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Introduccion

En los afios 70, el conocimiento sobre los mecanis-
mos que regulaban la coagulacién se amplié a raiz
del descubrimiento de una nueva via anticoagulante
que tenia como principal componente a una protei-
na vitamina K-dependiente denominada proteina CV.
Desde entonces, el sistema anticoagulante de la pro-
teina C (SAPC) estd intimamente vinculado a la apa-
ricién de fendmenos trombéticos. Sin embargo, mds
tarde, se ha demostrado que este sistema no sélo tie-
ne una funcién anticoagulante, sino que ademas par-
ticipa activamente en los procesos antiinflamatorios
y antiapoptéticos.

A continuacién revisaremos estas propiedades del
SAPC y las posibilidades que brindan en el tratamien-
to del déficit congénito de sus componentes y en la
respuesta inflamatoria.

Sistema anticoagulante de la proteina C
Propiedades biologicas de Ia proteina C

La proteina C es una proteasa que se

La conversién de la proteina C (PC) a forma acti-
vada (PCa) resulta de la escisién del enlace peptidi-
co Argl69-Leul70, que libera un dodecapéptido (re-
siduos 158-169) de la cadena pesada. Esta reaccién se
ve facilitada por la trombina (T) unida a la trombo-
modulina (TM) y es intensificada gracias a la interac-
cién de la PC con el EPCR en la superficie celular®.
Esta activacién también puede producirse en ausen-
cia del receptor, pero en un rango menos eficiente y
probablemente poco relevante.

La funcién de la PCa como anticoagulante se mani-
fiesta por su capacidad para inactivar dos cofactores
importantes de la cascada de la coagulacién, el factor
V/Va (FV/Va) y el FEVIII/FVIIIa. Estas acciones son po-
tenciadas por la presencia de Ca**, fosfolipidos y otra
vitamina K-dependiente, la proteina S.

Mecanismo de accion de la proteina C

La via de la proteina C consta de multiples proteinas
que, como ya hemos mencionado, participan en di-
ferentes puntos: las que afectan a su activacién, las

sintetiza principalmente a nivel he-
patico, aunque se han identificado
otros lugares de sintesis como el ri-
Nén, el pulmén o el cerebro. Contie-
ne 419 aminodcidos, y el gen humano
que la codifica (PROC) se encuen-
tra en el cromosoma 2 (2p13-14). Las
modificaciones co-traduccionales y
post-traduccionales incluyen la B-hi-
droxilacién, la N-glicosilacién y la vy-
carboxilacién de sus 9 residuos de 4ci-
do glutdmico dando lugar a 9 residuos
Gla en el extremo amino terminal (el
dominio “Gla”); este dltimo es funda-
mental para su accién anticoagulan-
te. El dominio Gla, en presencia del
Ca**, interactia con los fosfolipidos
cargados negativamente de la superfi-
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cie celular, siendo el lugar clave para la
interaccién de la proteina C con su re-
ceptor endotelial (EPCR) (Figura 1).

Figura 1. Vista general del complejo proteina EPCR-proteina C-T-TM (tomada de Bjérn
Dahlback y col. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005).
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Todas estas reacciones
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c biolégicas se producen en
las superficies celulares e
incluyen la activacién de la
PC, la expresién de su ac-
tividad anticoagulante y el
inicio de sus acciones cito-
protectoras, como veremos
mas adelante (Figura 2).

Activation
of PAR-1

Anomalias del SAPC:
complicaciones

tromboticas

Figura 2. Modelo de activacion y acciones de la proteina C activada. (A) Activacion de la
proteina C. (B) Accion anticoagulante de la PCa. (C) Accion citoprotectora de la PCa (tomada de

L. Mosnier y col. Blood 2007).

El sistema de la protei-
na C es de vital importan-
cia para mantener fluida

que inhiben su actividad y las que modulan la activi-
dad proteolitica.

La activacién de la proteina C es catalizada efi-
cientemente en la superficie de las células endotelia-
les por la unién T-TM. La trombomodulina funciona
como un cofactor de alta afinidad de la trombina, y
el resultado de esta unién es el aumento de la tasa de
activacién de la proteina C en 1.000 veces. Una acti-
vacién que, como se subrayé anteriormente, se ve fa-
vorecida cuando la PC est4 ligada a su receptor.

La actividad anticoagulante de la PCa estd reforza-
da por dos cofactores, la proteina S y la forma intac-
ta del FV. La proteina S es suficiente para la inactiva-
cién del FVa, mientras que la regulacién del FVIIla
requiere la accién sinérgica entre la PCa, y la protei-
na Sy el FVO.

La proteina S no es s6lo un componente importan-
te de esta via, sino que también toma partido en la re-
gulacién del sistema del complemento, ya que forma
un complejo de alta afinidad con la proteina de unién
C4b, un regulador de la via clasica. En el torrente san-
guineo, entre el 30 y el 40% de la proteina S circula
como forma libre y es ésta la que tiene capacidad de
actuar como cofactor en el SAPC, mientras que el res-
to estd unido a la proteina C4b.

Aunque los inhibidores de proteasa como el inhi-
bidor de la proteina C, la al-antitripsina y la a2-ma-
croglobulina inhiben la PCa, su vida media en la cir-
culacién es relativamente larga (~ 20 minutos)®.

Otras funciones de la PCa en la hemostasia estdn
en consonancia con mantener la sangre en estado li-
quido. Asi, también participa en la regulacién del sis-
tema fibrinolitico, una funcién que es mediada por su
capacidad para inhibir tanto al inhibidor del activa-
dor del plasminégeno-1 (PAI-1) como al inhibidor de
la fibrinolisis mediado por la trombina®(TAFI).

| 44 | haematologica/edicion espafiola | 2011; 96 (Extra 1)

la circulacién sanguinea.
Sus anomalias, por tanto,
se traducen en complicaciones trombéticas. Asi, se
han descrito déficits heredados y adquiridos, indivi-
duales y compuestos, y homocigotos o heterocigo-
tos en los seres humanos, producidos en diferentes
loci de la proteina.

La prevalencia del déficit alélico en la poblacién es
de aproximadamente 1/600, y las deficiencias hete-
rocigéticas, de 1/300; por consiguiente, la deficiencia
total se produce en alrededor de 1/200.000-300.000
recién nacidos.

Las deficiencias homocigotas, aunque poco fre-
cuentes, cuando aparecen en el neonato cursan con
trombosis intravascular diseminada fatal, junto con
su andlogo cutaneo, la Purpura fulminans®, una com-
plicacién que requiere tratamiento con preparados
comerciales de PC.

El déficit heterocigoto sintomatico puede dar lu-
gar a trombosis venosa profunda y embolia pul-
monar, y se produce de forma espontanea o des-
pués de la exposicién a eventos de riesgo, como
cirugia o traumatismos, un riesgo que es similar al
déficit de proteina S, y juntos representan, al me-
nos, la causa de trombosis venosa en un 5-10% de
los pacientes.

Propiedades citoprotectoras
de la proteina C

Mecanismo antiinflamatorio/antiapoptatico

Hasta hace poco, los investigadores suponian que la
actividad sistémica anticoagulante de la PCa media-
ba en los efectos beneficiosos antiinflamatorios, ya
que infrarregula la generacién de trombina, reconoci-
da por sus propiedades proinflamatorias. Sin embar-
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go, los hallazgos de laboratorio y los datos de ensa-
yos clinicos han cambiado este punto de vista.

Estudios amplios in vivo e in vitro en relacién con
accidentes isquémicos cerebrovasculares en modelos
murinos han indicado que los efectos neuroprotecto-
res de la PCa, parcialmente, son independientes de su
accién anticoagulante. Asimismo, otros estudios re-
cientes han mostrado que las variantes obtenidas en
el laboratorio con una actividad anticoagulante muy
reducida previenen la muerte inducida por endotoxe-
mia en ratones. Estas observaciones apoyan la idea
de que los efectos beneficiosos citoprotectores de la
PCa son eficaces in vivo y que son, al menos en parte,
independientes de su actividad anticoagulante.

En este sentido, se ha demostrado que muchos
de estos efectos dependen de la presencia simulta-
nea del EPCR y del receptor-1 activado por proteasa
(PAR-1) en la membrana celular. Este dltimo, después
de su activacién por la PCa, desencadena la sefializa-
cién intracelular de las acciones citoprotectoras”®.

Estos efectos se dividen en: a) alteracién de los per-
files de expresién génica; b) actividad antiinflamato-
ria; ¢) actividad antiapoptdtica y d) estabilizacién de
la barrera endotelial®!?. Aunque potencialmente to-
dos ellos se encuentran relacionados entre si, cada
una de estas acciones es distinta y puede o no involu-
crar a los mismos mecanismos intracelulares con un
efecto dosis-respuesta determinado en funcién del
perfil del receptor celular, su ubicacién y las propie-
dades especificas de la célula.

a) Modificacion en el perfil de expresion génica

Las alteraciones en los perfiles de transcripcion génica
causados por el tratamiento con PCa sobre las células
revelaron la modulacién en la expresién de los genes
de las principales vias de la inflamacién y la apopto-
sis®?. Estos efectos suponen, en general, la infrarre-
gulacién de las vias proinflamatorias y proapoptéti-
cas y la sobrerregulacién de las vias antiinflamatorias
y antiapoptoticas.

En esta linea, se ha demostrado que la PCa suprime
el factor de transcripcién nuclear kB (NF«B) mediante
la modulacién de genes que directamente reducen su
expresion y su actividad funcional, provocando la in-
hibicién de la sefalizacién de citoquinas y la inhibi-
cién del factor de necrosis tumoral (TNF). Asimismo,
la PCa hace que se sobreexpresen los productos rela-
cionados con el gen antiapoptético Bcl-2 y suprime la
expresion de los genes proapoptéticos pd3 y Bax.

Por otra parte, la PCa también suprime los facto-
res de transcripcién, activados por la inflamacién, de
la familia de la proteina activadora-1 (AP-1) c-Fos y
FosB, que inducen directamente a la molécula de ad-
hesién intercelular-1 (ICAM-1) y a la proteina qui-

miotactica-1 de monocitos (MCP-1) en las células
endoteliales.

Sin embargo, hemos de subrayar que todos estos
mecanismos moleculares sobre la expresién génica
atin no se han aclarado totalmente. No obstante, se
piensa que parte de la modulacién de estos perfiles
estd mediada por la participacién e interaccién de los
dos receptores anteriormente mencionados: el EPCR
y el PAR-1. Este Gltimo puede ser activado por la PCa
y la trombina en las células endoteliales, siendo sus
efectos sobre la alteracién en los modelos de trans-
cripcién diferentes?.

b) Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria vascular de la PCa se di-
vide en sus efectos sobre las células endoteliales y los
leucocitos.

En las células endoteliales inhibe la liberacion de
los mediadores inflamatorios y regula las moléculas
de adhesion vascular (tales como ICAM-1, VCAM-1
y E-selectina), limitando asi la adhesién leucocitaria
y la infiltracién.

Sobre los leucocitos, la PCa disminuye la liberacion
de citoquinas. De esta forma, atenta el inicio de la
respuesta inflamatoria sistémica y reduce la llamada
“tormenta de citoquinas” que se asocia con la sepsis.

No obstante, los mecanismos que regulan estos
efectos antiinflamatorios sobre los leucocitos no es-
tan del todo claros; sin embargo, la evidencia indica
que el EPCR y el PAR-1, solos o conjuntamente (Figu-
ra 3A), al igual que ocurre con las alteraciones en la
expresién génica, juegan un importante papel, unas
interacciones en las que también participan la protei-
nasa 3 y el complejo integrina CD11b/CD18 (a,, B,
Mac-1, CR3) en los neutréfilos activados®.

¢) Actividad antiapoptotica

La actividad antiapoptética de la PCa, descrita en
diversos estudios, también precisa del sitio enzi-
matico activo y de sus receptores EPCR y PAR-1
(Figura 3B).

Esta actividad depende parcialmente de la modu-
lacién de la expresién génica, como se ha descrito
antes. Ademas, la PCa inhibe la activacién de varias
caspasas, de tal forma que modifica tanto la activa-
cién de caspasas iniciadoras (caspasa-8 inducida por
tPA)1¥ como la de caspasas efectoras (estaurospori-
na o caspasa-3 inducida por hipoxia o hipoglucemia)
(Figura 3B).

Sin embargo, es necesario aclarar con mds preci-
sién cdmo la PCa ejerce su accidén antiapoptdtica y
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Figura 3. Actividades citoprotectoras de la via de la proteina C. (A) Mecanismo antiinflamatorio. (B) Mecanismo antiapoptético. (C)
Mecanismo de proteccion de la barrera endotelial (tomada de L. Mosnier y col. Blood 2007).

cuéles son las contribuciones relativas de sus efectos
sobre la expresién génica, tanto de los relacionados
con la sefalizacién como con la protedlisis que invo-
lucran a receptores particulares o efectores.

d) Estabilizacion de la barrera endotelial

La rotura de la barrera endotelial es un factor clave
en la patogénesis de la inflamacién. Sus consecuen-
cias son un aumento de la permeabilidad, tumefac-
cién, mala perfusién e inflamacién, unos procesos
que contribuyen a la fisiopatologia de la sepsis, a la
lesién pulmonar aguda y al fallo orgéanico.

En este contexto, la PCa actia como un protector
de la funcién de dicha barrera, pero para ello precisa
de los receptores EPCR, PAR-1 y la esfingosina-1-fos-
fato (S1P)®. Todos ellos participan en una serie de
procesos biolégicos que se inician con la activacién
del PAR-1, el cual estimula a la esfingosina quinasa-1
(SphK-1) para formar S1P. Esta tltima, mediante la
activacién de su receptor (S1P1), es la responsable fi-
nal de un incremento en la proteccién de la barrera
endotelial.

Ademads de estos efectos, SIP también promueve
la supervivencia celular, todo ello participando en los
mecanismos que regulan la expresion de los esfingo-
lipidos (ceramida, esfingosina), los cuales representan
la puerta de entrada de las sefiales que inician o pre-
vienen la muerte celular (Figura 3C).

Terapia con proteina C activada
Todos estos conocimientos biolégicos donde se

ha demostrado que la PCa no sélo tiene una ac-
tividad anticoagulante, sino que ademds partici-
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pa activamente en los procesos antiinflamatorios
y antiapoptéticos, han abierto nuevas perspecti-
vas terapéuticas frente a la respuesta inflamatoria
en general.

Como es bien sabido, durante la sepsis se activa
la coagulacién al aumentar la expresién del factor ti-
sular en el endotelio, los monocitos y los macréfa-
gos, en respuesta a las citoquinas (TNF e interleuqui-
nas [IL]-1y -6, entre otras) producidas por el estimulo
séptico. En este proceso, la PC y la antitrombina se
consumen. Mas aun, los niveles de expresién de la
TM y EPCR disminuyen; eventos que contribuyen al
desarrollo de complicaciones trombdticas y a la ins-
tauracién de una coagulacién intravascular disemina-
da (CID).

En un intento de contrarrestar estos fenémenos
bioldgicos que acompafan a la sepsis, se han puesto
en marcha numerosos trabajos experimentales en los
que se emplean distintas opciones terapéuticas. En-
tre ellos hemos de destacar aquellos modelos expe-
rimentales donde se usé la proteina C activada en el
curso del cuadro séptico.

En este dambito, se ha indicado que la administra-
cién de PCa a babuinos tratados con Escherichia coli
dio como resultado la prevencién del shock y de la
CID. Por el contrario, estos efectos no se observaron
cuando en estos experimentos se bloqued la activi-
dad de la PC o bien se impidié la unién de dicha pro-
teina a su receptor, unos resultados que sugieren que
la administracién de PCa podria ser beneficiosa para
el tratamiento de la sepsis!!®.

Sin embargo, estos efectos beneficiosos observados
con la PC, y teniendo en cuenta sus mdaltiples acti-
vidades, nos obligan a formularnos algunas pregun-
tas: scudles son los mecanismos fundamentales para
que la PCa sea tan beneficiosa en los estados sépti-
cos¢; teniendo en cuenta el fracaso de otros anticoa-
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disminucién del PAI-1, con un des-
censo en los niveles de IL-6; todo
ello acompafado de una reduccién
de la respuesta inflamatoria.

El principal estudio donde se re-
flejan las recomendaciones para el
uso de la PCa es un ensayo inter-
nacional en fase 3, multicéntrico,
doble ciego, controlado con pla-
cebo, de asignacién aleatoria, de-
nominado Recombinat Human Acti-
vated Protein C Worlwide Evaluation
in Severe Sepsis (PROWESS), publi-
cado en 2001. En dicho estudio,

1.690 pacientes con sepsis grave

Figura 4. Supervivencia de ratones sépticos (10 pg de LPS) tras la administracion de

PCa (EJ Kerschen y col. J Exp Med. 2007).

recibieron PCa (n=850) o place-
bo (n = 840) dentro de las 48 horas

gulantes (como la antitrombina y el inhibidor de la
via del factor tisular) en los ensayos sobre sepsis gra-
ve, 3son una o mas las acciones directas fundamenta-
les de la PCa para la reduccién de la mortalidad¢ Para
ayudar a responder a estas preguntas se emprendie-
ron una serie de ensayos in vitro e in vivo con dos va-
riantes “mutadas” de PC obtenidas mediante ingenie-
ria genética.

A este respecto, se han comparado en modelos ani-
males esas formas mutadas con perfiles de actividad
alterados de forma selectiva, es decir, habiendo re-
ducido en gran medida la actividad anticoagulante o
la citoprotectora. La forma mutada PCa-Glu149Ala
(E149A) ha mostrado mayor accién anticoagulan-
te in vitro e in vivo, pero presenta disminucién de los
efectos in vitro citoprotectores. En cambio, la forma
PCa-5A (Lys191-193Ala+ Arg229/230Ala) carecia de
actividad antitrombética in vivo y conservaba sus pro-
piedades citoprotectoras.

Los resultados mostraron que, después de un segui-
miento de 150 horas, la forma mutada que conser-
vaba su capacidad citoprotectora era eficaz para re-
ducir la mortalidad inducida por endotoxemia en un
modelo experimental®” (Figura 4); es decir, estos da-
tos nos recalcan que la actividad antitrombética de la
PCa no es suficiente para reducir la mortalidad, sino
que se precisa de las acciones citoprotectoras para
conseguir estos obijetivos.

Basados en estos estudios experimentales se han
desarrollado preparados comerciales de PCa para su
uso en humanos. En este contexto, diversos estudios
clinicos controlados frente a placebo en pacientes con
sepsis grave han demostrado cémo la administracién
de PCa limité la generacién de trombina y mejord
la coagulopatia asociada. Mds todavia, los pacientes
que recibieron PCa mostraron una tendencia hacia la
normalizacién de los niveles de plasminégeno y una

del inicio de la primera disfuncién
organica inducida por sepsis.

Los pacientes tratados con PCa [Drotrecogin alfa-ac-
tivada (DrotAA)] mostraron una mejoria en la super-
vivencia a los 28 dias en comparacién con aquellos
tratados con placebo, siendo las tasas globales de
mortalidad del 24,7% para el grupo con PCa y del
30,8% para el grupo con placebo (p = 0,005)%. Ade-
mads, este farmaco redujo el riesgo de muerte en un
19,4% y aumenté las probabilidades de superviven-
cia en un 38,1%.

Sin embargo, cuando se realizé un extenso analisis
de subgrupos se observé que este efecto no se man-
tenfa en los enfermos con una puntuacién en la escala
APACHE II menor de 25. En este subgrupo de pacien-
tes menos criticos, el riesgo de efectos adversos era
superior al del grupo control. A partir de este estudio,
la FDA aprobé el uso de DrotAA en Noviembre 2001
en adultos con sepsis severa y alto riesgo de muerte.
No obstante, tanto la FDA como la EMEA, teniendo
en cuenta el perfil de seguridad y eficacia del farma-
co, solo autorizaron el uso de este farmaco en pacien-
tes con determinados criterios de gravedad, y solici-
taron estudios complementarios en fase IV.

Posteriormente, se han desarrollado otros trabajos,
destacando el estudio ADDRESS") (ADministration of
DRotrecogin alfa-activated in Early stage Severe Sepsis),
con un total de 2.613 pacientes (1.316 en el grupo de
DrotAA y 1.297 en el grupo placebo), en el que se
evalué la eficacia del farmaco en pacientes con sep-
sis grave y bajo riesgo de muerte. Se advirtié que ha-
bia una ausencia de efecto beneficioso, junto con una
mayor incidencia de complicaciones graves por san-
grado. Esto sugiere que DrotAA no deberia utilizarse
en pacientes con sepsis grave y bajo riesgo de muer-
te, tales como aquellos con fallo de un solo érgano o
una puntuacién APACHE 1II < 25.

También se ha estudiado la eficacia y seguridad
de este farmaco en la poblacién infantil. El estudio
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RESOLVE® incluyé 477 nihos diagnosticados de
sepsis grave aleatorizados a recibir DrotAA frente a
placebo. Aunque no se registré ninguna eficacia, el
perfil de seguridad fue aceptable, salvo en nifos me-
nores de 60 dias, en los que los episodios de sangra-
do a nivel del sistema nervioso central fueron supe-
riores que en el grupo placebo.

Todos estos resultados, en su conjunto, sugieren
que el sistema de la proteina C desempefia un papel
importante frente a la respuesta inflamatoria, desa-
rrollando un efecto beneficioso a través de sus pro-
piedades anticoagulantes, antiinflamatorias y antia-
poptdticas. Sin embargo, son necesarios mas ensayos
clinicos para poder seleccionar aquellos pacientes
que, por sus caracteristicas clinicas, puedan benefi-
ciarse de forma significativa de la terapia con PCa
frente a la respuesta inflamatoria grave.
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