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Resumen

Durante los iltimos aiios y con el advenimiento del conocimiento y las técnicas de biologia molecular,
las concepciones fisiopatolégicas del cuadro séptico han cambiado en forma dramatica. Prueba de ello es
la aprobacion del empleo de formas recombinantes de la proteina C activada por parte de la Administracion
Federal de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA). Con la presente revision se pretende
hacer un analisis del estado general del conocimiento respecto al papel que la proteina C activada y su
sistema de respuesta cumplen en el contexto del cuadro séptico.
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THE EFFECTS OF ACTIVATED PROTEIN C ON THE SEPSIS
SYNDROME

Abstract

The concepts on the pathophysiology of the clinical manifestations of sepsis have changed dramatically during recent
years due to the development of knowledge and techniques in molecular biology. A proof of this is the approval by the US
Food and Drug Administration (FDA) of the use of recombinant forms of activated protein C. This review attempts to
analyze the overall state of knowledge regarding the role activated protein C and its response system play on the sepsis
syndrome.
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La sepsis

La sepsis sigue siendo, a pesar de los esfuerzos y recur-
sos invertidos, una de las principales causas mundiales
de morbimortalidad.'?* Ha sido considerada como un
trastorno generado por una respuesta inflamatoria exa-
cerbada.**¢ Estudios recientes tanto in vitro como in
vivo, han demostrado que esta concepcidn es equivoca-
da’#e incluso experimentos clinicos han confirmado que
nuestros conocimientos fisiopatologicos al respecto, ain
pierden de vista una enorme cantidad de variables
involucradas.'*!*

La proteina

La proteina C activada (aPC, por su nombre en inglés)
es una proteasa plasmatica de serina dependiente de la
vitamina K. Su actividad citoprotectora se debe a la re-
presion de la respuesta inflamatoria y de la cascada in-
trinseca y extrinseca de la apoptosis.'® Es producida en
su forma inactiva (zimogeno) que al ser clivada por la
trombina se convierte en forma activa (aPC)."s

El gen humano (conocido como PROC) se ubica en el
cromosoma 2 (2p13-14) y tiene 9 exones. La forma
madura del péptido (419 residuos) sufre diferentes mo-
dificaciones postraduccionales ademas de la protedlisis
de activacion. Se ha descrito B-hidroxilacion en Asp71,
N-glicosilacién en los residuos 97, 248, 313 y 329,
v-carboxilacion de nueve residuos Glu (E) con lo cual se
forma el domino Gla (indispensable para su interaccion
con la cascada citoprotectora)'®, ademas de la estabili-
zacion de las dos cadenas peptidicas de la forma activa
mediante un puente disulfuro (155 y 262 residuos)."”

Cuentacon cuatro dominios proteicos ademas del péptido
de activacion. El dominio Gla esta constituido por los re-
siduos 1-37 y dos regiones Epidermal Growth Factor
(EGF)-Like, denominadas EGF-1 (46-92) y EGF-2 (93-
136).'%17 El péptido de activacion esta formado por los
residuos ubicados en las posiciones 158 a 169 y el domi-
nio activo de la proteasa esta constituido por los residuos
ubicados en las posiciones 170 a 419.!¢17 Las activida-
des anticoagulantes que dependen de la interacciéon con
estructuras celulares y subcelulares, al igual que las
antiinflamatorias y antiapoptoticas que dependen de la

interaccion con el receptor endotelial de la proteina C
(EPCR), son responsabilidad del dominio Gla. '"'#° La
descripcion de estos detalles ha posibilitado el desarrollo
de variantes recombinantes sin actividades anticoagu-
lantes o citoprotectoras.2*-?

La indispensabilidad de la aPC se ha confirmado con la
alta tasa de complicaciones vasculares en pacientes homo
y heterocigoticos para mutaciones que reducen la activi-
dad de la misma.?*?>?6 En ratones con una marcada dis-
minucion en la actividad de la proteina (no ausencia to-
tal), se ha descrito una fuerte tendencia procoagulante,
ademas de una marcada hiperreactividad inflamatoria.?’

Contrario a lo que podria pensarse, la trombina no tiene
mucha afinidad por el zimoégeno. La interaccion de estas
dos proteinas es lo suficiente estable (clivando el zimoégeno
y produciendo aPC) s6lo cuando la trombina se une a la
trombomodulina y la proteina C lo hace a su receptor,
localizado en la membrana citoplasmatica de las células
endoteliales (Endotelial Protein C Receptor, EPCR).?
Aunque la distribucion del EPCR y la trombomodulina
en las células de la pared endotelial es similar, puede
decirse que las moléculas de aPC se producen en la
microvasculatura general, pero con claras variaciones
de un érgano a otro.?

La funcion de la aPC

Alprincipiosélo se reconocio su efecto anticoagulante, tras
haber encontrado una relacion inversa entre su concentracion
plasmatica y el riesgo de muerte de pacientes con sepsis
severa. Hoy se acepta que esta actividad depende de la
inactivacion proteolitica de los factores Vay VIlla de esta
cascada.?? Su efecto antiinflamatorio y antiapoptdtico se
debe a la interaccion que la molécula tiene con el EPCR y
con el receptor 1 de proteasa activada (PAR-1), lo cual
ocurre después de que el zimdgeno es clivado y la proteina
activada permanece en interaccion con el receptor.?2
Reconociendo quela intensidad del efecto antiinflamatorio
de aPC depende de la estabilidad de la interaccion entre la
molécula y su receptor, y considerando que la afinidad de
la forma activa y el zimogeno por el receptor es similar,
podria pensarse que un receptor con mayor afinidad por
la aPC podria llevar a una mayor intensidad de la
respuesta terapéutica en sepsis severa.
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Los receptores activados por proteasas (PARs) se
encuentran ligados a proteinas G heterotriméricas y se
activan mediante el corte de su extremo N-terminal
(dominio extracelular), con lo cual se expone un dominio
de fuerte afinidad por el cuerpo del receptor, lo cual
modifica su conformacion molecular transfiriendo esta
sefial y activando la proteina G.****

Se conocen al menos cuatro miembros de esta familia
de receptores (PARI-4), los cuales se activan por una
extensa lista de proteasas de serina y han sido
relacionados con un amplio espectro de procesos
celulares relacionados con la remodelacion tisular, en
especial el tejido vascular.®® Se ha propuesto que estos
receptores actiien como sensores de la homeostasis
proteolitica, proceso que se ve alterado en patologias como
cancer, sepsis y afecciones isquémicas generadas y/o
preservadas por disfuncién inflamatoria y
apoptotica. 363738

El representante prototipico de esta familia de receptores,
PAR-1, es estimulado en forma especifica por la trombina,
pero ademas por otras proteasas como la plasmina, el
factor Xa de la coagulacion y la proteina C activada. **
Sin embargo, no deja de ser llamativo el hecho de que
dos proteasas de serina (trombina y aPC) actiien de igual
forma sobre el mismo receptor, pero generen una
respuesta celular tan diferente.?**

Se ha propuesto que estas diferencias se deben, al menos
en parte, a variacion en la eficiencia de clivaje del dominio
extracelular del receptor.** No puede ocultarse, por lo
tanto, lo discontinuo que es el cuerpo conceptual existente
respecto al mecanismo mediante el cual la aPC logra su
efecto citoprotector. Laactividad del PAR-1 en respuesta
al estimulo de la aPC induce activacion de kinasas por
mitégeno (MAPK) y otras cadenas de fosforilacion de
kinasas de accion secuencial, lo cual en tiltima instancia
modifica el fenotipo de especies celulares y subcelulares
relacionadas con diferentes procesos como coagulacion,
inflamacién y apoptosis.*

Se ha demostrado que el efecto transcripcional de laaPC
podria resumirse en represion de los factores
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proinflamatorios y proapoptoticos, ademas de la induccion
de factores antiinflamatorios y antiapoptdticos. La aPC
reprime la actividad y expresion genética del NF-xB, lo
cual genera reduccion de la actividad de las vias de
citoquinas y la induccién de moléculas de adhesion por
parte del FNT-o. Por otro lado, induce la produccion de
proteinas de la familia de Bcl-2 y reprime la de p53, Bax
y relacionadas. 4445

Efecto antiinflamatorio

El papel antiinflamatorio de la aPC se fundamenta en
sus efectos sobre células endoteliales y leucocitarias. Su
estimulo a las primeras ocasiona menor liberacion de
mediadores de inflamacién y regulacién a la baja de las
moléculas de adhesion vascular. Esta misma molécula
induce disminucién de la adhesion e infiltracion
leucocitaria, ademas de que reprime su liberacion de
mediadores inflamatorios (incluyendo citokinas), lo cual
reduce la intensidad del dafio tisular.**’*® Ademas baja
el potencial quimiotactico de diferentes agentes y pro-
tege la indemnidad de la barrera endotelial.*® La
activacionde PAR-1 por aPC también lleva a la supresion
de la actividad de factores transcripcionales activados
por inflamacién como la proteina activadora 1 (AP-1),
c-FOS y FosB, que de manera directa inducen la
produccién de la molécula 1 de adhesion intracelular
(ICAM-1)y la proteina quimioatrayente 1 de monocitos
(MCP-1) en células endoteliales, al igual que c-Rel,
miembro de la familia de NF-«xB.#

Sorprende que el patrdn transcripcional generado por aPC
en células no perturbadas, no es muy diferente al causado
por la trombina. Por el contrario, cuando las células
endoteliales fueron estimuladas con FNT-a, el patrén
transcripcional generado por la aPC se distanci6 del
causado por la trombina.* La transcripcion de p53 es
fuertemente inducida por la trombina, mientras que la
aPC induce su represion; de hecho, la aPC no sdlo
reprime la transcripcion de p53, ya que también lo hace
con su traduccion.*® Caso similar se presenta con la
trombospondina- 1, que sufre represion de su transcripcion
por parte de aPC y no por la trombina.*>*

No obstante, ambas proteasas (aPC y trombina) regulan
alaaltasureceptor (PAR-1) en células endoteliales bajo
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estrés a pesar de que lo “utilizan” de una manera bien
diferente.? Aunque el papel antiapoptético de la aPC se
mencionara mas adelante, debe considerarse que esta
funcién también tiene un impacto antiinflamatorio. La
represion de la respuesta apoptotica de monocitos y
células endoteliales, tiene una notoria consecuencia
antiinflamatoria ya que estas célulastienen una enorme
capacidad fagocitaria, por lo cual su accionar llevaria a
lareduccion del estimulo antigénico.*!

Actividad antiapoptotica

La actividad antiapoptotica de aPC depende, al menos
en parte, de su interaccion con EPCR y PAR-1, y su
estimulo bloquea la respuesta apoptoptica por las vias
intrinseca y extrinseca. Este efecto tiene diferentes
implicaciones, dentro de las cuales se puede incluir la
mejora en el prondstico de cuadros clinicos como sepsis
severa.*

No se conoce el mecanismo intracelular mediante el cual
aPC bloquea la apoptosis. Se ha demostrado que esta
moléculareduce la tasa transcripcional y transduccional
de p53 en células endoteliales expuestas a hipoxia.® Lo
mas sorprendente es que un escaso niumero de productos
génicos (incluyendo pS53) muestra dependencia de la
actividad de PAR-1.* En células endoteliales cerebrales
bajo hipoxia, el estimulo de aPC bloqued la
hiperreactividad de Bax, mantenimiento de los niveles
de la proteina antiapoptotica Bel-2.%

Estabilizacion de- la barrera
endotelial

La pérdida de la estabilidad de la barrera endotelial es
uno de los factores centrales que sustentan el desarrollo
fisiopatoldgico de la sepsis y es un requisito indispens-
able para el establecimiento de edema, hipotensién y
potenciacion de la inflamacion.

Se sabe que el efecto estabilizante de esta proteina se
centra en la produccion de la esfingosina 1-fosfato (S1P),
como consecuencia de la induccion de la kinasa 1 de
esfingosina (SphK-1).”® S1P es un segundo mensajero
que actua mediante el estimulo de un receptor acoplado
a proteinas G (S1P)), el cual hace parte de la familia

genética de diferenciacion endotelial. La actividad de
este sistema induce la reduccion de la permeabilidad
endotelial y estabiliza los componentes del citoesqueleto
dependientes de las kinasas de la familia Rho y de las
activadas por mitdgeno (MAPKs).5>

Conservando la tendencia antes descrita, el estimulo de
la trombina también tiene un efecto contrario al de la
aPC en lo relacionado con la estabilizacion de la barrera
endotelial.*® Se ha demostrado que aunque la sefial de la
trombina también es transducida por el sistema de SIP y
en ambos casos los receptores son reclutados a los
dominios membranales de clatrina, el estimulo de la
trombina depende de la actividad de Rho, mientras que
la sefial de la aPC depende de la actividad de Rac.>*
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