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I. INTRODUCCION



I.1. EL MECANISMO DE LA HEMOSTASIA

El término hemostasia incluye una serie de mecanismos re-
lacionados entre sf, encaminados al mantenimiento de la fluidez
del sistema cardiovascular y a la prevencidn de hemorragias pro
vocadas por la lesién o ruptura de vasos sanguineos.

En el estado normal, las plaquetas, de forma discoidal,
fluyen libremente a través de los vasos sanguineos intactos.
Cuando el vaso sufre una lesién, se expone una linea subendote-
lial a la que se adhieren las plaquetas en segundos, cambiando
su forma con objeto de obtener la mayor &rea en com@Gn con la 2o
na dafiada. Como consecuencia de esta adhesidn, las plaquetas co
mienzan a liberar una serie de sustancias, varias de ellas de
gran importancia en la hemostasia, entre las que se encuentran
fibrinégeno, ADP, 5-hidroxitriptamina y el factor 3 plaguetario
La agregacién de las plaquetas viene mediada por el fibrinbégeno
cuya estructura bivalente y simétrica permite formar puentes in
terplaquetarios uniendo los receptores de fibrinbgeno de plaque
tas adyacentes inducidos en la membrana tras la perturbacién.
El ADP liberado estimula aGn ma&s la agregacién plaquetar, mien-
tras que la S-hidroxitriptamina actua como vasoconstrictor y el
factor 3 plaquetario desempefia una funcibén primordial en el me-
canismo de coagulacién.

Se desarrolla asf{ un tapbn plaquetario que junto con la
vasoconstriccidn reduce la pérdida de sangre y rellena la le-
sién. Este tapbn es, sin embargo, todavia permeable y @l plasma
continua perdiéndose a través de él por lo que ha de ser refor-
zado, mediante la participacién del mecanismo de coagulacién,
con la formacién de fibrina a partir del fibrinégeno soluble er
plasma, constituyéndose asf un tapén hemost&tico estable.

La coagulacién debe producirse répidamente, en cuestidn
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de minutos o incluso segundos, y permanecer confinada en el
area dafiada. Por otra parte, la persistencia de la fibrina de-
be estar limitada por las necesidades hemostiticas del organis
mo, de forma que cuando el tejido haya sido reparado el coidgu-
lo desaparezca. Si la fibrina se forma en el torrente sangui-
neo, sin estar unida a un tapén plaquetario o a la pared vascu
lar, debe ser eliminada tan r&pidamente como sea posible. El
sistema fibrinolftico es el encargado de la disolucién de la
fibrina sin provocar la ruptura prematura del tap6n hemostati-
co o la destrucciébn de proteinas esenciales del plasma. Una ac
tividad fibrinolitica excesivamente alta puede dar lugar a cua
dros hemorragicos, mientras que una disminucién de dicha acti-
vidad puede iniciar un estado de hipercoagulabilidad, como ocu
rre en la aterosclerosis avanzada o en el caso de tumores ma-
lignos. Por otro lado, un aumento repentino de sustancias pro-
coagulantes en el torrente sanguineo puede producir coagula-
cién intravascular, bien localizada (trombosis) o bien de un
modo diseminado (coagulaciébn intravascular diseminada). En ge-
neral, el organismo en estos casos acelera la actividad fibri-
nolfitica con el fin de eliminar los depbsitos de fibrina ya
formados o incipientes.

Existe pues una finfsima li{nea divisoria entre la hemo-
rragia y la trombosis; un delicado equilibrio entre la forma-

cién de un co&gulo y su disolucién.
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I.2. ESTRUCTURA DEL FIBRINOGENO

El fibrinb6bgeno es una glicoproteina compuesta por tres
pares de cadenas polipepti{dicas diferentes, denominadas Ax, B2
Yy Y. de 610, 461 y 411 amino&cidos, respectivamente. Las seis
cadenas se encuentran unidas entre si por 29 puentes disulfuro
(1), constituyendo dos mitades idénticas de forma que la es-
tructura global, con un peso molecular de 340 000, puede des-
cribirse como (Aa, BS,Y )2. La estructura primaria completa
del fibrinégeno est& perfectamente determinada (2-5). Las se-
cuencias de las tres cadenas se muestran en la Fig. 1 y sus
composiciones y pesos moleculares en la Tabla 1. La molécula
no contiene grupos sulfhidrilo libres.

La comparacidn de las secuencias de las tres cadenas
del fibrin6bgeno hace pensar en la existencia de un antecesor
comin, especialmente si se comparan las posiciones de los res-
tos cisteina, las conexiones formadas por los puentes disulfu-
ro y la secuencia alrededsr de los mismos. Mientras las cade-
nas BR y Y presentan un 33% de homologia en la secwencia com-
pleta, la cadena Ag s6lo presenta un 12% de similitud tanto
con la cadena B8 como con la cadena Y. Por ello se# ha sugerido
gue la molécula de fibrinégeno original estarfa formada por 6
cadenas ancestrales idénticas, de las que derivarian primero
las cadenas Ac y un antecesor comGn Bg-Y , que a su vez seria
sustituido por las cadenas BS y Y, respectivamente (6).

Las cadenas B8 y Y contienen cadenas laterales de carbo
hidrato (7) unidas N-glicosidicamente a las asparaginas 364 y
52, respectivamente. Estas asparaginas se encuentran en la se-
cuencia tipica asparagina-X-treonina ( o -serina) siendo este
el Gnico caso en el que se da esta secuencia tanto en la cade-

na BB como en la Y. La cadena Aa, a pesar de contener esta se-
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Figura 1. Secuencia de aminolcidos de las ca

denas

Aa, BB y Y del fibrin6geno humano.

Las flechas indican los sitios de ataque de
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cadenas laterales de carbohidrato.



Tabla 1. Composicién de amino&cidos y carbohidratos del fibrinj

geno humano y sus cadenas polipeptidicas.

Aminoicidos Fibrinbégeno Ag BB Y.
Alanina A 152 22 23 26
Arginina R 154 40 27 10
Asparagina N 170 30 32 23
Acido aspértico D 188 34 28 32
Cisteina [o] 58 8 11 10
Glutamina Q 134 18 25 24
Acido glutémico E 192 44 30 22
Glicocola G 296 71 42 35
Histidina H 64 15 7 10
Isoleucina I 114 16 16 25
Leucina L 166 29 28 26
Lisina K 208 39 31 34
Metionina M 66 10 15 8
Fenilalanina F 94 19 10 18
Prolina P 138 35 23 11
Acido piroglutémico 2 2 - 1 -

Serina S 280 84 31 25
Treonina T 196 48 22 28
Triptéfano w €66 10 13 10
Tirosina Y 100 9 21 20
Valina \'4 134 28 25 14
Suma 2964 610 461 411

Carbohidratos

N-acetilglucosamina GlcNAc 16 - 4 4
Galactosa Gal 8 - 2 2
Manosa Man 12 - 3 3

Acido si&lico Neu 4-8 - 1-2 1-2

Peso molecular
calculado 337 897 66 062 54 358 48 52¢
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cuencia dos veces, en las asparaginas 269 y 400 (4), no esté
glicosilada, posiblemente debido a la proximidad de restos pro
lina. No existe carbohidrato unido O-glicosfdicamente en el fi
brinégeno humano. Las 4 cadenas de carbohidrato, idénticas,

son de tipo biantenario y estan constitufdas por acido sislico,
galactosa, N-acetilglucosamina y manosa (8), segGn la estructu
ra:

Neu - Gal - GlcNAc - Man
Man - GlcNAc - GlcNAc - Asn
Neu - Gal - GlcNAc ~ Man

Por tratamiento del fibrinbSgeno con bromuro de cianbge
no se obtienen los llamados nudos disulfuro que contienen to-
dos los puentes disulfuro de la molécula, denominados FCB 1-5.
El nudo disulfuro mayor, FCB 1, también llamado N-DSK (nudo di
sulfuro N~terminal), contiene junto con los extremos amino ter
minales de las 6 cadenas, 11 de los 29 puentes disulfuro pre-
sentes en la molécula de fibrindgeno (9). De estos 11 puentes,
8 estén implicados en asociaciones covalentes intercatenarias
dentro de cada hemimolécula. Los restantes 3 puentes disulfuro
unen las dos mitades para formar la protefna dimérica, uno de
ellos entre las cisteinas 28 de ambas cadenas Aa y los otros
dos enlaces entre las cistefnas 8 y 9 de una cadena Y con sus
correspondientes en la otra cadena Y, formando una conexién
cistina doble (10). Recientemente se ha comprobado que estos
dos enlaces unen las dos cadenas Y y, por lo tanto, las dos mi
tades de la molécula de fibrinégeno, en orientacién antiparale
la, es decir, con la direcciébn amino-carboxilo terminal opues-
ta (11). -
El segundo nudo disulfuro en tamafio, el FCB 2, contie-
ne partes intermedias de las tres cadenas (12,13), mientras que

los otros tres fragmentos menores, FCB 3-5, se corresponden con



los lazos C-terminales de las 3 cadenas (12,14).

En cuatro regiones de la molécula de fibrinégeno (los
agrupamientos de la zona N-terminal y los de las zonas interme-
dias) las tres cadenas se encuentran unidas entre si por una co

nexién triple caracterfstica formando un anillo disulfuro (13).

La naturaleza de la secuencia de las tres cadenas
comprendidas entre los dos anillos disulfuro en cada hemimolécu
la (amino&cidos 50-160 de la cadena Aa, 81-192 de la cadena BB
y 24-134 de la cadena Y) hace predecible una conformacibn en
a-hélice, de forma que las tres cadenas se entrelacen en una su
perhélice de tres hebras (15). Por su parte, las regiones carbc
xiterminales de las cadenas B8 y Y, que presentan una gran homc
logia se plegarian independientemente constituyendo regiones
globulares similares, mientras que los dos tercios carboxitermj
nales de las cadenas Aa, de naturaleza predominantemente polar,
se encontrarfan desplegados, constituyendo un apéndice flotante
de la molécula (16).

La estructura postulada a partir del an&lisis de la se
cuencia de amino&cidos confirma el modelo trinodular propuesto
por Hall y Slayter en 1959 (17) basado en estudios de microsco-
pia electrbébnica realizados con la técnica del sombreado. Segin
este modelo, la molécula de fibrindgeno, con una longitud total
de 47525 R, estaria formada por dos grandes n&dulos periféri-
cos, de 65 A de didmetro, denominados dominios D, conectados a
un nSdulo central més pequefic (50 A de diSmetro) denominado E, a través de
dos delgadas hebras de 8 a 15 R de dismetro. Este modelo, mayo-
ritariamente aceptado en la actualidad, proporciona una descrij
ci6n simplificada valida de la molécula de fibrin6égeno y explij
ca numerosas observaciones biofisicas y biogquimicas y, en part;

cular, la polimerizaciébn de la fibrina.



Una informacién m&s detallada sobre la morfologfa y
dimensiones del fibrinébgeno se obtiene a partir del andlisis
de ordenamientos cristalinos. El fibrinégeno nativo no crista-
liza pero se pueden producir cristales después de una ruptura
limitada de la molécula con una proteasa bacteriana (18,19),
sin que se pierda m&s del 5-10% de la masa total de la molécu-
la ni se modifique sustancialmente la ordenacién de los monéme
ros de fibrina (20). Se comprueba asf{ que la molécula de fibri
na, de 450 A ge longitud total, estd formada por 7 dominios
globulares conectados por segmentos en forma de varilla (21).
Los dominios D periféricos del modelo trinodular, incompleta-
mente resueltos mediante la técnica de sombreado utilizada por
Hall y Slayter, est&n formados por dos subdominios de aproxima
damente el mismo tamafio, proximal y distal, constituidos por
las regiones carboxiterminales de las cadenas BR y Y, respecti
vamente, y que se encuentran desplazados lateralmente con res-
pecto al eje de la molécula y a distinta distancia del dominio
central. Por otra parte, las estrechas conexiones existentes
entre el dominio central y los dominios periféricos, cuya es-
tructura es la de una superhélice de tres cadenas, se encuen-
tran interrumpidas por una pequefla regién globular desplazada
hacia los dominios exteriores con respecto al centro de cada
hemimolécula (21,22). '

Uno de los hallazgos mas recientes y sorprendentes
sobre la estructura del fibrin6geno, realizado por microscopia
electrbnica, es el de un nbdulo extra central, algo menor que
el dominio E y situado encima de éste, perpendicular al eje de
la molécula y generalmente equidistante de los dominios perifé
ricos (22,23). Este octavo dominio, o dominio a, est& formado
por los extremos carboxiterminales de ambas cadenas Ad plega-~

das desde los extremos de las varillas conectoras hacia el



L.

As
2 A k-3 L.:Pt
= ke, 5;5_;

Figura 2. Modelos estructurales del fibrinbgeno. 2 A - Modelo
de la estructura primaria. Las cadenas se muestran alineadas 3§
gGn su homologia y conectadas por los anillos disulfuro. Las
flechas indican los puntos de ataque de la trombina y los rom-
bos las cadenas laterales de carbohidrato. En la parte izguie:x
da se encuentran representados en blanco los nudos disulfuro
que se obtienen por tratamiento del fibrin6geno con bromuro de
cianégeno y en la parte derecha del modelo se representan en
blanco los fragmentos de degradacién D y E. 2 B - Representa-
cibn esquemdtica del modelo trinodular del fibrinbégeno propues
to por Hall y Slayter. 2 C - Representaciédn del modelo heptanc
dular del fibrinégeno. Las cadenas Aa se muestran plegadas ha-
cia el centro formando un octavo dominio a central. Las caden:
de carbohidrato se encuentran representadas por hex&gonos ne-
gros. El eje binario de la molécula es perpendicular a la pég:

na aunque el dominio o se represente desplazado del eje.
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centro de la molécula donde se unen formando una pequefia regién
globular (23). El hecho de que este dominio sea visible en sélo
algunas moléculas de fibrinégeno puede ser debido a una superpo
siciébn con el dominio central E o a un desplegamiento de la es-
tructura en las preparaciones para microscopia o bien a la sus-
ceptibilidad de las cadenas Aa a la proteolisis. El tratamiento
del fibrinégeno con proteasas bacterianas, hasta el momento pa-
so necesario en la cristalizacién del fibrinégeno, provoca la
pérdida de los extremos carboxiterminales de las cadenas Aq Y,
por lo tanto, del dominio «, de ahi que no sea visible en los
analisis cristalograficos (22).

I.3. DEGRADACION DEL FIBRINOGENO POR PLASMINA

La caracterizacién de los productos generados en la
digestibn del fibrinbégeno por plasmina no s8lo proporciona in-
formacién acerca del proceso de degradaci6bn, sino también acer-
ca de la estructura del fibrinégeno.

Segin el modelo asimétrico, propuesto por Marder et
al. (24) en base a estudios inmunolégicos y de ultracentrifuga-
cibébn analitica, el fibrinégeno es degradado progresivamente pri
mero a fragmento X (simétrico), el cual es escindido en un frag
mento D m&s un fragmento Y (asimétrico) y finalmente éste Glti-
mo es escindido en un fragmento E y otro fragmento D. Correla-
cionando el orden de apariciédn de estos fragmentos con sus es-
tructuras ha sido posible desarrollar un modelo para la diges-
tién del fibrinbgeno (Figura 3) (25,26).

El producto inicial de la digestibn, denominado frag-
mento X, es estructuralmente heterogéneo, ya que presenta for-
mas en las que varfa el alcance de la degradaci6tn de sus cade-

nas Aa y Bg (27). Las cadenas Aa son las primeras en ser degra-
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Figura 3. Representacifn esquemitica de la digesti6bn de fi
brinégeno por plasmina. Los puntos de ataque de la plasmi-
na estén seflalizados. Las lineas discontinuas indican el

nfimero minimo de puentes disulfuro presentes en cada frag-
mento.
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dadas por la plasmina, liberandose un gran péptido de 40 000 Da
de peso molecular que es casi simult&neamente degradado a for-
pnas de 37 000, 32 000, 23 000 y 21 000 Da, Los a-péptidos de pe
30s moleculares 23 000 a 40 000 contienen los dos sitios acepto
res de entrecruzamiento de la cadena AX, mientras gque el pépti-
o de 21 000 Da s6lo contiene uno de estos sitios. El fragmento
{, por lo tanto, no contiene sitios de entrecruzamiento & (26).
.as cadenas B8 son degradadas a continuacibn por su extremo amino
-terminal, elimin&ndose el péptido BB;_4, (27,28), de aproxima-
lamente 5 000 Da; se pierde, por lo tanto, el fibrinopéptido B.
.a forma mds degradada del fragmento X, de 240 000 Da de peso
iolecular, estd por lo tanto constituida por derivados de las
radenas Aa y B3, denominados Aa' (25 000 Da) y B' (49 000 Da),
respectivamente y por cadenas Y intactas.

El ataque de la plasmina al fragmento X terminal
:iene como resultado la aparicién de un fragmento D, de 92 000
Ja, y un fragmento Y (145 000 Da) asimétrico. El fragmento Y es
:& constituido por dos clases de cadenas polipeptidicas: las de
rayor tamaflo son practicamente idénticas gque las presentes en
.a forma terminal del fragmento X (Aa‘’, 8',Y ), mientras que
ias de menor tamafio son similares a las cadenas gue constituyen
E, YE). Por la accién continuada de la

>lasmina sobre el fragmento Y se obtiene otro fragmento D més

11 fragmento E (AaE, 8

in fragmento E de 50 000 Da de peso molecular, derivado de la
-egién aminoterminal de la molécula de fibrinbégeno.

La estructura del fragmento E es muy similar a la '
iel nudo disulfuro aminoterminal que se cbtiene por tratamiento
iel fibrin6geno con bromuro de cianégeno (29). La primera de
.as formas del fragmento E generadas con el iiempo por la plas-
1ina carece del fibrinopéptido B pero no del fibrinopéptido A

27), mientras que la forma terminal carece de ambos fibrinopép
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tidos A y B (30, 31). Las cadenas constituyentes de este frag«
mento tienen pesos moleculares gue varfan desde 7 500 para la
cadena BE, hasta 11 500 para la cadena uE. La cadena YE, con un
peso molecular de 8 500 Da conserva la porcibn de carbohidréto
unida en la Asp~52 N-glicosidicamente (31).

Existen al menos tres formas mayoritarias del frag-
mento D, D, D, y D

1 3’
82 000 Da, respectivamente, las cuales difieren en el grado de

de pesos moleculares 92 000, 86 000 y

degradacién de la cadena Y por su extremo carboxiterminal: y'
(38 000), Y" (32 000) o y''' (28 000), respectivamente. Todas
contienen los mismos derivados de las cadenas Aq y BB, de

12 000 Da («') y 42 000 Da (FB'), respectivamente (26). La cade-
na 3" conserva también unida la porcién de carbohidrato. La es-

pecie de mayor tamafio, el fragmento D ,, posee los sitios de en-

trecruzamiento de la cadena v (26), c;pacidad para inhibir 1la
polimerizacion de fibrina (31), un sitio de unibn para el cal-
cio (32) y un sitio de unibn para el receptor plaguetario del
fibrinégeno (33), mientras que los fragmentos D2 Yy 03 carecen
de todas estas propiedades. La presencia de iones calcio en con
centraciones comparables a las existentes en el plasma protege

al fragmento D, de un ulterior atagque de la plasmina evitando

la degradacibnlde la cadena y' (34).

Los productos terminales de la digestidén del fibri
négeno por plasmina son, por lo tanto, dos fragmentos D y un
fragmento E. Estos fragmentos parecen conservar esencialmente
las dimensiones de los dominios D y E del modelo trinodular
(35), lo gque sugiere gque la proteolisis est& asociada solamente
con una limitada perturbacién de la organizacién del dominio,
Sin embargo, la pérdida de expresi6bn en los fragmentos de deter
minados antfigenos caracteristicos del fibrin6geno, asi{ como la

aparicién de neoantigenos en cada fragmento, D y E , indi-
neo neo
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ca que la proteolisis también altera la conformacién de los do
minios lo suficiente como para engendrar nuevos determinantes

aintigénicos (36,37).

I.4. COAGULACION DEL FIBRINOGENO

La coagulacién supone la interrelacié4n de dos viae enzi-
méticas distintas, la via extrinseca y la via intrinseca, que
convergen en una via comGn cuyo paso Gltimo es la transforma-
cibn del fibrinbégeno en fibrina por accibén de la trombina. Hasg
ta el momento han sido reconocidas 12 protefinas plasmiticas co
mo factores de la coagulacién (Tabla 2). Ademas de estos, el
calcio y el factor tisular son a veces designados como factor

IV y factor III, respectivamente.

I.4.1. Via extrinseca

La via extrinseca cl&sica, establecida por deficiencias
del factor X, implica la activacién del factor X por el comple
jo factor tisular-factor VIIa (38). El factor VII es Gnico en-
tre los zimégenos de la coagulacibén ya que presenta cierta ac-
tividad intrinseca en su forma nativa; sin embargo, es inacti-
vo sobre sus sustratos fisiol6gicos en ausencia del factor ti-
sular. Este factor, también denominado factor III o tromboplas
tina tisular es una lipoprotefina que funciona como cofactor
del factor VIIa en la activacién proteolitica dependiente de
calcio del factor X (39) y del factor IX (40). Se ha sugerido
(41) que la parte proteica del factor III serf{a la responsable
de la unién al factor ViIa y del aumento de su actividad cata-
1{tica (2 900 veces), mientras que la parte lipidica daria
cuenta de la disminucién de la constante de Michaelis para el
sustrato (10 veces).
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Tabla 2. Factores de la coagulacibn

Factor Nombre Funcibn

Factor 1 Fibrinbgeno Sustrato terminal del sistema
de coagulacibn; tras la pro-
teolisis por trombina polime-
riza en fibras de fibrina.

Factor II Protrombina Zimbégeno, dependiente de vita
mina K, de la serin-proteasa
trombina.

Factor V Proacelerina Procofactor no enzimitico del
factor Xa en el complejo pro-
trombinasa.

Factor VII Proconvertina Zimbgeno, dependiente de vita
mina K, del factor VIIa el
cual activa al factor X por
la via extrinseca y al factor
IX por la via intrinseca.

Factor VIII Factor antihemo Procofactor no enzimitico del
filico A factor IXa en el complejo de

activacién del factor X.

Factor IX Factor antihemo 2imbgeno, dependiente de vita

filico B mina K, del factor IXa, el
cual activa al factor X.

Factor X Factor de 2imégeno, dependiente de vita

Stuart-Prower mina K del factor Xa, la pro-
teasa del complejo protrombi-
nasa.

Factor XI Antecedente de Z2imbgeno del factor XIa, el
la tromboplasti cual convierte el factor IX
na plasm&tica en factor IXa.

Factor XII Factor de Zimégeno del factor XIIa, el
Hageman cual activa el factor XI y la

prekalicreina.

Factor XIII Factor estabili Zimb&geno de una transglutami-
zador de fibri- nasa gue entrecruza covalente
na mente los mon&meros de fibri-

na entre sfi.

Pcekalicreina Factor de Zimbgeno de la kalicreina, la
Fletcher cual activa al factor XII y

rompe el kininégeno-HMW para
liberar bradikinina.
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Tabla 2. Continuacién.

Factor Nombre Funcibn

Kininbégeno de Factor de Cofactor de activacién de
alto peso molecu Fitzgerald Willi contacto no enzimético para
lar (HMW). ams, Flaujeac el factor XIIa y kalicreina

Los factores de coagulacién se numeran con nGmeros romanos de
acuerdo con el orden de su descubrimiento.
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Si bien la actividad del complejo factor VIiI-factor tisu-
lar es muy pequefia, parece suficiente para iniciar la activa-
ciébn del factor X (42). A su vez el factor Xa act@ia proteoliti-
camente sobre el factor VII transformindolo en la forma activa,
vila (43). Asimismo, activan al factor VII la trombina, el fac-~
tor IXa y el factor XIIa (44). No obstante, no debe ser excluf~
da la posibilidad de que exista alguna proteasa, hasta el momen
to no identificada que active el factor VII para la iniciacién
de la via extrinseca.

El hecho de que las deficiencias de los factores XI, IX u
VIII, implicados en la via intrinseca, estén asociados con desér
denes hemorrégicos indica que la via intrinseca clésica por si
sola es insuficiente para un mantenimiento adecuado de la hemos

tasis.

I.4.2. Via intrinseca

La via intrinseca se inicia mediante las reacciones de ac
tivaciébn de contacto que tienen como resultado la formacibédn del
factor XIa. Estas reacciones se disparan cuando el plasma es ex
puesto a diversas sustancias cargadas negativamente, como cris-
tal, caolin, celite, cristales de urato, sulf&tidos, etc, si
bien no se conoce exactamente la naturaleza de la superficie ne
gativa requerida en el proceso fisiolégico. A esta superficie
se unen el factor XII y los complejos prekalicrefna-kininégeno
de alto peso molecular (kininbgeno-HMW) y factor XI-kininégeno-
HMW, a través del kininbgeno que act@a como molécula transporta
dora (Fig. 5)}.

El factor XII, cuya susceptibilidad a la activacién por
diversas proteasas se ve muy favorecida tras su unién a una su-

perficie (45), es activado por la kalicreina cercana gener&ndo-
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Figura 5. Modelo de las reacciones de activacién de contacto.
---- representa la superficie negativamente cargada; HMW-Kg,
kinin6bgeno de alto peso molecular; KK, kalicreina plasmitica;
——» ataque proteolfitico; ---# tendencia a asociarse con o a
disociarse de la superficie. A - Activacién de prekalicrefna (PK)
B - Activacién del factor XI. El HMW-Kg en B.4 (parcialmente
sombreado) representa HMW-Kg degradado.
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se el g-factor XIIa. Este, a su vez, activa la prekalicreina y
el factor XI unidos a la superficie a través del kininSgeno-HMW.
Un nuevo ataque de la kalicreina sobre el a-factor XIIa produce
el 2-factor XIIa, el cual conserva su actividad protedsica pero
carece de las propiedades de unibén a superficies del a-factor
XIXIa, propagando la activacién de prekalicreina a la fase liqui
da (46). Por otra parte, se ha sugerido que el factor XIa puede
actuar proteoliticamente sobre el kininbgeno~HMW liber&ndose
as{ de la superficie y siendo de esta forma capaz de actuar so-
bre el factor IX (47).

A pesar de gue la activacién reciproca del factor XII y
la prekalicrefna sobre una superficie en presencia de kininége-
no-HMW constituye un modelo muy atractivo, no se conoce realmen
e cual es el iniciador del proceso. Se ha sugerido un posible
papel de las plaquetas activadas en la iniciacién de la via in-
:rinseca de la coagulacién. Las plaquetas estimuladas por ADP o
col&geno promueven la activacibn proteolitica del factor XII
por el complejo kininbégeno-HMW-kalicreina y el factor XIIa as{
generado es capaz de activar al factor XI. Asimismo, las plaque
zas tratadas con col&geno o trombina promueven la activacién
del factor XI en presencia de kalicreina y kinin6geno-HMW pero
en ausencia de factor XII, indicando que las plaquetas necesa-
riamente proporcionan una actividad paralela o alternativa a la
del factor XII (48, 49). Por otra parte, las plaguetas estimula
das exponen sitios de unién para el kininégeno-HMW (50), el
cual parece incluso ser liberado por las mismas plagquetas esti-
nuladas (51).

El factor XIa activa al factor IX en presencia de calcio
nediante la ruptura de dos enlaces, liber&ndose un péptido de
ictivacién y gener&ndose el factor IXa . A su vez, el factor
[Xa cataliza la activacibén intrinseca del factor X (52) en pre-~

sencia de calcio, factor VIII:calcio y fosfolipidos negativamen
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te cargados. Las plaquetas pudieran proporcionar una superficie
adecuada para la activacibébn del factor IX y del factor X.

Una comparacidén de las constantes cinéticas para la acti-
vacién del factor X por la via intrinseca (53) y por la via ex-
trinseca (54) sugiere que ambas vias tienen una eficiencia cata
litica similar, por lo que sus contribuciones reales a la gene-
racién del factor Xa dependerén de las concentraciones disponi-
bles de los factores IXa y VIIa y de los sitios de activacién

fisiolbgica.

I.4.3. Via comfin clésica

La via comGin consiste en la activacibébn de protrombina por
el factor Xa, la transformacién de fibrinbgeno en fibrina por
acciébn de la trombina y el entrecruzamiento de los polimeros de
fibrina por el factor XIIIa (Fig. 4).

La activacién de la protrombina por el factor Xa tiene 1lu
gar en presencia de calcio, fosfolipidos y el factor Vva (55).
De nuevo las plagquetas son capaces de proporcionar una superfi-
cie adecuada para la formacidn del complejo factor Va-factor Xa
(56). Las plaguetas no estimuladas unen coordinadamente los fac
tores Va y Xa en presencia de calcio, actuando el factor va, al
menos en parte, como receptor del factor Xa en la superficie de
las plaguetas. En ausencia de factor V exégeno, el factor Xa sé
lo se une a las plaquetas si éstas han sido previamente activa-
das por trombina, lo que sugiere una liberacién de factor V pla
quetario. La asociacién de factor Xa y factor V plaquetario pue
de ser importante para una lenta formaciébn inicial de trombina,
de forma que la subsiguiente activacién del factor V por la
trombina conduzca a un aumento de la unién del factor Xa a la

plagueta y de la actividad protrombinasa.
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La trombina asi formada se disocia de la superficie y ac-
:Ga sobre el fibrin6geno liberando los fibrinopéptidos. Los mo-
16bmercs de fibrina resultantes polimerizan espont&neamente y fi

1almente son entrecruzados por la accién del factor XIIIa.

I.4.4. Transformacibdn de fibrinbgeno en fibrina por ac-

:ién_de la trombina

En el proceso de formacibdn de fibrina pueden distinguirse
.res pasos fundamentalmente:

1 - Activacién del fibrinégeno a monSmero de fibrina me-
iiante la liberacién del fibrinopéptido A por accién de la trom
ina ,

2 - Polimerizacién de los monémeros de fibrina en protofi
irillas. .

a - Entrecruzamiento de las cadenas Y por el factor XIIIa -
alcio.
b -~ Liberacién del fibrinopéptido B por la trombina.

3 - Asociacién lateral de las protofibrillas para consti-
uir la red de fibras de fibrina.

a - Entrecruzamiento de las cadenas a por el factor XIIIa =~

alcio.

La accién de la trombina sobre el fibrinégeno es altamen-~
e especifica, ya que cataliza la hidr6lisis de dos clases de
nlaces Arg-Gly (Aa 16-17 y BB 14-15) r&pidamente y de una ter
era (Aa 19-20) m&s lentamente (57). Como consecuencia de la
uptura de los dos primeros tipos de enlaces se liberan los fi-
rinopéptidos A y B, negativamente cargados de los extremos ami
oterminales de las cadenas Aa y B3, respectivamente. La libera
ién del péptido A, que tiene lugar més ripidamente que la del
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péptido B, es suficiente para iniciar la polimerizacibén de la
fibrina.

Se han propuesto dos modelos diferentes para explicar la
distinta velocidad de liberacién de los fibrinopéptidos, el mo-
delo competitivo y el modelo secuencial. Segin el mecanismo com
petitivo, apoyado por datos cinéticos, ambos sitios en las cade
nas Az y B8 son totalmente accesibles a la trombina y el fibri-
nopéptido A es liberado m&s deprisa por presentar una constante
cinética mayor. La velocidad de liberacién del fibrinopéptido B
aumenta al ser eliminado uno o ambos péptidos A, debido a un
cambio conformacional inducido en la molécula (58). En el mode-
lo secuencial, la eliminacién del fibrinopéptido A es esencial
para que el sitio del péptido B se exponga a la trombina y la
liberacibn secuencial de los dos pares de fibrinopéptidos tiene
como resultado la activacién secuencial de dos clases de sitios
de polimerizacién (59).

La liberacibébn de los fibrinopéptidos A pone al descubier-
to uncs sitios A en el dominio central E de la molécula, comple
mentarios de otros sitios (a) siempre existentes en los domi-
nios terminales D. La interaccién de un sitio A de un primer mo
némero con uno (a) de otra molécula da lugar al solapamiento de
dos monbémeros de fibrina (60). Esta interaccién A(a) es en di-
versas condiciones mucho m&s ré&pida que la propia liberacibn de
los fibrinopéptidos (59), permitiendo la asociacibén del dominic
central de un monémero de fibrina con el dominio D de una molé-
cula de fibrinégeno sin activar.

El hecho de que el tripéptido Gly-Pro-Arg, de secuencia
idéntica a la de los tres primeros restos del nuevo extremo ami
noterminal de la cadena », actue inhibiendo la polimerizacién
de la fibrina, sugiere claramente que este segmento participa

en la interacci6bn DE (61). De igual modo, el fragmento D, de di

1
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gestidn del fibrinbgeno por plasmina es capaz de interaccionar
a través de su cadena Y con los sitios expuestos en el monémero
de fiprina, interfiriendo en la polimerizacién (60). £1 fragmento
D3, cuya cadena Y estd m&s degradada,presenta una afinidad mu-
cho menor por los mcnémeros de fibrina (60).

Se ha propuestc también gue el sitio de contacto puede es
tar localizado en cualquier otra zona del dominio E pero en una
conformacién de baja afinidad hasta la liberacién de los fibri-
nopéptidos. Por otra parte, la liberacibén de los dos fibrinopép
tidos A reduce el exceso de cargas negativas del dominio cen-
tral de -8 a -1. Cuando se liberan los fibrinopéptidos B, el do
minio central queda polarizado con un exceso de cargas positi-
vas de +5. Cada uno de los dominios terminales posee, sin embar
go, una carga negativa de -4. Ello hace posible que cada domi-
nio terminal establezca una interaccién electrosté&tica comple-
mentaria con el dominio central de otra molécula, contribuyendo
favorablemente a estabilizar el solapamiento de los monbmeros
de fibrina (62).

La unién de un tercer monSmero de fibrina, por interac-
cién de su sitio (a) en el dominio terminal con el segundo si-
tio A en el dominio central del primer monémero hace que los do
minios terminales D de dos mondSmeros se dispongan adyacentes y
proporcionen una importante interaccibén para el entrecruzamien-
td Y-Y por el factor XIIIa (Fig. 6) (63). De esta forma se ini-
cia el crecimiento de la protofibrilla de dos moléculas de gro-
sor en ambas direcciones.

Cuando las protofibrillas alcanzan una longitud suficien-
te¢, del orden de 600-800 nm (64), se inicia el proceso de aso-
ciacién lateral en fibras m&s gruesas, de aproximadamente lum
de di&metro. En esta mssociaciédn se ve implicada una nueva inte-

ricciédn entre dominios D lateral, que es bastante m&s débil que
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Figura 6. Representacidn esguemitica del proceso de polimerizs
cibn de la fibrina. a) Fibrinégeno. b) Dimero de fibrina en el
gue se sefialan las dos interacciones DE. c¢) Trimero de fibrinas
formado por la adicién de un tercer monfmero origin&ndose inte
racciones DD longitudinales. d) Protofibrilla formada por aso-
ciaciones continuadas de monémeros y oligémeros mediante inte-
racciones DEy DD longitudinales e) Posible ordenaciénde las protofi-
brillas en las fibras de fibrina, estabilizadas por los contac

tos DD laterales.
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¢l solapamiento DE anteriormente descrito (65). La liberacién
de los fibrinopéptidos B tiene lugar preferentemente sobre las
protofibrillas y contribuye a estabilizar la asociacién lateral
de las mismas. Se ha propuesto que la liberaciébn de los fibring
péptidos B puede poner al descubierto un segundo par de sitios
¢n el dominio central que interaccionen con otros complementa-
jios en los dominios terminales, permitiendo la generacién Qde
/ibras més gruesas (59).

La continua asociacién lateral de largas protofibrillas y
iibras entre si{ tiene como resultado la formacibn de una red
cridimensional o gel de fibrina insoluble. El crecimiento de
;as fibras individuales viene determinado cinéticamente por la
telocidad de asociacién de las mismas, ya que la formacién de
conexiones entre las fibras previene la formacién de mis contac

:08 DD laterales entre las protofibrillas (64,66).

Aunque las interacciones no covalentes por si{ solas pro-
1orcionan una fortaleza mecénica considerable a la red de fibri
1a, la formacién de enlacesy -y y polimeros de cadenaa por ac-
«i6n del factor XIIIa aumenta ain m&s la rigidez y estabilidad
@l gel (67). Por otra parte, la mera agregacibén de la fibrina
¢ insuficiente para un mantenimiento adecuado de la hemostasis.
12 importancia del entrecruzamiento covalente de las cadenas y
+ a se pone de manifiesto en deficiencias hereditarias del fac-
©or XIII o en pacientes gue contienen en plasma inhibidores ad-
@iridos de la estabilizacién de fibrina, los cuales presentan,
@ general, graves tendencias hemorr&gicas (68).

El factor XIII es una molécula tetramérica compuesta por
©s cadenas a~- y dos cadenas b- (azbz) unidas entre sf{ por fuer
as no covalentes. Su activacién tiene lugar en varios pasos

69). La trombina actua primero separando un pequefio péptido de
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activacibébn de las cadenas a-, con lo que se forma un intermedio
inactivo a'2b2. En presencia de calcio, las cadenas b2 se diso-
cian de este complejo y se expone el grupo cisteina del centro

activo presente en las cadenas a-, generéndose la enzima activa
a"z. En‘ausencia de fibrinbégeno se necesitan concentraciones de
calcio excesivamente altas para que se de este paso pero a con-
centraciones normales de fibrinbgeno son suficientes los nive-

les plasmiticos de calcio.

El factor XIIIa es una endo-y-glutamin: e-lisin transfera-
sa, es decir, cataliza la formacién de enlaces amido entre el
grupo y-carboxilo de una glutamina y el grupo €t-amino de una 1i
sina (70). La reaccifn de entrecruzamiento es altamente especi-
fica ya que s6lo intervienen ciertos restos glutamina y lisina.
Se forman de 4 a 6 enlaces por molécula de fibrina estabilizada:
2 entre las cadenas Y de monbémeros adyacentes, constituyéndose
dimeros Yy de 2 a 4 entre cadenas 2, constituyéndose polimeros
~ de alto peso molecular.

El entrecruzamiento de las cadenas Y tiene lugar en sus
extremos carboxiterminales. La glutamina 397 de una cadenay se

~une a la lisina 405 de la otra y viceversa, de forma antiparale
la (71). El fibrinbgeno también puede ser sustrato del factor
XIIIa, si bien con mucha menor afinidad que la fibrina (72). En
base a recientes estudios de microscopia electrbnica, se ha su-
gerido que la liberacién de los fibrinopéptidos del dominio cen
tral de la molécula de fibrinbgeno puede contribuir a desenmas-
carar los sitios de entrecruzamiento en los dominios distales D
(23,73).

El entrecruzamiento de las cadenas c¢ es m&s lento y bas-
tante m&s complejo, ya que cada cadenaa puede unirse a, al me-
nos, otras dos. Los restos de glutamina implicados est&n locali
zados en el apéndice libre carboxiterminal de la cadena o (res-

tos 328, 366 y, posiblemente también, 237) (5,74), mientras que
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los restos lisina no han sido identificados. Tampoco se conoce
la orientacibn de las cadenas en el polimero, constitufdo por,
al menos, 5 6 6 cadenas.

Los restos glutamina de las cadenas 2 pueden intervenir
también en el entrecruzamianto con otras protefpas como la fi-

bronectina (75,76).

I.5. DEGRADACION DE LA FIBRINA POR PLASMINA

La fibrina tramada es susceptible al atague por plasmina
en los mismos sitios que el fibrinbégeno y en el mismo orden:
atagque a los extremos carboxiterminales de las cadenas o, rup-
tura de las tres cadenas entre los dominios central y terminal
y ataque a las cadenas Y cerca del sitio de entrecruzamiento.
El entrecruzamiento y-y da lugar a la formacién de dimeros DD
como productos terminales de la degradacibén por plasmina (77),
los cuales, en condiciones fisiolbégicas, se encuentran unidos
de forma no covalente a un fragmento E de otro monémero en la
protofibrilla (78).

Se distinguen 4 fases en la degradacibn por plasmina de
la fibrina tramada (79). En la fase 1, que afecta fundamental-
mente a los polimeros a, todos los dominios D y E se encuen-
tran unidos covalentemente a alguna parte de la matriz. La fi-
brina en esta fase esti constituida por polimeros a de alto pe
so molecular, cadenas 8 y dimeros Y-Y intactos y una pequefia
proporcién de cadenas degradadas 5" y Y'=Y . Aunque el co&gulo
de fibrina vaya haciéndose m&s pequefio durante su exposicidn a
la plasmina, la composicién polipeptidica del mismo permanece
inalterable,

En la fase 2, algunos fragmentos se encuentran retenidos

en la matriz de fibrina mediante sus uniones no covalentes a
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la hebra complementaria en la protofibrilla, por lo que pueden
ser solubilizados utilizando detergentes ibénicos, como el SDS,
Estos fragmentos son de muy alto peso molecular, por encima de
500 000 Da, y ya sélo contienen restos de la red de polimeros
a. Un ulterior ataque de la plasmina en la hebra complementa-
ria tiene como resultado la liberacibn espont&nea de la matriz
de complejos solubles (fase 3) (Fig. 7), compuestos por frag-
mentos de pesos moleculares 195 000 a 800 000 Da unidos entre
s{ por enlaces no covalentes. La liberacién de estos complejos
deja atr&s un codgulo m&s pequefio en el que se hacen accesi-
bles al ataque por la plasmina zonas que anteriormente no se
encontraban expuestas.

Se ha postulado (80) gue la ulterior degradacién de los
complejos en solucién es un proceso gue ocurre fundamentalmen-
te "in vitro" ya que "in vivo" se encuentra limitado por la en
trada de los derivados en el torrente sangufneo y la inhibi-

cién de la degradacién por la a. -antiplasmina. "In vitro" la

2
exposicién continuada a la plasmina de los complejos solubili-
zados tiene como resultado su degradacién progresiva a fragmen
tos mds pequefios (fase 4), hasta llegar a las formas termina-

les DD, E y el complejo DD/E.

I.6. ESTRUCTURA DEL PLASMINOGENO Y LA PLASMINA

El paso central del sistema fibrinol{tico es la conver-
sién de la proenzima plasminbgeno en la enzima activa plasmina,
una serin-proteasa con especificidad tipo tripsina.

El plasminbgeno es una glicoproteina de 90 000 Da de pz-
so molecular formada por una Gnica cadena polipeptidica de 790
amino&cidos cuya estructura primaria ha sido totalmente deter-
minada (Fig. 8) (8l). Existen en el plasma dos variantes del

plasminégeno con distinto contenide en carbohidrato: el plasmi
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oy

Figura 7. Formacidn "in situ" de los fragmentos (parcialmente
sombreados) y complejos (intesamente sombreados) de digestién
de fibrina tramada por plasmina. Se representan tres protofi-
brillas asociadas lateralmente. Los complejos son porciones
de ambas hebras de una protofibrilla dada que han sido libera
das de sus uniones covalentes por lo que pueden separarse es-
ponténeamente de la‘fibrina; Los fragmentos son derivados de
una sola hebra de la protofibrilla gue se mantienen unidos me
diante uniones no covalentes a otras partes de la fibrina y
gue pueden ser separados de la misma con SDS. La ulterior de-
gradacibén de la hebra complementaria en la protofibrilla con-

vierte a estos fragmentos en complejos.
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négeno~1 (30-40% del plasminbgeno total) que presenta dos cace-
nas de carbohidrato, una unida N-glicosidicamente a la aspargi
na 288 y otra unida O-glicosfdicamente a la treonina 345, y el
plasminbgeno-2 (60-70% del plasminbSgeno total) que sélo posee
esta Gltima cadena (82-84). La estructura de las cadenas de car

bohidrato es la siguiente:

Neu - Gal - GlcNAc - Man
Man - GlcNAc - GlcNAc - Asn288
Neu - Gal - GlcNAc - Man ~

Neu - Gal - GalNAc - Thr34S
l

Neu

El plasminbgeno nativo, denominado Glu-plasminbgeno, pre~
senta acido glutémico en la posicién aminoterminal (85). La :li
minacién del péptido Glul—Lys76 por accién de la plasmina time
como resultado la formacién de una especie modificada del plis-
minégeno denominada Lys-plasminégeno por poseer una lisina (iys
77) en la posicibn aminoterminal (86). La eliminacibén de est
péptido provoca un marcado cambio conformacional de la prote.na
que se refleja en diversas propiedades fisico-quimicas del p.as
minégeno. E1l aumento en el peso molecular aparente determinato
por filtracién en gel (85,87) y la acusada disminucién en el
coeficiente de sedimentacibén (88,89) indican gue tiene lugar
una transicién desde una conformacibdn cerrada compacta a una
més relajada y abierta. Asimismo, la conversién de Glu-plasmné.
geno en Lys-plasminbgeno viene acompafiada de cambios signifia-
tivos en algunas propiedades biolégicas. As{, el Lys-plasmimge
no es mé&s susceptible a la activacién a plasmina por los actva
dores del plasminbgeno (90-92) y presenta mayor afinidad por la
fibrina que el Glu-plasminégeno.

La molécula de plasminbgeno contiene cinco regiones hmé-

logas que adoptan una estructura en forma de bucle estabiliada
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Secuencia de aminodcidos del plasmindgeno humano.

Figura 8.

Las cadenas de carbohidrato se unen en las posiciones Asn288

(plasminégeno-1) y Thr34s (plasminbgeno-1 y plasminégeno-2).

104-144,

34-42,
304-327,

Los enlaces disulfuro unen los restos 30-54,

132-156,
378-417,

357-434,
557-565,

168-296, 276-315,
511-535,

214-237,

186-225,

547-665,

406-429, 461-540, 482-523,

587-603, 709-725, y, posiblemente, 83-161, 165-242, 255-332,

679-746 y 736-764.

Las cinco regiones que constituyen los bucles comprenden los

restos 83-161,

255-~332, 357-434, y 461-540.

165-242,
. , s . _
Los restos Hxssoz er740 Y Asp645 constituyen el centro acti

vVo.

La activacién a plasmina implica la ruptura del enlace Argseo-

Val561 seguida de la eliminaciébn de los restos 1-76.
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por puentes disulfuro (8l1). Los cinco bucles comprenden cada
uno alrededor de 78 amino&cidos y constituyen dominios de aprec
ximadamente 10 000 Da (Fig. 8 y 9). Por proteolisis limitada
del Glu-plasmindgeno con elastasa se obtienen tres fragmentos
(8l1). El fragmento Kl-3 comprende los tres primeros bucles y
puede aislarse en dos versiones: Tyr79-Val337 [} Tyr79-va1353.
El segundo fragmento, K4, se corresponde con el cuarto bucle }
comprende los restos Val ~Ala

354 439°
nado miniplasminégeno, incluye los amino&cidos Va1442-Asn

El Gltimo fragmento, denor
790 °
consiste en el quinto bucle y la regién carboxiterminal de la
molécula de plasminbébgeno. Este miniplasminégeno puede ser act:-
vado del mismo modo que el plasminégeno formando miniplasmina
(94).

Estos fragmentos han sido extensamente utilizados con g
jeto de asignar las diversas funciones del plasminégeno y la
plasmina a las diferentes regiones de la molécula. Una de las
propiedades m&s importantes del plasminSgeno /plasmina es su cap
cidad para interaccionar con amino&cidos tales como la lisinas
sus anélogos, &cido €-aminocaproico (¢=ACA) y &cido trans-4-
(aminometil)ciclohexano-l-carboxflico, todos los cuales tiene
actividad antifibrinolfitica (95,96). El Glu-plasminégeno pose
dos clases de sitios de unibn para ¢ ~ACA: un sitio de alta af-
nidad, presumiblemente en el fragmento Kl (97), con una consty
te de disociacibn de aproximadamente 9 uM (90), y 4-5 sitios a
baja afinidad, presumiblemente en los bucles 1-4 (97), con un
KD de 5 mM (90).

La unién de &cidos w-aminocarboxflicos al Glu-plasminé
no induce un cambio conformacional en la molécula similar al
producido por la pérdida del péptido Glul—Lys76 aminoterminal
(86, 88, 89) y que conduce igualmente a un incremento de la w
locidad de activacién (88-90, 92). Pcr otra parte, estos sitig

de uni6bn a lisina son los responsable de la interacciébn del
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Figura-9.-EZstructura del plasminégenc en la gue se represencan
las cinco regicnes en bucle (KI-KS)' Las flechas indican el s:
©io de ataque de la plasmina en el paso de la forma Glu =z 1z
forma Lys (a) y el sitio de ataque de los activadores de plas-
minbgeno a plasmina (b). Las estrellas seflalan la posicién i3e

las cadenas de carbohidrato: Asp,ee (1) y Thr345 (1-2).
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plasminégeno/plasmina con el fibrinbgeno/fibrina (98, 99) y la
a-antiplasmina (100). Asimismo, esta propiedad del plasminége
no es la que permite su aislamiento directo del plasma por cro

matograffa de afinidad en lisina inmovilizada (101).

La activacién del plasminégeno a plasmina por todos los
activadores conocidos tiene lugar mediante la ruptura del enla
ce peptidico entre la Argggg y la Valgg; (102). La plasmina ge
nerada tiene capacidad para catalizar la ruptura del enlace
peptidico Lys;g-Lys;; tanto de la plasmina, generéindose la
plasmina final (Lys-plasmina), como del Glu-plasminbgeno rema-

nente, formando Lys-plasminbgeno (103):

Glu-plasminégeno

Activadorei////’/// \\\\\\::asmina

Glu-plasmina Lys-plasminégeno

Plasmina \\\\\\\‘ Activadores
Lys-plasmina

Si la activacién del Glu-plasminbégeno se lleva a cabo en pre-
sencia de un inhibidor de la plasmina, se obtiene Glu-plasmina
como producto final (103, 104). En cualgquier caso, la ruptura
del enlace Arg-Val, esencial para la expresi6dn de la actividad
catalftica, hace que la molécula de plasmina esté constituida
por dos cadenas polipeptfidicas, una pesada y otra ligera, co-
nectadas por dos puentes disulfuro: Cysgg;-CyYsSggg Y Cysggy-Cys
665 (Fig. 9). La cadena pesada, de 58 000-63 000 Da de peso mo
lecular (103) comprende las cinco regiones hombélogas en forma
de bucles presentes en la molécula de plasminbébgeno. Asi, la in
teraccibn de Lys-plasmina con columnas de lisina-Sepharosa es
virtualmente idéntica a la del Lys-plasminbébgeno (105), indican
do que los sitios de unién de lisina del Lys-plasminbgeno se
conservan en la Lys-plasmina. Por su parte, la cadena ligera,

con un peso molecular de 23 000-26 000 Da (102,103) contiene
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los restos activos serina (Ser )} (106) e histidina (His

741 602)
(107) constituyentes del centro activo de la plasmina, homblo-
go en secuencia al de la tripsina y otras serin-proteasas.

La plasmina no s6lo es activa en la fibrinolisis y fibri
nogenolisis sino que también es capaz de activar diversos zim§
genos del complemento, Cl (108), €3 (109) y C5 (110), asf como
de inactivar al inhibidor de Cl1 (11l1l). Asimismo, actua digi-
riendo al factor XIIa (112), factor V, factor VIII (113), ACTH,
glucagén (114) y vy =-globulina (115). Con respecto a sus sustra-
tos no fisiol6gicos, la plasmina posee especificidad tipo trip
sina, es decir, hidroliza proteinas y péptidos en los enlaces
de lisinas y argininas (116). La plasmina posee actividad este
reolftica hacia ésteres de amino&cidos bésicos y actividad ami

dolitica hacia amidas de amino&cidos bé&sicos (117, 118).
I.7. ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO

El plasminégeno puede ser activado a plasmina por agen-~
tes intrinsecos, extrinsecos o exbgenos (generalmente terapéu-

ticos).

I.7.1. Activacién intrinseca

La activacién intrinseca, al igual que ocurriera en la
via intrinseca de la coagulacién, parece estar mediada por 1las
reacciones de activaciédn de contacto del factor XII (Fig. 5).
Esta hipbtesis est& basada en la observacién de que plasma nor
mal incubado con una superficie activante como el caolin desa-
rrolle actividad fibrinolitica (119, 120), mientras gue en
plasmas deficientes de factor XII (121), prekalicrefna (122)
© kininégeno de alto peso molecular (123) no se de esta activa

cibén de la fibrinolisis.
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Esta via intrinseca es muy poco conccida y no se sabe cc
exactitud cuales son las moléculas que intervienen en el proce
so. Se ha sugerido que la kalicrefna pudiera ser un activador
directo del plasminébgeno (124), si bien pudiera existir un pr¢

activador adicional (125).

I.7.2. Activacidén extrinseca

Se han encontrado activadores del plasminégeno en mucho:
tejidos y secreciones. Una disminucién de la sintesis o secre-
cién de los mismos desde las paredes de los vasos sanguineos
t4 asociada con trombosis venosas recurrentes y deposicidn de
fibrina. Estos activadores, que s6lo recientemente han empezap
a ser purificados y caracterizados, son los responsables de 1

activacién extrinseca del plasminbégeno.

I.7.2.1. Urogquinasa. Prouroguinasa

Aunque originalmente se hubiera caracterizado como un a-
tivador exb6geno (encontrado en orina) (126,127), recientement
se ha comprobado que la uroquinasa es un activador endégeno po
ducido en el sistema vascular (128) y que se halla en el plasa
(129).

La uroquinasa, una serin-proteasa del tipo tripsina, es
sintetizada en forma de un precursor de cadena sencilla denom-
nado prouroquinasa. Este precursor, de 411 amino&cidos y 54 00
Da de peso molecular, es convertido en la forma totalmente acji
va mediante la ruptura del enlace Lys.lss-lle159 (130) que es a
talizada por la plasmina (131-133), No se sabe, sin embargo, i
la plasmina es el activador natural de la prouroquinasa o si
existe un activador especifico. La prouroquinasa es pricticamn
te inactiva hacia leos sustratos sintéticos peguefios (134,135)

tal y como era de esperar para el precursor de una serin-prota
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sa. Sin embargo, recientemente Lijnen et al. (136) han comproba
do que la prouroquinasa en si misma es un potente activador del
plasminégeno. Ello parece ser debido al hecho, Gnico entre las
serin-proteasas, de que la proenzima forme un intermedio activo
del tipo Michaelis-Menten con su sustrato.

La uroquinasa puede ser aislada de orina o de cultivos
celulares de rifibn humano. Se han descrito dos formas de la uro
quinasa de diferente peso molecular: la uroguinasa de alto peso
molecular (HMW-urogquinasa) de 53 000-54 700 Da (127, 137) y la
urogquinasa de bajo peso molecular (LMW-uroguinasa) de 30 000-
34 500 Da (127, 138-141). Dependiendo de los métodos preparati-
vos utilizados se obtiene una de ellas o la mezcla de ambas for
mas. La LMW-uroquinasa parece tratarse de un producto de degra-
dacibén proteolitica relativamente estable de la HMW-uroguinasa
(138,142). A pesar de ello, las actividades especificas de am-
bas formas de la uroguinasa calculadas como actividades molares
son précticamente idénticas (138).

La HMW-uroquinasa consiste en dos cadenas polipeptidi-
cas (138, 143) conectadas por un Gnico puente disulfuro (143).
La cadena pesada, con un peso molecular de 31 000 Da y 253 ami-
no&cidos, contiene el centro activo de la molécula (138, 143),
mientras que la cadena ligera, de 23 000 Da de peso molecular
(143), exhibe una gran homologfa ccn las estructuras en bucle
del plasminbébgeno. Por atague de la plasmina en la posicién Lys
L35-Ly5136 de la cadena ligera se libera la estructura en bucle
y la regi6bn aminoterminal de la misma guedando solamente un pép
tido de 21 amino&cidos y 2 426 Da de peso molecular unido a la
cadena pesada, siendo &sta precisamente la composicién de la
LMW-uroguinasa.

Mientras que la prouroguinasa es capaz de unirse a la fi
orina con una gran afinidad, no ocurre asi con la uroguinasa en

ninguna de sus formas, lo que indica que la fibrinoespecifici-
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dad se pierde simplemente con la ruptura del enlace Lysl58~11:
159 en la activacibén de la prouroquinasa (144).

La uroquinasa actua sobre el Glu-plasminbégeno rompiendo
el enlace Argsso-Vals6I y formando Glu-plasmina. Esta forma d:
plasmina autocataliza la ruptura del enlace Lys76-Lys77 en la
cadena pesada de la Glu-plasmina con lo que se forma Lys-plasni
na. Asimismo, tanto la Glu-plasmina como la Lys-plasmina son :a

paces de catalizar la ruptura del enlace Lys -Lys77 en el G-

plasminégeno remanente, transform&ndolo en L;:—plasminégeno el
cual es r&pidamente activado (145, 146). La uroquinasa no cata-
liza la ruptura de este enlace peptidico ni en el Glu-plasmim-
geno ni en la Glu-plasmina o, al menos, no lo hace a una velci
dad lo suficientemente apreciable como para que se vea implia-

da en este aspecto del mecanismo molecular (103).

I.7.2.2. Activador tisular

El activador tisular del plasminbgeno (t-PA) ha sido ais-
lado de fitero humano (147), si bien se encuentra en diversos 5r
ganos (148). Asimismo, puede ser aislado en grandes cantidades
de un cultivo de células tumorales malignas (Bowes, RPM1-7272
siendo este activador muy similar o précticamente idéntico al
t-PA procedente de (tero (149). Por otra parte, el clonaje del
gen del t-PA humano ha permitido la obtenciébn de t-PA recombi-
nante cuyas propiedades bioquimicas, biolégicas y trombolitias
son indistinguibles de las del t-PA natural (150,151).

El t-PA natural es una serin-proteasa Lon un peso molea~
lar de aproximadamente 70 000 Da. Est& compuesto por una sole
cadena polipeptidica de 527 amino&cidos, que contiene 35 rests
cistefina y 4 sitios de posible N-glicosilacién (Asnlls, 186
218 Y 448) (150). Por hidrélisis del enlace Ar9275-11e276 por
accién de la plasmina la molécula se convierte en un activada

de dcs cadenas polipeptidicas unidas por un nico puente disud-
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furo (151). La ruptura de este enlace, aungue no afecta a la ac
tividad sobre el plasminbégeno, tiene como resultado un aumento
de la actividad amidolitica, lo que ha sido utilizado como test
para determinar la proporcién existente entre las formas de 1 y
2 cadenas. La cadena pesada, de 37 000-40 000 Da, procede de la
parte aminoterminal de la molécula y presenta un pequefio grado
de heterogeneidad, posiblemente debido a diferencias en el con-
tenido en carbohidrato o a ligeras modificaciones proteoliticas
del extremo aminoterminal (150, 152). Esta cadena contiene dos
estructuras en bucle, hombélogas a las presentes en la uroquina-
sa y el plasminégeno. La cadena ligera,de 28 000-33 000 Da, com
prende la regibébn carboxiterminal de la protefna y en ella se lo
caliza el centro activo, formado por los restos Hi5322' Asp371
y Ser,.q. La secuencia de aminoc&cidos que rodea a estos restos
presenta un alto grado de homologfa con las zonas correspondien
tes de otras serin-proteasas (150). Ambas cadenas, pesada y li-
gera, contienen carbohidrato (150).

El t~-PA presenta una gran afinidad por la fibrina. Se ha
propuesto que la regibdn del t-PA responsable de esta unibén a
la fibrina es la que comprende los 43 restos aminoterminales de
la molécula (153). En la superficie de la fibrina, el t-PA de 1
cadena polipeptidica es r&pidamente convertido en la forma de 2
cadenas durante la fibrinolisis, aungue no existe ninguna evi-
dencia de que esta conversibén juegue algin papel en la regula-
ci6bn de la fibrinolisis (154). Por otra parte, el t-PA es rela-
tivamente inactivo en ausencia de fibrina mientras que en su
presencia se acrecienta considerablemente la velocidad de acti-
vacién del plasmindgeno por el t-PA (155). Este hecho es debido
a un aumento de la afinidad del t-PA unido a la fibrina por el
plasminégeno y no a una modificacién de la eficacia catalitica
de la enzima. Los datos cinéticos obtenidos por Hoylaerts et al.

(155) apoyan un mecanismo segfin el cual el t-PA y el plasminbge
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no se unirfan a la fibrina de un modo secuencial, dando lugar a

un complejo ternario ciclico.

I.7.3. Activacibén exbgena

Se entiende por activacibén exégena del plasminbgeno agque-
lla que es producida por componentes afiadidos al plasma, gene-
ralmente con fines terapéuticos, como son la uroquinasa y la es
treptogquinasa, si bien, como ya hemos indicado anteriormente,
recientemente se ha comprobado qgue la uroguinasa es un activa-
dor endbgeno (128,129).

I.7.3.1. Estreptoguinasa

La estreptoquinasa es el agente trombolitico mas amplia-
mente utilizado ya que es barato y f&cil de obtener. Se trata
de un producto catabbélico secundario de estreptococos 8-hemolf-
ticos que, a pesar de no poseer actividad proteolitica, esterepo
litica o amidolitica, es capaz de activar el plasminégeno. Toda
via no se ha encontrado ningfin sustrato sintético para la es-~
treptoguinasa y, por otra parte, tampoco es capaz de activar el
plasminbgeno de todas las especies; los finicos sustratos conoci
dos para la estreptoquinasa son los plasmindégenos de mono (156,
157), mandril (156), chimpancé (156), gato (157), perro (157),
conejo (157) y el plasminégeno humano (158).

La estreptoquinasa es una protefna compuesta por una sola
cadena polipeptidica de 45 000-50 000 Da de peso molecular (159,
160), gue no contiene carbohidratos ni lipidos (159, 160). Tam-
poco hay cisteinas o cistinas presentes en la molécula (159,
160). El an8lisis de la estructura por dicroismo circular indi-
ca que la estreptoquinasa tiene un contenido helicoidal del or-
den del 10-12% (160).

Bzsadndose en los estudios realizados por diferentes gru=-
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pos (véase referencia 161 como revisibébn de todos ellos), se ha
llegado a un modelo segiln el cual la activacién del plasminbge-
no humano catalizada por la estreptogquinasa se da en dos pasos

fundamentalmente:
(1) SK + HPg &= SK-HPg — SK-HPg' —s SK":HPm

SK + HPm

SK-HPg'
(2) Hpg ————> HPm

SK" - HPm
La estreptogquinasa (SK) y el plasminbégeno (HPg) interaccionan
formando un complejo equimolecular SK-HPg, el cual sufre una re
ordenacién conformacional que tiene como resultado la formacién
de un centro activo en la molécula de plasminégeno del complejo
(SK-HPg'). Este complejo tiene una estabilidad limitada e intra

molecularmente cataliza la ruptura del enlace Arg -Val56 en

el plasminébgeno dentro del complejo, forméndose eisgompleji es-
treptoquinasa-plasmina (SK"-HPm). Este Gltimo complejo (que tam
bién puede formarse a partir de estreptoquinasa y plasmina li=~
bres) y posiblemente también el complejo SK-HPg' catalizan la
activacién del plasminégeno libre (paso 2). De forma concomitan
te con la formacién de plasmina en el complejo, la estreptogui-
nasa se ve proteoliticamente modificada a una forma alterada,
SK", de menor peso molecular (36 000 Da) como consecuencia de
la pérdida de un péptido de 9 000 Da de su extremo aminotermi-
nal (160). Esta estreptoquinasa modificada aislada parece pose-
er las mismas propiedades funcionales que la estreptoguinasa na
tiva (160). Por otra parte, la estreptoquinasa parece alterar
la especificidad enzim&tica de la plasmina unida en el complejo
(162): mientras la actividad hacia los sustratos pequefios de la
Lys-plasmina no se ve afectada por la adicién de cantidades cre
cientes de estreptoguinasa, la actividad proteolftica general

se ve progresivamente inhibida al mismo tiempo que se da un pro



-44-

gresivo incremento de la capacidad de activaci6ébn de plasminbge-~
no, alcanz&ndose un m&ximo de esta actividad a concentraciones

equimoleculares de estreptoquinasa y Lys-plasmina (162).

I.8. INHIBIDORES DE PLASMINA

Los principales inhibidores de la plasmina en el plasma
son la %-antiplasmina y la(lz-macroglobulina. La uz-antiplasm;
na es el inhibidor m&s r&pido e importante, mientras que la az-
macroglobulina es un inhibidor secundario y m&s lento, que ac-
tua inhibiendo la plasmina formada en exceso, por encima de la

capacidad de la Gz-antiplasmina.

I.8.1. gb-antiglasmina

La :b-antiplasmina es una glicoproteina de peso molecular
70 000 Da, compuesta por una sola cadena polipeptidica y que
contiene aproximadamente un 13% de carbohidrato (163, 164).
Plasmina y Elz-antiplasmina forman un complejo de esteguiometria
1:1 (peso molecular 150 000 Da) muy estable y carente de activi
dad protefsica o ester&sica (163-165). La formacién del comple-
jo implica una fuerte interaccidn entre la cadena ligera de la
plasmina y el inhibidor. La reaccibén tiene lugar en, al menos,
dos pasos: una reaccién de segundo orden muy répida y reversi-
ble seguida de una reaccién de primer orden mis lenta e irrever
sible (166, 167)

k1 k2
Pm + AntiPm &¥— Pm-AntiPm -—> Pm-AntiPm'
k-1

-1 -1
La velocidad de la reaccién (k; = 2-4 x lO7 M s ), una de las

mis r&pidas hasta ahora descritas en interacciones proteina-prote

fna, es altamente dependiente de la disponibilidad de sitios de
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unién de lisina libres y del sitio activo libre en la molécula
de plasmina (166,168). Se ha sugerido que el complejo se forma
por el ataque de la plasmina a un enlace peptidico Leu-Met es-

pecifico en la regién carboxiterminal de la ¢_-antiplasmina,

liberé&ndose un péptido de 8 000 Da y form&ndoie un fuerte enla
ce entre la serina del centro activo de la plasmina y el grupo
carbonilo de este resto de leucina especifico en el inhibidor
(169).

La az—antiplasmina interacciona también débilmente con
Glu-plasminbégeno y m&s favorablemente con Lys-plasminégeno,
siendo la interaccién con este Gltimo similar a la que tiene
lugar con plasmina cuyo centro activo ha sido bloqueado (170).

Por otra parte, se ha observado que fibrina y a_-antiplasmina

2
se unen a los mismos sitios en la mol&cula de plasminégeno/

plasmina (168).

I.9. MECANISMO DE LA FIBRINOLISIS

A pesar de poseer una amplia especificidad tipo tripsina,
la plasmina "in vivo" no ataca a otras proteinas del plasma, ni
siquiera al fibrin6geno que es el precursor soluble de su prin-
cipal sustrato, la fibrina. Para explicar este hecho durante un
cierto nimero de afios se han barajado fundamentalmente tres teo
rias sobre el mecanismo de la fibrinolisis.

Alkjaersig et al. (171) sugirieron que el plasminbgeno se
une a la fibrina en formacibén y es convertido en la enzima acti
va por los activadores que difunden posteriormente al interior
del coigulo. La plasmina as{ formada ejerce su accibén en un en-
torno relativamente libre de inhibidores.

Ambrus y Markus (172), por su parte, propusieron que los
complejos plasmina-inhibidor formados en la circulacién se diso

ciarfan en presencia de la fibrina, debido a una mayor afinidad
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de la plasmina por la fibrina que por sus inhibidores.

Finalmente, Chesterman et al. (173) han sugerido que son
los activadores los que se unen selectivamente a la fibrina y
transforman en plasmina el plasmindégeno que difunde al interior
del trombo.

Recientemente, Wiman y Collen (174) han propuesto un mo-
delo unificado basado en las interacciones especificas existen-
tes entre los diferentes componentes del sistema fibrinolf{tico.
Por una parte, el plasminégeno interacciona especificamente,
aungue débilmente, con la fibrina a través de sus sitios de
unién de lisina (93, 175, 176): en colgulos de plasma repetida-
mente lavados solamente un 4% del plasminégeno presente en plas
ma permanece especificamente unido a la fibrina (17S5). Asimismo
el Glu-plasminbégeno interacciona débilmente con la Gz-antiplas-
mina a través de los sitios de unién a lisina (KD =4 uM) (170),
de forma que, de acuerdo con las concentraciones de ambos en el

plasma (1 uM de a_-antiplasmina y 1.5-2.0 uM de plasminégeno),

aproximadamente ei 15-20% del plasminbgeno se encuentra unido a
la az-antiplasmina. La Gz-antiplasmina reacciona muy répidamen-~
te con la plasmina libre en el plasma; sin embargo, la plasmina
que esti degradando activamente a la fibrina es inactivada mu-

cho m&s lentamente por la & _-antiplasmina, ya que, tanto su cen

tro activo como sus sitios ge unién de lisina se encuentran pro
tegidos del inhibidor (166-168). Por otra parte, los activado-
res del plasminbgeno presentes en la sangre, el endotelio vascu
lar o los tejidos muestran una gran afinidad por la fibrina y,
mientras en un sistema purificado activan pobremente al plasmi-
nbégeno, en presencia de fibrina su eficacia se ve considerable-
mente incrementada (155).

De esta forma, el activador y el plasminbégeno se unen se

cuencialmente a la fibrina en formacién. La fibrina aumenta la

concentracién local e plasminbgeno al crear una interaccién
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adicional entre el activador y su sustrato a través de un puen
te de fibrina. La activacién del plasminégeno en estas condicio
nes se ve muy favorecida y la plasmina asi formada, unida a la
fibrina, esté& protegida de la répida accién de los inhibidores
(174).

I.10. LECTINAS: PROPIEDADES Y APLICACIONES

La existencia de protefnas., principalmente procedentes de
plantas, que interaccionan especf{ficamente con azGcares y aglu-
tinaﬁ células, es conocida desde hace casi un siglo. La prime-
ra demostracién de que tales aglutininas son especificas para
azficares la realizaron Sumner y Howell en 1936 (177), quienes
mostraron que la concanavalina A, la lectina aislada de Can&va-
lia ensiformis, precipita glucégeno y almiddén en solucibn y que
su actividad hemaglutinante se ve inhibida por sacarosa. A fina
les de la década de los 40, Boyd y Reguera (178) descubrieron
que ciertas semillas contenfan aglutininas especificas para de-
terminados grupos sanguineos en el hombre. Posteriormente, Wat-
kins y Morgan en 1952 (179) proporcionaron la primera evidencia
de que los carbohidratos son determinantes de la especificidad
de grupos sanguineos. En la actualidad se utilizan comGnmente
diversas lectinas en la tipificacién de grupos sanguineos.

La aplicacién de las lectinas al estudio de la biologia
de los carbohidratos comenzé a adquirir importancia a finales
de los 60, al demostrarse que la unibén de ciertas lectinas, co-
mo la concanavalina A, a los carbohidratos presentes en la su-
perficie de los linfocitos produce estimulacién mitogénica de
los mismos (180) y que las lectinas reaccionan de modo diferen-
te con células normales y malignas (181, 182). Desde entonces,
las lectinas se utilizan en el estudio de carbohidratos de su-

perficies celulares y, especialmente, de los cambios que estos
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carbohidratos experimentan durante el crecimiento celular, la
diferenciaciédn y la malignidad.

Por otra parte, las lectinas son excelentes herramientas
para la deteccidn, aislamiento y caracterizacidn estructural de
glicoproteinas, especialmente glicoproteinas de membrana, y gli
copéptidos.

Los primeros estudios parecfan indicar que las lectinas
estaban limitadas a las plantas. Sin embargo, actualmente estén
siendo aisladas en nGmero creciente de animales y microorganis-
mos . No obstante, las plantas y en particular las semillas son
todavia la principal fuente de estas proteinas. Por otra parte,
las lectinas procedentes de plantas son las finicas extensivamepn
te utilizadas en diversos laboratorios (amplias revisiones en
las referencias 183 y 184), como es el caso de la lectina de Ca

navalia ensiformis y la lectina de Lens culinaris.

1.10.1, Concanavalina A

La concanavalina A, procedente de Canavalia ensiformis,
es una de las lectinas mis ampliamente utilizadas ya que puede
obtenerse ficilmente y de una forma homogénea y su estructura y
especificidad han sido extensamente estudiadas. Posee actividad
aglutinante de eritrocitos y otros tipos de células (185), es
capaz de diferenciar entre células normales y células transfor-~
madas (186) y también de precipitar diversos polisac&ridos (187
-189). La concanavalina A es mitogénica para los linfocitos
(190,191) y su unién a la superficie de los mismos tiene como
resultado una modificacién de la movilidad y distribucién de di
versas moléculas de la superficie celular (192,193).

A pH fisiolbgico, la concanavalina A existe predominante-~
mente en forma de tetrémero, de peso molecular 110 000 Da, mien

tras que por debajo de pH 5.5 la forma que predomina es el dime
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ro, de peso moleculaf 55 000 (194). Asimismo, la derivatizacién
quimica de la concanavalina A tetramérica con anhfdrido acético
o anhidrido succinico convierte a la proteina en una molécula
dimérica, sin alterar su especificidad de unién a carbohidratos
(195). Por otra parte, en condiciones alcalinas se produce la
formacién de agregados de alto peso molecular (coeficiente de
sedimentaci6én 11.35 S) (196). La actividad de aglutinacién o
precipitécién es méxima a pH 6-7 y se ve muy disminuida en los
derivados acetilados © succinilados (195), lo que sugiere que
estas reacciones que implican agregacién estén mediadas por la
forma tetramérica de la concanavalina A.

El monSmero de concanavalina A est8 constituido por una
sola cadena polipeptidica de 237 amino&cidos (peso molecular
27 500) que no contiene ningfin puente disulfuro ni cisteina li-
bre y solamente contiene 2 metioninas (197). El amino&cido pre-
dominante, la serina, representa el 13.1% del total de amino&ci
dos. La composicién de amino&cidos indica que, independientemeg
te del estado de ionizacibébn de las histidinas, el nimero de gru
pos negativamente cargados supera a los cargados positivamente
a pH fisiolégico. Al contrario que la mayoria de las lectinas,
la concanavalina A no contiene carbohidrato unido covalentemen-
te (198). Ademas de las cadenas intactas se observan hasta 3-4
fragmentos diferentes cuyos pesos moleculares varian desde
13 000 hasta 18 000 Da y que son posiblemente el resultado de
la proteolisis de la cadena de 27 500 Da de la concanavalina A.

La cadena polipeptidica se pliega en una estructura com-
pacta elipsoidal, de dimensiones aproximadas 40 x 39 x 42 R, en
la que m&s de la mitad de los amino&cidos se encuentran consti-
tuyendo dos grandes laminas £ antiparalelas y el resto se orde-
nan al azar (200). La superficie molecular es relativamente li-

sa y uniforme y s6lo se ve interrumpida por una gran cavidad
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que se extiende hacia el interior del protémero. Esta cavidad
contiene dos subsitios con diferentes caracteri{sticas, uno ma-
yor y predominantemente hidrofébico y otro m&s pequefio y préxi-
mo a la superficie que contiene predominantemente grupos hidro-
filicos.

Cada monSmero de concanavalina A contiene dos sitios de
unién diferentes para metales bivalentes y un sitio de unién es
pecifico para azicares tipo D-manosa, D-glucosa y D-fructosa
(177, 201). Por lo que respecta a la unién de metales, el sitio

S1 une metales de transicién tales como an*. NiZ‘ y Coz* y més

débilmente an+ Y Cdz’, todos ellos con afinidad por ligandos
que contengan nitrégeno, mientras que el sitio S2 une metales
bivalentes cuyo radio sea muy préximo a l ;, como es el Caz*
(201, 202). La unibn de metales de transicibén, especialmente
an*, al sitio S1 es necesaria para que pueda darse la unién de
Caz* al sitio S2 y, a su vez, es necesario que ambos sitios es-
tén ocupados para que se de la unién del carbohidrato (201), de
forma que la concanavalina A demetalizada, por exposicién a pH
&cido, pierde su capacidad de precipitar polisacéridos (203).
Los dos sitios de unibén de metales se localizan en la parte més
ancha de la molécula, alejados de la cavidad central, y situa-
dos a 5 i uno del otro.

Mediante estudios de competicién se ha llegado a la con-
clusién de que el sitio de unibén especifico para azlcares no se
encuentra dentro de la cavidad central, sino que en ésta se en-
cuentra el sitio de unién de diversos iodofenilglicésidos, los
cuales se unen probablemente a través de interacciones hidrofé-
bicas. Recientes estudios de difracciédn de complejos concanava-
lina A-azlGcar entrecruzados covalentemente han indicado que el
sitio de unibébn especifico para azicares se encuentra en un bol-
sillo superficial situado a 13 A del sitio de unién del Mn',

S1 (204).
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1.10.2. Lectina de Lens culinaris

La lectina aislada de Lens culinaris presenta, al igual
que la concanavalina A, especificidad por D-manosa y D-glucosa,
asi como por sus d -metil-D-piranésidos (205). Asimismo, es mito
génica y aglutina todos los grupos sanguineos humanos sin presen
tar especificidad por ninguno de ellos, aunque si la muestra pa
ra distintas especies (206). Electroforéticamente se distinguen
dos variantes de igual peso molecular (52 000) e idénticas pro-
piedades inmunoquimicas y actividad hemaglutinante (207).

Ambas isolectinas est&n constituidas por dos tipos de ca-
denas polipeptidicas diferentes: dos cadenas pesadas, H, de
18 000 Da, y dos cadenas ligeras, L, de 8 000 Da, unidas entre
si por enlaces no covalentes (2H + 2L) (208). El an&lisis de la
composicién de amino&cidos indica que ambas isolectinas contie-
nen preponderantemente &cido aspértico (o ésparagina), treonina,
serina y valiné (205-207), no contienen metionina (207) y sola-
mente la cadena H contiene cisteina (un resto por cadena) (208).
La diferencia en el comportamiento electroforético de ambas isgo
lectinas es atribuible a la mayor concentracidén de lisina de
una de ellas (207).

Las lectinas contienen un 1,5-3% de carbohidrato, princi-
palmente D-glucosa y 2-amino-2-deoxi-D-glucosa (205). Asimismo,

2 :
unen Ca * bs Mn2+, los cuales incrementan la actividad hemagluti

nante de la lectina, en especial el an’ (206). Tanto la demeta
lizacién por medio &cido (206) como la disociaciédn de las subu-
nidades (208) conducen a la eliminacién del Mn2* sin que se vea
afectado el contenido de Ca2+, disminuyendo la actividad hema-
glutinante en casi un 95% de manera irreversible, ya que la adi
cibén de an* y Ca2+ no produce la reactivacién de la proteina
(206, 208). Por otra parte, las lectinas contienen dos sitios

de unibn especificos para azicares por molécula (209).
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I.11. OBJETIVOS

Debido a la ré&pida inactivacién de la plasmina en plasma
por su inhibidor cﬁ-antiplasmina (163) y a la relativamente am-
plia especificidad de esta enzima (116), es necesario que el
proceso de activaciédn del plasminégeno se localice en el trombc
para que la fibrinolisis tenga lugar de una manera eficaz y se-
lectiva. El plasminbégeno, por lo tanto, ha de unirse a la fibrj
na y ser activado en su superficie. Sin embargo, la afinidad
del plasminbégeno nativo por la fibrina es muy pequefia y sblo ut
4% del plasminbgeno total presente en plasma queda especifica-
mente unido a la fibrina (175). El hecho de que el Lys-plasming
geno muestre mayor afinidad por la fibrina que el Glu-plasminé-
geno (93, 175) pudiera indicar que esta forma proteoliticament:
modificada es fisiolégicamente importante en el proceso fibrinp
litico. Sin embargo, en la circulaciédn normal la proporcién de
Lys-plasminégeno es insuficiente para una trombolisis eficaz
(210, 211).

El activador tisular del plasminégeno, que es capaz de
unirse espec{ficamente a la fibrina (153), forma un complejo
ternario con el plasminégeno y la fibrina de forma que tanto 1l
unién del plasmindédgeno como su activacién (212, 155) se ven fa-
vorecidas. Sin embargo, ni la uroquinasa ni la estreptoguinasa
los dos agentes tromboliticos m&s utilizados hasta la fecha,
muestran afinidad por la fibrina, por lo que el mecanismo des-
crito para la fibrinolisis inducida por el activador tisular m
parece ser extensivo, o al menos en su totalidad, a la fibrino-
lisis inducida por estos dos activadores.

La activacién del plasmindgeno, tanto por uroquinasa (213
-215) como por estreptoguinasa (216-218), se ve favorecida en
presencia de fibrina y, en menor medida, de fibrinégeno o de

sus fragmentos de digestién por plasmina. Ello hace suponer qu
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la unién del plasmindgeno al fibrinbégeno o fibrina a través de
sus sitios de unién de lisina modifica de alguna manera su con-
formacibén facilitando la activacibén a plasmina.

A pesar de ser objeto de numerosas investigaciones (98,
219-223) no se conoce exactamente la localizacibébn de los sitios
de unién del plasminégeno en la fibrina. Por otra parte, recien
temente se ha sugerido que el atague inicial de la plasmina a
la fibrina tiene como resultado la aparicién de nuevos sitios
de unién para el plasminégeno (224, 225). De esta forma, los ac
tivadores jugarian un papel regulador de la unién del plasminé-
geno a la fibrina y, en consecuencia, del proceso fibrinolitico.

Por todo ello, hemos abordado el estudio del mecanismo de
acciébn del sistema plasminbégeno/plasmina en la fibrinolisis des
de dos vertientes:

l1.- Influencia que la concentracién y localizacibén de los ac-
tivadores, uroguinasa y estreptoquinasa, tienen en la fibrinoli
sis. El estudio se ha realizado tanto en plasma como en un sis-—
tema purificado libre de inhibidores para dos modelos experimen
tales diferentes: activadores presentes en el momento de formar
se la fibrina (los procesos de coagulaciédn y fibrinolisis se
disparan simulténeamente) y activadores afiadidos "a posteriori"
(el proceso fibrinolitico se inicia una vez completada la coa-
gulacién).

2.- Identificacién de los dominios del fibrinbgeno/fibrina
implicados en la unién del plasminégeno. Para ello se ha lleva-
do a cabo el bloqueo selectivo de zonas concretas de la molécu-
la de fibrinbgeno/fibrina mediante la unién de lectinas a las
cadenas de carbohidrato localizadas en los dominios D y E. Se
han utilizado las lectinas procedentes de Canavalia ensiformis
y Lens culinaris, cuya especificidad por D-manosa y D-glucosa

hace predecible su unién al carbohidrato del fibrinégeno.
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II. MATERIALES Y METODOS
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II.l. PREPARACION DE PLASMA

Se ha utilizado plasma procedente de donantes normales (3
dias después de la extraccién) facilitado por los servicios de
Hematologfa de la Ciudad Sanitaria "La Paz" y del Centro Espe-
cial “Ramén y Cajal" de Madrid.

Eritrocitos, leucocitos y plaquetas se han eliminado del
plasma por centrifugacidn a 4 300 x g, 10 min. a 10QC, en una
centrifuga MSE High Speed 18. Una vez exento de restos celula-
res el plasma se conservé a ~180C hasta su utilizacién por tiem

pPo no superiot a una semana.

II.2. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FIBRINOGENO

II.2.1. Purificacién de fibrinégeno

Se ha utilizado fibrinégeno humano (Kabi, Grado L) purifi
cado por el método de Fretto y McKee (226) para la eliminacién
de plasminbgeno contaminante.

200 mg de fibrinégeno, con una coagulabilidad minima del
90%, se disuelven en 15 ml de tampén 50 mM Tris-HCl1l, 0.15 M
NaCl, pH 7.2 y se aplican a una columna de Sepharosa-lisina
(2.7 x 8.5 cm), eluyendo con el mismo tampédn con un flujo de 75
ml/h. Las fracciones que contienen fibrinbgeno se reunen y pre-
cipitan mediante la adicibn, lentamente y con agitacibn, de 1/3
del volumen total de (NH4)2SO4 4 M. E1 fibrinbégeno asi{ precipi-
tado se separa por centrifugacibén a 12 000 x g durante 20 min.
y se redisuelve en el tampbn adecuado, J3ializ&ndolo finalmente
frente a ese mismo tampén. Todo el proceso se realiza a 49C.

La columna de Sepharosa-lisina se regenera eluyendo el
plasminbgeno retenido con 8cido g-aminocaproico 0.2 M en 50 mM

Tris-HC1l, 0.15 M NaCl, pH 7.2.
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El rendimiento del método es de un 80% y el fibrinégeno
as{ purificado presenta ura coagulabilidad del 95-98%. La ausen
cia de plasminégeno contaminante se ha comprobado por incuba-
cién de una alicuota de la solucibén de fibrinégeno con estrepto
quinasa (Behring, 5 unidades/mg fibrinégeno) durante 7 h a 37QC
y posterior electroforesis en gel de poliacrilamida en presen-

cia de SDS para determinar la integridad del fibrinégeno.

II.2.2. Determinacién de la concentracién de fibrinégeno

La concentraci6bn de fibrinégeno se ha determinado espec-
trofotométricamente por medida de la absorbancia a 280 y 320 nr
utilizando el coeficiente de extincién obtenido por Mihalyi
(227):

1% 1%
- = 15.

Exgo ~ B3z = 1>:06

I1.2.3. Determinacién del porcentaje de protefina coagula-

o
bt
©

El grado de purcza del fibrinbgeno se ha determinado mi-
diendo la coagulabilidad del mismo con trombina, segin el méto
do de Laki (228).

A 1 ml de una solucién de fibrindgeno de concentracibén
exactamente conocida (alrededor de 1 mg/ml) en tampdn 10 mM
Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 7.8 se le afiaden 20 ul de una solu-
cién de irombina bovina (Sigma, 100 NIH/ml en 50 mM ci:irato s&
dico, 0.15 M NaCl, pH 6.5). Se agitz r&pidamente y se deja coa
gular a temperatura ambiente durante dos horas, al cabo de las
cuales se retira el codgulo procurando eliminar la mayor canti-
dad posible de liquido de su interior. Se determina la concen-
tracién de protefna que queda sin coagular en el sobrenadante ’

a partir de este valor y el de la concentracibn inicial de fi-
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brinégeno se calcula el porcentaje de protefna cozgulable.

I1.2.4. Determinacién de la velocidad de coagulacién

Se ha seguido un método basado en el de Belitzer et al.
(229).

A 1 ml de una solucién de fibrinbgeno Ce concentracién
0.5 mg/ml aproximadamente, en tampén 10 mM Tris-HCl1l, 0.15 M
NaCl, pH 7.8, se le afiaden S pl de trombina (100 NIH/ml), se
agita rapidamente y se registra a los 15 s el incremento de ab
sorbancia a 350 nm con el tiempo, en un espectrofotbmetro de

doble haz Hitachi 2000 con registro gr&fico acoplado.

II.3. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE PLASMINOGENO

Se ha utilizado plasminbégeno humano Kabi, obtenido por
cromatograffia de afinidad en Sepharosa-lisina secin el método
de Deutsch y Mertz (101), de un alto grado de pureza (alrede-
dor de 20 UC/mg de proteina, unidades caseinolfiticas conforme
a Sgouris et al. (230) ). El contenido del vial, aproximadamen
te 25 UC, liofilizado dc¢ una solucibn en tampdn 50 mM fosfato,
41 m!: NaCl, 10 mM lisina, 3% glucosa, pH 7.4, se ha disuelto
en 2 ml de agua destilada y dializacdo frente a tamp6n 10 mM
Tris-HC1l, 0.15 M NaCl, pH 7.8.

II.3.1. Determinacibén de la concentraciédn de plasminbge-

La concentracién de plasminbégeno se ha determinado por

medida de la absorbancia a 280 nm, utilizando un valor de
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I1.3.2. Determinacibn de_la actividad del compleijo plasmi-
négeno-estreptoquinasa

La actividad se ha determinado espectrofotométricamente
utilizando el sustrato cromogénico S$-2251 ( dihidrocloruro de
H-D-valil-L-leucil-L-lisil-p-nitroanilida) (Kabi) espec{fico pa
ra plasmina y el complejo plasminfgeno-estreptoguinasa. El méto
do para la determinacién de actividad est§ basado en la diferen
cia de absorbancia entre la p-nitroanilida formada enzimética-
mente y el sustrato original:

enzima
H~-D-Val-Leu-Lys-pNA —————— H-D-Val-Leu-Lys~-OH + pNA

La velocidad de formaciébn de pNA, que puede seguirse por el in-
cremento de absorbancia a 405 nm con el tiempo, es proporcional
a la actividad enzimética (231).

10 ul de la soluciédn de plasmindbgeno se diluyen hasta
250 ul con agua destilada ajustando el pH a 3-4 con HCl y se incuban 10 min
a 37QC con 75 pl de estreptoquinasa 10 000 IU/ml en agua desti-
lada (Sigma, 100 000 unidades/mg estreptoquinasa). Inmediatamen
te después se le afladen 0.48 ml de 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl,
PH 7.8 y 200 M1l de sustrato 3 mM en agua destilada, se agita r§
pidamente y se registra a los 10 s el incremento de absorbancia
a 405 nm con el tiempo. A partir de la velocidad inicial puede
calcularse la actividad, teniendo en cuenta gue para 0.0078 UC/
ml (concentracién final) se produce un incremento de absorban-
cia de 0.05 por minuto.

En estas condiciones (exceso de estreptoquinasa con res
pecto al plasminégeno) todo el plasminbgeno se encuentra forman
do complejo con la estreptoquinasa por lo que se est& midiendo

realmente la actividad del complejo.

II.3.3. Obtencién de Lys-plasminégeno a partir de Glu-
plasminégenc
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Se ha utilizado el método descrito por Castellino y
Powell (232).

Una solucién de Glu-plasminégeno en tampédn 50 mM Tris-
HC1l, 0.1 M lisina, pH 8.0 se incuba con plasmina libre de acti
vadores (Kabi, 20 UC/mg plasmina) disuelta en el mismo tampén,
en proporcién de 8 ug de plasmina por miligramo de plasminége-
no, a 309C durante 2 h. El paso de Glu-plasminbgeno a Lys-plasg
minbégeno puede seguirse por electroforesis en gel de poliacri-
lamida en presencia de dodecil sulfato sbdico (SDS). Para eli-
minar posteriormente la plasmina se afiade a la mezcla de incu-
bacibén un exceso de inhibidor de tripsina procedente de soja
(Sigma) inmovilizado en Sepharosa y se agita la solucién a 20Q
C durante dos horas m&s. Transcurrido este tiempo se separa la
Sepharosa por centrifugacién y el Lys-plasmindégeno libre de
plasmina se dializa frente a tampdn 10 mM Tris-HCl, 0.15 M
NacCl, pH 7.8.

I1.3.4. Caracterizacibén del plasminbégeno por anflisis
del grupo aminoterminal con _cloruro de dansilo

Se ha utilizado el método simplificado descrito por Gray
y Hartley (233).
De 20-30 ug de proteina disueltos en agua destilada se

liofilizan y redisuelven en 30 yl de 0.2 M NaHCO, pH B.5. Se

afladen 30 ul de cloruro de dansilo 2.5 mg/ml en icetona y la
mezcla se incuba a 30-40QC durante 2 h. La hidr6lisis de la
protefina dansilada se lleva a cabo afladiendo 60 1 de HCl
Concentrado (concentracibn final 6éN)e incubando a 108QC durante
16 h. El hidrolizado se liofiliza y se redisuelve en 100-200
W1l de 1 M acetona-HCl 19:1.

La identificacién de los dansil-amino&cidos se ha reali-

zado por cromatograffa en capa fina utilizando como disolvente
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hidréxido ambnico al 1%. Como patrones se han utilizado cloruro
de dansilo, &cido dansil-glut&mico, di-dansil-lisina, dansil-li
sina y dansil-tirosina (Mann Research Laboratories). La cromato
graffa se ha realizado en placas de poliamida (Cheng Chin Tfa-
ding Co) y los aminoc&cidos dansilados se han localizado ilumi-

nando con luz ultravioleta para lo cual se ha empleado una 1&m-
para Desaga UVIS,

II.4. ESTUDIOS DE FIBRINOLISIS EN PLASMA Y SISTEMA PURIFICADO

II.4.1. Preparacién de coéqulos de plasma

Los coigulos de plasma se han preparado afiadiendo a 1 ml
de plasma CaCl2 en concentracién final 0.025 M y dejando coagu-
lar a 20QC durante 2 h, Pasado este tiempo los codgulos se des-
pegan suavemente de las paredes del tubo.

En algunos casos los codgulos han sido separados de la fa
se lfiguida por centrifugacién a 4 000 x g durante 20 min. A con
tinuacién se secan sobre papel absorbente y se lavan sumergién-
dolos en tamp6n 10 mM Tris~HC1l, 0.15 M NaCl, pH 7.8 (5 lavados

de 5 ml cada uno).

II1.4.2. Preparacidn de colqulos de fibrina (sistema puri-

ficado)

Los cofgulos de fibrina se han obtenido tras incubaciédn
durante 2 h a 209C de fibrinégeno (1 mg/ml), plasmindégeno (45
ug/ml) (a menos gque se indigue especf{ficamente se trata de la
forma Glu), CaCl2 (25 mM), cistefna (12.5 mM) y trombina (2 NIH
/ml), en tampén 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 7.8 (volumen to
tal de 1 ml). E1l factor XIII se encuentra presente como contami

nante del fibrinbégeno en cantidad suficiente para asegurar el
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tramado de la fibrina.
Una vez formados los colgulos se despegan de las paredes
del tubo y en algunos casos se retraen por centrifugacién y se

lavan como ya se ha indicado para colgulos de plasma (II.4.1l.).

I1.4.3. Fibrinolisis exbgena

La fibrinolisis exégena se ha inducido por adicién de es
treptoquinasa (Behring, 400 UI/mg estreptoquinasa) o uroquina-
sa (Merrell Dow, 150 000 UI/mg uroquinasa) en la concentracién
deseada (disoluciones recién preparadas) a los coigulos intac-
tos y a los codgulos retrafidos resuspendidos en 10 mM Tris-KECl,
0.15 M NaCl, pH 7.8 (volumen total de 1 ml).

En el primer caso la fibrinolisis se ha seguido por de-
terminacién del porcentaje de fibrina en el co&gulo a distin-
tos tiempos, tomando como 100% la cantidad de fibrina presente
en el codgulo a tiempo cero. Para ello los coégulos se retraen
y se lavan, tal como se ha indicado para coégulos no activados
(I1.4.1.) y finalmente se disuelven en un volumen conocido de
1 M NaOH. La concentracién de fibrina se calcula utilizando un
coeficiente de extincién

E;:o - E.}4’2‘0 =13.5
calculado previamente con distintas concentraciones de fibriné
geno en 1 M NaOH.

La fibrinolisis ex6gena inducida en co&gulos retrafdos y
lavados se ha seguido por medida de la aparicién de absorban-
cia en el sobrenadante a 280 y 320 nm con el tiempo. El porcen
taje de material lisado se ha calculado tomando como 100% el
valor de concentracibén obtenido al provocar la lisis total del

codgulo con 1 M NaOH.

II.4.4. Fibrinolisis endbgena
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La fibrinolisis endfgena se ha inducido disparando simul
téneamente los procesos de coagulacién y fibrinolisis. Para
ello los codgulos se forman tal y como est& descrito en los
apartados 1I.4.1. y II.4.2. para plasma y sistema purificado,
respectivamente, pero en presencia, adem&s, del activador en
la concentracién deseada. La eficacia fibrinolftica se ha de-
terminado midiendo la variacién en el porcentaje de fibrina en
los codgulos con el tiempo, seglin se ha descrito anteriormente

(II.4.3.), asi como el tiempo total de lisis de los mismos.

II.S. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS FRAGMENTOS D Y E DE
DIGESTION DEL FIBRINOGENO POR PLASMINA

Los fragmentos D y E se han obtenido por digestién del
fibrinbégeno por plasmina y fraccionamiento del digerido por
cromatograffa en Sepharosa-lisina, segiin el método de Rupp et
al. (234).

I1.5.1. Digestidn del fibrinégeno por plasmina

25 mg de fibrinbgeno en tampén 50 mM trietanolamina (T EA)
-HC1l, 0.1 M NaCl, 0.05 mM CaClz, 0.02% NaN3, pH 7.4 (10 mg/ml)
se digieren durante 3 h a 37 9C con plasminbgeno (1 UC/ml) ac-
tivado por estreptoquinasa (20 UI/ml). El grado de digestidn
del fibrinbgeno se comprueba por electroforesis en gel de pol:

acrilamida en presencia de SDS.

1I.5.2. Fraccionamiento del digerido por cromatografia
de intercambio ibnico en Sepharosa-lisina

El digerido se dializa frente a tampén 10 mM TEA-HC1, 1

mM CaClz. 0.02% NaN_, pH 7.4 y se aplica a una columna de

3
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Sepharosa-lisina (1.9 x 15 cm) equilibrada con este mismo tam-
pén. La elucibén se realiza a un flujo de 60 ml/h y se recogen
fracciones de 200 gotas en las que se mide absorbancia a 280
nm para detectar la presencia de protefina.

En el volumen de vacio se eluyen péptidos de peso molecu
lar menor de 10 000 Da y carentes de carbohidrato, mientras
que los fragmentos D y E quedan retenidos en la columna y pue-
den ser eluidos sucesivamente mediante tampones de creciente

fuerza ibnica:

10 - 30 mM TEA-HCl, 1 mM CaClz, 0.02% NaNa,pH 7.4

2Q - 50 mM TEA-HCl, 0.02 M NaCl, 1 mM CaCIZ, 0.02% NaN3. pPH
7.4

3Q - 50 mM TEA-HC1l, 0.1 M NaCl, 1 mM CaClz, 0.02% NaN3, pH
7.4

Con el primer tampédn se eluye fundamentalmente fragmento Dl'

y con el tercero se eluye mayoritariamente fragmento E, segin

con el segundo una mezcla de fragmentos D (Dl, D

se comprueba por electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de SDS de muestras de las diferentes fracciones.

La plasmina, retenida por su afinidad a 1la lisina, se
eluye con tamp6n 50 mM TEA~HC1l, 0.2 M &cido € -aminocaproico, 4
M urea, 0.02% NaN_, pH 7.4. Finalmente, la columna se regenera

3
con cloruro de guanidina 5 M.

Las fracciones que ocontienen los distintos fragmentos se reunen
y se concentran por ultrafiltracié4n en un concentrador Amicon
sobre membranas PM 10. Por Gltimo, los distintos fragmentos se

dializan frente a tampén 10 mM Tris-HC1l, 0.15 M NaCl, pH 7.8.

I1.5.3. Determinacibn de la concentraciédn de los fragmen-
tos Dy E

La concentraciédn de cada fragmento se ha determinado por
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medida de la absorbancia a 280 nm utilizando los coeficientes

de extincién dados por Marder et al. (24):

1% _

5280 = 20.8 para el fragmento D
1% _

2280 = 10.2 para el fragmento E

II.6. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LECTINAS

II.6.1. Concanavalina A y acetil-concanavalina A

Se ha utilizado concanavalina A (Con A) (Sigma) en diso-
luciones de aproximadamente 10 mg/ml en tampén 10 mM Tris-HC1,
0.15 M NaCl, pH 7.8, preparadas poco tiempo antes de ser utili
zadas.

1I1.6.1.1. Preparacibédn de acetil-concanavalina A

La acetil-concanavalina A (Ac-Con A) se ha preparado por
el método de Gunther et al. (195).

Se disuelven 25 mg de Con A en 7 ml de acetato sédico sa
turado y se le afiaden 40 ul de anhfdrido acético, incub&ndose
la mezcla con agitacién durante 1 h en un bafio de hielo. Trans
currido este tiempo, la soluciédn se dializa repetidas veces
frente a agua destilada y finalmente se liofiliza.

El grado de asociacidn a pH neutro del derivado acetila
do se comprueba por ultracentrifugaciédn analftica utilizando

como control Con A.

11.6.1.2. Determinacidédn de la concentracién de Con A y Ac-Con A
La concentracién de Con A y Ac-Con A se ha determinado es

pectrofotométricamente por medida de la absorbancia a 280 nm
utilizando en ambos casos el coeficiente de extincién dado por

Wang y Edelman (235):

1%
E280 13.7
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11.6.2. Lectina de Lens culinaris

I1.6.2.1. Purificacién de la lectina de Lens culinaris

Se ha seguido el método modificado de Howard et al. (207).

50 g de semillas de Lens culinaris se suspenden en 250 ml
de tampbébn 10 mM fosfato, 0.15 M NaCl, pH 7.4, durante 16 h a
4QC. Transcurrido este tiempo la suspensifén se tritura en un hgo
mogeneizador Sorvall Omni Mixer y se deja a 4QC durante 15-30
min m&s, centrifuglndose después 20 min a 12 000 x g. Al sobre-
nadante se le afiade (NH4)2SO4 hasta un 30% de saturacibn, el
precipitado se elimina por centrifugacidén y al sobrenadante se
le afflade de nuevo (NH4)2504 hasta un 80% de saturacibn, lenta-
mente y con agitacién, durante dos horas a 4QC. El precipitado
se resuspende en el minimo volumen posible de 5 mM Tris-HC1,
5 mM MnClz. pPH 7.6 y se dializa exhaustivamente frente a este
mismo tampén. Una vez dializada, la solucibén se centrifuga de
nuevo para eliminar el precipitado aparecido durante la di&li-
sis y se aplica a una columna de Sephadex G-75 (Pharmacia) (1.8
x 55 cm) previamente equilibrada con el mismo tampén utilizado
en la diflisis. Se lava con este tampdn hasta que la absorban-
cia a 280 nm sea menor de 0.05 y la lectina retenida se eluye
con tampSn 5 mM Tris-HC1, Snﬂn'clz, 0.1 M a-MDGP, pH 7.6. Las
fracciones que contienen protefna, segin se detecta por medida
de absorbancia a 280 nm, se reunen y se dializan frente a agua

destilada, liofilizando finalmente la solucién.

11.6.2.2. Determinacifén de la concentracibdn de LcH

La concentracién de la lectina de Lens culinaris (LcH) se
ha determinado por medida de la absorbancia a 280 nm utilizando

el coeficiente de extincién dado por Howard et al. (207):

1%
3280 12.6
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II.6.2.3. Determinaciédn de la actividad hemaglutinante de LcH

Los eritrocitos se han obtenido de sangre de rata. 1
ml de sangre se recoge en 6 ml de tampbn 5 mM fosfato , 0.15 ¥
NaCl, 10 mM citrato sbédico, pH 7.6. La suspensibén se centrifu-
ga a 6 000 x g durante 1 min y los eritrocitos se lavan dos ve
ces con el mismo tampén y otras dos veces con este tampbn sin
citrato. Finalmente se resuspenden en una proporcidn 1:10 del
tampén sin citrato.

El titulo de hemaglutinacién se ha determinado incubandc
50 U1 de diluciones sucesivas de la lectina con 50 ul de la
suspensidén de eritrocitos; la menor concentracién de lectina
que aglutina los eritrocitos después de 1 h de incubacibn a
209C, en nuestro caso 0.03 % 0.01 mg/ml, es el tftulo de hema-
glutinacién.

1
11.6.3. Marcaje de lectinas con 251

El marcaje de las lectinas con l251 se ha llevado a cab .
por el método de la lactoperoxidasa (236).

En un tubo de ensayo gque contenga 2 6 3 bolitas de vi-
drio para facilitar la mezcla de los rectivos se afladen por e;
te orden y en vitrina:

-~ 1 mg de lectina en 100 yul de tampén 0.1 M acetato,
pH 5.0

- 2-4 VU] de 1251 en solucién de NaOH que contiene 100 mCi
/ml (Amersham)

- 5 Ul de una solucién de lactoperoxidasa (Sigma, 80 unid
des/mg proteina) en tampén acetato 0.1 M, pH 5.0, de ca
centracién 0.2 mg/ml

- 5 ul de H202 0.03 g/1 recién abierta (25 ul de 3202 de
110 volGmenes (Foret) en 2.75 ml de agua destilada)

Se tapa el tubo y se deja 15 min a 20Q9C con agitacibn ocasionml.
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Se afiaden de nuevo 5u 1l de lactoperoxidasa y Sul de H202 y se
deja otros 15 min. Al final de la reaccién la mezcla se aplica
a una columna de Sephadex G-25 (Pharmacia) (0.7 x 30 cm) pre-
viamente equilibrada con tampén 10 mM Tris-HC1l, 0.15 M NaCl,
PH 7.8. Se recogen fracciones de aproximadamente 0.5 ml y se
mide radiactividad, utilizando un Radioimmuno Analyzer Beckman
Iodine-125, en 10ul de muestra. El primer pico que se obtiene
contiene 125I—lectina y el segundo pico 1251 libre. Se agrupan
las fracciones correspondientes a la lectina marcada y se dia-
lizan frente a tampén 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 7.8 a

L 12 . .
4QC para eliminar el 51 libre que pudieran contener.

II.7. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS LECTINA-
FIBRINOGENO/MONOMERO DE FIBRINA/FRAGMENTOS D Y E

II.7.1. Preparacién de complejos lectina-fibrinégeno/
fragmentos Dy E

Los complejos se han preparado incubando soluciones de
fibrinbgeno, fragmento D1 o fragmento E con diferentes concen-
traciones de lectina durante 30 min a 202C, en tampdn 10 mM
Tris-HC1l, 0.15M NaCl, pH 7.8. En este tiempo de incubacibén se
alcanza totalmente el equilibrio de unién (237).

1I1.7.2. Preparacibn de complejos lectina-monbémero de fi-
brina.

I1.7.2.1. Obtencibdn de monémerocs de fibrina

Los monémeros de fibrina se han obtenido incubando una
solucién de fibrinégeno (1 mg/ml) en tampén 20 mM acetato, 0.1
M NaCl, pH 5.2 con trombina (2 NIH/mg fibrin6geno) durante 2 h

a 209C. En estas condiciones no se observa agregacién de moné-
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meros por ultracentrifugacién analitica.

La liberacién de los fibrinopéptidos se ha seguido por
el método de Gralnick et al. (238) midiendo arginina soluble.

A 1 ml de la solucidn de fibrina anterior se le afiaden
25 Wl de &cido tricloroacético al 100% y se incuba 15 min a
20QC. Después de centrifugar se toma una alicuota de 0.45 ml
del sobrenadante a la que se afiladen 0.45 ml de KOH al 10%, 0.1
ml de 8-hidroxiquinoleina al 0.1% en etanol y 0.1 ml de N-bro-
mosuccinimida al 0.5% recién preparada y fria. A los 15 s exac
tos se afladen 50 pl de urea al 40% y se lee inmediatamente la

absorbancia a 520 nm. Como patrédn se utiliza arginina.

I1.7.2.2. Formacién de los compleijos
Los complejos se han preparado incubando soluciones de

fibrina, de concentracién 1 mg/ml, con diferentes concentracio
nes de lectina durante 30 min a 20QC en tampén 20 mM acetato,

0.1 M NaCl, pH 5.2.

I1.7.3. Unibén de 125I—Ac-—Con A al fibrinbgeno

1
Los estudios de unibn de 25I—Ac—Con A al fibrinégeno se

han realizado incubando una solucién de fibrinégeno (2.5 uM)
con diferentes cantidades de una mezcla de lectina frfa y mar-
cada (de 2 a 28 M) en un volumen total de 1 ml de tampén 10
mM Tris-HC1l, 0.15 M NaCl, pH 7.8, durante 30 min a 209C. De es
ta mezcla de incubacién se toman muestras de 200 ul en las que
se mide radiactividad total. Pasado el tiempo de incubacién se
separa la lectina unida de la libre por coagulacién del fibri-
nbégeno y sus complejos con 20 pl de trombina. Transcurridas 2
h los colgulos se separan por centrifugacién (4 000 x g, 20
min) y se toman muestras de 200 pl del sobrenadante en las que

se mide radiactividad.
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La concentracibén de lectina unida se calcula por diferen
cia entre la concentracién total y la lectina presente en el
sobrenadante. El porcentaje de lectina atrapada en la red de
fibrina o unida inespecificamente se determina en experimentos
paralelos realizados en presencia de 0.1 M a~MDGP., El nGmero
de sitios de unibén y la constante de disociaciébn se calculan a
partir de la representacién de Scatchard de los datos obteni-
dos (239).

I1.7.4. Unién_de 1251-1ectinas a Sepharosa-fibrinégeno

La unién de l25I-lectina.~: al fibrinbgeno inmovilizado se
ha estudiado incubando una suspensién de Sepharosa-fibrinégeno
en tampén 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 7.8 (concentracién
final de fibrinbgeno 1.6 uM) con diferentes cantidades (concen
tracién final de lectina de 0.8 a 6.4 uM) de una mezcla de lec
tina frfa y marcada de la que se mide radiactividad en 5 Ml de
muestra. Después de 30 min de incubacibén a 209C, la Sepharosa-
fibrinbégeno se separa por centrifugacién y del sobrenadante se
toma una muestra de 200 Ul en la que se mide radiactividad.

La concentracién de lectina unida se calcula por diferen
cia entre la concentracibén total y la lectina presente en el
sobrenadante. Para determinar el porcentaje de lectina unida
inespecificamente a la Sepharosa se han realizado experimentos
paralelos en presencia de 0.1 M o-MDGP.

Se ha estudiado también la unién de 125I-Con A dimero al
fibrin6bgeno inmovilizado, para lo cual se ha incubado la sus-
pensibébn de fibrinégeno (1.5 uM) con cantidades diferentes de
la mezcla Con A fria-lzsr-Con A (1.1-11.3 uM) en tampbn 20 mM
acetato sédico, 0.1 M NaCl, pH 5.2. Los experimentos se han

realizado siguiendo el mismo procedimiento que a pH neutro.
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IT.7.5. Unibébn covalente de 125I-Con Ay 125I—LQH al fi-

brinégeno vy sus fragmentos mediante el empleo de un reactivo

bifuncional

Se han utilizado dos reactivos bifuncionales diferentes
(Pierce): dimetil-suberimidato {(DMS) (240)

c17u Nt *

2\ 4

/C - CH2 - CH2 - CI-I2 - CH2 - CH2 - CH2 - C\

H3CO OCH3

con un alcance eficaz de 11 & y dihidrocloruro de dimetil 3,3'

o1
NH2 1

-ditiobis-propionimidato (DTBP) © reactivo de Wang y Richards
(241)

- + + -
Cl BN C
ER i
C~CH, -CH -S~-8-CH, -CH ~-C
H CO/’ ? ? 2 : \\OCH
3 3

con un alcance de 11.9 8.

El reactivo se disuelve en tampén frio 10 mM Tris-HC1,
0.15 M NaCl, pH 8.0, en concentracién 7.5 mg/ml, inmediatamen-
te antes de ser utilizado.

150 ul de una solucibn de fibrinégeno en el mismo tampbn
se incuban con 50 ul de la lectina marcada (50 000 cpm/ u1l,
0.5 mg/ml) y 150 ul del reactivo, de forma que la concentra-
ci6bn final de fibrinbgeno sea de 4 uM. Después de 1 h a 37¢C,
el reactivo se neutraliza por adicién de 0.3 ml de 100 mM eta-
nolamina, pH 8.4 e incubacién a 37Q2C durante 30 min. De esta
me2cla de incubacibn se toma una muestra de 100 ul y el resto
se digiere totalmente a fragmentos Dy E (3 h a 37QC) con plas
minbégeno (0.1 UC/mg fibrinbgeno) activado por estreptoquinasa
(20 UI/UC). Del digerido se toma una muestra de 100 pl.

Paralelamente se realizan tres experimentos control en
presencia del reactivo bifuncional: 12SI-lectina sola, 1251-

1
lectina mas fragmento D1 b4 251-1ectina mi4s fragmento E, sien-
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do la concentracib6n final de los fragmentos en la mezcla de
reaccidn 4 uM. Asimismo, el caricter especifico de la unibén se
determina realizando los mismos experimentos en presencia de
0.1 M c-MDGP.

Las diferentes muestras se han separado e identificado
por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de

SDS y posterior autorradiografia de los geles.

II.7.6. Cromatograffa de afinidad en Sepharosa-lectina

Se ha estudiado la unién del fibrinb6geno y sus fragmen-
tos Dy E a las lectinas inmovilizadas en Sepharosa, en tampbn
10 mM Tris-HC1l, 1.0 M NaCl, pH 7.8 6 20 mM acetato sédico,
1.0 M NaCl, pH 5.2, a 209C. Las muestras (entre 1.3 y 2 mg de
rrotefina) se han aplicado a una columna de 4.5-5 ml de Sephargo
sa-lectina con una concentracibébn de lectina de 2.5 mg/ml de
cel y la proteina retenida se ha eluido con 0.5 M a~MDGP en el

tampén correspondiente.

II1.7.7. Determinacibn de coeficientes de sedimentacién

La determinacién de los coeficientes de sedimentacibn se
ha realizado en una ultracentrifuga Beckman, modelo E, con sis
tema 6ptico de Schlieren. Se ha utilizado un rotor de titanio
ANH y células de ultracentrifugacién de aluminio de doble sec-
tor y 12 mm de paso 6ptico. Los experimentos se han realizado
a 60 000 rpm y 20QC. Las placas se han medido en un microcompa
rador Nikon modelo 6C. Las medidas se corrigen a distancias
reales al eje de giro y se calculan los coeficientes de sedi-
mentacibén segn la ecuacidn:

2.303 (log r3 - log rj) /

s = 60w 2 (t2 - t1)
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La velocidad de sedimentacibébn de las lectinas, el fibri~
négeno, sus fragmentos D y E y los correspondientes complejos
se ha estudiado en tampbé4n 10 mM Tris-HCl 0.15 M NaCl pH 7.8,
para concentraciones de aproximadamente 1 mg/ml de cada prote~

{na.

II.8. ESTUDIQS DE LISIS POR PLASMINA DE FIBRINOGENO, MONOMEROS
DE FIBRINA Y SUS COMPLEJOS CON LECTINAS

La lisis por plasmina del fibrinbégeno y sus complejos
con lectinas se ha estudiado incubando 1 ml de la solucién de
fibrinégeno/complejos lectina-fibrindégeno (concentracién final
de fibrinégeno de 3 mg/ml) en 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH
7.8, con 30 ul de Glu-plasminbégeno (0.5 mg/ml) y 30 ul de es-
treptoguinasa (160 UI/ml) a 20Q9C. A diferentes tiempos se sepa
ran alicuotas de la mezcla de incubacibdn para su andlisis por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS,
bien tras su reduccién con B-mercaptoetanol (3% concentracién
final, 3 min 1009C) o bien sin reduccibén previa.

Del mismo modo, la digestién de monbmeros de fibrina se
ha seguido por electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS
de muestras, reducidas o sin reducir, tomadas a distintos tien
pos de una mezcla de incubacién constituida por i ml de solu-
cién de monémeros de fibrina/complejos lectina-monémero de fi.
brina en tampén 20 mM acetato sédico, 0.1 M NaCl, pH 5.2, 75

1 de Glu-plasminégeno (0.5 mg/ml) y 75 ul de estreptoquinasa
(160 UI/ml), con una concentracién final de monémeros de fibr.

na de 1 mg/ml.

II.9. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE COMPLEJOS LECTINA-FIBRI-
NA




-73-

11.9.1. Obtencibn de compleijos lectina-fibrina

Los complejos lectina-fibrina se han preparado por adi-
cién de trombina (2 NIH/mg fibrinbgeno) a una solucibén del com
plejo lectina-fibrinégeno (concentraciédn final de fibrinbgeno
1 mg/ml) en presencia de plasminbgeno (45 ug/ml 6 15 pg/ml),
CaCl2 (25 mM) y cistefna (12.5 mM), en tampé4n 10 mM Tris-HCl,
0.15 M NaCl, pH 7.8 (volumen final 1 ml). Después de 2 h de in
cubaciédn a 20QC, los colgulos asi formados se despegan de las
paredes del tubo suavemente y en algunos casos se retraen por
centrifugacibén y se lavan como ya se ha descrito en el aparta-
do 11.4.1.

11.9.2. Determinacibdn de la velocidad de coagqulacidn de

los complejos lectina-fibrindgeno

La velocidad de coagulacién de los complejos lectina-fi
brinégeno se ha determinado tal y como se ha descrito en el
apartado II.2.4., siguiendo la aparicié4n de absorbancia a 350

nm con el tiempo tras la adicién de trombina.

II.9.3. Determinacibn del porcentaie de protefna coagu-

lable

La coagulabilidad del fibrindgeno en los camplejos lectina
-fibrinbégeno se ha determinado por electroforesis en gel de po
liacrilamida en SDS ya que la presencia de la lectina impide
utilizar el método de Laki, descrito en el apartado II.2.3.

A 1 ml de una soluciédn del complejo lectina-fibrinégeno,
en el gque la concentracién de fibrinbgeno sea alrededor de 1
mg/ml, se le afladen, después de haber tomado una muestra para

electroforesis, 20 ul de trombina (100 NIH/ml) y se incuba a
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202C durante 2 h. Transcurrido este tiempo se retira el co&gu-
lo y se toma del sobrenadante otra muestra para electroforesis.
La cantidad de fibrinégeno en ambas muestras se determina por
densitometrado de los geles y medida del &rea de los picos y
el porcentaje de fibrindégeno coagulable se determina a partir
de la cantidad de fibrinbégeno total y de fibrindégeno en el so-

brenadante.

II.9.4. Determinacibn del grado de entrecruzamiento de

la fibrina en los complejos lectina-fibrina

El grado de entrecruzamiento de la fibrina puede determi
narse f&cilmente observando la proporcién de cadena a y de ca-
dena Yy que permanecen como cadenas sencillas sin entrecruzar.
Para ello, los complejos lectina-fibrina se reducen totalmente
con B-mercaptoetanol (concentracién final 3%) a 1002C y el ma-
terial reducido se analiza por electroforesis en gel de poli-
acrilamida en presencia de SDS. La cantidad de cadena a y Y se
determina por densitometrado de los geles y medida del &rea de
los picos, tomando en todos los casos la cadena 8 como estan
dar. Como control para determinar el 100% de cadena @ y Y sin

entrecruzar se utiliza fibrinégeno.

I1.9.5. Elucibdn de lectinas de los compleijos lectina-
fibrina

Las lectina unidas a la fibrina pueden ser eluidas de 1.
misma por el azicar especifico, a-MDGP. Para ello, los codgu-
los retraidos y lavados se resuspenden (30 min a 20°C) en sucesivos volum
nes (150 ul) de tampSn10 mM Tris-HCl, 0.2 M a-MDGP, 0.15 M NaCl.-

PH 7.8. La cantidad de lectina eluida se determina por electp
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foresis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS de las

distintas eluciones.

II.10. ESTUDIOS DE FIBRINOLISIS DE COMPLEJOS LECTINA~-FIBRINA

I1.10.1. Fibrinolisis exbgena

La fibrinolisis ex6gena se ha inducido por adicién de es
treptoquinasa (19 UI/ml) a los complejos lectina-fibrina, in-
tactos o retrafidos y resuspendidos en tampén 10 mM Tris-HC1,
0.15 M NaCl, pH 7.8, volumen total de 1 ml.

En el primer caso, la digestifn se ha seguido por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida en SDS de los complejos to
talmente reducidos a diferentes tiempos de incubacién.

La fibrinolisis inducida en complejos lectina-fibrina
previamente retraidos y lavados se ha seguido por medida de la
aparicién de absorbancia en el sobrenadante a 280 nm y 320 nm
con el tiempo, seqglGn se ha descrito en el apartado II.4.3. y
por electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS de muestras

reducidas a distintos tiempos de lisis.

I1.10.2. Fibrinolisis endégena

La fibrinolisis end6gena se ha inducido preparando los
complejos lectina-fibrina, tal como se ha descrito en el apar-
tado II.9.1., en presencia de estreptoquinasa (19 UI/ml). La
digestibn se ha seguido por electroforesis en gel de poliacri-
lamida en presencia de SDS de codgulos totalmente reducidos a

diferentes tiempos de incubaci 6n.

II.11. DETERMINACION DE PLASMINOGENO UNIDO A FIBRINA
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II.11.1. Marcaje de plasmindgeno con 1251

El plasmindégeno se ha marcado utilizando glucosa oxidasa
y lactoperoxidasa inmovilizadas (Bio-Rad), segin el método de
Suenson y Thorsen (242). Este método proporciona las condicio-
nes mds suaves posibles para el marcaje de proteinas con 1251.
Tras la adicién de B-D-glucosa, la glucosa oxidasa inmoviliza-
da genera continuamente una pequefia cantidad de H_O_. A su vez
la lactoperoxidasa cataliza la peroxidacién del Na1 51 a 1251
libre, el cual reacciona con la prote{na.

En un tubo de ensayo que contenga 2 6 3 bolitas de vi-
drio para facilitar la mezcla de los reactivos se afiaden por
este orden y en vitrina:

- 150 ul de Glu-plasminbégeno de concentracidén 1 mg/ml en
tampén 0.2 M fosfato sédico, pH 7.2

- 50 ul del reactivo reconstituido con agua destilada
(0.5 ml por vial de 10 reacciones) al menos 1 h antes de ser
utilizado

- 3 ul de 125I en soluciédn de NaOH que contiene 100 mCi
/ml (Amersham)

- 50 ul de D-glucosa al 2% (o 50 ul de 8-D-glucosa al
1%)

Se mezclan los reactivos y se deja incubando 15 min a
209C. Transcurrido este tiempo, la mezcla se aplica directamen
te a una columna de Sephadex G-25 (0.7 x 30 cm) previamente
equilibrada con tampén 10 mM Tris-HC1l, 0.15M NaCl, pH 7.8. Se
recogen fracciones de aproximadamente 0.5 ml y se mide radiac-
tividad en 10 ul de cada fraccibén. El primer pico gue se obtie
ne contiene el 125I-plasminégeno y el segundo pico 1251 libre.
Se agrupan las fracciones correspondientes al plasminégeno mar

cado y se dializan frente al mismo tampbébn de elucibn, a 4eC,
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para eliminar el 1251 libre contaminante. Una vez dializado se

comprueba la integridad del l251-1.'a1asm:i.nc‘>geno por electrofore-
sis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y posterior
autoradiograffa de los geles, comparando su movilidad electro-
forética con la del plasmindgeno sin marcar.

II.11.2. Unién de lzsl—plagginéqeno a fibrina v a los

complejos lectina-fibrina

Los estudios de unién se han realizado incubando una so-
lucibébn de fibrinbégeno o del complejo lectina-fibrinbgeno (con-
centracién final de fibrinégeno 1 mg/ml) con trazas de 1251-
plasmindgeno en presencia de plasmindgeno frfo (45 ug/ml de
concentracidn total de plasminégeno), CaC12 (25 mM) y cisteina
(12.5 mM), en tampén 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 7.8 (volu
nen total 1 ml). De esta mezcla de incubacién se mide radiacti
vidad en 200 ul y el resto se coagula por adicién de trombina
(2 NIH/mg fibrinégeno). Transcurridas 2 h se separa el cofgulo
de las paredes del tubo y se retrae por centrifugacién ( 4 000
x g durante 20 min). Del sobrenadante se toma una muestra de
200 U1 en la que se mide radiactividad. Por otra parte, los
co&gulos se lavan sumergiéndolos 5 veces en tampbén (5 ml) y fi
nalmente se disuelven en 1 ml de tamp6én 10 mM Tris-HCl, 3 mM
SDTA, 2% SDS, pH 7.0 que contiene adem&s f8-mercaptoetanol al
3%, calentando a 100QC durante 3 min. Se mide radiactividad en
750 ul de estas muestras y otros 50 yl se someten a electrofo-
resis en gel de poliacrilamida en SDS y posterior autoradiogra
tia.

De esta manera se determina, por una parte, el plasminé-
jeno unido inicialmente a la fibrina, por diferencia entre la

concentracibén total y el plasminbgeno presente en el sobrena-
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dante, y, por otra, el plasminbgeno que permanece unido en el
codgulo retrafdo y lavado. El porcentaje de plasminégeno atra-
pado en la red de fibrina o unido inespecificamente se determi
na en experimentos paralelos realizados en presencia de 0.2 M

lisina.

I1.11.3. Elucién de plasminbgeno unido a la fibrina

La cantidad de plasminfégeno que permanece unido al codgu
lo se ha estudiado también utilizando zimégeno frfo. El plasmi
négeno unido a la fibrina puede ser eluido de la misma por &ci
do g¢-aminocaproico. Para ello, los co8gulos retrafidos y lava-
dos se sumergen en sucesivos volGmenes (150 yl) de tampdn 10
mM Tris-HC1l, 0.1 M €-ACA, 0.15 M NaCl, pH 7.8, dos veces durar
te 30 min y una tercera vez durante 16 h, a 209C, juntando fi-
nalmente 100 ul de cada extraccibn. La cantidad de plasminbge-
no en la mezcla se ha determinado por medida de la actividad,
utilizando el sustrato cromogénico $-2251 (II.3.2.) y por elet
troforesis en gel de poliacrilamida en SDS de alicuotas de la

mezcla de eluatos.

IX.l12. DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LAS LECTINAS EN LA
FORMACION Y ACTIVIDAD DEL COMPLEJO PLASMINOGENO-ESTREP! UINA-
SA

Se ha estudiado la posible influencia de las lectinas @
la formacidén y actividad del complejo plasminégeno-estreptoqu
nasa en las mismas condiciones en las que se han realizadeo lag
estudios de fibrinolisis, utilizando el sustrato cromogénico
§-2251.

El efecto de las lectinas en la actividad del complejo

se ha determinado incubando con estreptoquinasa (19 UI) el
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plasminégeno (15 ug), ya sea solo o incubado previamente con
las lectinas en la proporcién deseada (30 ﬁin a 20QC). Después
de 10 min a 372C se afladen 200 ul de sustrato S-2251 3 mM en
agua destilada y tampén 10 mM Tris-HCl1l, 0.15 M NaCl, pH 7.8
hasta 1 ml de volumen final, se agita répidamente y se regis-
tra a los 10 s el incremento de absorbancia a 405 nm con el
tiempo.

Para determinar la influencia de las lectinas en la for-
macién del complejo plasmindégeno-estreptoquinasa se afiaden si-
multineamente la estreptoquinasa (concentracién final 19 UI/ml)
y el sustrato al plasminégeno (concentracibén final 15 pug/ml),
ya sea solo o previamente incubado con las lectinas, en un vo-
lumen total de 1 ml de tampbén 10 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH
7.8. Se agita ripidamente y se registra la variacién con el

tiempo de la absorbancia a 405 nm.

II.13. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE
sbs

Las electroforesis se han realizado segin el método de
Laemli (243) en geles con una concentracién de acrilamida de

un 7.5 a un 12%, preparados con las siguientes soluciones:

7.5% 12%
Agua destilada 14.85 ml 9.6 ml
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 7.5 ml 7.5 ml
Acrilamida 30% /

Bis-acrilamida 0.6% 7.5 ml 12.0 ml
SDS 10% 0.3 ml 0.3 ml
TEMED 15 ul 15 ul
Persulfato aménico 10% 100 1 100 1

Bn el gel de apilamiento se ha utilizado un 4.5 %
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de acrilamida y la siguiente composicién:

Agua destilada 6.3 ml
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2.5 ml
Acrilamida 30% /

Bis-acrilamida 0.6% 1.5 ml
SDS 10% 0.1 ml
TEMED 5 u
Persulfato ambénico 10% 100 v

Las muestras se aplican diluidas al menos en el mismo vo
lumen de tampbn 10 mM Tris-HC1l, 3 mM EDTA, 2% SDS, pH 7.0, des
pués de afladirles 10 ul de azul de bromofenol al 3% en glice-
rol al 50% como indicador.

Cuando es necesario las muestras se reducen con8 -mercap

toetanol al 3%, calentando a 100QC durante 3 min.

Las electroforesis se han realizado en un Protean 16 de
Bio-Rad, utilizando como tampdn de electroforesis 0.025 M Tris-
0.192 M glicina, 0.1% SDS, pH 8.3 y a una temperatura constan-
te de 20QC, mantenida mediante un circuito de refrigeracién.

La duracibén de la electroforesis depende de la diferen-
cia de potencial utilizada; en nuestro caso se han realizado

generalmente a 50 V (18 h) & 200 V (3 h).

Las bandas de protefina se han localizado por tincién con
azul de Coomassie (Fluka, R250) al 0.25% en metanol al 45% y
4cido acético al 5% durante 1 h. A continuacibn los geles se
destifien por difusién en una solucién de metanol-&cido acético
~agua (9:1:10 en volumen) (244).

La tincibn de glicoproteinas se ha llevado a cabo por el
método de Zacharius et al. (245). Se introducen los geles en

una solucién al 12% de &cido tricloroacético durante 30 min.



-81-

Transcurrido este tiempo se lavan ligeramente con agua destila
da y se sumergen en una solucibédn de &cido peribdico al 1% en
&cido acético al 3%, durante 50 min. Posteriormente se lavan
exhaustivamente con agua destilada (tres cambios en 12 h) y se
introducen en una solucién de sulfito de Fuschina (reactivo de
Schiff) durante 50 min en la oscuridad. Después los geles se la
van con metabisulfito sédico al 0.5% recién preparado, tres ve
ces durante 10 min cada vez, y finalmente se destifien de la
misma forma que para la tincién con azul de Coomassie.

Los geles destefilidos se secan entre hojas de celofén y
se densitometran en un aparato Joyce Loebl modelo MKIIIC. La
movilidad electroforética de cada una de las bandas se calcula
dividiendo la distancia que ha migrado la proteina por la dis-
tancia que ha migrado el azul de bromofenol y los pesos molecu
lares correspondientes se determinan segin el método de Weber
y Osborn (246), teniendo en cuenta que la movilidad electrofo-
rética es inversamente proporcional al logaritmo decimal del

peso molecular.

Las bandas de material radiactivo se han localizado por
autorradiograffa de los geles. Para ello el gel seco se pone di
rectamente en contacto con una placa autorradiogr&fica médica
MAFE RP-X7 y ambos se colocan en un chasis con pantalla ampli-
ficadora Dupont, de 1 a 3 dfas, a -70Q2C. Después la placa se
revela normalmente y el peso molecular de las bandas se deter-

mina como ya se ha descrito para las bandas de proteina.

I1.14. ACTIVACION DE SEPHAROSA E INMOVILIZACION DE LIGANDOS

I1.14.1. Activacibn de Sepharosa con CNBr

Se ha utilizado CNBr-Sepharosa 4B comercial (Pharmacia)
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o Sepharosa activada por el método de Cuatrecasas (247).

100 ml de Sepharosa 4B sedimentada (Pharmacia) se suspen
den en 100 ml de agua destilada y se le afiade con agitacién
y en vitrina, 4 g de CNBr disueltos en el xinime volumen posi-
ble de acetonitrilo. Durante 10 min se mantiene el pH de la
suspensién alrededor de 11 mediante laadici6n, con agitacibn
continua y suave, de NaOH 8 N. Transcurrido este tiempo la mez
cla se enfria ripidamente con hielo y se filtra en un embudo
Buchner colocando en el guitasato Cuso4 y NaOH s6lidos para
provocar la descomposiciédn del CNBr que no haya reaccionado.
Finalmente se lava con 2 1 de 0.1 M NaHCO3, pH 8.0 frio.

La Sepharosa activada es muy inestable por lo que las
operaciones de lavado y adicién del ligandc deben hacerse réapi

damente.

IX.14.2. Unibn de lisina a la Sepharosa activada

A 14 g de sepharosa activada se le afiaden 10 g de L-lis:
na disueltos en 25 ml de 0.1 M NaHCOB, 0.5 M NaCl, pH 8.4 y s¢
incuba a 49C durante 24 h con agitacién rotatoria suave. Trang
currido este tiempo la Sepharosa se filtra y se lava con tres
ciclos de 0.1 M acetato sb6dico, 1 M NaCl, pH 4.0 y 0.1 M
NaHCO_, 1 M NaCl, pH 8.0 (1 litro en total de cada tampbn) y

3
finalmente con agua destilada.

II.14.3. Unibn del inhibidor de tripsinaa la Sepharosa

activada

Se prepara una disolucién del inhibidor de tripsina pro-
cedente de soja (STI) en 0.1 M Naacos, 1 M NaCl, pH 8.0 y se
determina su concentracidn exacta por medida de la absorbancia

a 280 nm utilizando el coeficiente de extincién dado por



-83-

Rackis et al. (248):

1%
E.80

4 ml de una solucién de STI, 2.5 mg/ml, se incuban con

= 9.94

1 g de Sepharosa activada, con agitacién rotatoria suave a 4QC
durante 16 h. Transcurrido este tiempo se le afiade a la mezcla
de incubacién 0.14 ml de etanolamina 100 mM, pH 8.4, para neu-
t-ralizar los grupos reactivos que pudieran quedar sin reaccio-
nir, y se incuba durante 1 h m&s con agitacién. Una vez comple
tada la incubacibn, la suspensién se filtra y se mide la absor
bancia del filtrado y de los subsiguientes lavados con 0.1 M

NnHC03, 1 M NaCl, pH 8.0, para determinar el rendimiento de la

uiién. En nuestro caso éste ha sido del 95.4%.

I1.14.4. Unién de lectinas a la Sepharosa activada

10 ml de una solucibén de la lectina, de concentracibn
2.5 mg/ml, en tampén 0.1 M NaHCOS, 1 M NaCl, 0.1 M -MDGP, pH
8.0, se incuban con 3 g de Sepharosa activada a 4QC durante 16
h. Transcurrido este tiempo se neutralizan los grupos cianato
todavia reactivos incubando durante 1 h mi&s con 0.4 ml de eta-
nolamina 100 mM pH 8.4. Seguidamente la Sepharosa se filtra y
s: lava con tampbén 0.1 M NaHCOB, 1 M NaCl, pH 8.0 (500 ml),
ajua destilada y, finalmente, tampén 10 mM Tris-HCl, 1 M NaCl,

pl 7.8 6§ 20 mM acetato s6dico, 1 M NaCl, pH 5.2.

I1.14.5. Unibn de fibrinbgeno a la Sepharosa activada

El fibrinbgeno se ha unido a la Sepharosa activada en con
cintracién aproximada de 2 mg/ml gel, siguiendo el método des-
crito en el apartado 1I.14.3. Finalmente, se ha determinado es-

pictrofotométricamente la concentracién exacta de fibrinbgeno
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unido a la Sepharosa. En estas condiciones el fibrinbfgeno que-
da anclado a la Sepharosa a través de sus dos cadenas , segln
se comprueba por electroforesis en gel de poliacrilamida en

SDS de muestras reducidas de Sepharosa-fibrinbgeno.
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III. RESULTADOS
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I1I.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION Y LOCALIZACION DEL ACTIVA-

DOR_EN LA FIBRINOLISIS

I11.1.1. Influencia de la concentracién de activador en

la fibrinolisis exbgena

Se ha estudiado la influencia que la concentracién del ac
tivador tiene en la fibrinolisis cuando éste se afiade al codgu-
lo ya formado. El estudio se ha realizado en plasma y en un sis
tema purificado, libre de inhibidores, en el que se ha manteni-
do la proporcibn plasminbgeno:fibrinégenoc (l1:22 en peso) exis-
tente en el plasma (0.13-0.18 mg/ml de plasminbgeno y 3-4 mg/ml
de fibrinégeno). Se han utilizado dos modelos experimentales di
ferentes: codgulos retrafdos, separados de la fase ligquida, y

codgulos intactos.

III.1.1.1. Coéqulos retraidos

En un sistema purificado la eficacia de la lisis aumenta
claramente al aumentar la concentracién de esﬁreptoquinasa de O
a 10 Ur/ml (Fig. 10). A partir de esta concentracibén el aumento
en la velocidad de lisis (miximo % de material lisado por hora) es menor,lle
gando a estabilizarse pr&cticamente para 20-25 UI/ml de estrep-
toquinasa (velocidad de lisis de un 40% material lisado/h, apro
ximadamente) (Fig, 11).

La lisis de co&gulos de plasma retrafdos y lavados es mu-
cho menor que la de co8gulos de fibrina pura y no se ve apenas
favorecida por el aumento de la concentracién de activador, ya
sea estreptoguinasa (hasta 200 UI/ml) (Fig.12,III) o uroquinasa
(hasta 275 UI/ml) (Fig.13,III). En ningdn caso se obtiene un por-
centaje de material lisado superior al 20%, ni siquiera tras 21

h de lisis.
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1004

% Material lisado

+

1 2 3 4 5
t (horas)

Figura 10. Cinéticas de lisis de co&gulos de fibrina
pura retrafidos y lavados. La concentracibén de fibri-
négeno es de 1 mg/ml y la de plasminbgeno de 0.045

mg/ml. La fibrinolisis se ha inducido por adicién de

9 UI/ml (I), 5 UI/ml (II) y 1 UI/ml (III) de estrep-
toquinasa.
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I1I.1.1.2. Codqulos intactos

La efectividad de los dos activadores estudiados, estrep
toquinasa y urogquinasa, es mucho mayor cuando se afladen direc-
tamente al codgulo ya formado, sin separarlo previamente de la
fase liquida, que en la induccién de la lisis de coégulos re-
trafidos (Fig.12,I1I y 13,II) Al aumentar la concentracibén de estrep
toguinasa se produce un claro aumento de la actividad fibrino-
lftica, la cual tiende a estabilizarse a partir de 500 UI/ml
de plasma. La lisis de los coigulos puede llegar a ser total
para tiempos de incubacién superiores a las 25 h (Fig. 13,I).

La actividad fibrinolitica se ve también incrementada al
aumentar la concentracidn de uroguinasa, si bien en este caso,
en el rango de concentraciones estudiado (hasta 1000 UI/ml de
plasma), no se observa una estabilizacién de la misma. Por
otra parte, el porcentaje de material lisado es préicticamente
el mismo a las 2 y 21 h de incubacién, lo que indica una inhi-
bicién de la actividad fibrinolitica ya desde las 2 primeras
horas de incubacién. Por esta razbn, si bien a concentraciones
altas de activador (750-1000 UI/ml) y en las primeras horas de
lisis la uroquinasa parece ser mé&s efectiva que la estreptogui
nasa, a tiempos altos ocurre lo contrario y los codgulos acti-
vados con uroquinasa no llegan a lisarse totalmente mientras
que sf lo hacen aquellos activados con estreptoquinasa (compa-

rar estreptoquinasa, Fig. 12,11 y 13,I, con uroquinasa,Fig.13,II)

I11.1.2. Influencia de la concentracién de activador en

la fibrinolisis endbgena

Se ha estudiado la influencia que la concentracién de ac
tivador tiene en la fibrinolisis cuando éste se encuentra pre-
sente en el momento de formarse la fibrina, tanto en plasma co

no en un sistema purificado.
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El potencial fibrinolitico de la estreptoguinasa endége-
na es mucho mayor que el de la estreptogquinasa exégena, afiadi-
da a la fibrina ya formada, existiendo una acusada influencia
de la concentracién de activador en los tiempos totales de li-
sis. Asf, para 0.5 UI/ml el tiempo total de formacién y degra-
dacién de un cofgulo de fibrina pura es de 85 min y este tiem-
po disminuye hasta 12 min al aumentar la concentracién de es-
treptoquinasa a 10-15 UI/ml (Fig. 14 B).

El efecto es mucho mayor en la fibrinolisis endégena de
codgulos de plasma, de forma que mientras el tiempo total de
formacién y lisis del codgulo en presencia de 20 UI/ml de es-
treptoquinasa es de 100 h, para 75 UI/ml es tan sblo de 30 min
(Fig. 14 A). Para comprobar que este efecto no es debido a un
incremento de la fibrinogenolisis se ha estudiadd la variacién
con el tiempo del porcentaje de fibrina insoluble en el codgu-
lo, para distintas concentraciones de estreptogquinasa (Fig. 15).
A concentraciones altas de activador (90 UI/ml) la degradacién
es muy r&pida y no se llega a obtener el 100% de fibrina en el
codgulo, lo que indica claramente actividad fibrinogenolitica.
Sin embargo, a concentraciones menores y precisamente en el in
tervalo en el que se produce mis variacién en los tiempos tota
les de lisis (45 y 35 UI/ml de plasma) el fibrinbgeno se trang
forma totalmente en fibrina, ya que en la dos primeras horas
de incubacibn el porcentaje de fibrina en el co&gulo es del
100%.

Por lo que respecta a la uroquinasa, la presencia de la
misma en el plasma antes de coagular, en concentraciones supe-
riores a 250 Ul/ml, provoca la disolucién de la fibrina en tiem
pos inferiores a las 2 h. Sin embargo, una disminucibn de esta
concentracién tiene como resultado una reduccién dré&stica de la
actividad fibrinolftica y los cofgulos asi formados nunca lle-

gan a lisarse totalmente.
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IIX.2. CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS LECTINA-FIBRINOGENO /
FRAGMENTOS D Y E

12
I11.2.1. Unidn _de 5I-Ac-Con A al fibrinégeno

La unién de 1ZSI—AC—Con A al fibrinégeno se ha estudiado
separando la lectina unida de la libre mediante coagulacién
del fibrinégeno y sus complejos por trombina. El porcentaje de
unién inespecifica, determinado paralelamente en experimentos
realizados en presencia del inhibidor especifico a ~-MDGP, no ha
superado en ninglin caso el 7% de la unién total.

La representacibén de Scatchard de los datos experimenta-
les (Fig. 16) puede ajustarse en principio a una recta con un
coeficiente de correlacibén de 0.97 (y una desviacidn estandar
con respecto a los valores de\')/[lectina]libre ,0 = 0.05). Se
obtienen asf 3.6 sitios de unién y una constante de disocia-
cién de 4.35 uM. Sin embargo, se obtiene un mejor ajuste consi
derando que existen dos clases de sitios de unién independien-
tes y con distinta afinidad, siendo 0 = n2 = 2 y las constan-
tes de disociacibn 2.4 UM y 16.6 uM, respectivamente (o =0.018),.

En cualquier caso, la Ac-Con A se une a las 4 cadenas de
carbohidrato del fibrinégeno, al igual que lo hiciera el dimero
de Con A a pH 5.2 (249).

II1I.2.2. Unién de 125I-lectinas a Sepharosa-fibrin

A pH 5.2, el dimero de 125I—Con A se une especificamente
a Sepharosa-fibrinfgeno. Ajustando a una recta la representa-
cibn de Scatchard de los datos experimentales (coeficiente de
correlaciébn 0.92) se obtienen 3.9 sitios de unién con una cons
tante de disociacién de 3.6 UM (Fig. 17 ). Estos valores son

muy similares a los obtenidos para la unibén de Con A dimero



-96~

4
v
3
\
AY
\
W\ O
ENA o
\\
\
\
\
\
9 \
\
\
\
\
\
24 \
\
9,
o\
- \
\
\
\
\
l--
°\
\
\
\
< \
\
\
AY
\
\
\
- 1 AN
0.5 1.0
- -1
v Ac-C u
/(Ac-con A}, ;p M)

Fiqura 16. Representacibén de Scatchard de la unién es
pecifica de 1251-Ac—Con A a fibrinbégeno. El ajuste se
ha realizado para una sola clase de sitios de unién
(lfnea discontinua) y para dos clases de sitios de
unidn independientes (lfinea continua). La concentra-
cidn de fibrinbgeno es 2.5 M y la de lectina varia

de 2 a 28 uM.
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Figura 17. Representacibén de Scatchard de la unién especyf
12

fica de I-Con A a Sepharosa-fibrinbgeno a pH 5.2 ( 51

-Con A dimero). La concentracibébn de fibrinégeno es de

1.5 uM y la de lectina varfa de 1.1 a 11.3 uM
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(249) y Ac-Con A al fibrinégeno.

Asimismo, el an&lisis de la unién de 125I-Con A tetréme-
ro, a pH neutro, a Sepharosa-fibrinégeno indica la existencia
de 4.6 sitios de unibén con una constante de disociacién de
1.31 uM (coeficiente de correlacibén 0.85) (Fig.18 ).

No se observa, sin embargo, unién especifica de 12SI—
LcH a Sepharosa-fibrindgeno, detecté&ndose sblamente un 20% de

unién inespecifica en todos los casos.

I1I.2.3. Estudios de ultracentrifugaciédn analfitica de

los complejos lectina~fibrinbégeno/fragmentos D v E

La interaccién de las lectinas LcH, Con A y Ac-Con A ctn
el fibrinbgeno intacto y los fragmentos de digestidén por pla:
mina D y E se ha estudiado por ultracentrifugacién analfitica.

Los resultados se resumen en la Tabla 3.

111.2.3.1Complejos LcB-fibrindgeno

En el caso de los complejos LcH-fibrinbégeno, obtenidos a
concentraciones relativas de lectina de 50 ug a 1 mg por mg e
fibrinégeno, se observa un pico cuyo coeficiente de sedimenti-
cién aparente varfa desde 7.8 S para el fibrinégeno puro has:a
8.8 S para el complejo LcH-fibrinbgeno a la mayor concentra-
cién relativa de lectina (1 mg/mg fibrinfgeno). A esta concei-
traciébn se observa también un pico mids lento con un coeficiei-
te de sedimentacién de 3.9 S y que se corresponde con la lecii
na libre.

No se observan agregados solubles de alto peso moleculir

ni sedimentacién de material antes de haberse alcanzado la fise
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de 60 000 rev/min.

IXI.2.3.2. Complejos Ac-Con A-fibrindgeno

Los complejos de Ac-Con A y fibrinégeno se mueven tam-
bién en un solo pico cuyo coeficiente de sedimentacibén varfia
con la concentracién de lectina desde 7.8 S hasta 10.2 S para
los complejos formados a una concentracién de Ac-Con A de 1 mg
por mg de fibrinbgeno . Este valor es muy similar al obtenido
para los complejos Con A dimero-fibrinégeno, a pH &cido, para
la misma concentracidn relativa de lectina (249). A esta con-
centracibén se observa ademis un pico que sedimenta a menor ve-
locidad, con un coeficiente de sedimentacidn de 3.8 S, que co-
rresponde al derivado acetilado dimérico de Con A,

En ningln caso se observa la farmacién de agregados de
alto peso molecular.

111.2.3.3. Complejos Con A-fragmentos Dy E

La formacibén de complejos entre los fragmentos D y E del
fibrinbgeno y Con A se demuestra claramente por ultracentrifu-
gacibén analitica., Los fragmentos D y E puros muestran coefi-
cientes de sedimentacidén de 4.9 S y 2.9 S, respectivamente. A
altas concentraciones relativas de Con A (1 mg/mg D) todo el
fragmento D se encuentra unido a la lectina y se observa un an
cho pico que presenta al menos dos mé&ximos con coeficientes de
sedimentacidén de 6.8 S y 8.2 S, resultado del solapamiento de
diferentes complejos Con A-fragmento D.

Por otra parte, a concentraciones menores (0.7 mg/mg E)
con A precipita la mayor parte de fragmento E y el material
restante se mueve en un solo pico que presenta un coeficiente
de sedimentacidn de 8.7 S, sin gue pueda detectarse Con A 1li-
bre o fragmento E libre.
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I11.2.3.4. Complejos Ac-Con A-fragmentos D y E
Ac-Con A interacciona con el fragmento D, de forma que a

una concentracién de lectina de 1 mg/mg D se cobserva un solo
pico cuyo coeficiente de sedimentaciébn, 6.1 S, es mayor que el
que corresponde a cada proteina individualmente.

Igualmente, para los complejos Ac-Con A-fragmento E, a
una concentracién de lectina de 0.5 mg/mg E se observa un solo

pico con un coeficiente de sedimentacién de 5.3 S.

III.2.3.5. Complejos LcH-fragmentos Dy E
La interaccién de LcH con los fragmentos D y E es mas di

ficil de detectar que en el caso de las otras lectinas. A al-
tas concentraciones de lectina (1 mg/mg D) se observa para la
mezcla de incubacién LcH-fragmento D un solo pico que presenta
un coeficiente de sedimentacién de 4.9 S. Un comportamiento si
milar muestran las mezclas LcH-fragmento E, a concentraciones
relativas de lectina de 0.7 mg/mg E. En este caso, el pico que
se observa muestra un coeficiente de sedimentacién de 3.7 S.
Estos valores, en ambos casos, est@n muy préximos a los que co
rresponden a las especies moleculares individuales y pudieran
representar el comportamiento de la mezcla en ausencia de com-
plejos. Por ello se ha estudiado la velocidad de sedimentacién
de las mezclas de LcH y los fragmentos D y E en presencia del
inhibidor especifico (0.1 M 0-MDGP) y en presencia de un azi-
car no inhibidor (0.1 M galactosa). De esta forma se puede com
parar en condiciones similares de viscosidad y densidad del dji
solvente el comportamiento de la mezcla en ausencia de comple-
jos (a-MDGP) o en su posible presencia (galactosa).

Las mezclas de LcH y fragmento E muestran los mismos coe
ficientes de sedimentacidn, dentro del error experimental, con
ambos azicares: 3.5 S y 3.7 S en presencia de a-MDGP y galactp

sa, respectivamente. Sin embargo, las mezclas de LcH y fragmen
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to D presentan coeficientes de sedimentacibén de 5.0 S en condi-
ciones no inhibidoras y de 4.4 S en presencia de a-MDGP, lo que

sugiere que pueda darse interaccién entre LcH y el fragmento D.

I11.2.4. Unibn covalente de 125I-Con Ay 1ZSI-LCH al fi-
brinbégeno

La identificacién de los dominios con los que interaccio-
na cada lectina en la molécula intacta de fibrinégeno se ha lle
vado a cabo uniendo covalentemente las 12SI-lectinas al fibrind
geno mediante un reactivo bifuncional de entrecruzamiento y di-
giriendo posteriormente el fibrinbgeno con plasmina a fragmen-
tos D y E. Estos reactivos son muy inestables y se inactivan rd
pidamente por lo gque las disoluciones han de ser preparadas in-
mediatamente antes de ser utilizadas. No obstante y para evitar
que alguna posible actividad residual actue uniendo la lectina
marcada a los fragmentos del fibrinfgeno una vez digerido éste
por la plasmina, el reactivo se ha neutralizado totalmente con
etanolamina antes de la digestibn. La total inactivacién del
mismo se ha comprobado por la incapacidad del reactivo asi tra-
tado de unir covalentemente monbmeros de 125I-lectina entre si,
reaccibébn en la que en nuestro sistema presenta el mayor rendi-~
miento.

Con objeto de identificar m&s f&cilmente los fragmentos
unidos covalentemente a la lectina marcada se han realizado si-
mult&neamente tres experimentos control: 12SI—lectina sola,

12
12SI-lectina m&s fragmento D y sl-lectina mis fragmento E.

El reactivo DTBP une covalentemente dos monémeros de
Con A entre si, tanto los mondmeros intactos, de 27 500 Da de peso
molecular como los fragmentos de 13 000 a 18 000 Da, aparecien-

do una serie de bandas radiactivas de pesos moleculares hasta
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55 000 Da. Estas bandas se encuentran presentes en todas las
muestras y son altamente radiactivas, por lo que se ha cortado
el gel justo por encima de ellas para evitar interferencias en
la autcrradiograffa (Fig. 19 'y 20).

El reactivo DTBP une covalentemente 125I—Con A al fibri-
négeno y a los fragmentos D y E, segin se observa en la autorra
diografia (Fig. 19, lineas 1, 2 y 3, respectivamente). En el
caso de 1251—Con A unida al fragmento D se observan dos bandas
de pesos moleculares 100 000 Da y 115 000 Da, mientras que s&-
lo se observa una banda de alrededor de 70 000 Da para 125I_
Con A unida al fragmento E. Por digestién del complejo covalen

te 1ZSI-Con A-fibrinbgeno se obtienen las bandas radiactivas

correspondientes a los complejos 125I-Con A-fragmento D y 1251
-Con A-fragmento E (lfinea 5). Todas estas bandas reflejan
unién especifica, ya que no se observan en los experimentos
realizados en presencia de & -MDGP.

El DTBP ha resultado, sin embargo, muy poco efectivo en
la unién covalente de 125I-LcH al fibrinbégeno, por lo que para
esta lectina se ha utilizado otro reactivo bifuncional, el DMS.
Este reactivo también une covalentemente las subunidades de la
1251-LCH, formando muy diversos complejos resultado de las dis
tintas combinaciones de las dos clases de subunidades, Hy L,
de 18 000 Da y 8 000 Da, respectivamente, hasta la molécula

completa H de peso molecular 52 000 Da. Al igual que se hi

L L
. 22 125
ciera en el caso de I-Con A, los geles se han cortado justo
por encima de estas bandas altamente radiactivas para evitar
interferencias (Fig. 21 y 22).
12 .

El DMS une covalentemente SI-LcH al fibrinbgeno y al
fragmento D (Fig. 21, lineas 1 y 2, respectivamente). En el ca
so del complejo lzsl—LcH—fragmento D se observa una banda mayo

ritaria de peso molecular aproximado 105 000 Da y dos bandas
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Fiqura 19. Unién covalente de lzsl—cOn A al fibrinbégeno y

a sus fragmentos D y E por DTBP. Las distintas muestras

se han analizado por electroforesis en geles de poliacri-
lamida al 7.5 % en presencia de SDS y las bandas radiacti
vas se han localizado por autorradiografia de los geles.

La localizacibén de los fragmentos D y E en el gel se indi
ca mediante flechas, asi como los pesos moleculares apro-
ximados de las bandas radiactivas, calculados a partir de
sus movilidades relativas. Linea 1, 125I-Con A-fibrinbége-
no; linea 2, 125I-Con A-fragmento D; 1linea 3, 125I—Con A-
fragmento E; linea 4, 125I-Con A; linea 5, 1ZSI-Con A-fi-

brinégeno digerido por plasmina.
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Fiqura 20. Movilidad electroforética de las bandas radiac

125 s s
tivas correspondientes a I-Con A monbmero y sus distin

tos complejos covalentes formados por DTBP. I, 125I-Con A
monémero, 27 500 Da; II, 125I-Con A dimero, 27 500 +
13 000 Da; III, >2°I-Con A dfmero, 27 500 + 18 000 Da; IV,

125I-Con A dimero, 27 500 + 27 500 Da.
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Fiqura 21. Unién covalente de 1251-Lca al fibrin6geno y a

sus fragmentos D y E por DMS. Las distintas muestras se
han analizado por electroforesis en geles de poliacrilami
da al 12 % en presencia de SDS y las bandas radiactivas
se han localizado por autorradiograffa de los geles. La
localizacién de los fragmentos D y E en el gel se indica
mediante flechas, asi{ como los pesos moleculares aproxima
dos de las bandas radiactivas, calculados a partir de sus

movilidades relativas. Linea 1, 1251—LcH-fibrinégeno: 15~

125I-LcH-fragmento D; linea 3, lzsI-LcH-fragmento

1
E, linea 4, 125I-LcH: linea 5, 251-LcH—fibrin6geno dige-

nea 2,

rido por plasmina.
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Figura 22. Movilidad electroforética de las bandas radiac
tivas cérrespondientes a la cadena pesada (H) de 1251—LCH
Yy a los distintos complejos covalentes de cadena pesada
y cadena ligera (L) formados por DMS. I, H; I1I, HL; III,

HLZ: 1v, Hz; v, H2L: VI, HZLZ'
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débiles de 98 000 y 88 000 Da, respectivamente, esta Gltima con
un alto grado de inespecificidad. Para la mezcla de 125I-LcH Yy
fragmento E s6lo se observa una banda de peso molecular infe-
rior a 60 000 Da que aparece también para el fibrinbégeno intac
to y gue tiene carfcter inespecifico (lfnea 3). Por digestiébn
del complejo covalente 125I-LcH-fibrinégeno se obtienen las ban
das radiactivas correspondientes al complejo 125I-Lca-fragmento
D y una serie de bandas no identificadas de carécter inespecifi

co (linea 5).

I11.2.5. Cromatografia de afinidad del fibrinbgeno y sus

fragmentos D vy E en Sepharosa-lectina

El fibrinégeno es retenido por Sepharosa-Con A tanto a pH
7.8 como a pH 5.2, pudiendo ser eluido de la misma por a-MDGP
0.5 M (Fig. 23). La interaccidn entre el fibrinbégeno y la lecti
na es, por lo tanto, de carAicter especifico y no se observan in
teracciones secundarias de naturaleza hidrofébica, descritas en
otros casos (251). Es necesario, sin embargo, utilizar una fuer
za ibnica alta para evitar que se den interacciones electrost&-
ticas de carécter secundario.

Del mismo modo, el fragmento E se une especificamente a
la lectina inmovilizada y puede ser eluido de la misma por 0.5
M a-MDGP. Sin embargo, el fragmento D no es retenido, apareciepn
do en su totalidad en el volumen de exclusibdn (Fig. 23).

En las mismas condiciones cromatogrfficas, la proporcibn
de fibrinbgeno retenido por Sepharosa-LcH es muy pequefia y no

se observa retencibn de ninguno de los dos fragmentos, D o E.

I[IX1.3. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA FIBRINOGENOLISIS Y EN LA
DIGESTION DE MONOMEROS DE FIBRINA EN SOLUCION

La velocidad de aparicién de los productos de degrada-
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Figura 23. Cromatograffia de afinidad del fi
brinégeno y sus fragmentos D y E en Sepharg
sa-Con A a pH 7.8 y pH 5.2. O, fibrinégeno

a ambos pHs: ®, fragmento D a ambos pHs; 4,
fragmento E a ambos pHs.
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cién del fibrinégeno no se ve afectada por la presencia de
Con A o LcH en concentraciones de hasta 0.5 mg/mg fibrinégeno.
Tampoco se ve modificada la secuencia de apariciébn de dichos
fragmentos ni su propia estructura.
De forma similar, la presencia de estas lectinas no modi
fica en forma alguna la digestidn de monémeros de fibrina en
" soluciébn.

111.4. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA COAGULACION

111.4.1. Efecto de la Ac-Con A en la velocidad de coagu-

lacién del fibrinfgeno

La velocidad de agregacidn de monémeros de fibrina varia
con la concentracién relativa de lectina (Fig. 24 y 25). A ba-
jas concentraciones de Ac-Con A (hasta 100 u g/mg fibrinégeno)
se observa una disminucién de la velocidad de coagulacién, pro
sorcicnal a la concentracién de lectina. A concentraciones ma-
yores se produce, sin embargo, un aumento de la velocidad de
coagulacién, que llega a ser superior a la observada para la
€ibrina pura. Asimismo, se produce un acortamiento del tiempo
je latencia existente tras la adiciébn de trombina (Fig. 24).

El efecto de Ac-Con A sobre la velocidad de coagulacién
10 se produce en presencia de 0.1 M a-MDGP afiadido en la prein

cubacién del fibrindgeno con la lectina.

III.4.2. Influencia de las lectinas en el porcentaje de
crotefna coagulable

Tanto Con A como LcH producen un aumento del porcentaje;
le proteina coagulable, que llega a ser del 100% a partir de ’
toncentraciones de 100 yg de Con A 6 400 ug de LcH por mg de
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Figura 24. Cinéticas de coagulacién del fibrind
geno y sus complejos con Ac-Con A. La concentra
cién de fibrinégeno es de 0.5 mg/ml y la de
trombina de 0.5 NIH/ml. I, fibrinbgeno; II, 50
ug Ac-Con A/mg fibrinfgeno; 1II, 90 ug Ac-Con A
/mg fibrinégeno; 1V, 360 ug Ac-Con A/mg fibriné
geno; V, 900 ug Ac-Con A/mg fibrinégeno.
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Figura 25. Variacién de la velocidad mixima de agrega
cién del fibrinbgeno tras la adicisn de trombina en

funcidn de la concentracibén de Ac-Con A.
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fibrinbgeno. Este efecto no es cuantitativamente muy importan:e,
ya que el fibrinbgeno de partida presenta una coagulabilidad
del 95-98%, aunque s{ lo es cualitativamente en el sentido de

que en ningGn caso se produce una disminucidén del porcentaje

de proteina coagulable.

I1X1.4.3. Influencia de las lectinas en el tramado de la

fibrina

La relacidn entre cadenasy Y dimerosY-Y, Y cadenasay
polimeros a no se ve afectada por la presencia de Ac-Con A o
LcH en el gel de fibrina, a diferencia de la inhibicién del tra
mado producida por Con A (237).

(E1l efecto de Con A y LcH en el grado de entrecruzamient
de la fibrina se puede observar en las figuras 31 y 32, respe-

tivamente, a tiempo cero)

III.5. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA FIBRINOLISIS

III.S5.1. Fibrinolisis ex&gena

Se ha estudiado el efecto de las lectinas en la fibrinaqi
sis exégena de codgulos de fibrina pura tanto retraidos como in

tactos.

I1I1.5.1.1. Codqulos retrafidos
La presencia de Con A en el codgulo tiene como resultad

una clara inhibicién de la fibrinolisis, proporcional a la ca-
centracibén de lectina (Fig. 26). Este efecto no se observa en
presencia de a-MDGP.

El an8lisis por electroforesis en gel de poliacrilamida

en presencia de SDS, de muestras totales (sobrenadante y coiguo))
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Figura 26. Inhibicién por Con A de la lisis de coégulos re=-
trafidos y lavados inducida por adicidn de estreptoquinasa
(19 UI/ml). La concentracién de fibrinégeno es de 1 mg/ml y
la de plasminégeno de 45 ug/ml. I, fibrina pura (0) y en
presencia de a-MDGP (@) ; II, 20 yg Con A/mg fibrinbgeno;
III, 60 ug Con A/mg fibrinégeno: IV, 120 ug Con A/mg fibri-
négeno; V, 200 ug Con A/mg fibrinbgeno; VI, 200 ug Con A/mg

fibrinbgeno en presencia de a-MDGP.
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tomadas a distintos tiempos de digestibdn indica que la secuen-
cia de aparicién de los productos de degradacién de la fibrim
no se ve modificada por la presencia de la lectina, aungue s{
disminuye ostensiblemente la velocidad de aparicién de los mis
mos (Fig. 27).

El efecto de inhibicién producido por Ac-Con A sobre la
velocidad de lisis es muy similar al observado para Con A miey
tras que la inhibicién producida por LcH es sensiblemente me~-
nor (Fig. 28). Asi, se observa un 50% de inhibicién para 45 g
de Con A 6 70 ug de Ac-Con A afladidos por mg de fibrinbégeno
(tomando como 100% de velocidad de lisis la que presenta un @
4gulo de fibrina pura), mientras que es necesario afiadir 600
ug de LcH por mg de fibrinégeno para observar este efecto. Ur
aumento de la concentracién de LcH no produce una inhibicidn
mayor de la velocidad de lisis. Por el contrario, a medida que
aumenta la concentracién de Con A o Ac-Con A disminuye progre-
sivamente la velocidad de lisis, alcanzindose hasta un 95% de
inhibicién. El1 efecto de las tres lectinas puede compararse
mé&s correctamente teniendo en cuenta la distinta afinidad de
cada una de ellas y representando el porcentaje de velocidad
de lisis en funcibn de la concentracién de lectina unida al i
brinégeno (funcibébn de saturacibn) (Fig. 29).

El nimero de moles de lectina unidos por mol de fibrine
geno se ha calculado utilizando unas constantes de disociaci¢n
de 0.35 uM para Con A (n = 2) (237), 2.6 uM para LcH (n = 2)
(250) y 4.35 uM para Ac-Con A (n = 4) (III.2.1.). As{ se obse
va que se alcanza un 50% de inhibicién cuando se unen 0.15 m-
les de Con A, 0.3 moles de Ac-Con A 6 1.5 moles de LcH por mel
de fibrinbégeno.

Ninguna de las tres lectinas produce inhibicién de la .i
sis en presencia de a-MDGP. Por otra parte, la elucibén por 02

M ao-MDGP de las lectinas unidas a la fibrina revierte la inh.-
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Figura 27. Densitometrado de las bandas de proteina co
rrespondientes a fibrina (0 horas) y a sus productos
de degradacién por plasmina (4 horas) separados por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia
de SDS en condiciones reductoras. 1, fibrina; II, Con
A-fibrina.
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Figura 29. Relacién entre la cantidad de lectina unida al fibri
négeno y el porcentaje de velocidad de lisis. La funcién de sa-
turacién se ha calculado utilizando unas constantes de disocia-~
cién de 0.35 UM para Con A {n = 2), 2.6 UM para LcH (n = 2) y

4.35 uM para Ac-Con A (n = 4). I, LcH; II, Ac-Con A; III, Con A.
La linea discontinua representa los valores de Con A corregidos

teniendo en cuenta la bivalencia de la lectina.
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bicién de la fibrinolisis proporcionalmente a la cantidad de
lectina eluida. En el caso de co&gulos formados en presencia
de 600 ug de LcH por mg de fibrinégeno, se recupera facilmene
el 95% de la velocidad de lisis. Sin embargo, en el caso de
coégulos formados en presencia de 200 pg de Con A por mg de i
brinbégeno la elucidén de la lectina es més dificil y, por lo
tanto, la recuperacibédn de la velocidad de lisis (la permanen
cia en el co&gulo de sblo 15 ug de lectina produce una inhib-

cién del 75%).

Se ha estudiado también el efecto producido por Con A :n
la fibrinolisis ex6gena de co&gulos retraidos, cbtenidos en presa-
cia de Lys-plasmindgeno, y activados con estreptoquinasa. Los coagulos e
han preparado sustituyendo el Glu-plamiinSgeno por Lys-plasminSgeno
siguiendo exactamente el protocolo ya descrito (II.9.1l.). La
presencia de Con A en el co8gulo (200 ug/mg fibrinégeno) prayuy
ce una clara inhibicién de la fibrinolisis (Fig. 30), simile

a la observada en la lisis por Glu-plasminégeno.

III.5.1.2. Cofqulos intactos
La presencia de Con A en el cod&gulo produce una inhibi

cién de la velocidad de lisis, proporcional a la concentracin
de lectina, sin alterar el orden de aparicién de los productsg
de digestién de la fibrina (Fig. 31). Después de 3 h de incua
cibén con estreptoquinasa, la cantidad de cadena 8 y dimeros
Y-Y, asi{ como de cadena Y que permanecen sin degradar es muy
alta si se compara con el control de ffibrina pura.

En el caso de la LcH, sin embargo, el efecto sobre la i
brinolisis es précticamente nulo, incluso a concentraciones e
lectina de 1 mg/mg fibrinbégeéno (Fig. 32), al menos después ¢

3 h de incubacién con estreptoquinasa.

III.5.2. Fibrinolisis endbgena
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Figura 30. Inhibicibén por Con A de la lisis de
coégulos retrafdos, obtenidos en presencia de
Lys-plasminégeno, y activados por estreptogui-
nasa (19 UI/ml). La concentracién de fibrinége
no es de 1 mg/ml y la de Lys-plasminbégeno de
45 wg/ml, I, fibrina pura; II, 200 ug Con A/mg

fibrinbégeno.
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Figura 31. Electroforesis en gel de poliacrilamida de cé&gu~
los intactos digeridos por plasmina en presencia de difren-
teés concentraciones de Con A. La concentracién de fibriégeno
es de 1 mg/ml y la de plasminbgeno de 15 ug/ml. La fibrnoli-
sis se ha inducido por adicién de 19 UI/ml de estreptoginasa.
Las muestras de colgulos totales, tomadas a O y 3 horasde di
gestién, se han separado por electroforesis en geles depolia
crilamida al 12% en condiciones reductoras. Linea 1, firina
pura; lfnea 2, 40 Mg Con A/mg fibrinégeno; linea 3, 13Cug
Con A/mg fibrinbgeno; linea 4, 220 ug Con A/mg fibrinégno:
linea 5, 350 ug Con A/mg fibrinbgeno.
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Figura 32. Electroforesis en gel de poliacrilamida de coégu-
los intactos digeridos por plasmina en presencia de diferen-
tes concentraciones de LcH. La concentracién de fibrinégeno
@s de 1 mg/ml y la de plasminégeno de 15 ug/ml. La fibrinoli-
sis se ha inducido por adicibén de 19 UI/ml de estreptoguinasa.
Las muestras de co&gulos totales, tomadas a 0 y 3 horas de di
gestién, se han separado por electroforesis en geles de polia
crilamida al 12% en condiciones reductoras. Linea 1, fibrina
pura:; lfnea 2, 300 ug LcH/mg fibrin6geno; linea 3, 600 p»g LcH
/mg fibrinbégeno; linea 4, 900 ug LcH/mg fibrinégeno; linea 5,
1.2 mg/mg fibrinbgeno.
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En presencia de Con A la velocidad de lisis de los co&su-
los en formacibén es menor que en su ausencia y es tanto mis )e-
quefia cuanto mayor es la concentracidén de lectina (Fig. 33).
Sin embargo, este efecto de inhibicién es menor que el producj-
do en la lisis de codgulos ya formados. Después de 90 min de ipn
cubacién con estreptoquinasa todavia se observan dimerosy - y
cadenas 8 yy sin degradar en los codgulos formados en prese;-
cia de concentraciones de Con A superiores a 130 ug/mg fibris-
geno. La cadena o presente a los 10 min de incubacién estf total-

mente degradada incluso a altas concentraciones de lectina.

Por el contrario, la L¢cH sélo produce una inhibicién my
débil de la fibrinolisis end6gena que (nicamente se aprecia

los 10 min de incubacidén con estreptoguinasa (Fig. 34).

III.6. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA UNION DE PLASMINOGENO A
FIBRINA )

III.6.1. Unién de 1zsl-plasminéqeno a fibrina

La radiactividad del sobrenadante de los co8gulos obtei-
dos en presencia de Con A (20-250 ug/mg fibrinégeno) o LcH (;,0--
1000 ug/mg fibrinégeno) es muy similar a la del sobrenadantede:
codgulos control preparados en ausencia de lectinas. En todg
los casos se encuentra presente en el sobrenadante un 55 t 5y
del plasmindgeno total, es decir, un 45 % del plasmindgeno h
de estar retenido en el codgulo. Una vez retrafdos y lavados
los codgulos sélo un 27 * 3 % de plasminbgeno permanece unié a
la fibrina, tanto en presencia como en ausencia de lectinas,se:
gin se comprueba por medida de la radiactividad total de losco)

agulos.

III.6.2. Eluciédn de plasminébgenc unido a la fibrina
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Figura 33. Electroforaesis en gel de poliacrilamida de co&gu-
los intactos digeridos por plasminbgeno activado por estrepto
quinasa endbgena en presaencia de diferentes concentracionss
de Con A. La concentracién de fibrinbgeno es de 1 mg/ml, la
de plasmindgeno de 15 pg/ml y la de estreptoguinasa de 19 UI/
ml. Las muestras de codgulos totales, tomadas a 10 y 90 minu-
tos de digestidn, se han separado por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras. Lfnea 1,
fibrina pura:; linea 2, 40 Mg Con A/mg fibrinbégeno; linea 3,
130 ug Con A/mg fibrinégeno:; linea 4, 220 wg Con A/mg fibriné
geno; linea 5, 350 ug Con A/mg fibrinégeno.
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Fiqura 34. Electroforesis en gel de poliacrilamida de coégu-
los intactos digeridcs por plasminfgeno activado por estrepto
quinasa endbgena en cresencia de diferentes concentraciones
de LcH. La concentracién de fibrinbgeno es de 1 mg/ml, la de
plasminégeno de 15 .3/ml y la de estreptoquinasa de 19 UI/ml
Las muestras de colgulos totales, tomadas a 10 y 50 minutos
de digestidn, se han separado por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras. Lfnea 1, fi-
brina pura; lfinea 2, 370 .g LcH/mg fibrinégeno: linea 3, 600
Mg LcH/mg fibrinégenc: linea 4, 900 ug LcH/mg fibrinégeno; 1%

nea 5, 1.2 mg LcX/r¢ f:Zrinbgeno.
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La influencia de las lectinas en la unién de plasminégeno
a la fibrina se ha estudiado también eluyendo el zimbgeno frio
unido a la fibrina con &cido € -aminocaproico. No se observan di
ferencias significativas entre la cantidad de plasminbgeno elui
do de un coigulo control, formado en ausencia de lectinas y el
eluido de un coigulo formado en presencia de lectinas, ya sea

Con A o LcH, y se trate tanto de Glu- como de Lys~plasminégeno.

III.7.EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA FORMACION Y ACTIVIDAD DEL
COMPLEJO PLASMINOGENO-ESTREPTOQUINASA

La incubacién previa del plasminbégeno con Con A (20-250
ug/ml) o LcH (50 pg-1 mg/ml) no influye apreciablemente en la
actividad del complejo plasminfgeno-estreptoquinasa en las con
diciones estudiadas (0.0l15 mg/ml de plasminbgeno y 19 UI/ml de
estreptoguinasa), similares a las utilizadas en los estudios de
fibrinolisis. En ningfin caso se observa una disminucidén de la
actividad del complejo ni se ve inhibida su formacibén en preseén
cia de las lectinas, incluso a concentraciones de hasta 250
vg/ml de Con A 6 1 mg/ml de LcH en las que los efectos de inhi-
bicién de la fibrinolisis alcanzan sus respectivos m&ximos para

cada lectina.
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IV. DISCUSION
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IV.1l, IMPORTANCIA DE LA CONCENTRACION Y LOCALIZACION DEL ACTI-
VADOR EN LA FIBRINOLISIS

Para que la fibrinolisis tenga lugar répida y selectiva-
mente, la activacién del plasminbgeno ha de producirse en la
superficie de la fibrina. La interaccidén especifica del plasmi
négeno con su activador y con la fibrina es, por lo tanto, de
crucial importancia en la regulacién del proceso fibrinolf{tico.
Por ello se ha estudiado la influencia que la localizacibn y
concentracibén del activador tiene en la fibrinolisis, tanto en
plasma como en un sistema purificado libre de inhibidores. Se
han utilizado tres modelos experimentales diferentes:

- Activacién exégena de colgulos retrafdos. Los codgulos
una vez formados se separan de la fase liquida eliminando asi
del medio el plasminbgeno no unido a la fibrina.

- Activacién exbgena de co8gulos intactos. En este caso,
los coégulos no son previamente separados de la fase liquida,
por lo que en el medio de lisis se encuentra presente todo el
plasminbgeno existente inicialmente al formarse la fibrina, en
parte unido a la fibrina y en parte en la fase liquida circun-
dante.

- Activacién endbgena. Los codgulos se preparan en pre-
sencia del activador, de forma que los procesos de coagulacién

y fibrinolisis se disparan simult&neamente.

En plasma normal, la afinidad del plasmindgeno nativo ha
cia la fibrina parece ser muy pequefia. Los niveles de plasmingé
geno en plasma y suero son muy similares (210, 252) y la incor
poracién de plasminbgeno a la fibrina durante el proceso de
coagulacidén es solamente de un 4% (175). De hecho este plasmi-
geno es insuficiente para lisar los codgulos retraidos al ser

activado por estreptoguinasa o uroguinasa. Asimismo, los bajos
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porcentajes de lisis observados no dependen précticamente de
1la concentracifn de activador, indicando que la concentracibén
de plasminégeno unido a la fibrina es, en este caso, el factor
limitante de la lisis.

En sistema purificado, sin embargo, la unibén de Glu-plas
minbgeno a la fibrina es sensiblemente mayor para la misma pro
porcibn plasminSgenc:fibrinSgeno existente en plasma. En nues-
tras condiciones experimentales, aproximadamente un 27X del
plasminégeno (12 :g) permanece unido a la fibrina en co&gulocs
retraidos y lavados, de acuerdo con otros valores dados en la
bibliograffa (242, 253). Esta diferencia entre plasma y siste-
ma purificado pone de manifiesto la importancia que los inhib:
dores naturales del plasma, especialmente la lzoant;plasmxna.
tienen no sélo en la inhibicién de la plasmina sino también en
la supresién de la unidn del slasminbdgeno a la fitrzina 120,
170).

Por otra parte, la velocidad de lilisis de codgulos rectraf
dos de fibrira pura aupenta proporcionalmente con la concentra
cién de estreptoquinasa exédgena, hasta llegar a un valor méxi-
mo para una concentracién de estreptoquinasa alrededor de 20
UI/ml (0.05 mg/ml). Este maAximo de actividad fibrinolfitica sé-
lo se alcanza al afladir un exceso del activader .7-8 mcles de

estreptoquinasa por mol de plasminégenc'. Z:Za 13 zran afini-

dad de la estreptoquinasa por el clasminc::z
hecho sugiere que la eficacia de la Z:ibr:nclis:is $xcJena decen
de en gran medida de la capacidad del ac=z:vador zara difundir

al interior del codgulo.

La lisis de coégulcs r1ntac=csz 23 ~ucno mas ridpida que la
lisis de ccigules retraldes vy lavades, .ndependientemente de
cual sea el zoTivaisr cril:icalit. o ovesar Iz Zue en el grimer

-280 -~ = e - C e e .-
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plasma en su totalidad. El plasminbédgeno no unido inicialmente
a la fibrina, presente en la fase lfquida circundante, es, por
lo tanto, de una gran efectividad en la fibrinolisis y la difu
sidén del plasminédgeno al interior del trombo puede ser un fac-
tor muy importante en la terapia trombolitica.

Se ha observado, de hecho, gque los niveles de plasminbége
no circulante son un factor determinante de la trombolisis.
Por ejemplo, en el tratamiento de la trombosis venosa iliofemo
ral con estreptoquinasa, los niveles de plasminbgeno en aque-
llos pacientes resistentes a la terapia o que pronto desarro-
llan una trombosis recurrente son significativamente menores
gue los de pacientes tratados con éxito (256).

Asimismo, mientras gue la adicién de activador a coagu-
los lavados no provoca la lisis de los mismos, &sta si se con-
sigue por adicibén de una mezcla de activador y suero (257).
Por otra parte, en un sistema purificado, la inmersién de un
codgulo de fibrina pura en una solucibn de estreptoguinasa se-
guida de inmersién en una solucidén de plasminbégeno proporciona
una lisis mucho més eficaz de los co&gulos gue el procedimien-
to inverso (253, 258).

Todos estos resultados parecen sugerir que la unibén del
plasminégeno en si no es un factor determinante de la lisis.
Sin embargo, pueden ser interpretados de una forma totalmente
diferente como un indicativo de que aquellas condiciones que
favorecen la unién del plasminégeno a la fibrina son las que
proporcionan los mejores niveles de lisis. En este sentido, se
ha demostrado recientemente que los activadores juegan un pa-
pel regulador de la unién del plasminbégeno a la fibrina al pro
mover, via plasmina, la exposicié4n de nuevos sitios de unién
en la fibrina parcialmente degradada (224, 225, 259). La unién
de Glu-plasminégeno a la fibrina en presencia del activador

tiene lugar en asociaciédn con la formaciédn de plasmina y la 13
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sis del co&gulo. A su vez, la modificacién proteolitica de la
fibrina por accién de la plasmina produce un aumento de la
unién de Glu-plasminégeno a la fibrina as{ como de su activa
cién a plasmina. Este efecto es méximo en los primeros pasos
de la proteolisis y parece estar asociado con la formacién de
polimero X (260).

Aungue es un hecho claro que la infusién de uroguinasa
"in vivo" produce un répido incremento de la actividad fibrino
lftica, este efecto es muy poco duradero, debido aparentemente
a la desaparicién de la uroquinasa de la circulacibén por meca-
nismos hasta ahora desconocidos. Dada la gran variedad de inhi
bidores capaces de interaccionar con la uroquinasa: antitrombi
na ITI (261, 262), o -antitripsina (263), a,-macroglobulina
(262, 264) y cz-antiplasmina (163), parece razonable suponer
que la neutralizaciédn de este activador tiene lugar en un pri-
mer paso por formacién de complejos con dichos inhibidores y
gue estos complejos son posteriormente eliminados de la circu-
lacién. En nuestro caso, la inhibicién de la uroquinasa parece
ser total en las 2 primeras horas de incubacién ya que a tiem-
pos mas altos (hasta 21 horas) no se produce ningln aumento en
los porcentajes de lisis. Este hecho refleja también una inac-
tivacién de la plasmina formada, debido a su unidn a los inhi-
bidores o bien a otros factores como pueden ser la autodiges-
tién, inestabilidad a pH neutro, setc..

Sin embarqgo, la lisis de codgulos intactos inducida por
estreptoquinasa prosigue normalmente con el tiempo de incuba-
ciébn hasta la disolucibén del codgulo, sin que se produzca inagc
tivacién de la plasmina.

La formacibén del complejo plasmina—az—antiplasmina depen
de en gran medida de la disponibilidad de sitios de unién de

lisina libres, de forma que la plasmina unida a la fibrina no
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es prActicamente reactiva hacia el inhibidor en comparacién
con la enzima libre (174). La unién de la plasmina a la estrep
toquinasa, si bien no est& mediada por los sitios de unién de
lisina, impide también su interaccién con az-antiplasmina (255
265) y, por otra parte, parece producir un aumento de la afini
dad del complejo por la fibrina con respecto al plasminégeno/
plasmina libre (266). De esta forma, la plasmina se encuentra
mucho mis protegida frente a la inhibicién por uz-antiplasmina
gue cuando la activacibn se produce por uroquinasa y ello hace
gue, especialmente a tiempos altos de incubacién, la uroquina-
sa sea menos efectiva en la lisis que la estreptoguinasa para
las mismas unidades de activador.

Por otra parte, la competencia existente entre el inhibi
dor y el activador por el plasminégeno/plasmina hace necesario
afiadir una concentracibén de estreptogquinasa en proporcién al
plasminfégeno mayor que en sistema purificado (alrededor de 20
moles de estreptoquinasa por mol de plasmindgeno) para alcan-

zar la méxima actividad fibrinolitica.

El potencial fibrinolitico de los activadores, tanto es-
treptoguinasa como uroguinasa, es mucho mayor cuando se encuen
tran incorporados al co&gulo (endbgenos) que si se afiaden al
mismo una vez formado (exbégenos). Asi{, por ejemplo, el tiempo
total de formaciédn y lisis de un co&gulo de plasma en presen-
cia de 25-30 UI/ml de estreptoguinasa es alrededor de 25 horas,
mientras que para conseguir en este tiempo la lisis de un coé-
gulo formado en ausencia de activadores es necesario afiadir
una concentracibn de estreptoquinasa superior a 750 UI/ml. Pa-
ra la estreptoguinasa este efecto no es debido a un incremento
de la fibrinogenolisis, ya que todo el fibrinbégeno se transfor

ma normalmente en fibrina. Sin embargo, para la uroguinasa la
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fibrinogenolisis parece ser una funcibn mds importante que la

fibrinolisis (267).

Estos resultados ponen de manifiesto la importancia que
tiene en la fibrinolisis la presencia del activador en el mo-
mento de formarse la fibrina. Por una parte, el activador se
encuentra uniformemente distribuido en el interior del co&gulo,
facilitindose asi en gran medida su interaccién con el plasmi-~
nbgeno. Por otra, la digestién de la fibrina en formacibén pue-
de proporcionar un mecanismo gue controle la formacién del
trombo y su degradacién. En este sentido, Nossel et al. (268-
270), bas&ndose en estudios clinicos, han sugerido que el sus-~
trato fisiolégico fundamental de la plasmina es la fibrina I,
formada al liberarse el fibrinopéptido A por accién de la trom
bina. El ataqgue de la plasmina a la fibrina I darfa lugar a la
formacién de polimero X por liberaci6ébn del péptido B8 1-42,
gue contiene el fibrinopéptido B. De esta forma, no llega a ob
tenerse fibrina II, formada al liberarse ambos fibrinopéptidos
por accién de la trombina en ausencia de plasmina.

La accién combinada de la trombina y la plasmina puede
determinar, por lo tanto, el tipo de fibrina formada, regulan-
do asi{ la unién de plasminbégeno a la misma as{ como su activa-
cién. A su vez, la formacibén de plasmina viene determinada por
la presencia de los activadores, de modo que estos ejercen un
control global del proceso coagulaciédn-fibrinolisis, tanto més
eficaz cuanto mis localizada esté la activaciébn del plasmindge

no en la fibrina.

Mientras que el t-PA es un activador fibrinoespecifico,
la estreptoguinasa y la uroguinasa no estén tradicionalmente

considerados como tales. Estos dos activadores, sin embargo,
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muestran un comportamiento muy diferente en la induccibén de la
fibrinolisis, tanto exb6gena como endbgena. La activacién de
plasmindégeno por uroquinasa tiene lugar indiscriminadamente,
disparando la fibrinogenolisis al mismo tiempo que la fibrino-
lisis, y sin que la plasmina formada esté protegida de una ma-
nera eficaz frente a los inhibidores. La estreptoguinasa, por
el contrario, promueve la unién del plasminégeno a la fibrina
e impide su interaccién con uz-antiplasmina. La activacién del
plasminégeno por la estreptoquinasa tiene lugar mayoritariamen
te en la superficie de la fibrina, posiblemente con la forma-
cién de un complejo ternario similar al descrito para la acti-
vacién del plasminégeno por t-PA. La plasmina asf{ formada per-
manece unida a la fibrina hasta la disolucibn del co&gulo, ina
fectada por el sistema antiplasmina. El mecanismo de accibén de
la estreptoquinasa es, por lo tanto, similar al del t-PA y,
por supuesto, mucho mas selectivo gque el de la uroquinasa. Por
ello, la estreptogquinasa es un activador més efectivo que la
uroquinasa, tanto en la induccién de la fibrinolisis exbgena

como endbgena.

IV.2. ESTUDIO DE LA INTERACCION PLASMINOGENO-FIBRINA. IDENTIFI-
CACION DE LOS DOMINIOS DEL FIBRINOGENO/FIBRINA IMPLICADOS.

Iv.2.1. eo selectivo d dominios D E de ib

négeno mediante el empleo de lectinas

La mole€ula de fibrinbSgeno contiene 4 cadenas de carbohi-~
drato unidas a las cadenas BB, en los dominios D, y a las cade-
nas Y, en el dominio E. Las 4 cadenas de carbochidrato son idén-
ticas y contienen 3 restos manosa susceptibles de ser reconoci-

dos por lectinas, como Con A y LcH, con especificidad por D-ma-
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nosa y D-glucosa (183). De hecho, ambas lectinas interaccionan
espec{ficamente con las cadenas BR y Y del fibrinbgeno aisla-
das por electroforesis en gel de poliacrilamida (237, 271).
Sin embargo, el andlisis de la unidn especifica de LcH al fi-
brindgeno intacto muestra que sdlo se unen 2 moles de LcH por
mol de fibrinégeno (271), lo gue indica que la LcH es capaz de
interaccionar inicamente con las cadenas de carbohidrato de
uno de los dos dominios, D o E, del fibrinbgeno. Del mismo mo-
do, al estudiar la unidn de Con A tetrémero (pH 7.8) al fibri-
négeno se obtiene una relacién de dos moles de Con A unidos
por mol de fibrinégeno (237). Por el contrario, a pH 5.2 se
unen 4 moles de Con A dimero por mol de fibrinbgeno (249), lo
gque demuestra gque en este caso la lectina interacciona con las
4 cadenas de carbohidrato en ambos dominios D y E.

De esta forma, es posible bloguear selectivamente uno o
ambos dominios del fibrindgeno dependiendo de la lectina utilji
zada, lo que resulta muy Gtil para estudiar la interaccibn
plasminégeno-fibrina. Por ello, se ha caracterizado la unién

de LcH, Con A y Ac-Con A al fibrindgeno y la fibrina.

El tratamiento de Con A tetr&mero con anhfdrido acético
convierte a la proteina en un dimero sin alterar su especifici
dad de unién a carbohidratos. Este derivado acetilado muestra
un comportamiento muy similar al dimero de Con A a pE 5.2 en
lo que a su interaccidn con el fibrinbgeno se refiere.

Por una parte, al estudiar la unién de 125I-Ac-Con A al
fibrinbgeno se obtiene una relacién de 4 moles de Ac-Con A uni
dos por mol de fibrinbgeno, con dos clases de sitios de unibn
(Kd1 = 2.4 UMy Kdz = 16.6 uM; nl = n2 = 2). Ac-Con A es capaz
de unirse, por lo tanto, a las 4 cadenas de carbohidrato , en

ambos dominics D y E, aunqgue con diferente afinidad.
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Por otra parte, los complejos Ac-Con A-fibrinbégeno obte-
nidos a una concentracibn relativa de lectina de 1 mg por mg
de fibrinbgeno muestran un coeficiente de sedimentacidén medio
de 10.2 S, igual al obtenido para los complejos Con A dimero-
fibrinbgeno, a pH 5.2, a la misma concentracibén relativa de
lectina (249). A este coeficiente de sedimentacién le corres-
ponde un peso molecular de aproximadamente 500 000 Da, tenien-
do en cuenta que para el fibrinégeno solo (peso molecular
340 000 Da) se obtiene un coeficiente de sedimentacién de 7.8
S y considerando que los pesos moleculares son proporcionales
a 53/2 (272). Este peso molecular, equivalente a 3 moléculas
de Ac-Con A unidas por molécula de fibrinfgeno, es el valor me
dio de una mezcla de especies que se mueven en un solo pico
asimétrico, por lo que puede decirse que se unen hasta 4 molé-
culas de Ac-Con A por molécula de fibrinbgeno.

En ningln caso se observa la formacibn de agregados de
fibrinbgeno por medio de la lectina. El tetr&mero de Con A, sin
embargo, es capaz de formar agregados de fibrinbégeno actuando
bivalentemente, lo que se demuestra de forma clara por ultra-
centrifugacibén analftica (237). Este diferente comportamiento
de la lectina nativa y del derivado acetilado est& de acuerdo
con sus diferentes propiedades de aglutinacién (195). Asi, a
pesar de que ambas moléculas se unen a las células aproximada-
mente en la misma medida . Ac-Con A no aglutina eritrocitos
de oveja a concentraciones de hasta 500 ug/ml mientras que

Con A provoca aglutinacién a concentraciones de 1 yg/ml.

El estudio por ultracentrifugacién analitica de los com-
plejos LcH-fibrinbgeno estd de acuerdo con la presencia en la
molécula de fibrinbgeno de dos sitios de unién para LcH. El

coeficiente de sedimentacibdn medio de los complejos gue se ob-
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tienen a la mayor concentracidn relativa de lectina estudiada
(1 mg/mg fibrinbégeno), 8.8 S, es intermedio entre los valores
correspondientes a los complejos LcH-fibrinbgeno y LcHZ-fibri-
négeno (8.5 S y 9.3 S, respectivamente), lo que indica que
existe una mezcla de ambos. Tampoco en este caso se observan
agregados formados por dos o mds moléculas de fibrinbégeno uni-

das entre s{ por LcH.

Tanto el fibrinégeno como el fragmento E son retenidos
especificamente por Sepharosa-Con A y pueden ser eluidos de la
misma por a-MDGP. El fragmento D, por el contrario, no es rete
nido por la lectina inmovilizada, lo que, en principio, parece
indicar que en el fibrinégeno intacto Con A se une a las cade-
nas de carbohidrato presentes en el dominio E. Sin embargo, por
ultracentrifugacié4n analitica se comprueba gue tanto el fragmen
to E como el fragmento D interaccionan con la lectina en solu-
cibébn. Los coeficientes de sedimentacién observados demuestran
que se une un tetrémero de Con A por cada fragmento D (8.2 S) y
hasta 2 tetrémeros por fragmento E (8.7 S), lo que es posible
ya que el fragmento E contiene 2 cadenas de carbohidrato.

Estos resultados reflejan una alteracibn del comportamien
to de la lectina como consecuencia de la inmovilizacibén y ponen
de manifiesto la cautela con la que se han de interpretar los
resultados obtenidos al utilizar la cromatograffia de afinidad

como método para estudiar una interaccidn entre macromoléculas.

Mientras que el fibrinfgeno es retenido, aunque pobremen-
te, por Sepharosa-LcH, no se detecta retenciédn de ninguno de
los dos fragmentos D y E de digestién del fibrinbégeno por plas-
mina. Por otra parte, los coeficientes de sedimentacibn de LcH
(3.9 S) y de los fragmentos (D, 4.9 S y E, 2.9 S) se encuentran

muy préximos por lo que al estudiar el comportamiento de las
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mezclas por ultracentrifugacién analitica no se llegan a sepa
rar las especies individuales ni siquiera en presencia del in
hibidor especifico de la interaccibén. Esto hace m&s diffcil
determinar si existe o no interaccibén en las condiciones nor-
males de experimentaciédn y por ello ha sido necesario compa-
rar el comportamiento de las mezclas en presencia del inhibi-
dor especifico (ausencia de complejos) y de un azlcar no inhi
bidor (posible presencia de complejos en condiciones simila-
res de densidad y viscosidad del disolvente). Los resultados
que se obtienen parecen indicar que la LcH interacciona con
el fragmento D y no con el fragmento E. Ello se confirma de
una forma mucho m&s concluyente mediante el empleo de un reac
tivo bifuncional de entrecruzamiento que une covalentemente
1251-LcH al fibrinbégeno y al fragmento D pero no al fragmento
E' B

La interaccién de la lectina con el fragmento E debiera
resultar, en principio, mds f&cil que con el dominio E en la
molécula intacta, al existir menos impedimentos estéricos ya
que en el fragmento las cadenas de carbohidrato se encuentran
unidas muy préximas al extremo carboxiterminal de las cadenas
Y. Sin embargo, no se observa interaccién de la LcH con el
fragmento E, por lo que es l8gico suponer que tampoco se da
interaccifén con el dominio en la molécula intacta. Por otra
parte, el andlisis del complejo covalente 12SI—LcH-fibrinége—
no digerido por plasmina demuestra claramente la unibén de la
lectina al dominio D. Asimismo, aparecen en la autorradiogra-
ffa una serie de bandas no identificadas de carécter inespeci
fico. No obstante, ya que la lectina sblo se une a 2 de las 4
cadenas de carbohidrato del fibrinbgeno y la unidn al dominio
D es un hecho claro, no se ha estudiado la naturaleza de es-

tas bandas.
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El empleo del reactivo bifuncional para determinar cua-
les son los dominios del fibrinégeno accesibles al tetrémero
de Con A muestra que la lectina interacciona con ambos domi-
nios Dy E, as{ como con ambos fragmentos D y E; es decir, pre
senta 4 sitios de unién por molécula de fibrindgeno. Este re-
sultado obliga a replantear la interpretacidédn de los datos ob-
tenidos anteriormente para la unién de Con A al fibrinébgeno
(237), que indican que se unen 2 moles de Con A por mol de fi-
brinbégeno. Al estudiar por ultracentrifugacidén analftica los
complejos Con A tetrdmero-fibrinbgeno se observa un pico con
un coeficiente de sedimentaciédn de 13.5 S, gue se corresponde
con un peso molecular de aproximadamente 750 000-800 000 Da.
Este pico puede ser atribuido tanto a un complejo compuesto
por 2 moléculas de fibrinbgeno unidas entre si por un tetréme-
ro de Con A (790 000 Da) como a 4 tetrfmeros de Con A unidos a
una molécula de fibrinbgeno (780 000 Da). Por otra parte, ya
desde concentraciones relativas de lectina de 200 ug/mg fibri-
nbgeno se observa un pico con un coeficiente de sedimentacién
de 18-19 S, as{ como la sedimentacién de material, esponténea-
mente o antes de haberse alcanzado las 60 000 rev/min en la ul
tracentrifuga, lo gue demuestra claramente la formacién de
agregados de fibrindgeno de alto peso molecular. Cada tetré&me-
ro de Con A es, por lo tanto, capaz de unirse a dos cadenas de
carbohidrato de moléculas diferentes de fibrinégeno. Teniendo
en cuenta los resultados aquf obtenidos se puede concluir que
una estequiometrfia de 2 moles de Con A unidos por mol de fibri
négeno indica realmente que los 4 sitios de la molécula de fi-
brinbgeno se encuentran ocupados por la lectina.

La presencia de 4 sitios de unién para Con A, tanto dime
ro (pH 5.2) como tetr&mero (pH 7.8), en la molécula de fibrin6
geno se comprueba al estudiar la unibn de 125I-Con A a Sepharo

sa-fibrinbgeno. Existe la posibilidad de que la molécula de fi
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brinégeno sufra un cambio conformacional como consecuencia de
la inmovilizacién; de hecho, la LcH no interacciona con el fi-
brinégeno inmovilizado cuando s{ lo hace de una forma clara en
solucién. Por ello, las constantes de disociacién obtenidas no
se ha tenido en consideracién y este método se ha utilizado
Gnicamente con objeto de comprobar m&s o menos aproximadamente
el nimero de sitios de unién de la lectina al fibrinégeno.

Ya que la molécula de fibrinbgeno es simétrica, los 2 si
tios de unibén encontrados en un principio para Con A tetr&mero
debfan ser idénticos y presentar ambos, por lo tanto,la misma
afinidad. Sin embargo, si se considera que la unién de 2 moles
de Con A por mol de fibrinbgeno se corresponde realmente con
4 sitios de unidn, los datos experimentales anteriormente obte
nidos (237) se pueden ajustar mejor a dos clases de sitios de
unién (n1 = n2 = 2, con constantes de disociacifn aparentes de
0.18 uM y 2.15 uM), al igual que ocurriera en el caso de Ac-
Con A.

No se ha determinado cuales son las cadenas de carbohi-
drato mas accesibles tanto a Con A como a Ac-Con A. Sin embar-
go, es razonable suponer que los sitios dae unidén con menor afi
nidad se corresponden con las cadenas de carbohidrato unidas a
las cadenas Y, en el dominio E, ya que éstas no son accesibles
a LcH. Asimismo, se ha demostrado que la neuraminidasa es ca-
paz de liberar el &cido siflico de las 4 cadenas de carbohidra
to del fibrinbgeno pero el proceso ﬁiene lugar mucho més répi-
damente en el oligosacérido unido a las cadenas B8, en el domi
nio D (273). Las cadenas de carbohidrato presentes en los domi
nios D de la molécula de fibrinbgeno parecen, por lo tanto,
m&s accesibles en general a macromoléculas que las cadenas de

carbohidrato presentes en el dominio E.

El hecho de que tanto Con A como Ac-Con A se unan a las
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4 cadenas de carbohidrato, en ambos dominios D y E de la molé§
cula de fibrinbgeno, mientras que la LcH sblo sea capaz de
unirse a las cadenas de carbohidrato presentes en los domi-
nios D depende tanto de los diferentes requerimientos de am-
bas lectinas en su unibn al carbohidrato de glicoproteinas co
mo de la estructura del fibrinégeno.

Ciertas lectinas con similar especificidad hacia monosa
céridos pueden diferir en su afinidad por disacéridos, oligo-
saclridos o glicopéptidos. En este sentido, mientras que la
LcH discrimina peor que Con A entre azicares simples, es, sin
embargo, més especifica que ésta para glicopéptidos (274). La
presencia de la secuencia N-acetil-glucosamina-asparagina es
muy importante para la unién de la LcH a glicoproteinas y asf,
por ejemplo, el oligosac&rido de igual estructura que el gli-
copéptido de la transferrina humana pero carente de la secuepn
cia N-acetil-glucosamina-asparagina es 130 veces menos inhibi
dor de la hemaglutinacién inducida por LcH que el glicopépti-
do en s{ (275).

Los segmentos de las tres cadenas del fibrinbégeno que

50-160 * g1-192 Y Y24-134°
se encuentran totalmente entrelazados en disposicién superhe-

conectan los dominios D y E, Ax

licoidal (15). El uso de anticuerpos especificos frente al
péptido Y1~78

secuencia de la cadena Y se encuentra oculta en el interior de

del fibrindgeno humano ha demostrado que esta

esta estructura en la molécula nativa y se expone progresiva-
mente, aunque s8lo de una manera parcial, por degradacién se-
cuencial de la molécula por plasmina (276). Es por lo tanto
bastante probable gque la secuencia N-acetil-glucosamina-aspara
ginas2 de la cadena Y en el dominio E se encuentre también en
el interior de la regibén helicoidal, siendo de este modo inac-

cesible a la LcH.
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El fragmento E es una molécula estructuralmente dimérica

17-78° P1s-122 ¥ Y162
na de oligosacirido est&, por lo tanto, unida muy préxima al

y comprende los restos a (277). La cade-
extremo carboxiterminal de las cadenas y. El hecho de que no
se de interacciébn entre la LcH y el fragmento E sugiere que la
secuencia N-acetil-glucosamina-asparagina se encuentra también
oculta en el fragmento, al igual que lo estd en el correspon-
diente dominio de la molécula de fibrinbgeno, a pesar de la ex
posicién parcial de que es objeto la cadena Y como consecuen-
cia de la digestibén por plasmina.

La separacién de una cadena de la estructura tricatena-
ria superhelicoidal gque tuviera como resultado la exposicién
de la secuencia N-acetil-glucosamina~asparagina, requeriria
una serie progresiva de cambios conformacionales muy importan-
tes en el dominio E, de los que no hay apenas evidencias fisf-
co-quimicas (278).

Por otra parte, se ha observado que la destruccién de la
arquitectura tridimensional de esta regibn de la molécula de
fibrinbgeno tiene como resultado la desaparicibdn del sitio de
unién del plasminégeno presente en el fragmento E (221) asi co
mo de la expresién de determinantes antigénicos especificos

del fragmento E y localizados fundamentalmente en la cadena .

1vV.2.2. Influencia de las lectinas en la interaccibn

plasminégeno-fibrina: unién de plasminégeno y fibrinolisis

Las lectinas Con A, Ac-Con A y LcH interaccionan con el
fibrinégeno dando lugar a la formacidén de complejos que se di
ferencian de la protefna nativa en sus propiedades de coagula
cién y fibrinolisis. Estos efectos son el resultado de la

unibén especifica de las lectinas a las cadenas de carbohidra-
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to del fibrinbgeno, ya que no se producen en presencia del azi

car especifico a-MDGP.

El efecto gque ejercen las tres lectinas sobre la veloci-
dad de coagulacién del fibrindgeno por trombina es muy similar.,
Al igual que Con A (237, 249) y LcH (271), Ac-Con A produce
una disminucién de la velocidad de coagulacién a bajas concen-~
traciones mientras que a concentraciones altas la aumenta.

Se ha demostrado que Con A, sin embargo, favorece siem-
pre la agregacidn de los monbmeros de fibrina y ademis no tie-
ne ningdn efecto inhibidor en la liberaci6én de los fibrinopép-
tidos (249). Por otra parte, ni LcH ni Ac-Con A provocan la
formacibdn de agregados de fibrinégeno que pudieran dar lugar a
un incremento aparente de la velocidad de coagulacidn. Ya que
el efecto global de las tres lectinas sobre el proceso es el
mismo, cabe eSperar que en todos los casos se deba a una misma
causa y ésta parece ser el apantallamiento de la carga eléctri
ca del fibrinSgeno en las proximidades de las cadenas de carbo
hidrato, que favorece tanto la atraccibén entre mondémeros de fi
brina (B) como la atraccidn entre moléculas de fibrinbgeno y

monémeros de fibrina (A):

Trombina

Fibrinbgeno -=---=- » Fibrina + Fibrinopéptidos
(A) Fibrinbégeno + Fibrina ~------ #» Fibrinbégeno-Fibrina
(B) nFibrina ------- > (E‘ibrina)n (Polimerizacién)

Dependiendo de la concentraciédn de trombina y segin cual de es
tos efectos predomine el proceso global de coagulacién se verd
acelerado (B > A) o inhibido (A > B).

El hecho de que las tres lectinas estudiadas produzcan
6l mismo efecto en la velocidad de coagulacién pone de manifies

to la importancia de la carga eléctrica total de la molécula de
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fibrindgeno, independientemente de su localizacién en un domi-
nio u otro. Del mismo modo, se ha comprobado que existe una re
lacién lineal entre la cantidad de &cido siflico liberado de
la molécula de fibrinbégeno por accién de la neuraminidasa y la
aceleracidén de la velocidad de coagulacién, a pesar de gque la
liberacién de &cido siflico de las cadenas de carbohidrato en
los dominios D es m&s répida que en el dominio E (273).

Por otra parte, Con A ejerce el mismo efecto sobre la ve
locidad de coagulacién del asialofibrinbgeno que sobre la del
fibrindgeno nativo (237), aunque tanto el asialofibrinbgeno co
mo sus complejos con Con A coagulan m&s deprisa que la molécu-
la nativa y sus correspondientes complejos. Las lectinas enmas
caran, por lo tanto, no s6lo la carga del &cido siflico sino
también la carga presente en las proximidades de las cadenas

de carbohidrato.

En ningln caso las lectinas producen una disminucidn del
porcentaje de protefina coagulable, ni siquiera a aguellas con-
centraciones que inhibaen la velocidad de coagulacién.

Por otra parte, ni Ac-Con A ni LcH tienen ninglin efecto
sobre el grado de entrecruzamiento de la fibrina formada. La
inhibicién del tramado observada en presencia de Con A ha de
ser, por lo tanto, el resultado de la formacién de agregados de
fibrinbgeno y no una consecuencia de la unién de Con A a un do-
minio u otro de la molécula. La formacibén de agregados de fibri
négeno por medio de la lectina puede conducir a un ordenamiento
diferente de la red de fibrina que interfiera con el entrecruza

miento de las cadenas a Yy Y.

Con A y Ac-Con A producen una marcada inhibicibén de la fi

brinolisis mientras que la LcH tiene un efecto claramente menor.
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La unién de 1 mol de Con A & 2 moles de Ac-Con A por mol de fi
brindgeno inhibe casi en un 95% la velocidad de lisis de codgu
los de fibrina raetrafdos y lavados; estos niveles de inhibi-
cibn no se alcanzan, sin embargo, a ninguna concentracibn de
LcH.

Ya que Con A actua como una molécula bivalentae cuando in
teracciona con el fibrinbgeno, cada mol de lectina ocupa real-
mente dos sitios de unibén por mol de fibrindgeno. El efecto de
Con A sobre la fibrinolisis en funcién del nGmero de sitios de
hecho ocupados por la lectina debe ser representado, por lo
tanto, multiplicando la concaentracibédn de Con A unida por un
factor de 2. Los datos as{ corregidos se superponen con los
que se obtienen para Ac-Con A (Fig. 29, linea discontinua), de
forma que el 95% de inhibicién se alcanza cuando 2 sitios de
unién en la molécula de fibrinbgeno se encuentran ocupados por
Con A o Ac-Con A.

El diferente efecto de Con A y LcH sobre la fibrinolisis
no es debido, por lo tanto, a la formacién de agregados de fi-
brinbgeno ni estd relacionado con diferencias en la formacibn
de la fibrina o en el tramado de la misma, ya que Ac-Con A, que
no forma agregados de fibrinégeno ni afecta al grado de entre-
cruzamiento de la fibrina, produce exactamente la misma inhibi-
cién de la fibrinolisis que Con A.

Por otra parte, ninguna de las lectinas ejerce un efecto
apreciable en la formacibén del complejo plasminbgeno-estrepto-
quinasa o en la actividad de éste, al menos en las condiciones
experimentales utilizadas en los estudios de fibrinolisis.

La inhibicién de la fibrinolisis producida por Con A y
Ac-Con A, que no se observa con LcH, sblo puede ser debida, por
lo tanto, al bloqueo del dominio E del fibrinégeno por unién de

las lectinas. Este blogueo puede afectar tanto a los sitios de
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unidn del plasminbgeno como a los sitios de ataque de la plas-
mina.

La fibrina es susceptible al ataque por plasmina basica-
mente e€n los mismos sitios y €n el mismo orden que el fibriné-
geno. Sin embargo, las lectinas no tienen ningfin efecto en la
fibrinogenolisis ni en la lisis de mondmeros de fibrina en so-
lucién, por lo que puede decirse que tampoco interferiré&n con
los sitios de ataque de la plasmina en la fibrina.

Por otra parte, ninguna de las lectinas previene la
unién del plasminégeno a la fibrina. Este plasminbgeno inicial
mente unido es adem&s totalmente efectivo en ausencia de lecti
nas, ya que la eliminacidén de las lectinas unidas a la fibrina
revierte el efecto de inhibiciébn.

Asimismo, Con A produce una inhibicién clara de la fibri
nolisis exbgena, a pesar de la total disponibilidad de plasmi-
négeno en el medio, e incluso de la fibrinolisis endbgena, en
la que no se da la interaccién Glu-plasminbégeno-fibrina II en
concreto. '

Todos estos hechos indican que la inhibicién de la velo-
cidad de lisis observada en presencia de Con A y Ac-Con A no
es debida a una disminucién de la concentracibn de plasminbge-

no disponible en el codgulo para la lisis sino que se debe a

una falta de efectividad de dicho plasmin&geno.

Existe un acuerdo general acerca de la implicacién de am
bos dominios D y E del fibrinbgeno en la unién del plasminége-
no (213, 220).

Lehzen et al. (223) han localizado un sitio de unién del
plasminfgeno en la regidn termoestable del fragmento D. Esta
regidn estd constituida por segmentos de igual tamafio de las

tres cadenas polipeptfdicas, unidos entre s{ por puentes disul
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furo (279) y forma parte de la estructura superhelicoidal que
conaecta los dominios central y terminal de la molécula de fi-
brinbdgeno.

Asimismo, Nieuwenhuizen et al. (280) han encontrado que
el efecto acelerador de la activacibén del plasmindgeno por
t-PA de uno de los fragmentos obtenidos por tratamiento del fi
brinégeno con bromuro de cianbgeno, el FCB 2, reside en la se-
cuencia Aal48—207 , en la regibén a-helicoidal del fragmento D.

El sitio de unién del plasminbgeno presente en el domi-
nio D parece estar, por lo tanto, bastante alejado de la cade-
na de carbohidrato unida a la asparagina 364 de la cadena BB
en una de las tres estructuras termolibiles que junto con la
estructura termoestable constituyen el dominio D del fibrinbége
no (Fig.35 ) (281).

Por otra parte, Varadi y Patthy (221) han demostrado que

la secuencia Leu de la cadena B8, presente en la re-

121795127
gidén conectora superhelicoidal, es esencial para la unibén del
plasminbégeno al fragmento E. De este modo, los sitios de unién
del plasminégeno en los fragmentos D y E parecen ser estructu-
ralmente homélogos.

Las cadenas de carbohidrato presentes en el dominio E
del fibrinbgeno estdn unidas a la asparagina 52 de ambas cade-

nas Y, muy préximas a la secuencia Leu de la cadena

121795122
BR (277). Por lo tanto, la unibén de Con A y Ac-Con A al dominio

E debe interferir con este sitio de unién del plasmindgeno.

El hecho de gue la unidn de Glu~plasmindégeno a la fibrina
no se vea afectada por el bloqueo del sitio presente en el domi
nio E sugiere que @l Glu-plasminbégeno se une principalmente en
el dominio D, lejos del sitio de unibn de las lectinas.

Sin embargo, para que la fibrinolisis tenga lugar de una

manera efectiva es necesario que el sitio de unibén en el domi-
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Figura 35. Diagrama de la ordenaci6n de la molé-~

cula de fibrindégeno basado en la existencia de
regiones con diferente resistencia a la desnatu-
ralizacién térmica (28l1). Los sitios de ruptura
de la molécula en la digestidén por plasmina es-
t&n seflalados con flechas. A, fibrinopéptido A;
B, fibrinopéptido B; Pg, sitios de unién del
plasminbgeno; CHO, localizacién aproximada del
carbohidrato; Con A, sitios de unién de Con A y
LcH, sitios de unién de LcH.
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nio E se encuentre accesible, permitiendo la interaccién con
el plasminégeno. Esta interaccién, que probablemente requiera
' alguna transformacidn proteolitica del plasminbégeno o de la fi
brina o incluso de ambos, se ve impedida por la unifén de Con A
o Ac-Con A a las cadenas de carbohidrato del dominio E, muy
prbéximas al sitio de unién del plasmindgeno, y ello tiene como

resultado la inhibicifn de la fibrinolisis.

Basandose en estudios sobre la interacciédn del plasminé-
geno con los fragmentos D y E, Lucas et al. (213) han propues-
to un modelo seglin el cual el Glu-plasminfgeno se unirfa al do
minio D, vié&ndose con ello favorecida su activacibén a piasmina,
mientras que el Lys-plasminbgeno, formado a partir del Glu-
plasminbgeno precisamente por accién de esta plasmina inicial,
se unirfa al dominio E, localizando asf{ la actividad proteédsi-
ca en la fibrina.

La unién de Con A a las cadenas de carbohidrato del domi
nio E no previene, sin embargo, la unién del Lys-plasminbgeno
a la fibrina, si bien produce una clara inhibicién de la fibri
nolisis. Este hecho sugiere que el paso de Glu-plasminbdgeno a
Lys-plasminégeno no és la transformacidn proteolitica necesa-
ria o al menos suficiente para que tenga lugar la interaccién
en el dominio E, ya que el Lys-plasminbégeno parece unirse tam-
bién principalmente a los sitios de unién presentes en el domi
nio D.

Aungue la interaccié4n del Lys-plasminédgeno con el fragmen
to E ha sido suficientemente probada (213, 220), ello no refle-
ja necesariamente que el Lys-plasminfgeno se una al dominio E
en la molécula intacta ya que es posible que los sitios de
unibén se encuentren presentes pero escondidos en el fibrinbgeno

/fibrina y no sean totalmente funcionales. lLa diseccifn proteo-
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lftica de la molécula puede eliminar los péptidos que enmasca
ren estos sitios y ponerlos al descubierto. De hecho, Varady
y Patthy (220) han comprobado que mientras los fragmentos D y
E son retenidos por Sepharosa-Lys-plasminbgeno, no ocurre lo
mismo con el fibrinbgeno intacto.

Teniendo en cuenta los grandes cambios estructurales
gue tienen lugar en la regién carboxiterminal de la cadena Y,
en el dominio D, como consecuencia de la polimerizacién, pare
ce posible que los sitios de unién del plasminbgeno en este
dominio se expongan en el proceso de coagulacién. Sin embargo,
la exposicién de los sitios de unién en el dominio E de la fi
brina probablemente requiera el ataque proteolitico de la
plasmina. La interaccibén del plasminbgeno/plasmina con la fi-
brina en estos sitios tendrfa lugar, por lo tanto, una vez
iniciado el proceso fibrinolitico, ya en presencia de los ac-

tivadores.

IV.3. MECANISMO DE ACCION DEL SISTEMA PLASMINOGENO-PLASMINA EN
LA FIBRINOLISIS

Considerando en conjunto todos los resultados anterior-
mente expuestos es posible formular un modelo sobre el mecanis
mo de accidn del sistema plasmindgeno-plasmina en la fibrinoli

sis.

Los cambios conformacionales que tienen lugar en el domi
nio D de la fibrina como consecuencia de la polimerizacibén con
ducen a la aparicién en este dominio de un sitio de unibén para
el plasminbgeno. La interaccién del plasminégeno con la fibri-
na en este sitio hace que su activacién a plasmina se vea favo

recida.
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de los activadores la unibén de plasminégeno

(tanto Glu- como Lys-plasminbégeno) a la fibrina en formacién

tiene lugar en asociacién con la formacibén de plasmina. La mo-

dificacién proteolitica, por acciébn de esta plasmina, de la fi

brina en formacién
que regula el tipo
ce a la exposicién
tios de unién para

nbégeno/plasmina en

proporciona, por una parte, un mecanismo

de fibrina formada y, por otra parte, condu
en el dominio E de la fibrina de nuevos si-
el plasminbgeno. La interaccién del plasmi-

estos sitios es fundamental para que la fi-

brinolisis tenga lugar de una manera eficaz, de forma que el

bloqueo de los sitios de unién en el dominio E provoca una

inhibicién pr&cticamente total de la fibrinolisis.
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1.~ La velocidad de lisis de co&gulos retrafdos y lavados
viene determinada por la concentracién de plasminbgeno unido a
la fibrina y por la capacidad del activador para difundir al
interior del cofgulo. En presencia de los activadores el plas-
minégeno circulante puede unirse a la fibrina , de forma que
la fibrinolisis exégena de co&gulos intactos es mucho més efec

tiva gque la lisis de cofgulos retrafdos.

2.- El potencial fibrinolitico de los activadores es mucho
mayor cuando estos se encuentran presentes en el momento de
formarse la fibrina que si se anaden a los codgulos una vez
formados. La presencia de los activadores durante el proceso
de coagulacidn puede proporcionar un mecanismo gue regule el

tipo de fibrina formada y su degradacién.

3.- El mecanismo de accibdn de la estreptoquinasa es similar
al del t-PA y mucho m&s selectivo que el de la urogquinasa.
Ello hace que la estreptoquinasa sea m&s efectiva que la uro-
quinasa en la induccién de la fibrinolisis tanto exb6gena como

endbgena.

4.- Tanto Con A como su derivado acetilado se unen a las 4
cadenas de carbohidrato del fibrinSgeno, aunque con distinta
afinidad en un dominio y otro, mientras que la LcH s6lo se une

a las cadenas de carbohidrato presentes en los dominfos D.

5.- E1 hecho de que la LcH no sea capaz de interaccionar
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con las cadenas de carbohidrato presentes en el dominio E o
en el fragmento E indica que la secuencia N-acetil-glucosami-
na-asparagina, necesaria para la unién de LcH a glicoprotef-
nas, se encuentra en el interior de la estructura helicoidal
que conecta los dominios D y E del fibrinbgeno y que esta es-

tructura se conserva en el fragmento E.

6.- Al igual que Con A y LcH, Ac-Con A produce una inhibi-
cién de la velocidad de coagulacién a bajas concentraciones
mientras que a concentraciones altas la aumenta, Este efecto
es debido a un apantallamiento de la carga eléctrica del fi-
brin8geno en las proximidades de las cadenas de carbohidrato,
independientemente de su localizacién en un dominio u otro,
que favorece tanto la atraccién entre monbmeros de fibrina
(aceleracibn) como la atraccibn entre fibrinégeno y monSmeros

de fibrina (inhibicién).

7.- Ya que Ac-Con A y LcH, que no provocan la formacién de
agregados de fibrinbgeno, no tienen ningfin efecto sobre el
grado de entrecruzamiento de la fibrina, la inhibicibn del
tramado producida por Con A ha de ser debida a la for@acién
de agregados de fibrinbgeno, que puede conducir a un ordena-
miento diferente de la red de fibrina, y no a la unién a uno

u otro dominio.

8.~ Con A y Ac-Con A producen una marcada inhibicién de la

fibrinolisis mientras que LcH tiene un efecto claramente menor.
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Sin embargo, ninguna de las lectinas estudiadas tiene efecto
en la fibrinogenolisis ni en la digestién de monbmercos de fi-
brina en solucibn, lo que indica que no interfieren con los
sitios de ataque de la plasmina en la molécula de fibrinégeno
/fibrina. Por lo tanto, la inhibicién de la fibrinolisis pro-
ducida por Con A y Ac-Con A es debida a la unibén de dichas
lectinas a2 las cadenas de carbohidrato presentes en el domi-

nio E.

9.- E1 hecho de gue la unién del plasminbSgeno a la fibrina
no se vea afectada por ninguna de las lectinas sugiere que el
plasminégeno, tanto Glu- como Lys-, se une principalmente a
sus sitios en el dominio D, bastante alejados de las cadenas
de carbohidrato. Los sitios de unifn del plasminfgeno presen-
tes en el fragmento E deben de estar ocultos en el fibrin&geno
/fibrina y exponerse como consecuencia del atagque proteolftico
de la plasmina. La interaccifn del plasminfSgeno/plasmina en es
tos sitios, una vez iniciado el proceso fibrinolitico, es fun-
damental para que la fibrinolisis tenga lugar de una manera
eficaz, La unién de Con A y Ac-Con A a las cadenas de carbohi-
drato del fibrin6geno en el dominio E, muy prSximas al sitio
de unidn del plasminSgeno, impide esta interaccién y ello pro-

duce una inhibicién de la fibrinolisis.
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