VITAE

La Trombina mas
alla de |a
coagulacion
(Revision)

Hember Vicci ! .
Maria del Pilar Navarro 2 .
Antonio Eblen-Zajjur 3.

TLicenciado en Bioanalisis Centro de Biofisica y Neurociencia (CBN)
Departamento Clinico Integral de Bioanalisis, Facultad de Ciencias de la
Salud sede Aragua Universidad de Carabobo, Maracay, Venezuela
hvicci@uc.edu.ve; hember_vicci@yahoo.es

2Dra. en Ciencias mencién Bioquimica Centro de Biofisica y Neurociencia
(CBN) Departamento Clinico Integral de Bioanalisis, Facultad de Ciencias
de la Salud sede Aragua. Universidad de Carabobo, Maracay, Venezuela
3Dr. en Ciencias Médicas Centro de Biofisica y Neurociencia (CBN)
Departamento de Ciencias Fisioldgicas, Facultad de Ciencias de la Salud.
Universidad de Carabobo, Valencia, Venezuela

Correspondencia: Instituto de Medicina Tropical - Facultad de Medicina -
Universidad Central de Venezuela.

Consignado el 27 de Mayo del 2015 a la Revista Vitae Academia
Biomédica Digital.

RESUMEN
La trombina es una proteasa de serina que resulta de la activacion proteolitica de

protrombina, y cuya funcién principal en la coagulacion es la escision del fibrindgeno para
formar el coagulo de fibrina. Paraddjicamente, también interviene en la activaciéon del
inhibidor de fibrindlisis activado por trombina y liberacién de activadores del plasmindgeno,
para la generacion de plasmina, con consiguiente degradacion del coagulo; estableciéndose
un equilibrio entre ambos mecanismos. Estudios tanto in vivo como in vitro han demostrado
efectos de trombina mas alld del proceso de la coagulaciéon; ejerciendo acciones sobre
monocitos, células endoteliales, células musculares lisas vasculares, plaquetas y neuronas,



entre otras; que a su vez inciden directa o indirectamente sobre mecanismos inflamatorios, de
proliferacion celular y nocicepcion. En ese sentido, la presente revision describe los efectos
pleiotrépicos o no hemostaticos de trombina relacionados con patologias inflamatorias,
proliferativas; y percepcion del dolor nociceptivo y neuropatico.

PALABRAS CLAVE: Trombina, coagulacién, inflamacidn, nocicepcion, efectos pleiotrépicos

THROMBIN BEYOND CLOTTING

SUMMARY

Thrombin is a serine protease which results from the proteolytic activation of prothrombin,
and whose main function in the process of clotting is the cleavage of fibrinogen to form the
fibrin clot. Paradoxically, it is also involved in the activation of the fibrinolysis inhibitor activated
by thrombin and the release of plasminogen activators to plasmin generation, with
consequent degradation of the clot; establishing a balance between the two mechanisms.
Studies both in vivo and in vitro have shown effects beyond the thrombin clotting process:
exerting actions on monocytes, endothelial cells, vascular smooth muscle cells, neurons and
platelets, among others; which in turn act directly or indirectly on inflammatory mechanisms
of cell proliferation and nociception. In that sense, the present review describes the pleiotropic
effects or related thrombin hemostatic inflammatory, proliferative diseases; and perception of
nociceptive and neuropathic pain.
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LA TROMBINA MAS ALLA DE LA COAGULACION (REVISION)

INTRODUCCION

El sistema de la hemostasia involucra la activacion, regulacion y coordinacion de numerosas
proteasas. En condiciones fisioldgicas, la hemostasia se inicia, regula y finaliza de manera
normal, sin embargo, alteraciones fisioldgicas o genéticas pueden conllevar a graves
disfunciones que resultan en desordenes hemorragicos, enfermedades tromboembdlicas,

proliferativas y/o inflamatorias (1). Se considera que el papel central en la hemostasia lo
representa la trombina, una proteasa de serina, esencial en la coagulacion, que presenta
actividad sobre numerosos sustratos, y por ende, diversas funciones que incluyen la regulacion

fisiolégica vy fisiopatoldgica vascular ). En condiciones fisioldgicas, la generacion de trombina,
es necesaria para proteger contra la trombosis y mantener la integridad endotelial vascular:
efectos que son mediados a través de enzimas anticoagulantes como la proteina C (PC), cuya
activacion a proteina C activada (aPC), es favorecida por la unién de trombina a

trombomodulina (TM)34), ademas, interviene disminuyendo la liberacion de interleuquina 12
(IL-12) y regulando la secrecion de interleuquina 10 (IL-10) en monocitos, demostrando asi,

acciones inmunosupresoras y antiinflamatorias (°6). Aunado a ello, la trombina regula la
agregacion plaquetaria, activacion de células endoteliales (CE) y respuestas importantes en la
biologia vascular a través de la interaccion directa y activacion proteolitica de sus receptores,
conocidos como receptores activados por proteasas (PAR, por sus siglas en inglés Proteinase



Activated Receptor), principalmente PARs-1, 3,y 4 (7).

En contraposicion a lo anterior, la trombina también ha sido implicada en alteraciones, tales
como: disfuncion endotelial, estrés oxidativo, reclutamiento de leucocitos, migracion y
proliferacion de células musculares lisas vasculares (CMLV), e interviene en la respuesta
inmune y el mecanismo de angiogénesis; quedando en evidencia su asociacion a diversos

procesos inflamatorios (8:9),
Estructura y generacién de Trombina

La trombina es una proteasa de serina altamente homdloga a la quimiotripsina, con un
residuo de serina en el sitio activo donde se une el sustrato. Su estructura presenta
caracteristicas importantes para la especificidad tales como: lazo-y, lazo 60 y el residuo S195
en la hendidura del sitio activo. El lazo 60 es una estructura hidréfoba, cuya rigidez es provista
por 2 residuos de prolina cercanos (P60b, P60c), que interactiua con residuos hidréfobos

ubicados en el sitio de clivaje del extremo N-terminal del sustrato (10); siendo importante en la
activacion de éste ultimo 1112) E| lazo y es mas movil e hidrofilico y hace contacto con
residuos C-terminal en el sitio de escision. La estructura de la trombina incluye los exositios | y
Il. El exositio | se centra sobre residuos K36, H71, R73, R75, Y76, R77a, y K109 /110, y el exositio
Il incluye residuos R93, K236, K240, R101 y R233 También presenta un sitio de unién para Na*,
importante para la regulacién alostérica (1). La trombina resulta de la activaciéon proteolitica

del zimdgeno protrombina de 72 KDa, sintetizado en higado y liberado a la circulacion (8).
Durante la activacion por el factor Xa, la protrombina es clivada en R320 para generar

meizotrombina y luego en R271 para generar trombina y el fragmento F1+2 (13) e| cual
contiene los dominios Gla y kringle que permiten a la protrombina unirse a las superficies de
membrana. Una vez que la protrombina es activada, la trombina puede separarse del
complejo y es libre de actuar sobre sus sustratos: Fibrindgeno (Fg), TM, plaguetas y factores V,

VII, X1, XIlI, entre otros(114),
Efectos de la Trombina sobre la Hemostasia y la Fibrindlisis

La funciéon principal de la trombina en la coagulacién es la escision del fibrindgeno soluble
para formar fibrina insoluble, la base del coagulo hemostatico. La escision de fibrindgeno es
un proceso que comprende dos pasos con liberacion de dos fibrinopéptidos: Ay B (FPA y
FPB). Posteriormente, la trombina es capaz de activar al factor Xlll, una transglutaminasa que
reticula y estabiliza el coagulo, mediante entrecruzamiento covalente entre residuos

especificos de glutamina y lisina, localizados en moléculas adyacentes de fibrina (15.16),

Una vez que se inicia la coagulacion y se genera trombina, este mecanismo es mantenido por
los efectos de retroalimentacion de la proteasa, con la activacion de los factores V, VIl y XI. El

factor Va se asocia con el factor Xa en presencia de Ca** y fosfolipidos de membrana
(complejo protrombinasa) y escinde la protrombina a trombina, ademas el factor Vllla se

asocia con el factor IXa en presencia de Ca*™ y fosfolipidos de membrana (complejo tenasa),
induciendo mayor activacion del factor Xa; y el factor Xla conduce a la activacion del factor
IXa, incrementando la generacion de trombina. Para complementar su funcion en la



formacion del coagulo de fibrina, la trombina también interviene en la activacion de una
carboxipeptidasa plasmatica, el inhibidor de fibrindlisis activado por trombina (TAFI),

favoreciendo la lisis del coagulo (16:17.18) por otra parte, la trombina autoregula su generacion
a través de la unidn a TM, que resulta en la activacion de PC en aPC (inactivando los factores V
y VIIl) y a la vez, inhibe su capacidad para formar fibrina y de activar al factor Xlll, las plaquetas

y proteinas estimulantes de la coagulaciéon (19). La trombina también tiene efectos indirectos
gue estimulan la fibrindlisis tales como: quimiotaxis de neutréfilos y liberacidén de activadores
del plasmindgeno a partir de células endoteliales, para la generacion de plasmina, con

consiguiente degradacién del coagulo de fibrina(1920.21) Asimismo, actla en la hemostasia
primaria, activando las plaquetas, lo que a su vez favorece la activacion del sistema de la
fosfolipasa C, la inhibicién de la adenilato ciclasa, la movilizaciéon de calcio y, en consecuencia,

la agregacion plaquetaria (16:22) por otro lado, inhibe la accién de ADAMTS13 (desintegrina,

metaloproteasa), impidiendo la desestabilizacién del tapén plaquetario (23).

EFECTOS PLEIOTROPICOS DE LA TROMBINA

Los efectos de trombina se extienden mas alla de la coagulacién, ejerciendo acciones a nivel
celular, que son mediadas por la activacion de los denominados: receptores activados por
proteasas (PARs), los cuales pertenecen a la familia de receptores transmembrana acoplados a
proteinas G (GCPR), cuyo unico mecanismo de accidén requiere la escision proteolitica del
residuo N-terminal. Esta escision expone un nuevo ligando activador que transactiva el

receptor (24). La familia PARs incluye 4 miembros: PAR-1, PAR-2, PAR-3 y PAR-4, de los cuales
1. 3y 4 son activados por trombina pero sélo PAR-1 y PAR-3 contienen el dominio de unién a
hirudina, de manera que, PAR-4 por carecer de dicho dominio, es un receptor de baja
afinidad; siendo PAR-2 el Unico receptor no activado por trombina y PAR-1 el principal
receptor activado por trombina en la mayoria de las células humanas, CE, CMLV, plaquetas y

monocitos (2526)

Ensayos in vitro sugieren que las acciones de trombina sobre CE son mediadas
principalmente via PAR-1, induciendo vasorelajacion o vasoconstriccion dependiente de
endotelio y contraccion directa del musculo liso vascular en arterias de animales sanos,

dependiendo del tipo de vaso sanguineo y de la especie (2728) |n vivo se ha observado

vasoconstriccién independiente de endotelio en humanos (29), mientras que en arterias
interlobulares porcinas, la trombina induce una respuesta bifasica del tono vascular, con

vasorelajacion inicial seguida de vasoconstriccion, siendo ambas, dependiente de endoteliol2).
La vasoconstriccion resulta principalmente de la secrecién de prostaglandina H2 (PGH2) o

tromboxano A2 (TXA2) (23) mientras que la vasorelajaciéon se produce principalmente por la
sintesis de 6xido nitrico (NO), a partir de la enzima oéxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), la
cual compite con la arginasa por el sustrato L-arginina. En tal sentido, se ha sugerido que
PARs podrian regular la actividad de eNOS fosforilando la enzima en varios sitios: Ser1177,
Ser615, Ser633y Tyr81 incrementando la sintesis de NO, mientras que, al fosforilar Thr495 la



inhiben 30). Estudios sefialan que la trombina es capaz de inducir la sintesis de NO, tanto de

manera dependiente, como también, independiente de la concentraciéon de Ca*2, en primer
lugar, porque es capaz de interactuar con diferentes PARs: 1 6 4, y luego porque la activacion

de PAR-4 induce la sintesis de NO sin elevacién de Ca*2, la cual se mantiene, alin en presencia

de un quelante como BAPTA (2). Otro factor relevante es la via de sefializacion celular que se
activa, ya que, la fosforilacion de eNOS en Ser1177 (en humanos), fosfatidilinositol 3-quinasa
(PI3K/Akt) inducida por trombina, incrementa la sintesis de NO independientemente de la

concentracion de Ca*2 (3031) no obstante, la fosforilacidon de eNOS en Ser1177 via RhoA-Rho
quinasa, disminuye la sintesis de NO2), ademas, otras evidencias sefialan que la incubacién

prolongada de CE con trombina inhibe la sintesis de eNOS (3132) Cabe destacar que
multiples estudios in vitro senalan que la trombina aumenta la actividad de arginasa,

suprimiendo de ese modo la sintesis de NO (3334). Ademas, la sobreexpresion de arginasa por
la trombina disminuye la disponibilidad de L-arginina, reduciendo la producciéon de NO y
aunado a ello, induce la generacidon de especies reactivas del oxigeno (ROS) por

desacoplamiento de la eNOS que eventualmente compromete la funcién endotelial 33). Por
otra parte, la trombina, también estimula la expresion de endotelina-1, un potente

vasoconstrictor natural, favoreciendo la vasoconstriccion(23),

La trombina estimula la secrecidon del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la
expresion de sus receptores, y regula su transcripcion al inducir la producciéon de ROS, la
expresion de factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) y la sintesis de RNAmM de la integrina alfa V/

beta 3 (vitronectina)(36.37.3839) VEGF es un potente factor angiogénico y de proliferacién en
CE, via receptor tirosina quinasa; siendo la trombina un potente estimulo para su secrecion a
nivel plaquetario “0). Este, a su vez acelera la generacién de trombina “4142) sugiriendo que
estos dos factores actuan como parte de un circuito de retroalimentacion positiva para

acelerar el proceso angiogénico (8).

En ese sentido, estudios in vitro sefalan que la trombina modula los procesos angiogénicos
en tejido adiposo, induciendo la secreciéon de las principales hormonas angiogénicas tales
como: factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2), PDGF y VEGF en adipocitos y de PDGF y
VEGF en pre-adipocitos, siendo bloqueados dichos efectos por lepirudina (inhibidor sintético

directo de trombina) (24),

Otros efectos celulares de la trombina incluyen el incremento en la expresion de moléculas de
adhesion (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, P-selectina), activacion y reclutamiento de leucocitos,
incremento de los niveles plasmaticos de proteina quimiotactica-1 de monocitos (MCP-1) e
interleuquina 6 (IL-6) en fibroblastos, CE, células mononucleares (92324). y sintesis de
interleuquina-1p (IL-1B), IL-6, MCP-1 y TNF-a en adipocitos, quedando demostrado que

interviene en eventos inflamatorios tales como: la obesidad y aterosclerosis (2443.44)



TROMBINA E INFLAMACION

Existe evidencia de que los sistemas de inflamacidén y coagulacién interaccionan, donde la
inflamacién promueve la activacion de la coagulacidon y ésta a su vez afecta los mecanismos
inflamatorios. En efecto, ante una lesién que comprometa la integridad endotelial, el factor
tisular (FT) entra en contacto con la sangre y se expresa en CE y/o células sanguineas,

activando el sistema de coagulacion “5). Una vez generada, la trombina es capaz de activar la
respuesta inflamatoria mediante sus efectos celulares sobre CE, CMLV, monocitos, entre otras;
qgue incluyen: la secrecion de IL-6, Interleuquina-8 (IL-8), MCP-1, VCAM-1 e ICAM-1,

promoviendo el reclutamiento celular hacia la pared vascular (89),

La respuesta inflamatoria se compone de eventos locales y/o sistémicos. Los eventos locales
resultan en la activacion de células inflamatorias, secrecion de citoquinas, mediadores
vasoactivos y activacion del complemento, induciendo vasodilatacidon, incremento de la
permeabilidad vascular y en consecuencia, la aparicion del edema y enrojecimiento en el sitio

de lesion (464748) En cambio, los eventos sistémicos se producen en sitios diferentes al de la
lesion inicial, favoreciendo el desarrollo de la respuesta de fase aguda caracterizada por

leucocitosis, fiebre y sintesis de proteinas de fase aguda, entre otras (4950) para ejemplificar
tales consideraciones, se han evaluado los cambios sistémicos inducidos a partir de un
modelo inflamatorio por inyeccién subplantar de carragenina en la pata de la rata,
demostrando que se producen, tanto eventos locales, evidenciados por la aparicion de edema
en el sitio de lesidn, asi como también eventos sistémicos, caracterizados por incremento de
los niveles plasmaticos de proteina C reactiva y fibrindgeno; edema pulmonar, deposicion de
fibrina, infiltracion de leucocitos y elevada expresion de FT, IL-6, IL-1B y TNFa en tejido

pulmonar (1),

Fisioldgicamente, la uniéon de trombina a TM protege contra la inflamacién y la coagulacion,
dado que favorece la activacion de PC unida al receptor endotelial de proteina C (EPCR) en la
superficie endotelial, sin embargo, dichos sistemas de proteccién fallan cuando son
perturbados por mediadores inflamatorios tales como el factor de necrosis tumoral o (TNFa) e
IL-1. En condiciones inflamatorias, la supresion de la sintesis, asi como la pérdida de proteinas,
escindidas por la elastasa de neutréfilos y otras enzimas proteoliticas, disminuyen la reserva
vascular anticoagulante; eventos que han sido demostrados en procesos inflamatorios

sistémicos (sepsis) o cronicos (aterosclerosis) (4.52), Fisiopatoldgicamente, toxinas tales como:
LDL oxidada suprimen la expresion del gen de trombomodulina y la actividad funcional de la
misma, adicionalmente, la reducida captura de trombina por TM, junto al aumento de
generacion de trombina, puede incrementar la disponibilidad de la proteasa para interactuar
y activar PARs en la superficie de diversos tipos celulares, incluyendo CE; favoreciendo el
estado proinflamatorio. EI cambio del estado fisioldgico al fisiopatoldgico se asocia a una
modificacion en la produccion de ligandos (trombina frente a PC), la presencia de PARs frente
a TM/EPCR, la localizacién del complejo enzima-receptor en la superficie celular y la cascada

de seRalizacion resultante 453) En tal sentido, interacciones entre proteasas de la
coagulacion, células inmunes y mediadores implican no solo la disminucion en la regulacion

de receptores celulares de proteccién, tales como: TM y EPCR (5455) sino también el enlace de

enzimas procoagulantes como la trombina y PARs en células vasculares(>6),



Algunas de las propiedades inflamatorias de la trombina han sido demostradas a partir de
modelos de inflamacion in vivo tales como: modelos de peritonitis en ratones, en los cuales la
administracion de hirudina disminuye la adhesion de macréfagos activados ante la
estimulacion con lipopolisacaridos (LPS). En el mismo modelo, la inyeccion intraperitoneal de
trombina purificada estimula la adhesion de macrdfagos e incrementa la concentracion de

IL-6 y MCP-1 en el exudado peritoneal tras la activacion de PAR-1 (57). Sobre este particular, el
inhibidor de trombina dabigatran, ha demostrado inhibir la expresion de proteinas
inflamatorias tales como: factor inducible por hipoxia-la (HIF-1a), [L-6, MCP-1 vy
metaloproteinasa de matriz 2 (MMP2), tanto en tejido cerebrovascular de ratones transgénicos
con Enfermedad de Alzheimer (EA) como también en cultivos de CE cerebrales en
condiciones de hipoxia, demostrando que la trombina es un potente mediador de hipoxia

inducida por inflamacién y estrés oxidativo en la vasculatura cerebral (58),

Cabe destacar también, que experimentos realizados en ratones genéticamente obesos (db/
db), demostraron que la trombina inhibe la fosforilacion y activacion de Akt estimulada por
insulina y que en ratones tratados con argatroban, un inhibidor selectivo de trombina,
disminuye la resistencia a la insulina y la infiltracion de macréfagos en tejido adiposo,
sugiriendo que la trombina representa un enlace molecular entre la coagulacion, obesidad e

inflamacién (24.59)

TROMBINA Y ATEROSCLEROSIS

Es oportuno mencionar que uno de los procesos inflamatorios crénicos vasculares es la
aterosclerosis, la cual se considera la base patoldgica de las enfermedades de las arterias

coronarias, infarto del miocardio, enfermedad cerebrovascular y arteriopatia periférica®®). La
actividad de trombina se encuentra aumentada significativamente en lesiones
ateroscleroticas tempranas en comparacion con las lesiones en estadios avanzados, apoyando
un rol importante de los efectos celulares mediados por la coagulacién sobre el desarrollo

inicial de la aterosclerosis (61:62),

En tal sentido, la trombina activa y regula proteinas de choque térmico tales como: Hsp70,
Hsp90 y Hsp27, expresadas principalmente en CMLV que rodean el nucleo necrdtico de la

placa aterosclerética (863). Asimismo, estimula la proliferacion y migracién de CMLV mediante
regulacion positiva del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF) y la sintesis de
colageno, favoreciendo la acumulacién de matriz extracelular, que aunado a la respuesta
inflamatoria, fibrética y quimiotactica a trombina, contribuyen a la aparicién de lesiones

vasculares obstructivas (823.64) por otra parte, durante el proceso de apoptosis de CMLV
(posterior a un dano vascular o en respuesta a cambios en la matriz extracelular), se expone
fosfatidilserina en la membrana celular, facilitando el ensamblaje del complejo protrombinasa,

acelerando la generacién de trombina®56667)  constituyendo un mecanismo de
retroalimentacion positiva que acelera el proceso aterogénico y que puede proporcionar una



explicacion para la proliferacién incontrolada de las CMLV después de lesiones vasculares ().

El papel de la trombina en las lesiones vasculares y el proceso aterosclerético se ha atribuido
no solo a la formaciéon de trombos, sino también a su capacidad para actuar como un potente

activador de plaquetas (64). En humanos, la activacién plaquetaria mediada por trombina se
lleva a cabo exclusivamente por la activacion de receptores PAR-1 y 4, no obstante, el rol
proaterogénico de la trombina en el desarrollo temprano de la placa aterosclerdtica no parece
depender de la activacion de las plaquetas via PAR-4. La activacion de las plaguetas in vivo,

resulta en la expresién del ligando de CD40 (CD40L) en su superficie (923) cuyo sistema
potencia senales aterogénicas en CE, CMLV y monocitos. La senalizacion de CD40 es mediada
por factores asociados al receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), que son capaces de
reclutar quinasas y otros efectores, conllevando a la activacion del factor nuclear Kappa Beta
(NF-kB), y por lo tanto, a regulacion positiva de moléculas de adhesion, metaloproteasas de

matriz, citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento (68). Otros mediadores
plaquetarios inducidos por trombina, tales como: factor plaquetario-4 (FP-4), citocina
expresada y secretada por el linfocito T normal en funcién de su grado de activacién (RANTES/

CCL5) 69)y e| péptido activador de neutrdfilos (NAP -2)(70) son depositados por las plaquetas
activadas en el endotelio, favoreciendo la detencidén de leucocitos y posterior transmigracion

(71), Siguiendo la misma linea, se ha demostrado que la trombina regula positivamente la
expresion de PAR-1, secrecion de IL-6 e interferon y (IFNy) en células monociticas diferenciadas
U937; asimismo, induce la expresion de CCL2 en monocitos y CE; y da lugar a la transcripcion
de genes que codifican para IL-To, IL-1B, IL-6, TNFa, CCL3, CCL4, CXCL2, CXCL3 y FT en
monocitos humanos, lo que sugiere que la trombina puede contribuir al reclutamiento de

leucocitos y un ambiente pro-inflamatorio en lesiones ateroscleréticas (72.73),

Otra via por la cual la trombina puede intervenir en la aterosclerosis, es través de la escision de
proteinas del complemento C3 y C5a a su forma activa, las cuales inducen inflamacién y
guimiotaxis de células inflamatorias. En efecto, en lesiones aterosclerdticas coronarias en
humanos, se sobreexpresan receptores de anafilotoxinas C3aR y C5aR; principalmente en
macrofagos, CE, CMLV, células T y mastocitos en comparaciéon con vasos sanguineos sanos,
siendo ambas anafilotoxinas junto al complejo de ataque de membrana relacionados con el

proceso aterosclerdtico (56:73.74.75),

Considerando lo antes planteado, existe evidencia que sugiere la influencia de la actividad de
trombina sobre el proceso aterogénico. En ensayos realizados con el inhibidor directo de la
trombina melagatran se demostré que su aplicacion en modelos murinos limita las
dimensiones de las placas ateroscleréticas y la inestabilidad de las lesiones en avanzado

estado de progresidon en ratones con aterosclerosis deficientes de apolipoproteina E (76),
Asimismo, la aplicacion de dabigatran mediante un modelo murino también disminuye la
formacion y el tamano de las placas aterosclerdticas y previene la progresion de la

enfermedad y la estenosis asociada (77). Al respecto, ensayos realizados en ratones deficientes
de apolipoproteina E y manipulados genéticamente para presentar niveles reducidos de
trombina, han mostrado disminuir la aterosclerosis y el perfil proinflamatorio, ademas de

incrementar la estabilidad de la placa aterosclerética (78),



Por otra parte, la sintesis de ROS se relaciona con multiples efectos proaterogénicos,
implicados en mecanismos de sefalizacion celular, tales como: expresion génica, proliferacion,
migracion o apoptosis. Diversos estudios indican el potente efecto de trombina sobre la

produccion de ROS en CMLV humanas y plaquetas (798081) Diferentes sistemas enzimaticos
toman parte en la sintesis de ROS en la vasculatura, tales como: xantina-oxidasa, NOS y la
oxidasa de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH), siendo ésta ultima fuente

importante de superéxido en células vasculares y miocitos (23). Las sefales mitogénicas
inducidas por trombina en CMLV requieren una oxidasa, cuyos componentes p22Phox y
p47PhoX son necesarios para la generacién de ROS @) Tras estimulacién con trombina,
p47PNhoX es fosforilado y reclutado hacia la membrana, favoreciendo asi el ensamblaje de la
oxidasa; ademas, en modelos de lesién vascular de la carétida en la rata, p47PN°% es regulado
positivamente, sugiriendo que ambos, la oxidasa y p47P"°X se relacionan con los eventos de

sefalizaciéon que conducen a la formacién de lesiones vasculares (8283) por otro lado, es
posible que las sefales de transcripcidon via MAPK/INK inducidas por trombina sean
dependientes de la generacion de ROS mediado por NADPH oxidasa, sugiriendo su
implicacion indirecta en procesos de diferenciacion celular, supervivencia celular y apoptosis

(84) En tal sentido, estudios han demostrado que la trombina incrementa la produccion de
ROS en células endoteliales, in vitro, mediante la activaciéon de p38 MAPK y PI3K/Akt,

favoreciendo la proliferacion celular 85). Adicionalmente, la trombina per se, induce la
reexpresion de novo de PAR-1 a través de un mecanismo dependiente de Src, incluyendo
proteinas G, PI3K, p38 MAPK, lo que sugiere que las vias redox también se relacionan con la

expresién y regulacion de PAR-1 (23). Otros estudios sefalan, que la trombina induce

movilizacidn y mayor captacién de CaZ" mitocondrial en cultivos celulares murinos y
humanos, incrementando la produccion de superdxido derivado de mitocondria (mRQOS),
activando la via de senalizacién de NF-kB, favoreciendo la sobreexpresion de ICAM-1 y la

adhesion de leucocitos al endotelio vascular (86). La influencia de trombina sobre ROS queda
de manifiesto en ensayos con ratones hipercolesterolémicos con aterosclerosis deficientes de
ApoE en los que la administracion oral de dabigatran (inhibidor directo de trombina) redujo
considerablemente el estrés oxidativo en la aorta, sugiriendo que la inhibicién de trombina

reduce la produccién de ROS y favorece la funcién endotelial (77).

TROMBINA, PROLIFERACION CELULAR Y CANCER

Como consecuencia de las acciones celulares de trombina, esta proteasa induce la
proliferacion y migracion de células tumorales, a través de diversos mecanismos, entre los que
se destacan: el incremento de la permeabilidad vascular que conlleva a la pérdida de

proteinas plasmaticas y desarrollo de una matriz proangiogénica (87:88:89). |3 expresion de
moléculas de adhesion celular, que facilita la union entre células tumorales con la matriz

extracelular (99); y |a activacién de la enzima degradante de colageno tipo IV y la MMP2, que

promueve la invasién celular a través de la membrana basal (39.87.91),



La trombina induce la progresion de tumores actuando directamente sobre células que
expresan PARs. PAR-1 es sobreexpresado en melanoma agresivo (92) cancer de colon (93),
cancer de préstata (9%), cancer de mama invasivo (95) e hiperplasia de células epiteliales en
glandulas mamarias, un fenotipo oncogénicol®®). La actividad mitogénica de trombina

mediada via PAR-1, esta asociada con la activacién de ERK ¥ (97.98) promoviendo no sélo la
progresion del ciclo celular sino también la transformacidon, migracion y supervivencia celular.
PAR-1 promueve la motilidad celular a través de un mecanismo que implica la activacion del

receptor del factor de crecimiento endotelial (EGFR) en carcinoma renal 99). Ademas, PAR-1

activa la integrina avp5 en melanoma, promoviendo la migracion e invasion (100) y puede
contribuir a la supervivencia de las células tumorales, puesto que, previene la apoptosis de

ciertos tipos de células (101.102,103)

Estudios realizados demuestran que los efectos quimiocinéticos de trombina sobre células de
melanoma metastasico, no son reproducidos al estimular células tumorales prostaticas con
péptidos agonistas de PAR-1, pero si con la combinacion de péptidos agonistas de PAR-1 y

PAR-2 (104) pyesto que, la metastasis es incrementada por la activacion de PAR-2, los efectos
prometastasicos de trombina sobre las células tumorales sugieren la activacion cruzada de

PAR-2 a partir de la secuencia del ligando activador de PAR(105.106.107)

TROMBINA, DOLOR NOCICEPTIVO Y NEUROPATICO

Los PARs se han relacionado con el desarrollo y alteraciones del sistema nervioso central
(SNC), que incluyen: la memoria, las enfermedades neurodegenerativas y de las vias
dopaminérgicas. PARs son expresados en nervios periféricos; y el desarrollo de agonistas
selectivos para PAR-1(TFRIFD) PAR-2 (SLIGKV) y PAR-4 (AYPGKF) ha permitido evaluar los
efectos de su activacion en la inflamacion neurogénica, percepcion de dolor, sensacion de

prurito y regeneracién de nervios, entre otros (25.108),

En lo que respecta a PAR-1 y PAR-2, su activacién se ha asociado a inflamacién neurogénica
en sistema nervioso periférico (SNP), caracterizada por vasodilatacion, edema, pérdida de

proteinas, adhesion de leucocitos y respuesta al dolor (109) Tanto PAR-1 como PAR-2, son

expresados en aferentes nociceptivos (fibras C yAs) 110.111) y sy activacién in vivo conlleva a la
liberacion de neuropéptidos, tales como: Sustancia P (SP) y péptido relacionado con el gen de

calcitonina (CGRP), los cuales median la aparicion del edema (112.113) Diversos estudios se
han propuesto dilucidar el papel de PARs en la nocicepcidon mecanica y térmica, encontrando
gue la activacion de PAR-1 por péptidos agonistas (AP) selectivos tiene efecto analgésico en
condiciones normales, o inflamatorias posterior a la aplicaciéon de inyeccién intraplantar de
carragenina en la pata de la rata, sin embargo, al realizar el ensayo con trombina se reproduce
el efecto analgésico de AP de PAR-1 ante el estimulo mecanico; pero no ante el estimulo

térmico; induciendo y amplificando la respuesta hiperalgésica (114). Esta discrepancia podria
explicarse por el hecho de que la trombina no es un agonista selectivo de PAR-1 sino que,
activa otros receptores como PAR-4, que pueden modular su actividad nociceptiva, ya que, se



ha demostrado que la activacion de PAR-4 media las respuestas excitatorias en neuronas

mientéricas (113),

Por su parte, la activacion de PAR-1 y PAR-4 conlleva a analgesia en respuesta a la
estimulacion térmica y mecanica, de manera que, pudieran potenciar sus funciones con
diferente afinidad, tal y como sucede con la activacion plaquetaria y endotelial; ademas,
PAR-4 es activado por tripsina y catepsina G, de alli que, los efectos inhibitorios de PAR-1 y/o
PAR-4 sobre la transmisidon de los mensajes nociceptivos probablemente dependa del tipo de

proteasa liberada en la proximidad de los nervios sensoriales (116.117) Al respecto, PAR-4
ejerce su efecto inhibitorio directamente sobre neuronas sensoriales, por el contrario, es
posible que los efectos inhibitorios de PAR-1 en la nocicepcion, sean mediados por un
mecanismo indirecto que implica neuronas distintas a las sensoriales, motivado a que, la
activacion de PAR-1 en neuronas sensoriales promueve la liberacion de neuropéptidos pro-

nociceptivos como CGRP y Sp (118),

Es oportuno mencionar que, estudios en ratones han demostrado que la inyeccidon intratecal
de trombina induce dolor neuropatico, caracterizado por hiperalgesia térmica y alodinia tactil,
siendo estos efectos suprimidos por la administracion intratecal de hirudina (inhibidor directo
de trombina). Ademas, la administracion intratecal de receptores de PDGF disminuye la
hiperalgesia y alodinia producidas por trombina en ratones normales y también como
consecuencia de la ligacion del nervio ciatico en ratones. Adicionalmente, tanto PDGF como
PAR-1 se localizan en asta dorsal medular (ADM), proporcionando evidencia novel de que
trombina/PAR-1 y la via de sefalizacién mediada por PDGF en la médula espinal estan

directamente involucrados en el desarrollo del dolor neuropatico (119).
Conclusiones

La trombina es la principal enzima diana de la terapia anticoagulante, puesto que, su
generacion es clave en la formacidn del codgulo de fibrina durante el proceso de coagulacion,
no obstante, sus propiedades se extienden mas alla del proceso de coagulacion, incluyendo
efectos pleiotropicos principalmente sobre los mecanismos inflamatorios, enlazando de esta
manera ambos procesos. Dichos efectos son mediados a través de la activacion de PARs, los
cuales son expresados en células endoteliales, células musculares lisas vasculares, neuronas
del SNC y periférico bajo condiciones fisiolégicas, sin embargo, también se activan en
condiciones patoldégicas tales como: la formacion de trombos, inflamacion, lesion tisular y
cancer entre otras. La trombina ha mostrado inducir una variedad de efectos no coagulantes
como la expresion de moléculas de adhesién, activacion de leucocitos, generacion de ROS,
incremento de los niveles plasmaticos de citoquinas (MCP-1 e IL-6) en fibroblastos, células
endoteliales, células mononucleares y adipocitos; promoviendo procesos ateroscleréticos. Por
otra parte, la trombina, induce la actividad mitogénica sobre las células musculares lisas y
endoteliales, la liberacion de factores de crecimiento y quimiocinas que promueven la
proliferacion y migracion de células tumorales. Ademas, mediante la activacion de PAR-1 y
PAR-4, la trombina media efectos nociceptivos en neuronas del SNC y SNP, modulando la
sensacion de dolor. Se requiere ampliar estudios que establezcan los efectos pleiotrépicos de
otros factores de la coagulacidon y su participacion en la patogenia de la obesidad, la
aterosclerosis, los trastornos proliferativos y neurogénicos. Por otra parte, el posible uso



terapéutico de AP o antagonistas de PARs y de inhibidores de la coagulacion (principalmente
de trombina) podria ser relevante en el tratamiento de procesos inflamatorios crénicos y de
enfermedades proliferativas. Ademas permitiria modular la transmision de sefnales de dolor y
la expresion de factores proinflamatorios que acompanan la respuesta neurogénica.
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