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FIZIOLOGIA COAGULARII - DESPRE MODELUL CELULAR (I)
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PHYSIOLOGY OF BLOOD COAGULATION (Abstract): Untill the XIX™ century we knew very little about
coagulation and haemostasis, most of our knowledge being based on observations. The discovery of thrombin,
platelets, fibrinogen and calcium led to one of the most important theories (Paul Moravitz, 1890), which gave a
scientific explanation of the haemostasis, describing the main steps of coagulation. Further on, the discovery of
coagulation factors, of vitamin K, of heparin and of coagulation tests offered the ground for a new theory,
namely the classical theory of the coagulation cascade (MacFarlane RG, 1964). At the end of the XX™ century a
new drug (Novoseven) proved to be efficient in obtaining haemostasis (not only in patients with hemophilia but
also in other bleeding situations). This finding together with some unsolved questions (for example why patients
with deficiency of FXII do not have a tendency to bleed,) drove to a new theory which emphasizes the role of
specific cells in coagulation. According to this theory, there are two types of cells involved: the tissue factor
bearing cells (extravascular) and platelets (intravascular). These cells need to make contact through a
discontinuation of the vessel wall in order to initiate the coagulation process. The reactions take place in three
phases: initiation, amplification and propagation. This is the cell-based theory of coagulation.
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INTRODUCERE

Coagularea sangelui face parte dintr-un sistem complex de reactii hemostatice care
cuprinde factori vasculari, celulari i plasmatici.

La mamifere, cinci proteaze (factorii coagularii VII, IX, X, protrombina si proteina C)
actioneaza impreuna cu alti cinci cofactori (factorul tisular, factorul V, VIII, trombomodulina
si proteina S) pentru a controla generarea fibrinei in cadrul hemostazei fiziologice. Aceasta
este compusd din patru domenii functionale, interdependente: coagularea, anticoagularea,
fibrinoliza si antifibrinoliza (Fig. 1) . In momentul activarii sistemului coagularii, in cadrul
acestor patru domenii sunt initiate o serie de procese: domeniile coagulant §i anticoagulant
sunt In competitic Tn ceea ce priveste formarea cheagului, iar domeniile fibrinolitic si
antifibrinolitic sunt In competitie in ceea ce priveste indepartarea cheagului.

ISTORIC

In 1730 Jean-Louis Petit, chirurg, recunoaste ci dupd amputatia unui membru, un rol
important in oprirea sangerarii il are coagularea [1]. In 1830 Andrew Buchanan, descoperi
trombina, purificata apoi, de Alexander Schmidt [2].

In 1840 sunt descoperite plachetele, rolul lor in coagulare fiind afirmat de catre Max
Schultze [2]. Fibrinogenul a fost purificat in 1875 de Hammarsten [1]. Implicarea calciului in
coagulare a fost identificata de Arthus, in 1890 [1].

Paul Morawitz, iIn 1904, a emis ipoteza ca procesul coagularii se desfasoara in doua
etape: intr-o prima faza protrombina este transformatd in trombind prin interventia
trombokinazei (tromboplastinei) si in prezenta calciului, In timp ce In a doua faza, trombina
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scindeaza fibrinogenul in fibrina (necesara formarii cheagului), pentru aceasta reactie nefiind
necesara prezenta calciului [3].

Ulterior Brinkhous et al [4] defineste doua tipuri de tromboplastine (denumire
genericad pentru substantele care transformd protrombina in trombind): tromboplastina
completd — care determind acelasi timp de coagulare indiferent daca plasma provenea de la o
persoand normald sau de la un hemofilic si tromboplastina incompletd (partiald) — care
determind un timp de coagulare prelungit in plasma hemofilica.

Acest principiu influenteaza si astdzi practica medicala, tromboplastina completa fiind
reprezentatd de elementele care alcatuiesc testul timpului de protrombina (calea extrinseca a
coagularii). Tromboplastina incompleta este reprezentatd de elementele care alcatuiesc testul
timpului de tromboplastind partiala activatd (calea intrinsecd a coagularii).

Y Y

Antifibrinoliza Fibrinoliza

Coagulare Anticoagulare

| I—

Fig. 1 Mecanismele hemostatice normale Taylor, 1999

In secolul XX, o serie de alte evenimente marcheazi cunoasterea proceselor implicate
in coagulare: incep sa fie puse la punct teste care exploreaza coagularea, este descoperita
heparina (William Howell), este descoperitd vitamina K (Henrik Dam), sunt identificati
ceilalti factori ai coaguldrii, iar in 1958 factorii coagularii sunt denumiti folosind numere
romane.

In 1964, MacFarlane RG introduce ipoteza clasici a coagularii — cascada enzimatici a
coagularii, cu cele doua céi (extrinseca si respectiv, intrinsecd) [5].

Acesta a fost punctul culminant al unei perioade de mai bine de 100 de ani de studiu al
factorilor si proceselor implicate in coagulare.

HEMOSTAZA FIZIOLOGICA
Hemostaza fiziologica se desfasoara in patru etape:

- timpul parietal (ansamblul fenomenelor prin care lumenul vasului lezat se micsoreaza,
reducand sau chiar oprind momentan hemoragia [6]);

- timpul trombocitar (formarea trombusului alb trombocitar, ce Inchide mai ferm lumenul
vascular deja contractat [6]);

- timpul plasmatic (ansamblul fenomenelor ce implicd activarea unei succesiuni de reactii
care au ca rezultat transformarea fibrinogenului solubil in fibrinad insolubila in ochiurile
careia se vor fixa elementele celulare, asigurandu-se in acest fel inchiderea de durata a
vasului);

- hemostaza definitiva (in care fibroblastii invadeaza trombusul si prin secretia de colagen
determina inchiderea definitiva a defectului vascular).
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FACTORII IMPLICATI IN COAGULARE
A) Elementele celulare care intervin in coagulare

Plachetele sunt structuri subcelulare care provin din megacariocitele din maduva
osoasi. Intr-un mililitru de sdnge se gasesc intre 150000 si 300000 de plachete avand o durati
medie de viatd de 7 zile. Acestea au, alaturi de monocite, un rol esential in coagulare.

Plachetele intervin in hemostaza la trei niveluri diferite:

In primul rind, ele aderi la colagenul endovascular si intre ele si formeaza in acest fel
o bariera care opreste pierderea de sange.

in al doilea rand, faciliteazd formarea retelei de fibrind la locul leziunii vasculare.
Pentru a-si exercita activitatea procoagulanta, ele trebuie sa fie activate. Pe masurd ce se
realizeaza acest lucru, plachetele expun fosfatidilserind, fenomen necesar pentru declansarea
coagularii si modulat prin mecanisme de transport activ [7-9]. Fosfatidilserina are rolul de a
lega factorul Xa, care va activa coagularea prin stimularea scindarii protrombinei la trombina
[10-11]. Expunerea fosfatidilserinei la suprafata plachetelor este suficientd pentru a conferi
acestora un status procoagulant [7]. Totusi, existd dovezi din ce in ce mai numeroase ca
locusurile specifice de legare de pe plachete moduleaza formarea complexelor coagularii [12-
14]; in sprijinul acestei afirmatii vin si studiile care au evidentiat diferenta dintre activitatea
complexelor 1Xa/VIlla si Xa/Va la suprafata plachetelor provenind de la subiecti diferiti
[15,16-24]. Exista, deci, si alti factori, pe langa fosfatidilserina, necesari pentru generarea
trombocit-dependenta de trombina [25].

Unele din situsurile situate pe plachete care au o afinitate naltd pentru factorii
coagularii nu se incadreaza in definitia clasica a receptorilor, fiind din aceastd cauza numiti
proteine de legare [25]. Plachetele neactivate par sa contind cel putin trei proteine de legare a
trombinei [26-27]. Legarea trombinei si a complexului FVIII/VWT de aceeasi proteind duce,
prin apropierea spatiala a acestora, la activarea FVIII de catre trombina [25,28,29]. Activarea
FXI se realizeaza in acelasi mod [25,30].

FVa se leaga strans de lipide, aceasta fiind responsabild de cea mai mare parte, daca
nu de toata activitatea procoagulanta a FVa pe plachete [31]. FVa actioneaza ca o proteina de
legare a FXa pe plachete [32].

FIXa in absenta FVIIla se leagd de plachete cu o constantd de disociere de 200 de ori
mai mare decat de lipide [33], reactia fiind amplificatd de FVIIIa.

FVIIIa se leaga rapid de plachetele activate sau de microparticulele derivate din
plachete [34,35]. Aceasta legare pare sa fie mediata de proteine [14] dar ar putea exista si un
mecanism de legare a FVIIla de catre fosfatidilserina [36, 37].

Legarea fibrinogenului de plachete este, de asemeni, mediata de proteine si este mai
importantd in cazul plachetelor activate decat in cazul celor neactivate [38]. Aceastd proteina
care leaga fibrinogenul la suprafata plachetelor este o integrina, receptorul glicoproteind
IIb/Illa [40]. Legarea fibrinogenului la acest receptor promoveaza agregarea plachetara
[38,39,40].

In al treilea rdnd, anumiti constituenti ai granulelor plachetare au un efect
vasoconstrictor care promoveaza in continuare hemostaza.

Celulele purtatoare de factor tisular.Factorul tisular (FT) este o glicoproteina
membranari care joacd un rol central in declansarea evenimentelor coagularii. In conditii
normale, celulele care contin factor tisular sunt separate fizic de elementele constitutive ale
sangelui, dar ,,strajuiesc” sistemul circulator [41-43]. Celulele endoteliale integre nu exprima,
asadar, pe suprafata lor, factorul tisular, dar cand acestea sunt stimulate de endotoxina, TNF,
IL-1 1si pot modifica fenotipul Intr-unul procoagulant. Concentratia factorului tisular creste
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progresiv dinspre celulele musculare netede din medie catre fibroblastii din adventice [41-43].
Concentratiile cele mai mari de factor tisular sunt intalnite in celulele miocardice, fibroblastii
de la nivel pulmonar, astrocitele de la nivel cerebral si in placenta (adica locurile unde
hemostaza este esentiald).

Sistemul monocit-macrofag — monocitele circulante au capacitatea de a initia si
accelera cascada coagularii, fiind singura celuld circulanta capabila de a genera o activitate
procoagulantd semnificativa [44].

B) Factorii coagularii si alte substante implicate

- I — fibrinogen — formeaza cheagul de fibrina;

- II — protrombina — forma activa (Ila) activeaza I, V, VII, XIII, proteina C, plachetele

- Factorul tisular — cofactor al VIla;

- Calciu — necesar legarii factorilor de coagulare de fosfolipid;

- V —proaccelerina, factorul labil — cofactor pentru X, cu care formeaza protrombinaza;

- VI — forma activata a V;

- VII — proconvertina, factorul stabil — activeaza X, X;

- VIII — factorul antihemofilic A — cofactor pentru IX, cu care formeaza tenaza;

- IX — factor Christmas, antihemofilic B — formeaza tenaza impreuna cu VIII, activeaza X;

- X — factor Stuart-Prower — formeaza protrombinaza cu V, activeaza II,

- XI — antecedent al tromboplastinei plasmatice, antihemofilic C — activeaza XII, IX si
prekalikreina;

- XII — factor Hageman — activeaza prekalikreina si fibrinoliza;

- XIII — factor stabilizator al fibrinei — formarea legaturilor intre monomerii de fibrina;

- Factor von Willebrand — se leaga de VIII, mediaza adeziunea plachetara;

- Prekallikreina — activeaza XII si Kininogenul cu greutate moleculara mare (HMWK);

- HMWK - activare reciproca cu XII, XI si prekalikreina;

- Fibronectina — mediaza adeziunea celulari;

- Antitrombina III — inhiba Ila, Xa si alte proteaze;

- Heparin cofactor II — inhiba Ila, cofactor pentru heparina si dermatan sulfat (antitrombina
minora);

- Proteina C — inactiveaza Va si Vllla;

- Proteina S — cofactor pentru proteina C activata;

- Proteina Z — mediaza adeziunea trombinei la fosfolipide si stimuleaza degradarea X de
Protein Z-related protease inhibitor (ZPI);

- ZPI — degradeaza X (in prezenta proteinei Z) si XI;

- Plasminogen — este convertit la plasmina, lizeaza fibrina si alte proteine;

- Alfa 2-antiplasmina — inhiba plasmina;

- Activatorul tisular al plasminogenului (tPA) — activeaza plasminogenul;

- Urokinaza — activeaza plasminogenul;

- Inhibitorul activatorului plasminogenului -1 (PAIl) — inactiveazd tPA si urokinaza (PAI
endotelial);

- Inhibitorul activatorului plasminogenului -2 (PAI2) — inactiveazd tPA si urokinaza (PAI
placentar);

- Factorul procoagulant din cancer — activator patologic al X, legat de statusul procoagulant
din cancer
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C) Cascada coagularii

Conform teoriei clasice, coagularea se desfasoara in cascada. Procesele fiziologice pot
parcurge fie calea intrinseca, fie calea extrinseca, ambele cai terminandu-se cu activarea
factorului X (Fig. 2).

Factor tisular

Xl XllaHMmwk

sa  Xla 0 VIla W

Fig. 2 Modelul clasic al coagularii (schema)

Calea extrinseca este initiatd de leziuni ale peretelui vascular si ale tesutului
perivascular. In acest fel, plasma este expusd celulelor extravasculare (care contin factor
tisular). Factorul VII plasmatic se va lega de factorul tisular, activandu-se la FVIla. Acest
complex, in prezenta calciului si a fosfolipidelor, activeaza factorii IX si X la [Xa s1 Xa
[45,46]. Factorii IXa si Xa pot ramane legati de celulele purtdtoare de factor tisular
sau pot difuza si se pot lega la suprafata trombocitelor, care au format deja trombusul alb,
plachetar [47].

Factorul Xa si factorul Va formeaza un complex legat de fosfolipide numit
protrombinaza, care este intens activat pe suprafata plachetara si care, in prezenta calciului,
scindeaza protrombina (factorul II), la trombina (factor Ila). Trombina scindeaza fibrinogenul
(factor I) la fibrind (factor la). Ulterior, factorul XIlla determind formarea legaturilor
covalente intre filamentele de fibrina.

Factorul VIII determind cresterea importantd a vitezei de activare a factorului X.
Factorul VIII circuld legat de factorul von Willebrand (VWF), care este o proteina cu rol
important in adeziunea trombocitard si formarea trombusului initial, plachetar [48]. Dupa
activare, factorul VIlla disociazd de factorul von Willebrand si formeaza un complex pe
suprafata plachetara, complex care are si el un rol in activarea factorului X la Xa.

Generarea si feedback-ul trombinei au un rol important in tot acest mecanism descris
mai sus. Existd un paradox in aceasta situatie: activarea factorilor V si VIII necesitd trombina,
in timp ce conversia protrombinei la trombind necesitd factor Va si factor VIIla. Aceasta este
expresia echilibrului fin si precis al hemostazei fiziologice, in care cantitati infime de factori
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activati circuld permanent in plasma, activarea factorilor coaguldrii fiind mai degrabd un
proces continuu decdt un proces care se desfdsoard in salturi, prin activari si inactivari
succesive. Trombina, odata generatd, este un puternic factor procoagulant. Ea catalizeaza in
continuare activarea factorilor V si VIII printr-un mecanism de feedback pozitiv, ducand la
conversia unei cantititi mai mari de protrombina la trombina. In acest mod, trombina este
capabild sa accelereze intreaga cascada, rezultatul fiind generarea unor cantititi mari de
fibrina.

Calea intrinseca. Rolul fiziologic si mecanismul precis al activarii cdii intrinseci sunt
mai putin bine elucidate. Probabil factorul initiator al acestei cascade este expunerea sangelui
la colagenul denudat din peretele vascular. Rezultatul este, pe de o parte, conversia factorului
XII (factorul Hageman) in forma sa activa (factor XIla) si, pe de alta parte, activarea
plachetara. Factorul Xlla, printr-o reactie enzimatica, activeaza factorul XI la factor Xla,
reactia necesitand prezenta kininogenului cu greutate moleculara mare (HMWK) si
prekalikreinei. Factorul Xla are rolul de a converti factorul IX la factor 1Xa, care, la randul
lui, activeaza factorul X la factor Xa. Odata generat factorul Xa, fenomenele urmeaza calea
comuna, la fel ca si in cazul caii extrinseci.

Mecanismele de modulare ale cascadei coagularii

Mentinerea unei balante intre coagulare si anticoagulare, intre fibrinolizd si
antifibrinolizd 1nseamnd, de fapt, activarea coagularii dar numai local, fara extinderea
fenomenelor trombotice, si are ca rezultat formarea unui trombus care sa opreasca hemoragia,
dar sd nu producd ischemie tisulard. Factorii principalii implicati in mentinerea acestui
echilibru includ inhibitorul cdii factorului tisular (TFPI), antitrombina Il (ATIII), proteina C
activata §i proteina S, trombomodulina §i sistemul fibrinolitic.

Inhibitorul caii factorului tisular (TFPI)

Dupa cum s-a mentionat anterior, fenomenele coagularii sunt initiate atunci cand, prin
intermediul unei leziuni vasculare si/sau tisulare, factorul circulant VIla intra in contact cu
factorul tisular. Complexul rezultat in urma acestei interactiuni, TF-FVIla, activeaza cantitati
mici de factori IX si X, acestea ducand ulterior la formarea unor cantitati limitate de trombina.
Inhibitorul caii factorului tisular (TFPI) este o proteind care mediaza mecanismul de feedback
negativ, prin care se inhiba complexul TF-FVIla. Rezultatul acestei actiuni este eliberarea
unei cantitdti mai mici de factor IX si factor X activate. Astfel, cantitati limitate de factor Xa
realizeaza inhibitia propriei sinteze via TFPI [49].

CONCLUZII

Elaborarea cascadei coaguldrii a fost primul pas consistent prin care observatiile
clinice privind hemostaza au dobandit si un suport stiintific. In acelasi timp, folosirea cascadei
coagularii pentru explicarea fenomenelor fiziologice si patologice legate de aparitia cheagului
a contribuit esential la dezvoltarea unor solutii terapeutice care s-au dovedit in numeroase
cazuri salvatoare de vieti omenesti.

Pornind de la una din aceste optiuni terapeutice (factorul VII activat recombinat), ca si
de la formularea unor intrebari legate de diferenta intre coagularea in vitro si in vivo, la
sfarsitul secolului trecut si inceputul secolului XXI a fost elaboratd o noud teorie, care pune
accentul pe rolul celulelor specifice in coagulare. Aceasta este teoria celulara a coagularii.
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