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REVISIONES

Funecion de la protombina y derivados pmtomb{nicos

en la coagulacio’n sanguinea. I.

4. Aznar*

“Logicamente un fendmeno tan intere-
sante como la coagulacién sanguinea es
desde tiempos antiguos estimulo adecua-
do para investigar en el misterio de su
origen”. BEsta idea esbozada por Mora-
witz en las primeras lineas de su cldsico
fibro 71, y que sin duda Tue un acicate eli-
caz en su afdn por conocer méds a fondo
los problemas de la hemosiasia, puede
asimismo servirnos de estimulo adecua-
do actualmente, pues si los avances rea-
lizados en este campo son en realidad
extraordinarios, el mejor conocimiento,
del mismo fundamentalmente ha servi-
do para hacer mds patente nuestra igno-
rancia en todo lo que atafie a la forma-
¢ion del tapdn hemostitico. Por otro ladoe
la oscuridad que sobre esta parte de
la hematologia existe ha hecho que se
multipliquen las publicaciones a su alre-
dedor, de tal forma, que no sdlo Ia
investigacion experimental, sino incluso
el mds sencille ordenamiento de todo lo
publicado, resulta en ocasiones dificulto-
s0. Por este motive hemos creido oportu-
*  Universidad de Navarra, Departamsnto de
Bioquimica.

no revisar uno de los problemas de la
coagulacién que por estar mds en contro-
versia puede asimismo estar menos claro
dentro de la literatura especializada. Nos
referimos a la protrombina y a su papel
en el concierto hemocoagulativo general.

PROTROMSBINA

La trombina, el enzima activo en la trans-
formacién del fibrindgeno en fibrina, se
genera a partir de una proteina plasmd-
tica, la protrombina, por la accién con-
junta de una serie de sustancias activa-
doras presentes en el plasma y en los te-
jidos. Para explicar esta activacién pro-
trombinica generalmente se admiten dos
teorias. La primera, que podriamos llamar
cldsica, tiene su fundamento en el papel
activador que sobre la protrombina ejer-
cen una serie de sustancias prescnies en
el plasma y gue no tienen un origen pro-
trombinico ', La segunda, que tiene como
defensores mds caracterizados a Seegers
¥ su escueia, hace de la protrombina el
centro e todo el proceso, y admite que
ta mayoria de las sustancias (factores)
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que intervienen en la reaccién, tienen su
origen en la propia molécula protrombi-
nica %,

En esta segunda teorfa vamos a cenirar
nuesiro trabajo, habiéndonos movido a
ello el notable esfuerzo realizado por la
escuela de Detroit, para dar, por medios
fundamentaimente biogquimicos, una solu-
cion adecuada a estos intrincados probie-
mas, camino que nos parece el mas apro-
piado para llegar a una total compren-
sién del fenémeno hemocoagulative, “ya
que los mecanismos de la coagulacién
son tan complejos, que las reacciones en
las que participan varios factores unica-
mente pueden ser conocidas adecuada-
mente cuando estos factores son aislados
vy purificados lo més posible” 1%, Por
otra parte, desde el descubrimiento del
factor V 2 2.7, gse ha dado paso a una
serie de nuevos factores, que a la vez
que han ampliado conceptos, han hecho
generalmente mas complicada la com-
prensién de los ya existentes, hasta tal
punto que esta tendencia descubridora ha
creado en algunos autores una verdadera
“factorfilia” por lo que nos parece que
toda simplificacién en e} nimero de los
mismos, como propugna la teorfa de Se-
egers, debe ser acogida favorablemente.

Origen. La protrombina y en consecuen-
cia todos los derivados protrombinicos,
se generan en las células parenquima-
tosas del higado®, siendo en cambio
el reticulo endotelio incapaz de sin-
tetizar protrombina 7, Dentro de la cé-
lula parenguimatosa, parecen ser los
microsomas los encargados de tal gé-
nesis, estando las restantes fracciones sub-
celulares desprovistas de capacidad pro-
trombino-formadora 7 3.,

En cuanto a la via de sintesis, una muy
reciente teorfa defiende la hipdtesis de que
se forma a partir de una protrombina inac-
tiva, la preprotrombina ®. En la activa-
cidén de esta preprotrombina juega un pa-
pel decisivo la vitamina K, ya que una
disminucién de la misma conduce a la
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liberacién de dicho precursor en la san-
gre periférica, pudiendo de esta forma
actuar competitivamente con la protrom-
bina activa y por tanto inhibir el proce-
so de coagulacion normal . Aunque di-
chz worfa parece un remozar de los an-
tiguos conceptos sobre las protrombinas
A y B de Quick #2 8, 84 B5. 8 creemos que
debe ser objeto de una ulterior confirma-
cidén, y que por ahora lo Unico que pare-
ce totalmente definido es el indudable pa-
pel que un nivel adecuado de vitamina K
tiene en la sintesis de la profrombina,
bien sea que dicha sintesis se Heve a cabo
a partir del citado precursor inactivo,
bien que tenga como origen la protrom-
binasa de Quick o la autoprotrombina 1
de Seegers®, o bien que se realice a par-
tir de elementos bdsicos independientes
de ia propia protrombina.

Purificacion. La protrombina, al igual
que ofras proteinas plasmdticas, tiesne la
propedad de adsorberse sobre determina-
das suostancias inorgdnicas, pudiéndose
mds tarde separar de las mismas usando
los apropiados liquidos de elucién. Con
fundamento en esta propiedad se han des-
crito una serie de métodos de purifica-
cidn en los que tnicamente varia la téc-
nica concreta de adsorcidn y posterior
elucidn, pero sin gue la esencia del pro-
ceso difiera notablemente de unos a otros,

Unicamente en las primeras tentativas
no se usaron téenicas de adsorcidn, ya
que tanto Mellanby % ¢  como Ho-
wel 32 emplearon la  precipitacién iso-
léctrica de la protrombina, téenica que Ce-
kada ' completé usdndola conjuntamen-
te con la precipitacidn salina. Ya dentro
del grupo de las técnicas de adsorcidn,
los primeros intentos fueron llevados a
cabo por Bordet y Delange 1! quienes usa-
ron el fosfato tricdlcico como mafterial
adsorbente. Fuchs % mds tarde utilizd el
hidréxido magnésico, siendo este adsor-
bente el preferido por Seegers y su gru-
po, quienes, por otra parte, combinaron la
adsorcién con la precipitacién isoeléetri-
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ca . Con el tiempo, el método fue su-
friendo una serie de modificaciones % *
161106 hasta que se obtuvieron prepara-
ciones de marcada actividad bioldgica 10,
perg que presentaban el  inconve-
niente de ser poco estables a la con-
servacion '*- 1% En un principio se atri-
buyé dicha inestabilidad a imperfeccio-
nes en los métodos de valoracion 1% pero
més tarde se relaciond ésta, con la pre-
sencia de AcG en las preparaciones '%.
La AcG desencadenaria la activacion au-
tocatalftica de la protrombina ¥ y con
ello su transformacién en trombina, Para
obviatr este inconveniente los posteriores
intentos fueron encaminados a eliminar las
impurezas de la molécula protrombinica,
le que fus conseguido introduciendo lige-
ras modificaciones 12 en el primitive mé-
todo de Szegars ', quedando de esta for-
ma establecido como sigue ¥'- %: precipita-
cidén isoeléctrica llevando la myuestra a un
pH de 5.0, adsorcidn de la misma con
hidréxido magnésico, descompasicion del
hidréxido magnésico con CO; a presidn,
fraccionamiento del producto obtenido
con sulfato amédnico, redisolucidn y didli-
sis del precipitado y finalmente una pre-
cipitacidn ulterior llevando de nuevo el
problema & un pH de 5,1,
Paralelamente a estas experiencias de Se-
egers, olros autores desarroflan sus pro-
pios méfodos, aunque todos ellos difie-
ren escasamente del expuesto con anterio-
ridad 73 76 23, 24, 70, 115, 49, 35, 39, 14, 57, 121, 68, 30, 27
ya que no modifican fundamentalmente
la metodologia propuesta por el autor
norteamericano,

En cambio, una mejora sustancial se in-
irodujo con ¢l uso de la cromatografia en
c¢olumna . % obteniéndose con AMBER-
LITA TRC-50 (XE-64), preparaciones al-
tamente purificadas . Con métodos pare-
cidos otros autores Y% 3, 16 20 phtienen
resultados similares. Mas tarde las resi-
nas de infercambio son sustituidas por sus-
tancias adsorbentes, como la celulosa %
DEAE pero con ellas se consiguen molécu-
las de protrombina ligeramente alteradas
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en su estructura quimica, ya que, por
ejemplo, tienen serina como aminoicido
C-terminal en lugar de tirosina o glicina,
come normalmente presenta la protrom-
bina no cromatografiada, o cuando la
cromatografia se ha realizado con una re-
sina de ntercambio idnico %,

Con  estas técnicas sz han  obtenido
preparacicnes muy purificadas con una
actividad bioldgica de hasta 34.000
unidades por miligramo de tirosina %,

Una matodologia parecida a fa utilizada
para Ia obtencién de protrombina bovina
ha sido seguida para la purificacidon de
prefrombina equina ¥ y humana M- # sien-
do las resultados un tanto discordantes en-
tre las diversas experiencias llevadas a
cabo 4.

En gran parte Ja utilidad experimental
de las preparaciones de protrombina ob-
tenidas por los métodos anteriorments
descritos, depende de que las mismas
szan lo suficientemente homogéneas como
para que otros factores no vengan a en-
mascarar los resultados. Dicha homoge-
neidad es subsidiaria de la técnica em-
pleada, y de la especie de origen %, pu-
diéndose afirmar, en lineas generales, que
la protrombina bovina se ha obtenido casi
tolalmente purificada ¥ por supuesto li-
bre de otros factores hemoceagulativos,
como se ha demostrado por medios fisi-
cos ™, electroforéticos ¥, ultracentrifuga-
cién * inmunoquimicos ¥ e incluso por
microscopia electrdnica ¥, En cambio, no
se puede afirmar lo mismo de la protrom-
bina humana, ya que usando el métode
de purificacién  descritc por Lewis vy
Ware * y combindndolo con ultracentri-
fugacion® o electroforesis en gel de al-
middn 4, se han podido demostrar hasta
seis componentes inmunoelectroforéticos
distintos . Alexander ¥, tampoco con-
sigue preparaciones homogéneas. Pero
mds recientemente Lanchantin y col. %,
usando una téenica de purificacion pro-
pia, que tiene como fundamento la adsor-
cién de la protrombina con dietil-amino-
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celulosa, demuestran que entre pH com-
prendidos entre 7 y 9 las preparaciones
obtenidas son homogéneas, comprobando
su pureza tanto por ultracentrifugacién
como por electroforesis. Asimismo, ob-
servan que a pH mds bajos, la pro-
trombinica puede polimerizarse, dan-
do moléculas de mayor famafio y veloci-
dad de sedimentacidn, lo cual puede ex-
plicar en parie los discordes resultados
obtenidos por otros autores. Como con-
secuencia de ello se puede afirmar que
la homogeneidad de la protrombina hu-
mana depende del pH a que se haga la
extraccion, aunque parece gue cualquier
conclusion definitiva debe ser objeto de
ulterior confirmacion 2,

La protrombina equina s¢ ha obtenido
también muy purificada, aungue con me-
nor actividad biolégica que la bovina &
la que por otra parte a su vez es mMenos
activa que la humana % 1" ¥ ya que ésta
Gltima puede legar & tener el doble de
actividad gue aquélla ™,

Propiedades  fisico-quimicas. lLa pro-
trombina tiene un peso molecular apro-
ximado de 68.000%, Su velocidad de se-
dimentacién a la ultracentrifuga oscila al-
rededor de las 4.7 u.u. Svedberg, siendo
para Alexander?® de 4.46, para Lamy y
Waug % de 4.89, para Schwick y Schultz ®
de 4.6 y para Seegers® de 522, Tiene
una viscostdad intrinseca de 0.041 % y un
veiumen especifico parcial de 0.703%. Su
densidad es de 6,17 x 10-7 cm,?fseg.  y
su puinto iseeléctrico coincide con un pH
de 4.27% Tiene una rotacidn éptica, me-
dida a un pH de 11.2 y fuerza ionica de
(.15, de —60° C/grms/100 mi dec %, aun-
que la misma varia sensiblemente con las
condiciones de experimentacién 5, Tiene
forma elipsoidal, siendo su didmetro ma-

yor de 119 A y el menor de 34 A%, Es
termoestable hasta los 53°C, cuando se
halla en solucidén acuosa, pero su esta-
bilidad bioldgica comienza a disminuir
a los 43°C, en solucidn salina. Electro-
foréticamente se encuentra entre las al-
biiminas y las globulinas alfa, Su con-
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centracién plasmdtica es de 10 a 15 mgrs
por 100 ml de plasma, encontrdndose en
el suero ligeros indicios 8. Tiene una vida
media aproximadamente de cinco dias, la
mds larga —junto a la del fibrindgeno—
de todos los [actores de la coagulacién 14,
Como es natural, tiene una marcada ac-
tividad antigénica. La molécula de pro-
trombina bovina en soluciones acuosas
muy diluidas, inferiores al 1 9%, se diso-
cia tdcilmente cuando disminuye el pH
del medio: en cambio, la humana, a la
citada concentracién, sufre un proceso de
polimerizacién, con la consiguiente varia-
cion de sus propiedades fisico-quimicas,
como anteriormente ya se ha enunciado.
En cuanto a su composicidn quimica, la
protrombina es una glicoproteina, con un
13 % aproximadamente de hidratos de
carbono '%, Su componente proteico se
halla integrado por todos los aminodci-
dos conocidos ¥ siendo los mas abundan-
tes la arginta, leucina, dcido glutdmico y
dcido aspdrtico. Su aminodcido N-termi-
nal es la alanina © y el C-terminal la gh-
cina o tirosina ', aunque variando el
método de preparacion se pueden obiener
moléculas de protrombina con diferentes
aminoaciodos terminales. Las hexosami-
nas constituyen su principal hidrato de
carbono, pero asimismo entran a formar
parte de su molécula hexosas, penfosas y
acido neuraminico®. Este ultimo no
parece estar ligado a la pénesis de la
trombina, ya que tratando la preparacién
con neuraminidasa, no disminuye la ac-
tividad bioldgica de la protrombina . 118
fa cual, por otra parte, parece estar li-
gada a determinadas funciones quimicas,
como son los grupos disulfuro ¥ 1415, los
sulfidrilos %, las aminas, o log grupos imi-
dazodlicos, ya que los inhibidores de éstos,
inhiben la actividad bioldgica de aqué-
la #.

* ACTIVACION DE LA PROTROMBINA

El mds interesante problema en ¢l estudio
de la protrombina es sin duda el proceso
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de activacidn sufrido por la misma hasta
su transformacién en trombina. Dicha ac-
tivacién se puede lUevar a cabo por dos
caminos, el experimental y el bioldgico,
tal y como se realiza durante la formacion
del tapdn hemostitico in vivo.

La activacién experimental de fa protrom-
bina tiene gran importancia, habiendo su
estudio aportado luces decisivas para el
mejor conocimiento de la activacién bio-
légica. Dentro de la misma se pueden dis-
tinguir, la autocatalisis, la coautocatdiisis
y la activacién parcial de la protrombina.
Pero, sin duda, es el proceso de la auto-
catdlisis protrombinica o activacién anid-
nica, el mds interesante, ya que gracias al
mismo se ha podido demostrar de forma
fehaciente el origen protrombinico de la
trombina, asi como el de una serie de
compuestos catalogados bajo el nombre
genérico de autoprotrombinas.

AUTOCATALISIS DE LA PROTROMBINA. Si
cierta cantidad de protrombina purifi-
cada se disuelve en citrato sédico al 25 2
y se deja a temperatura ambiente durante
unas cuantas horas, se prodocen en su
molécula una serie de cambios estructura-
les, que tienen como consecuencia su
transformacion en trombina %. 198 y auto-
protrombina C % [1]. Al igual gue ocurre
con el citrato sddico, otras disoluciones
salinas son tambidn capaces de desenca-
denar la activacién protrombinica ‘¢, pu-
diendo ésta ser acelerada si se afiaden al
medio de experimentacion pequefias can-
tidades de trombina %2

Citrato sodico
PROTROMBINA ——

Este proceso de activacidn, que se lleva
a cabo sin participacidn de sustancia pro-
coagulante alguna, se denomina autoca-
talisis de la protrombina, ya que todos
los factores necesarios para el mismo se
encuentran contenidos en la propia mo-
lécula protrombinica y se van liberando a

—— TROMBINA + AUTOPROTROMBINA C
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medida que Ia reaccidn progresa. A los
procoagulantes de origen protrombinico li-
berados durante el proceso de autocatd-
lisis se les conoce bajo el nombre comdn
de autoprotrombinas, y como mds abajo
veremos son fundamentalmente tres, las
autoprotrombinas: 1, II y C.

Como anferiormente ya hemos referido,
cuando la protrombina se incuba con ci-
trato sodico al 25 % y se deja a tempe-
ratura ambiente, sus estructuras secunda-
ria y terciaria se alfteran, llevidndose a
cabo un proceso de disociacién molecu-
lar, que se realiza con mayor rapidez en
medios moderadamente  alcalinos 9. 5%,
Normalmente este proceso de disociacidn
se detecta porque parte de su molécula
se hace soluble en Acido (ricloroacético
al 7%, lo que conirasta marcadamenie
con su primitiva insolubilidad. Cuando
ha transcurride aproximadamente una
hora de incubacidn, el 40 9% del nitrégeno
total, y el 60 9% de los carbohidratos de
de la protrombina, se han hecho solubles
en ¢l referido dcidos!, habiéndose asi-
mismo liberado su contenido en 4cido
neuraminico . Hasta este momento
unicamente se han producido cambios es-
tructurales en la molécula de fa pro-
trombina, sin que se haya generado nin-
glin elemento nueve y, por supuesto, sin
que haya aparecido en el medio de ex-
perimentacién actividad trombinica algu-
na. Estos cambios estructurales tienen re-
percusiones quimicas y bicldgicas, que se
concretan en una puesta al descubierte de
enlaces activos de la protrombina, de for-

[1]

ma tal que ésta se hace mds asequible al
posterior ataque de las sustancias pro-
coagulantes, fundamentalmente de la
trombina . El que hasta este momento
se mantenga su unidad estructural es ia
causa de que no hayan aparecido toda-
via componentes electroforéticos nue-
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vos, pero, en cambio, por ta pérdida
de sus estructuras secundarias y  ter-
ciarias se lleva a cabo una reestructu-
racidon de sus cargas eléctricas que se tra-
ducz en una mayor velocidad migrato-
ria en la electroforesis, siendo éste el 1ni-
co cambio fisico detectable hasta el mo-
mento,

Por el contrario, los cambios bioldgicos
son mds marcados. Aungue la actividad
trombinica no ha aparecido todavia, se
d:tecta una marcada capacidad procoa-
gulante en ¢l medio de incubacitn, gue a
su vez activa ¢l proceso autocatalitico .
Junto a este. la molécula primitiva se
hace resistente a sus activadores habitua-
les, perdiendo momentineamenie la posi-
bilidad de transformarse en trombina '%,

Este estado refractario de la molécula de
protrombina dura unos 30 minutos, trans-
curridos los cuales vuelve a sufrir un
nuevo cambio bioldgico haciéndose de
naevo {ransformable en trombina %,

A esta molécula de protrombina alterada
que tiene coma caracteristicas {undamen-
tales el no ser trombina, tener actividad
procoagulante, ser refractaria a la accion
de poderosos activadores, y por tanto no
transformable en trombina, y que [lisica-
mente se caracteriza por su menor velo-
cidad migratoria, como consecuencia de
cambios en las cargas eléctricas de su
molécula, y quimicamente por la pérdida
de sus estructuras secundarias y tercia-
rias, se la denomina Derivado I de la
Protrombina 7. Fste es un concepto bas-
tante amplio, que comprende, dentro del
mismo, como mds abajo veremos, a las
autoprotrombinas 1 y II. Cuando el pro-
ceso de activacion de la protrombina ha
finalizado, y la génesis de la trombina se
ha llevado a cabo, el Derivade 1 de la
Protrombina ha desaparecido del medic
de mcubacién ¥, lo que presupone su to-
tal consuncidn durante el proceso hemo-
coagulative o bien su transformacidn en
otro producto distinto.

Si el proceso de autocatdlisis continda, el
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derivado protrombinico adquiere de nue-
vo la propiedad de poder ser transforma-
do en trombina, en presencia de sus acti-
vadores especificos, manteniendo a la vez
su actividad procoagulanie, A éste nuevo
producto se Ie ha denominado Derivado 11
de la Protrembina. Quimicamente se ca-
racteriza por estar su molécula mds diso-
ciada, aunque electroforéticamente se pue-
de comprobar que en el medio de expe-
rimeniacién no ha aparecido todavia nin-
gin elemento nuevo, !o que refleja el
mantenimiento de su primitiva unidad es-
tructural 7,

Cuando el proceso de autocatalisis fina-
liza, lo cual requiere aproximadamenis
unas cuatro horas, aparece la actividad
trombinica en ¢l medio de incubacion *,
se generan nuevos elementos electroforé-
ticos, y junto a la actividad procoagulan-
te, propia de la trombina, se desarrolla
otra de tipo esterdsico, que como luego
veremos corresponde a la denominada
trombina E ¥,

El que hayan aparecido clementos electro-
foréticos nuevos. aboga en favor de una
rotura en las uniones peptidicas de la mo-
lécufa protrombinica con liberacidn de
restos  proteicos y pérdida de su pri-
mitiva estructura, Este proceso de ro-
fura molecular se puede scguir asimisino,
estudiando las constantes de sedimenta-
cién durante el proceso de autocatdlisis y
observando la aparicion de elementos con
distinta constante de la que tenia fa pri-
mitiva molécula protrombinica .

Como productos finales de la activacion
autocatalitica de la protrombina se genera,
en primer lugar trombina con actividad
esterdsica, denominada trombina E, poco
después aparece la trombina C. capaz de
transformar el fibrindgeno en fibrina, y
finalmente 1a autoprotrombina C, que
como mds tarde veremos es un poderoso
procogguiante que juega un papel decisi-
vo dentro del denominado sistema intrin-
seco en la literatura cldsica ¥,

Todo el proceso anteriormente referido
tiene su fundamento, como ya hemos vis-
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to, en la activacidn de la protrombina por
soluciones salinas muy concentradas, pero
también se ha demostrado dicha activa-
cién con soluciones de baja fuerza
idnica 8, e incluso con soluciones acuo-
cas de la protrombina %, con la Unica di-
ferancia de que en estas la activacion se
lleva a cabo mds fentamente, requiriendo
unos 20 ¢ 30 dias para que el proceso
de autocatdlisis finalice %. En resumen, en
la autocatdlisis, el citrato sddico prepara
a la protrombina por um proceso de
disociacidon molecular, para que el en-
zima especifico de la reaccion, la trom-
bina pueda activarla, generando una nue-
va molécula de trombina, que a su vez
activa el proceso (fig. 1)
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Fig. 1.—Autocatalisis de la Prolrombina
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ACTIVACION PROTEOLITICA DE LA PROTROM-
BINA. Junto a la activacion anidnica o
autocatalitica y 1a bioldgica o coautocatali-
autocatalitica, existe también una activa-
cidn proteolitica de la molécula de
protrombina. Dicha activacidn puede
ser llevada a cabo por enzimas muy
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variados, como son la papaina, proteasa
de amplio espectro, que produce una mar-
cada hidrolisis de la protrombina sin que
¢ésta sufra apenas alteracion alguna en sus
propiedades bioldgicas, ya que los frag-
mentos polipeptidicos obtenidos tras la
activacidn se pueden transformar en trom-
bina cuando se dan las condiciones ne-
cesarias para ello 17 Un efecto pare-
cido se consigue trus la activacién con
tripsina, habiéndose demostrado que bajo
las debidas condiciones se generan trom-
bina # *' o autoprotrombina C3¢ como
productos de dicha activacidn 24 En
cambio, cuando se usa quimotripsina, la
actividad bioldgica de la protrombina
desaparece de forma paralela a la activa-
cidén, lo que hace pensar que aquel enzi-
ma destruye los grupos actives de la mo-
lécula protrombinica 17, También la plas-
mina tiene una accién enzimatica similar
a la de la tripsina ®, generdndose trom-
bina tras la activacidn ™, accidn que igual-
mente desarrollan la catepsina C¥#,
ciertos enzimas procoagulantes contenidos
en la orina'? y algunos venenos de ser-
piente 36,

COAUTOCATALISIS DE LA PROTROMBINA.
El proceso de autocatdlisis protrombini-
ca, anteriormente estudiado, es un pro-
ceso de activacidn experimental y por
tanto diferente de [a normal activacion
bioldgica. La reaccién de activacidn de la
protrombina es acelerada in vive por una
serie de factores con actividad procoagu-
lante, Estos factores pueden tener su ori-
gen en la propia molécula protrombinica,
constituyendo el grupo de los derivados
protrombinicos, o bien existir como facto-
res plasmdticos independientes antes de
que comience el proceso hemocoagulati-
vo. A éstos dltimos se les denomina co-
autocatalizadores.

Pues bien, a la transformacion de la pro-
irombina en trombina en presencia de es-
tos coautocatalizadores se le ha denomi-
nado coautocatdlisis protrombinica,
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DERIVADOS DE LA PROTROMBINA

Al estudiar el proceso de la coautocatdlisis
de la protrombina, vamos primero a abor-
dar el estudio de los factores procoagulan-
tes, para en ung etapa posterior dar una
visién de conjunto, que permita compren-
der mejor el normal desarrollo de la reac-
cidn protrombina-trombina. De estos fac-
tores procoagulantes solamente nos ocu-
paremos del grupo catalogado como de-
rivados protrombinicos, ya que ellos cons-
tituyen el nicleo de la teoria propuesta
por Sezegers y su escuela. Finalmente, de
los factores primitivamente independien-
tes de la protrombina nos referiremos al
factor V, pues el mismo es sustancial
para la total comprznsidn del proceso fi-
sioldgico hemocoagulativo.

Vof. 1X

DERIVADOS PROTROMBINICOS INTERMEDHOS,
Las primeras experiencias que levaron a
fa identificacidn de un derivado protrom-
binico tuvieron conto base la observacion
experimental de que, bajo diversas cir-
cunstancias, la protrombina se puede
transformar en un derivado, que por pre-
sentar propiedades quimicas y biologicas
caracteristicas, tiene identidad propia y
distinta de su molécula protrombinica de
origen. BEste derivado puede generarse
por diferentes caminos, de los cuales el
primeramente descrito tenja como funda-
mente la activacidn de la protrombina
con trombina %, lo cual venia corrobora-
do porque elimimando la trombina del
medio de incubacidn, destruyéndola con
anfilrombina H1'%, se dificultaba la ac-
tivacidn protrombinica, lo que parecia

DERIVADOS AUTOPROTROMBINA 1
INTERMEDIOS | AUTOPROTROMBINA 11
DERADOS DE LA AUTOPROTROMBINA 11-A
PROTROMBIN A
TROMBINA E
DERIVADOS | reoMBINA C
FINALES AUTOPROTROMBINA €
AUTOPROTROMBINA 111

Figura 2.—Derivados de laz Protrombina

Los derivados protrombinicos pueden cla-
sificarse en dos grupos (fig. 2), uno for-
mado por aquellos productos que apare-
cen en el medio de incubacidn antes de
que la trombina sea generada, y cuya
funcidn consiste en catalizar o inhibir la
formacidn de la propia trombina, denomi-
nados derivados intermedios, y otro cons-
tituidos por los productos finales de Ia
reaccién e integrado por la trombina y fas
autoprotrombinas 1i y C.

En primer lugar vamos a estudiar el pri-
mero de aquellos grupos formado por las
autoprotrombinas I-11 y I1-A.

confirmar ¢l papel egjercido por la tront-
bina en la activacidn de su zimdgeno.
Aungue dicha activacion no pudo ser de-
mostrada por Ferguson ® y sdéle parcial-
mente por Owren ™, es verdad gue este
tipo de fendmeno no constituye un caso
aisiado dentro de la enzimologia, pues
es sabido que la ftripsina puede ac-
tivar  al tripsindgeno, iransformdndolo
en un derivado inactivo®, proceso,
como se ve. similar al que tiene lugar en-
tre protrombina y trombina, También se
puede obtener un derivado protrombini-
co desecando una solucion acuosa de
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protrombina altamente purificada y de-
jdndola en congelacidn; al cabo de cua-
tro meses, se comprueba que aproximada-
mente ¢l 50 % de la protrombina ha per-
dido sus caracteristicas propias, y se ha
transformado en un derivado protrombi-
nico diferente ©'. Igualmente por incuba-
cion de la protrombina con citrato sédi-
co al 259, como ya vimos al estudiar
¢l proceso de autocatdlisis, se consigue
idéntica transformacién, pudiéndose asi-
mismo activar el proceso afiadiendo al
medio de incubacidn pequefias cantidades
de 3, 4, 4-triamino-difenil-sulfona como
catalizador de la reaccidn ® . De la
misma manera, conservando una solucién
acuosa de protrombina a —10° C, sufre un
proceso dz activacion perdiendo sus pro-
piedades bioldgicas caracteristicas. a la
vez que, paralelamente se va generando
en el medio de experimentacién un de-
rivado protrombinico fdcilmente recono-
cible, como mds abajo veremos, por sus
propiedades bien diferentes a las de Ia
molécula protrombinica de la que proce-
de 2,

Hemos visto por tanto que a partir de la

FUNCION DE LA TROTOMBINA Y DERIVADCS PROTOMBINICOS 163

capacidad para acelerar la reaccién pro-
trombina-trombina . Dicha  actividad
proccagulanie va apareciendo durante la
génesis del derivado protrombinico, para-
lelamente a la desaparicion de la activi-
dad protrombinica del medio de incuba-
cion @ y desapareciendo a su vez también
de una forma paralela a medida que se
va generando la trombina %2, Electrofo-
réticamente presenta menor velocidad mi-
gratoria que la protrombina 1%, siendo
ésta la tinica diferencia fisica encontrada
con respecto a su molécula de origen,

El que este derivado protrombinico se
genere directamente a partir de la pro-
trombina, y que asimismo sea capaz de
transformarse en trombina, tras su sola
incubacidén con citrato sddico al 25 9,
demuestra de forma fehaciente su origen
protrombinico, asi como el mismo origen
para la trombina.

A la luz de los anteriores hechos se pue-
de establecer un primer esquema [2] de
la reaccidon protrombina-trombina, que,
aunque ya descrito por Seegers y McClau-
ghry en 194910 practicamente sigue, en
su esencia, inmodificado 5,

PROTROMBINA (sensible al Ca **, AcG vy tromboplasting) ———» DERI-
VADO I (insensible y procoagulanle) ————— DERIVADO 1I {sensible y pro-
coagulante) ————-» TROMBINA Y OTROS PRODUCTOS.

[2]

protrombina, y por cuatro diferentes vias
de activacidn, se puede generar un deri-
vado protrombinico, que presenta como
caracteristicas bioldgicas propias el no ser
afectado por los activadores normales de
la protrombina {AcG, tromboplastina ti-
sular y Ca T+ 1%) y como consecuencia
de esto no transformable en trombina 19,
aunque, en cambio, dicha transformacidn
se lleva a cabo normalmente cuando el
derivado protrombinico se incuba con ci-
trato sddico al 25 %, y se deja en estas
condiciones a temperatura ambiente 61
Presenta asimismo una marcada actividad
procoagulante que se manifiesta por su

6

Este concepto de formacion espontdnea o
autocatalitica del derivado protrombinico
es ampliado més tarde cuando se demues-
tra una aceleracion de su génesis tras la
adicidn a la mezcla generatriz del factor
plaquetar 11 y calcio i6nico 12, asf como
pequedias cantidades de AcG. El produc-
to obtenido presentaba muy parecidas
propiedades fisicas al-conseguido tras la
transformacion espontdnea o aufocataliti-

ca de la protrombina pero tenia propie-

dades bioldgicas diferentes, por ko que se
le atribuyé una personalidad propia. Por
otra parte,” el que otros factores intervi-
nieran en su génesis hizo pensar que el
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derivado protrombinico no era inicamen-
te una variante en las estructuras secun-
darias v terciarias de la motécula de pro-
trombina, sino que realmente constituia
un nuevo factor hemocoagulativo al que
se denomind autoprotrombina 192,

De esta forma, a la vez que se aclara
ia génesis de la autoprotrombina se apor-
tan nuevas fuces para la mejor compren-
sion de su posterior actuacidn bioldgica,
comprobandos: que, para que la misma
desarrolle normalmente su actividad pro-
coagulante, se necesita que en el medio
de incubacién existan tanto lromboplas-
tina tisular como AcG sérica [3].

Vol IX

siendo la primera de ellas parcialmente
soluble, expresidn clara de su disociacién
molecular, ¢ insoluble en cambio la se-
gunda 5. Sobre la base de esta desigual
solubilidad, se pudo llegar a la identifica-
cién de dos derivados protrombinicos dis-
tintos que diferfan tanto en su génesis
como en su funcidn ¥, v que fueron deno-
minados autoprotrombinas 1 y II.

La autoprotrombina I necesita para su
génesis de la presencia del factor plaque-
tar IIT y del calcio idnico en el medio de
expzrimentacion, siendo acelerado el pro-
czeo si se afaden pequefias cantidades de
AcG sérica'® 7, asi como posterior-
mente debe actuar conjuntamente con

AcGi —- Sérica

Cat+
Tromboplastina
PROTROMBINA TROMBINA {3]
' AUTOPROTROMBINA 1
Ca++

; Factor Plaquetar III J

\ AcG-sérica

Se han descrito dos caminos de obtencidn
de la autopretrombina, uno autocatalitico,
por conservacidn ¢ incubacién de la pro-
trombina con citrato sédico al 25 %, y
otro en el que la reaccidn es activada con
factor plaquetar III. Aunque en aparien-
cia - estas dos autoprotrombinas parecian
idénticas, tanto en su funcién como en su
origen, tenfan sin embargo, distinta solu-
bilidad en 4cido tricloroacético al 7 %,

Cat+

la tromboplastina tisular para des-
arrollar su funcién procoagulante 7 102
[3]. La autoprotrombina II se genera in-
cubando la protrombina con trombina %
y para que desarrclle su funcién debe de
actuar conjuntamente con el factor pla-
quetar III, accidn que debe ser comple-
mentada afiadiendo al medio de experi-
mentacién pequeflas cantidades de AcG
sérica ™ [4].

Factor plagquectar 111

AcG-sérica

PROTROMBINA

— TROMBINA [4]

AUTOPROTROMBINA II

AcG-sérica
Trombina

T
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Paralelamente a las experiencias que lle-
varon a la identificacién de ambas auto-
protrombinas, se habia descrito un nue-
va factor hemocoapulativo, que teniendo
propiedadas aceleradoras de la reaccién
protrombina-trombina, necesitaba para
desarrollarlas actuar conjuntamente con
los fosfolipidos plaguetares, razén por la
que se denomingd cofactor plaguetar 114,
Posteriormente dicho factor fue identifi-
cado con la autoprotrombina 117,

En resumen, por tanto, se tiene que a
partir de la protrombina se obtienen dos
derivados  distintos, las autoprotrombi-~
nas 1 y I Ambas presentan propiedades
comunes, como son ¢l mismo origen. ser
inertes a los activadores normales de la
profrombina, tener actividad procoagulan-
fe y, finalmente, capacidad para ser trans-
formados en trombina con sélo incubar-
los en citrato sddico al 259, y dejarlos
a temperatura ambiente durante varios
dias, y cuyas diferencias estriban en los
distintos activadores necesarios para su
geénesis y en los coactivadores, asimismo
diferentes, indispensables para su poste-
rior actuacidn,

A, AuTOoPROTROMBINA 1. Como anterior-
mente hemos visto la autoprotrombina 1
es un derivado protrombinico, que una
vez generado presenta una marcada actis
vidad  procoagulante, favoreciendo la
transformacién - de la protrombina en
trombina. Dicho factor puede identificar-
se, como mds abajo veremos, como el
factor VII de la nomenclatura cldsica 12,

Origen.  El que la autoprotrombina I se
origine a partir de la protrombina parece
probable 12, siendo varios los procedi-
mientos de génesis, y estando éstos con-
dicionados a las distintas sustancias pro-
coagulantes que intervienen en la reac-
cidn.

I. El camino de génesis habitual, es el
ya referido de activaciéon de la protrom-
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bina, en prasencia de calcio iénjco, fac-
tor plaguetar IIT y AcG sérica, an 2l
que éste ultimo factor participa tnica-
mente como acelerador del proceso,

2. Como se sabe, la actividad procoagu-
lante del factor plagquetar IIT [5] depen-
de de su contenide lipoproteico 120, . 5e,
por lo que cabe esperar que otras lipopro-
teinas presentes en el medio sanguineo
puedan desemperiar el mismo papel que
aquel factor plaquetar en la formacidén
de la autoprotrombina 1. Asimismo es co-
nocida la compesicidn lipoproteica de la
tromboplastina  tisufar 17:1% 2, pudiendo
por ello ésta suplir a las plaquetas en la
génesis de la autoprotrombina 12, Para
que la reaccion se lHeve a cabo no se ne-
cesita la presencia de AcG en el medio
de incubacidn [5].

3. Como nids abajo estudiaremos uno de
los productos finales de la activacién de
la protrombina es la autoprotrombi-
na € Dicha sustancis jeega un papel
acelerante en la reaccién protrombina-
trombina, activando la génesis de esta ul-
tima. Pues bien, incubando en un medio
experimental protrombina y autoprotrom-
bina C se obtiene autoprotrombina T 105

[5].

4. Un dltimo procedimiento de obten-
cion, también experimental, counsiste en
activar con trombina una melécula de
pretrombina que previamente ha sido so-
metida a cromatografia con dietil-amino-
celulosa o con IRC-505. Cuando la pro-
trombina es cromatografiada, sufre va-
rizciones en su estructura quimica, cam-
biando con ello algunas de sus propieda-
des bioldgicas, y dando tras su activacidén
con trombina productos distintos a los
que genera habitualmente, ya que en cir-
cunstancias normales produce autopro-
trombina Il y tras Ia cromatoprafia el
producto obtenido es la autoprotrombi-
na 1% [5].
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Cat+
AcG-sérica
Factor plaguetar III
Ca++ :
Tromboplastina tisular +
PROTROMBINA — AUTOPROTROMBINA I [53

Autoprotrombina C

1

Trombina
Cromatografiada.

Ahora bien, el origen protrombinico de
la autoprotrombina I no es admitido por
todos los autores, y, asf, 1as teorias cldsi-
cas de coagulacidn sustentan la inde-
Jpendencia de origen del factor VII
con respecto a la protrombina, Los
defensores del origen protrombinico de
la autoprotrombina I propugnan la te-
sis de que la autoprotrombina presente
en el plasma, que al parecer es un factor
hemocoagulativo independiente de la pro-
trombina, tanto en su origen como en su
funcidn, habria sido generada a partir de
la protrombina circulante en el proceso
continue de coagulacién y anticoagula-
cién que normalmente se estd desarrollan-
do en nuestro organismo. Debido a la
continuidad de dicho proceso hemocoagu-
lativo es diffcil fijar el momento en que

Cat+

TROMBINA «—+———
Cq++

Tromboplasiina Tisular
Ach - serica

r— AUTOPROTROMBINA 1

Factor Plaquetas
Ach-serica

PROTROMBINA <

la autoprotrombina I es liberada, y si
en realidad ésta tiene un origen protrom-
binico.

Pero, sin duda, las mds interesantes ex-
perienctas en defensa del origen protrom-
binico de la autoprotrombina I son las
realizadas por Aljkaersig y Seegers® ba-
sadas en una idea original de Lasch y
Roka. Estos autores* * incubando mi-
tocondrias hepdticas y factor VII en un
medio bien oxigenado y a un pH de 7.9,
demuestran la formacion en el misnmio de
actividad protrombinica. Sustituyendo el
factor VII por autoprotrombina 1° se des-
arrolla el mismo tipo de actividad, la cual
puede ser atribuida a la aparicién de pro-
trombina en el medio de incubacion (fi-
gura 3).

Mitocondrias
Hepdticas
Oxigeno

Figura 3.—Sfntesis hepsdtica de la Protrombina a partir de la Autoprotrombina. !
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El haber sido demostrado, por otra parte,
que en el suero existe autoprotrombi-
na 1% viene a corroborar la teoria de la
formacion y utilizacién continua de la
autoprotrombina, proceso que por otra
parte seria el regulador de la cantidad
que de la misma existe en sangre perifé.
rica 8.

Propiedades  fisico-quimicas.  Teniendo
como base la purificacién parcial que de
la autoprotrombina I se ha conseguido %,
se han podido estudiar algunas de sus
propiedades fisico-quimicas, lo que ha
contribuido marcadamente al mejor cono-
cimiento de este derivado protrombinico.
Su estructera quimica es proteica, tenien-
do valina, glicina o alanina como ami-
nodcidos terminales, dependiendo ello del
proceso de activacidn seguido para su ob-
tencion. Parece ser que tiene mas grupos-
COOH libres que la protrombina, ya que
durante su génesis el pH del medio de in-
cubacidn va disminuyendo progresiva-
mente. Su constante de centrifugacidn en

Catt
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amonico, que ia que se obtiene activan-
do la prorombina con autoprotrombina
C 5 Agimisnto ésta Ultima es m&s sen-
sible al calor y a los estados de acidez y
alcalinidad. Todo ello hace pensar Que
sus grupos activos, con funcién acelera-
dora, son los mismos en ambas autopro-
trombinas I, siendo en cambio algo dife-
rente el reste de la molécula, lo que por
otra parte no es un heche infrecuente en
enzimologia, en donde un enzima puede
ser reducido a varios tamafios molecula-
res, conservando en todos ellos su propia
funcion bioldgica, pero pudiendo modifi-
car alguna de sus propiedades fisico-qui-
micas.

Accidn. La autoprotrombina I es un
factor procoagulante que acelera Ia trans-
formacion de la protrombina en trombi-
na %30 Para desarrollar su actividad
necesita actuar en presencia de trombo-
plastina tisular, Cat+, y AcG-sérica [6],
siendo los productoes finales de 1a reaccién
trombina y autoprotrombina C 104

Tromboplastina tisular

AcG-sérica

Autoprotrombina 1

PROTROMBINA ——

la ultracentrifuga es de 3.8 unidades Sved-
berg. Es bastante estable a !a conserva-
cién, siendo la desecacién y congelacion
a un pH de 8.0 las condiciones ideales
para conseguirlo. Precipita con sulfato
amonico al 70 9%. La actividad procoagu-
lante se desarrolla de forma idénea a un
pH de 9.7, disminuyendo aquélla cuando
el medio de experimentacidn se acidifica,
Los iones calcio inhiben su accidén bio-
Iégica. Estd contenida en el suero % Fi-
nalmente un hecho curioso lo constitu-
ye su desigual solubilidad en sulfato amo-
nico, ya que la autoprotrombina I obte-
nida con una mezcela generatriz formada
por Cat+, AcG y factor plaquetar IiI
es mds soluble en solucién de sulfato

TROMBINA + AUTO-
PROTROMBINA C [6]

Cuando los extractos tisulares y la AcG-
sérica se encuentran poco concentrados,
pueden ser sustituidos afiadiendo mayor
cantidad de autoprotrombina I, la cual
potencia la reaccién hasta que ésta se
desarrolla segtin su habitual cinética,

Relacion entre autoprotrombina Iy fac-
tor VII. A partir de 1948 fueron descri-
tas una serie de sustancias (factor esta-
ble , SPAC?3 co-tromboplasting **, con-
vert.na 77y factor VII*), con actividad
acelerante en la génesis de la trombina.
Todas ellas presentaban muy parecidas
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas,
por lo que fueron agrupadas bajo la co-
mun denominacién de factor VI, El
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factor VII presenta asimismo propieda-
des bioldgicas y fisicas muy similares a
las de la autoprotrombina I, por lo que
s¢ ha pensado que ambas denominacio-
nes corresponden al mismo factor hemo-
coagulativo 1% 1 ya que incluso esta dl-
tima corrige «in vitro» el defecto de un
plasma carsnte dz factor VI3,

En relacién con el factor VII existe la
teoria de que se halla en el plasma en for-
ma de un precursor inactive, proconver-
tina, que durante el proceso de coagula-
cién se transforma en un factor activo,
convertina 77 que acelera la tromboplasti-
nogénesis extrinseca [7].

Segin la teoria que nos ocupa, la pro-
convertina puede ser eliminada de la nu-
merosa lista de los factores de la coagu-
lacién, ya que sin duda ésta altima es
equiparable a la protrombina que, como
se sabe, puede activarse genetrando auto-
protrombina 11 [8],

Fol. IV

na, por lo que se fe denomind cotactor
plaguatar 113,

Junto a esta caracteristica de co-factor de
fas plaquetas, tiens otra peculiaridad
y es su origen protrombinico: de
aqui que pueda ser encuadrado en el gru-
po de las autoprotrombinas, ¥ que crono-
légicamente Je corresponda scr la auto-
protrombing i, estando por tanto en su
origen y en su funcion basada la duali-
dad nomingl de este factor plasmdtico,
que por otra parte corresponde asimismo
al factor IX de la nomenclatura cldsica.

Origen. 1. Al igual que ocurre con la
autoprotrombina I, la autoprotrombina 11
pueds generarse por diferentes caminos.
El principal de ellos tiene como funda-
mento la activacion directa de la protrom-
bina con trombina a un pH de 8219,
dédndose las condiciones idealss para esta
activacion cuando 2.000 unidades de pro-

PROCCNVERTINA — FACTOR VII (7]
PROTROMBINA —» AUTOPROTROMBINA 1 8]

B. AutoprotrOMBINA II.  Uno de los
derivados protrombinicos que nos ocupan,
para desarrollar su actividad procoagu-
lante, necesita actuar en presencia de pla-
quetas, por lo que se supuso que funcio-
naria dnicamente potenciando la accidn
plaquetar, ¥ que no tendria una mision
propia en la activacién de la protrombi-

Trombina

| ACG.
Trombina

trombina se activan con 40 unidades de
trombina®!. La reaccidn se acelera ada-
diendo pequefias canlidades de AcG-sé-
rica al medio de experimentacidn 0% 97,
no necesitando calcio para desairollarse
normalmente ', pudiendo por otra parts
pequefias cantidades de este jon inhibir el
procese - ¥ [9],

Tromboplastina tisular l

PROTROMBINA ————-—-——— AUTOPROTROMBINA [] '[gz

AcG
Lipidos

Factor plaquetar 111
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2. Ya hemos referido anteriormente gue
determinadas sustancias lipoproteicas de
nuestro organismo pueden ejercer en la
reaccidon protrombina-trombina un efecto
acelerador maunifizsto, De ellas son funda-
mentalmente ftres las que tienen interés
biolégico. Dos contenidas en pulmones y
cerebro, y denominadas tromboplastinas,
y la tercera —el factor plaquetar 1H—
presenta en el estroma de los trombocitos,
Incubando protrombina purificada con
tromboplastina tisular, en presencia de
iones calcio, se genera autoprotrombina I;
pero si el calcio idnico se suprime de la
reaccién, se obtiene autoprotrombina
17 eo. 119 [9] ’

Al igual que con la tromboplastina tisu-
lar, la reaccidn se desarrolla normalmen-
te sustituyendo ésta por el factor plaque-
tar T [9].

3. Asimismo sc genera autoprotrombi-
na IT cuando actda Unicamente el compo-
nente lipoideo de la lipoproteina, aungue
en este caso hay que sustituir o mejor
compensar ¢} efecto acelerante de la par-
te proteica, adicionando al medio peque-
flas cantidades de AcG®™. Al igual que
ocurre en la activacidn trombinica,
el calcio idnico, afiadido al medio de ex-
perimentacion, detiene el proceso 8 [9].

AUTOPROTROMBINA 11

Activacion

Blologica

PROTROMBINA

TROMBINA 4
Ca++
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Parece pues como si ¢l ion calcio gjerciera
una funcién directriz en la reaccién, orien-
tdndola en el sentido conveniente y gene-
rando de esta forma autoprotrombina I o
II, segdn Jlas necesidades de! momento.

Lo anteriormente expuesto induce a pen-
sar que la autoprotrombina II tiene un
origen protrombinico, ya que se genera
incubando protrombina y trombina muy
puriticadas en un medio de experimenta-
cién aislado, lo cual también se corrobo-
ra observando el equilibrio existente en-
tre ambos factores en el medio de expe-
rimentacion, ya gue cuando la actividad
protronibinica decrece, aumenta paralela-
mente la actividad biologica de la auto-
protrombina IT#, asi como también por
su composicidn quimica, ya que todos los
aminoacidos de la trombina estdn conte-
nidos en la autoprotrombina 11, y todos
los de ésta ultima se hallan presentes en
la molécula protrombinica %.

E} origen protrombinico de la autopro-
trombina Il no excluye, por otra parte,
el camino inverso en la reaccién protrom-
bina-autoprotrombina 1I, es decir, que la
génesis hepética de la protrombina, pue-
da tenzr su base en la propia autopro-
trombina T, utilizdndose asi este me-
tabolito protrombinico como material

Sintesis
Hepatica

Tfomboplastinc tisular

Acb-Serica

Ll

- Pghra 4.—Sintssis hepdtica de la Protrombina a pariir de la Autoprotrombina 110~ °
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bdsico para la sintesis hepdtica de
la protrombina ® (fig. 4}, al igual gque
ocurria con la autoprotrombina 1.

Propiedades fisico-quimicas. La autopro-
trombina 11 es una glicoproteina que
contiene, aproximadamente, un [9 9% de
hidratos de carbono #, Su estructura pro-

Catt
AcG

Vol 1X

trombina Il necesita actuar conjuntamen-
te con calcio idnico, factor plaguetar 111
y AcG, En tales condiciones genera trom-
bina, Recientemente se ha comprobado
que, junto a la trombina, aparece tam-
b’én un resto proteico distinto de la au-
toprotrombina C, al gue se ha denomina-
do autoprotrombina 11T 105 too. 2 114}

Factor plaquetar 111
Autoprotrombina 1

PROTROMBINA + — o —  —-

teica estd integrada por I8 diferentes ami.
nedcidos # siendo su aminodcido N-ter-
minal mds frecuente la prolina®, aun-
gue también pueden serlo fa glicina y el
ac, aspdrtico, siendo en cambio el ami-
no dcido C-terminal la tirosina *. Su peso
maolecular calculado por medios fisicos es
aproximadamente de 49.400% o 49.900 %
y por medios quinticos, andlisis de ami-
nedcidos, de 57.000%, Su tamafio mo-

lecular oscila alrededor de los 35 /i de

didmetro y 93 A de longitud, presantan-
do por tanto una forma oblonga. Preci-
pita con sulfato amdnico al 50 % 511,
Su constante de sedimentacién a la ul-
tracentrifuga es de 4.33 uv.u. Svedberg =
Su coeficiente de difusidn es de 7.45 por
107 ems.? por segundo 2.

Tiene un volumen especifico parcial de
0,708 ml por gr* y una vizcosidad de
0.042 ml por gr®. Se encuentra presen-
te en el suero después de la coagula-
cidn ¥, Su actividad bioldgica se conserva
en congelacidn, aproximadaments duran-
te cuatro mezes, Pueds ser eliminado del
plasma udscrbizndo éste con  bantoni-
ta 119, asi como destruir su actividad bio-
logica ag.tdndolo con éter ',

Accidn.  Como la autoprotrombina 1 tie-
ne una marcada actividad precoagulan-
te. Para ejercer su accidn, la autopro-

— TROMBINA + AUTO.

PROTROMBINA TII {10}
Relacion  entre  autoprofrombing Iy
factor 1X., En 1952 fue descrito un nue-
vo trastorno de la coagulacién' que se
debia a la falta de un factor plasmadtico,
y que clinicamente cursaba con un cua-
dro de hemofilia cldsica. Poco mds tar-
de Biggs y col.? describfan la enferme-
dad de Christmas, como otro sindrome
hemofilico con caracteristicas clinicas
muy similares al anterior y que posterior-
mente fue identificado con aquél, habién-
dose podido demostrar que ambos tras-
tornos son producidos por la falta de un
factor plasmatico, el factor 1X.

Por sus propiedades fisicoquimicas, asi
como por el cuadro clinico que ocasiona
su ausencia, dicho factor puede ser iden-
tificado con la autoprotrombina I, lo
que asimismo se apoya en e} hecho expe-
rimental de que ésta corrige el defecto
hemocoagulative de un plasma hemofi-
lico B,

En 1a teoria cldsica de la coagulacidn, el
factor IX se genera a partir de un pre-
cursor inertz hasta convertirse en un en-
zimy activo [11], s'guiendo la atrayente
teorfa de la wcascada enzimdtica» (figu-
ta 5) propuesta por MacFarlane y apo-
yada por otros autores 272, Para Seegers
y col., el precursor inactivo del factor IX
es la propia protrombina, realizéndose el
precesc do activacion de forma parecida
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X1l ——X1la

X[ ——Xla

i

IX—— IXa
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Vil e Yllla

}

X meem— Xy
L £
1] =———— 1la(frombina}

Figura 5.—Fsquema de la Coagulacién
sanguinea (sistema intrinsecc), segun
la hipdtesis de la cascada enzimdtica
propuesta por MacFarlane

a como se vio para el factor VI1I [12], pu-
diéndose por tanto eliminar el factor 1X
inactivo de la ya numerosa lista de fac-
tores de coagulacion,

FACTOR IX INACTIVO ——

PROTROMBINA — - e

C.  AUTOPROTROMBINA {I-A. Junto a los
derivados protrombinicos con actividad
procoagulante, se forma otro cuya carac-
teristica principal es la de inhibir la ac-
tividad bioldgica de la protrombina 116, A
gsta autoprotrombina con poder anticoa-
gulante se la ha denominado autopro-
trombina II-A %, y es diferente del inhi-
bidor encontrado por Seegers y Landabu-
ru® en el plasma y en el suero, que ac-
tia neutralizando la transformacion de ia
pfotrombina en trombina, cuando aqueta
se diluye encitrato sédico al 25 %, ya que
la autoprotrombina II-A no se encuen-
tra en ¢l suero, seguramente porgue se
ha neutralizado durante la coagulacién
al reaccionar con el cofactor plaguetar
I 119.

Origen. Cuando se activa la protrombi-
na con trombina se genera autoprotrom-
bina 15 Ahora bien, si en una etapa
posterior el producto resultante quiere ser

>

] ———— Ia(Fibrina)

purificado, por medio de precipitacién sa-
lina, usando sulfato amdnico al 50 %,
antes de que aparezca la actividad pre-
coagulante, se obtiene un precipitado con

—— FACTOR 1X ACTIVO
AUTOPROTROMBINA 11

[11]
[12]

manifiestus propiedades inhibidoras de la
reaccidon protrombina-trombina 3, Dicha
actividad inhibidora abarca no s6lg a la
reaccidén protrombina-trombina en su for-
ma mas general, sino también a la auto-
protrombina 1I en particular, cuando am-
bas sustancias se incuban juntas y la
reaccidn se activa con los precoagulantes
adecuados ™.

2. Asimismo se obtiene autoprotrombi-
na II-A cuando se ponen los medios ade-
cuados para la génesis de la autoprotrom-
bina 1I, pero usando protrombing humana
como sustrato de la reaccidn; en estas
circunstancias anies de que aparezca la
actividad procoagulante en el medio d=
incubacidn, puede ser detectada una ob-
jetiva actividad anticoagulante, corres-
pondiecnte a la aparicion en el mismo de
la autoprotrombina IT-A 2,

3. lgualmente cuando wuna solucidn
acuosa de autoprotrombina Il se lleva a
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un pH de 5.4 se obtiene un precipitado
proteico. En el mismo existen dos frac-
ciones diferentes, una que tiene argini-
na % como aminodcido N-terminal v en
la que el C-terminal es tirosina, fraccidn
que por otra parte presenta propiedades
aceleradoras de la reaccidon protrombina-
trombina, y por otra que tiene como ami-
nodcido N-terminal la prolina siendo el
C-terminal distinto al de la autoprotrom-
bina II, pero todavia no bien indentifica-
do. Dicha fraccién presenta propiedades
inhibidoras en la activacidén de la pro-
trombina ', De lo que puede deducirse
qgue a partir de la primitiva molécula de
autoprotrombina 1I, tras su precipitacién
selectiva, se obtienen dos fracciones con
actividad biolégica diferente, una precoa-
gulante, la autoprotrombina i, y otra an-
ticoagulante, la autoprotrombina I1I-A
{tig. 6).

Vol 1X

FPropiedades fisicoguimicas, Como ante-
riormante ya se ha referido. la autopro-
trombina 1I-A es una proteina que tiene
prolina como aminodcido N-terminal 5 %,
estando todavia el C-terminal sin identi-
ficar  Usando Amberlite IRCH bajo
las debidas condiciones de experimenta-
cidn, la autoprotrombina II-A se adsorbe
tacilmente %, lo cual se ha utilizado para
su aislamiento y purificacién, Es bastan-
te establz al calor 5, y tiene un punto iso-
eléctrico de 5,6 %,

Accidn. Como veremos mds abajo, la
accidn del cofactor plaquetar T dentro del
sistema intrinseco parece se ejerce por-
que adsorbe sobre su superficie a un inhi-
bidor plasmético que se halla en circula-
cidn. Dicho inhibidor se ha identificado
como la autoprotrombina 1i-A, siendo su
receptor y neutralizante por tanto el co-

Frolina - N | AUTOPROTROMBINA it | C- Tirosina

Jdcidiﬂmuon

Proline ~N | Autoprotrombina 11-A [ C- no determinado *+ Arginina - N | Autoprotiombing If | C-Tiresing

{inhibidor}

(Acelerador)

Figura 6.—Formacion de la Autopretrombina I} — A parlir en la Autoprotrombina 11

4. Asimismo cuando antoprotrombina II
de origen bovino se conserva desecada y
congelada, se genera cierta actividad an-
ticoagulante a la vez que disminuye la
actividad precoagulante que en principio
existia, Dicha actividad anticoagulante se
debe a la aparicion en el medio de expe-
rimentacién de autoprotrombina I1[-A %,
Usando plasma humano, en ¢l misma
tipo de experiencia, no se genera auto-
protrombina II-A, lo que hace pensar
que existen diferencias de especie todavia
no bien determinadas %.

factor plaquetar 1%, De esta reaccion de
neutralizacién depende el que dicho fac-
tor desaparezca tras la coagulacidn y que
por tanto no estd contenido en el sue-
o' Un exceso de este anticoagulante
circulante o un defecto de su inhibidor,
provocaria un desequilibrio hacia la hi-
roccagulabilidad sangainea, danda un sin-
drome hemorragico equiparable a la he-.
mofolia A cldsica *. '

* En el proximo nimero de esta Revista
aparccerd la H parte de este trabajo.
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