largo de distintas épocas brind6é una variedad
de hallazgos que, al sumarse, han hecho posible comprender la homeostasis
fisiologica de este vital liquido, considerado esencial desde los inicios de nuestros
tiempos. Acorde a la medicina antigua, la sangre era uno de los cuatro humores
basicos que componen la materia viva. Sin embargo, a partir del siglo XVII, se
convirtié en una combinacion de fluidos y particulas variadas, que el corazon mueve
sin cesar. Cuando entendieron el componente iatromecanico de la circulacion
sanguinea, los cientificos se enfocaron en analizar la composicion de la sangre. Para
ello, utilizaron las herramientas cientificas contemporaneas a la época del Barroco,
como por ejemplo los colorantes, los reactivos quimicos, los dispositivos de

cuantificacion y los microscopios.

En el siglo XVII, se encontr6 que la sangre era metélica debido a la presencia de
particulas de hierro en ella y se descubrieron los eritrocitos. Los leucocitos fueron
incorporados en el siglo XVIII, seguidos de las plaquetas casi un siglo mas tarde. La
coagulacion de la sangre, uno de los enigmas mas grandes por resolver, comenzo a
ser esclarecido desde el siglo XVII con el hallazgo de la fibrina en la estructura de los
coagulos. En el siglo XIX se descubrieron las plaquetas, la trombinay el factor tisular.

A comienzos del siglo XX, se conocia la morfologia y el origen de las células
9



sanguineas, ademas de los cambios que estas experimentan en ciertas
enfermedades. Asimismo, se habian establecido los fundamentos de la clinica
hematoldgica, del laboratorio clinico y de algunos tratamientos terapéuticos como la
transfusion sanguinea. La identificacion de los componentes del plasma, el hallazgo
de las leyes hereditarias, la invencion de técnicas para identificar células y la
habilidad para crear instrumentos de analisis cada vez mas exactos han producido
una multitud de especialidades cientificas que se ocupan de la sangre. Entre ellas
estan: Hematologia, Inmunologia, Bioquimica Clinica, Patologia Clinica,
Hemostasiologia, Medicina Transfusional y Hematogenética (Gonzélez-Villalva et al
2019).
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La patologia de Von Willebrand es uno de los problemas de salud que es causa de
mas complicaciones en el momento de su diagndstico, el cual, es necesario para
realizar el tratamiento adecuado y ayudar en la recuperacion de la salud del paciente
que padezca este tipo de enfermedad. Siendo un trastorno hemorragico que se
caracteriza por la falta o disfuncion del factor de Von Willebrand (VW), en una

proteina que juega un papel crucial en la coagulacién de la sangre.

Uno de los errores que ocupan al laboratorio de diagnéstico de esta patologia es que
es recomendable aplicar un frotis de sangre fresca del paciente para estar seguros
del recuento de las plaquetas. Pues en algunos casos falla el diagndstico por la
tecnologia moderna en donde las maquinas automaticas, no cuentan las plaquetas
gue llegaran a quedar detras de otros elementos de la sangre y no contabilizarlos. Lo
cual es comun, entonces se recomienda hacer el recuento de plaguetas in vivo y no
in vitro. Por tal motivo se sugiere este procedimiento se realice con un frotis de

sangre; del cual ya se ha comprobado su buen funcionamiento.
Al contrario de los riesgos que conlleva esta enfermedad existen pocos estudios

compilatorios acerca de su bioquimica y patologia, por lo cual este trabajo presente

reunir algunos de los conceptos y estudios genéticos que se tienen de esta patologia

11



Il METODOLOGIA

Este tratado esta basado en una revision de la literatura cientifica que aborda la
tematica de las enfermedades de VON WILLEBRAND. Asi como investigaciones
actuales publicadas en revistas cientificas médicas, se emple6 como base principal
de busqueda, the National Library of Medicine asi como las bases de revistas
latinoamericanas como Scopus, tomando como indicador de busqueda “VON

WILLEBRAND.” .

Es importante mencionar que se tomaron en cuenta estudios realizados por
diferentes instituciones nacionales e internacionales que efectian investigaciones en
el campo de la salud y se consideraron las que incluyen la patologia de Von
Willebrand. Entre ellas las investigaciones contemporaneas recientes del Instituto de

Hematopatologia de Querétaro

12



IV OBJETIVO

4.1 General
Realizar una revision bibliogréfica de los estudios méas recientes sobre el factor de
Von Willenbrand y su participacion en la coagulacién sanguinea, apoyandonos en las

principales investigaciones que sentaron las bases genéticas de la enfermedad.

4.2 Especificos
= Descripcidon de los conceptos generales del proceso de coagulaciéon
= Descripcion de los principales procesos bioquimicos

= Descripcion de la enfermedad de Von Willebrand

13



V. MARCO TEORICO

5.1 Conceptos Generales

5.1.1. Hemostasia. Proceso donde se incluyen varios mecanismos que permiten que
la sangre tenga un estado adecuado para fluir en los vasos sanguineos, uno de los
objetivos es cdmo detener las hemorragias en caso de una ruptura vascular. La
hemostasia se clasifica en tres etapas que estan relacionadas entre si, las cuales se

describen a continuacion:

1. Hemostasia primaria: La hemostasia primaria es la etapa inicial que restringe el
sangrado a una brecha vascular, lo que lleva a la agregacion plaquetaria y la
creacion de un taponamiento hemostatico. A menudo, este tapon tiene que
formarse a través de una red de fibrina durante la coagulacion del plasma. Este
proceso implica una serie de pasos en los que se activan factores (proteinas)
relacionados con la coagulacion y que finalmente llevan a convertir el fibrinégeno

del plasma en una red solida y estable de fibrina (Vayne et al., 2021).

2. Coagulacion: Que se basa en una serie de factores (proteinas) de la coagulacién
gue van activandose y que, al final, convierten el fibrinbgeno en una red soélida y
estable de fibrina. Estos factores se unen a los extremos de la fibrina a través de

un enlace covalente (Vayne et al., 2021).

3. Fibrindlisis: Después de la recuperacion de las células endoteliales que recubren
el lugar donde hubo la lesiébn del endotelio, asi se liberan sustancias que
disuelven las plaquetas y la fibrina y queda una cicatriz que sella el lugar de la
lesion vascular. De lo anterior retomaremos las plaquetas por la funcién tan
importante que realizan en este fenédmeno de coagulacion (Espinosa y Reverter,
2023)
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5.1.2. Produccion de células sanguineas

Tomado de Gonzalez-Villalva A, Bizarro-Nevares P, Rojas-Lemus M, Lopez-
Valdez N, Ustarroz-Cano M, Barbosa-Barron F, Garcia-Gil B, Albarran-
Alonso JC, Fortoul van der Goes TI. El megacariocito: una célula muy
original. Revista de la Facultad de Medicina (México), 2019, 62(1), 6-18.

Las células sanguineas se sintetizan en la médula 6sea, dicha estructura esponjosa
se encuentra en el centro de los huesos, sin embargo, su regulacion es mas compleja

y participan otros sistemas bioquimicos como se observan en la Figura 1
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Figura 1. Hematopoyesis humana
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Las plaquetas se generan durante el procedimiento de creacion de células
sanguineas conocido como trombopoyesis en la médula 0sea, mediante la
fragmentacion en las fronteras citoplasméticas de los megacariocitos. "Los
megacariocitos son células de diametro variable que oscilan entre 50 y 150um,
poseen un Unico nucleo poliploide y multilobulado que puede alcanzar 64n. Se
considera que cada l6bulo del nucleo posee 2n, de ahi su nombre, derivado de
la palabra latina mega 'grande' y 'nucleo’. Poseen un proceso de crecimiento
unico conocido como endomitosis, que implica que la célula duplica su material
genético y comienza el proceso de mitosis, pero sin citocinesis ni cariocinesis; de
esta manera, si esta célula no se divide en dos células descendientes, se
expande, acumulando mas citoplasma y con un nucleo lobulado que crece
progresivamente. A medida que las células se desarrollan, su citoplasma también
se madura, lo que significa que se generan grandes cantidades de proteinas que
se guardan en sus tres tipos de granulos, que seran los que transmitiran la
herencia a las plaquetas: alfa o A, delta o densos y lambda o los lisosomas.
Finalmente, se producird el proceso de descomposicion del citoplasma para
generar las plaquetas, y el ndcleo vacio de los megacariocitos sera fagocitado
por los macréfagos de la médula osificada. También se ha documentado la

presencia de megacariocitos productores de plaquetas en el pulmén.”

Antes de poco mas de cien afos, las plaguetas eran vistas como "el polvo de la
sangre". Luego, Adisson, Osler y Hayem las describieron. En 1882, Bizzozero
las denominaba plaquetas y describié su capacidad de adhesion, siendo también
el primero en describir a los megacariocitos. No obstante, Howell les otorgd su
nombre actual en 1890. James Homer Wright, empleando la tincién que lleva su

nombre, reconocio a los Megacariocitos como los antecesores de las plaquetas.

Inicialmente, la biologia de esta célula resulté complicada, principalmente debido
a los retos de llevar a cabo cultivos y examinar sus funciones. Sin embargo,
desde el hallazgo del receptor de trombopoyetina, conocido como Mpl, en 1992,

y luego del hallazgo de la trombopoyetina (TPO) en 1994, realizado por varios

16



grupos al mismo tiempo, se ha logrado un gran progreso en el conocimiento de

la biologia de los megacariocitos.

La hormona que regula la produccién de plaquetas es la TPO, que ademas
estimula de manera efectiva a las células responsables de formar colonias de
megacariocitos y promueve el crecimiento y la supervivencia de las células
troncales hematopoyéticas (CTH). En efecto, su receptor Mpl se encuentra desde

las células madre hematopoyéticas hasta las células sanguineas.

La TPO se produce sobre todo en el higado, pero en menor cantidad en la médula
O0sea y los rifiones. Su produccion es constitutiva y, en relacién con la cuenta
plaguetaria, los niveles de TPO libre en sangre y médula 6sea se encuentran en
proporcion inversa. La union de los niveles de TPO a su receptor Mpl, asi como su
internalizacién y destruccién, son los principales factores en la regulacion de estos.
Asi pues, si hay un gran nimero de plaquetas, se une una gran cantidad de TPO a
su receptor Mpl y hay poca TPO libre que mejore la maduracién de megacariocitos.
Sucede lo opuesto si hay escasez de plaguetas: se reducen los lugares donde la
TPO puede unirse a su receptor y hay mas TPO libre para estimular la

megacariopoyesis (ver Figura 2).

Cuando TPO se une a su receptor Mpl, JAK2 se activa. Luego, este fosforila y
activa a STAT3 y STAT5, que estimulan el crecimiento celular. Los caminos de
MAPK se activan también, lo que favorece la maduracion de los megacariocitos.
La TPO promueve la endomitosis, la maduracién y una amplia gama de efectos
antiapoptoticos en los precursores megacariociticos y en los megacariocitos. El
receptor de trombopoyetina Mpl se encuentra en una extensa gama de células
hematopoyéticas, incluyendo todas las del linaje megacariocitico. Sin embargo,
también esta presente en otros tipos de células, como los miocardiocitos,
astrocitos, neuronas y células microgliales. Aun queda por investigar el impacto
que tiene este receptor en estas otras ceélulas que no pertenecen al sistema

17



hematopoyético. Con el fin de entender mejor estos procesos, ofreceremos
algunas cualidades de los procesos bioquimicos que ocurren en la médula,

basandonos en el esquema presentado en la Figura 2.

Megacariocjto

i’ Megacariopoyesis
& MPL
. TPO
& & ""—Plaqueta i
; ® s TPO libre ,
‘l/ TPO libre % ¢ 4\ b “—Plaqueta
k Trombocitosis K Trombocitopenia

Fuente: Tomada de
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0026-
17422019000100006

Figura 2. Regulacion de la Produccién Plaquetaria
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5.1.3 Procesos bioguimicos mas relevantes vinculados con la sintesis

plaguetaria

5.1.3.1 Megacariopoyesis. Es un proceso que se lleva a cabo en 5 a 7 dias, en
el que tiene lugar la proliferacion y diferenciacion desde la CTH hasta llegar al
megacariocito maduro. La megacariopoyesis se lleva a cabo en la médula 6sea
roja, aungque también se ha documentado que tiene lugar de manera significativa
en el pulmén. Para entender este procedimiento de forma simple, se puede dividir
en dos etapas: la fase proliferativa, que consiste en la expansiéon de los
precursores megacariociticos, y la fase madurativa, que incluye los dos eventos
mas importantes de esta linea. El primero es la poliploidizacién por endomitosis,

a escala nuclear; y el segundo, la maduracién del citoplasma.

varias células de la linea megacariocitica son identificables: el megacarioblasto
tiene un diametro de alrededor de 10 ym y presenta un nucleo bilobulado; el
promegacariocito, con un diametro que oscila entre 10 y 50 ym, cuenta con un
nucleo arrifionado (su ploidia es de 4 a 8N); por ultimo, el megacariocito mide
entre 50 y 150 um de diametro y su nucleo es multilobulado (esta etapa de

maduracion es la mas comun y facil de reconocer) (Figuras 3).
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Fuente: https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0026-
17422019000100006

Figura 3. Trozo de bazo de ratén captado por microfotografia

Cuando la poliploidizacibn se para, los megacariocitos han aumentado
significativamente su masa citoplasmatica, el nimero de organelos y la creacion de
granulos especificos, ademas de haber creado el sistema de demarcacion de
membrana. Finalmente, reestructuran el citoesqueleto para crear pseudépodos

largos conocidos como proplaquetas. Estos se dividen y dan lugar a las plaquetas.

5.1.3.2 Endomitosis: ElI megacariocito tiene que crecer mucho porque cuanto mas
grande es, puede producir mas plaquetas. A fin de incrementar la masa, en la
diferenciacion megacariocitica tardia se pasa de una mitosis clasica a un proceso
endomitético, el cual genera una célula gigante. La endomitosis es el proceso
mediante el cual estas células se vuelven poliploides y grandes; se caracteriza como
un proceso mitdtico "inconcluso” o “"abortado". El nucleo multilobulado del
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megacariocito, que se explica a continuacion, es el producto de la poliploidizacion

por medio del proceso endomitético.

Los megacariocitos maduros son poliploides, con un nimero de copias de los
cromosomas que puede ser 4, 8, 16, 32 0 64N; lo mas habitual es que sean de tipo
16N. Cuando la demanda de plaquetas es mas alta, el nivel de ploidia puede
incrementarse (puede llegar hasta 128N). La poliploidizacién es un proceso
necesario para su maduracion final. No obstante, se encuentran los micro-
megacariocitos (2N y 4N), que son células maduras; esto ocurre en el higado fetal y

en ciertas enfermedades.

La poliploidizacién, que es el incremento en la cantidad de cromosomas en cualquier
célula, se produce a través de multiples ciclos consecutivos de replicacién del ADN.
Esto puede ocurrir por medio de dos mecanismos distintos: la endomitosis o la
endorreplicacion con endociclos (que tiene lugar en los trofoblastos, las plantas y la
mosca de la fruta —Drosophila—). La diferencia entre los dos es que uno entra a la
mitosis y el otro no. Los estudios verifican la incorporacion de los megacariocitos al

proceso mitético.

El proceso de megacariopoyesis comienza con los megacarioblastos. Estos
experimentan mitosis y generan un complejo mitético multipolar (dos polos si es 2N,
cuatro polos si es 4N, etc.), durante el cual los cromosomas se segregan de manera
asimétrica hacia diversos polos. Sin embargo, esto no tiene consecuencias

funcionales porque solo se origina un nucleo multilobulado.

El proceso de megacariopoyesis comienza con los megacarioblastos. Estos
experimentan mitosis y generan un complejo mitético multipolar (dos polos si es
2N, cuatro polos si es 4N, etc.), durante el cual los cromosomas se segregan de

manera asimétrica hacia diversos polos. Sin embargo, esto no tiene
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consecuencias funcionales porque solo se origina un nucleo multilobulado. Las
dos células hijas parecen separarse, con una zona media normal y el surco de
escision que se genera; sin embargo, este Ultimo retrocede rapidamente y las
dos células hijas se unen. Un suceso parecido se presenta en el cambio de 4N a
8N, cuando la ploidia se incrementa y, en estas células, la morfologia recuerda
alos "pétalos de unarosa”. Lo dicho anteriormente sefiala que las irregularidades
en la formacion del surco son significativas para comprender el proceso

endomitoético.

El proceso endomitético es mas complicado que una simple citocinesis defectuosa.
A la larga, la citocinesis defectuosa da lugar a células multinucleadas. Sin embargo,
en el proceso de maduracion de los MKs, la cariocinesis también es anormal. El
nucleo se vuelve multilobulado porque entre los nucleos de las células hijas persisten
puentes nucleoplasmicos; estos puentes hacen que los nucleos no se separen del
todo. Cuando las células hijas se unen, lo hacen también sus nlcleos y asi surge una
célula 4N con un Unico nucleo bilobulado (es decir, un megacarioblasto). A medida
gue la diferenciacion progresa, este proceso se repite y se afiaden Iébulos al nucleo.

La mitosis es un proceso que se regula de manera rigurosa en todos los tipos
celulares para prevenir la formacion de células anormales. No obstante, durante la
megacariopoyesis, ocurren modificaciones significativas en este proceso, que dan
como resultado células poliploides. Los megacariocitos se poliploidizan como
consecuencia de la endomitosis, que a su vez es el producto de una mitosis
incompleta (sin cariocinesis y sin citocinesis). La disparidad tan notoria que existe
entre la mitosis y la endomitosis se debe a las proteinas que estan presentes,
ausentes o en un namero determinado, asi como a los factores de crecimiento que

responden y a los factores de transcripcién que expresan.
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5.1.3.3 Megacariocitos con poliploidia. La division celular no es tan eficaz como la
poliploidizacion para aumentar el nimero de plaquetas. Los megacariocitos maduros
con 2N pueden producir entre una y dos plaquetas, en cambio un megacariocito con
16N generara alrededor de 2,000 plaquetas. Esto implica que 3 etapas de replicacion
del ADN resultaran en la produccion de 16 plaguetas por el camino mitético (2,000
por el endomitético). De esta manera, se hace evidente cuan importante es la

poliploidia en la diferenciaciéon megacariocitica.

En el ser humano, los primeros megacariocitos son diploides a lo largo de la vida
intrauterina. Asi, aunque no es estrictamente necesario poliploidear estas
células, es una manera muy eficaz de aumentar la eficiencia de la produccion

plaquetaria.

El megacariocito es exclusivo de los mamiferos; su genoma se duplica totalmente en
cada ciclo de poliploidizacion, pero no se encuentra en otras especies. En este
genoma, los alelos mantienen una distribucion de heterocromatina. Por ejemplo, en
los 16N, todos los 32 alelos estan activos, a excepcion de aquellos que se encuentran

en el cromosoma X de las hembras.

Esto significa que la célula tiene un metabolismo activo y eficiente, lo que le permite
aumentar la produccién de proteinas y ser mas eficaz en soportar el estrés

metabdlico y genotodxico, asi como también a la haploinsuficiencia.

La poliploidizacién se ve afectada por diversos elementos y, sin duda, el de
mayor crecimiento es la TPO, dado que influye en las CTH y en todo el proceso
de diferenciacion megacariocitica. TPO, junto con otros elementos del
crecimiento, controla el ciclo mitético y endomitético durante la transicion G1/S.
La TPO regula la poliploidizacién extracelular, pero no la creacion de proplaquetas.
La célula posee ademas una regulacion autonoma, la cual esta controlada por

numerosos factores de transcripcion.
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La trombocitopenia es el resultado de las fallas en la poliploidizacion, las cuales
generan dificultades en el crecimiento de los megacariocitos. En cambio, la

trombocitosis muestra una poliploidia elevada.

5.1.3.4 El proceso de maduracion del citoplasma en los megacariocitos. En el curso
de la maduracion, el citoplasma de los megacariocitos se especializa
significativamente. Un rasgo notable de este proceso es que aparecen gradualmente
diferentes tipos de granulos, como los granulos densos y los alfa, asi como
lisosomas. Estos componentes pueden ser detectados en pequefias proporciones
desde etapas muy tempranas, como las células precursoras de megacariocitos, y su

cantidad se incrementa a medida que avanza la maduracion.

Se sabe que la composicion de los lisosomas es bastante mas heterogénea en
comparacién con la de los granulos densos y los granulos alfa, ademas de que estos
ultimos se generan después de aquellos. Se generan por medio de la via RER-Golgi-
endosomas y albergan enzimas hidroliticas como lipasas, proteasas y glucosidasas,
que participan en la descomposicion de lipidos, carbohidratos y proteinas

respectivamente.

Los lisosomas de los megacariocitos tienen también aril sulfatasa, fosfatasa
acida y catepsinas D y E. Ademas de estas proteinas, tienen proteinas ubicuas
de las membranas lisosomales como LAMP-1, LAMP-2 y LAMP-3 (CD63). Los
granulos alfa y densos de los megacariocitos, por otro lado, son muy
especializados y forman parte de la familia de organelos "conectados con los

lisosomas.

A diferencia de los granulos secretores tipicos, estos se desarrollan a partir de
vesiculas diminutas que se generan en el complejo de Golgi. Desde ahi, se

transforman en cuerpos multivesiculares que interactian con vesiculas endociticas
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para dar lugar a los granulos densos y alfa maduros.

Los granulos alfa tienen una densidad y un tamafio homogéneos, a diferencia de los
densos, que presentan un fondo granular claro circunscrito por la membrana
plasmatica, la cual encierra un nucleo mas denso que puede estar en el centro o

fuera del eje central.

Los granulos alfa son los mas prevalentes y tienen factores esenciales para la
angiogeénesis, la inflamacion, la adhesién plaguetaria, el crecimiento de tejidos para

sanar heridas y la reorganizacion del tejido 6seo.

Son esféricos, con una densidad uniforme y un centro ligeramente denso. Los
granulos alfa de los megacariocitos pueden contener proteinas de diversas

categorias.

La primera clase comprende aquellas proteinas sintetizadas especificamente por los
megacariocitos, como la tromboglobulina y el factor de plaguetas tipo 4 (PF4); la
segunda incluye proteinas producidas por el megacariocito, aunque no de forma
especifica. Entre ellas se encuentran el factor de coagulacion tipo V, la

trombospondina, la P-selectina y el factor de von Willebrand (VWF).

A medida que la maduracion megacariocitica progresa, se eleva la expresion de
todos estos factores y se sitlan en los granulos alfa futuros. Finalmente, otras
proteinas como la albumina, el fibrinbgeno y la inmunoglobulina G son producidas
por células diferentes a los megacariocitos y posteriormente son endocitadas por
estos ultimos, al unirse a glucoproteinas de la membrana plasmaética, como las GPIIb
o llla. Algunos granulos alfa también contienen exosomas (de 40 a 100 nm) que

poseen la proteina CD63, una proteina lisosomal que se libera en respuesta a la
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activacion de trombina.

Los granulos densos, que incluyen sustancias como la serotonina, catecolaminas,
adenosin 5-difosfato (ADP), adenosin 5-trifosfato (ATP), calcio y polifosfatos,
contienen diversos factores de importancia hemostatica. Se destacan por su papel

en la activacion y atraccion de plaquetas hacia las zonas donde hay dafio vascular.

Los granulos densos, ademas de estos elementos, incluyen componentes integrales
de la membrana, como granulofisina (un marcador especifico de los granulos
densos), glucoproteina Ib (GPIB), P-selectina y glucoproteina llb. La Tabla 1 sintetiza
los componentes mas importantes de los granulos de los megacariocitos y la funcién

gue cumple cada uno.
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Tabla 1. Esquema del tipo de granulos del megacariocito

Tipo de granulo Contenido de los granulos

1. Granulos alfa

Factor plaquetario

Trombospondialy 2

B Tromboglobulina

Factor de Von Willebrand

PDGF (Factor de creciente derivado de plaquetas)

TGF beta (Factor de crecimiento transformante B)

EGF (Factor de crecimiento epidérmico)

VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular)

2. Granulos densos o delta

Adenosin trifosfato, adenosin difosfato

Serotonina, histamina, adrenalina

Calcio, magnesio

3. Granulos lambda o lisosomas

Hidrolasas acidas; fosfatasas acidas, proteasas,
glucosidasas, lipasas, nucleasas

Tomada y adaptada de:
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0026-
17422019000100006
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5.1.3.5 Trombopoyesis. La trombopoyesis es el proceso por el que se generan las
plaquetas, e involucra los ultimos sucesos de la maduracion de los megacariocitos.
Estos comienzan a crear proplaquetas y liberan las plaquetas directamente al flujo

sanguineo.

La trombopoyesis se lleva a cabo en el nicho vascular de la médula 6sea después
de que los megacariocitos maduran y ocurre la megacariopoyesis. En otras palabras,
el megacariocito se desplaza hasta las sinusoides, donde el microambiente favorece

la creacién de plaquetas.

Las células mesenquimatosas y las reticulares que se encuentran en la médula
Osea participan en la reestructuracion del citoesqueleto y en la generacion de
factores quimiotacticos que hacen que los megacariocitos sean atraidos a los
capilares sinusoidales. Los factores de crecimiento que participan en la
produccion de plaquetas incluyen el factor inhibidor de leucemia, los SCF
(factores de células madre), IL3, IL6 y IL11. En los nichos donde estan presentes
los megacariocitos, la fibrina, el coladgeno IV y la laminina son predominantes.
Estos elementos colaboran en sostener y guiar las proplaguetas hacia las
sinusoides. Las células reticulares generan SDF-1, (factor 1 derivado de células
estromales), conocido también como CXCL-12; el receptor correspondiente a
esta quimiocina es el CXCR-4. La sefial de que los megacariocitos se desplacen
hacia las sinusoides es la interaccion entre SDF-1 y CXCR-4.

Cuando los megacariocitos se acercan a las sinusoides, se unen a las células
del endotelio. Se ha observado que el FGF-4 (factor de crecimiento de
fibroblastos 4) interviene en este proceso porque estimula la produccion de
VCAM-1 (molécula de adhesion celular vascular 1) en las células del endotelio

de las sinusoides.
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El megacariocito presenta cambios fisicos que hacen que se extienda el citoplasma,
generando prolongaciones de entre 2 y 4 ym de diametro. El transporte de organelos
y granulos hacia las proplaquetas, asi como la formacion de estas prolongaciones,
estd condicionado por los microtubulos. Cuando las proplaguetas se han
desarrollado en las sinusoides y luego se dividen, liberan al final plaguetas
individuales, produciendo alrededor de 2,000 a 5,000 plaquetas nuevas por
megacariocito. El flujo sanguineo ejerce un estimulo mecénico sobre las
proplaquetas, lo que provoca una traccion hasta que se liberan las plaquetas (ver
Figura 4).
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PN Figura 4. Diagrama de la trombopoyesis. Se
y \\ Megacariocito ) ) ;
£ a puede ver un megacariocito que esta

Brpbacts extendiendo sus proplaquetas hacia el interior

4
/

/o e WY W de una sinusoide. El flujo sanguineo contribuye
— e
\ ) 06 / a separar las plaguetas de las proplaquetas y
Célula endotelial Q&Y .
. 7 concluir su liberacion en el torrente sanguineo.

Fuente: https://www.scielo.org.mx/img/revistas/facmed/v62n1/2448-4865-facmed-
62-01-6-gf4.jpg

Hay otros elementos que intervienen en la trombopoyesis; por ejemplo, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) son parte del proceso de maduraciéon de los
megacariocitos y del proceso de formacién y fragmentacion de las proplaquetas. La
produccién de plaquetas también es estimulada por el sistema nervioso simpético, al
promover que los megacariocitos se adhieran y migren y que las proplaquetas se

formen.

La teoria de la fragmentacion explosiva es otro modelo de trombopoyesis. En este,
el megacariocito muestra formas parecidas a ampollas, ondulaciones y protrusiones,
asi como areas en el citoplasma con membranas internas que delimitan plaguetas
preformadas que se liberan al fraccionarse el citoplasma. Se sugiere que esto ocurre
cuando es necesario incrementar rapidamente las concentraciones de plaquetas
sanguineas, ya sea en contextos proinflamatorios o tras una pérdida aguda de

plaquetas.

La caspasa 3 tiene que estar activa para que las plaguetas se formen. Las plaquetas
activadas y las células endoteliales danadas producen IL1a (interleucina 1a), que
activa a la caspasa 3 en megacariocitos maduros sin inducir la apoptosis celular. La
via clasica de trombopoyesis produce un nimero 20 veces menor de plaguetas que

la mediada por IL1a, y estas ultimas son mas grandes y funcionalmente normales.
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5.2 ¢Qué Funciones Cumplen los Megacariocitos?
5.2.1. Produccion de trombocitos

Los megacariocitos tienen como funcién principal la generacién de plaquetas. Por lo
tanto, es relevante sefialar la funcién de las plaquetas en la hemostasia (creando el
coagulo primario), asi como en la respuesta inmunitaria innata, la reparacion de

heridas y la inflamacion.

Gran parte de las funciones que realizan estan definidas por los componentes de la
membrana y el contenido de sus granulos, los cuales provienen de los
megacariocitos. La adhesion y la agregacion de plaquetas dependen, por ejemplo,
de las glucoproteinas de membrana y del factor de Von Willebrand (VW), que se

presentan desde los primeros estadios de la megacariopoyesis.

Los diferentes elementos de crecimiento que el megacariocito produce y guarda
en los granulos alfa contenidos en las plaquetas, tienen como propdésito la
multiplicaciéon de fibroblastos y la produccién superior de coladgeno y matriz
extracelular en general. Esto es esencial para el rol qgue cumplen las plaquetas

en la reparacioén de tejidos y la cicatrizacion.

Finalmente, se le concede cada vez mas relevancia a la funcion que cumplen las
plaguetas en la respuesta inmune. Para ello, estas presentan varias moléculas
generadas por el megacariocito, como la p-selectina o CD62P, que interviene en la
adhesion de plaquetas con leucocitos; o los receptores Toll (TLR), que son moléculas
capaces de detectar ciertos microorganismos y representan el primer paso para que
las plaquetas produzcan interleucinas o sustancias bactericidas que estimulan a

otros leucocitos o neutrdfilos.
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5.2.2 Los megacariocitos colaboran en la conservacion del tejido 0seo.

Los megacariocitos también cumplen la funcién de intervenir en la homeostasis del
tejido 6seo, segun se ha comprobado en investigaciones in vivo e in vitro realizadas
en modelos animales y en pacientes humanos. Los megacariocitos, debido a que
expresan determinadas proteinas que son capaces de estimular (por ejemplo,
RANKL) o inhibir la formacion de osteoclastos (como la osteoprotegerina [OPG]),

regulan la proliferacion y diferenciacion de estos.

Por otra parte, incrementan la produccion de osteoblastos que, bajo el efecto de los
megacariocitos, también aumentan la sintesis de matriz 6sea. En particular, se
observa un aumento en su produccion de colageno tipo |, fosfatasa alcalina,

osteocalcina y osteoprotegerina.

Se ha comprobado que en modelos animales con sobreexpresion de TPO, en los
gue hay una elevacion de megacariocitos, estos generan mas cantidad de factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento transformante b
(TGFb). Esto provoca un incremento en la densidad ésea, ya que ambos factores
estimulan la proliferacién de osteoblastos y la produccién de matriz ésea.

Dentro de este modelo, los megacariocitos producen mas osteoprotegerina, lo que
previene la creacion de osteoclastos. Los megacariocitos no maduran
adecuadamente y aparecen megacariocitos con trombocitopenia en ratones que
tienen escasez de los factores de transcripcion NF-E2 o GATA-1, lo cual esta

relacionado con un incremento en la masa 6sea.

Tanto en humanos como en animales, cuando se presenta la enfermedad de von
Willebrand, se puede notar que los megacariocitos aumentan. En este caso,
también la densidad 6sea aumenta y los marcadores de reabsorcion Osea
disminuyen.
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5.2.3. Los megacariocitos controlan la multiplicacion y la inactividad de las CTH.

Hay investigaciones que muestran que los megacariocitos pueden controlar la

guiescencia y, en ciertas circunstancias, incrementar la proliferacion de las CTH.

Algunos factores de crecimiento generados por los megacariocitos, como la
serotonina, el PDGF y el factor de crecimiento epidérmico (EGF), son
determinantes para que estas células se autorrenueven. En realidad, se ha
observado en cultivos de CTH que, si se desarrollan con megacariocitos, su

crecimiento es mucho mejor.

En modelos animales de trasplantes de médula 6sea, las CTH se ubican
principalmente al lado de los megacariocitos y la inhibicion de estos ultimos no
permite que el trasplante tenga éxito. Originalmente se creia que este efecto era
consecuencia de los megacariocitos, ya que activaban a los osteoblastos en el
nicho osteoblastico. Sin embargo, actualmente se ha comprobado que el efecto

es directo.

La produccion del factor de crecimiento fibroblastico 1 (FGF1) por los
megacariocitos favorece la multiplicacion de las CTH. Se ha observado a nivel
experimental que los megacariocitos incrementan la produccion de FGF1 tras ser
tratados con quimioterapia, lo cual favorece la hematopoyesis y permite que la

médula 6sea se recupere.

No obstante, la proliferacion de las CTH esta altamente regulada; en realidad, la
mayor parte de estas células se halla en una fase quiescente o no proliferativa.
Los megacariocitos, en un estado basal de la médula 6sea, limitan la

multiplicacion y promueven la inactividad de estas células.
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La quiescencia de las CTH es causada por el CXCL4, conocido también como
factor plaguetario 4, y el TGFb, los cuales son generados por células del estroma

y megacariocitos.

La interaccion entre los osteoblastos, los megacariocitos y los osteomas es
esencial para preservar el nicho en el que tienen lugar las células madre

hematopoyéticas, segun se ha evidenciado en diversas investigaciones.

Los megacariocitos son los que estimulan a los osteomas, una clase particular
de macrofagos (fenotipo CD45+ F4/80) que se pueden identificar sin dificultad en
la calota neonatal. Estas interacciones celulares son fundamentales para
mantener las CTH, que al final estan asociadas con la correcta diferenciacion de
todos los linajes de la hematopoyesis.

5.2.4. Los megacariocitos juegan un papel importante en el mantenimiento de la

matriz extracelular y participan en el desarrollo de la mielofibrosis.

Los megacariocitos producen factores que son pro-fibrogénicos y otros que son
anti-fibrogénicos. Las metaloproteinasas (MMP), como la MMP-2, MMP-9,
MMP14, MMP-24 y MMP-25, son ejemplos de anti fibrogénicos que
descomponen diferentes elementos de la matriz extracelular. Esta funcion es
relevante para que los megacariocitos se trasladen del nicho osteoblastico al
vascular, ademas de permitir la generacion de proplaguetas en las sinusoides y

la extension de sus podosomas.

No obstante, se observa un mayor riesgo de mielofibrosis o fibrosis medular en
pacientes con neoplasias mieloproliferativas y en modelos animales, asi como
en aquellos que padecen enfermedades donde los megacariocitos proliferan, por

ejemplo, la leucemia megacarioblastica aguda.
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Estos megacariocitos patoldgicos incrementan la secrecion y sintesis de factores
pro fibrogénicos, como el PDGF y TGFb, que fomentan la activacion y
proliferacion de fibroblastos; estos ultimos, a su vez, incrementan su produccion

de colagena | y Ill, lo cual propicia que se produzca fibrosis.

La funcion de los megacariocitos en esta complicacion es un asunto investigativo
gue todavia tiene mucho por revelar y que podria ser utilizado como un objetivo
terapéutico o preventivo para la mielofibrosis. En la Figura 5, se sintetizan las

funciones mas relevantes.

Funciones del megacariocito

Mantenimiento de la Produccion de

matriz extracelular plaquetas

TGFB Hemostasia Respuesta Cicatrizacion
PDGF MMP inmune

Profibrogénico  Antifibrogénico

Homeostasia de
Regulacion de CTH tejido 6seo
TGFB TGFB
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Figura 5. Resumen de las principales funciones del megacariocito
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5.3. Sefales de Activacion de los Factores que Intervienen parala Formacion

del Coagulo

Tomado de Flores-Rivera Ol, Ramirez-Morales K, Martin Meza-Marquez, JM,
Nava-Lopez JA, Revista Mexicana de Anesteologia 2014, 37(2), S382-S386

Las plaguetas son uno de los componentes cruciales, y estas albergan en su
interior el factor "Von Willebrand". Cuando una arteria o vena se dafia, este factor
se libera del interior de las plaquetas. Las células del endotelio permiten entonces
la fuga de sangre en la region afectada.

Esto también puede ocurrir debido a la muerte celular subita o programada
(apoptosis) de las células endoteliales. Los elementos que contribuyen a la
coagulaciéon y evitan que una lesion endotelial o un traumatismo provoquen el

derrame de sangre se presentan.

Después de un dafio a los vasos sanguineos, el proceso que preserva la
integridad de un sistema circulatorio cerrado y con alta presion se llama
hemostasia. La extravasacién sanguineay el dafio en la pared vascular dan lugar

de manera acelerada a los sucesos requeridos para reparar el perjuicio.

Para su andlisis, la hemostasia se divide en primaria y secundaria. La hemostasia
primaria se distingue por la activaciéon y el reclutamiento de plaquetas para crear
un tapon plaquetario, en tanto que la secundaria lo hace por activar el sistema
de coagulacién para generar fibrina. Por Gltimo, se muestra la cascada de
fibrindlisis, que tiene como funcibn descomponer el coagulo cuando el dafio en

los tejidos o0 los vasos sanguineos ya ha sido reparado.
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5.3.1 Hemostasia primaria. Es la formacion del tapdn plaguetario que comienza
cuando hay una lesién en el vaso sanguineo y se produce una interaccion
cercana entre la plaqueta y el endotelio. Por lo general, las plaquetas no se
adhieren a los vasos sanguineos; esto solo sucede cuando hay una lesion en el
vaso sanguineo y la colagena del subendotelio queda expuesta, lo que facilita la
activacion de las plaquetas. En la hemostasia primaria, hay un conjunto de
procesos que se activan durante una lesion vascular y que posibilitan la creacion
del tapon plaguetario hemostatico. Los mecanismos mencionados se organizan

en las etapas siguientes: 1) adhesion, 2) activacion y secrecion, y 3) agregacion.

Cuando hay una lesion vascular, las plaquetas se adhieren al tejido perivascular o
subendotelio que esta expuesto a la sangre. La adhesion plaquetaria es el nombre
de este primer proceso. Pese a que el endotelio contiene diversas proteinas
adhesivas, la proteina mas relevante para la adhesion de las plaquetas es el
colageno. Las plaquetas se unen de manera dependiente a proteinas adhesivas a
través de receptores especificos para cada una de estas Ultimas que se encuentran
en la membrana plaquetaria. La plaqueta se une al colageno a través del factor de
von Willebrand (FYW) y la GPIb/IX. EI FvW, al unirse con el colageno, lo transforma
y posibilita que la GPIb/IX se adhiera, fijando asi la plaqueta en el colageno. Cuando
se activan, las plaguetas cambian su forma y se transforman en esferas que tienen

pseudopodos.

Al mismo tiempo, tiene lugar la secrecibn de componentes activos que se
guardan en los granulos plaquetarios (factor V, tromboxano A2, factor de
crecimiento derivado de plaquetas, calcio serotonina, adenosina trifosfato y
fibrindgeno). La creacion del coagulo plaquetario y la curacion de los tejidos se
aceleran con algunas de estas sustancias que son consideradas agonistas, como
trombina, epinefrina, adenosin trifosfato, colageno o tromboxano A2. La
agregacion plaquetaria es el proceso mediante el cual los agonistas inducen que
unas plaquetas se unan con otras, atraigan mas plaquetas y aumente el tamafo

del coagulo. En esta etapa, el coagulo es una aglomeracion de plaquetas
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degranuladas que estan empaquetadas de manera apretada y tienen muy poca
fibrina a su alrededor. La GPIIb/llla, que es el receptor del fibrinbgeno, y el
fibrinbgeno son necesarios para la agregacioén. La membrana de las plaquetas
activadas, al suministrar los fosfolipidos requeridos para la creacion del coagulo
definitivo, especialmente una lipoproteina llamada factor plaquetario 3,
proporciona también el entorno 6ptimo para que la generacion de fibrina se
acelere. Asimismo, la membrana plaquetaria activada tiene otros lipidos de
fosfoforina, que son ligandos para los factores Va, Vllla, 1Xa y Xa. Acelera y
localiza la activacion del factor Il y X en el lugar de la lesion vascular, ademas de

proteger al factor Xa contra la inhibicion por AT Il (ver Figura 6).
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Figura 6. Etapas de la cascada de sefalizacion plaquetaria posterior al dafio en
los vasos sanguineos. La unidon de las plaguetas al subendotelio esta
condicionada por la presencia de colageno, el factor de von Willebrand (FVW) y
GPIb/IXa. El puente es el fibrinbgeno y la GPIlb/llla es lo que determina la
agregacion. El araquidonato se transforma en tromboxano A2 (TxA2), un agente
vasoconstrictor y agonista, mediante la enzima ciclooxigenasa.
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5.3.2 Hemostasia secundaria

La hemostasia secundaria, que incluye la activacion del sistema de coagulacién, se
segmenta en tres etapas segun el modelo celular: iniciacién, amplificacién y

propagacion.

1. Comienzo. El factor tisular (FT), también llamado tromboplastina o factor Ill, se
produce en varias clases celulares y esta presente en la membrana de las
células. A pesar de que el factor tisular esta localizado en la membrana celular
donde se genera, puede expresarse en un amplio espectro de células
extravasculares en situaciones normales, y también en monocitos y células
endoteliales cuando hay inflamacion. Pruebas recientes indican que las
vesiculas con membrana que contienen factor tisular son capaces de
acoplarse a la superficie plaquetaria de un trombo en formacién. Aunque el
papel y la fuente de esas vesiculas no estan claros, es obvio que las plaquetas
normales en circulacién no activadas no poseen ni manifiestan factor tisular. El
comienzo de la hemostasia secundaria requiere que haya una lesion
endotelial, para posibilitar que el plasma se encuentre con el factor tisular
expresado en las membranas celulares. El factor VII es una proteina que
depende de la vitamina K y se genera en el higado; tiene la vida media mas
breve de todos los factores procoagulantes y es la Unica que fluye tanto
activada como no activada. Los factores IXa, Xa, Xlla, trombina, plasminay la
proteasa activadora del factor VIl tienen la capacidad de activar el factor VII.
Aln se desconoce cual es el activador fisiolégico mas relevante del factor VII,
aunque hay algunas pistas que indican un proceso de autoactivacion. El factor
IX parece tener un rol crucial en la activacién del factor VII, ya que los
individuos con hemofilia B presentan niveles bajos de este ultimo. El factor VII,
cuando se encuentra en el plasma, se conecta de manera estrecha con el
factor tisular y activa rapidamente a proteasas que son procoagulantes y
anticoagulantes. El factor IX y el X pueden ser activados por el complejo
FT/Vlla. El factor X activa al factor V y a otras proteasas no coagulantes, pero
puede ser inhibido con rapidez por el inhibidor del factor tisular (que en inglés
se abrevia TFPI) o por la antitrombina Il (ATIII), si deja el entorno protector de
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la superficie celular. EI FT/Vlla es capaz de autoactivarse. La vida media del
factor Vlla libre es de dos horas y las proteasas plasmaticas no pueden
inactivarlo. El factor Vlla es resguardado de la inactivacibn a menos que esté
asociado con el FT, y su funcion principal es supervisar la circulacion y localizar
areas donde el FT esté expuesto para activar la circulacion. Por otra parte, el
factor Xa que se mantiene en la superficie celular tiene la capacidad de unirse
con el factor Va para generar una cantidad reducida de trombina. Este es un
proceso crucial en la activacion del factor VIl y de las plaquetas durante la fase

de amplificacion.

Aumento. En la etapa de iniciacion, se producen pequefias dosis de trombina
que impactan de manera distinta en diversas areas de la coagulacion. La
trombina es un activador plaquetario muy potente mediante la via de los
receptores que son activados por proteasas (PAR, por sus siglas en inglés).
La fase de amplificacidon se conoce como el periodo protrombdético ascendente,
que da lugar a la activacion de las plaquetas con la exposicion de los
fosfolipidos de membrana y a la formacidon de una membrana procoagulante
mediante la liberacion del contenido de sus granulos. Las plaquetas sueltan,
durante la activacion, el factor V parcialmente activado de sus granulos alfa
hacia la superficie, el cual es totalmente activado por el factor Xa y la trombina. El
factor XI también se activa por la trombina. La trombina, por otra parte, corta el factor
de von Willebrand (FVvW) del factor VIII para activarlo después. Las plaguetas que
se reclutan en el lugar de la lesion durante esta etapa suministran los fosfolipidos

de membrana requeridos para la fase de propagacion.

Propagacién. Durante la etapa inicial, los factores IX y X se activan
correctamente, al igual que los cofactores VIl y V (los cuales son activados por
la minima cantidad de trombina generada en esta fase). Posteriormente, el Vllla
y el IXa se unen a la membrana plaquetaria y crean un complejo de tenaza. El
complejo de "ten asa" hace que el factor X se active, lo que lleva a la formacion
rapida de Xa. Este complejo esta formado por los factores 1Xa, Vllla, X y calcio.
La mayor parte del factor Xa se produce de manera fisiolégica mediante la

actividad del complejo de tenaza y no por medio de la activacion del complejo
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FT/Vlla. Se cree que el complejo de tenaza tiene una eficacia 50 veces mayor
que el complejo FT/Vlla para activar el factor X. El factor Xa comienza a armar
el complejo de protrombinasa, que esta formado por los factores Va, Xa y calcio.
Este complejo convierte la protrombina en trombina, lo que provoca un estallido
de trombina; después se genera fibrina y, finalmente, un coagulo. Cuando el
factor VIl (en la hemofilia A) o el factor IX (en la hemofilia B) estan ausentes, el
inicio de la coagulacion es normal (dependiendo del complejo FT/VIla); no
obstante, la fase de propagacion estd considerablemente reducida. Esto
provoca una formacion deficiente del coagulo y hace imposible llevar a cabo una
hemostasia, lo que causa una mala formacién del coagulo y la incapacidad de

llevar a cabo una hemostasia apropiada (Figura 7).
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Figura 7. Bioguimica de la coagulacion
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5.4 Fibrindlisis y Anticoagulacion

Tomado de Espinosa G, Reverter JC. Coagulacion y fibrindlisis plasmatica.

Estados de hipercoagulabilidad. Medicina Integral 2001, 38 (4), 156-166

La fibrindlisis es un sistema enzimético que incluye una secuencia de inhibidores y
activadores, los cuales controlan como se transforma el plasmindégeno en plasmina.
La lisis de la fibrina se produce cuando hay generacién de plasmina libre en el

trombo, lo que resulta en productos de degradacion de la fibrina (ver Figura 8).
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Figura 8. Bioquimica de la fibrindlisis.
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La regulacion del sistema de fibrindlisis se produce a través de interacciones
moleculares concretas que tienen lugar entre sus componentes fundamentales, asi
como por la sintesis y liberacion subsiguiente desde las células endoteliales de los
inhibidores y activadores del plasminégeno. Por lo tanto, si la actividad del sistema
de fibrindlisis se eleva, esto puede propiciar que ocurran trastornos hemorragicos;

por el contrario, un defecto en la actividad fibrinolitica puede predisponer a trombosis.

5.4.1 Bioquimica del sistema de la fibrindlisis.

Las enzimas del sistema de la fibrindlisis son proteasas serinicas, lo que significa
que su locus activo esta formado por los aminoacidos serina, histidina y acido

aspartico, generando asi la region catalitica.

En las moléculas, este locus activo se encuentra en la zona carboxi-terminal,
mientras que las zonas amino-terminales albergan uno o mas dominios tanto
funcionales como estructurales, por ejemplo, los dominios kringle, el dominio
factor de crecimiento epidérmico (EFG) y los dominios finger (de manera analoga

a los finger de la fibronectina).

Los inhibidores del sistema fibrinolitico pertenecen a la superfamilia de las
serpinas, que son inhibidores de las serinproteasas. En este caso, en el extremo
carboxiterminal tienen un péptido reactivo especifico (X-lisina o X-arginina) que
se encuentra unido a su enzima. Esto resulta en una estructura inactiva con la
funcién de inhibir las enzimas. La tabla 2 sintetiza las propiedades genéticas y

quimicas de los elementos mas importantes del sistema de la fibrindlisis.
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas y genéticas

de los componentes de la fibrosis

Cromosoma
Plasmindgeno 6
t-PA 6
U-PA 10
a2-amtiplasmina 18
PAI-I 7
PAI-2 18
U-PAR 19

Tomado y adaptado de Espinosa G et al 2001
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5.4.1.1 Plasmindgeno. El plasminégeno humano es una glucoproteina de cadena
simple con 92 kD compuesta por 791 aminoacidos y 24 puentes disulfuro8. La molécula
se estructura en siete dominios, que son los siguientes: "péptido de preactivacion"
(aminoacidos 1-77), cinco dominios secuenciales homologos conocidos como kringle
(cada uno esta formado por tres lazos unidos a través de puentes disulfuro y tiene 80
aminoacidos) y el dominio proteasa (aminoacidos 562-791). La lisina esta presente en
los dominios kringle en las ubicaciones concretas que median la interaccion del
plasminégeno con la fibrina y la de la plasmina con la a2-antiplasmina. Por lo tanto,
juegan un papel fundamental en la identificacién de la fibrina, de la superficie celular y

de la a2-antiplasmina.

Cuando se rompe la union entre Arg561 y Val562, el plasmindégeno se transforma
en plasmina. El brazo largo del cromosoma 6, especificamente en las bandas
027 0 g26, es donde se encuentra el gen del plasminégeno. Este se compone de
diecinueve exones y dieciocho intrones. Dos exones, separados por un intrén
que se ubica en el centro de cada estructura, componen cada uno de los cinco

dominios kringle.

5.4.1.2 Activador tisular del plasminégeno. El activador tisular del plasminégeno
(t-PA) es una proteasa de serina que tiene un peso de 68 kD y esta formada por
530 aminoéacidos. La molécula esta estructurada en varios dominios, incluyendo
el dominio finger que abarca los aminoacidos del 4 al 50, el dominio EFG que
incluye los aminoacidos del 50 a los 87 y dos dominios kringle, que abarcan
respectivamente los aminoacidos del 87 al 176 y del 176 al 262. Estos ultimos se
encuentran en la porcion aminoterminal de la molécula. En el lado carboxi-
terminal, sin embargo, esta situado el dominio de la proteasa que incluye los
aminoacidos 276-527. Esta zona se denomina region catalitica. Estas distintas
areas median diversas funciones en la enzima. Por lo tanto, la unién del t-PA a
la fibrina est& principalmente mediada por el segundo de los dominios kringle y
el dominio finger. Por otro lado, la t-Pa es descompuesta por la plasmina a través

de la hidrdlisis del puente Arg275-1le276, lo que resulta en una estructura inactiva
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de doble cadena. El gen del t-PA, ubicado en el cromosoma 8 (en las bandas

8.p.12-9.11.2), esta formado por catorce exones y trece intrones.

5.4.1.3 Urocinasa: La prourocinasa o scu-PA es una glucoproteina que tiene un
peso de 54 kD y estd compuesta por 411 amino&cidos. En esta situacion, el
dominio EFG y un dominio kringle estan situados en la regién aminoterminal,
mientras que la triada catalitica esta en la punta carboxiterminal. La union del
scu-PA a su receptor, que se encuentra en la superficie de una variedad de
células, es realizada por el dominio EFG.

La union Lis158-1le159 se rompe, lo que hace que la scu-PA se convierta en tcu-
PA o urocinasa. El cromosoma 10 es donde se ubica el gen de la tcu-PA. El gen
tiene 11 exones y la disposicion de intrén-exén es muy parecida a la del gen de

la t-Pa.

5.4.1.4 Receptor de la urocinasa activadora de plasminégeno. El receptor del
activador del plasminégeno tipo urocinasa (u-PAR) es una glucoproteina que
tiene un peso molecular de 50-60 kD y esta formada por 313 aminoacidos. Se

conecta con la tcu-PA mediante los dominios EFG de esta Ultima.

Constituido por tres dominios estructurales homodlogos, es el fragmento
aminoterminal el que se acopla a la tcu-PA13. La activacién de la tcu-PA parece
depender de la union de scu-PA y u-par.

Esta combinacibn genera mas plasmina porque, por un lado, activa el
plasminégeno y, por otro lado, la plasmina generada activa a su vez a scu-PA en
tcu-PA. EI cromosoma 19 contiene el gen de la u-par, ubicado en las bandas

013.1-g13.2 y compuesto por siete exones.

46



5.4.1.5 Alfa-2-antiplasmina. La molécula de a2 -antiplasmina fue descrita

originalmente como una glucoproteina de 452 aminoacidos.

Es conocido que la estructura de esta glucoproteina de 70 kD15 esta compuesta
por 464 aminoéacidos. El extremo carboxiterminal de 51 aminoacidos presenta un
locus secundario de unién que responde a los sitios de unidén de lisina del
plasminégeno y la plasminal6, lo que le confiere una particularidad Unica en las
serpinas. ElI cromosoma 18, especificamente en las bandas pll.1-ql11.2,
contiene el gen de la a2-antiplasmina. El exon IV es responsable de codificar la
zona aminoterminal donde se localiza el punto de unién de la fibrina, y esta
compuesto por 10 exones. Por otro lado, el exdn X es el encargado de codificar
la regidon carboxiterminal, donde se encuentra la ubicacion de union para el

plasmindgeno.

5.4.1.6 Inhibidor del activador tisular del plasminégeno. El PAI-1 y el PAI-2 son
los dos inhibidores mas importantes del activador tisular del plasminégeno (PAI).
La glucoproteina de cadena unica PAI-1, que tiene 52 kD, se forma a partir de
379 aminoéacidos17. La proteina S o vitronectina es la que estabiliza la molécula
de PAI-1 al unirse con ella.

El PAI-1 estad constituido por 9 exones y se encuentra en el cromosoma 7,
especificamente en las bandas q21.3-gq22. El PAI-2 es una serpina compuesta
por 393 aminoacidos18, y tiene dos variantes distintas con propiedades cinéticas
parecidas: una variante no glucosilada de 47 kDa, que se encuentra dentro de la
célula, y otra glucosilada de 60 kDa.

La enzima de union PAI-2, la tcu-PA, es extracelular; por lo tanto, no se conoce la
funcidn intracelular de PAI-2. Se cree que podria actuar como un pozo del que el PAI-
2 podria liberarse si se produce un dafio celular. EI PAI-2 se encuentra en el

cromosoma 18, especificamente en las bandas g21-g23. Su estructura es un poco
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diferente a la del PAI-1y tiene 8 exones.

Todos los activadores del plasmindgeno transforman a este en plasmina mediante la
ruptura de la unién Arg561-Val562, lo que se conoce como activacion del

plasminogeno.

La plasmina es una molécula con dos cadenas, una ligera que incluye la zona
catalitica (Ser741, Asp646 y His603) y una pesada que contiene los cinco kringles (el

extremo aminoterminal de la molécula de plasminégeno).
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5.4.1.7 Inhibicion de la plasmina por a2 -antiplasmina

La a2-antiplasmina, junto a la plasmina, da lugar a un complejo 1:1 que no esta

activo. Esta inhibicion se realiza a través de dos reacciones sucesivas:

La primera reaccion, que es rapida, genera un complejo inactivo reversible;
después viene una segunda reaccion, mas lenta, que da como resultado un
complejo inactivo irreversible. La vida media de las moléculas de plasmina
producidas en la superficie de la fibrina es entre dos y tres veces mas larga que

la de la fibrina libre o en circulacion.

5.4.2 Mecanismo de accién del activador tisular del plasminégeno
En presencia de fibrina

La t-Pa es una enzima con escasa actividad sin la presencia de fibrina. No
obstante, en presencia de esto, el nivel de activacion del plasminégeno se
incrementa significativamente. Es fundamental que la trombina forme los
monomeros de fibrina y que estos se polimericen para estimular el plasminégeno
a partir del t-PA.

La estimulacion 6ptima solo se logra tras la ruptura temprana de las cadenas Aa y
BB de la fibrina, que dan lugar a los polimeros X. Hay informacion que indica que el
t-PA y el plasmindgeno forman un complejo ternario en la superficie de la fibrina. El
complejo que se forma provoca un incremento en la afinidad del t-PA por el

plasmindgeno.

El inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI) se ha caracterizado
recientemente; este se activa mediante el complejo trombina-trombomodulina.
Es una carboxipeptidasa que suprime la fibrindlisis, eliminando residuos de Arg

0 Lys en el extremo carboxi-terminal de la fibrina parcialmente descompuesta.
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De esta manera, evita la lisis de la fibrina por parte de la plasmina que ha sido

activada por el t-Pa.

Algunas clases celulares, en la superficie celular, tienen la habilidad de unirse a
los activadores del plasminégeno y al plasmindgeno mismo en su superficie. Esto
provoca que la activacion del plasminégeno aumente y que, simultaneamente,

proteja a la plasmina unida de ser inhibida por el a2-antiplasmina.

Hay investigaciones que han comprobado que el endotelio controla la fibrindlisis
pericelular mediante la modulacion de la expresion de los receptores del
plasminégeno. Se ha sugerido que la t-Pa unida a la superficie celular mantiene
su actividad enzimatica y, ademas, queda protegida de la inhibicion del PAI-1.
Esto se debe a una proteina de membrana de 40 kD (asociada con la anexina
II), que se ha planteado como el receptor funcional de la t-Pa. Por consiguiente,
la combinacion del plasminégeno y sus activadores con el endotelio vascular
promueve la produccion de plasmina y podria desempeniar un papel significativo
en la preservacion del flujo sanguineo. Ademas, estos receptores celulares
tienen la capacidad de participar en la rapida eliminacion de t-Pa del torrente
sanguineo. Por lo tanto, las células endoteliales del higado tienen receptores que
identifican los kringle 1 y las células parenquimatosas hepaticas poseen un
receptor dependiente de calcio que puede interactuar con los dominios EFG y/o
finger de la t-Pa. Los hepatocitos también tienen receptores de alta afinidad para
unirse y degradar los complejos t-PA/PAI, asi como la capacidad de acoplarse a

t-PA circulante con una menor afinidad.
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5.4.3 Mecanismo de accion de la urocinasa
En presencia de fibrina

La scu-PA es estable en el plasma, si no hay fibrina presente, y no activa el
plasmindgeno. La scu-PA provoca la lisis especifica del coagulo de fibrina en su
presencia29. Asimismo, la a2-antiplasmina evita que scu-PA se convierta en tcu-

PA fuera del coagulo y preserva su especificidad por la fibrina.

La scu-PA es estimulada especificamente por el fragmento E-2 de la fibrina para
activar el plasmindgeno. Scu-PA, por lo tanto, es un activador deficiente del
plasmindgeno cuando este esta unido a los residuos de lisina de la fibrina intacta;
sin embargo, tiene una actividad elevada con el plasmindgeno que se encuentra
vinculado a los residuos de lisina del extremo carboxiterminal, generados por la

fibrina parcialmente degradada.

En la superficie de las células

La activacién de la scu-PA en condiciones fisiolégicas depende esencialmente
de la union de esta a la u-par. Esta combinacién, tal como se ha dicho
previamente, causa que la produccién de plasmina se incremente. Esto ocurre
debido a que el plasmindégeno se activa y también porgque la plasmina generada

activa por retroalimentacion al scu-PA en tcu-PA.

La plasmina unida a la célula estd a salvo de su inactivacién por la a2-
antiplasmina; ademas, se promueve la activacion de la scu-PA que esta
vinculada con su receptor. El PAI-1y el PAI-2 son capaces de inhibir este sistema
de manera efectiva. Aunque se ha propuesto que el plasminégeno se activa
mediante un complejo que depende de la u-par, no se conocen los mecanismos

actuales de funcionamiento de este receptor.
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El PAI-1 interactia con la tcu-PA, la t-Pa de doble y de cadena simple, pero no
con la scu-PA. Esta reaccion rapida es provocada por las areas de la molécula
de t-PA y tcu-PA que tienen carga positiva. La via hepatica es la encargada de
eliminar el PAI-1 del torrente circulatorio. En cambio, el PAI-2 presenta una
inhibicion de la tcu-PA mas lenta que la del PAI-1. Ademas, tiene un efecto sobre
la t-Pa de doble cadena que es efectivo, aunque su efecto es menos fuerte en la

t-Pa de cadena simple y no inhibe la scu-PA.

5.4.4 Sintesis y secrecion de los activadores del plasminégeno

Las células endoteliales producen t-PA y lo liberan en la corriente sanguinea. Se
ha evidenciado que estas células producen mas t-PA cuando hay dafio arterial y
que la estimulacion del endotelio vascular, ya sea mediante ejercicio fisico,
infusion de DDAVP o epinefrina u oclusion venosa, genera una rapida liberacion
(en minutos) de t-PA34.

Esta respuesta es demasiado rapida como para explicarse simplemente con un
incremento en la sintesis de t-PA, por lo que podria ser el resultado de la
liberacion de depdsitos celulares de t-PA, a pesar de que no se ha corroborado
su existencia. La trombina, por ejemplo, es una sustancia que favorece la
liberacién de t-PA de las células endoteliales y al mismo tiempo promueve la

secrecion de PAI-1.

La produccién de t-PA por las células endoteliales también se ve aumentada
debido a una amplia gama de compuestos, incluyendo la proteina C activada, la
trombina, el factor de crecimiento fibroblastico y la histamina. La trombina y la
histamina, que son sustancias vasoactivas, regulan la produccion de t-PA
mediante la activacién de la fosfolipasa C. Al activar esta enzima, se activa
también la proteinquinasa C. Mientras esta sintesis de t-PA tiene lugar

fundamentalmente en las células endoteliales, la de scu-PA se produce en otras
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variedades celulares del organismo, como fibroblastos, células epiteliales y

neumocitos.

5.4.5 Sintesis y secrecion de los inhibidores de los activadores del plasmin6geno

El hecho de que el ARNmM de PAI-1 esté presente en una amplia gama de tejidos
indica que muchas y variadas clases celulares, como las células del musculo liso
o el endotelio, pueden ser su sitio de produccion. ElI PAI-1 se encuentra en el

plasma, las plaquetas, la placenta y la matriz fuera de las células.

El PAI-1 no se almacena en las células, con la excepcién de las plaquetas, que
contienen principalmente PAI-1 inactivo; sino que se secreta rapidamente luego
de su sintesis. Por tanto, tiene un ritmo circadiano con una concentracion
plasmatica mas alta por la mafiana y mas baja por la tarde y la noche. En cambio,

el t-PA muestra una variacion circadiana inversa.

Distintos agonistas, como hormonas, factores de crecimiento, endotoxinas y
citocinas, regulan la sintesis y secrecion de PAI-1. Los lipopolisacéridos, la
interleucina 1, el factor de necrosis tumoral alfa, el de crecimiento fibroblastico,
las lipoproteinas de densidad muy baja, la trombina y la insulina son todos

factores que estimulan la expresion del gen PAI-1 en las células endoteliales.

En las células endoteliales que estan al lado del coagulo, en las células del
musculo liso de la neointima y en los macrofagos, la expresion de ARNm se ha
incrementado y se ha podido medir PAI-1. El incremento de su expresion en la
pared arterial, provocado por la trombosis, tiene el potencial de generar un
desbalance entre estay la fibrindlisis, favoreciendo a la primera. Se ha detectado
el PAI-2 en la placenta y en el plasma de mujeres embarazadas; ademas, es
secretado por los leucocitos y las células de fibrosarcoma. La endotoxina, que

estimula la transcripcion del gen del PAI-2, activa su secrecion.
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5.5 Factores de riesgo Trombatico

Los estados hipercoagulables congénitos se componen de anomalias
protrombdticas bien definidas, que en su mayoria son hereditarias.
Historicamente, se han investigado estos factores genéticos trombofilicos en

familias con propension a sufrir trombosis.

La estimacion de cuantas personas en la poblacion general tiene estas
anomalias es de 1 por cada 3.000-5.000 personas. Por otro lado, entre el 40 y el
60% de los enfermos con un primer episodio de trombosis venosa puede
presentar una 0 mas anomalias trombofilicas. No obstante, la prevalencia de
estos factores en pacientes con trombosis es muy variable y fluctia entre el 20
% del factor V de Leiden y el 1 % del déficit de antitrombina (Tabla 3). Por ultimo,
se estan examinando en estos momentos nuevas anomalias, entre las que
sobresalen muchos polimorfismos (de las proteinas C y S, de la t-Pa y tcu-PA,
del PAI-1 y de los factores Il, VII, XII y XIll), siendo probablemente los valores

plasmaticos de FVIIl y FXI los mas prometedores.

Las condiciones en las que pueden darse al mismo tiempo fendmenos
trombéticos venosos y arteriales son: la hiperhomocisteinemia y el sindrome
antifosfolipidico, que se vincula con anticuerpos orientados hacia complejos de

proteinas y fosfolipidos.

En segundo lugar, estan los llamados estados hipercoagulables adquiridos, que
se componen de un conjunto diverso de procesos en los que el riesgo de
trombosis es mas alto que el de la poblacion general. Entre estos se incluyen la
edad avanzada, el embarazo, la inmovilizacion, la intervencion quirargica, las
neoplasias, el uso de estréogenos, el sindrome nefrético y los sindromes
mieloproliferativos, asi como la hemoglobinuria paroxistica nocturna; todos ellos

pueden presentar trombosis venosas y arteriales.
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Tabla 3. Prevalencia estimada de factores protomboticos

Poblacion general
Deficit de antitrombina 0.1-0.3
Deficit de proteina C 0.2-0.5
Déficit de proteina S 0.2-0.5
Factor V Leiden 3-7
Hiperhomocisteinemia 2-6
Protombima 1-3
Niveles elevados del factor Vi 6-8

Tomado y adaptado de Espinosa G et al 2021

Algunos de los elementos trombéticos y sus efectos se describen a continuacion.

5.5.1 Deficiencia de antitrombina

Se propaga de manera autosdmica dominante y su prevalencia oscila entre el
0,02% en donantes saludables y entre el 0,5% y el 1% en grupos de pacientes

con trombosis no seleccionados.

La transmision es autosdmica dominante y la forma homocigota no es compatible
con la vida. Los pacientes afectados, por lo general, presentan trombosis antes

de cumplir 25 afos.

Es la modificacion en la que aumenta el riesgo de que las personas afectadas
desarrollen trombosis. Este déficit es responsable de menos del 1% de todos los

fendbmenos trombéticos.
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5.5.2 Deficiencia de proteina C

Se ha vinculado la deficiencia heterocigota de proteina C con un incremento en
el riesgo de trombosis. Su forma homocigota provoca serias trombosis en
neonatos, y se transmite de manera autosémica dominante. En estos pacientes,
la prevalencia de trombosis es del 3%, mientras que en la poblacion general es
solo del 0,2%. Todo esto resulta en un riesgo relativo de trombosis asociado a
esta deficiencia de proteina C de 15. Este déficit es el causante de entre el 1y el

2% de todos los episodios trombdticos.

5.5.3 Insuficiencia de proteina S

Desde 1984, se han registrado familias con este déficit. Su herencia es
autosémica dominante y su prevalencia es parecida a la del déficit de proteina
C. El mismo defecto genotipico puede dar lugar a variaciones fenotipicas como
el tipo | (baja proteina S libre y baja proteina S total) o el tipo Ill (baja proteina S
libre y normal en cuanto a la proteina S total).

Si ademas consideramos el impacto de las variables adquiridas (especialmente
la edad), el espectro clinico de trombosis en este déficit es bastante amplio. Este
déficit es la causa del 1% de todos los fendmenos trombdéticos, segun se ha

informado.

5.5.4 Resistencia a la proteina C activada y al factor V de Leiden

Dahlbé&ck y colaboradores informaron en 1993 sobre tres pacientes con
trombosis que tenian un defecto nuevo en la via anticoagulante de la proteina C.
Este fallo se presentaba como una reduccion de la actividad anticoagulante del
plasma frente a la proteina C activada o resistencia a esta misma proteina
(RCPA). Un afio después, el mismo escritor y Bertina determinaron que el 80%
de los pacientes con RPCA tenian una mutacion en el exén 10 del gen del factor

V, la cual se conoce como factor V de Leiden.
56



La modificacion G a A en el lugar 1.691 del gen que codifica el factor V51 es la

mutacion genética que causa mas trombosis en la poblacion caucasica.

La anomalia genética mas comun en pacientes con trombosis es esta, que se
manifiesta en el 20% de ellos. En la poblacion caucasica sana, su prevalencia
oscila entre el 2 y el 15%. En la forma heterocigota, la existencia de la mutacion
esta ligada a un aumento del riesgo de trombosis entre 3 y 8 veces; en la
homocigota, el riesgo se eleva al menos 80 veces. La ausencia del factor V de
Leiden no impide que se presente el estado de RPCA. En este caso, puede

deberse a causas genéticas o adquiridas.

Entre las primeras se incluye el nuevo descubrimiento de otra mutacién en el
factor V (factor V de Cambridge), que incide en un punto adicional de accién de
la proteina C sobre el factor V, mientras que factores adquiridos como los
anticonceptivos orales, la presencia de un anticoagulante lipico o el embarazo

son causas de RPCA.

5.5.5 Alteraciéon G20210A del gen de la protrombina

Tomado de Vayne C, Gruel Y, Pouplard C. Hemostasia: fisiologia y
principales pruebas de exploracion, EMC - Tratado de Medicina 2021, 25(1),
1-10

Esta mutacién, que fue descrita en 1996, es la segunda situacién de riesgo
trombdtico mas comun y se encuentra en el 6% de los pacientes con trombosis.
La funcion de la protrombina no se ve alterada por la mutacion; mas bien, se
relaciona con una concentracion plasmatica mayor de esta. Se ha reportado un
incremento de 2 a 5 veces en el riesgo trombotico asociado con su presencia, y

su prevalencia es del 2% entre la poblaciéon de raza blanca.
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5.5.6 Hiperhomocisteinemia

Se relacionan con una mayor probabilidad de trombosis arterial y, de manera
incierta, de trombosis venosa los niveles altos de homocisteina en plasma 60. La
hiperhomocisteinemia puede surgir debido a factores genéticos o adquiridos, de
modo que la mayoria de las personas con niveles elevados no tienen ninguna
mutacion genética; en cambio, muestran un deterioro del metabolismo de la
metionina, que se origina por una ingesta alimentaria insuficiente de acido folico
y vitaminas B6 o B12. Las mutaciones de la metilén-tetrahidrofolato reductasa o
de la cistationina B-sintetasa son algunas de las variaciones genéticas mas

notables.

El polimorfismo C677T, que es comun en esta Ultima, se relaciona con la
existencia de una enzima termolabil y niveles altos de homocisteina 64. Sin

embargo, su rol como factor de riesgo trombético es discutible.

5.5.7 Anticuerpos antifosfolipidicos

Los anticuerpos antifosfolipidicos, que pueden presentarse como anticuerpos
anticardiolipina o anticoagulante lapico, son un factor de riesgo trombdtico
adquirido y estan asociados con la aparicion tanto de trombosis venosa como
arterial. El sindrome antifosfolipidico estd compuesto por los abortos recurrentes

y la trombocitopenia.

Hoy en dia, se ha descubierto que estos anticuerpos se dirigen realmente hacia
un conjunto de proteina y fosfolipido (o cofactor), del cual se han identificado la
protrombina y la B2-glucoproteina I. El anticuerpo lapico podria estar presente en

entre el 2 y el 14% de todas las trombosis.
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5.5.8 Anomalias del fibrinGgeno congénitas

Cerca del 12% de las llamadas disfibrinogenemias sufren episodios trombaticos, lo
gue ha llevado a describir casos severos de trombosis arterial o venosa en 34

familias; otras seis variantes mostraban al mismo tiempo hemorragias y trombosis.

Los procesos mencionados en estas anomalias implican un incremento en la
resistencia de la fibrina a la lisis por parte de la plasmina o una anormalidad en el t-
PA que impide que este active al plasminégeno en presencia de fibrina. Anomalias
congénitas del plasmindégeno. Una familia japonesa con una tendencia trombdética

severa fue diagnosticada con displasminogenemia en 1978.

Desde aquel entonces, se han reportado varias anomalias moleculares del
plasminégeno, incluyendo un cambio en el centro activo y una activacion
defectuosa a plasmina, que estan vinculadas con la trombosis venosa recurrente.
En la mayoria de las ocasiones en que se identifica el defecto molecular, este
implica reemplazar treonina por lisina en la posiciéon 600. En otras situaciones,
se trata de moléculas de plasminégeno que tienen una menor afinidad por sus

activadores.

5.6 Indicadores del estudio de hipercoagulabilidad

Tomado de Espinosa G, Reverter JC. Coagulacion y fibrindlisis plasmética.
Estados de hipercoagulabilidad. Medicina Integral 2001, 38 (4), 156-166

5.6.1 Niveles altos de factor VIII. El FVIII tiene un papel de reactante en la fase
aguda, y su procedencia se conoce solamente parcialmente. Puede haber una
predisposicion genética en los pacientes que tengan niveles plasmaticos
constantemente altos a través del tiempo. En pacientes con trombosis venosa, la

prevalencia de niveles altos de este factor es cercana al 15%, por lo que en el
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futuro se incluira su determinacion, a todas luces, en el cribado rutinario de

trombofilia.

5.6.2 Niveles altos del factor Xl. Se asocia clinicamente el déficit de FXI con
manifestaciones hemorragicas. No se ha determinado de manera precisa su
funcién en las trombosis humanas, aunque hay un estudio que establece una
relacion entre los niveles altos de FXI en el plasma y la aparicion de trombosis
venosas. Este analisis indica que el 11% de los casos de trombosis venosa en la
poblacién general se deben a niveles altos de FXI.

5.6.3 Indicaciones del estudio de hipercoagulabilidad. Hay una serie de sefiales
que indican cuando este estudio debe realizarse obligatoriamente. En estas
situaciones, es un aspecto para considerar durante el estudio la existencia de

antecedentes familiares de trombosis.

Se observan otras circunstancias en las que parece ser apropiado, como la
trombosis idiopatica y las que se presentan durante el embarazo, el puerperio y
la etapa neonatal. Ademdas, se incluyen las mujeres con abortos fetales
reiterados, problemas severos de gestacion y aquellas que sufren trombosis
después del uso prolongado de anticonceptivos orales. Para prevenir el posible
artefacto producido por reactantes de fase aguda sobre varios componentes
hemostaticos, este estudio debe ser aplazado al menos 2 meses después de la

aparicion de la trombosis.

Asimismo, debe considerarse el posible impacto del tratamiento que se le haya
proporcionado al paciente en el momento del estudio, dado que la heparina
disminuye la actividad funcional de la antitrombina y los anticoagulantes orales
reducen la concentracion de las proteinas C y S73. Por lo tanto, siempre que sea

factible, el estudio debe efectuarse después de que se haya terminado el
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tratamiento anticoagulante y al menos tres semanas después de haberlo

interrumpido.

La relevancia de estas investigaciones radica en que, al conocer una condicion
de hipercoagulabilidad, se puede determinar con mayor precision la duracion e
intensidad del tratamiento anticoagulante (que puede ser indefinido), establecer
el rango de anticoagulacibn necesario, advertir sobre el peligro de
complicaciones (como la necrosis cutanea causada por cumarinicos en el déficit
de proteina C), sugerir la necesidad o intensidad de las pautas profilacticas y, si
se trata de familiares asintomaticos de personas con hipercoagulabilidad, es
fundamental reconocer si existe el defecto para poder implementar pautas

antitrombaticas en circunstancias riesgosas (Espinosa et al. 2001).
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VI JUSTIFICACION

La enfermedad de von Willebrand es el trastorno hemorragico hereditario mas
frecuente. Se caracteriza clinicamente por hemorragias mucocutaneas, como
epistaxis y menorragia, y hemorragias prolongadas después de una cirugia o un
traumatismo. EIl trastorno es consecuencia de un defecto en la agregacion

plaguetaria debido a defectos en la proteina del factor de Von Willebrand.

El factor de von Willebrand es una proteina grande y multimérica que desemperia
un papel en la adhesion plaquetaria y también sirve como transportadora del
factor VIII (F8). ElI F8 estd mutado). En este tenor en este trabajo se describe
algunos aspectos importantes de la enfermedad como una compilaciéon
académica organizada, basada en la compilacién de informacion relacionada con
la bioquimica de la coagulacion plaquetaria siendo los principales documentos
empleados para ello:

= Espinosa G, Reverter JC. Coagulacion y fibrindlisis plasmatica. Estados

de hipercoagulabilidad. Medicina Integral 2001, 38 (4), 156-166

= Flores-Rivera Ol, Ramirez-Morales K, Martin Meza-Marquez, JM, Nava-
Lopez JA, Revista Mexicana de Anesteologia 2014, 37(2), S382-S386

= Gonzalez-Villalva A, Bizarro-Nevares P, Rojas-Lemus M, Lopez-Valdez N,
Ustarroz-Cano M, Barbosa-Barron F, Garcia-Gil B, Albarrdn-Alonso JC,
Fortoul van der Goes TI. El megacariocito: una célula muy original. Revista
de la Facultad de Medicina (México), 2019, 62(1), 6-18.

= Vayne C, Gruel Y, Pouplard C. Hemostasia: fisiologia y principales
pruebas de exploracién, EMC - Tratado de Medicina 2021, 25(1), 1-10

Asi mismo se citan mas de 50 articulos relacionados con la bioquimica de la
enfermedad que se discuten en la parte de resultados de dicho trabajo siendo

esta la principal aportacion
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VI RESULTADOS DE LA INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

La enfermedad de Von Willebrand reporta actualmente 159 articulos en la base de
datos del PubMed, desde 1978 a la fecha, lo que indica lo poco que se ha estudiado esta
enfermedad, en este compendio discutimos algunos de los mas importante para

determinar la genética y bioquimica de esta enfermedad

6.1 Clasificacion de la enfermedad

La clasificacién de la enfermedad de Von Willebrand tiene una larga y compleja
historia. La clasificacion actual se basa en la descrita por Sadler (1994) y
actualizada por Sadler et al. (2006), que distingue tres subtipos principales segun
el fenotipo de la proteina mutante. Una clasificacion anterior desarrollada por un
grupo de trabajo de la Organizacion Europea de Investigacion sobre la Trombosis

fue proporcionada por Zimmerman y Ruggeri (1983) (Sadler et al. 2006)

Enfermedad de von Willebrand tipo 1

La VWD tipo 1 es una deficiencia parcial cuantitativa del VWF circulante. En este
tipo de VWD, existe una relacion normal de actividad funcional del VWF
(VWF:RCo, actividad del cofactor de ristocetina) en relacion con el nivel de
antigeno del VWF (Sadler et al., 2006, Goodeve, 2010). Mannucci (2004) afirmé
que la VWD tipo 1 representa entre el 60 y el 80 % de todos los casos de VWD
y se caracteriza por deficiencias cuantitativas leves a moderadas del VWF y del
factor VIII, que se reducen de forma coordinada entre el 5y el 30 % de los niveles
plasmaticos normales (niveles patdgenos de 5 a 30 Ul/dl). En una declaraciéon de
consenso actualizada, Sadler et al. (2006) observaron que (1) algunos casos de
VWEF tipo 1 pueden tener patrones sutiles anormales de multimeros del VWF,
pero aun conservan una actividad funcional normal, y (2) que otros loci distintos

del VWF pueden ser responsables de algunos casos de VWD (Sadler et al. 2006)
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En las revisiones, James y Lillicrap (2008) y Lillicrap (2009) afirmaron que el
conocimiento de la patogenia y la base molecular de la enfermedad de von
Willebrand tipo 1 aun estan en sus inicios y sigue evolucionando. Los estudios
de poblacion han indicado que la enfermedad de von Willebrand tipo 1 es un
rasgo genético complejo asociado con una variedad de factores genéticos y
ambientales, y que es probable que estén involucrados otros loci ademas del
VWEF. Todavia existe incertidumbre sobre la patogenicidad de muchas variantes
putativas del VWF identificadas, y la penetrancia incompleta y la expresividad
variable de la enfermedad de tipo 1 contribuyen a la complejidad en el diagndstico

y la comprensién de la patogenia de la enfermedad. (Lillicrap et al. 2008-2009)

Enfermedad de von Willebrand tipo 2

El tipo 2 de VWD, que representa entre el 10 y el 30 % de los casos, se
caracteriza por anomalias cualitativas del VWF; se divide ademas en los subtipos
2A, 2B, 2M y 2N. La proteina VWF mutante en los tipos 2A, 2B y 2M es
defectuosa en su funcion dependiente de plaquetas, mientras que la proteina
mutante en el tipo 2N es defectuosa en su capacidad para unirse a F8 (Mannucci,
2004; Goodeve, 2010; Sadler et al. 2006-2009)

Enfermedad de von Willebrand tipo 3

La enfermedad de von Willebrand tipo 3, que representa entre el 1y el 5% de los
casos, se caracteriza por un defecto cuantitativo grave del factor de von
Willebrand en el plasma (menos del 1% de los niveles plasmaticos normales),
con niveles bajos, pero habitualmente detectables de factor VIII (entre el 1 y el
10% de los niveles plasmaticos normales). En la enfermedad de tipo 3, que es
poco frecuente (1 de cada 1 millbn de personas), los sintomas son mas

frecuentes y graves (Mannucci, 2004, Sadler et al., 2006).
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6.2. Epidemiologia de la enfermedad de Von Willenbrand

En 1926, Erik von Willebrand describio a una nifia finlandesa de 5 afos,
procedente de las islas Aaland, con un trastorno hemorragico, diferente a la
hemofilia, de transmision autosémica recesiva, con presencia de hemorragia
mucocutanea, sin afectar articulaciones y un tiempo de hemorragia prolongado
(Buga, 2014).

La enfermedad de von Willebrand es el trastorno hereditario de la coagulacion
mAas comun en los seres humanos, presenta una distribucion mundial y también

es comun en otras especies animales como perros y cerdos.

Su prevalencia varia dependiendo del enfoque que se tome para definir el
diagnadstico. En por lo menos 2 grandes estudios prospectivos se ha encontrado
que hasta el 1% de la poblacion predominantemente pediatrica presenta

sintomas y signos de laboratorio de enfermedad de von Willebrand.

Se cree que la prevalencia de la enfermedad de von Willebrand con sintomas
hemorragicos es de aproximadamente 1 por 1,000. En México no hay un registro
epidemiolégico de la enfermedad; solo se han informado algunos estudios desde
el punto de vista clinico y hematoldgico, y recientemente un estudio piloto en 133
pacientes con sospecha de enfermedad de von Willebrand (Hernandez-Zamora
et al,, 2015)

La Enfermedad de von Willebrand (EvW) es el padecimiento hemorragico
hereditario mas frecuente. Tiene una distribucidon mundial, sin predominio de raza
ni sexo. Con una prevalencia global que va de 0.1 a 1% de la poblacién general.
La prevalencia de individuos sintomaticos es de alrededor de 1:10,000 (Ng C,
2015, James et al.,, 2011). En el 2010, Bowman M et al, reportan en edad

pediatrica una prevalencia global de 5% y una prevalencia, de casos
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sintomaticos, de cuando menos, de 1:1,000 habitantes (Bowman M, 2010). En
México se desconoce la prevalencia de este padecimiento (Majluf-Cruz A, 2013).

Los sintomas clinicos pueden presentarse a cualquier edad (Ng C, 2015).

En un estudio de Majluf et al, encontr6 en la poblacion mexicana que la
distribucion de los tipos de EVW era similar a la reportada en la literatura mundial
con 87 % para el tipo 1, 3% para tipo 3, y 7% para tipo 2, todos correspondientes
al tipo 2-A. (Majluf-Cruz A, 2013). En los ultimos 30 afios se ha avanzado en el
conocimiento de la estructura de la molécula del FVW, su mecanismo de
produccion y en el diagndéstico por laboratorio. Esta coagulopatia se caracteriza
por manifestaciones hemorragicas mucocutaneas asociadas a alteraciones

cuantitativas o cualitativas del factor von Willebrand (FvW).

Este factor es una glucoproteina que se sintetiza en los megacariocitos y
endotelio vascular y de ahi es liberado a la circulacion. El gen se localiza en el

brazo corto del cromosoma 12.

Los monomeros de FvVW contienen multiples dominios que le proveen sus
funciones hemostaticas, incluyendo los sitios de union a plaguetas, dominios Al,
Cly C2, sitios de union al coldgeno en los dominios A1y A3y los sitios de union
al factor VIII (FVIII) en los dominios D" y D3.

El FYW tiene la capacidad de multimerizarse formando complejos que van de
dimeros a multimeros. Los Multimeros de Alto Peso Molecular (MAPM), forma
funcional de FYW mas efectiva para la adhesion plaquetaria al sitio de la lesién
vascular. El modulador biolégico del FvW es la ADAMTS 13 (A Desintegrin And
Metalloproteinase with TromboSpondin type 1 motif) quien puede romper al FvW
en el dominio 2A. La ruptura de la gran molécula de multimeros de alto peso

molecular conlleva a la produccion de mutimeros de bajo peso molecular que son
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hemostaticamente menos activos, lo cual es deseable fisiologicamente, ya que
de producirse este fendbmeno acarrearia la acumulacion de MAPM que
conllevaria a trombosis patoldgica como en la Purpura Trombocitopénica
Trombdtica (PTT) (Ng C, 2015).

El defecto de la EVW puede ser cuantitativo o cualitativo; al primero corresponden
los tipos 1y 3y al segundo el tipo 2, el cual se subdivide en 4 subtipos, A, B, M
y N. En el primer grupo también se incluye el tipo 1C, donde no hay deficiencia

en la produccion del FvW, sino un aclaramiento acelerado del mismo.

En el tipo 1 la deficiencia del FYW va de leve a moderada; y en el tipo 3 la
deficiencia es grave, este tipo representa la forma grave de la enfermedad. La
herencia es autosémica y puede ser de caracter dominante o recesivo, los tipos
1, 2A, 2B y 2M se heredan de forma autosdmico dominante y los tipos 2Ny 3 la
herencia es autosdmica recesiva (Ng C, 2015, Branchford BR, 2012). La
hemorragia clinica generalmente es leve en el tipo 1 y la gravedad incrementa
en los tipos 2 y 3. Se considera que la gravedad de la hemorragia se correlaciona
con los niveles de FVIIl. Rara vez presentan hemorragias espontaneas aun en
las deficiencias graves de FvW. El sitio mas comun de localizacién de las
hemorragias son las mucosas; epistaxis, menorragias, gingivorragias En el tipo
3 las hemorragias suelen ser muy similares a las de la hemofilia moderada, con

hemartrosis y hematomas (Castaman ,2013).

La EVW tipo 1 es la forma mas frecuente del padecimiento, aunque su herencia
es dominante, la penetrancia puede ser variable por lo que no todas las personas
afectadas presentan el mismo rango de manifestaciones clinicas, aun dentro de
una misma familia. Este fendmeno causa gque se presente una gran dificultad en
diagnosticar correctamente a este tipo (Branchford, 2012). La evolucion y el
pronostico dependeran principalmente de un diagnostico correcto para dar el
tratamiento adecuado.
67



6.3 Caracteristicas Clinicas

La EvW tipo 1 es el tipo mas frecuente de enfermedad de von Willebrand. Sin
embargo, los aspectos de laboratorio del diagnéstico se basan en ensayos
fenotipicos del VWF que tienen una relacién incierta con la funcion del VWF in

vivo y con el sangrado clinico.

La EVW tipo 1 se caracteriza por reducciones leves a moderadas de los niveles
plasmaticos de VWF, que pueden variar con el tiempo, y los niveles plasmaticos
de VWEF varian ampliamente en la poblacion normal, desde menos de 50 U/dl
hasta aproximadamente 200 U/dl.

El diagndstico molecular del tipo 1 es poco conocido. Todos estos factores hacen
que el diagndstico definitivo de la EVW tipo 1 sea particularmente dificil (O'Brien
et al., 2003; Cumming et al., 2006).

O'Brien et al., 2003) informaron 12 probados, 10 canadienses y 2 del Reino
Unido, con un diagnéstico clinico de VWD tipo 1. Todos tenian antecedentes de
sangrado con epistaxis, menorragia, hematomas con facilidad y sangrado
excesivo de heridas, especialmente después de cirugias y procedimientos

dentales.

Los estudios de laboratorio mostraron que todos tenian multimeros de VWF de
varios tamafnos, pero con una intensidad reducida, consistente con un defecto
cuantitativo en VWD tipo 1. Las pruebas para VWF:Ag (niveles de antigeno
proteico VWF) y VWF:RCo (funcidon de agregacion inducida por plaguetas de
VWEF con ristocetina) mostraron niveles disminuidos de ambos en comparacion
con lo normal, y FVIII:C (actividad procoagulante del factor 8) fue normal en todos

excepto 1 paciente (O'Brien et al., 2003)
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Cabe destacar que todos excepto 1 tenian tipo O del grupo sanguineo ABO. Se
encontré que todos los pacientes tenian la misma mutacion heterocigética en el
gen VWF (Y1584C) (Cumming et al.,2006)

Se examinaron 40 familias del Reino Unido con un diagndstico clinico de VWD
tipo 1. Después de la revision, se encontr6 que 6 tenian VWD tipo 2 y 2 familias
adicionales no tenian VWD. EIl andlisis genético identific6 6 mutaciones
patdgenas del VWF en 9 (28%) de las 32 familias restantes con VWD tipo 1. Tres
casos indices (9%) tenian méas de 1 mutacion candidata. Quince (47%) familias
no tenian mutacion identificada. Cumming et al. ,2006) identificaron el cambio
Y1584C en 8 (25%) familias, pero la variante se segreg6 con la enfermedad en
solo 3 familias, no se segregd en 3 familias y arrojo resultados equivocos en 2
familias, lo que sugiere que es un polimorfismo comiun que aumenta la
susceptibilidad a la enfermedad, pero no causa la enfermedad por si mismo.
(Cumming et al. ,2006). Los autores concluyeron que la deteccion de mutaciones
en el gen VWF tiene una utilidad general limitada en el diagndostico genético y los
estudios familiares en la VWD tipo 1 debido a la penetrancia incompleta y la

expresividad variable.

Goodeve et al., (2007) identificaron mutaciones del VWF en 105 (70%) de 150
pacientes indice de 9 paises europeos con un diagndstico clinico de VWD tipo 1.
Se identificaron un total de 123 mutaciones candidatas del VWF, incluidas 53
mutaciones nuevas: 88 pacientes tenian 1 mutacion, 16 tenian 2 y 1 tenia 3. Sin
embargo, el analisis de multimeros mostro que una parte sustancial de la cohorte
(38%, 57 de 150) tenia un patron de multimeros anormal que no encajaba en los
criterios aceptados para VWD tipo 1. Ademas, 18 pacientes tenian una unién
reducida de F8 al VWF, incluidos 3 con una unién marcadamente reducida
consistente con VWD tipo 2N. Cincuenta y un probados con multimeros normales
tenian una mutacion del VWF, y 42 con multimeros normales no tenian
mutaciones identificables del VWF, lo que indica heterogeneidad genética. Se

observd segregacion incompleta en muchas de las familias con mutaciones.
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James et al. (2007) examinaron a 123 familias canadienses con un diagndéstico
clinico de VWD tipo 1. Todos los pacientes tenian sangrado mucocutaneo
excesivo, incluyendo menorragia, hematomas con facilidad, epistaxis, sangrado
posterior a procedimientos dentales y sangrado posoperatorio. El nivel medio de
VWEF:Ag para los casos indice fue de 0,36 Ul/ml, el nivel medio de VWF:RCo fue
de 0,34 Ul/ml y el nivel medio de FVIII fue de 0,54 Ul/ml. El patrén de multimeros
de VWF fue normal. La mayoria de los casos indice (77, o 62%) eran del grupo
sanguineo O. Se encontraron supuestas mutaciones de VWF en 78 pacientes
(63%), dejando al 37% sin cambios identificados. Los cambios comprendian 50
variantes diferentes: 31 (62%) mutaciones sin sentido, 8 (16%) cambios que
involucraban la region reguladora de la transcripcion del VWF, 5 (10%) pequefias
deleciones/inserciones, 5 (10%) mutaciones del sitio de empalme y 1 mutacion
sin sentido. Veintiuno de los casos indice tenian mas de una supuesta mutacion
del VWF, aunqgue muchos de estos cambios genéticos pueden haber sido
polimorfismos. (James et al. 2007) observaron que las variaciones de secuencia
dentro del gen VWF claramente no eran los Unicos determinantes genéticos del
fenotipo de VWD tipo 1 en algunos casos. Ademas, la contribucion relativa de la
variacion de la secuencia del VWF parecia ser mas importante en los individuos
mas gravemente afectados, y la contribucion de factores como el grupo
sanguineo ABO se volvié mas significativa en los casos mas leves. Los hallazgos
indicaron que los casos mas graves de VWD tipo 1 tienden a tener mutaciones

dentro del gen VWF que son altamente hereditarias.

Por el contrario, los casos mas leves, en los que la heredabilidad es variable,
tienen determinantes genéticos mas complejos y es mas probable que haya
contribuciones de otros factores genéticos, como el grupo sanguineo ABO, asi
como posiblemente factores ambientales (Mannuci, 2004; Sadler et al.2006;
Goodeve).
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6.4 Mutaciones Asociadas a la Enfermedad
6.4.1 Generalidades

Goodeve (2010) sefalé que las mutaciones en el gen VWF, que a veces se
numeraban a partir del sitio de inicio de la transcripcién de la proteina madura,
ahora estan "numeradas a partir de la primera A del codon iniciador de metionina
ATG (A = +1) al inicio de cada proteina (Met = +1), utilizandose habitualmente
como secuencia de referencia ADNc en lugar de ADN gendémico.' Por tanto, la
mutacion originalmente denominada ARG545CYS ahora se denomina
ARG1308CYS (R1308C) (Goodeve 2010)

6.4.2 Descripcion del Gen VWF

El gen VWF codifica el factor von Willebrand (VWF), una gran glicoproteina
multimérica que desempefia un papel central en el sistema de coagulacién
sanguinea, sirviendo como mediador importante de la interaccion plaquetas-
pared de los vasos y de la adhesion plaquetaria, y como portador del factor VIl

de coagulacion.

La actividad disminuida o anormal del VWF da como resultado la enfermedad de
von Willebrand (VWD) un trastorno hemorragico hereditario comun y complejo
(Ginsburg et al. 1985). El receptor del factor von Willebrand es un gran complejo
que comprende 4 proteinas: glicoproteina Ib (GP1BA; GP1BB;), glicoproteina IX
plaguetaria (GP9) y glicoproteina V plaquetaria (GP5).

Ginsburg et al., (1985) aislaron clones de ADNc superpuestos correspondientes
al gen del VWF humano. La transcripcion de 8,2 kb represent6 aproximadamente
el 0,3% del ARNm de células endoteliales, pero fue indetectable en varios otros
tejidos examinados. Sadler et al. (1985) aislaron clones de ADNc de células
endoteliales de vena umbilical humana cultivadas. Se identificaron dos insertos

que juntos codificaban aproximadamente el 80% de la proteina. Uno
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correspondia a los residuos 1 a 110 de la proteina madura circulante y el segundo
codificaba 1.525 residuos en el extremo C terminal; Habia una brecha de
aproximadamente 350 residuos entre los dos clones. Al menos tres segmentos
polipeptidicos separados mostraron evidencia de duplicacion interna, lo que
sugiere una historia evolutiva compleja. La proteina madura de longitud completa

contiene 2050 aminoacidos (Titani et al., 1986).

Es importante mencionar que VWF se sintetiza en células endoteliales y
megacariocitos como una preproteina de 2.813 residuos la cual forma un dinero
y sufre una extensa modificacion postraduccional y se empaqueta como una
proteina madura en cuerpos de Weibel-Palade de células endoteliales y granulos
alfa de plaguetas. Las células endoteliales secretan VWF de manera constitutiva,

mientras que las plaquetas liberan VWF cuando se estimulan.

Los multimeros de VWF circulantes estan compuestos por hasta 40 subunidades
y su tamafo varia de 500 a 10 000 kD (revision de Goodeve, 2010). El VWF se
sintetiza en megacariocitos y células endoteliales con un péptido sefial de 22
aminoacidos, un propéptido de 741 aminoacidos y un VWF maduro de 2050
aminoéacidos (Goodeve, 2010).

6.4.3 Descripcién de la estructura genética de VWF

Mancuso et al. (1989) concluyeron que el gen VWF tiene aproximadamente 178
kb de largo y contiene 52 exones. Los exones varian de 40 a 1379 pb y los
intrones de 97 pb a aproximadamente 19,9 kb. El péptido sefial y el propéptido
(antigeno 1l de von Willebrand) estan codificados por 17 exones en
aproximadamente 80 kb de ADN, mientras que la subunidad madura del factor
von Willebrand y la regién no codificante 3-prima estan codificados por 35 exones
en el resto del gen. Se identificaron varias secuencias repetitivas, incluidas 14
repeticiones Alu y una repeticion simple polimorfica TCTA de aproximadamente

670 pb en el intron 40.
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Las regiones del gen que codifican dominios homdlogos tienen estructuras
similares, lo que respalda un modelo para su origen mediante duplicacion de
segmentos genéticos. (Mancuso et al. 1989). A partir de un estudio de una serie
de clones genémicos cosmidos superpuestos de VWF, Collins et al. (1987)
identificaron el sitio de inicio de la transcripcidon, una porcion de la region
promotora y el codén de terminacion de la traduccion. Sus pruebas respaldaron

la existencia de un tnico gen del VWF en el genoma haploide

6.4.4 Datos e historia del mapeo del gen

Verweij et al. (1985) clonaron el gen del VWF y lo asignaron al cromosoma 12
utilizando sondas de ADNc con paneles de células hibridas humanas y de
roedores (Verweij et al. 1985) Mediante hibridaciéon de células somaticas e
hibridacioén in situ utilizando un clon de ADNc del gen, asignharon el gen VWF a
12pter-pl2 (Ginsburg et al. 1985)

Shelton-Inloes et al. (1987) confirmaron la localizacion del gen en el cromosoma
12 e identificaron una secuencia homologa en el cromosoma 22. El gen VWF es
el gen mapeado mas distalmente en 12p13.3 (NIH/CEPH Collaborative Mapping
Group, 1992) (Shelton-Inloes et al. 1987)

Barrow et al., (1993) demostraron que los loci para la neurotrofina-3 (NTF3) y el
factor von Willebrand se asignan a 12p13 en el ser humano y estan
estrechamente vinculados en el cromosoma 6 de la funcion genética (Barrow et
al., 1993)

Sporn et al. (1987) descubrieron que el VWF liberado de los cuerpos de Weibel-
Palade de las células endoteliales se unia con especial avidez a la matriz

extracelular (Sporn et al. 1987)
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Wagner et al., (1991) demostraron que el propolipéptido VWF es necesario para
la formacion de los granulos de almacenamiento de Weibel-Palade. Después de
la estimulacion del secretagogo, los cuerpos de Weibel-Palade se someten a
exocitosis y liberan largos filamentos de VWF, con un promedio de 100
micrometros, que capturan plaquetas a lo largo de su longitud (Wagner et al..
1991). La posterior activacion y agregacion de plaquetas provoca la formacion
de un tapon hemostatico (Michaux et al., 2006). Michaux et al. (2006)
determinaron que el propéptido del VWF, que se libera en el torrente sanguineo
durante la exocitosis, participaba en una interaccion dependiente del pH con los
tres primeros dominios de la proteina madura del VWF y esta interaccion era
necesaria para el almacenamiento compacto de los filamentos del VWF.
Demostraron que la multimerizacion y el almacenamiento tubular eran un
requisito previo para el rapido despliegue de largos filamentos de VWF en células
endoteliales de la vena umbilical humana estimuladas en cultivo y en vénulas
cremaster dafiadas por laser en ratones. Si los tubulos se desmontaban antes
de la exocitosis, se liberaban filamentos cortos o enredados y se reducia el
reclutamiento de plaquetas. Michaux et al. (2006) concluyeron que la
compactacion del VWF en tabulos determina la forma de varilla de los cuerpos
de Weibel-Palade y es fundamental para la funcion hemostatica de la proteina
(Michaux et al. 2006)

ADAMTS13 (604134) escinde especificamente un enlace peptidilo entre tyr1605
y met1606 en el dominio A2 del VWF y, por lo tanto, actla para regular el tamafio
del VWF. Kokame et al. (2004) identificaron un péptido de 73 aminoécidos, al
que denominaron VWF73, como el sustrato minimo de VWF escindible por
ADAMTS13. VWF73 contiene asp1596 a arg1668 de VWF (Kokame et al. 2004).

Wu et al. (2006) escindieron el VWF73 en péptidos mas cortos y descubrieron
que un péptido de 24 aminoacidos que abarcaba de prol645 a lys1668 era el
péptido mas corto que podia unirse a ADAMTS13 e inhibir competitivamente su

escision de un sustrato derivado del VWF. Este péptido y los péptidos mas largos
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que contienen esta secuencia central también inhibieron la escision del VWF
multimérico por parte de ADAMTS13. Estos resultados sugirieron la presencia de

un sitio de unién extendida complementaria, o exosito, en ADAMTS13.

Las mutaciones Aspl653-to-ala y aspl663-to-ala en el sustrato derivado del
VWEF redujeron significativamente la tasa de escision del péptido sustrato por
ADAMTS13, mientras que una mutacidbn glul655-to-ala  mejord
significativamente la tasa de escision. Wu et al. (2006) concluyeron que las
interacciones idnicas entre el exosito de ADAMTS13 y una region del VWF que
abarca desde prol645 hasta lys1668 desempeian un papel importante en el
reconocimiento del sustrato (Wu et al. 2006)

Cao et al. (2008) demostraron que, bajo estrés cortante y a pH fisioldgico y fuerza
i6nica, el factor de coagulacién VIII (F8; 300841) acelerd, en un factor de
aproximadamente 10, la tasa de escision mediada por ADAMTS13 del enlace
tyr1605/met1606 en el VWF. El andlisis de multimeros revel6 que el factor VIii
aceleré preferentemente la escision de multimeros de alto peso molecular
(HMW) (Cao et al. 2008)

La capacidad del factor VIII para mejorar la escision del FVW mediante
ADAMTS13 se perdi6 rapidamente después del tratamiento previo del factor VI
con trombina (F2; 176930). Cao et al. (2008) concluyeron que el factor VIl regula
el procesamiento proteolitico del FvW por parte de ADAMTS13 bajo estrés
cortante, que depende de la interaccion de alta afinidad entre el factor VIl y el
FvW. Utilizando variantes recombinantes de ADAMTS13 y VWF para analisis
cinético, Gao et al. (2008) determinaron que los segmentos entre gin1624 y
argl668 en el dominio VWF A2 interactuaban con el primer dominio de
trombospondina-1 (ver 188060), el dominio rico en cys y el dominio espaciador
de ADAMTS13. Las interacciones individuales fueron relativamente débiles, pero
juntas aumentaron la tasa de escision del sustrato. La eliminacion interna de
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gln1624 a argl1641 en el dominio VWF A2 no afecto la tasa de escision, pero las
eliminaciones breves en ambos lados del sitio de escision tyr1605-met1606
abolieron la escision. La adicion de residuos N-terminal a glu1554 en VWF redujo
la tasa de escision de VWF por ADAMTS13 (Gao et al., 2008)

6.4.5 Caracteristicas bioquimicas Estructura cristalina

Zhou et al., (2011) determinaron la estructura cristalina de un dominio VWF A2
diseflado. La estructura contenia un sitio de union de Ca(2+) en la region
(residuos 1591 a 1602) que conectaba alfa-3 con beta-4.

Huizinga et al., (2002) presentaron la estructura cristalina del dominio amino
terminal de la glicoproteina 1B-alfa (GP1BA; 606672) del receptor plaquetario y
su complejo con el dominio A1 del VWF. En el complejo, GP1BA envuelve un
lado de A1, proporcionando 2 areas de contacto unidas por un area de
interaccion de carga solvatada. Las estructuras explican los efectos de las
mutaciones de ganancia de funcidn relacionadas con los trastornos
hemorragicos y proporcionan un modelo para la activacion inducida por

cizallamiento (Huizinga et al. 2002)

La mutacion de aspl1596 o asn1602 afecté la capacidad del dominio A2 para
unirse a Ca(2+). La union de Ca(2+) estabilizé el dominio A2 e impidi6 su
despliegue, protegiéndolo asi de la escision por ADAMTS13. La unién del ligando
se apoya y coordina mediante adaptaciones estructurales unicas en los dominios

que constituyen el VWF.

El factor von Willebrand (VWF) se encuentra entre las proteinas mas grandes
que circulan en el plasma. Aunque se reconoce que participa en procesos como
la inflamacion, la angiogénesis y la metastasis del cancer, el VWF es

predominantemente conocido por su papel en la hemostasia.1-3 De hecho, su
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deficiencia o disfuncion se asocia con complicaciones hemorragicas en un
trastorno conocido como enfermedad de von Willebrand (EVW). 4 el VWF se
sintetiza como un polipéptido monocatenario con una estructura de dominio
distinta: D1-D2-D'D3- A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK (donde CK se
refiere a dominio del nudo de cisteina; Figura 1).5 ElI procesamiento
postraduccional incluye la eliminacion de la regiéon D1-D2 (también conocida
como propéptido VWF) y la generacion de multimeros de tamafio heterogéneo
mediante la formacién de puentes disulfuro intermoleculares en el Dominio CK

C-terminal y region D'D3 N-terminal.

El factor Von Willebrand (VWF) se une a multiples proteinas, cuyas interacciones
se regulan de manera diferente para cada uno de estos ligandos. En cuanto a su
papel en la hemostasia, el VWF necesitara interactuar con varios ligandos,
incluido el factor de coagulacion VIII (FVIII), la glicoproteina del receptor de
plagquetas Iba (Gplba), la proteasa que escinde el VWF ADAMTS13, el colageno

subendotelial y la integrina allbp3.

Es importante destacar que la interaccién con cada uno de estos ligandos se
regula de una manera diferente. Por ejemplo, mientras que el VWF deberia
unirse al FVIII con alta afinidad en la circulacion, debe evitar interactuar con la

Gplba hasta que el reclutamiento de plaquetas se vuelva relevante.

La belleza de la molécula del VWF es que las claves para desbloquear diferentes
niveles de regulaciéon estan directamente presentes en su estructura. A primera
vista, los dominios que componen el VWF no son Unicos, ya que el plegamiento
general de los dominios A, C, CK y D se puede encontrar en muchas proteinas
de organismos pro y eucariotas. Sin embargo, se han incorporado varios ajustes
distintos en la estructura del VWF para cumplir con los requisitos necesarios con
respecto a las interacciones especificas del ligando. La adaptacion mas “famosa”
es el tamafo inusualmente grande del VWF. Su gran tamafio hace que el VWF
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sea susceptible a cambios conformacionales bajo la influencia de fuerzas

hidrodinamicas, que es un mecanismo para controlar la funcion del VWF.

Al revisar los estudios estructurales del VWF realizados durante las ultimas dos
décadas, los secretos de esta fascinante molécula se han ido desvelando poco
a poco, ayudandonos a reconocer cOmo se regula la complejacion entre el VWF
y sus ligandos. Por lo tanto, en esta revisidn, nos concentraremos en los
principales ligandos del VWF y discutiremos como dilucidar las estructuras
tridimensionales de los dominios del VWF, generalmente en complejo con sus
ligandos, ha contribuido a nuestra comprension de como se controla la funcion
del VWF. Ademas, estos conocimientos también mejoraron nuestro conocimiento
sobre por qué ciertas mutaciones estan asociadas con la disfuncién del FvW y

las tendencias hemorragicas posteriores (Matsumoto y Harada 2022).

6.4.5.1 Unidn del FVIII a la region D'D3.

El VWF contiene cuatro conjuntos D completos y otro parcial, que en conjunto
abarcan cerca del 60% del contenido total de aminoacidos. Una mirada mas
cercana a estos conjuntos D ha revelado la presencia de cuatro estructuras
distintas: un dominio D de von Willebrand (VWD), una estructura C8, una
estructura similar a un inhibidor de tripsina (TIL) y un médulo E.5 Estos Las
estructuras se pueden encontrar en los conjuntos D1, D2, D3 y D4, mientras que
el segmento D' contiene solo la estructura TIL y el mddulo E. Dos de los conjuntos
D, es decir, la region D'D3 (residuos Ser764-Thr1233), estan ubicados en el
extremo N-terminal de la subunidad madura y contribuyen al proceso de
multimerizacién formando enlaces de cisteina entre subunidades con una regién
D'D3. de otra molécula de VWF.5,9-11 Ademas de su papel en la multimerizacion
de VWEF, la region D'D3 también es critica para la interaccion entre el FVW vy el
FVIII.12 El FVW es una proteina chaperona necesaria para el FVIII, que lo
protege de una rapida eliminacién y degradacion proteolitica (Hernandez-Zamora
et al., 2015)
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De hecho, la ausencia de VWF se asocia con niveles de FVIII fuertemente
reducidos.13 La expresion de la porcion dimérica D'D3 en ratones con deficiencia
de VWF normaliz6 completamente los niveles de FVIII, lo que demuestra que
esta region alberga toda la informacion para unirse al FVIII.14 En particular, la
afinidad de la interaccion FVIII/VWF es inusualmente alta (KD=0,5 nM), lo que

permite que >95 % del FVIII circule en forma de complejo con el FVW.

Aunque los estudios de mutagénesis clasicos identificaron aminoacidos
implicados en la union del FVIII18-21, la disponibilidad de estructuras de FVIIl y
VWEF ha proporcionado informacién detallada sobre su interaccion.

Primero, en dos publicaciones consecutivas, Chiu et al. y Yee et al. utilizaron
microscopia electronica de particula Unica y tincidbn negativa para generar
imagenes de baja resolucion del complejo entre FVIII y D'D3.22,23 Demostraron
gue la cadena ligera de FVIII (a3-A3-C1-C2) esta envuelta por la cadena ligera
de FVIII (a3-A3-C1-C2) 'Region D3, con el conjunto D3 interactuando con los
dominios C1- C2 y el segmento D' uniéndose a la porcion a3-A3 (Krishnaswamy
2015).

Otro estudio confirmo la relevancia del segmento D' en la unién del FVIII y utilizé
espectrometria de masas de intercambio de hidrogeno-deuterio y andlisis
mutacional para identificar el segmento D' Arg782-Cys799 como parte de la
interfaz de unién del FVIII.24.

Por otra parte, el complejo D'D3/FVIII se obtuvo utilizando una proteina de fusion
FVIII-D'D3, denominada BIVV001 (ahora rebautizada como efanesoctocog
alfa).25 Combinando microscopia crioelectronica y estructuras existentes de
FVIIly la region D'D3, se obtuvo una imagen de alta resolucion. (2,9 A) se generé

visualizacién del complejo D'D3/FVIIl. Las subestructuras de D'D3 son
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distinguibles, con el C8-3 uniéndose a la parte inferior del dominio C2 de FVIII
y el dominio VWD-3 al dominio C1 de FVIIl. Ademas, la estructura TIL' interactia
con los dominios C1 y A3 del FVII, incluida la regién acida a3. Mas
especificamente, los residuos acidos de FVIII Aspl676, Aspl678 y Aspl681
interactian con los residuos de TIL' Arg820, Arg826 y Arg768,
respectivamente, mientras que el residuo de FVIII sulfatado Tyr1680 interactia

directamente con el residuo de TIL' Arg816.

La estructura detallada del complejo D'D3/FVIII explica muchas de las
mutaciones que alteran la unién del FVIII. Por ejemplo, las mutaciones dentro del
VWEF en la region Arg782-Cys799 y en Arg816 reducen la union del FVIIl y son

conocidas por su asociacion con la EVW tipo 2N.

Una cuestion relevante es si la union del FVIII depende de la multimerizacion. El
VWEF dimérico, que es la Unica especie natural de VWF que carece de extremos
N dimerizados, tiene una afinidad cinco veces menor por el FVIII en comparaciéon
con el VWF multimérico. Esto sugiere que el enlace covalente entre los extremos
N del VWF mejora la union del FVIII. Dado que los estudios de unién de VWF-
FVIII que compararon preparaciones enriquecidas en multimeros de bajo y alto
peso molecular identificaron afinidades similares por el FVIII, la multimerizacién
adicional no parece mejorar aun mas la unién de FVII1.16 De hecho, la relacion
FVIII/VWF permanece relativamente sin cambios en pacientes caracterizados
por una pérdida de multimeros de alto peso molecular. Unién de Gplba al dominio
Al Adyacente a la region D'D3 se encuentra el dominio Al (residuos Tyrl271-
Aspl1459), con los extremos N y C conectados por un puente disulfuro (Cys1272-
Cys1458). Este dominio comparte semejanza estructural con los dominios A2 y
A3 en un pliegue von Willebrand A (VWA) que esta ampliamente extendido entre
familias de proteinas en eucariotas y procariotas. La estructura general consiste
en laminas B hidréfobas centrales flanqueadas por a-hélices anfipéticas,
formando un pliegue tipo Rossmann. El dominio A1 media la union del FvW al

receptor de plaquetas Gplba, y su estructura cristalina se esclarecio en la década
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de 1990.

La resolucion de la estructura del complejo VWF/Gplba se vio dificultada porque
ambas proteinas no interactian espontaneamente, ya que su asociacion
depende de la fuerza de corte. Sin embargo, al utilizar fragmentos que contienen
mutaciones de ganancia de funcion que facilitan la complejacion, Huizinga et al.,
2022. resolvieron la estructura del dominio A1 unido al dominio N-terminal de
Gplba. Desde entonces, se han producido estructuras adicionales de complejos
VWEF/Gplba utilizando variantes de tipo salvaje y otras variantes de ganancia de
funcién. ElI complejo VWF/Gplba involucra dos sitios interactivos principales, uno
gue contiene la hélice a3 de dominio A1, bucle a3p4 y cadena 33 (sitio interactivo 1)
y un segundo que contiene bucles de dominio Al a1B2, B3a2 y a3pB4, ubicado en la
cara inferior del dominio Al (sitio interactivo 2). La estructura del complejo revel6
informacién sobre como las diferentes mutaciones afectan la union entre ambas
proteinas. Primero, se encuentran mutaciones en el dominio A1 o en Gplba que
resultan en una pérdida de funcién (asociada con VWD tipo 2M o sindrome de
Bernard-Soulier, respectivamente) dentro de los respectivos sitios interactivos.
Segundo, ganancia de Se encontraron mutaciones funcionales en Gplba que se
sabe que provocan VWD de tipo plaquetario dentro de una conformacion Unica

de horquilla B de 16 residuos que penetra en el sitio interactivo 1 del dominio Al.

En el estado libre, esta regién adopta un estado desordenado o de hélice q,
mientras que la estructura de horquilla B se ve favorecida para la union del VWF.
Las mutaciones en esta region (p. ej., Met239Val) estabilizan la estructura de
horquilla B, provocando wuna unidon espontanea. de Gplba al FvW.
Sorprendentemente, ninguna de las mutaciones de ganancia de funcién dentro
del dominio Al asociadas con la VWD tipo 2B se localiza dentro de ninguno de
los sitios interactivos, lo que sugiere que otras regiones dentro del dominio Al
estan involucradas en la regulaciéon de la union de Gplba. Se obtuvo informacion
sobre el mecanismo subyacente cuando se compararon fragmentos recombinantes

del dominio Al con péptidos flanqueantes de diferentes tamafos para determinar la
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union de Gplba.39,40 Cuanto mas corto sea el péptido flanqueante, mas
eficientemente el dominio A1 se une a Gplba. Liy sus colegas desentrafiaron la base
molecular mediante la cual los péptidos flanqueantes controlan las interacciones Al-
Gplba. Demostraron que los residuos GIn1238-His1268 en el extremo N del dominio
Al interactban directamente con los residuos Leul460-Aspl472 en el extremo N-

terminal del dominio Al. Extremo C del dominio A1l.

Esta estructura se conoce como modulo autoinhibidor (AIM) y bloquea el acceso de
Gplba al sitio interactivo 2 en la parte inferior del dominio A1.41,42 Bajo la presion de
fuerzas hidrodinamicas, los péptidos AIM se disocian, exponiendo asi Sitio interactivo
2 con Gplba (Figura 9A-B).43 Es de destacar que se sabe que la ristocetina, un
antibidtico que induce la union de VWF/Gplba, interactua con los péptidos Cys1237-
Prol251 y Glul1463-Aspl1472, ambos contenidos en el AIM.

Parece concebible que la ristocetina desestabilice la estructura AIM para inducir la
union de Gplba. Es importante destacar que las mutaciones que se sabe que estan
asociadas con la EVW tipo 2B generalmente se ubican dentro o cerca del AIM e
interrumpen la interaccion entre ambos péptidos, lo que proporciona una explicacion

de la unién espontanea de estos mutantes a Gplba.

En conjunto, estos estudios muestran que los cambios conformacionales en el
entorno inmediato del dominio A1 controlan sus interacciones con Gplba.
Curiosamente, se han descrito varios nanocuerpos que respaldan esta idea.
Primero, Hulstein y sus colegas describieron un nanocuerpo dirigido al dominio

Al, llamado AU-VWFa-11, que solo se une al VWF en una conformacion de union

a Gplba.45 Este nanocuerpo se ha utilizado para determinar la conformacion activa

del VWF en un espectro de enfermedades.
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Otro ejemplo es caplacizumab, un nanocuerpo bivalente que inhibe las interacciones
VWF-Gplba y esta aprobado para el tratamiento de la purpura trombdtica
trombocitopénica. Se utilizé una variante monovalente de caplacizumab (denominada
VHHB81) para producir un cocristal con el A1- dominio. VHH81 se une y estabiliza la

estructura AIM, evitando asi su disociacion bajo tension de corte.

Como tal, se inhibe la exposicion del sitio interactivo 2 y la posterior union de
Gplba.42 Otro nanocuerpo denominado 6D12 también se une al AIM pero tiene el
efecto opuesto al caplacizumab: 6D12 promueve la disociacion de los péptidos AIM,
convirtiendo el VWF en un Gplb activo. conformacion de union a. Aparentemente, los
nanocuerpos son herramientas valiosas para monitorear los cambios
conformacionales en general y en el VWF en particular, y se discutira otro ejemplo
al abordar el dominio A3 del VWF.

Sabiendo que se necesitan fuerzas de corte para desbloquear los sitios interactivos
con Gplba, surge la pregunta de si este proceso depende del multimero. En la década
de 1980, Chopek et al. demostré que la union de Gplba- depende estrictamente del
tamafio del multimero, en el sentido de que los multimeros de bajo peso molecular
son demasiado pequefios para soportar la adhesion plaquetaria dependiente de
Gplba.

Este efecto es particularmente visible en pacientes que presentan problemas de
multimerizacién y complicaciones hemorragicas asociadas (EVW- tipo 2A). Se
supone gque el despliegue del VWF depende del tamafio, siendo los multimeros mas
grandes mas sensibles a las fuerzas hidrodinamicas que los multimeros mas

pequefios (Xianchi Dong, et al. 2019)
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6.4.5.2 Unibn ADAMTS13 al dominio A2

El dominio A2 (residuos Argl492-Serl671) desempeiia un papel especifico en la
regulacion de la funcion del VWF y el tamafio del multimero. Estructuralmente, el
dominio A2 se diferencia de otros dominios VWA por carecer del puente disulfuro
que conecta los extremos N y C-terminales del dominio.

Esto permite que el dominio A2 tenga una estructura mas flexible y adapte su
conformacion cuando se expone a las fuerzas hidrodinAmicas, una capacidad
necesaria sabiendo que la regulacion proteolitica del tamafio multimérico del
VWEF se produce mediante la hidrolisis del enlace peptidico Tyr1605-Met1606 por
la metaloproteasa ADAMTS13.

La estructura cristalina del dominio A2 revelo una serie de diferencias relevantes en
comparaciéon con otros miembros de la familia VWA. En primer lugar, la hélice a4
central esta ausente en el dominio A2 y esta reemplazada por un bucle. carece de
estructura secundaria (denominada bucle sin a4) que esta aproximadamente a 6 A
del sitio de escision de ADAMTS13.

En segundo lugar, el dominio A2 contiene un enlace disulfuro vecinal Unico entre los
residuos Cys1669-Cys1670. En tercer lugar, esta presente un sitio de uniéon de Ca2+
distintivo, coordinado por residuos en la hoja 31 (Asp1498), la hélice a3 (Asp1596,
Argl597) y el bucle a3p4 (Ala1600, Asn1602) (Figura 9A). Finalmente, un residuo
cis-Pro inusual esta presente en la posicion 1645 (Figura4A). Cada una de estas
caracteristicas parece ser una adaptacion funcional que regula la exposicion del sitio
de escisién Tyr1605-Met1606.

Con respecto al bucle sin a4, reduce el acceso de ADAMTS13 al enlace escindible
en el estado plegado, mientras que su naturaleza flexible le permite alejarse

rapidamente de Tyrl605-Met1606 durante el despliegue del dominio A2.
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Simultaneamente, este bucle se replegara sobre la hebra 4 menos rapidamente que
cuando habria sido una estructura de hélice a, dejando tiempo suficiente para que
ADAMTS13 escinda su objetivo.

También se sospecha que cis-Prol645 retrasa el replegamiento del dominio A2. El
enlace disulfuro vecinal agrega rigidez al extremo C-terminal del dominio A2,

aumentando la barrera energética para que se despliegue el dominio.

De manera similar, el sitio Ca2+ contribuye a la estabilidad de la estructura de

dominio A2, lo que resulta en una mayor resistencia al despliegue. La eliminacion

del sitio de unién de Ca2t o el puente disulfuro vecinal provoca un despliegue
prematuro y una mayor sensibilidad a la protedlisis por ADAMTS13.52,53 Por el
contrario, la introduccion de una conexidn covalente artificial entre las hojas 1y 32

perjudican el despliegue y previenen la protedlisis mediada por ADAMTS13.

Una vez desplegado, el dominio A2 contiene un sitio interactivo extendido para varios
dominios contenidos en ADAMTS13. De hecho, la interfaz de interaccion completa
se extiende mas alld del dominio A2 y también involucra regiones dentro del
fragmento D4-CK de VWF55, un aspecto que no se discutira en esta revision. Dentro
del dominio A2 desplegado, los residuos de la hoja B4 Leu1603-Metl1606 son
accesibles para el sitio activo del dominio de metaloproteasa ADAMTS13, lo que
permite la hidrolisis del enlace escindible Tyr1605-Met1606.56,5

Para que este proceso se desarrolle de manera eficiente, el a Los residuos de 4
bucles menos Asp1614-Aspl622 interactuan con el Dominio desintegrina, la regiéon
de hoja a5-hélice/B6 lle1642-1le1651 se une al dominio rico en cisteina y los residuos
de hélice a6 Glu1660-Arg1668 se asocian al dominio espaciador de ADAMTS13.
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Dado el estricto control de la conformacion del dominio A2, no sorprende que esta
regulacion pueda verse alterada por una amplia gama de mutaciones. Por ejemplo,
algunas mutaciones promoveran la exposicion del sitio de escision que de otro modo
estaria enterrado (como Met1528Val o Glu1638Lys), mientras que otras retrasaran
el replegamiento del dominio A2 (por ejemplo, Argl597Trp), prolongando el tiempo
gue ADAMTS13 puede escindir el enlace Tyr1605-Met1606.

Estas mutaciones finalmente resultan en una mayor degradacién del VWF mediada
por ADAMTS13 y se conocen como mutaciones del grupo 2 de EVW tipo 2A. Los
pacientes portadores de tales mutaciones presentan una pérdida de multimeros de
alto peso molecular y un mayor riesgo de hemorragia.

La mayor degradacion del FvW también es comuan en la EVW tipo 2B. La degradacion
del VWF aumenta aun mas con la unién de FVIII o Gplba, lo que sugiere que estos
ligandos modulan el despliegue o replegamiento del dominio A2. La susceptibilidad a
la protedlisis mediada por ADAMTS13 depende del tamafio del multimero. Los
multimeros mas grandes se despliegan mas facilmente que los multimeros mas
pequefios cuando se exponen a un flujo irregular, lo que permite que ADAMTS13
ataque el sitio de protedlisis.7,8 Esta caracteristica es particularmente visible en
pacientes que manifiestan alteraciéon del flujo sanguineo, en pacientes con estenosis

aortica severa o aquellos que reciben soporte circulatorio mecanico.

Estos pacientes a menudo se caracterizan por una mayor degradacién del VWF, con
una pérdida visible de los multimeros de alto peso molecular unién de colageno al
dominio A3. El dominio A3 abarca los residuos Pro1684-Ser1873, que contienen un
puente disulfuro que conecta los extremos N y C de este dominio (Cys1686-
Cys1872). El dominio A3 media la unién al colageno tipos | y Il1.64. La estructura
cristalina del dominio A3 fue resuelta de forma independiente por dos grupos, lo que
les permitid confirman el pliegue tipico de VWA con hélices a y ldminas 3 alternas.
Se identificd un sitio potencial de unién de colageno que involucra la lamina B3 y las
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hélices a2 y a3 mediante un extenso analisis mutacional.

La determinacion del sitio interactivo exacto del colageno se facilitd cuando se
identifico un péptido de colageno Il que se une especificamente al VWF.68 Este
péptido se usG para generar un cocristal que contenia el complejo de dominio
A3/péptido de colageno. De hecho, el péptido de colageno se une a la region que
abarca la hoja B3 y las hélices a2/a3, cubriendo una superficie de aproximadamente
24 A de anchoy 30 A de largo.

En total, se han identificado 14 aminoacidos dentro del dominio A3 que
directamente interactian con el péptido de colageno. EI andlisis del complejo
también permitié la identificacion de aminoacidos complementarios en el

colageno | y Il implicados en la unién al VWF.

En particular, la estructura ha ayudado a explicar por qué tanto el colageno | como
el Il son capaces de unirse al VWF en el mismo sitio a pesar de sus diferencias
estructurales. Inesperadamente, solo se han identificado 2 mutaciones de
pacientes que estan directamente dentro de la superficie interactiva: Vall1760lle
y Argl779Leu, aunque no se ha informado especificamente si estas mutaciones

realmente afectan la unién del colageno.

Las mutaciones de los pacientes que se han descrito para modular la unién del
colageno en realidad estan fuera de esta superficie (Leul696Arg, Serl731Thr,
Trpl745Lys, Serl783Ala, His1786Asp y Prol1824His). El mecanismo subyacente por
el cual alteran la union del colageno aun no esta claro, pero puede estar relacionado
con una alteracion indirecta de la superficie de union del colageno. La union al
colageno se parece a la de Gplba en que los multimeros mas grandes son mas
eficientes en la union del colageno en comparaciéon con los multimeros mas
pequefios.
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Por el contrario, la unién del colageno difiere de la union de Gplba porque puede
ocurrir ya en condiciones estaticas, lo que indica que el dominio A3 no requiere
cambios conformacionales inducidos por cizallamiento para exponer su sitio de unién
al colageno. ¢ Significa esto que el dominio A3 es bastante estatico en términos de
conformacién? Probablemente no, y hay dos indicios que apuntan en esta direccion.
En primer lugar, tras la asociacion del FVW al colageno, la afinidad del FVW por el
FVIII se reduce, lo que da lugar a la liberacion de FVIII.76 Por lo tanto, la union del
coladgeno a través del dominio A3 provoca cambios estructurales hacia la region
D'D3. En segundo lugar, recientemente identificamos un nanocuerpo (KB-VWF-

D3.1), cuyos sitios de unidn se superponen al sitio de union del colageno (Figura

9B).77 Su unién dependia estrictamente de que el dominio A2 estuviera intacto,
y la protedlisis mediada por ADAMTS13 era asociado con una pérdida de unién.
Una posible explicacidén es que la escision en el dominio A2 induce cambios en
el dominio A3 adyacente, en particular el sitio de union del colageno. Como tal,
ADAMTS13 no sélo modula la uniéon del colageno reduciendo el tamafio del
multimero, sino también modificando indirectamente la exposicion del sitio de

union del colageno.

6.4.5.3 Unién de allbB3 al dominio C4

La porcidon C-terminal de la subunidad madura del VWF contiene 6 dominios C
de von Willebrand (VWC) consecutivos, también conocidos como dominios ricos

en cisteina similares a los de la coordina.

Cada dominio es relativamente pequefio en comparacion con los dominios Ay D,
y contiene entre 68 y 80 residuos. El pliegue general del VWC comprende dos
subdominios (SD1y SD2) que estan unidos por un puente disulfuro. SD1 contiene
5 cadenas B antiparalelas y el dominio SD2 contiene 2 cadenas 3 antiparalelas,
y los puentes disulfuro internos entre las cadenas 3 ayudan a estabilizar el
pliegue general del médulo VWC. De hecho, cada dominio VWC contiene un

motivo CxxCxC y un motivo CCxxC, que median la formacion de estos puentes
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disulfuro. Aunque las estructuras de los dominios VWC homdélogos se habian
resuelto previamente, hubo que esperar hasta 2019 para que se informara la
primera estructura de un dominio C de VWF, es decir, el dominio C4 (residuos
Ser2497 - Glu2577). La relevancia de resolver la estructura del dominio C4 es
que contiene un motivo RGD que media la union de VWF a las integrinas allb33
y allbp3.

Como se esperaba, el dominio C4 muestra un pliegue tipico de VWC
caracterizado por varias hebras 3 antiparalelas en SD1y SD2 (Figura 6A-B). Sin
embargo, la distribucion de los puentes disulfuro difiere de otras instancias del
pliegue. El colageno IlIA, el factor de red de comunicacién celular-3 y
Crossveinless-2 comparten cinco disulfuros.83 Cuatro de estos también se
encuentran en el dominio C4 de VWF. Sin embargo, un disulfuro conservado que
conecta las cadenas B Bll y Blll en SD1 de otras proteinas no se encuentra en el
dominio C4 del VWF, que en cambio contiene un disulfuro Gnico que une las
cadenas Bl y Bll en SD2. Una segunda caracteristica Unica es la presencia del
motivo RGD en el dominio C4 del VWF, que se encuentra en la porcién N-terminal

del dominio SD1, entre las cadenas BI’- y BII'.

En la mayoria de los dominios VWC, estas cadenas b estan separadas por un
bucle muy corto de 2 aminoéacidos, mientras que en el dominio C4 del VWF esta
secuencia consiste en una estructura en horquilla de 10 aminoécidos, lo que
permite la exposicion externa del motivo RGD. La exposicidon continua del sitio
RGD es compatible con la idea de que el VWF puede unirse a allbp3 en
condiciones estaticas. En términos de visualizacién, actualmente no se ha
informado de ningun co- complejo de alta resolucion del dominio C4 con allb33.
Sin embargo, Zhou et al. generaron imagenes de microscopia electronica de baja
resolucion del fragmento VWF D4-CK en complejo con allbp3.5
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En estas imagenes, allb3 esta unido perpendicularmente al dominio C4, lo que
confirma aun mas que el motivo RGD esta bien expuesto. Sin embargo, la
exposicion del RGD depende de alguna manera de la conformacion, como lo
llustra el hallazgo de que las mutaciones dentro de los dominios C vecinos se han
asociado con una unién reducida del VWF a allbf3. Parece probable que estas
mutaciones perturben la conformacion del RGD interactivo. superficie. En cuanto
al dominio C4 en si, las mutaciones dentro de este dominio que afectan la union
de allbB3 son raras y, hasta donde sabemos, solo se han informado dos:
Val2517Phe y Arg2535Pro.

Estas mutaciones estan asociadas con un Tendencia leve al sangrado y puede
clasificarse como EVW tipo 2M. En linea con esta tendencia al sangrado leve
estan las observaciones de que el bloqueo del motivo RGD usando un anticuerpo
monoclonal o mediante mutagénesis da como resultado una tendencia al
sangrado leve en ratones. Curiosamente, el analisis detallado de la formacién de
trombos en tiempo real en estos ratones revel6é un aumento de la inestabilidad
del trombo. Esto sugiere que la interaccion VWF/allbB3 contribuye a la
estabilizacion de las interacciones plaquetas-plaquetas, similar al papel del
fibrinbgeno. En términos de multimerizacion, parece que la union del VWF a
allbp3 es independiente del tamafio del multimero. Al comparar plasmas de 85
sujetos normales y 115 pacientes con diferentes tipos de EvW, incluidos el tipo
2A y el tipo 2B, no se detectaron diferencias en la unién de allbB3 (Yokomori et
al., 2023).
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VI CONCLUSIONES

La enfermedad de von Willebrand es muy heterogénea basados en los
mecanismos bioquimicos que sean descrito, donde participan un gran nimero de
biomoléculas para la conformacion de los complejos de coagulacion.
Desgraciadamente en México existen pocos estudios que aborden esta temética,
por ello es indispensable realizar compilaciones cientificas y clinicas, para
establecer un diagndstico correcto, manejo de la informacion y plantear nuevos

enfoques terapéuticos.

Siendo los datos clinicos médicos mas comunes que podemos emplear desde un
punto de vista preventivo acorde al conocimiento de la enfermedad a temprano

diagnostico son:

1. A la exploraciéon. Se detectan petequias en el interior de la boca y manos

y, partes del cuerpo
2. Sangrado de encias prolongado
3. Epistaxis nasal

4. hemorragias en intervenciones quirdrgicas o dentales

El tratamiento estd basado en desmopresina, concentrados de FvW,

antifibrinoliticos, estrégenos y transfusiones plaquetarias.

Por lo que el diagndstico y tratamiento adecuado es imprescindible para evitar
complicaciones y hemorragias mortales, principalmente durante cirugia o

procedimientos odontologicos
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