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I . l .  EL MECANISMO DE LA HEMOSTASIA

E l t é r m in o  h e m o s ta s i a  i n c l u y e  una s e r i e  de m ecanism os r e -  

l a c i o n a d o s  e n t r e  s i ,  en cam inad os  a l  m a n te n im ie n to  de l a  f l u i d e z  

d e l  s i s t e m a  c a r d i o v a s c u l a r  y a l a  p r e v e n c i ô n  de h e m o r r a g i a s  p ro  

v o c a d a s  p o r  l a  l e s i ô n  o r u p t u r a  de v a s o s  s a n g u l n e o s .

En e l  e s t a d o  n o rm a l ,  l a s  p l a q u e t a s ,  de fo rm a  d i s c o i d a l ,  

f l u y e n  l i b r e m e n te  a t r a v é s  de l o s  v a s o s  s a n g u l n e o s  i n t a c t o s .  

C uando e l  v a s o  s u f r e  una l e s i ô n ,  se  expone una  l i n e a  s u b e n d o t e -  

l i a l  a l a  que se  a d h i e r e n  l a s  p l a q u e t a s  en  s e g u n d o s ,  cam biando  

s u  forma con  o b j e t o  de o b t e n e r  l a  mayor &rea en  comûn co n  l a  zo 

na daflada. Como c o n s e c u e n c i a  de e s t a  a d h e s i ô n ,  l a s  p l a q u e t a s  co  

m ienzan  a l i b e r a r  una s e r i e  de s u s t a n c i a s ,  v a r i a s  de e l l a s  de 

g r a n  im p o r t a n c i a  en l a  h e m o s t a s i a ,  e n t r e  l a s  que  se  e n c u e n t r a n  

f i b r i n ô g e n o ,  ADP, 5 - h i d r o x i t r i p t a m i n a  y e l  f a c t o r  3 p l a q u e t a r i o  

La a g r e g a c i ô n  de l a s  p l a q u e t a s  v ie n e  m ed iada  p o r  e l  f i b r i n ô g e n o  

c u y a  e s t r u c t u r a  b i v a l e n t e  y s i m é t r i c a  p e r m i t e  fo rm a r  p u e n t e s  i n  

t e r p l a q u e t a r i o s  u n ie n d o  l o s  r e c e p t o r e s  de f i b r i n ô g e n o  de p la q u e  

t a s  a d y a c e n t e s  i n d u c i d o s  en l a  membrana t r a s  l a  p e r t u r b a c i ô n .

E l  ADP l i b e r a d o  e s t i m u l a  aûn mâs l a  a g r e g a c i ô n  p l a q u e t a r ,  m ien-  

t r a s  que l a  5 - h i d r o x i t r i p t a m i n a  a c t u a  como v a s o c o n s t r i c t o r  y e l  

f a c t o r  3 p l a q u e t a r i o  desempefia una f u n c i ô n  p r i m o r d i a l  en  e l  me- 

c a n is m o  de c o a g u l a c i ô n .

Se d e s a r r o l l a  a s i  un ta p ô n  p l a q u e t a r i o  que  j u n t o  con  l a  

v a s o c o n s t r i c c i ô n  r e d u c e  l a  p â r d i d a  de s a n g r e  y r e l l e n a  l a  l e ­

s i ô n .  E s t e  ta p ô n  e s ,  s i n  em bargo , t o d a v î a  p e rm e a b le  y e l  p lasm a 

c o n t i n u a  p e r d i â n d o s e  a t r a v é s  de é l  p o r  lo  que  h a  de s e r  r e f o r -  

z a d o ,  m e d ia n te  l a  p a r t i c i p a c i ô n  d e l  mecanismo de c o a g u l a c i ô n ,  

con  l a  fo rm a c iô n  de f i b r i n a  a p a r t i r  d e l  f i b r i n ô g e n o  s o l u b l e  c r  

p la s m a ,  c o n s t i t u y é n d o s e  a s i  un ta p ô n  h e m o s t â t i c o  e s t a b l e .

La c o a g u l a c i ô n  debe  p r o d u c i r s e  r â p i d a m e n t e ,  en  c u e s t i ô n



- 3 -

de m in u to s  o  i n c l u s o  se g u n d o s ,  y p e rm a n e c e r  c o n f i n a d a  e n  e l  

à r e a  dafiada. P or  o t r a  p a r t e ,  l a  p e r s i s t e n c i a  de l a  f i b r i n a  d e ­

b e  e s t a r  l i m i t a d a  p o r  l a s  n e c e s i d a d e s  h e m o s t â t i c a s  d e l  o r g a n i c  

mo, de form a que cuando  e l  t e j i d o  h a y a  s i d o  r e p a r a d o  e l  c o â g u -  

l o  d e s a p a r e z c a .  S i  l a  f i b r i n a  se  fo rm a  en  e l  t o r r e n t e  s a n g u i -  

n e o ,  s i n  e s t a r  u n id a  a un t a p ô n  p l a q u e t a r i o  o a l a  p a r e d  v a s c u  

l a r ,  debe  s e r  e l i r a in a d a  t a n  r â p i d a m e n t e  como s e a  p o s i b l e .  E l  

s i s t e m a  f i b r i n o l l t i c o  e s  e l  e n c a r g a d o  de l a  d i s o l u c i ô n  da l a  

f i b r i n a  s i n  p r o v o c a r  l a  r u p t u r a  p r e m a tu r a  d e l  t a p ô n  h e m o s t â t i ­

c o  o l a  d e s t r u c c i ô n  de p r o t e l n a s  e s e n c i a l e s  d e l  p la s m a .  Una a ç  

t i v i d a d  f i b r i n o l i t i c a  e x c e s iv a m e n te  a l t a  puede  d a r  l u g a r  a  c u a  

d r o s  h e m o r r â g i c o s ,  m i e n t r a s  que  una d i s m i n u c iô n  de d i c h a  a c t i ­

v id a d  puede  i n i c i a r  un e s t a d o  de h i p e r c o a g u l a b i l i d a d ,  como ocu 

r r e  en  l a  a t e r o s c l e r o s i s  a v a n z a d a  o en  e l  c a s o  de tu m o re s  ma- 

l i g n o s .  Po r  o t r o  l a d o ,  un aum ento  r e p e n t i n o  de s u s t a n c i a s  p r o ­

c o a g u l a n t e s  en  e l  t o r r e n t e  s a n g u l n e o  puede  p r o d u c i r  c o a g u l a ­

c i ô n  i n t r a v a s c u l a r ,  b i e n  l o c a l i z a d a  ( t r o m b o s i s )  o b i e n  de un 

modo d is e m in a d o  ( c o a g u l a c iô n  i n t r a v a s c u l a r  d i s e m i n a d a ) . En g e ­

n e r a l ,  e l  o rg a n i sm e  en e s t o s  c a s o s  a c e l e r a  l a  a c t i v i d a d  f i b r i ­

n o l i t i c a  con e l  f i n  de e l i m i n a r  l o s  d e p ô s i t o s  de f i b r i n a  ya 

fo rm ado s  o i n c i p i e n t e s .

E x i s t e  p u e s  una f i n i s i m a  l l n e a  d i v i s o r i a  e n t r e  l a  hemo- 

r r a g i a  y l a  t r o m b o s i s ;  un d e l i c a d o  e q u i l i b r i o  e n t r e  l a  fo rm a­

c i ô n  de un c o â g u lo  y su d i s o l u c i ô n .
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1 . 2 .  ESTRUCTURA DSL FIBRINOGENO

E l  f i b r i n ô g e n o  e s  una  g l l c o p r o t e l n a  com pues ta  p o r  t r è s  

p a r e s  de c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  d i f e r e n t e s ,  denom inadas  An, b B 

y Y, de 6 10 ,  461 y 411 a m in o é c id o s ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  Las s e i s  

c a d e n a s  se  e n c u e n t r a n  u n i d a s  e n t r e  s i  p o r  29 p u e n te s  d i s u l f u r o  

( 1 ) ,  c o n s t i t u y e n d o  dos m i t a d e s  i d é n t i c a s  de forma que l a  e s ­

t r u c t u r a  g l o b a l ,  con  un p e s o  m o l e c u l a r  de 340 000, puede  d e s -  

c r i b i r s e  como (Au, B g ,y  ) g. La e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  c o m p lé ta  

d e l  f i b r i n ô g e n o  e s t é  p e r f e c t a m e n t e  d e t e r m i n a d a  ( 2 - 5 ) .  Las s e -  

c u e n c i a s  de l a s  t r è s  c a d e n a s  se  m u e s t r a n  en  l a  F ig .  1 y su s  

c o m p o s ic io n e s  y p e s o s  m o l e c u l a r e s  en l a  T a b la  1. La m o lé c u la  

no c o n t i e n s  g ru p o s  s u l f h i d r i l o  l i b r e s .

La c o m p a ra c iô n  de l a s  s e c u e n c i a s  de l a s  t r è s  c a d e n a s  

d e l  f i b r i n ô g e n o  h a c e  p e n s a r  en  l a  e x i s t e n c i a  de un a n t e c e s o r  

comûn, e s p e c i a l m e n t e  s i  s e  com paran l a s  p o s i c i o n e s  de l o s  r e s -  

t o s  c i s t e I n a ,  l a s  c o n e x io n e s  fo rm ad as  p o r  l o s  p u e n te s  d i s u l f u ­

r o  y l a  s e c u e n c i a  a l r e d e d o r  de l o s  mismos. M ie n t r a s  l a s  c a d e ­

n a s  Bg y Y p r e s e n t a n  un 33% de hcxnolog la  en l a  s e c u e n c i a  com­

p l é t a ,  l a  c a d e n a  Aa s ô l o  p r é s e n t a  un 12% de s i m i l i t u d  t a n t o  

con  l a  c a d e n a  Bg como con  l a  c a d e n a  Y. P o r  e l l o  se  h a  s u g e r i d o  

que l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  o r i g i n a l  e s t a r î a  fo rm ada p o r  6 

c a d e n a s  a n c e s t r a l e s  i d é n t i c a s ,  de l a s  que  d e r i v a r l a n  p r im e ro  

l a s  c a d e n a s  Aa y un a n t e c e s o r  comûn Bg-Y , que a su v e z  s é r i a  

s u s t i t u l d o  p o r  l a s  c a d e n a s  Bg y Y, r e s p e c t i v a m e n t e  (6 ) .

L as  c a d e n a s  Bg y Y c o n t i e n e n  c a d e n a s  l a t é r a l e s  de c a r b o  

h i d r a t o  (7) u n i d a s  N - g l i c o s l d i c a m e n t e  a l a s  a s p a r a g i n a s  364 y 

52, r e s p e c t i v a m e n t e .  E s t a s  a s p a r a g i n a s  se  e n c u e n t r a n  en  l a  s e ­

c u e n c i a  t l p i c a  a s p a r a g i n a - X - t r e o n i n a  ( o - s e r i n a )  s i e n d o  e s t e  

e l  û n i c o  c a s o  en  e l  que  se  da e s t a  s e c u e n c i a  t a n t o  en l a  c a d e ­

n a  B 6 como e n  l a  Y. La c a d e n a  Aa, a p e s a r  de c o n t e n e r  e s t a  s e -
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F i g u r a  1 . S e c u e n c ia  de a m in o â c id o s  de l a s  ca, 

de n a s  Aa, Bg y Y d e l  f i b r i n ô g e n o  humano.

Las f l é c h a s  i n d i c a n  l o s  s i t i o s  de a t a q u e  de 

l a  t r o m b in a  y l a s  c r u c e s  l a  p o s i c i ô n  de l a s  

c a d e n a s  l a t é r a l e s  de c a r b o h i d r a t o .
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T a b la  1 . C om p os ic iôn  de am in oâc ido s  y c a r b o h i d r a t o s  d e l  f i b r i n ^  

gen o  humano y s u s  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s .

A m ino âc ido s F ib r in ô g e n o Aa B6 y .
A la n in a A 152 22 23 26
A r g i n i n a R 154 40 27 10
A s p a r a g i n a N 170 30 32 23
A c id o  a s p â r t i c o D 188 34 28 32
C i s t e i n a C 58 8 11 10
G lu ta m in a Q 134 18 25 24
A c id o  g l u t â m i c o E 192 44 30 22
G l i c o c o l a G 296 71 42 35
H i s t i d i n a H 64 15 7 10
I s o l e u c i n a I 114 16 16 25
L e u c in a L 166 29 28 26
L i s i n a K 208 39 31 34
M e t io n in a M 66 10 15 8
F e n i l a l a n i n a F 94 19 10 18
P r o l i n a P 138 35 23 11
A c id o  p i r o g l u t â m i c o Z 2 - 1 -
S e r i n a S 280 84 31 25
T r e o n in a T 196 48 22 28
T r i p t ô f a n o W 66 10 13 10
T i r o s i n a Y 100 9 21 20
V a l in a V 134 28 25 14

Suma 2964 610 461 411

C a r b o h i d r a t o s

N - a c e t i l g l u c o s  amin a GlcNAc 16 - 4 4
G a l a c t o s a G ai 8 - 2 2
Manosa Man 12 - 3 3
A c id o  s i â l i c o Neu 4 -8 - 1 -2 1-2

P eso  m o l e c u l a r
c a l c u l a d o 337 897 66 062 54 3 58 48 52S
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c u e n c i a  dos v e c e s ,  en  l a s  a s p a r a g i n a s  269 y 400  ( 4 ) ,  no e s t â  

g l i c o s i l a d a ,  p o s ib le m e n te  d e b id o  a l a  p r o x i m i d a d  de r e s t o s  p r o  

l i n a .  No e x i s t e  c a r b o h i d r a t o  u n id o  0 - g l i c o s l d i c a m e n t e  en  e l  

b r i n ô g e n o  humano. Las 4 c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o ,  i d é n t i c a s ,  

son  de t i p o  b i a n t e n a r i o  y es t& n c o n s t i t u l d a s  p o r  â c i d o  s i â l i c o ,  

g a l a c t o s a ,  N - a c e t i l g l u c o s a m i n a  y manosa ( 8 ) ,  se g û n  l a  e s t r u e t u  

r a :

Neu -  G al -  GlcNAc -  Man

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

Por t r a t a m i e n t o  d e l  f i b r i n ô g e n o  con  b ro m u ro  de c ian ô g e ,  

no se  o b t i e n e n  l o s  l lam ad o s  nudos d i s u l f u r o  que  c o n t i e n e n  t o -  

dos l o s  p u e n te s  d i s u l f u r o  de l a  m o l é c u la ,  den om inad os  FCB 1 - 5 .  

E l  nudo d i s u l f u r o  mayor, FCB 1, ta m b ié n  l l a m a d o  N-DSK (nudo d ^  

s u l f u r o  N - t e r m i n a l ) , c o n t i e n s  j u n t o  co n  l o s  e x t r e m o s  amino t e r  

m i n a le s  de l a s  6 c a d e n a s ,  11 de l o s  29 p u e n t e s  d i s u l f u r o  p r é ­

s e n t e s  en  l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  ( 9) .  De e s t o s  11 p u e n t e s ,

8 e s t â n  im p l i c a d o s  en  a s o c i a c i o n e s  c o v a l e n t e s  i n t e r c a t e n a r i a s  

d e n t r o  de c a d a  h e m im o lé c u la .  Los r e s t a n t e s  3 p u e n t e s  d i s u l f u r o  

unen l a s  dos m i ta d e s  p a r a  fo rm a r  l a  p r o t e i n a  d i m é r i c a ,  uno de 

e l l o s  e n t r e  l a s  c i s t e l n a s  28 de ambas c a d e n a s  Aa y l o s  o t r o s  

dos e n l a c e s  e n t r e  l a s  c i s t e l n a s  8 y 9 de u na  c a d e n a  Y con  s u s  

c o r r e s p o n d i e n t e s  en  l a  o t r a  c ad en a  Y, fo rm an do  una  c o n e x iô n  

c i s t i n a  d o b le  (1 0 ) .  R e c ie n te m e n te  se  h a  com probado  q ue  e s t o s  

dos e n l a c e s  unen l a s  dos c a d e n a s  Y y ,  p o r  l o  t a n t o ,  l a s  dos m^ 

t a d e s  de l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o ,  en  o r i e n t a c i ô n  a n t i p a r a l e  

l a ,  e s  d e c i r ,  con l a  d i r e c c i ô n  a m i n o - c a r b o x i l o  t e r m i n a l  o p u e s -  

t a  (1 1 ) .

E l  segundo  nudo d i s u l f u r o  en tamafio, e l  FCB 2 ,  c o n t i e ­

ns  p a r t e s  i n t e r m e d i a s  de l a s  t r è s  c a d e n a s  ( 1 2 , 1 3 ) ,  m i e n t r a s  que 

l o s  o t r o s  t r è s  f r a g m e n to s  m en ores ,  FCB 3 - 5 ,  s e  c o r r e s p o n d e n  con
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l o s  l a z o s  C - t e r m i n a l e s  de l a s  3 c a d e n a s  ( 1 2 , 1 4 ) .

En c u a t r o  r e g i o n e s  de l a  m o l é c u l a  de f i b r i n ô g e n o  ( l o s  

a g ru p a m ie n to s  de l a  zona  N - t e r m i n a l  y l o s  de l a s  z o n a s  i n t e r m e ­

d i a s )  l a s  t r è s  c a d e n a s  se  e n c u e n t r a n  u n i d a s  e n t r e  s i  p o r  una co  

n e x iô n  t r i p l e  c a r a c t e r l s t i c a  fo rm ando  un a n i l l o  d i s u l f u r o  ( 1 3 ) .

La n a t u r a l s za  de l a  s e c u e n c i a  de l a s  t r è s  c a d e n a s  

co m p re n d id a s  e n t r e  l o s  dos a n i l l o s  d i s u l f u r o  en  c a d a  hem im olécu  

l a  ( a m in o â c id o s  5 0-160  de l a  c a d e n a  Aa, 81 -19 2  de l a  c a d en a  BB 

y 24-134  de l a  c a d e n a  T) h a c e  p r e d e c i b l e  u na  c o n fo r m a c iô n  en  

a - h é l i c e ,  de fo rm a q ue  l a s  t r è s  c a d e n a s  s e  e n t r e l a c e n  en  una su 

p e r h é l i c e  de t r è s  h e b r a s  ( 1 5 ) .  Por  s u  p a r t e ,  l a s  r e g i o n e s  c a r b ç  

x i t e r m i n a l e s  de l a s  c a d e n a s  BB y Y, q ue  p r e s e n t a n  una  g r a n  home 

l o g l a  s e  p l e g a r l a n  in d e p e n d i e n te m e n te  c o n s t i t u y e n d o  r e g i o n e s  

g l o b u l a r e s  s i m i l a r s s ,  m i e n t r a s  que l o s  dos t e r c i o s  c a r b o x i t e r m i  

n a l e s  de l a s  c a d e n a s  Aa, de n a t u r a l s za  p red om in am tem en te  p o l a r ,  

s e  e n c o n t r a r î a n  d e s p l e g a d o s ,  c o n s t i t u y e n d o  un a p é n d ic e  f l o t a n t e  

de l a  m o lé c u la  ( 1 6 ) .

La e s t r u c t u r a  p o s t u l a d a  a p a r t i r  d e l  a n â l i s i s  de l a  se 

c u e n c i a  de a m in o â c id o s  c o n f i rm a  e l  m od e lo  t r i n o d u l a r  p r o p u e s t o  

p o r  H a l l  y S lay te r  en  1959 (17) b a s a d o  e n  e s t u d i o s  d e  r o i c ro s c o -  

p l a  e l e c t r ô n i c a  r e a l i z a d o s  con  l a  t é c n i c a  d e l  so m bread o .  Segûn 

e s t e  m od e lo ,  l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o ,  co n  una l o n g i t u d  t o t a ]  

de 4 7 5 t2 5  Â, e s t a r l a  fo rm ada  p o r  dos g r a n d e s  n ô d u lo s  p e r i f é r i -  

c o s ,  de 65 Â de d i â m e t r o ,  denom inados  d o m in io s  D, c o n e c t a d o s  a

un nôdulo c e n t r a l  mâs pequeno (50 A de diâmetro) dencminado E, a través de 
dos d e l g a d a s  h e b r a s  de 8 a 15 A de d i â m e t r o .  E s t e  m o d e lo ,  mayo* 

r i t a r l a m e n t e  a c e p t a d o  en  l a  a c t u a l i d a d ,  p r o p o r c i o n a  u n a  d e s c r i ^  

c i ô n  s i m p l i f i c a d a  v â l i d a  de l a  m o l é c u la  de f i b r i n ô g e n o  y e x p l j  

c a  n u m e ro sa s  o b s e r v a c i o n e s  b i o f i s i c a s  y  b i o q u l m i c a s  y ,  en p a r t i  

c u l a r ,  l a  p o l i m e r i z a c i ô n  de l a  f i b r i n a .
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Una in f o r m a c iô n  mâs d e t a l l a d a  s o b r e  l a  m o r f o l o g l a  y 

d im e n s io n e s  d e l  f i b r i n ô g e n o  se  o b t i e n e  a  p a r t i r  d e l  a n & l i s i s  

de o rd e n a m ie n to s  c r i s t a l i n o s .  E l  f i b r i n ô g e n o  n a t i v o  no c r i s t a -  

l i z a  p e r o  se  pueden  p r o d u c i r  c r i s t a l e s  d e s p u é s  de una  r u p t u r a  

l i m i t a d a  de l a  m o lé c u la  con una  p r o t e a s a  b a c t e r i a n a  ( 1 8 , 1 9 ) ,  

s in  que se  p i e r d a  mâs d e l  5-10% de l a  masa t o t a l  de l a  m olécu­

l a  n i  se  m o d i f iq u e  s u s t a n c i a l m e n t e  l a  o r d e n a c i ô n  de l o s  mon6me_ 

r o s  de f i b r i n a ( 2 0 ) .  Se coroprueba a s !  que l a  m o l é c u la  de f i b r i  

n a ,  de 450 A de l o n g i t u d  t o t a l ,  e s t é  fo rm ada  p o r  7 do m in io s  

g l o b u l a r e s  c o n e c t a d o s  p o r  segm en tos  en  form a de v a r i l l a  (2 1 ) .  

Los do m in io s  D p e r i f é r i c o s  d e l  m odelo  t r i n o d u l a r ,  i n c o m p l e t a -  

mente r e s u e I t o s  m e d ia n te  l a  t é c n i c a  de som breado  u t i l i z a d a  p o r  

H a l l  y S l a y t e r ,  e s t â n  fo rm ad os  p o r  dos s u b d o m in io s  de ap rox im a 

damente e l  mismo tamaflo, p r o x i m a l  y d i s t a l ,  c o n s t i t u i d o s  p o r  

l a s  r e g i o n e s  c a r b o x i t e r m i n a l e s  de l a s  c a d e n a s  B6 y Y, r e s p e c t ^  

v am en te ,  y que se  e n c u e n t r a n  d e s p l a z a d o s  l a t e r a l m e n t e  con  r e s -  

p e c t o  a l  e j e  de l a  m o l é c u la  y a d i s t i n t a  d i s t a n c i a  d e l  dom inio  

c e n t r a l .  Por o t r a  p a r t e ,  l a s  e s t r e c h a s  c o n e x io n e s  e x i s t a n t e s  

e n t r e  e l  dom in io  c e n t r a l  y l o s  d o m in io s  p e r i f é r i c o s ,  cuya  e s -  

t r u c t u r a  e s  l a  de una s u p e r h é l i c e  de t r è s  c a d e n a s ,  se  en cu en ­

t r a n  in t e r r u m p i d a s  p o r  una  p eq u eh a  r e g i ô n  g l o b u l a r  d e s p l a z a d a  

h a c i a  l o s  d o m in io s  e x t e r i o r e s  con  r e s p e c t o  a l  c e n t r o  de cada  

hem iroo lécu la  ( 2 1 ,2 2 ) .

Uno de l o s  h a l l a z g o s  mâs r e c i e n t e s  y s o r p r e n d e n t e s  

s o b r e  l a  e s t r u c t u r a  d e l  f i b r i n ô g e n o ,  r e a l i z a d o  p o r  m i c r o s c o p î a  

e l e c t r ô n i c a ,  e s  e l  de un n ô d u lo  e x t r a  c e n t r a l ,  a l g o  menor que 

e l  d om in io  E y s i t u a d o  enc im a  de é s t e ,  p e r p e n d i c u l a r  a l  e j e  de 

l a  m o lé c u la  y g e n e r a l m e n t e  e q u i d i s t a n t e  de l o s  d o m in io s  p e r i f é  

r i c o s  ( 2 2 ,2 3 ) .  E s te  o c t a v o  d o m in io ,  o d o m in io  a, e s t â  formado 

p o r  l o s  ex tre m o s  c a r b o x i t e r m i n a l e s  de ambas c a d e n a s  Aa p l e g a -  

d a s  desde  l o s  e x t r e m o s  de l a s  v a r i l l a s  c o n e c t o r a s  h a c i a  e l
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2 A

2 B 2 C

F i g u r a  2 . Modelos e s t r u c t u r a l e s  d e l  f i b r i n ô g e n o .  2 A -  Modelo 

de l a  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a .  Las c a d e n a s  se  muest r a n  a l i n e a d a s  s 

gûn su  hom ologl a  y c o n e c t a d a s  p o r  l o s  a n i l l o s  d i s u l f u r o .  Las 

f l é c h a s  ind icau i l o s  p u n t o s  de a t  ague de l a  t rcxnb ina  y l o s  rom- 

b o s  l a s  c a d e n a s  l a t é r a l e s  de c a r b o h i d r a t o .  En l a  p a r t e  i z q u i e i  

da se  e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en  b l a n c o  l o s  nudos  d i s u l f u r o  

que se  o b t i e n e n  p o r  t r a t a m i e n t o  d e l  f i b r i n ô g e n o  co n  b ro m u ro  de 

c ia n ô g e n o  y en  l a  p a r t e  d e r e c h a  d e l  m odelo  se  r e p r e s e n t a n  en  

b l a n c o  l o s  f r a g m e n to s  de d e g r a d a c i ô n  D y E. 2 B -  R e p r e s e n t a -  

c i ô n  e s q u e m à t i c a  d e l  m odelo  t r i n o d u l a r  d e l  f i b r i n ô g e n o  p ro p u es  

t o  p o r  H a l l  y S l a y t e r .  2 C -  R e p r e s e n t a c i ô n  d e l  m o de lo  h e p ta n e  

d u l a r  d e l  f i b r i n ô g e n o .  L a s  c a d e n a s  A a se  m u e s t r a n  p l e g a d a s  h a ­

c i a  e l  c e n t r o  form ando un o c t a v o  d o m in io  a c e n t r a l .  L as caden* 

de c a r b o h i d r a t o  se  e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d a s  p o r  h ex é g o n o s  n e -  

g r o s .  E l  e j e  b i n a r i o  de l a  m o lé c u la  e s  p e r p e n d i c u l a r  a l a  pàg ; 

na aunque e l  dom in io  a s e  r e p r e s e n t s  d e s p l a z a d o  d e l  e j e .
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c e n t r o  de l a  m o lé c u la  donde se  unen form ando una  peguefla  r e g i ô n  

g l o b u l a r  ( 2 3 ) .  E l  h e c h o  de que  e s t e  d o m in io  s e a  v i s i b l e  en  s ô l o  

a lg u n a s  m o l é c u l a s  de f i b r i n ô g e n o  puede s e r  d e b id o  a una  s u p e r p o  

s i c i ô n  co n  e l  d o m in io  c e n t r a l  E o a un d e s p l e g a m i e n to  de l a  e s ­

t r u c t u r a  en  l a s  p r e p a r a c i o n e s  p a r a  m i c r o s c o p î a  o b i e n  a  l a  s u s -  

c e p t i b i l i d a d  de l a s  c a d e n a s  Aa a l a  p r o t e o l i s i s .  E l  t r a t a m i e n t o  

d e l  f i b r i n ô g e n o  co n  p r o t e a s a s  b a c t e r i a n a s ,  h a s t a  e l  momento p a -  

s o  n e c e s a r i o  en  l a  c r i s t a l i z a c i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o ,  p ro v o c a  l a  

p é r d i d a  de l o s  e x t r e m o s  c a r b o x i t e r m i n a l e s  de l a s  c a d e n a s  A a y ,  

p o r  l o  t a n t o ,  d e l  d o m in io  a ,  de a h l  que no  s e a  v i s i b l e  en l o s  

a n â l i s i s  c r i s t a l o g r â f i c o s  ( 22) .

1 . 3 .  DEGRADACION DEL FIBRINOGENO POR PLASMINA

La c a r a c t e r i z a c i ô n  de lo s  p r o d u c t o s  g e n e r a d o s  en  l a  

d i g e s t i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  p o r  p la s m in a  no s ô l o  p r o p o r c i o n a  i n ­

fo rm a c iô n  a c e r c a  d e l  p r o c e s o  de d e g r a d a c i ô n ,  s i n o  ta m b ié n  a c e r -  

c a  de l a  e s t r u c t u r a  d e l  f i b r i n ô g e n o .

Segûn e l  m odelo  a s i m é t r i c o ,  p r o p u e s t o  p o r  M arder e t  

a l .  (24) en  b a s e  a e s t u d i o s  in m u n o lô g ic o s  y de u l t r a c e n t r i f u g a -  

c i ô n  a n a l l t i c a ,  e l  f i b r i n ô g e n o  e s  d e g ra d a d o  p r o g r è s iv a m e n te  p r i .  

mero a f r a g m e n to  X ( s i m é t r i c o ) ,  e l  c u a l  e s  e s c i n d i d o  en un f r a £  

m ento  D mâs un f r a g m e n to  Y ( a s i m é t r i c o )  y f i n a l m e n t e  é s t e  û l t i -  

mo e s  e s c i n d i d o  en  un f r a g m e n t o  E y o t r o  f r a g m e n to  D. C o r r e l a -  

c io n a n d o  e l  o rd e n  de a p a r i c i ô n  de e s t o s  f r a g m e n to s  co n  s u s  e s -  

t r u c t u r a s  h a  s i d o  p o s i b l e  d e s a r r o l l a r  un m odelo  p a r a  l a  d i g e s ­

t i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  ( F i g u r a  3) ( 2 5 ,2 6 ) .

E l  p r o d u c t o  i n i c i a l  de l a  d i g e s t i ô n ,  denominado f r a g ­

mento X, e s  e s t r u c t u r a l r o e n t e  h e t e r o g ô n e o ,  y a  que p r é s e n t a  f o r ­

mas en l a s  que v a r i a  e l  a l c a n c e  de l a  d e g r a d a c i ô n  de su s  c a d e ­

n as  Aa y Bg ( 2 7 ) .  Las c a d e n a s  Aa son l a s  p r i m e r a s  en s e r  d e g r a -
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F i g u r a  3 . R e p r e s e n t a c i ô n  e s q u e m â t i c a  de l a  d i g e s t i ô n  de 

b r i n ô g e n o  p o r  p l a s m i n a .  Los p u n to s  de a t a q u e  de l a  p l a s m i ­

na e s t â n  s e f i a l i z a d o s .  L as  l l n e a s  d i s c o n t i n u a s  i n d i c a n  e l  

nûmero minimo de p u e n t e s  d i s u l f u r o  p r é s e n t e s  en  c a d a  f r a g ­

m ento.
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j a d a s  p o r  l a  p l a s m i n a ,  l i b e r â n d o s e  un g r a n  p é p t i d o  de 4 0  000 Da 

Je p e s o  m o l e c u l a r  que e s  c a s !  s im u l tâ n e a m e n te  d e g ra d a d o  a f o r ­

mas de 3 7 000, 32 000, 23 000 y 21 000 Da. Los o - p é p t i d o s  de pe 

;os  m o l e c u la r e s  23 000 a  40 000 c o n t i e n e n  l o s  d os  s i t i o s  a c e p t o  

•es de e n t r e c r u z a m i e n t o  de l a  c a d e n a  Aot, m i e n t r a s  que  e l  p é p t i -  

3o de 21 000 Da s ô l o  c o n t i e n s  uno de e s t o s  s i t i o s .  E l  f r a g m e n to  

{, p o r  l o  t a n t o ,  no c o n t i e n s  s i t i o s  de e n t r e c r u z a m i e n t o  a (2 6 ) .  

.a s  c a d e n a s  BS son  degradadas a  c o n t i n u a c i ô n  p o r  su  e x t r e m o  amino 

• t e r m i n a l ,  e l i m i n â n d o s e  e l  p é p t i d o  B62_^2 ( 2 7 , 2 8 ) ,  de a p ro x im a -  

îamente  5 000 Da; s e  p i e r d e ,  p o r  l o  t a n t o ,  e l  f i b r i n o p é p t i d o  B. 

.a  forma mâs d e g ra d a d a  d e l  f r a g m e n to  X, de 240 000 Da de p e s o  

a o l e c u l a r ,  e s t â  p o r  l o  t a n t o  c o n s t i t u i d a  p o r  d e r i v a d o s  de l a s  

radenas  Aa y bS , deno m inad os  Aa* (25 000 Da) y 6 * (49 000 D a ) ,

•es p e c t iv a m e n te  y p o r  c a d e n a s  Y i n t a c t a s .

E l  a ta q u e  de l a  p l a s m i n a  a l  f r a g m e n to  X t e r m i n a l  

l i e n s  como r e s u l t a d o  l a  a p a r i c i ô n  de un f r a g m e n to  D, de 92 000 

)a, y un f r a g m e n to  Y (145 000 Da) a s i m é t r i c o .  E l  f r a g m e n to  Y e s  

:â c o n s t i t u i d o  p o r  dos  c l a s e s  de c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s :  l a s  de 

la y o r  tamaflo son  p r a c t i c a m e n t e  i d é n t i c a s  que l a s  p r é s e n t e s  en 

a  forma t e r m i n a l  d e l  f r a g m e n t o  X (Aa*, S ' ,Y  ) ,  m i e n t r a s  que  

Las de menor tamafto son  s i m i l a r e s  a l a s  c a d e n a s  q u e  c o n s t i t u y e n  

î l  f r a g m e n to  E (Aa^, B , Y ^ ) . P o r  l a  a c c i ô n  c o n t i n u a d a  de l a  

) la sm in a  so b r e  e l  f r a g m e n t o  Y s e  o b t i e n e  o t r o  f r a g m e n t o  D mâs 

m f r a g m e n to  E de 50 000 Da de p e s o  m o l e c u l a r ,  d e r i v a d o  de l a  

e g iô n  a m in o te r m in a l  de l a  m o l é c u l a  de f i b r i n ô g e n o .

La e s t r u c t u r a  d e l  f r a g m e n t o  E e s  muy s i m i l a r  a l a  

3e1 nudo d i s u l f u r o  a m i n o t e r m i n a l  que s e  o b t i e n e  p o r  t r a t a m i e n t o  

3e1 f i b r i n ô g e n o  con  b ro m u ro  de c i a n ô g e n o  ( 2 9 ) .  La p r i m e r a  de 

a s  fo rm as  d e l  f r a g m e n to  E g e n e r a d a s  con  e l  t i e m p o  p o r  l a  p l a s -  

l i n a  c a r e c e  d e l  f i b r i n o p é p t i d o  B p e r o  no d e l  f  i b r i n o p é p t i d o  A 

2 7 ) ,  m i e n t r a s  que  l a  fo rm a  t e r m i n a l  c a r e c e  de ambos f i b r i n o p é g
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t i d o s  A y B (30 ,  3 1 ) .  Las c a d e n a s  c o n s t i t u y e n t e s  de e s t e  frag-* 

mento  t i e n e n  p e s o s  m o l e c u l a r e s  que v a r i a n  d e sd e  7 500 p a r a  l a  

c a d e n a  6^, h a s t a  11 500 p a r a  l a  c ad en a  a ^ .  La c ad en a  y^ ,  con un 

p e s o  m o l e c u la r  de 8 500 Da c o n s e r v a  l a  p o r c i ô n  de c a r b o h i d r a t o  

u n id a  en  l a  A sp-52  N - g l i c o s i d i c a m e n t e  (3 1 ) .

E x i s t e n  a l  menos t r è s  fo rm as  m a y o r i t a r i a s  d e l  f r a g ­

m ento  D, D^, D^ y D^, de p e s o s  m o l e c u l a r e s  92 0 00 ,  86 000 y 

82 000 Da, r e s p e c t i v a m e n t e , l a s  c u a l e s  d i f i e r e n  en  e l  g r a d o  de 

d e g r a d a c i ô n  de l a  c a d e n a  Y p o r  su  ex tr e m o  c a r b o x i t e r m i n a l ;  y '  

(38 0 0 0 ) ,  Y" (32 000) o y ' ' '  (28 0 0 0 ) ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  Todas 

c o n t i e n e n  l o s  mismos d e r i v a d o s  de l a s  c a d e n a s  Aa y SB, de 

12 000 Da (oC) y 42 000 Da ( 6" ) ,  r e s p e c t  iv am en te  (2 6 ) .  La c a d e ­

na B" c o n s e r v a  ta m b ié n  u n i d a  l a  p o r c i ô n  de c a r b o h i d r a t o .  La e s -  

p e c i e  de mayor tamafio, e l  f r a g m e n to  D^, p o se e  l o s  s i t i o s  de en ­

t r e c r u z a m i e n t o  de l a  c a d e n a  y (2 6 ) ,  c a p a c i d a d  p a r a  i n h i b i r  l a  

p o l i m e r i z a c i ô n  de f i b r i n a  ( 3 1 ) ,  un s i t i o  de u n iô n  p a r a  e l  c a l -  

c i o  (32) y un s i t i o  de u n iô n  p a r a  e l  r e c e p t o r  p l a q u e t a r i o  d e l  

f i b r i n ô g e n o  ( 3 3 ) ,  m i e n t r a s  q ue  l o s  f r a g m e n to s  D^ y D  ̂ c a r e c e n  

de t o d a s  e s t a s  p r o p i e d a d e s .  La p r e s e n c i a  de i o n e s  c a l c i o  en  con 

c e n t r a c i o n e s  c o m p a r a b le s  a l a s  e x i s t a n t e s  en  e l  p la sm a  p r o t e g e  

a l  f r a g m e n to  D^ de un u l t e r i o r  a t a q u e  de l a  p la s m in a  e v i ta m d o  

l a  d e g r a d a c i ô n  de l a  c a d e n a  Y* (3 4 ) .

Los p r o d u c t o s  t e r m i n a l e s  de l a  d i g e s t i ô n  d e l  f i b r i^

nô g en o  p o r  p l a s m i n a  s o n ,  p o r  l o  t a n t o ,  dos f r a g m e n to s  D y un

f r a g m e n to  E. E s t o s  f r a g m e n t o s  p a r e c e n  c o n s e r v e r  e s e n c i a l m e n t e

l a s  d im e n s io n e s  de l o s  d c sn in io s  D y E d e l  m odelo  t r i n o d u l a r

( 3 5 ) ,  l o  que s u g i e r e  que  l a  p r o t e o l i s i s  e s t â  a s o c i a d a  s o la m e n te

c o n  una  l i m i t a d a  p e r t u r b a c i ô n  de l a  o r g a n i z a c i ô n  d e l  d o m in io .

S i n  embargo, l a  p é r d i d a  de  e x p r e s i ô n  en  l o s  f r a g m e n to s  de d e t e r

m inad os  a n t î g e n o s  c a r a c t e r 1s t i c o s  d e l  f i b r i n ô g e n o ,  a s l  como l a

a p a r i c i ô n  de n e o a n t l g e n o s  en  c a d a  f r a g m e n t o ,  D y E , i n d i -  ^  n eo  neo
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c;a q u e  l a  p r o t e o l i s i s  ta m b ié n  a l t e r a  l a  c o n fo r m a c iô n  de l o s  do 

m i n i o s  l o  s u f i c i e n t e  como p a r a  e n g e n d r a r  n uevos  d é t e r m i n a n t e s  

a i n t i g é n i c o s  ( 3 6 ,3 7 ) .

1 . 4 .  COAGULACION DEL FIBRINOGENO

La c o a g u l a c i ô n  supone  l a  i n t e r r e l a c i ô n  de d o s  v l a e  e n z i -  

m .â t i c a s  d i s t i n t a s ,  l a  v i a  e x t r î n s e c a  y l a  v i a  i n t r i n s e c a ,  que 

c<onvergen en  una v i a  comûn cuyo  p a s o  û l t i m o  e s  l a  t r a n s f o r m a -  

c i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  en  f i b r i n a  p o r  a c c i ô n  de l a  t ro ro b in a .  Has. 

t a  e l  momento h a n  s i d o  r e c o n o c i d a s  12 p r o t e i n a s  p l a s m é t i c a s  co  

m<o f a c t o r e s  de l a  c o a g u l a c i ô n  (T a b la  2 ) .  Ademâs de e s t o s ,  e l  

c a l c i o  y e l  f a c t o r  t i s u l a r  son  a v e c e s  d e s i g n a d o s  como f a c t o r  

IV y f a c t o r  I I I ,  r e  s p e c  t i v a m e n t e .

1 . 4 . 1 .  Via e x t r i n s e c a

La v i a  e x t r i n s e c a  c l é s i c a ,  e s t a b l e c i d a  p o r  d e f i c i e n c i a s  

d e l  f a c t o r  X, impl i e a  l a  a c t i v a c i ô n  d e l  f a c t o r  X p o r  e l  com ply  

j o  f a c t o r  t i s u l a r - f a c t o r  V i l a  (3 8 ) .  E l  f a c t o r  V II  e s  û n ic o  e n ­

t r e  l o s  z im ôgenos de l a  c o a g u l a c i ô n  y a  q ue  p r é s e n t a  c i e r t a  a c -  

t l v i d a d  i n t r i n s e c a  en  su  fo rm a  n a t i v a ;  s i n  em bargo ,  e s  i n a c t i ­

v e  s o b r e  s u s  s u s t r a t o s  f i s i o l ô g i c o s  en a u s e n c i a  d e l  f a c t o r  t i ­

s u l a r .  E s t e  f a c t o r ,  t a m b ié n  denominado f a c t o r  I I I  o tro m bo p las .  

t i n a  t i s u l a r  e s  un a  l i p o p r o t e i n a  que f u n e i o n a  como c o f a c t o r  

d e l  f a c t o r  V i l a  e n  l a  a c t i v a c i ô n  p r o t e o l i t i c a  d e p e n d ie n t e  de 

c a l c i o  d e l  f a c t o r  X (39) y d e l  f a c t o r  IX (4 0 ) .  Se h a  s u g e r id o  

(41) q ue  l a  p a r t e  p r o t e i c a  d e l  f a c t o r  I I I  s é r i a  l a  r e s p o n s a b le  

de l a  u n iô n  a l  f a c t o r  V i l a  y d e l  aum ento  de su  a c t i v i d a d  c a t a -  

l l t i c a  (2 900 v e c e s ) ,  m i e n t r a s  que l a  p a r t e  l i p i d i c a  d a r i a  

c u e n t a  de l a  d i s m i n u c iô n  de l a  c o n s t a n t e  de M i c h a e l i s  p a r a  e l  

s ü s t r a t o  (10  v e c e s ) .
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» T r a n s f o rm a c io n e s  de p r e c u r s o r e s  en  e s p e c i e s  a c t i v a s .

■ » R e a c c io n e s  c l â s i c a s  de l a s  v l a s  e x t r i n s e c a ,  i n t r i n s e c a  y
comûn.

-  R e a c c io n e s  de r e t r o a l i m e n t a c i ô n  p o s i t i v a s .

 ► R e a c c io n e s  e n t r e  com p o nen tes  de l a s  v i a s  e x t r i n s e c a  e i n
t r i n s e c a .

F i g u r a  4 . A c t i v a c i ô n  en  c a s c a d e  de l a  c o a g u l a c i ô n .  R e a c c io n e s  

de l a s  v i a s  e x t r i n s e c a ,  i n t r i n s e c a  y comûn e i n t e r r e l a c i o n e s  en 

t r e  l a s  mismas.
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T a b la  2 . F a c t o r e s  de l a  c o a g u l a c i ô n

F a c t o r Nombre F u n c iô n

F a c t o r  I

F a c t o r  I I

F a c t o r  V

F a c t o r  VII

F a c t o r  V I I I

F a c t o r  IX

F a c t o r  X

F a c t o r  XI

F a c to r  X II

F a c to r  X I I I

P r e k a l i c r e i n a

F i b r in ô g e n o

P ro t ro m b in a

P r o a c e l e r i n a

P r o c o n v e r t i n a

F a c t o r  a n t ih e m o  
f i l i c o  A

F a c t o r  an t ih e m o  
f i l i c o  B

F a c t o r  de 
S t u a r t - P r o w e r

A n te c e d e n t s  de 
l a  t r o m b o p l a s t i  
na p la s m & tic a

F a c t o r  de 
Hageman

F a c t o r  e s t a b i l i ^  
z a d o r  de f i b r i ­
na

F a c t o r  de 
F l e t c h e r

S u s t r a t o  t e r m i n a l  d e l  s i s t e m a  
de c o a g u l a c i ô n ;  t r a s  l a  p r o ­
t e o l i s i s  p o r  t r o m b in a  p o l i m e -  
r i z a  e n  f i b r a s  de f i b r i n a .

Z imôgeno, d e p e n d i e n t e  de v i t a  
m ina  K, de l a  s e r i n - p r o t e a s a  
t r o m b i n a .

P r o c o f a c t o r  no e n z i m â t i c o  d e l  
f a c t o r  Xa en  e l  c o m p le jo  p r o -  
t r o m b i n a s a .

Zim ôgeno, d e p e n d ie n te  de v i t a  
m ina  K, d e l  f a c t o r  V i l a  e l  
c u a l  a c t i v a  a l  f a c t o r  X p o r  
l a  v i a  e x t r i n s e c a  y  a l  f a c t o r  
IX p o r  l a  v i a  i n t r i n s e c a .

P r o c o f a c t o r  no e n z i m â t i c o  d e l  
f a c t o r  IXa e n  e l  c o m p le jo  de 
a c t i v a c i ô n  d e l  f a c t o r  X.

Zim ôgeno, d e p e n d ie n t e  de v i t a  
m ina  K, d e l  f a c t o r  IX a, e l  
c u a l  a c t i v a  a l  f a c t o r  X.

Zim ôgeno, d e p e n d ie n t e  de v i t a  
mina K d e l  f a c t o r  Xa, l a  p r o ­
t e a s a  d e l  c o m p le jo  p r o t r o m b i -  
n a s a .

Zimôgeno d e l  f a c t o r  X la ,  e l  
c u a l  c o n v i e r t e  e l  f a c t o r  IX 
en  f a c t o r  IXa.

Zimôgeno d e l  f a c t o r  X l l a ,  e l  
c u a l  a c t i v a  e l  f a c t o r  XI y  l a  
p r e k a l i c r e l n a .

Zimôgeno de una  t r a n s g l u t a m i -  
n a s a  q ue  e n t r e c r u z a  c o v a l e n t ^  
m ente  l o s  mon&neros de f i b r i ­
na  e n t r e  s i .

Zimôgeno de l a  k a l i c r e l n a ,  l a  
c u a l  a c t i v a  a l  f a c t o r  X II  y 
rompe e l  kininôgeno-HMW p a r a  
l i b e r a r  b r a d i k i n i n a .
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T a b la  2 . C o n t i n u a c i ô n .

F a c t o r ______________Nombre______________ F u n c iô n _________________________

K in in ô g e n o  de F a c t o r  de C o f a c t o r  de a c t i v a c i ô n  de
a l t o  p e s o  m olecu  F i t z g e r a l d  W ilM  c o n t a c t o  no e n z i m â t i c o  p a r a
l a r  (HMW) . am s, F l a u j e a c  e l  f a c t o r  X l l a  y k a l i c r e l n a .

Los f a c t o r e s  de c o a g u l a c i ô n  s e  numeran con  nûm eros  rom anos de 
a c u e r d o  con  e l  o rd e n  de s u  d e s c u b r i m i e n t o .
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S i  b i e n  l a  a c t i v i d a d  d e l  co m p le jo  f a c t o r  V l l - f a c t o r  t i s u ­

l a r  e s  muy pequefia ,  p a r e c e  s u f i c i e n t e  p a r a  i n i c i a r  l a  a c t i v a ­

c i ô n  d e l  f a c t o r  X (4 2 ) .  A s u  v e z  e l  f a c t o r  Xa a c t û a  p r o t e o l l t i -  

c a m e n te  s o b r e  e l  f a c t o r  V II t r a n s f o r m é n d o l o  e n  l a  fo rm a a c t i v a ,  

\ n i a  ( 4 3 ) .  Asimismo, a c t i v a n  a l  f a c t o r  V II  l a  t r o m b i n a ,  e l  f a c ­

t o r  IXa y e l  f a c t o r  X l l a  ( 4 4 ) .  No o b s t a n t e ,  no debe  s e r  e x c l u l ' -  

d a  l a  p o s i b i l i d a d  de q ue  e x i s t a  a lg u n a  p r o t e a s a ,  h a s t a  e l  momen 

t o  no i d e n t i f i c a d a  que a c t i v e  e l  f a c t o r  VII p a r a  l a  i n i c i a c i ô n  

de l a  v i a  e x t r i n s e c a .

E l  h ech o  de que l a s  d e f i c i e n c i a s  de l o s  f a c t o r e s  X I,  IX u 

V I I I ,  i m p l i c a d o s  en  l a  v i a  i n t r i n s e c a ,  e s t é n  a s o c i a d o s  con  d e s ô r  

d e n e s  h e m o r r â g i c o s  i n d i c a  que  l a  v i a  i n t r i n s e c a  c l â s i c a  p o r  s i  

s o l a  e s  i n s u f i c i e n t e  p a r a  un m a n te n im ie n to  a d e cu ad o  de l a  hemos, 

t a s i s .

1 . 4 . 2 .  V ia i n t r i n s e c a

La v i a  i n t r i n s e c a  s e  i n i c i a  m e d ia n te  l a s  r e a c c i o n e s  de ac 

t i v a c i ô n  de c o n t a c t o  que  t i e n e n  como r e s u l t a d o  l a  fo r m a c iô n  d e l  

f a c t o r  X la .  E s t a s  r e a c c i o n e s  s e  d i s p a r a n  cuan d o  e l  p la s m a  e s  ex  

p u e s t o  a d i v e r s a s  s u s t a n c i a s  c a r g a d a s  n e g a t i v a m e n t e ,  como c r i s ­

t a l ,  c a o l i n ,  c e l i t e ,  c r i s t a l e s  de u r a t o ,  s u l f â t i d o s ,  e t c ,  s i  

b i e n  no se  conoce  e x a c t a m e n te  l a  n a t u r a l e z a  de l a  s u p e r f i c i e  ne 

g a t i v a  r e q u e r i d a  en e l  p r o c e s o  f i s i o l ô g i c o .  A e s t a  s u p e r f i c i e  

se  u nen  e l  f a c t o r  X II  y l o s  c o m p le jo s  p r e k a l i c r e i n a - k i n i n ô g e n o  

de a l t o  p e s o  m o l e c u l a r  (kininôgeno-HMW) y f a c t o r  X I - k i n in ô g e n o -  

HMW, a t r a v é s  d e l  k in i n ô g e n o  que a c t û a  como m o lé c u la  t r a n s p o r t ^  

d o r a  ( F i g .  5 ) .

E l  f a c t o r  X I I ,  cu ya  s u s c e p t i b i l i d a d  a l a  a c t i v a c i ô n  p o r  

d i v e r s a s  p r o t e a s a s  se  ve muy f a v o r e c i d a  t r a s  su  u n iô n  a u na  su ­

p e r f i c i e  (4 5 ) ,  e s  a c t i v a d o  p o r  l a  k a l i c r e i n a  c e r c a n a  g e n e râ n d o -
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F i g u r a  5. Modelo de l a s  r e a c c i o n e s  de a c t i v a c i ô n  de c o n t a c t o .

  r e p r é s e n t a  l a  s u p e r f i c i e  n e g a t iv a m e n te  c a r g a d a ;  HMW-Kg,

k i n i n ô g e n o  de a l t o  p e s o  m o l e c u l a r ;  KK, k a l i c r e i n a  p l a s m â t i c a ;

 w a t a q u e  p r o t e o l l t i c o ;  ♦ t e n d e n c i a  a a s o c i a r s e  con o a

d i s o c i a r s e  de l a  s u p e r f i c i e .  A -  Activaciôn de preka l ic re lna  (PK) 

B -  A c t i v a c i ô n  d e l  f a c t o r  XI. E l  HMW-Kg en B .4  ( p a r c i a l m e n t e  

som breado) r e p r é s e n t a  HW-Kg d eg ra d a d o .
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se  e l  a - f a c t o r  X l l a .  E s t e ,  a su  v e z ,  a c t i v a  l a  p r e k a l i c r e l n a  y 

e l  f a c t o r  XI u n id o s  a l a  s u p e r f i c i e  a  t r a v é s  d e l  k i n i n ô g e n o - HMW. 

Un nuevo  a ta q u e  de l a  k a l i c r e i n a  s o b r e  e l  a - f a c t o r  X l l a  p ro d u c e  

e l  2 - f a c t o r  X l l a ,  e l  c u a l  c o n s e r v a  su  a c t i v i d a d  p r o t e â s i c a  p e r o  

c a r e c e  de l a s  p r o p i e d a d e s  de u n iô n  a s u p e r f i c i e s  d e l  a - f a c t o r  

X l l a ,  p ro p a g a n d e  l a  a c t i v a c i ô n  de p r e k a l i c r e l n a  a l a  f a s e  l l q u i  

da ( 4 6 ) .  Por  o t r a  p a r t e ,  s e  h a  s u g e r i d o  que  e l  f a c t o r  X la  puede  

a c t u a r  p r o t e o l l t i c a m e n t e  s o b r e  e l  kininôgeno-HMW l i b e r â n d o s e  

a s l  de l a  s u p e r f i c i e  y s i e n d o  de e s t a  fo rm a c a p a z  de a c t u a r  so ­

b re  e l  f a c t o r  IX ( 4 7 ) .

A p e s a r  de que  l a  a c t i v a c i ô n  r e c l p r o c a  d e l  f a c t o r  X II  y 

la  p r e k a l i c r e l n a  s o b r e  una  s u p e r f i c i e  en  p r e s e n c i a  de k i n i n ô g e ­

no-HMW c o n s t i t u y e  un m odelo  muy a t r a c t i v e ,  no  s e  c o n oce  re a lm e n  

te  c u a l  e s  e l  i n i c i a d o r  d e l  p r o c e s o .  Se h a  s u g e r i d o  un p o s i b l e  

p a p e l  de l a s  p l a q u e t a s  a c t i v a d a s  en l a  i n i c i a c i ô n  de l a  v i a  i n ­

t r i n s e c a  de l a  c o a g u l a c i ô n .  Las p l a q u e t a s  e s t i m u l a d a s  p o r  ADP o 

co lâ g e n o  prom ueven l a  a c t i v a c i ô n  p r o t e o l i t i c a  d e l  f a c t o r  X II  

po r  e l  c o m p le jo  k in in ô g e n o -H M W -k a l ic r e ln a  y  e l  f a c t o r  X l l a  a s l  

g en e rad o  e s  c a p a z  de a c t i v e r  a l  f a c t o r  X I. A sim ism o, l a s  p l a q u e  

t a s  t r a t a d a s  c o n  c o l â g e n o  o t ro m b in a  prom ueven  l a  a c t i v a c i ô n  

d e l  f a c t o r  XI en  p r e s e n c i a  de k a l i c r e i n a  y  kininôgeno-HMW p e r o  

en a u s e n c i a  de f a c t o r  X I I ,  in d i c a n d o  que  l a s  p l a q u e t a s  n e c e s a -  

r i a m e n te  p r o p o r c io n a n  u na  a c t i v i d a d  p a r a i s l a  o a l t e r n a t i v e  a l a  

d e l  f a c t o r  X II  (4 8 ,  4 9 ) .  P or  o t r a  p a r t e ,  l a s  p l a q u e t a s  e s t i r a u l a  

des ex ponen  s i t i o s  de u n iô n  p a r a  e l  kininôgeno-HMW ( 5 0 ) ,  e l  

cu a l  p a r e c e  i n c l u s o  s e r  l i b e r a d o  p o r  l a s  mismas p l a q u e t a s  e s t i -  

n u la d a s  (5 1 ) .

E l  f a c t o r  X la  a c t i v a  a l  f a c t o r  IX en  p r e s e n c i a  de c a l c i o  

n e d i a n t e  l a  r u p t u r a  de dos e n l a c e s ,  l i b e r â n d o s e  un p é p t i d o  de 

k c t i v a c i ô n  y g e n e r â n d o s e  e l  f a c t o r  IXa . A su  v e z ,  e l  f a c t o r  

[Xa c a t a l i z a  l a  a c t i v a c i ô n  i n t r i n s e c a  d e l  f a c t o r  X (52) en  p r e ­

s e n c i a  de c a l c i o ,  f a c t o r  V I I I : c a l c i o  y f o s f o l l p i d o s  n e g a t iv a m e n
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t e  c a r g a d o s .  Las p l a q u e t a s  p u d ie r a n  p r o p o r c i o n a r  una s u p e r f i c i e  

a d e c u a d a  p a r a  l a  a c t i v a c i ô n  d e l  f a c t o r  IX y d e l  f a c t o r  X.

Una co m p a ra c iô n  de l a s  c o n s t a n t e s  c i n é t i c a s  p a r a  l a  a c t i ­

v a c iô n  d e l  f a c t o r  X p o r  l a  v i a  i n t r i n s e c a  (53) y p o r  l a  v i a  ex ­

t r i n s e c a  (54) s u g i e r e  que ambas v i a s  t i e n e n  una e f i c i e n c i a  c a t a  

l l t i c a  s i m i l a r ,  p o r  l o  que  su s  c o n t r i b u e i o n e s  r e a l e s  a  l a  g e n e -  

r a c i ô n  d e l  f a c t o r  Xa d e p e n d e râ n  de l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d i s p o n i ­

b l e s  de l o s  f a c t o r e s  IXa y V i l a  y de l o s  s i t i o s  de a c t i v a c i ô n  

f i s i o l ô g i c a .

1 . 4 . 3 .  Via comûn c l â s i c a

La v i a  comûn c o n s i s t e  en l a  a c t i v a c i ô n  de p r o t r o m b i n a  p o r  

e l  f a c t o r  Xa, l a  t r a n s f o r m a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  en f i b r i n a  p o r  

a c c i ô n  de l a  t r o m b in a  y e l  e n t r e c r u z a m i e n t o  de l o s  p o l i m e r o s  de 

f i b r i n a  p o r  e l  f a c t o r  X l I I a  (F ig .  4 ) .

La a c t i v a c i ô n  de l a  p ro t ro m b in a  p o r  e l  f a c t o r  Xa t i e n e  l u  

g a r  en  p r e s e n c i a  de c a l c i o ,  f o s f o l i p i d o s  y e l  f a c t o r  Va (5 5 ) .

De nuevo l a s  p l a q u e t a s  son  c a p a c e s  de p r o p o r c i o n a r  u na  s u p e r f i ­

c i e  a d e c u a d a  p a r a  l a  fo rm a c iô n  d e l  c o m p le jo  f a c t o r  V a - f a c t o r  Xa 

( 5 6 ) .  Las p l a q u e t a s  no e s t i m u l a d a s  unen  co o rd inad eun en te  l o s  f a c  

t o r e s  Va y Xa en  p r e s e n c i a  de c a l c i o ,  a c tu a n d o  e l  f a c t o r  Va, a l  

menos en  p a r t e ,  como r e c e p t o r  d e l  f a c t o r  Xa en  l a  s u p e r f i c i e  de 

l a s  p l a q u e t a s .  En a u s e n c i a  de f a c t o r  V ex ôg eno ,  e l  f a c t o r  Xa s 6 

l o  se  une a l a s  p l a q u e t a s  s i  ê s t a s  ha n  s i d o  p r e v i a m e n t e  a c t i v a ­

d as  p o r  t r o m b i n a ,  l o  que s u g i e r e  una l i b e r a c i ô n  de f a c t o r  V p l a  

q u e t a r i o .  La a s o c i a c i ô n  de f a c t o r  Xa y f a c t o r  V p l a q u e t a r i o  pue 

de s e r  i m p o r t a n t e  p a r a  una  l e n t a  fo rm a c iô n  i n i c i a l  de t r o m b in a ,  

de fo rm a  que  l a  s u b s i g u i e n t e  a c t i v a c i ô n  d e l  f a c t o r  V p o r  l a  

t r o m b in a  c o n d u zca  a un aum ento  de l a  u n iô n  d e l  f a c t o r  Xa a l a  

p l a q u e t a  y de l a  a c t i v i d a d  p r o t r o m b i n a s a .
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La t ro m b in a  a s l  fo rm ad a  se  d i s o c i a  de l a  s u p e r f i c i e  y a c -  

:ûa s o b r e  e l  f i b r i n ô g e n o  l i b e r a n d o  l o s  f i b r i n o p é p t i d o s .  Los mo- 

lômeros de f i b r i n a  r é s u l t a n t e s  p o l i m e r i z a n  e s p o n tâ n e a m e n te  y f i  

la lm e n te  son  e n t r e c r u z a d o s  p o r  l a  a c c i ô n  d e l  f a c t o r  X l I I a .

1 . 4 . 4 .  T ra n s f o rm a c iô n  de f i b r i n ô g e n o  en f i b r i n a  p o r  a c -  

: i ô n  de l a  t r o m b in a

En e l  p r o c e s o  de f o r m a c i ô n  de f i b r i n a  p u e d e n  d i s t i n g u i r s e  

. r e s  p a s o s  fu n d a m e n ta lm e n te :

1 -  A c t iv a c iô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  a monômero de f i b r i n a  me-

i i a n t e  l a  l i b e r a c i ô n  d e l  f i b r i n o p é p t i d o  A p o r  a c c i ô n  de l a  t ro m

lin a  .

2 -  P o l i m e r i z a c i ô n  de l o s  raonômeros de f i b r i n a  en  p r o t o f i  

i r i l l a s .

a -  E n t r e c r u z a m i e n to  de l a s  c a d e n a s  y p o r  e l  f a c t o r  X I l i a  -  

a l c i o .

b  -  L i b e r a c i ô n  d e l  f i b r i n o p é p t i d o  B p o r  l a  t r o m b i n a .

3 -  A s o c ia c i ô n  l a t e r a l  de l a s  p r o t o f i b r i l l a s  p a r a  c o n s t i -  

u i r  l a  r e d  de f i b r a s  de f i b r i n a .

a -  E n t re c ru z e u n ie n to  de l a s  c a d e n a s  a p o r  e l  f a c t o r  X l I I a  -

a l c i o .

La a c c iô n  de l a  t r o m b i n a  so b r e  e l  f i b r i n ô g e n o  e s  a l t a m e n -  

e e s p e c i f i c a ,  y a  que c a t a l i z a  l a  h i d r ô l i s i s  de d o s  c l a s e s  de 

n l a c e s  A rg-G ly  (Aa 1 6 -1 7  y Bg 14-15)  r à p i d a m e n t e  y de u na  t e r  

e r a  (Aa 19-20) mâs l e n t a m e n t e  (5 7 ) .  Como c o n s e c u e n c i a  de l a  

u p t u r a  de l o s  d os  p r i m e r o s  t i p o s  de e n l a c e s  se  l i b e r a n  l o s  f i -  

r i n o p é p t i d o s  A y B, n e g a t i v a m e n t e  c a r g a d o s  de l o s  e x t r e m o s  am^ 

o t e r m i n a l e s  de l a s  c a d e n a s  Aa y Bg, r e s p e c t i v a m e n t e . La l i b e r j a  

iô n  d e l  p é p t i d o  A, que t i e n e  l u g a r  mâs r à p i d a m e n t e  q ue  l a  d e l
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p é p t i d o  B, e s  s u f i c i e n t e  p a r a  i n i c i a r  l a  p o l i m e r i z a c i ô n  de l a  

f i b r i n a .

Se h an  p r o p u e s t o  dos m o dè les  d i f e r e n t e s  p a r a  e x p l i c a r  l a  

d i s t i n t a  v e l o c i d a d  de l i b e r a c i ô n  de l o s  f i b r i n o p é p t i d o s ,  e l  mo­

d e l o  c o m p e t i t i v e  y e l  m odelo  s e c u e n c i a l .  Segûn e l  mécanism e corn 

p e t i t i v o ,  apoy ado  p e r  d a t e s  c i n é t i c e s ,  arrhes s i t i o s  en l a s  cade, 

n a s  Aa y B6 so n  t o t a l m e n t e  a c c e s i b l e s  a l a  t r o m b in a  y e l  f i b r i -  

n e p é p t i d e  A e s  l i b e r a d o  més d e p r i s a  p e r  p r e s e n t a r  una c o n s t a n t e  

c i n é t i c a  m ayor .  La v e l o c i d a d  de l i b e r a c i ô n  d e l  f i b r i n o p é p t i d o  B 

aum enta  a l  s e r  e l i m i n a d o  uno o ambos p é p t i d o s  A, d e b id o  a un 

cambio  c o n f o r m a c i o n a l  i n d u c i d o  en  l a  m o lé c u la  (5 8 ) .  En e l  mode­

l o  s e c u e n c i a l ,  l a  e l i m i n a c i ô n  d e l  f i b r i n o p é p t i d o  A e s  e s e n c i a l  

p a r a  que e l  s i t i o  d e l  p é p t i d o  B se  exponga a l a  t r o m b in a  y l a  

l i b e r a c i ô n  s e c u e n c i a l  de l o s  dos p a r e s  de f i b r i n o p é p t i d o s  t i e n e  

como r e s u l t a d o  l a  a c t i v a c i ô n  s e c u e n c i a l  de dos  c l a s e s  de s i t i o s  

de p o l i m e r i z a c i ô n  ( 5 9 ) .

La l i b e r a c i ô n  de l o s  f i b r i n o p é p t i d o s  A pone a l  d e s c u b i e r -  

t o  unos s i t i o s  A en  e l  d o m in io  c e n t r a l  E de l a  m o lé c u la ,  comple 

m e h t a r i o s  de o t r o s  s i c i o s  (a )  s ie m p re  e x i s t a n t e s  en  l o s  domi­

n i o s  t e r m i n a l e s  D. La i n t e r a c c i ô n  de un s i t i o  A de un p r i m e r  mo 

nômero con  uno (a) de o t r a  m o lé c u la  da lugau: a l  s o la p a ro ie n to  de 

dos  monômeros de f i b r i n a  ( 6 0 ) .  E s t a  i n t e r a c c i ô n  A(a) e s  en  d i ­

v e r s a s  c o n d i c i o n e s  mucho mâs r â p i d a  que l a  p r o p i a  l i b e r a c i ô n  de 

l o s  f i b r i n o p é p t i d o s  ( 5 9 ) ,  p e r m i t i e n d o  l a  a s o c i a c i ô n  d e l  dom inio  

c e n t r a l  de un monômero de f i b r i n a  con e l  d o m in io  D de una m olé­

c u l a  de f i b r i n ô g e n o  s i n  a c t i v e r .

E l  h e c h o  de que  e l  t r i p é p t i d o  G ly -P r o -A r g ,  de s e c u e n c i a  

i d é n t i c a  a l a  de l o s  t r è s  p r i m e r o s  r e s t o s  d e l  nuevo e x t r e m o  ami 

n o t e r m i n a l  de l a  c a d e n a  a , a c t u e  i n h i b i e n d o  l a  p o l i m e r i z a c i ô n  

de l a  f i b r i n a ,  s u g i e r e  c l a r a m e n t e  que e s t e  seg m en te  p a r t i c i p a  

en  l a  i n t e r a c c i ô n  DE ( 6 1 ) .  De i g u a l  modo, e l  f r a g m e n to  D^ de d i
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g e s t i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  p o r  p l a s m i n a  e s  c a p a z  de i n t e r a c c i o n a r  

a t r a v é s  de su  c a d e n a  Y con  l o s  s i t i o s  e x p u e s t o s  en  e l  monômero 

de f i n r i n a ,  in te r f i r i e n d o  en l a  p o l i m e r i z a c i ô n  ( 6 0 ) .  E l  f r a g m e n to  

, cuya  c a d e n a  Y e s t é  mâs d e g r a d a d a , p r é s e n t a  u n a  a f i n i d a d  mu­

cho menor p o r  l o s  monômeros de f i b r i n a  (6 0 ) .

Se h a  p r o p u e s t e  ta m b ié n  que e l  s i t i o  de c o n t a c t o  puede es. 

t a r  l o c a l i z a d o  en  c u a l q u i e r  o t r a  zona d e l  d o m in io  E p e r o  en  una  

c o n fo rm a c iô n  de b a j a  a f i n i d a d  h a s t a  l a  l i b e r a c i ô n  de l o s  f i b r i -  

n o p é p t i d o s .  P or  o t r a  p a r t e ,  l a  l i b e r a c i ô n  de l o s  d o s  f i b r i n o p é £  

t i d o s  A r e d u c e  e l  e x c e s o  de c a r g a s  n e g a t i v a s  d e l  d o m in io  c e n ­

t r a l  de - 8  a - 1 .  Cuando se  l i b e r a n  l o s  f  i b r i n o p é p t i d o s  B, e l  do 

m in io  c e n t r a l  q u e d a  p o l a r i z a d o  con  un e x c e s o  de c a r g a s  p o s i t i ­

vas de +5. Cada uno de l o s  d o m in io s  t e r m i n a l e s  p o s e e ,  s i n  embar 

go, una c a r g a  n e g a t i v a  de - 4 .  E l l o  h a c e  p o s i b l e  que  c a d a  dcxni- 

n io  t e r m i n a l  e s t a b l e z c a  una i n t e r a c c i ô n  e l e c t r o s t â t i c a  co m ple -  

m e n ta r i a  con e l  d o m in io  c e n t r a l  de o t r a  m o l é c u l a ,  c o n t r ib u y e n d o  

fa v o r a b le m e n te  a e s t a b i l i z a r  e l  s o l a p a m i e n to  de l o s  monômeros 

de f i b r i n a  ( 6 2 ) .

La u n iô n  de un t e r c e r  monômero de f i b r i n a ,  p o r  i n t e r a c ­

c iô n  de su  s i t i o  (a)  en  e l  d o m in io  t e r m i n a l  con  e l  segundo  s i ­

t i o  A en e l  dcsn in io  c e n t r a l  d e l  p r i m e r  monômero h a c e  que  l o s  do 

m in io s  t e r m i n a l e s  D de dos  monômeros se  d i s p o n g a n  a d y a c e n t e s  y 

p r o p o r c io n e n  una im p o r t a n t e  i n t e r a c c i ô n  p a r a  e l  e n t r e c r u z a m i e n ­

to  Y -Y p o r  e l  f a c t o r  X l I I a  ( F ig .  6 ) ( 6 3 ) .  De e s t a  fo rm a  se  i n i ­

c i a  e l  c r e c i m i e n t o  de l a  p r o t o f i b r i l l a  de dos  m o l é c u la s  de g r o -  

so r  en  ambas d i r e c c i o n e s .

Cuando l a s  p r o t o f i b r i l i a s  a l c a n z a n  una l o n g i t u d  s u f i c i e n ­

t e ,  d e l  o rd e n  de 6 0 0 -8 0 0  nm ( 6 4 ) ,  se  i n i c i a  e l  p r o c e s o  de a s o ­

c i a c i ô n  l a t e r a l  en  f i b r a s  mâs g r u e s a s ,  de ap ro x im ad am en te  1 u m 

de d i â m e t r o .  En e s t a  a s o c i a c i ô n  se  ve im p l i c a d a  una  nueva i n t e -  

r e c c i ô n  e n t r e  d o m in io s  D l a t e r a l ,  que e s  b a s t a n t e  mâs d é b i l  que
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F i g u r a  6 . R e p r e s e n t a c i ô n  e s q u e m â t i c a  d e l  p r o c e s o  de p o l i m e r i z a  

c i ô n  de l a  f i b r i n a .  a) F i b r i n ô g e n o ,  b ) Dlmero de f i b r i n a  en  e l  

que  se  s e f la la n  l a s  dos  i n t e r a c c i o n e s  DE. c) T r im e ro  de f i b r i n a  

fo rm ado  p o r  l a  a d i c i ô n  de un t e r c e r  monômero o r i g i n â n d o s e  i n t e  

r a c c i o n e s  DD l o n g i t u d i n a l e s ,  d) P r o t o f i b r i l l a  fo rm ad a  p o r  a s o -  

c i a c i o n e s  c o n t i n u a d a s  de monômeros y o l ig ô m e r o s  m e d ia n te  i n t e ­

r a c c i o n e s  DE y DD longitudinales  e) Posible ordenaciôn de l a s  p r o t o f  i -  

b r i l l a s  en  l a s  f i b r a s  de f i b r i n a ,  e s t a b i l i z a d a s  p o r  l o s  c o n ta ç  

t o s  DD l a t é r a l e s .
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f 1 s o l a p a m i e n t o  DE a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i t o  ( 6 5 ) .  La l i b e r a c i ô n  

4e l o s  f i b r i n o p é p t i d o s  B t i e n e  l u g a r  p r e f e r e n t e m e n t e  s o b r e  l a s  

p r o t o f i b r i l i a s  y c o n t r i b u y e  a e s t a b i l i z a r  l a  a s o c i a c i ô n  l a t e r a l  

le  l a s  m ism as. Se h a  p r o p u e s t o  que  l a  l i b e r a c i ô n  de l o s  f  i b r i  no 

p é p t i d o s  B puede p o n e r  a l  d e s c u b i e r t o  un  seg un do  p a r  de s i t i o s  

#n e l  d o m in io  c e n t r a l  que  i n t e r a c c i o n e n  con  o t r o s  c o m p lem en ta -  

; i o s  en  l o s  dom in io s  t e r m i n a l e s ,  p e r m i t i e n d o  l a  g e n e r a c i ô n  de 

f i b r a s  més g r u e s a s  (5 9 ) .

La c o n t i n u a  a s o c i a c i ô n  l a t e r a l  de l a r g a s  p r o t o f i b r i l l a s  y 

f i b r a s  e n t r e  s i  t i e n e  como r e s u l t a d o  l a  f o r m a c iô n  de una  r e d  

t r i d i m e n s i o n a l  o g e l  de f i b r i n a  i n s o l u b l e .  E l  c r e c i m i e n t o  de 

.as  f i b r a s  i n d i v i d u a l e s  v i e ne d e t e r m i n a d o  c i n é t i c a m e n t e  p o r  l a  

v e lo c i d a d  de a s o c i a c i ô n  de l a s  m ism as ,  y a  que l a  fo rm a c iô n  de 

co n e x io n e s  e n t r e  l a s  f i b r a s  p r e v i e n e  l a  f o r m a c iô n  de mâs c o n t a ç  

'.os DD l a t é r a l e s  e n t r e  l a s  p r o t o f  i b r i l l a s  ( 6 4 ,6 6 ) .

Aunque l a s  i n t e r a c c i o n e s  no c o v a l e n t e s  p o r  s i  s o l a s  p r o -  

T o rc ionan  una f o r t a l e z a  m e c â n ic a  c o n s i d e r a b l e  a l a  r e d  de f i b r ç  

la ,  l a  fo rm a c iô n  de e n l a c e s  y -  y y p o l i m e r o s  de c a d e n a  a  p o r  ac ­

ciôn d e l  f a c t o r  X l I I a  aum enta  aûn  mâs l a  r i g i d e z  y e s t a b i l i d a d  

, e l  g e l  ( 6 7 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  m era  a g r e g a c i ô n  de l a  f i b r i n a  

(S i n s u f i c i e n t e  p a r a  un m a n t e n im ie n t o  a d e c u a d o  de l a  h e m o s t a s i s .  

]a im p o r t a n c i a  d e l  e n t r e c r u z a m i e n t o  c o v a l e n t e  de l a s  c a d e n a s  y 

 ̂ 3 s e  pone de m a n i f i e s t o  e n  d e f i c i e n c i e s  h e r e d i t a r i a s  d e l  f a c ­

e r  X I I I  o en  p a c i e n t e s  que  c o n t i e n e n  e n  p la s m a  i n h i b i d o r e s  a d -  

c u i r i d o s  de l a  e s t a b i l i z a c i ô n  de f i b r i n a ,  l o s  c u a l e s  p r e s e n t a n ,  

,n g e n e r a l ,  g r a v e s  t e n d e n c i e s  h e m o r r â g i c a s  (6 8 ) .

E l  f a c t o r  X I I I  e s  una  m o l é c u la  t e t r a m é r i c a  c o m pu es ta  p o r  

(OS c a d e n a s  a -  y dos c a d e n a s  b -  ( a ^ b ^ )  u n i d a s  e n t r e  s i  p o r  f u e r  

^ s  no c o v a l e n t e s .  Su a c t i v a c i ô n  t i e n e  l u g a r  en v a r i o s  p a s o s  

6 9 ) .  La t r o m b in a  a c t u a  p r i m e r o  s e p a r a n d o  un pequefio p é p t i d o  de
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a c t i v a c i ô n  de l a s  c a d e n a s  a - ,  con l o  que se  fo rm a  un i n t e r m e d i o  

i n a c t i v o  a ' 2^ 2 ' p r e s e n c i a  de c a l c i o ,  l a s  c a d e n a s  se  d i s o -  

c i a n  de e s t e  c o m p le jo  y se  expone e l  g ru p o  c i s t e i n a  d e l  c e n t r o  

a c t i v o  p r é s e n t e  en  l a s  c a d e n a s  a - ,  g e n e r â n d o s e  l a  enz im a a c t i v a  

a " ^ .  En a u s e n c i a  de f i b r i n ô g e n o  se  n e c e s i t a n  c o n c e n t r a c i o n e s  de 

c a l c i o  e x c e s iv a m e n te  a l t a s  p a r a  que se  de e s t e  p a s o  p e r o  a c o n -  

c e n t r a c i o n e s  n o rm a le s  de f i b r i n ô g e n o  so n  s u f i c i e n t e s  l o s  n i v e ­

l é s  p l a s m â t i c o s  de c a l c i o .

E l f a c t o r  X I I I a  e s  una e n d o - y - g l u t a m i n : E - l i s i n  t r a n s f e r a -  

s a ,  e s  d e c i r ,  c a t a l i z a  l a  fo r m a c iô n  de e n l a c e s  amido e n t r e  e l  

g ru p o  y c a r b o x i l o  de una g lu t a m i n a  y e l  g ru p o  E-amino de una I ç  

s i n a  (7 0 ) .  La r e a c c i ô n  de e n t r e c r u z a m i e n t o  e s  a l t a m e n t e  e s p e c i -  

f i c a  ya que  s ô l o  i n t e r v i e n e n  c i e r t o s  r e s t o s  g lu t a m i n a  y l i s i n a .  

Se f o r man de 4 a 6 e n l a c e s  p o r  m o lé c u la  de f i b r i n a  e s t a b i l i z a d a :  

2 e n t r e  l a s  c a d e n a s  Y de monômeros a d y a c e n t e s ,  c o n s t i t u y é n d o s e  

d im er o s  7 y de 2 a 4 e n t r e  c a d e n a s  3, c o n s t i t u y é n d o s e  p o l i m e r o s  

z de a l t o  p e s o  m o l e c u l a r .

E l e n t r e c r u z a m i e n t o  de l a s  c a d e n a s  y t i e n e  l u g a r  en  su s  

e x t r e m o s  c a r b o x i t e r m i n a l e s .  La g l u t a m i n a  397 de una  c a d e n a y  se  

une a l a  l i s i n a  405 de l a  o t r a  y v i c e v e r s a ,  de fo rm a a n t i p a r a l e .  

l a  ( 7 1 ) .  E l  f i b r i n ô g e n o  ta m b ié n  pued e  s e r  s u s t r a t o  d e l  f a c t o r  

X l I I a ,  s i  b i e n  con  mucha menor a f i n i d a d  que l a  f i b r i n a  ( 7 2 ) .  En 

b a s e  a r e c i e n t e s  e s t u d i o s  de m i c r o s c o p i a  e l e c t r ô n i c a ,  se  h a  s u ­

g e r i d o  q ue  l a  l i b e r a c i ô n  de l o s  f i b r i n o p é p t i d o s  d e l  d o m in io  c e n  

t r a l  de l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  p u e d e  c o n t r i b u i r  a d esen m as-  

c a r a r  l o s  s i t i o s  de e n t r e c r u z a m i e n t o  en  l o s  d o m in io s  d i s t a l e s  D 

( 2 3 ,7 3 ) .

E l  e n t r e c r u z a m i e n t o  de l a s  c a d e n a s  a e s  mâs l e n t o  y b a s -  

t a n t e  mâs c o m p le jo ,  ya que  c a d a  c a d e n a  a  puede  u n i r s e  a ,  a l  me­

n o s ,  o t r a s  d o s .  Los r e s t o s  de g l u t a m i n a  im p l i c a d o s  e s t â n  l o c a l ^  

zad o s  en  e l  a p é n d ic e  l i b r e  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a  c a d e n a  a ( r e s ­

t o s  328 ,  366 y ,  p o s i b l e m e n te  taunbién , 237) ( 5 , 7 4 ) ,  m i e n t r a s  que
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l o s  r e s t o s  l i s i n a  no han  s i d o  i d e n t i f i c a d o s .  Tampoco se  conoce 

l a  o r i e n t a c i ô n  de l a s  c a d e n a s  en  e l  p o l l m e r o ,  c o n s t i t u i d o  p o r ,  

a l  menos, 5 6 6 c a d e n a s .

Los r e s t o s  g l u t a m i n a  de l a s  c a d e n a s  a pu eden  i n t e r v e n i r  

t a m b ié n  en  e l  e n t r e c r u z a m i a n t o  con  o t r a s  p r o t e i n a s  como l a  f i -  

b r o n e c t i n a  ( 7 5 , 7 6 ) .

1 , 5 .  DEGRADACION PE LA FIBRINA POR PLASMINA

La f i b r i n a  t r a m a d a  e s  s u s c e p t i b l e  a l  a t a q u e  p o r  p la s m in a  

e n  l o s  mismos s i t i o s  que e l  f i b r i n ô g e n o  y e n  e l  mismo o rd e n :  

a t a q u e  a l o s  e x t r e m o s  c a r b o x i t e r m i n a l e s  de l a s  c a d e n a s  a ,  r u p ­

t u r a  de l a s  t r e s  c a d e n a s  e n t r e  l o s  d o m in io s  c e n t r a l  y t e r m i n a l  

y a t a q u e  a l a s  c a d e n a s  Y c e r c a  d e l  s i t i o  de e n t r e c r u z a m i e n t o .  

E l  e n t r e c r u z a m i e n t o  y-Y d a  l u g a r  a l a  f o r m a c iô n  de d im e ro s  DD 

como p r o d u c t o s  t e r m i n a l e s  de l a  d e g r a d a c i ô n  p o r  p la s m in a  ( 7 7 ) ,  

l o s  c u a l e s ,  en  c o n d i c i o n e s  f i s i o l ô g i c a s ,  se  e n c u e n t r a n  u n id o s  

de fo rm a no c o v a l e n t e  a un f r a g m e n to  E de o t r o  monômero en  l a  

p r o t o f i b r i l l a  (7 8 ) .

Se d i s t i n g u e n  4 f a s e s  en  l a  d e g r a d a c i ô n  p o r  p l a s m i n a  de 

l a  f i b r i n a  t r a m a d a  ( 7 9 ) .  En l a  f a s e  1 ,  que a f e c t a  fu n d a m e n ta l ­

mente  a l o s  p o l i m e r o s  a ,  t o d o s  l o s  d o m in io s  D y E se  en cu en ­

t r a n  u n id o s  c o v a l e n t e m e n t e  a a lg u n a  p a r t e  de l a  m a t r i z .  La f i ­

b r i n a  en e s t a  f a s e  e s t é  c o n s t i t u i d a  p o r  p o l i m e r o s  a de a l t o  p ç  

so  m o l e c u l a r ,  c a d e n a s  6 y d lm e ro s  Y-Y i n t a c t e s  y una pequefla 

p r o p o r c i ô n  de c a d e n a s  d e g r a d a d a s  6" y Y'-Y . Aunque e l  c o é g u lo  

de f i b r i n a  vaya  h a c i é n d o s e  mâs pequefio d u r a n t e  su  e x p o s i c i ô n  a 

l a  p l a s m i n a ,  l a  c o m p o s ic iô n  p o l i p e p t l d i c a  d e l  mismo perm anece  

i n a l t e r a b l e .

En l a  f a s e  2, a l g u n o s  f r a g m e n to s  se  e n c u e n t r a n  r e t e n i d o s  

en  l a  m a t r i z  de f i b r i n a  m e d ia n te  su s  u n io n e s  no c o v a l e n t e s  a
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l a  h e b r a  c o m p le m e n ta r ia  en  l a  p r o t o f i b r i l l a ,  p o r  l o  que  pu eden  

s e r  s o l u b i l i z a d o s  u t i l i z a n d o  d e t e r g e n t e s  i ô n i c o s ,  como e l  SDS. 

E s t o s  f r a g m e n to s  son  de muy a l t o  p e s o  m o l e c u l a r ,  p o r  enc im a de 

500 000 Da, y ya  s61o  c o n t i e n e n  r e s t o s  de l a  r e d  de p o l i m e r o s  

a. un u l t e r i o r  a t a q u e  de l a  p la s m in a  en l a  h e b r a  co m plem enta­

r i a  t i e n e  como r e s u l t a d o  l a  l i b e r a c i ô n  e s p o n t i n e a  de l a  m a t r i z  

de c o m p le jo s  s o l u b l e s  ( f a s e  3) (F ig .  7 ) ,  co m pu es to s  p o r  f r a g ­

m en tos  de p e s o s  m o l e c u la r e s  195 000 a 800 000 Da u n id o s  e n t r e  

s i  p o r  e n l a c e s  no c o v a l e n t e s .  La l i b e r a c i ô n  de e s t o s  c o m p le jo s  

d e j a  a t r â s  un c o é g u lo  mâs pequefio en  e l  que se  h a c e n  a c c e s i ­

b l e s  a l  a t a q u e  p o r  l a  p la s m in a  zonas  que a n t e r i o r m e n t e  no se  

e n c o n t r a b a n  e x p u e s t a s .

Se h a  p o s t u l a d o  (80) que l a  u l t e r i o r  d e g r a d a c i ô n  de l o s  

c o m p le jo s  en  s o l u c i ô n  e s  un p r o c e s o  que o c u r r e  fun dam en ta lm en­

t e  " i n  v i t r o "  ya que " i n  v iv o "  se  e n c u e n t r a  l i m i t a d o  p o r  l a  e ç  

t r a d a  de l o s  d e r i v a d o s  en  e l  t o r r e n t e  s a n g u in e o  y l a  i n h i b i -  

c i ô n  de l a  d e g r a d a c i ô n  p o r  l a  a ^ - a n t i p l a s m i n a .  " I n  v i t r o "  l a  

e x p o s i c i ô n  c o n t i n u a d a  a l a  p la s m in a  de lo s  c o m p le jo s  s o l u b i l i ­

z ad os  t i e n e  como r e s u l t a d o  su  d e g r a d a c iô n  p r o g r è s i v a  a f ragmen 

t o s  mâs pequefios ( f a s e  4) , h a s t a  l l e g a r  a l a s  fo rm as  t e r m i n a ­

l e s  DD, E y e l  c o m p le jo  DD/E.

1 . 6 .  ESTRUCTURA DEL PLASMINOGENO Y LA PLASMINA

E l p a s o  c e n t r a l  de 1 s i s t e m a  f i b r i n o l i t i c o  e s  l a  c o n v e r -  

s i ô n  de l a  p ro en z im a  p la s m in ô g e n o  en  l a  enzima a c t i v a  p la s m in a ,  

una  s e r i n - p r o t e a s a  con e s p e c i f i c i d a d  t i p o  t r i p s i n a .

E l  p la s m in ô g e n o  e s  una g l i c o p r o t e i n a  de 90 000 Da de pa­

s o  m o l e c u la r  form ada p o r  una û n ic a  caden a  p o l i p e p t l d i c a  de 790 

a m in o â c id o s  cuya  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  ha s i d o  t o t a l m e n t e  d e t e c -  

m inada  (F ig .  8 ) (8 1 ) .  E x i s t e n  en e l  plasm,a dos v a r i a n t e s  d e l

p la s m in ô g e n o  con d i s t i n t o  c o n t e n i d c  en c a r b o h i d r a t o :  e l  p la sm i
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F i g u r a  7 . F orm aciôn  " i n  s i t u "  de l o s  f r a g m e n t o s  ( p a r c i a l m e n t e  

so m bread os)  y c o m p le jo s  ( i n t e s a m e n te  so m b reado s)  de d i g e s t i ô n  

de f i b r i n a  t r a m a d a  p o r  p l a s m i n a .  Se r e p r e s e n t a n  t r è s  p r o t o f i ­

b r  i l l a s  a s o c i a d a s  l a t e r a l m e n t e .  Los c o m p l e jo s  son  p o r c i o n e s  

de ambas h e b r a s  de una p r o t o f i b r i l l a  dada  que h a n  s i d o  l i b e r ç  

d a s  de su s  u n io n e s  c o v a l e n t e s  p o r  l o  que p u ed en  s e p a r a r s e  e s -  

p o n tâ n e a m e n te  de l a " f i b r i n a .  Los f r a g m e n to s  son  d e r i v a d o s  de 

u n a  s o l a  h e b r a  de l a  p r o t o f i b r i l l a  qu e  se  m a n t ie n e n  u n id o s  mç 

d i a n t e  u n io n e s  no c o v a l e n t e s  a o t r a s  p a r t e s  de l a  f i b r i n a  y 

que  pueden  s e r  s e p a r a d o s  de l a  misma con  SDS. La u l t e r i o r  d e ­

g r a d a c i ô n  de l a  h e b r a  c o m p le m e n ta r ia  en  l a  p r o t o f i b r i l l a  con­

v i e r t e  a e s t o s  f r a g m e n to s  en  c o m p l e jo s .
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n ô g e n o - l  (30-40% d e l  p la s m in ô g e n o  t o t a l )  que p r é s e n t a  dos cace-  

n a s  de c a r b o h i d r a t o ,  una  u n id a  N - g l i c o s i d i c a m e n t e  a l a  a s p a r  

na 288 y o t r a  u n id a  0 - g l i c o s i d i c a m e n t e  a  l a  t r e o n i n a  345 ,  y «1 

p la s m i n ô g e n o - 2 (60-70% d e l  p la s m in ô g e n o  t o t a l )  que  s ô l o  posee 

e s t a  û l t i m a  c a d e n a  ( 8 2 - 8 4 ) .  La e s t r u c t u r a  de l a s  c a d e n a s  de car 

b o h i d r a t o  e s  l a  s i g u i e n t e :

Neu -  G ai -  GlcNAc -  Man

Man -  GlcNAc -  GlcNAc -  Asn288

Neu -  G ai -  GlcNAc -  Man ^

Neu -  G ai -  GalNAc -  Thr345 
I

Neu

E l  p la s m in ô g e n o  n a t i v o ,  denom inado  G lu - p l a s m in ô g e n o ,  pré­

s e n t a  é c id o  g l u t â m i c o  en  l a  p o s i c i ô n  a m i n o te r m i n a l  ( 8 5 ) .  La i l ç  

m in a c iô n  d e l  p é p t i d o  Glu^-Lys.yg p o r  a c c i ô n  de l a  p l a s m i n a  t i m e  

como r e s u l t a d o  l a  f o r m a c iô n  de una e s p e c i e  m o d i f i c a d a  d e l  p l i s -  

rainôgeno denom inada L y s -p l a s m in ô g e n o  p o r  p o s e e r  una  l i s i n a  (Lys 

77) en l a  p o s i c i ô n  a m i n o te r m i n a l  (8 6 ) .  La e l i m i n a c i ô n  de e s t i  

p é p t i d o  p ro v o c a  un m arcado  cam bio  c o n f o r m a c i o n a l  de l a  p r o t e .n a  

que se r e f l e j a  en  d i v e r s a s  p r o p i e d a d e s  f î s i c o - q u i m i c a s  d e l  p.as_ 

minôgeno. E l  aumento  en  e l  p e so  m o l e c u l a r  a p a r e n t e  d e te r m in a te  

p o r  f i l t r a c i ô n  en  g e l  (8 5 ,8 7 )  y l a  a c u s a d a  d i s m i n u c iô n  en e l  

c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  (8 8 ,8 9 )  i n d i c a n  que t i e n e  l u g a r  

una t r a n s i c i ô n  d e sd e  una  c o n fo rm a c iô n  c e r r a d a  co m p ac ta  a una 

mâs r e l a j a d a  y a b i e r t a .  A simismo, l a  c o n v e r s i ô n  de G lu - p l a s m n ô  

geno en L y s -p l a s m in ô g e n o  v ie n e  acompafiada de cam b io s  s i g n i f i r a -  

t i v o s  en a lg u n a s  p r o p i e d a d e s  b i o l ô g i c a s .  A s i ,  e l  Lys-plasm irbge_ 

no e s  mâs s u s c e p t i b l e  a l a  a c t i v a c i ô n  a p la s m in a  p o r  l o s  a c t v ^  

d o re s  d e l  p la s m in ô g e n o  (90-92) y p r é s e n t a  mayor a f i n i d a d  p o r  l a  

f i b r i n a  que e l  G lu -p la s m in ô g e n o .

La m o lé c u la  de p la s m in ô g e n o  c o n t i e n e  c i n c o  r e g i o n e s  honô- 

lo g a s  que a d o p ta n  una e s t r u c t u r a  en forma de b u e l e  e s t a b i l i a d a ,
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F i q u r a  8 . S e c u e n c i a  de a m in o â c id o s  d e l  p la s m in ô g e n o  humano. 

L as  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  se  unen en  l a s  p o s i c i o n e s  -^sn^gg 

( p l a s m i n ô g e n o - l ) y T h r^ ^ g  (p la s m in ô g e n o - 1 y p la s m i n ô g e n o - 2 ) . 

Los e n l a c e s  d i s u l f u r o  unen  l o s  r e s t o s  3 0 -5 4 ,  3 4 -4 2 ,  1 0 4 -1 4 4 ,  

1 3 2 -1 5 6 ,  1 8 6 -2 2 5 ,  2 1 4 -2 3 7 ,  1 6 8 -2 9 6 ,  2 7 6 -3 1 5 ,  3 0 4 -3 2 7 ,  35 7-434 ,  

3 7 8 -4 1 7 ,  4 0 6 -4 2 9 ,  4 6 1 -5 4 0 ,  4 8 2 -5 2 3 ,  5 1 1 -5 3 5 ,  5 4 7 -6 6 5 ,  557-565 ,  

5 8 7 -6 0 3 ,  7 0 9 -7 2 5 ,  y ,  p o s i b l e m e n t e ,  8 3 -1 6 1 ,  1 6 5 -2 4 2 ,  2 55 -3 3 2 ,  

6 79 -74 6  y 7 3 6 -7 6 4 .

L as  c i n c o  r e g i o n e s  que  c o n s t i t u y e n  l o s  b u e l e s  com prendsn  lo s  

r e s t o s  8 3 -1 6 1 ,  1 6 5 -2 4 2 ,  2 5 5 -3 3 2 ,  3 5 7 -4 3 4 ,  y 4 6 1 -5 4 0 .

Los r e s t o s  H is ^ ^ ^ ,  ^®^740 ^ ^®^645 e l  c e n t r o  a c t i ­
vo .

La a c t i v a c i ô n  a  p l a s m i n a  i m p l i c a  l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  Arg 560
Val^g^ s e g u i d a  de l a  e l i m i n a c i ô n  de l o s  r e s t o s  1 -76 .



—34—

p o r  p u a n te s  d i s u l f u r o  ( 8 1 ) .  Los c in c o  b u c l e s  co m p ren d sn cada  

uno a l r e d e d o r  de 78 cun inoâc idos  y c o n s t i t u y e n  d o m in io s  de aprc . 

x im adamente 10 000 Da ( F i g .  8 y 9 ) .  P or  p r o t e o l i s i s  l i m i t a d a  

d e l  G lu - p l a s m i n 6geno  con  e l a s t a s a  se o b t i e n s n t r è s  f r a g m e n to s  

(8 1 ) .  E l  f r a g m e n to  K l-3  com prends l o s  t r e s  p r i m e r o s  b u c l e s  y 

pu ede  a i s l a r s e  en  d os  v e r s i o n e s :  T y r^ ^ -V a l^ ^ ^  6 T y r^ g -V a l^ ^ ^ .  

E l  segundo  f r a g m e n t o ,  K4, se  c o r r e s p o n d e  con e l  c u a r t o  b u e l e  i 

comprends l o s  r e s t o s  V a l^ g ^ -A la ^ ^ g -  E l  û l t i r a o  f r a g m e n to ,  denori 

nado m in ip l a s m in ô g e n o ,  i n c l u y e  l o s  am in o é c id o s  V a l^ ^ ^ -A sn ^ ^ ^  \ 

c o n s i s t e  en e l  q u i n t o  b u e l e  y l a  r e g i ô n  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a  

m o lé c u la  de p l a s m in ô g e n o .  E s te  m in ip la sm in ô g e n o  pued e  s e r  a c t -  

vado  d e l  mismo modo que e l  p la s m in ô g e n o  formando m i n ip l a s m in a  

(9 4 ) .

E s to s  f r a g m e n t o s  h an  s i d o  e x te n s a m e n te  u t i l i z a d o s  con  b 

j e t o  de a s i g n a r  l a s  d i v e r s e s  f u n c i o n e s  d e l  p la s m in ô g e n o  y l a  

p la s m in a  a l a s  d i f e r e n t e s  r e g i o n e s  de l a  m o lé c u la .  Una de l a s  

p r o p i e d a d e s  mâs i m p o r t a n t e s  d e l  plaaninôgeno . / p l a s m in a  e s  su  cag 

c i d a d  p a r a  i n t e r a c c i o n a r  c on  a m in o é c id o s  t a i e s  como l a  l i s i n a ^  

s u s  a n é lo g o s ,  â c i d o  e - a m i n o c a p r o i c o  (c -ACA) y â c i d o  t r a n s - 4 -  

( a m i n o m e t i l ) c i c l o h e x a n o - l - c a r b o x i l i c o ,  to d o s  l o s  c u a l e s  t i e n s  

a c t i v i d a d  a n t i f i b r i n o l i t i c a  ( 9 5 ,9 6 ) .  E l G lu -p la s m in ô g e n o  p o se  

dos c l a s e s  de s i t i o s  de u n iô n  p a r a  t-ACA: un s i t i o  de a l t a  a f -  

n id a d ,  p r e s u m ib le m e n te  en  e l  f r a g m e n to  Kl (9 7 ) ,  con  una  c o n s t^  

t e  de d i s o c i a c i ô n  de ap ro x im adam en te  9 uM ( 9 0 ) ,  y 4 -5  s i t i o s  3 

b a j a  a f i n i d a d ,  p r e s u m ib le m e n te  en l o s  b u c l e s  1 -4  ( 9 7 ) ,  con  un 

K^ de 5 mM ( 9 0 ) .

La u n iô n  de é c i d o s  w - a m i n o c a r b o x i l i c o s  a l  G lu -p la sm in d g  

no ind uce  un cam bio  c o n f o r m a s i o n a l  en l a  m o lé c u la  s i m i l a r  a l  

p r o d u c id o  p o r  l a  p é r d i d a  d e l  p é p t i d o  G lu^-L ys^^  a m i n o te r m i n a l  

(8 6 , 8 8 , 89) y que co n d u c e  ig u a lm e n te  a un in c r e m e n to  de l a  v- 

l o c i d a d  de a c t i v a c i ô n  (8 6 -9 0 ,  9 2 ) .  P e r  o t r a  p a r t e ,  e s t o s  s i t i g  

de u n iô n  a l i s i n a  son  l o s  r e s p o n s a b l e  de l a  i n t e r a c c i ô n  d e l
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F i g u r a  • 9 . • E s t x u c t u r a  d e l  p la s m in ô g e n o  en l a  que se  r e p r e s s r.can 

l a s  c i n c o  r e g i o n e s  en  bue l e  ÎK^-K^). Las f l é c h a s  i n d i c a n  e l  

r i o  de a t a q u e  de l a  p la s m in a  en  e l  p a so  de l a  fo rm a Glu a la  

fo rm a Lys (a) y e l  s i t i o  de a ta q u e  de l o s  a c t i v a d o r e s  de p l a s ­

minôgeno  a p la s m in a  ( b ) . Las e s t r e l l a s  s e h a l a n  l a  p c s i c i ô n  de 

l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o :  Asp^ (1) y T hr  ( 1 - 2 ) .
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p la s m in ô g e n o /p l a s m in a  con  e l  f i b r i n ô g e n o / f i b r i n a  (9 8 ,  99) y l a  

3 ^ - a n t ip l a s m i n a  (1 0 0 ) .  A sim ism o, e s t a  p r o p i e d a d  d e l  p la s m in ô g e .  

no e s  l a  que p e r m i t e  su  a i s l a m i e n t o  d i r e c t o  d e l  p la s m a  p o r  c r o  

m a t o g r a f î a  de a f i n i d a d  en  l i s i n a  i n m o v i l i z a d a  (1 0 1 ) .

La a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a p l a s m i n a  p o r  t o d o s  l o s  

a c t i v a d o r e s  c o n o c id o s  t i e n e  l u g a r  m e d ia n te  l a  r u p t u r a  d e l  e n l ^  

ce p e p t î d i c o  e n t r e  l a  Arg^^g y l a  V a l jg ^  (1 0 2 ) .  La p l a s m i n a  ge 

n e ra d a  t i e n e  c a p a c i d a d  p a r a  c a t a l i z a r  l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  

p e p t î d i c o  L ys^g-L ys^^  t a n t o  de l a  p l a s m i n a ,  g e n e ré n d o s e  l a  

p la s m in a  f i n a l  ( L y s - p l a s m i n a ) , como d e l  G lu -p l a s m in ô g e n o  rém a­

n e n t e ,  formando L y s -p la s ra in ô g e n o  (1 0 3 ) ;

G lu -p la s m in ô g e n o  

Activadores^^^,,,.-''^'^^ ^^"^-^^^Masmina

G lu - p la s m in a  L y s -p l a s m in ô g e n o

P la s m in a  ^ . - ' ' ^ t i v a d o r e s

^  L y s - p l a s m in a

S i  l a  a c t i v a c i ô n  d e l  G lu -p l a s m in ô g e n o  se  l l e v a  a c a b o  en p r e -  

s e n c i a  de un i n h i b i d o r  de l a  p l a s m i n a ,  se  o b t i e n e  G lu - p l a s m i n a  

como p r o d u c t o  f i n a l  (1 03 ,  1 0 4 ) .  En c u a l q u i e r  c a s o ,  l a  r u p t u r a  

d e l  e n l a c e  A rg -V a l ,  e s e n c i a l  p a r a  l a  e x p r e s i ô n  de l a  a c t i v i d a d  

c a t a l i t i c a ,  h ace  que l a  m o lé c u la  de p l a s m i n a  e s t é  c o n s t i t u î d a  

p o r  dos c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s ,  una p e s a d a  y o t r a  l i g e r a ,  c o -  

n e c t a d a s  p o r  dos p u e n t e s  d i s u l f u r o :  C ysgg j-C y sg gg  y C ysg^^-C ys 

g55 (F ig .  9 ) .  La c a d e n a  p e s a d a ,  de 58 000-63  000 Da de p e s o  mo 

l e c u l a r  (103) com prends l a s  c i n c o  r e g i o n e s  hom ôlogas  en forma 

de b u c l e s  p r é s e n t e s  en  l a  m o lé c u la  de p la s m in ô g e n o .  A s î ,  l a  i n  

t e r a c c i ô n  de L y s - p l a s m i n a  con  co lum nas  de l i s i n a - S e p h a r o s a  e s  

v i r t u a l m e n t e  i d é n t i c a  a  l a  d e l  L y s -p l a s m in ô g e n o  (1 0 5 ) ,  i n d i c a j i  

do que l o s  s i t i o s  de u n iô n  de l i s i n a  d e l  L y s -p la s m in ô g e n o  se 

c o n s e r v a n  en  l a  L y s - p l a s m i n a .  Por su  p a r t e ,  l a  c a d e n a  l i g e r a ,  

con  un p e so  m o l e c u l a r  de 23 000-25 000 Da (1 0 2 ,1 0 3 )  c o n t i e n s
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l o s  r e s t o s  a c t i v o s  s e r i n a  ( S e r ( 106)  e h i s t i d i n a  (H is ^ ^ ^ )  

(107) c o n s t i t u y e n t e s  d e l  c e n t r o  a c t i v o  de l a  p l a s m i n a ,  hom 6lo­

go e n  s e c u e n c i a  a l  de l a  t r i p s i n a  y o t r a s  s e r i n - p r o t e a s a s .

La p l a s m i n a  no s6 1 o  e s  a c t i v a  en  l a  f i b r i n o l i s i s  y f i b r ^  

n o g e n o l i s i s  s i n o  que t a m b ié n  e s  c a p a z  de a c t i v e r  d i v e r s e s  zimô 

g e n o s  d e l  com plem en to .  C l ( 1 0 8 ) ,  C3 (109) y 05 (1 1 0 ) ,  a s î  como 

de i n a c t i v a r  a l  i n h i b i d o r  de C l ( 1 1 1 ) .  A sim ism o, a c t u a  d i g i -  

r i e n d o  a l  f a c t o r  X l l a  ( 1 1 2 ) ,  f a c t o r  V, f a c t o r  V I I I  ( 1 1 3 ) ,  ACTH, 

g l u c a g ô n  (114) y Y - g l o b u l i n a  ( 1 1 5 ) .  Con r e s p e c t e  a s u s  s u s t r a -  

t o s  no f i s i o l ô g i c o s ,  l a  p l a s m i n a  p o s e e  e s p e c i f i c i d a d  t i p o  t r i £  

s i n a ,  e s  d e c i r ,  h i d r o l i z a  p r o t e î n a s  y p é p t i d o s  en  l o s  e n l a c e s  

de U s i n a s  y a r g i n i n a s  ( 1 1 6 ) .  La p l a s m i n a  p o s e e  a c t i v i d a d  e s t e  

r e o l î t i c a  h a c i a  é s t e r e s  de a m in o é c id o s  b é s i c o s  y a c t i v i d a d  am i 

d o l î t i c a  h a c i a  am idas  de a m in o é c id o s  b é s i c o s  (117 ,  1 1 8 ) .

1 . 7 .  ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO

E l  p la s m in ô g e n o  p u ed e  s e r  a c t i v a d o  a p la s m in a  p o r  a g e n ­

t e s  i n t r î n s e c o s ,  e x t r î n s e c o s  o e x ô g en o s  (g e n e r a lm e n te  t e r a p é u -  

t i c o s ) .

1 . 7 . 1 .  A c t i v a c i ô n  i n t r î n s e c a

La a c t i v a c i ô n  i n t r î n s e c a ,  a l  i g u a l  que o c u r r i e r a  en  l a  

v î a  i n t r î n s e c a  de l a  c o a g u l a c i ô n ,  p a r e c e  e s t a r  m ediada  p o r  l a s  

r e a c c i o n e s  de a c t i v a c i ô n  de c o n t a c t e  d e l  f a c t o r  X II ( F ig .  5 ) .  

E s t a  h i p ô t e s i s  e s t é  b a s a d a  en  l a  o b s e r v a c i ô n  de que p la s m a  nor 

mal in c u b a d o  c on  una s u p e r f i c i e  a c t i v a n t e  como e l  c a o l î n  d e s a -  

r r o l l e  a c t i v i d a d  f i b r i n o l i t i c a  (1 19 ,  1 2 0 ) ,  m i e n t r a s  que  en  

p la s m a s  d é f i c i e n t e s  de f a c t o r  X II  ( 1 2 1 ) ,  p r e k a l i c r e î n a  (122) 

o k i n i n ô g e n o  de a l t o  p e s o  m o l e c u l a r  (123) no se  de e s t a  a c t iv a^  

c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s .
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E s ta  v i a  i n t r î n s e c a  e s  muy poco  c o n o c id a  y  no se  sa b e  ccn 

e x a c t i t u d  c u a l e s  son  l a s  m o lé c u la s  que  i n t e r v i e n e n  en e l  p roce-  

s o .  Se ha  s u g e r i d o  que l a  k a l i c r e l n a  p u d i e r a  s e r  un a c t i v a d o r  

d i r e c t o  d e l  p la s m in ô g e n o  ( 1 2 4 ) ,  s i  b i e n  p u d i e r a  e x i s t i r  un prc 

a c t i v a d o r  a d i c i o n a l  ( 1 2 5 ) .

1 . 7 . 2 .  A c t i v a c i ô n  e x t r i n s e c a

Se h an  e n c o n t r a d o  a c t i v a d o r e s  d e l  p la s m in ô g e n o  en  muchoî 

t e j i d o s  y s e c r e c i o n e s .  Una d i s m in u c iô n  de l a  s i n t e s i s  o s e c r e -  

c i ô n  de l o s  mismos d e s d e  l a s  p a r e d e s  de l o s  v a s o s  s a n g u în e o s  % 

t â  a s o c i a d a  con t r o m b o s i s  v e n o s a s  r é c u r r e n t e s  y d e p o s i c i ô n  de 

f  i b r i n a .  E s to s  a c t i v a d o r e s ,  que s ô l o  r e c i e n t e m e n t e  h an  empezaio 

a s e r  p u r i f i c a d o s  y c a r a c t e r i z a d o s ,  son  l o s  r e s p o n s a b l e s  de 1, 

a c t i v a c i ô n  e x t r i n s e c a  d e l  p la s m in ô g e n o .

I . 7 . 2 . 1 .  U ro q u in a s a .  P r o u r o g u in a s a
Aunque o r i g i n a l m e n t e  se  h u b i e r a  c a r a c t e r i z a d o  como un a -  

t i v a d o r  exôgeno  ( e n c o n t r a d o  en o r i n a )  (1 2 6 ,1 2 7 ) ,  r e c i e n t e m e n t  

s e  h a  comprobado q ue  l a  u r o q u i n a s a  e s  un a c t i v a d o r  endôgeno  po 

d u c id o  en  e l  s i s t e m a  v a s c u l a r  (128) y que se  h a l l a  en e l  p la s .a  

(1 2 9 ) .

La u r o q u i n a s a ,  una  s e r i n - p r o t e a s a  d e l  t i p o  t r i p s i n a ,  es  

s i n t e t i z a d a  en  fo rm a de un p r e c u r s o r  de c ad en a  s e n c i l l a  denom- 

nado  p r o u r o q u i n a s a .  E s t e  p r e c u r s o r ,  de 411 a m in o é c id o s  y 54 Oq 

Da de p e so  m o l e c u l a r ,  e s  c o n v e r t i d o  en  l a  forma t o t a l m e n t e  a c ^  

va  m ed ian te  l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  L y s ^ ^ ^ - I l e ^ (130) que e s  a 

t a l i z a d a  p o r  l a  p l a s m i n a  ( 1 3 1 - 1 3 3 ) .  No se  s a b e ,  s i n  em bargo, i  

l a  p la s m in a  e s  e l  a c t i v a d o r  n a t u r a l  de l a  p r o u r o q u in a s a  o s i  

e x i s t e  un a c t i v a d o r  e s p e c i f i c o .  La p r o u r o q u i n a s a  e s  p ré c t ic a ro n  

t e  i n a c t i v a  h a c i a  l e s  s u s t r a t o s  s i n t é t i c o s  pequefios (134 ,135) 

t a l  y como e r a  de e s p e r a r  p a r a  e l  p r e c u r s o r  de una s e r l n - p r o t a
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s a .  S in  em bargo ,  r e c i e n t e m e n t e  L i j n e n  e t  a l .  (136) h an  comproba 

do  q ue  l a  p r o u r o q u i n a s a  en s i  misma e s  un p o t e n t e  a c t i v a d o r  d e l  

p l a s m in ô g e n o .  E l i o  p a r e c e  s e r  d e b id o  a l  h e c h o ,  û n ic o  e n t r e  l a s  

s e r i n - p r o t e a s a s ,  de que  l a  p ro e n z im a  forme un in t e r m e d i o  a c t i v o  

d e l  t i p o  M ic h a e l i s -M e n te n  co n  s u  s u s t r a t o .

La u r o q u i n a s a  pued e  s e r  a i s l a d a  de o r i n a  o de c u l t i v o s  

c e l u l a r e s  de r i f iô n  humano. Se h a n  d e s c r i t o  dos fo rm as  de l a  u ro  

q u i n a s a  de d i f e r e n t e  p e s o  m o l e c u l a r :  l a  u r o q u i n a s a  de a l t o  p e so  

m o l e c u l a r  (HMW-uroquinasa) de 53 000-54  700 Da (127 ,  137) y l a  

u r o q u i n a s a  de b a j o  p e s o  m o l e c u l a r  (LMW-uroquinasa) de 30 000- 

34 500 Da (127, 1 3 8 -1 4 1 ) .  O ep en d iend o  de l o s  mét o d o s  p r e p a r a t i -  

v o s  u t i l i z a d o s  se  o b t i e n e  u n a  de e l l a s  o l a  m ezc la  de ambas f o r  

mas. La LMW -uroquinasa p a r e c e  t r a t a r s e  de un p r o d u c t o  de d e g r a -  

d a c iô n  p r o t e o l i t i c a  r e l a t i v a m e n t e  e s t a b l e  de l a  HMW-uroquinasa 

( 1 3 8 , 1 4 2 ) .  A p e s a r  de e l l o ,  l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c i f i c a s  de am­

b a s  fo rm as  de l a  u r o q u i n a s a  c a l c u l a d a s  como a c t i v i d a d e s  m o la re s  

so n  p r â c t i c a r o e n t e  i d é n t i c a s  (1 3 8 ) .

La HMW-uroquinasa c o n s i s t e  en  dos c ad e n a s  p o l i p e p t i d i ­

c a s  (138 , 143) c o n e c t a d a s  p o r  un û n ic o  p u e n te  d i s u l f u r o  (1 4 3 ) .  

La c a d e n a  p e s a d a ,  con un p e s o  m o l e c u la r  de 31 000 Da y 253 ami­

n o é c i d o s ,  c o n t i e n s  e l  c e n t r o  a c t i v o  de l a  m o lé c u la  (138 , 1 4 3 ) ,  

m i e n t r a s  q ue  l a  c a d e n a  l i g e r a ,  de 23 000 Da de p e s o  m o l e c u la r  

( 1 4 3 ) ,  e x h ib e  una g r a n  h o m o lo g ia  ccn l a s  e s t r u c t u r a s  en b u e l e  

d e l  p la s m in ô g e n o .  Por a t a q u e  de l a  p la s m in a  en l a  p o s i c i ô n  Lys 

i 2 5 ~LySj^25 l a  c a d e n a  l i g e r a  se  l i b e r a  l a  e s t r u c t u r a  en bue l e  
y l a  r e g i ô n  a m i n o te r m in a l  de l a  misma quedando  so la m e n te  un p é £  

t i d o  de 21 a m in o é c id o s  y 2 426 Da de p e s o  m o le c u la r  u n id o  a l a  

c a d e n a  p e s a d a ,  s i e n d o  é s t a  p r e c i s a m e n t e  l a  co m p o s ic iô n  de l a  

LMW -uroquinasa.

M i e n t r a s  que l a  p r o u r o q u i n a s a  e s  c a p a z  de u n i r s e  a l a  f_i 

O r in a  con  una g r a n  a f i n i d a d ,  no o c u r r e  a s i  con l a  u r o q u i n a s a  en 

n in g u n a  de su s  fo rm a s ,  l o  que  i n d i c a  que l a  f i b r i n o e s p e c i f i c i -
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dad  s e  p i e r d e  s imp l e  men t e  con l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  Lysj^gg-ll*  

en  l a  a c t i v a c i ô n  de l a  p r o u r o q u in a s a  (1 4 4 ) .

La u r o q u i n a s a  a c t u a  so b re  e l  G lu -p l a s m in ô g e n o  r o n ^ i e n d o  

e l  e n l a c e  A rg g g g -V a l jg j  Y formando G l u - p l a s m i n a .  E s t a  fo rm a ds 

p l a s m i n a  a u t o c a t a l i z a  l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  Lys^g-Lys^.^ en  l a  

c a d e n a  p e s a d a  de l a  G lu -p l a s m in a  con l o  que  s e  fo rm a L y s -p l a s n ^  

na .  A sim ism o, t a n t o  l a  G lu -p l a s m in a  como l a  L y s - p l a s m in a  so n  :a  

p a c e s  de c a t a l i z a r  l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  Lys^g-Lys^.^  en  e l  Glu- 

p la s m in ô g e n o  re m a n e n te ,  t r a n s f o r m â n d o l o  en  L y s -p la s m in ô g e n o  eL 

c u a l  e s  r â p id a m e n te  a c t i v a d o  (145, 1 4 6 ) .  La u r o q u i n a s a  no c a t i -  

l i z a  l a  r u p t u r a  de e s t e  e n l a c e  p e p t î d i c o  n i  en  e l  G lu -p la sm in ô ­

geno  n i  en  l a  G lu -p l a s m in a  o, a l  me n o s ,  no l o  h a ce  a una  velcc_i 

dad l o  s u f i c i e n t e m e n t e  a p r e c i a b l e  como p a r a  que  se  vea  im p l ic a -  

da en  e s t e  a s p e c t o  d e l  mecanismo m o l e c u la r  (1 0 3 ) .

1 . 7 . 2 . 2 .  A c t i v a d o r  t i s u l a r

E l  a c t i v a d o r  t i s u l a r  d e l  p la s m in ô g e n o  (t -PA ) ha  s i d o  a i s -  

l a d o  de û t e r o  humano (1 4 7 ) ,  s i  b i e n  se  e n c u e n t r a  en d i v e r s o s  ôr 

g a n o s  (1 4 8 ) .  Asimismo, puede s e r  a i s l a d o  en  g r a n d e s  c a n t id a d e s  

de un c u l t i v o  de c é l u l a s  tu m o r a l e s  m a l ig n a s  (Bowes, RPMl-7273 

s i e n d o  e s t e  a c t i v a d o r  muy s i m i l a r  o p r â c t i c a m e n t e  i d é n t i c o  a l  

t -P A  p r o c é d a n t e  de û t e r o  (1 4 9 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  e l  c l o n a j e  del 

g en  d e l  t -P A  humano ha  p e r m i t i d o  l a  o b t e n c i ô n  de t-PA  recom bi­

n a n te  c u y a s  p r o p i e d a d e s  b io q u î m i c a s ,  b i o l ô g i c a s  y t r o m b o l î t i c a s  

son  i n d i s t i n g u i b l e s  de l a s  d e l  t-PA  n a t u r a l  ( 1 5 0 ,1 5 1 ) .

E l  t -P A  n a t u r a l  e s  una s e r i n - p r o t e a s a  on un p e so  molecu­

l a r  de ap rox im adam en te  70 000 Da. E s té  c o m p u e s to  p o r  una s o le  

c a d e n a  p o l i p e p t î d i c a  de 527 a m in o é c id o s ,  que  c o n t i e n s  35 r e s ta s  

c i s t e i n a  y 4 s i t i o s  de p o s i b l e  N - g l i c o s i l a c i ô n  (Asn^^g, i g g /

218 Y 448^ (150) . Por h i d r ô l i s i s  d e l  e n l a c e  A rg 2^ g - H e 2 'yg poi
a c c i ô n  de l a  p la s m in a  l a  m o lécu la  se c o n v i e r t e  en un a c t iv a d c r  

de d os  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  u n id a s  p o r  un û n i c o  p u e n te  disU.-
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f u r o  ( 1 5 1 ) .  La r u p t u r a  de e s t e  e n l a c e ,  aunque no a f e c t a  a l a  ac 

t i v i d a d  s o b r e  e l  p la s m in ô g e n o ,  t i e n e  como r e s u l t a d o  un aumento 

de l a  a c t i v i d a d  a m i d o l i t i c a ,  l o  que h a  s i d o  u t i l i z a d o  como t e s t  

p a r a  d e t e r m i n a r  l a  p r o p o r c i ô n  e x i s t a n t e  e n t r e  l a s  fo rm a s  de 1 y 

2 c a d e n a s .  La c a d e n a  p e s a d a ,  de 37 000 -40  000 Da, p ro c é d é  de l a  

p a r t e  a m i n o te r m i n a l  de l a  m o lé c u la  y p r é s e n t a  un pequeîio  g ra d o  

de h e t e r o g e n e i d a d ,  p o s i b l e m e n te  d e b id o  a d i f e r e n c i a s  en  e l  con­

t e  n id o  e n  c a r b o h i d r a t o  o a l i g e r a s  m o d i f i c a c i o n e s  p r o t e o l l t i c a s  

d e l  e x t r e m o  a m i n o te r m i n a l  (150, 1 5 2 ) .  E s t a  c a d e n a  c o n t i e n e  dos 

e s t r u c t u r a s  en  b u e l e , hom ôlogas a l a s  p r é s e n t e s  en  l a  u r o q u i n a ­

s a  y e l  p la s m in ô g e n o .  La c ad en a  l i g e r a , d e  28 000-33  000 Da, corn 

p re n d e  l a  r e g i ô n  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a  p r o t e î n a  y en  e l l a  se  l o  

c a l i z a  e l  c e n t r o  a c t i v o ,  fo rm ado p o r  l o s  r e s t o s  H i s ^ ^ ^ , Asp^^^ 

y S e r^ ^ g .  La s e c u e n c i a  de a m in o é c id o s  que ro d e a  a e s t o s  r e s t o s  

p r é s e n t a  un a l t o  g r a d o  de h o m o lo g ia  con  l a s  z on as  c o r r e s p o n d i e z  

t e s  de o t r a s  s e r i n - p r o t e a s a s  (1 5 0 ) .  Ambas c a d e n a s ,  p e s a d a  y l i ­

g e r a ,  c o n t i e n e n  c a r b o h i d r a t o  (1 5 0 ) .

E l  t -P A  p r é s e n t a  una  g r a n  a f i n i d a d  p o r  l a  f i b r i n a .  Se ha 

p r o p u e s t o  que l a  r e g i ô n  d e l  t-PA  r e s p o n s a b l e  de e s t a  u n iô n  a 

l a  f i b r i n a  e s  l a  que comprende l o s  43 r e s t o s  a m i n o te r m i n a l e s  de 

l a  m o lé c u la  (1 5 3 ) .  En l a  s u p e r f i c i e  de l a  f i b r i n a ,  e l  t -P A  de 1 

c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  e s  r é p id a m e n te  c o n v e r t i d o  en  l a  fo rm a de 2 

c a d e n a s  d u r a n t e  l a  f i b r i n o l i s i s ,  aunque no e x i s t e  n in g u n a  e v i -  

d e n c i a  de que e s t a  c o n v e r s i ô n  ju eg u e  a lg û n  p a p e l  en  l a  r e g u l a -  

c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  (1 5 4 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  e l  t-P A  e s  r e l a -  

t i v a m e n t e  i n a c t i v o  en  a u s e n c i a  de f i b r i n a  m i e n t r a s  que en  su 

p r e s e n c i a  se  a c r e c i e n t a  c o n s i d e r a b l e m e n te  l a  v e l o c i d a d  de a c t i ­

v a c iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  p o r  e l  t-PA  (1 5 5 ) .  E s t e  h e cho  e s  d e b id o  

a un aum ento  de l a  a f i n i d a d  d e l  t-PA  u n id o  a l a  f  i b r i n a  p o r  e l  

p la s m in ô g e n o  y no a una m o d i f i c a c iô n  de l a  e f i c a c i a  c a t a l i t i c a  

de l a  en z im a .  Los d a t o s  c i n é t i c o s  o b t e n i d o s  p o r ‘H o y l a a r t s  e t  a l .  

(155) ap oy an  un mecanismo segûn  e l  c u a l  e l  t -P A  y e l  p la s m in ô g z
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no s e  u n i r l a n  a l a  f i b r i n a  de un modo s e c u e n c i a l ,  dando l u g a r  a 

un c o m p le jo  t e r n a r i o  c i c l i c o .

1 . 7 . 3 .  A c t i v a c i ô n  e x ô gen a

Se e n t i e n d e  p o r  a c t i v a c i ô n  exôgena  d e l  p la s m in ô g e n o  a q u e -  

11a que e s  p r o d u c i d a  p o r  co m po nen tes  a f ia d id o s  a l  p la s m a ,  g e n e ­

r a l m e n t e  con  f i n e s  t e r a p é u t i c o s ,  como son  l a  u r o q u i n a s a  y l a  es. 

t r e p t o q u i n a s a ,  s i  b i e n ,  como ya  hemos i n d i c a d o  a n t e r i o r m e n t e ,  

r e c i e n t e m e n t e  se  h a  com probado  que l a  u r o q u i n a s a  e s  un a c t i v a ­

d o r  endôgeno  ( 1 2 8 ,1 2 9 ) .

I . 7 . 3 . 1 .  E s t r e p t o q u i n a s a
La e s t r e p t o q u i n a s a  e s  e l  a g e n te  t r o m b o l i t i c o  mâs amp1l a ­

ments  u t i l i z a d o  y a  que e s  b a r a t o  y f â c i l  de o b t e n e r .  Se t r a t a  

de un p r o d u c t o  c a t a b ô l i c o  s e c u n d a r i o  de e s t r e p t o c o c o s  6- h e m o l i -  

t i c o s  q u e ,  a p e s a r  de no p o s e e r  a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a ,  e s t e r e o  

l i t i c a  o a m i d o l i t i c a ,  e s  c a p a z  de a c t i v e r  e l  p la s m in ô g e n o .  Todz 

v i a  no se  ha  e n c o n t r a d o  n in g û n  s u s t r a t o  s i n t é t i c o  p a r a  l a  e s ­

t r e p t o q u i n a s a  y ,  p o r  o t r a  p a r t e ,  tampoco e s  c a p a z  de a c t i v a r  e l  

p la s m in ô g e n o  de t o d a s  l a s  e s p e c i e s ;  l o s  û n i c o s  s u s t r a t o s  c o n o c^  

dos p a r a  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  son  l o s  p la s m in ô g e n o s  de mono (156, 

1 5 7 ) ,  m a n d r i l  ( 1 5 6 ) ,  ch im p an cé  (1 5 6 ) ,  g a t o  (1 5 7 ) ,  p e r r o  (15 7 ) ,  

c o n e j o  (157) y e l  p la s m in ô g e n o  humano (1 5 8 ) .

La e s t r e p t o q u i n a s a  e s  una  p r o t e i n a  co m p u es ta  p o r  una s o l a  

c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  de 45 0 0 0 -5 0  000 Da de p e so  m o l e c u l a r  (159, 

1 6 0 ) ,  que no c o n t i e n e  c a r b o h i d r a t o s  n i  l i p i d o s  (159, 1 6 0 ) .  Tam­

poco  h ay  c i s t e i n a s  o c i s t i n a s  p r é s e n t e s  en  l a  m o lé c u la  (159, 

1 6 0 ) .  E l  a n é l i s i s  de l a  e s t r u c t u r a  p o r  d i c r o i s m o  c i r c u l a r  i n d i ­

ca  que l a  e s t r e p t o q u i n a s a  t i e n e  un c o n t e n i d o  h e l i c o i d a l  d e l  o r -  

den d e l  10 - 12% (1 6 0 ) .

B csân d o se  en  lo s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  p o r  d i f e r e n t e s  g r u -
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p o s  (v é a s e  r e f e r e n d a  161 como r e v i s i ô n  de t o d o s  e l l o s )  , se  ha 

l l e g a d o  a un m odelo  segûn  e l  c u a l  l a  a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m i n ô g e ­

no humano c a t a l i z a d a  p o r  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  se  da en  dos  p a so s  

fu n d a m e n ta l m e n t e ;

(1) SK ♦ HPg *=» SK-HPg —*■ SK-HPg' —► SK"-HPm
Î

SK + HPm
SK-HPg'

(2) HPg ------------► HPm
SK"• HPm

La e s t r e p t o q u i n a s a  (SK) y e l  p la s m in ô g e n o  (HPg) i n t e r a c c i o n a n  

fo rm ando  un c o m p le jo  e q u i m o l e c u l a r  SK«HPg, e l  c u a l  s u f r e  una re. 

o r d e n a c i ô n  c o n fo r m é e i o n a l  que t i e n e  como r e s u l t a d o  l a  fo rm a c iô n  

de un c e n t r o  a c t i v o  en  l a  m o lé c u la  de p la s m in ô g e n o  d e l  c o m p le jo  

(SK 'HPg") .  E s t e  c o m p le jo  t i e n e  una  e s t a h i l i d a d  l i m i t a d a  e i n t r a  

m o le c u la r m e n te  c a t a l i z a  l a  r u p t u r a  d e l  e n l a c e  A rg^ ^ ^ -V a l^ ^ ^  en 

e l  p la s m in ô g e n o  d e n t r o  d e l  c o m p le jo ,  fo rm ândose  e l  c o m p le jo  e s -  

t r e p t o q u i n a s a - p l a s m i n a  (SK"- HPm) . E s te  û l t i m o  c o m p le jo  (que tam 

b i é n  puede f o r m a r s e  a p a r t i r  de e s t r e p t o q u i n a s a  y p l a s m i n a  l i ­

b r e s )  y p o s i b l e m e n t e  tam b ié n  e l  co m p le jo  SK*HPg' c a t a l i z a n  l a

a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  l i b r e  (p aso  2 ) .  De form a c o n c o m i ta z  

t e  co n  l a  fo r m a c iô n  de p l a s m i n a  en  e l  c o m p le jo ,  l a  e s t r e p t o q u i ­

n a s a  se  ve p r o t e o l l t i c a m e n t e  m o d i f i c a d a  a una form a a l t e r a d a ,

SK", de menor p e s o  m o l e c u la r  (36 000 Da) como c o n s e c u e n c i a  de

l a  p é r d i d a  de un p é p t i d o  de 9 000 Da de su  e x trem o  a m in o te r m i­

n a l  (1 6 0 ) .  E s t a  e s t r e p t o q u i n a s a  m o d i f i c a d a  a i s l a d a  p a r e c e  p o s e ­

e r  l a s  mismas p r o p i e d a d e s  f u n c i o n a l e s  que l a  e s t r e p t o q u i n a s a  na 

t i v a  (1 6 0 ) .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  p a r e c e  a l t e r a r  

l a  e s p e c i f i c i d a d  e n z i m â t i c a  de l a  p la s m in a  u n id a  en  e l  c o m p le jo  

(162) : m i e n t r a s  l a  a c t i v i d a d  h a c i a  l o s  s u s t r a t o s  pequefios  de l a  

L y s - p l a s m i n a  no se  ve a f e c t a d a  p o r  l a  a d i c i ô n  de c a n t i d a d e s  c r £  

c i e n t e s  de e s t r e p t o q u i n a s a ,  l a  a c t i v i d a d  p r o t e o l i t i c a  g e n e r a l  

se  ve p r o g r è s iv a m e n te  i n h i b i d a  a l  mismo t iem p o  que se  da un p ro
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g r e s i v o  in c r e m e n t o  de l a  c a p a c i d a d  de a c t i v a c i ô n  de p la s m in ô g e ­

no ,  a lc a n z â n d o s e  un màximo de e s t a  a c t i v i d a d  a c o n c e n t r a c i o n e s  

e q u i m o l e c u l a r e s  de e s t r e p t o q u i n a s a  y L y s - p l a s m in a  (1 6 2 ) .

1 . 8 .  INHIBIDORES DE PLASMINA

Los p r i n c i p a l e s  i n h i b i d o r e s  de l a  p la s m in a  en  e l  p la sm a  

son  l a  Q ^ -a n t ip la s m in a  y l a  a ^ - m a c r o g l o b u l in a .  La “ ^ - a n t i p l a s m ^  

na e s  e l  i n h i b i d o r  mâs r â p i d o  e im p o r t a n t e ,  m i e n t r a s  que l a  a 

m a c r o g l o b u l i n a  e s  un i n h i b i d o r  s e c u n d a r i o  y mâs l e n t o ,  que a c ­

t u a  i n h i b i e n d o  l a  p la s m in a  form ada en  e x c e s o ,  p o r  enc im a de l a  

c a p a c i d a d  de l a  a ^ - a n t i p l a s m i n a .

1 . 8 . 1 . g^- a n t i p l a s m i n a

La o ^ - a n t i p l a s m i n a  e s  una g l i c o p r o t e l n a  de p e s o  m o l e c u l a r  

70 000 Da, co m p u es ta  p o r  una s o l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  y que 

c o n t i e n e  ap ro x im ad am en te  un 13% de c a r b o h i d r a t o  (163 ,  1 6 4 ) .  

P la s m in a  y a ^ - a n t i p l a s m i n a  f o r man un c o m p le jo  de e s t e q u i o m e t r i a  

1 :1  (p e s o  m o l e c u l a r  150 000 Da) muy e s t a b l e  y c a r e n t e  de a c t i v i^  

d ad  p r o t e â s i c a  o e s t e r â s i c a  (1 6 3 -1 6 5 ) .  La fo r m a c iô n  d e l  com ple ­

j o  i m p l i c a  una  f u e r t e  i n t e r a c c i ô n  e n t r e  l a  c a d e n a  l i g e r a  de l a  

p l a s m i n a  y e l  i n h i b i d o r .  La r e a c c i ô n  t i e n e  l u g a r  e n ,  a l  m enos, 

dos p a s o s : una  r e a c c i ô n  de segundo  o rd e n  muy r â p i d a  y r e v e r s i ­

b l e  s e g u i d a  de una r e a c c i ô n  de p r i m e r  o rd e n  mâs l e n t a  e i r r e v e r  

s i b l e  (1 6 6 ,  167)
k l  k2

Pm + AntiPm Pm«AntiPm -------* Pm-AntiPm'
k _ i

7 -1  -1La v e l o c i d a d  de l a  r e a c c i ô n  (k j  = 2 -4  x 10 M s ) ,  una de l a s  

mâs r â p i d a s  has ta  ahora d e s c r i t a s  en i n t e r a c c i o n e s  p r o t e i n a - p r o t e  

i n a ,  e s  a l t a m e n t e  d e p e n d ie n t e  de l a  d i s p o n i b i l i d a d  de s i t i o s  de
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u n iô n  de l i s i n a  l i b r e s  y d e l  s i t i o  a c t i v o  l i b r e  en  l a  m o lé c u la  

de p l a s m i n a  ( 1 6 6 ,1 6 8 ) .  Se h a  s u g e r id o  que e l  c o m p le jo  se  fo rm a 

p o r  e l  a t a q u e  de l a  p l a s m i n a  a un e n l a c e  p e p t î d i c o  L eu -M et e s ­

p e c i f  i c o  en  l a  r e g i ô n  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a  c t ^ - a n t i p l a s m i n a ,  

l i b e r â n d o s e  un p é p t i d o  de 8 000 Da y fo rm ând ose  un  f u e r t e  en la .  

c e  e n t r e  l a  s e r i n a  d e l  c e n t r o  a c t i v o  de l a  p l a s m i n a  y  e l  g ru p o  

c a r b o n i l o  de e s t e  r e s t o  de l e u c i n a  e s p e c i f i c o  en  e l  i n h i b i d o r  

(1 6 9 ) .

La u ^ - a n t i p l a s m i n a  i n t e r a c c i o n a  ta m b ié n  d é b i l m e n t e  con 

G lu -p la s m in ô g e n o  y mâs f a v o r a b le m e n te  con  L y s -p l a s m i n ô g e n o ,  

s i e n d o  l a  i n t e r a c c i ô n  con  e s t e  û l t i m o  s i m i l a r  a l a  q u e  t i e n e  

l u g a r  con p l a s m i n a  cuyo  c e n t r o  a c t i v o  h a  s i d o  b l o q u e a d o  (1 7 0 ) .  

Por  o t r a  p a r t e ,  s e  ha o b s e r v a d o  que f i b r i n a  y a ^ - a n t i p l a s m i n a  

s e  unen a l o s  mismos s i t i o s  en l a  m o lé c u la  de p l a s m i n ô g e n o /  

p l a s m i n a  (1 6 8 ) .

1 .9 .  MECANISMO DE LA FIBRINOLISIS

A p e s a r  de p o s e e r  u na  a m p l ia  e s p e c i f i c i d a d  t i p o  t r i p s i n a ,  

l a  p la s m in a  " i n  v iv o "  no a t a c a  a o t r a s  p r o t e i n a s  d e l  p l a s m a ,  n i  

s i q u i e r a  a l  f i b r i n ô g e n o  que  e s  e l  p r e c u r s o r  s o l u b l e  de su  p r i n ­

c i p a l  s u s t r a t o ,  l a  f i b r i n a .  P a ra  e x p l i c a r  e s t e  h e c h o  d u r a n t e  un 

c i e r t o  nûmero de aflos se  h a n  b a r a j a d o  fu n d a m e n ta lm e n te  t r e s  t e o  

r i a s  so b r e  e l  mecanismo de l a  f i b r i n o l i s i s .

A l k j a e r s i g  e t  a l .  (171) s u g i r i e r o n  que e l  p l a s m in ô g e n o  se 

une a l a  f i b r i n a  en  fo r m a c iô n  y e s  c o n v e r t i d o  en  l a  e n z im a  a c t i  

va p o r  lo s  a c t i v a d o r e s  que  d i f u n d e n  p o s t e r i o r m e n t e  a l  i n t e r i o r  

d e l  c o â g u lo .  La p la s m in a  a s i  formada e j e r c e  su  a c c i ô n  en  un e n -  

t o r n o  r e l a t i v a m e n t e  l i b r e  de i n h i b i d o r e s .

Ambrus y Markus ( 1 7 2 ) ,  p o r  su p a r t e ,  p r o p u s i e r o n  que l o s  

c o m p le jo s  p l a s m i n a - i n h i b i d o r  fo rm ados en l a  c i r c u l a c i ô n  se  d i s o  

c i a r i a n  en p r e s e n c i a  de l a  f i b r i n a ,  d e b id o  a una mayor a f i n i d a d
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de l a  p la s m in a  p o r  l a  f i b r i n a  que p o r  su s  i n h i b i d o r e s .

F in a l m e n t e ,  C h e s te rm a n  e t  a l .  (173) h a n  s u g e r i d o  que son  

l o s  a c t i v a d o r e s  l o s  que s e  unen  s e l e c t i v a m e n t e  a l a  f i b r i n a  y 

t r a n s f o r m a n  en p l a s m i n a  e l  p la s m in ô g e n o  que d i f u n d e  a l  i n t e r i o r  

d e l  trom b o .

R e c ie n t e m e n te ,  Wiman y C o l l e n  (174) h an  p r o p u e s t o  un mo­

d e lo  u n i f i c a d o  b a s a d o  en  l a s  i n t e r a c c i o n e s  e s p e c i f i c a s  e x i s t a n ­

t e s  e n t r e  l o s  d i f e r e n t e s  com ponen tes  d e l  s i s t e m a  f i b r i n o l i t i c o .  

Por una  p a r t e ,  e l  p la s m in ô g e n o  i n t e r a c c i o n a  e s p e c i f i c a m e n t e , 

aunque d é b i l m e n t e ,  con l a  f i b r i n a  a t r a v é s  de s u s  s i t i o s  de 

u n iôn  de l i s i n a  (9 3 ,  175 ,  1 7 6 ) ;  en  c o é g u lo s  de p la s m a  r e p e t i d a -  

mente l a v a d o s  s o la m e n te  un 4% d e l  p la s m in ô g e n o  p r é s e n t e  en  p l a £  

ma perm anece  e s p e c i f i c a m e n t e  u n id o  a l a  f i b r i n a  (1 7 5 ) .  Asimismo 

e l  G lu -p la sm in ô g e n o  i n t e r a c c i o n a  d é b i lm e n te  con  l a  a ^ - a n t i p l a s -  

mina a t r a v é s  de l o s  s i t i o s  de u n iô n  a l i s i n a  (K^ = 4 uM) (1 7 0 ) ,  

de fo rm a q u e ,  de a c u e rd o  con  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de ambos en e l  

p lasm a (1 pM de a ^ - a n t i p l a s m i n a  y 1 . 5 - 2 . 0  uM de p l a s m i n ô g e n o ) ,  

ap rox im adam ente  e l  15-20% d e l  p la s m in ô g e n o  se  e n c u e n t r a  u n id o  a 

l a  d g - a n t i p l a s m i n a .  La ^ - a n t i p l a s m i n a  r e a c c i o n a  muy r é p id a m e n ­

t e  con  l a  p la s m in a  l i b r e  en  e l  p la s m a ;  s i n  em b arg o ,  l a  p l a s m i n a  

que e s t é  d e g rad an d o  a c t i v a m e n t e  a l a  f i b r i n a  e s  i n a c t i v a d a  mu- 

cho  mâs l e n t a m e n te  p o r  l a  u ^ - a n t i p l a s m i n a ,  ya q u e ,  t a n t o  su  c e z  

t r o  a c t i v o  como s u s  s i t i o s  de u n iô n  de l i s i n a  se e n c u e n t r a n  p r o  

t e g i d o s  d e l  i n h i b i d o r  ( 1 6 6 - 1 6 8 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  l o s  a c t i v a d o ­

r e s  d e l  p la s m in ô g e n o  p r é s e n t e s  en  l a  s a n g r e ,  e l  e n d o t e l i o  v a s c u  

l a r  o l o s  t e j i d o s  m u e s t r a n  una  g r a n  a f i n i d a d  p o r  l a  f i b r i n a  y ,  

m i e n t r a s  en un s i s t e m a  p u r i f i c a d o  a c t i v a n  p o b re m en te  a l  p l a s m i ­

nôgeno, en  p r e s e n c i a  de f i b r i n a  su e f i c a c i a  se  ve c o n s i d e r a b l e ­

mente in c r e m e n ta d a  (1 5 5 ) .

De e s t a  fo rm a ,  e l  a c t i v a d o r  y e l  p la s m in ô g e n o  se  unen  S£ 

c u e n c i a l r a e n t e  a l a  f i b r i n a  en  fo r m a c iô n .  La f i b r i n a  aum enta  l a  

c o n c e n t r a c i ô n  l o c a l  de p la s m in ô g e n o  a l  c r e a r  una i n t e r a c c i ô n
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a d i c i o n a l  e n t r e  e l  a c t i v a d o r  y su  s u s t r a t o  a  t r a v é s  de un puen  

t e  de f i b r i n a .  La a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  en  e s t a s  c o n d i c i o  

nés  se  ve muy f a v o r e c i d a  y l a  p la s m in a  a s i  fo rm ad a ,  u n id a  a l a  

f i b r i n a ,  e s t â  p r o t e g i d a  de l a  r é p i d a  a c c i ô n  de l o s  i n h i b i d o r e s  

(1 7 4 ) .

I . I O .  LECTINAS; PROPIEDADES Y APLICACIONES

La e x i s t e n c i a  de p r o t e i n a s , p r i n c i p a l m e n t e  p r o c é d a n t e s  de 

p l a n t a s ,  que  i n t e r a c c i o n a n  e s p e c i f i c a m e n t e  con  a z û c a r e s  y a g l u -  

t i n a n  c é l u l a s ,  e s  c o n o c id a  d e sd e  h a c e  c a s i  un  s i g l o .  La p r im e ­

r a  d e m o s t r a c iô n  de que t a i e s  a g l u t i n i n a s  son  e s p e c i f i c a s  p a r a  

a z û c a r e s  l a  r e a l i z a r o n  Sumner y Howell en  1936 ( 1 7 7 ) ,  q u i e n e s  

m o s t r a r o n  que l a  c o n c a n a v a l i n a  A, l a  l e c t i n a  a i s l a d a  de C a nav a-  

l i a  e n s i f o r m i s ,  p r é c i p i t a  g lu c ô g e n o  y a lm id ô n  en  s o l u c i ô n  y  que 

su  a c t i v i d a d  h e m a g l u t i n a n t e  se  ve i n h i b i d a  p o r  s a c a r o s a .  A f i n a  

l e s  de l a  d écad a  de l o s  4 0 ,  Boyd y R eg u e ra  (178) d e s c u b r i e r o n  

que  c i e r t a s  s e m i l l a s  c o n t e n i a n  a g l u t i n i n a s  e s p e c i f i c a s  p a r a  d e -  

t e r m i n a d o s  g ru p o s  s a n g u in e o s  en  e l  hombre. P o s t e r i o r m e n t e ,  Wat­

k i n s  y  Morgan en  1952 (179) p r o p o r c i o n a r o n  l a  p r i m e r a  e v i d e n c i a  

de que  l o s  c a r b o h i d r a t o s  son  d é t e r m i n a n t e s  de l a  e s p e c i f i c i d a d  

de g ru p o s  s a n g u i n e o s .  En l a  a c t u a l i d a d  se  u t i l i z a n  comûnmente 

d i v e r s a s  l e c t i n a s  en l a  t i p i f i c a c i ô n  de g ru p o s  s a n g u i n e o s .

La a p l i c a c i ô n  de l a s  l e c t i n a s  a l  e s t u d i o  de l a  b i o l o g i a  

de l o s  c a r b o h i d r a t o s  comenzô a a d q u i r i r  im p o r t a n c i a  a f i n a l e s  

de l o s  60 ,  a l  d e m o s t r a r s e  que l a  u n iô n  de c i e r t a s  l e c t i n a s ,  co­

mo l a  c o n c a n a v a l i n a  A, a l o s  c a r b o h i d r a t o s  p r é s e n t e s  en  l a  s u ­

p e r f i c i e  de l o s  l i n f o c i t o s  p ro d u c e  e s t i m u l a c i ô n  m i to g é n i c a  de 

l o s  mismos (180) y que l a s  l e c t i n a s  r e a c c i o n a n  de modo d i f e r e n ­

t e  con c é l u l a s  n o rm a le s  y m a l ig n a s  (181 ,  1 8 2 ) .  Desde e n t o n c e s ,  

l a s  l e c t i n a s  se  u t i l i z a n  en  e l  e s t u d i o  de c a r b o h i d r a t o s  de s u ­

p e r f i c i e s  c e l u l a r e s  y ,  e s p e c i a l m e n t e , de l o s  cam bios  que  e s t o s
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c a r b o h i d r a t o s  ex p e r im e n ta l !  d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o  c e l u l a r , l a  

d i f e r e n c i a c i ô n  y l a  m a l ig n i d a d .

Por  o t r a  p a r t e ,  l a s  l e c t i n a s  so n  e x c e l e n t e s  h e r r a m i e n t a s  

p a r a  l a  d e t e c c i ô n ,  a i s l a m i e n t o  y c a r a c t e r i z a c i ô n  e s t r u c t u r a l  de 

g l i c o p r o t e i n a s ,  e s p e c i a l m e n t e  g l i c o p r o t e l n a s  de membrana, y g l i .  

c o p é p t i d o s .

Los p r i m e r o s  e s t u d i o s  p a r e c i a n  i n d i c a r  que  l a s  l e c t i n a s  

e s t a b a n  l i m i t a d a s  a l a s  p l a n t a s .  S in  embargo, a c tu a l m e n t e  e s t â n  

s i e n d o  a i s l a d a s  en  nûmero c r e c i e n t e  de a n im a le s  y m i c r o o r g a n i s -  

mos . No o b s t a n t e ,  l a s  p l a n t a s  y en p a r t i c u l a r  l a s  s e m i l l a s  son  

t o d a v l a  l a  p r i n c i p a l  f u e n t e  de e s t a s  p r o t e i n a s .  Por o t r a  p a r t e ,  

l a s  l e c t i n a s  p r o c é d a n t e s  de p l a n t a s  so n  l a s  û n i c a s  e x te n s iv a m e n  

t e  u t i l i z a d a s  en  d i v e r s o s  l a b o r a t o r i o s  ( a m p l ia s  r e v i s i o n e s  en  

l a s  r e f e r e n c i a s  183 y 1 8 4 ) ,  como es  e l  c a s o  de l a  l e c t i n a  de Ca 

n a v a l i a  e n s i f o r m i s  y l a  l e c t i n a  de Lens c u l i n a r i s .

I . l O . l .  C o n c a n a v a l in a  A

La c o n c a n a v a l i n a  A, p r o c é d a n t e  de C a n a v a l i a  e n s i f o r m i s ,  

e s  una de l a s  l e c t i n a s  mâs am pliam en te  u t i l i z a d a s  ya que  puede 

o b t e n e r s e  f â c i l m e n t e  y de una forma homogènea y su  e s t r u c t u r a  y 

e s p e c i f i c i d a d  h an  s i d o  e x te n s a m e n te  e s t u d i a d a s .  P o see  a c t i v i d a d  

a g l u t i n a n t e  de e r i t r o c i t o s  y o t r o s  t i p o s  de c é l u l a s  (1 8 5 ) ,  e s  

c a p a z  de d i f e r e n c i a r  e n t r e  c é l u l a s  n o rm a le s  y c é l u l a s  t r a n s f o r -  

madas (186) y ta m b ié n  de p r e c i p i t a r  d i v e r s o s  p o l i s a c â r i d o s  (187 

- 1 8 9 ) .  La c o n c a n a v a l i n a  A e s  m i to g é n i c a  p a r a  l o s  l i n f o c i t o s  

(1 9 0 ,19 1 )  y su  u n iô n  a l a  s u p e r f i c i e  de l o s  mismos t i e n e  como 

r e s u l t a d o  una m o d i f i c a c i ô n  de l a  m o v i l i d a d  y d i s t r i b u c i ô n  de d ^  

v e r s a s  m o l é c u l a s  de l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  ( 1 9 2 ,1 9 3 ) .

A pH f i s i o l ô g i c o ,  l a  c o n c a n a v a l in a  A e x i s t e  p r e d o m in a n t e -  

raente en  fo rm a de t e t r â m e r o ,  de p e so  m o l e c u la r  110 000 Da, mien 

t r a s  que p o r  d e b a jo  de pH 5 .5  l a  forma que p ré d o m in a  e s  e l  dîme
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r o ,  de p e s o  m o l e c u l a r  55 000 (1 9 4 ) .  A sim ism o, l a  d e r i v a t i z a c i ô n  

q u lm ic a  de l a  c o n c a n a v a l i n a  A t e t r a m é r i c a  c o n  a n h i d r i d o  a c é t i c o  

o a n h i d r i d o  s u c c i n i c o  c o n v i e r t e  a l a  p r o t e i n a  en  una  m o lé c u la  

d i m é r i c a ,  s i n  a l t e r a r  su e s p e c i f i c i d a d  de u n iô n  a c a r b o h i d r a t o s  

( 1 9 5 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  en  c o n d i c i o n e s  a l c a l i n a s  se  p ro d u c e  l a  

f o r m a c iô n  de a g re g a d o s  de a l t o  p e so  m o l e c u l a r  ( c o e f i c i e n t e  de 

s e d i m e n t a c iô n  1 1 .3 5  S ) (1 9 6 ) .  La a c t i v i d a d  de a g l u t i n a c i ô n  o 

p r e c i p i t a c i ô n  e s  méxima a pH 6 -7  y se  ve muy d i s m i n u i d a  e n  l o s  

d e r i v a d o s  a c e t i l a d o s  o s u c c i n i l a d o s  (1 9 5 ) ,  l o  q ue  s u g i e r e  que  

e s t a s  r e a c c i o n e s  que im p l i c a n  a g r e g a c i ô n  e s t â n  m e d ia d a s  p o r  l a  

fo rm a  t e t r a m é r i c a  de l a  c o n c a n a v a l i n a  A.

E l  monômero de c o n c a n a v a l i n a  A e s t â  c o n s t i t u i d o  p o r  una  

s o l a  c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  de 237 a m in o é c id o s  (p e s o  m o l e c u l a r  

27 500) que no c o n t i e n e  n in g û n  p u e n te  d i s u l f u r o  n i  c i s t e i n a  l i ­

b r e  y so la m e n te  c o n t i e n e  2 m e t io n i n a s  (1 9 7 ) .  E l  a m in o â c id o  p r é ­

d o m in a n te ,  l a  s e r i n a ,  r e p r é s e n t a  e l  13.1% d e l  t o t a l  de am inoéc i .  

d o s .  La co m p o s ic iô n  de a m in o é c id o s  i n d i c a  q u e ,  i n d e p e n d i e n t e m e z  

t e  d e l  e s t a d o  de i o n i z a c i ô n  de l a s  h i s t i d i n a s ,  e l  nûmero de g ru  

p o s  n e g a t iv a m e n te  c a rg a d o s  s u p e r a  a l o s  c a r g a d o s  p o s i t iv am e n te  

a pH f i s i o l ô g i c o .  Al c o n t r a r i o  que l a  m ayori a  de l a s  l e c t i n a s ,  

l a  c o n c a n a v a l i n a  A no c o n t i e n e  c a r b o h i d r a t o  u n id o  c o v a le n t e m e n -  

t e  (1 9 8 ) .  Ademâs de l a s  c a d e n a s  i n t a c t a s  se  o b s e r v a n  h a s t a  3 -4  

f r a g m e n to s  d i f e r e n t e s  cuy os  p e s o s  m o l e c u l a r e s  v a r i a n  d e sd e  

13 000 h a s t a  18 000 Da y que son  p o s i b l e m e n te  e l  r e s u l t a d o  de 

l a  p r o t e o l i s i s  de l a  c ad en a  de 27 500 Da de l a  c o n c a n a v a l i n a  A.

La c a d e n a  p o l i p e p t i d i c a  se  p l i e g a  en  una  e s t r u c t u r a  com­

p a c t a  e l i p s o i d a l ,  de d im e n s io n e s  a p ro x im ad a s  40 x 39 x  42 A, en 

l a  que mâs de l a  m i ta d  de l o s  am in o é c id o s  se  e n c u e n t r a n  c o n s t i -  

tu y e n d o  dos g r a n d e s  lâ m in a s  g a n t i p a r a l e l a s  y e l  r e s t o  s e  o r d e -  

n an  a l  a z a r  (2 0 0 ) .  La s u p e r f i c i e  m o l e c u la r  e s  r e l a t i v a m e n t e  l i ­

s a  y u n i fo rm e  y s ô l o  se  ve i n t e r r u m p i d a  p o r  una  g r a n  c a v i d a d
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que se  e x t i e n d e  h a c i a  e l  i n t e r i o r  d e l  p ro tô m e ro .  E s t a  c a v i d a d  

c o n t i e n e  dos s u b s i t i o s  con  d i f e r e n t e s  c a r a c t e r l s t i c a s ,  uno ma­

y o r  y p redo m in a n tem e n te  h i d r o f ô b i c o  y o t r o  mâs pequefio  y  p r ô x i -  

mo a l a  s u p e r f i c i e  que  c o n t i e n e  p re d o m in a n te m e n te  g ru p o s  h i d r o -  

f i l i c o s .

Cada monômero de c o n c a n a v a l i n a  A c o n t i e n e  dos  s i t i o s  de 

u n iô n  d i f e r e n t e s  p a r a  m e t a l e s  b i v a l e n t e s  y un  s i t i o  de u n iô n  es. 

p e c î f i c o  p a r a  a z û c a r e s  t i p o  D -manosa, D -g lu c o s a  y D - f r u c t o s a  

(177 , 2 0 1 ) .  Por l o  que  r e s p e c t a  a l a  u n iô n  de m e t a l e s ,  e l  s i t i o  

S i  une m e t a l e s  de t r a n s i c i ô n  t a i e s  como Mn^^, Ni^^ y Co^* y mâs 

d é b i lm e n te  Zn^^ y Cd^*, t o d o s  e l l o s  con  a f i n i d a d  p o r  l i g a n d o s

que c o n te n g a n  n i t r ô g e n o ,  m i e n t r a s  que  e l  s i t i o  S2 une m e t a l e s
• 2+ 

b i v a l e n t e s  cuyo r a d i o  s e a  muy p rô x im o  a 1 A, como e s  e l  Ca

(201 ,  2 0 2 ) .  La u n iô n  de m e t a l e s  de t r a n s i c i ô n ,  e s p e c i a l m e n t e

Mn^^, a l  s i t i o  SI e s  n e c e s a r i a  p a r a  que  p u ed a  d a r s e  l a  u n iô n  de

Ca^^ a l  s i t i o  S2 y ,  a  su  v e z ,  e s  n e c e s a r i o  que ambos s i t i o s  e s -

t é n  ocupados  p a r a  que se  de l a  u n iô n  d e l  c a r b o h i d r a t o  ( 20 1 ) ,  de

form a que l a  c o n c a n a v a l i n a  A d e m e t a l i z a d a ,  p o r  e x p o s i c i ô n  a  pH

â c i d o ,  p i e r d e  su  c a p a c i d a d  de p r e c i p i t a r  p o l i s a c â r i d o s  ( 2 0 3 ) .

Los d os  s i t i o s  de u n iô n  de m e t a l e s  s e  l o c a l i z a n  en  l a  p a r t e  mâs

ancha  de l a  m o lé c u la ,  a l e j a d o s  de l a  c a v id a d  c e n t r a l ,  y s i t u a -

dos  a 5 A uno d e l  o t r o .

M edian te  e s t u d i o s  de c o m p e t i c i ô n  se  h a  l l e g a d o  a  l a  c o n -

c l u s i ô n  de que e l  s i t i o  de u n iô n  e s p e c i f i c o  p a r a  a z û c a r e s  no se

e n c u e n t r a  d e n t r o  de l a  c a v i d a d  c e n t r a l ,  s i n o  que en  é s t a  sa  e n ­

c u e n t r a  e l  s i t i o  de u n iô n  de d i v e r s o s  i o d o f e n i l g l i c ô s i d o s ,  l o s  

c u a l e s  se  unen p ro b a b le m e n te  a t r a v é s  de i n t e r a c c i o n e s  h i d r o f ô -  

b i c a s .  R e c i e n t e s  e s t u d i o s  de d i f r a c c i ô n  de c o m p le jo s  c o n c a n a v a ­

l i n a  A -a z û c a r  e n t r e c r u z a d o s  c o v a l e n t a m e n t e  h a n  i n d i c a d o  que e l

s i t i o  de u n iôn  e s p e c i f i c o  p a r a  a z û c a r e s  se  e n c u e n t r a  en un b o l -
o 2 t

s i l l o  s u p e r f i c i a l  s i t u a d o  a 13 A d e l  s i t i o  de u n iô n  d e l  Mn ,

SI (2 0 4 ) .
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1 . 1 0 . 2 .  L e c t i n a  de Lens c u l i n a r i s

La l e c t i n a  a i s l a d a  de L ens  c u l i n a r i s  p r é s e n t a ,  a l  i g u a l  

que  l a  c o n c a n a v a l in a  A, e s p e c i f i c i d a d  p o r  D-manosa y D -g lu c o s a ,  

a s i  como p o r  su s  a - m e t i l - D - p i r a n 6 s i d o s  ( 2 0 5 ) .  A sim ism o , e s  mi t o  

g é n i c a  y a g l u t i n a  t o d o s  l o s  g r u p o s  s a n g u i n e o s  humanos s i n  p r e s e n  

t a r  e s p e c i f i c i d a d  p o r  n in g u n o  de e l l o s ,  aunque s i  l a  m u e s t r a  pa  

r a  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  (2 0 6 ) .  E l e c t r o f o r é t i c a m e n t e  s e  d i s t i n g u e n  

d o s  v a r i a n t e s  de i g u a l  p e so  m o l e c u l a r  (52 000) e  i d é n t i c a s  p r o ­

p i e d a d e s  inm unoquim icas  y a c t i v i d a d  h e m a g l u t i n a n t e  ( 2 0 7 ) .

Ambas i s o l e c t i n a s  e s t â n  c o n s t i t u i d a s  p o r  d o s  t i p o s  de c a ­

d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s  d i f e r e n t e s ;  dos c a d e n a s  p e s a d a ^ .  H, de 

18 000 Da, y dos c a d e n a s  l i g e r a s ,  L, de 8 000 Da, u n i d a s  e n t r e  

s i  p o r  e n l a c e s  no c o v a l e n t e s  (2H + 2L) ( 2 0 8 ) .  E l  a n â l i s i s  de l a  

c o m p o s ic iô n  de a m in o â c id o s  i n d i c a  que ambas i s o l e c t i n a s  c o n t i e ­

nen  p r e p o n d e r a n te m e n te  â c id o  a s p â r t i c o  (o  a s p a r a g i n a ) , t r e o n i n a ,  

s e r i n a  y v a l i n a  (2 0 5 - 2 0 7 ) ,  no c o n t i e n e n  m e t i o n i n a  (207) y s o l a ­

m ente  l a  cad en a  H c o n t i e n e  c i s t e i n a  (un  r e s t o  p o r  c a d e n a )  (2 0 8 ) .  

La  d i f e r e n c i a  en  e l  c o m p o r ta m ie n to  e l e c t r o f o r é t i c o  de ambas i s o  

l e c t i n a s  e s  a t r i b u i b l e  a l a  mayor c o n c e n t r a c i ô n  de l i s i n a  de 

un a  de e l l a s  (2 0 7 ) .

L as  l e c t i n a s  c o n t i e n e n  un 1 .5 -3%  de c a r b o h i d r a t o ,  p r i n c i ­

p a lm e n te  D -g lu c o s a  y 2 - a m in o - 2 - d e o x i - D - g l u c o s a  ( 2 0 5 ) .  Asim ism o, 

unen  Ca ^ y Mn^*, l o s  c u a l e s  i n c r e m e n t a n  l a  a c t i v i d a d  h e m a g l u t i  

n a n te  de l a  l e c t i n a ,  en  e s p e c i a l  e l  Mn^* ( 2 0 6 ) .  T a n to  l a  d e m e tz  

l i z a c i ô n  p o r  medio â c id o  (206) como l a  d i s o c i a c i ô n  de l a s  s u b u -  

n id a d e s  (208) conducen  a l a  e l i m i n a c i ô n  d e l  Mn^* s i n  q u e  se  v e a  

a f e c t a d o  e l  c o n te n i d o  de C a^^, d i s m in u y e n d o  l a  a c t i v i d a d  hema­

g l u t i n a n t e  en c a s i  un 95% de m an era  i r r e v e r s i b l e ,  y a  que  l a  a d i  

c i ô n  de Mn^* y Ca^*^ no p ro d u c e  l a  r e a c t i v a c i ô n  de l a  p r o t e î n a  

(20 6 ,  2 0 8 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  l a s  l e c t i n a s  c o n t i e n e n  dos  s i t i o s  

de u n iô n  e s p e c i f i c o s  p a r a  a z û c a r e s  p o r  m o lé c u la  ( 2 0 9 ) .
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I . l l .  OBJETIVOS

D ebido  a l a  r â p i d a  i n a c t i v a c i ô n  de l a  p la s m in a  en  p la sm a  

p o r  su  i n h i b i d o r  o ^ - a n t i p l a s m i n a  (163) y a l a  r e l a t i v a m e n t e  am- 

p l i a  e s p e c i f i c i d a d  de e s t a  enz im a (1 1 6 ) ,  e s  n e c e s a r i o  que e l  

p r o c e s o  de a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  se  l o c a l i c e  en e l  trombe 

p a r a  que  l a  f i b r i n o l i s i s  t e n g a  l u g a r  de una manera e f i c a z  y se -  

l e c t i v a .  E l  p la s m i n ô g e n o ,  p o r  l o  t a n t o ,  h a  de u n i r s e  a l a  f i b r i  

na y s e r  a c t i v a d o  en  su  s u p e r f i c i e .  S in  em bargo, l a  a f i n i d a d  

d e l  p la s m in ô g e n o  n a t i v o  p o r  l a  f  i b r i n a  e s  muy pequefla y s ô l o  ui 

4% d e l  p la s m in ô g e n o  t o t a l  p r é s e n t e  en  p la sm a  queda  e s p e c i f i c a ­

mente u n id o  a l a  f  i b r i n a  (1 7 5 ) .  E l  h ech o  de que e l  L y s -p la sm in i  

gen o  m u e s t r e  mayor a f i n i d a d  p o r  l a  f i b r i n a  que e l  G lu -p l a s m in ô ­

gen o  (93 ,  175) p u d i e r a  i n d i c a r  que e s t a  forma p r o t e o l l t i c a m e n t i  

m o d i f i c a d a  e s  f i s i o l ô g i c a m e n t e  im p o r t a n te  en e l  p ro c e s o  f i b r i n »  

l i t i c o .  S in  em bargo ,  en  l a  c i r c u l a c i ô n  normal l a  p r o p o r c iô n  de 

L y s - p l a s m in ô g e n o  e s  i n s u f i c i e n t e  p a r a  una t r o m b o l i s i s  e f i c a z  

(2 1 0 , 2 1 1 ) .

E l  a c t i v a d o r  t i s u l a r  d e l  p la s m in ô g e n o ,  que es  c a p a z  de 

u n i r s e  e s p e c i f i c a m e n t e  a  l a  f i b r i n a  (1 5 3 ) ,  forma un co m p le jo  

t e r n a r i o  co n  e l  p la s m in ô g e n o  y l a  f  i b r i n a  de forma que t a n t o  l i  

u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  como su  a c t i v a c i ô n  (212, 155) se  ven f  a- 

v o r e c i d a s .  S in  em bargo ,  n i  l a  u r o q u i n a s a  n i  l a  e s t r e p t o q u i n a s a ,  

l o s  d o s  a g e n t e s  t r o m b o l i t i c o s  mâs u t i l i z a d o s  h a s t a  l a  f e c h a ,  

m u e s t r a n  a f i n i d a d  p o r  l a  f  i b r i n a ,  p o r  l o  que e l  mecanismo d e s ­

c r i t o  p a r a  l a  f i b r i n o l i s i s  i n d u c i d a  p o r  e l  a c t i v a d o r  t i s u l a r  n> 

p a r e c e  s e r  e x t e n s i v e ,  o a l  menos en  su  t o t a l i d a d ,  a l a  f i b r i n o ­

l i s i s  i n d u c i d a  p o r  e s t o s  dos  a c t i v a d o r e s .

La a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o ,  t a n t o  p o r  u r o q u i n a s a  (213 

-2 1 5 )  como p o r  e s t r e p t o q u i n a s a  (2 1 6 -2 1 8 ) ,  se ve f a v o r e c i d a  en  

p r e s e n c i a  de f  i b r i n a  y ,  en  me n o r  m ed ida ,  de f  ib r in ô g e n o  o de 

s u s  f r a g m e n to s  de d i g e s t i ô n  p o r  p l a s m i n a .  E l l o  hace  s u p o n e r  qie
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l a  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a l  f i b r i n ô g e n o  o f i b r i n a  a t r a v é s  de 

s u s  s i t i o s  de u n iô n  de l i s i n a  m o d i f i e s  de a lg u n a  m anera  su  c o n -  

f o r m a c i ô n  f a c i l i t a n d o  l a  a c t i v a c i ô n  a p l a s m i n a .

A p e s a r  de s e r  o b j e t o  de n u m erosas  i n v e s t i g a c i o n e s  (98 , 

2 1 9 -2 2 3 )  no se  conoce  e x a c ta m e n te  l a  l o c a l i z a c i ô n  de l o s  s i t i o s  

de u n iô n  d e l  p la sm in ô g e n o  en  l a  f  i b r i n a .  P o r  o t r a  p a r t e ,  r e c i e n  

t e m e n te  se  h a  s u g e r i d o  que e l  a t a q u e  i n i c i a l  de l a  p l a s m i n a  a 

l a  f i b r i n a  t i e n e  como r e s u l t a d o  l a  a p a r i c i ô n  de nuevos  s i t i o s  

de  u n iô n  p a r a  e l  p la s m in ô g en o  (224 , 2 2 5 ) .  De e s t a  fo rm a ,  l o s  a £  

t i v a d o r e s  j u g a r i a n  un p a p e l  r e g u l a d o r  da l a  u n iô n  d e l  p l a s m i n ô ­

g en o  a l a  f i b r i n a  y ,  en c o n s e c u e n c i a ,  d e l  p r o c e s o  f  i b r i n o l i t i c o .

Por  to d o  e l l o ,  hemos a b o rd a d o  e l  e s t u d i o  d e l  mecanism o de 

a c c i ô n  d e l  s i s t e m a  p l a s m in ô g e n o /p l a s m in a  en  l a  f i b r i n o l i s i s  des. 

de d os  v e r t i e n t e s :

1 . -  I n f l u e n c i a  que l a  c o n c e n t r a c i ô n  y l o c a l i z a c i ô n  de l o s  a c ­

t i v a d o r e s ,  u r o q u i n a s a  y e s t r e p t o q u i n a s a ,  t i e n e n  en  l a  f i b r i n o M  

s i s .  E l  e s t u d i o  se  h a  r e a l i z a d o  t a n t o  en p la s m a  como en  un s i s ­

tema p u r i f i c a d o  l i b r e  de i n h i b i d o r e s  p a r a  d os  m odelos  e x p e r im e z  

t a i e s  d i f e r e n t e s :  a c t i v a d o r e s  p r é s e n t e s  en e l  momento de fo r m a r  

s e  l a  f i b r i n a  ( l o s  p r o c e s o s  de c o a g u l a c i ô n  y f i b r i n o l i s i s  se  

d i s p a r a n  s im u l tâ n e a m e n te )  y a c t i v a d o r e s  a f iad id o s  " a  p o s t e r i o r i "  

( e l  p r o c e s o  f i b r i n o l i t i c o  se  i n i c i a  una v ez  c o m p le ta d a  l a  c o a ­

g u l a c i ô n )  .

2 . -  I d e n t i f i c a c i ô n  de l o s  d o m in io s  d e l  f i b r i n ô g e n o / f i b r i n a  

i m p i i c a d o s  en  l a  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o .  P a ra  e l l o  se  ha  l l e v a -  

do a c a b o  e l  b lo q u e o  s e l e c t i v o  de zo n as  c o n c r e t a s  de l a  m o lécu ­

l a  de f i b r i n ô g e n o / f i b r i n a  m e d ia n te  l a  u n iô n  de l e c t i n a s  a l a s  

c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  l o c a l i z a d a s  en  l o s  d o m in io s  D y E. Se 

h a n  u t i l i z a d o  l a s  l e c t i n a s  p r o c é d a n t e s  de C a n a v a l i a  e n s i f o r m i s  

y L en s  c u l i n a r i s ,  cuya e s p e c i f i c i d a d  p o r  D-manosa y D -g lu c o s a  

h a c e  p r e d e c i b l e  su  u n iô n  a l  c a r b o h i d r a t o  d e l  f i b r i n ô g e n o .



- 5 4 -

I I . MATERIALES Y METODOS



-  SS­

1 1 . 1 . PREPARACION DE PLASMA

Se h a  u t i l i z a d o  p la s m a  p r o c é d a n t e  de d o n a n te s  n o rm a le s  (3 

d i a s  d e s p u é s  de l a  e x t r a c c i ô n )  f a c i l i t a d o  p o r  l o s  s e r v i c i o s  de 

H e m a to lo g ia  de l a  C iu d a d  S a n i t a r i a  "L a Paz" y d e l  C e n t r o  E spe­

c i a l  "Ramôn y C a ja l "  de M ad r id .

E r i t r o c i t o s ,  l e u c o c i t o s  y  p l a q u e t a s  se  h an  e l i m i n a d o  d e l  

p la s m a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a  4 300 x g ,  10 min. a  lOfiC, en  una  

c e n t r i f u g a  MSE High Speed  1 8 .  Una v e z  e x e n t o  de r e s t o s  c e l u l a ­

r e s  e l  p la s m a  se  c o n s e r v é  a  -18QC h a s t a  su  u t i l i z a c i ô n  p o r  t i e m  

po  no s u p e r i o r  a una sem ana.

1 1 . 2. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FIBRINOGENO

I I . 2 . 1 .  P u r i f i c a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o

Se h a  u t i l i z a d o  f i b r i n ô g e n o  humano (K ab i ,  G rado  L) p u r i f y  

c a d o  p o r  e?. m étodo de F r e t t o  y McKee (226) p a r a  l a  e l i m i n a c i ô n  

de p la s m in ô g e n o  c o n ta m in a n t e .

200  mg de f i b r i n ô g e n o ,  con  una c o a g u l a b i l i d a d  minima d e l  

90%, se  d i s u e l v e n  en  15 ml de tampôn 50 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M 

N aCl, pH 7 .2  y se  a p l i c a n  a una co lum na  de S e p h a r o s a - l i s i n a  

( 2 . 7  X  8 .5  cm), e lu y e n d o  co n  e l  mismo teunpôn con un f l u j o  de 75 

m l /h .  L as  f r a c c i o n e s  que c o n t i e n e n  f i b r i n ô g e n o  se  r e u n e n  y p r e -  

c i p i t a n  m e d ia n te  l a  a d i c i ô n ,  l e n t a m e n t e  y  co n  a g i t a c i ô n ,  de 1 /3  

d e l  volum en t o t a l  de ( N H ^ ) 4 M. E l  f i b r i n ô g e n o  a s i  p r e c i p i -  

t a d o  se  s é p a r a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a 12 000  x  g d u r a n t e  20 min. 

y se  r e d i s u e l v e  en  e l  tampôn a d e c u a d o ,  J i a l i z à n d o l o  f i n a l m e n t e  

f r e n t e  a e s e  mismo tam pôn. Todo e l  p r o c e s o  se  r e a l i z a  a 4QC.

La co lum na  de S e p h a r o s a - l i s i n a  se  r é g é n é r a  e lu y e n d o  e l  

p la s m in ô g e n o  r e t e n i d o  con  â c i d o  e - a m in o c a p r o i c o  0 .2  M en  50 mM 

T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 . 2 .



- 5 6 -

E l  r e n d i m i e n t o  d e l  m étodo  e s  de un 80% y e l  f i b r i n ô g e n o  

a s i  p u r i f i c a d o  p r é s e n t a  una  c o a g u l a b i l i d a d  d e l  95-98%. La au sen  

c i a  de p la s m in ô g e n o  c o n ta m in a n t e  se  h a  comprobado p o r  in c u b a -  

c i ô n  de una a l î c u o t a  de l a  s o l u c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  con e s t r e p t o  

q u i n a s a  ( B e h r in g ,  5 u n id a d e s /m g  f i b r i n ô g e n o )  d u r a n t e  7 h  a 37QC 

y p o s t e r i o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  p r e s e n ­

c i a  de SDS p a r a  d e t e r m i n a r  l a  i n t e g r i d a d  d e l  f i b r i n ô g e n o .

1 1 . 2 . 2 .  D e te rm in a c iô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o

La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  se  h a  d e te r m in a d o  e s p e c -  

t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  p o r  m edida  de l a  a b s o r b a n c i a  a 280 y 320 nn 

u t i l i z a n d o  e l  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n  o b t e n i d o  p o r  M ih a ly i  

( 2 2 7 ) :

4*80 -  4*20 -  1=-°®

1 1 . 2 . 3 .  D e te r m in a c iô n  d e l  p o r c e n t a i e  de p r o t e î n a  co agu la -

b l e

E l  g r a d o  de p u r c z a  d e l  f i b r i n ô g e n o  se  ha  d e te r m in a d o  mi- 

d i c n d o  l a  c o a g u l a b i l i d a d  d e l  mismo con t r o m b in a ,  segû n  e l  méto­

do de L a k i  ( 2 2 8 ) .

A 1 ml de una  s o l u c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  de c o n c e n t r a c i ô n  

e x a c t a m e n te  c o n o c id a  ( a l r e d e d o r  de 1 mg/ml) en  tampôn 10 mM 

T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8  se  l e  afladen 20 v l  de una s o l u ­

c i ô n  de t r o m b in a  b o v in a  (S igm a, 100 NIH/ml en 50 mM c i t r a t o  sô- 

d i c o ,  0 .1 5  M N aCl, pH 6 . 5 ) .  Se a g i t a  r é p id a m e n te  y se  d e j a  coa- 

g u l a r  a t e m p e r a t u r a  a m b ie n te  d u r a n t e  dos h o r a s ,  a l  c ab o  de l a s  

c u a l e s  s e  r e t i r a  e l  c o â g u lo  p ro c u r a n d o  e l i m i n a r  l a  mayor c a n t i -  

dad  p o s i b l e  de l l q u i d o  de su  i n t e r i o r .  Se d é t e r m i n a  l a  co n cen ­

t r a c i ô n  de p r o t e i n a  que q u e d a  s i n  c o a g u l a r  en  e l  s o b r e n a d a n te  ' 

a p a r t i r  de e s t e  v a l o r  y e l  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  i n i c i a l  de f i -
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b r i n ô g e n o  s e  c a l c u l a  e l  p o r c e n t a j e  de p r o t e i n a  c o r g u l a b l e .

I I . 2 . 4 .  D e te rm in a c iô n  de l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  

Se h a  s e g u id o  un método b a s a d o  en  e l  de B e l i t z e r  e t  a l .

( 2 2 9 ) .

A 1 ml de una  s o l u c i ô n  de f  i b r i n ô g e n o  c'e c o n c e n t r a c i ô n  

0 .5  mg/ml ap ro x im ad am en te ,  en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M 

N aCl, pH 7 . 8 ,  se  l e  afiaden 5 p l  de t r o m b in a  (100 N IH /m l) ,  se  

a g i t a  r é p id a m e n te  y se  r e g i s t r e  a l o s  15 s  e l  i n c r e m e n t o  de ab  

s o r b a n c i a  a 350 nm con  e l  t i e m p o ,  en  un e s p e c t r o f o t ô m e t r o  de 

d o b le  h a z  H i t a c h i  2000 con r e g i s t r e  g r â f i c o  a c o p l a d o .

I I . 3 .  PREPARACION Y CARACTERIZACION DE PLASMINOGENO

Se h a  u t i l i z a d o  p la jm in ô g e n o  humano K ab i ,  o b t e n i d o  p o r  

c r o m a t o g r a f i a  de a f i n i d a d  en  S e p h a r o s a - l i s i n a  s e ç û n  e l  método 

de D e u tsc h  y M er tz  (1 0 1 ) ,  de un j l t o  g r a d o  de p u r e z a  ( a l r e d e ­

d o r  de 20 uc/mg de p r o t e i n a ,  u n id a d e s  c a s e i n o l i t i c a s  confo rm e 

a S q o u r i s  e t  a l .  (230) ) .  E l  c o n t e n i d o  d e l  v i a l ,  ap ro x im adam ez  

t e  25 ÜC, l i o f i l i z a d o  du una s o l u c i ô n  en  tampôn 50 mM f o s f a t o ,  

41 mft NaCl, 10 mM l i s i n a ,  3% g l u c o s a ,  pH 7 . 4 ,  s e  h a  d i s u e l t o  

en  2 ml de agua d e s t i l a d a  y d i a l i z a d o  f r e n t e  a tam pôn 10 mM 

T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8 .

I I . 3 . 1 .  D e te rm in a c iô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de p l a s m i n ô q e -

ZO

La c o n c e n t r a c i ô n  de p la s m in ô g e n o  se  h a  d e t e r m i n a d o  p o r  

medida  de l a  a b s o r b a n c i a  a 280 nm, u t i l i z a n d o  un v a l o r  de

4:. - --o
( 103 ) .
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I I .  3 .  2 .  D e te rm in a c iô n  de l a  a c t i v i d a d  d e l  c o m p l e io  p l a s m i -  

n ô q e n o - e s t r e p t o q u i n a s a

La a c t i v i d a d  se  ha d e te r m in a d o  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  

u t i l i z a n d o  e l  s u s t r a t o  c ro m og én ico  5 -2251  ( d i h i d r o c l o r u r o  de 

H - D - v a l i l - L - l e u c i l - L - l i s i l - p - n i t r o a n i l i d a )  (K abi)  e s p e c i f i c o  pa  

r a  p l a s m i n a  y e l  c o m p le jo  p l a s m i n ô g e n o - e s t r e p t o q u i n a s a .  E l  méto 

do p a r a  l a  d e t e r m i n a c iô n  de a c t i v i d a d  e s t é  b a s a d o  en  l a  d i f e r e z  

c i a  de a b s o r b a n c i a  e n t r e  l a  p - n i t r o a n i l i d a  fo rm ad a  e n z i m é t i c a -  

mente  y e l  s u s t r a t o  o r i g i n a l :

H-D-Val-Leu-Lys-pNA H-D-Val-Leu-Lys-OH + pNA

La v e l o c i d a d  de fo rm a c iô n  de pNA, que puede  s e g u i r s e  p o r  e l  i n ­

c r e m e n to  de a b s o r b a n c i a  a 405 nm con e l  t i e m p o ,  e s  p r o p o r c i o n a l  

a l a  a c t i v i d a d  e n z i m â t i c a  (2 3 1 ) .

10 y l  de l a  s o l u c i ô n  de p la s m in ô g e n o  se  d i l u y e n  h a s t a  
250 u l  oon agua d es t i lada  ajustando e l  pH a 3-4 con HCl y se  incuban 10 min 

a 37QC con 75 y 1 de e s t r e p t o q u i n a s a  10 000 lU /m l en  a g u a  d e s t i ­

l a d a  (Sigma, 100 000 u n id a d e s /m g  e s t r e p t o q u i n a s a ) .  I n m e d ia ta m e z  

t e  despu é  s se  l e  afiaden 0 .4 8  ml de 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, 

pH 7 .8  y 200 U1 de s u s t r a t o  3 mM en agua  d e s t i l a d a ,  se  a g i t a  r â  

p id a m e n te  y se  r e g i s t r e  a l o s  10 s e l  i n c r e m e n to  de a b s o r b a n c i a  

a 405 nm con  e l  t iem p o .  A p a r t i r  de l a  v e l o c i d a d  i n i c i a l  puede  

c a l c u l a r s e  l a  a c t i v i d a d ,  t e n i e n d o  en c u e n t a  que  p a r a  0 .0 0 7 8  UC/ 

ml ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l )  se  p ro d u ce  un in c r e m e n to  de a b s o r b a n ­

c i a  de 0 .0 5  p o r  m in u to .

En e s t a s  c o n d ic i o n e s  (e x c e s o  de e s t r e p t o q u i n a s a  con  r e z  

p e c t o  a l  p la s m in ô g e n o )  to d o  e l  p la s m in ô g e n o  se  e n c u e n t r a  fo rm a z  

do c o m p le jo  con  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  p o r  l o  que  se  e s t â  m id ie n d o  

r e a l m e n t e  l a  a c t i v i d a d  d e l  c o m p le jo .

I I . 3 . 3 .  O b te n c iô n  de L v s -p la sm in ô g e n o  a p a r t i r  de G lu -  

p la s m in ô g e n o
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Se h a  u t i l i z a d o  e l  tnétodo d e s c r i t o  p o r  C a s t e l l i n o  y 

P o w e l l  (2 3 2 ) .

Una s o l u c i ô n  de G lu - p l a s m i n 6gen o  en  tam p6 n 50 mM T r i s -  

HCl, 0 .1  M U s i n a ,  pH 8 . 0  se  in c u b a  co n  p l a s m i n a  l i b r e  de a c t i  

v a d o r e s  (K ab i ,  20 UC/mg p l a s m i n a )  d i s u e l t a  en  e l  mismo tampôn, 

en  p r o p o r c i ô n  de 8 ug de p l a s m i n a  p o r  m i l ig r a m o  de p l a s m in ô g e -  

n o ,  a 30fiC d u r a n t e  2 h .  E l  p a s o  de G lu -p l a s m in ô g e n o  a L ys-p las^  

m inô gen o  puede  s e g u i r s e  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i -  

lêunida en  p r e s e n c i a  de d o d e c i l  s u l f a t o  s ô d i c o  (SDS). P a r a  e l i -  

m i n a r  p o s t e r i o r m e n t e  l a  p l a s m i n a  se  aflade a l a  m ez c la  de i n c u -  

b a c i ô n  un e x c e s o  de i n h i b i d o r  de t r i p s i n a  p r o c é d a n t e  de s o j a  

(S igma) in m o v i l i z a d o  en  S e p h a ro s a  y s e  a g i t a  l a  s o l u c i ô n  a 2OC 

C d u r a n t e  dos h o r a s  mâs. T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  se  s é p a r a  l a  

S e p h a r o s a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  y e l  L y s - p l a s m in ô g e n o  l i b r e  de 

p l a s m i n a  s e  d i a l i z a  f r e n t e  a tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M 

N aC l ,  pH 7 . 8 .

I I . 3 . 4 .  C a r a c t e r i z a c i ô n  d e l  p la s m in ô o e n o  o o r  a n â l i s i s  

d e l  q ru p o  a m in o te r m in a l  con  c l o r u r o  de d a n s i l o

Se h a  u t i l i z a d o  e l  m étodo s i m p l i f i c a d o  d e s c r i t o  p o r  Gray 

y H a r t l e y  (2 3 3 ) .

De 20-30  ug de p r o t e i n a  d i s u e l t o s  en agua  d e s t i l a d a  se  

l i o f i l i z a n  y r e d i s u e l v e n  en 30 y 1 de 0 . 2  M NaHCO^ pH 8 . 5 .  Se 

afiaden 30 y 1 de c l o r u r o  de d a n s i l o  2 . 5  mg/ml en  a c e t o n a  y l a  

m e z c la  se  in c u b a  a 30-40QC d u r a n t e  2 h .  La h i d r ô l i s i s  de l a  

p r o t e i n a  d a n s i l a d a  se  l l e v a  a cab o  a f ia d ie n d o  60 y l  de HCl 

c o n c e n t r a d o  ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  6N) e incubando  a 108CC d u r a n t e  

16 h .  E l  h i d r o l i z a d o  se  l i o f i l i z a  y s e  r e d i s u e l v e  en 100-200  

u 1 de 1 M a c e to n a -H C l 1 9 :1 .

La i d e n t i f i c a c i ô n  de l o s  d a n s i l - a m i n o à c i d o s  se  h a  r e a l i -  

z a d o  p o r  c r o m a t o g r a f l a  en  c a p a  f i n a  u t i l i z a n d o  como d i s o l v e n t e
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h i d r ô x i d o  ainônico a l  1%. Como p a t r o n e s  se  h an  u t i l i z a d o  c l o r u r o  

de d a n s i l o ,  â c i d o  d a n s i l - g l u t â m i c o ,  d i - d a n s i l - l i s i n a ,  d a n s i l - 1^  

s i n a  y d a n s i l - t i r o s i n a  (Mann R e s e a rc h  L a b o r a t o r i e s ) .  La c ro m a to  

g r a f l a  se  ha r e a l i z a d o  en p l a ç a s  de p o l i a m i d a  (Cheng C hin  T ra ­

d in g  Co) y l o s  a m in o â c id o s  d a n s i l a d o s  se  han  l o c a l i z a d o  i l u m i -  

n ando  con  l u z  u l t r a v l o l e t a  p a r a  lo  c u a l  s e  h a  em pleado  una 1im­

p a r a  D esaga  UVIS.

I I . 4 .  ESTUPIOS DE FIBRINOLISIS EN PLASMA Y SISTEMA PURIFICADO

1 1 . 4 . 1 .  P r e p a r a c i ô n  de c o â g u lo s  de p la sm a

Los c o â g u lo s  de p la sm a  se  han p r e p a r a d o  a h a d ie n d o  a 1 ml 

de p la s m a  CaCl^ en  c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  0 .0 2 5  M y d e ja n d o  c o a g u ­

l e r  a 20QC d u r a n t e  2 h .  P a sa d o  e s t e  t ie m p o  l o s  c o â g u lo s  se  d e s -  

p e g a n  su avem en te  de l a s  p a r e d e s  d e l  tu b o .

En a lg u n o s  c a s o s  l o s  c o â g u lo s  h an  s i d o  s e p a r a d o s  de l a  f a  

se  l i q u i d a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  a 4 000 x  g d u r a n t e  20 min. A c o ^  

t i n u a c i ô n  se  s e c a n  s o b r e  p a p e l  a b s o r b a n te  y se  la v a n  s u m e rg ié n -  

d o lo s  en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8  (5 la v a d o s  

de 5 ml c a d a  u n o ) .

1 1 . 4 . 2 .  P r e p a r a c i ô n  de c o â g u lo s  de f i b r i n a  ( s i s t e m a  p u r i -  

f i c a d o )

Los c o â g u lo s  de f i b r i n a  se  han o b t e n i d o  t r a s  i n c u b a c i ô n  

d u r a n t e  2 h  a 20QC de f i b r i n ô g e n o  (1 m g /m l ) , p la s m in ô g e n o  (45 

y g / m l ) (a  menos que  se  i n d i q u e  e s p e c i f i c a m e n t e  se  t r a t a  de l a  

fo rm a G l u ) ,  CaCl^ (25 mM) , c i s t e i n a  (1 2 .5  mM) y t r o m b in a  (2 NIH 

/ m l ) ,  en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8  (volum en t o  

t a l  de 1 m l ) .  E l  f a c t o r  X I I I  se  e n c u e n t r a  p r é s e n t e  c o t i o  c o n ta m i  

n a n te  d e l  f i b r i n ô g e n o  en c a n t i d a d  s u f i c i e n t e  p a r a  a s e g u r a r  e l
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t r a m a d o  de l a  f i b r i n a .

Una v e z  forroados l o s  c o â g u lo s  se  d e sp e g a n  de l a s  p a r e d e s  

d e l  tu b o  y en  a lg u n o s  c a s o s  se  r e t r a e n  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  y se  

l a v a n  como ya  se  h a  i n d i c a d o  p a r a  c o â g u lo s  de p la s m a  ( I I . 4 . 1 . ) .

1 1 . 4 . 3 .  F i b r i n o l i s i s  ex ôgena

La f i b r i n o l i s i s  ex ô g ena  se  h a  i n d u c i d o  p o r  a d i c i ô n  de es^ 

t r e p t o q u i n a s a  (B e h r in g ,  400 ü l /m g  e s t r e p t o q u i n a s a )  o u r o q u i n a -  

s a  ( M e r r e l l  Dow, 150 000 Ul/mg u r o q u i n a s a )  en l a  c o n c e n t r a c i ô n  

d e s e a d a  ( d i s o l u c i o n e s  r e c i é n  p r e p a r a d a s )  a l o s  c o â g u l o s  i n t a c -  

t o s  y a l o s  c o â g u lo s  r e t r a l d o s  r e s u s p e n d i d o s  en 10 mM T r i s - H C l ,  

0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8  (volum en t o t a l  de 1 m l ) .

En e l  p r i m e r  c a s o  l a  f i b r i n o l i s i s  se  h a  s e g u i d o  p o r  d e -  

t e r m i n a c i ô n  d e l  p o r c e n t a j e  de f i b r i n a  en  e l  c o â g u lo  a  d i s t i n -  

t o s  t i e m p o s ,  tomando como 100% l a  c a n t i d a d  de f i b r i n a  p r é s e n t e  

e n  e l  c o â g u lo  a t ie m p o  c e r o .  P a ra  e l l o  l o s  c o â g u lo s  s e  r e t r a e n  

y se  l a v a n ,  t a l  como se  h a  i n d i c a d o  p a r a  c o â g u lo s  no a c t i v a d o s  

( I I . 4 . 1 . )  y f i n a l m e n t e  se  d i s u e l v e n  en  un volumen c o n o c id o  de 

1 M NaOH. La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n a  se  c a l c u l a  u t i l i z a n d o  un 

c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n

c a l c u l a d o  p re v ia m e n te  co n  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de f i b r i n ô  

geno  en 1 M NaOH.
La f i b r i n o l i s i s  ex ô g en a  i n d u c i d a  en c o â g u lo s  r e t r a i d o s  y 

la v a d o s  se  ha  s e g u id o  p o r  medida  de l a  a p a r i c i ô n  de a b s o r b a n -  

c i a  en  e l  s o b r e n a d a n te  a 280 y 320 nm con e l  t i e m p o .  E l  porcer i  

t a j e  de m a t e r i a l  l i s a d o  se  h a  c a l c u l a d o  tomando como 100% e l  

v a l o r  de c o n c e n t r a c i ô n  o b t e n i d o  a l  p r o v o c a r  l a  l i s i s  t o t a l  d e l  

c o â g u lo  con 1 M NaOH.

1 1 . 4 . 4 .  F i b r i n o l i s i s  endôgena
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La f i b r i n o l i s i s  endôgena  se  h a  i n d u c i d o  d i s p a r a n d o  sim u^ 

t â n e a m e n te  l o s  p r o c e s o s  de c o a g u la c iô n  y  f i b r i n o l i s i s .  P a ra  

e l l o  l o s  c o â g u lo s  se  forman t a l  y como e s t â  d e s c r i t o  en  l o s  

a p a r t a d o s  I I . 4 . 1 .  y I I . 4 . 2 .  p a r a  p la sm a  y s i s t e m a  p u r i f i c a d o ,  

r e s p e c t i v a m e n t e , p e r o  en p r e s e n c i a ,  adem âs,  d e l  a c t i v a d o r  en 

l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e s e a d a .  La e f i c a c i a  f i b r i n o l i t i c a  se  h a  d e -  

te r m i n a d o  m id ie n d o  l a  v a r i a c i ô n  en e l  p o r c e n t a j e  de f i b r i n a  en 

l o s  c o â g u lo s  con  e l  t i e m p o ,  segün  se  h a  d e s c r i t o  a n t e r i o r m e n t e  

( I I . 4 . 3 . ) ,  a s i  como e l  t i em p o  t o t a l  de l i s i s  de l o s  mismos.

I I . 5 .  QBTENCION Y CARACTERIZACION DE LOS FRAGMENTOS D Y E DE 

DIGESTION DEL FIBRINOGENO POR PLASMINA

Los f r a g m e n t e s  D y E se  han  o b t e n i d o  p o r  d i g e s t i ô n  d e l  

f i b r i n ô g e n o  p o r  p la s m in a  y f r a c c i o n a m i e n t o  d e l  d i g e r i d o  p o r  

c r o m a t o g r a f i a  en  S e p h a r o s a - l i s i n a ,  s eg û n  e l  m étodo de Rupp e t  

a l .  (2 3 4 ) .

1 1 . 5 . 1 .  D i g e s t i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  p o r  p la s m in a

25 mg de f i b r i n ô g e n o  en  tampôn 50 mM t r i e t a n o l a m i n a ( T  EA) 

-H C l,  0 .1  M NaCl, 0 .0 5  mM C aC l^ ,  0 .02% NaN^, pH 7 .4  (10 mg/ml: 

se  d i g i e r e n  d u r a n t e  3 h  a 37 QC con p la s m in ô g e n o  (1 UC/ml) ac- 

t i v a d o  p o r  e s t r e p t o q u i n a s a  (20 U l /m l ) .  E l  g r a d e  de d i g e s t i ô n  

d e l  f i b r i n ô g e n o  se  comprueba p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de po l;  

a c r i l a m i d a  en  p r e s e n c i a  de SDS.

1 1 . 5 . 2 .  F r a c c i o n a m i e n to  d e l  d i g e r i d o  p o r  c r o m a t o g r a f i a  

de i n t e r c a m b i o  i ô n i c o  en  S e p h a r o s a - l i s i n a

E l  d i g e r i d o  se  d i a l i z a  f r e n t e  a tam pôn 10 mM TEA-HCl, 1 

mM C aC l^ ,  0.02% NaN^, pH 7 .4  y se  a p l i c a  a  una  co lum na  de
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S e p h a r o s a - l i s i n a  ( 1 .9  x 15 cm) e q u i l i b r a d a  con  e s t e  mismo tam­

p ô n .  La e l u c i ô n  se  r e a l i z e  a un f l u j o  de 60 m l /h  y se  r e c o g e n  

f r a c c i o n e s  de 200 g o t a s  en  l a s  que s e  mide a b s o r b a n c i a  a 280 

nm p a r a  d e t e c t a r  l a  p r e s e n c i a  de p r o t e i n a .

En e l  volumen de v a c i o  se  e lu y e n  p é p t i d o s  de p e s o  m olecu  

l a r  menor de 10 000 Da y c a r e n t e s  de c a r b o h i d r a t o ,  m i e n t r a s  

que l o s  f r a g m e n to s  D y E q u e dan  r e t e n i d o s  en l a  co lum na y  p u e ­

de n s e r  e l u i d o s  s u c e s iv a m e n te  m e d ia n te  tam pones  de c r e c i e n t e  

f u e r z a  i ô n i c a :

IQ -  30 mM TEA-HCl, 1 mM C aC l^ ,  0 .02% NaN^,pH 7 . 4

2Q -  50 mM TEA-HCl, 0 .0 2  M NaCl, 1 mM C aC l^ ,  0 .02%  NaN^, pH

7 .4

30 -  50 mM TEA-HCl, 0 .1  M NaCl, 1 mM C aC l^ ,  0 .02%  NaN^, pH

7 .4

Con e l  p r i m e r  tampôn se  e l u y e  fu n d a m e n ta lm e n te  f r a g m e n to  D^, 

con e l  segundo una m e z c la  de f r a g m e n to s  D (D^, D^, D^ y D^-D^) 

y con  e l  t e r c e r o  se  e lu y e  m a y o r i t a r i amente f r a g m e n to  E, se gû n  

se com prueba p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en 

p r e s e n c i a  de SDS de m u e s t r a s  de l a s  d i f e r e n t e s  f r a c c i o n e s .

La p la s m in a ,  r e t e n i d a  p o r  su  a f i n i d a d  a l a  l i s i n a ,  se  

e lu y e  con tampôn 50 mM TEA-HCl, 0 .2  M â c i d o  e - a m i n o c a p r o i c o ,  4 

M u r e a ,  0 .02% NaN^» pH 7 . 4 .  F i n a l m e n t e ,  l a  co lum na  se  r e g e n e r a  

con c l o r u r o  de g u a n i d i n a  5 M.

Las f r a c c i o n e s  que oontlenen los  d ls t i n to s  fragmentos se reunen 

y se  c o n c e n t r a n  p o r  u l t r a f i l t r a c i ô n  en  un c o n c e n t r a d o r  Amicon 

sob re  membranas PM 10. P o r  û l t i m o ,  l o s  d i s t i n t o s  f r a g m e n to s  se 

d i a l i z a n  f r e n t e  a tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M N aCl, pH 7 .8 .

I I . 5 . 3 .  D e te rm in a c iô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de l o s  f r agm en - 

to s  D y E

La c o n c e n t r a c i ô n  de c a d a  f r a g m e n to  se  h a  d e te r m i n a d o  p o r
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m edida de l a  a b s o r b a n c i a  a 280 nm u t i l i z a n d o  l o s  c o e f i c i e n t e s  

de e x t i n c i ô n  d ado s  p o r  H a rd e r  e t  a l .  ( 2 4 ) ;

280

^280 ~ p a r a  e l  f r a g m e n to  E

I I . 6 . PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LECTINAS

I I . 6 . 1 .  C o n c a n a v a l in a  A y a c e t i l - c o n c a n a v a l i n a  A

Se ha  u t i l i z a d o  c o n c a n a v a l i n a  A (Con A) (Sigma) en  d i s o ­

l u c i o n e s  de ap rox im ad am en te  10 mg/ml en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  

0 .1 5  M NaCl, pH 7 . 8 ,  p r e p a r a d a s  poco  t i e m p o  a n t e s  de s e r  u t i l _ i  

z a d a s .

1 1 . 6 . 1 . 1 .  P r e p a r a c i ô n  de a c e t i l - c o n c a n a v a l i n a  A

La a c e t i l - c o n c a n a v a l i n a  A (Ac-Con A) se  h a  p r e p a r a d o  p o r  

e l  método de G u n th e r  e t  a l .  ( 1 9 5 ) .

Se d i s u e l v e n  25 mg de Con A en  7 ml de a c e t à t o  s ô d i c o  s ^  

t u r a d o  y se  l e  a h ad en  40 y 1 de a n h i d r i d o  a c é t i c o ,  in c u b â n d o s e  

l a  m ezc la  con  a g i t a c i ô n  d u r a n t e  1 h  e n  un baflo de h i e l o .  Trans^ 

c u r r i d o  e s t e  t i e m p o ,  l a  s o l u c i ô n  se  d i a l i z a  r e p e t i d a s  v e c e s  

f r e n t e  a agua  d e s t i l a d a  y f i n a l m e n t e  se  l i o f i l i z a .

E l  g r a d o  de a s o c i a c i ô n  a  pH n e u t r e  d e l  d e r i v a d o  a c e t i l_ a  

do se  com prueba p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  u t i l i z a n d o  

como c o n t r o l  Con A.

1 1 . 6 . 1 . 2 .  D e te rm in a c iô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de Con A y Ac-Con A 

La c o n c e n t r a c i ô n  de Con A y Ac-Con A se  ha d e te r m in a d o  e £

p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  p o r  m ed ida  de l a  a b s o r b a n c i a  a 280 nm 

u t i l i z a n d o  en  ambos c a s o s  e l  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n  dado  p o r  

Wang y Edelman (23 5 ) :
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I I . 6 . 2 .  L e c t i n a  de L ens  c u l i n a r i s

1 1 . 6 . 2 . 1 .  P u r i f i c a c i ô n  de l a  l e c t i n a  de L ens  c u l i n a r i s

Se h a  s e g u i d o  e l  m étodo  m o d i f i c a d o  de Howard e t  a l .  (2 0 7 ) .

50 g de s e m i l l a s  de L en s  c u l i n a r i s  s e  su s p e n d e n  en  250 ml 

de tam pôn 10 mM f o s f a t o ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 . 4 ,  d u r a n t e  16 h  a 

4QC. T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  l a  s u s p e n s iô n  s e  t r i t u r a  en  un ho 

m o g e n e iz a d o r  S o r v a l l  Omni M ixer  y se  d e j a  a  4QC d u r a n t e  1 5 -3 0  

min mâs, c e n t r i f u g â n d o s e  d e s p u é s  20 min a  12 000 x  g .  A l s o b r e ­

n a d a n te  se  l e  afiade ( ^ 4 ) 2^^4 un 30% de s a t u r a c i ô n ,  e l

p r e c i p i t a d o  s e  é l i m i n a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  y a l  s o b r e n a d a n te  se 

l e  afiade de nuevo  (NH^) h a s t a  un 80% de s a t u r a c i ô n ,  l e n t a -

mente  y co n  a g i t a c i ô n ,  d u r a n t e  dos h o r a s  a 4QC. E l  p r e c i p i t a d o  

se  r e s u s p e n d e  en  e l  minimo volum en p o s i b l e  de 5 mM T r i s - H C l ,

5 mM MnCl^, pH 7 .6  y  se  d i a l i z a  e x h a u s t iv a m e n te  f r e n t e  a e s t e  

mismo tam pôn. Una v e z  d i a l i z a d a ,  l a  s o l u c i ô n  se  c e n t r i f u g a  de 

nuevo  p a r a  e l i m i n a r  e l  p r e c i p i t a d o  a p a r e c i d o  d u r a n t e  l a  d i â l i -  

s i s  y se  a p l i c a  a  una  co lum na de Sephadex  G-75 (P harm ac ia )  (1 .8  

X  55 cm) p r e v i a m e n t e  e q u i l i b r a d a  con e l  mismo tampôn u t i l i z a d o  

en  l a  d i â l i s i s .  Se l a v a  c o n  e s t e  tampôn h a s t a  que l a  a b s o r b a n ­

c i a  a 280 nm s e a  menor de 0 .0 5  y l a  l e c t i n a  r e t e n i d a  se  e lu y e  

oon tampôn 5 mM Tris-HCl, 5 mM MnClg, 0 .1  M o-MDGP, pH 7 . 6 .  Las 
f r a c c i o n e s  q u e  c o n t i e n e n  p r o t e i n a ,  seg û n  se  d é t e c t a  p o r  medida 

de a b s o r b a n c i a  a 280 nm, se  r e u n e n  y se  d i a l i z a n  f r e n t e  a agua 

d e s t i l a d a ,  l i o f i l i z a n d o  f i n a l m e n t e  l a  s o l u c i ô n .

1 1 . 6 . 2 . 2 .  D e te r m in a c i ô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de LcH

La c o n c e n t r a c i ô n  de l a  l e c t i n a  de L ens  c u l i n a r i s  (LcH) se  

h a  d e te r m i n a d o  p o r  m ed id a  de l a  a b s o r b a n c i a  a 280 nm u t i l i z a n d o  

e l  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n  dad o  p o r  Howard e t  a l .  (2 0 7 ) :

4 :0
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I I . 6 . 2 . 3 .  D e te rm in a c iô n  de l a  a c t i v i d a d  h e m a g l u t i n a n t e  de LcH 

Los e r i t r o c i t o s  se  h an  o b t e n i d o  de s a n g r e  de r a t a .  1 

ml de s a n g r e  se  r e c o g e  en  6 ml de tampôn 5 mM f o s f a t o  , 0 .1 5  ^ 

NaCl, 10 mM c i t r a t o  s ô d i c o ,  pH 7 .6 .  La s u s p e n s iô n  se  c e n t r i f u ­

ga a 6 000 X  g d u r a n t e  1 min y l o s  e r i t r o c i t o s  se  l a v a n  dos  ve 

c e s  con  e l  mismo tampôn y o t r a s  dos  v e c e s  con  e s t e  tam pôn s i n  

c i t r a t o .  F in a lm e n te  se  r e s u s p e n d e n  en  una p r o p o r c i ô n  1 :1 0  d e l  

tam pôn s i n  c i t r a t o .

E l  t î t u l o  de h e m a g l u t i n a c i ô n  se  ha  d e t e r m i n a d o  incubandc 

50 u 1 de d i l u c i o n e s  s u c e s i v a s  de l a  l e c t i n a  con  50 y 1 de l a  

s u s p e n s i ô n  de e r i t r o c i t o s ;  l a  menor c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  

que a g l u t i n a  l o s  e r i t r o c i t o s  d e s p u é s  de 1 h  de i n c u b a c i ô n  a 

20QC, en n u e s t r o  c a s o  0 .0 3  ^ 0 .0 1  mg/ml, e s  e l  t i t u l o  de hema­

g l u t i n a c i ô n .

I I . 6 . 3 .  M a rca ie  de l e c t i n a s  con  ^ ^ ^ I

E l  m a r c a je  de l a s  l e c t i n a s  con  ^ ^ ^ I  se  ha  l l e v a d o  a cab*

p o r  e l  m étodo de l a  l a c t o p e r o x i d a s a  (2 3 6 ) .

En un tu b o  de e n sa y o  que c o n te n g a  2 ô 3 b o l i t a s  de v i -

d r i o  p a r a  f a c i l i t a r  l a  m ez c la  de l o s  r e c t i v o s  se  afladen p o r  e^

t e  o r d e n  y en  v i t r i n a :

-  1 mg de l e c t i n a  en  100 y 1 de tampôn 0 .1  M a c e t a t o ,  

pH 5 .0

-  2 -4  U1 de ^ ^ ^ I  en  s o l u c i ô n  de NaOH que c o n t i e n e  100 mCi 

/m l  (Amersham)

-  5 W1 de una s o l u c i ô n  de l a c t o p e r o x i d a s a  (S igm a, 80 u n i 6  

d es /m g  p r o t e i n a )  en  tampôn a c e t a t o  0 .1  M, pH 5 . 0 ,  de c<n 

c e n t r a c i ô n  0 .2  mg/ml

-  5 Ul de H^O^ 0 .0 3  g / l  r e c i é n  a b i e r t a  (25 y l  de H^O^ de 

110 v o lûm en es  ( F o r e t )  en  2 .7 5  ml de agua d e s t i l a d a )

Se t a p a  e l  tu b o  y se  d e j a  15 min a 20QC con a g i t a c i ô n  o c a s i o r a l .
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Se a f laden de nuevo 5 y 1 de l a c t o p e r o x i d a s a  y 5 y 1 de y se

d e j a  o t r o s  15 min. Al f i n a l  de l a  r e a c c i ô n  l a  m e zc la  se  a p l i c a  

a  una  co lum na de Sephadex G-25 (P h a rm ac ia )  ( 0 .7  x  30 cm) p r e ­

v i a m e n t e  e q u i l i b r a d a  con tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, 

pH 7 . 8 .  Se r e c o g e n  f r a c c i o n e s  de ap ro x im adam en te  0 .5  ml y se  

m i de r a d i a c t i v i d a d ,  u t i l i z a n d o  un Radioimmuno A n a ly z e r  Beclcman 

I o d i n e - 1 2 5 ,  en  10 y 1 de m u e s t r a .  E l  p r i m e r  p i c o  que se  o b t i e n e  

c o n t i e n e  ^ ^ ^ l - l e c t i n a  y e l  seg u n d o  p i c o  l i b r e .  Se a g ru p a n

l a s  f r a c c i o n e s  c o r r e  s p o n d ie  n t e  s a l a  l e c t i n a  m arcad a  y se  d i a ­

l i z a n  f r e n t e  a tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M N aCl, pH 7 . 8  a 

4 OC p a r a  e l i m i n a r  e l  l i b r e  que p u d i e r a n  c o n t e n e r .

I I . 7. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS LECTINA-

FIBRINOGENO/MONOMERO DE FIBRINA/FRAGMENTOS D Y E

1 1 . 7 . 1 .  P r e p a r a c i ô n  de c o m o le io s  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o /  

f r a g m e n t o s  D y E

Los c o m p le jo s  se  h an  p r e p a r a d o  in c u b a n d o  s o l u c i o n e s  de 

f i b r i n ô g e n o ,  f r a g m e n to  D̂  ̂ o f r a g m e n to  E co n  d i f e r e n t e s  c o n c e n ­

t r a c i o n e s  de l e c t i n a  d u r a n t e  30 min a 200C, en  tampôn 10 mM 

T r i s - H C l ,  0.15M NaCl, pH 7 . 8 .  En e s t e  t i e m p o  de i n c u b a c iô n  se  

a l c a n z a  t o t a l m e n t e  e l  e q u i l i b r i o  de u n iô n  ( 2 3 7 ) .

1 1 . 7 . 2 .  P r e p a r a c i ô n  de c o m o le io s  le c t in a - m o n ô m e ro  de f i ­

b r i n a .

I I . 7 . 2 . 1 .  O b te n c iô n  de monômeros de f i b r i n a

Los monômeros de f i b r i n a  se  h an  o b t e n i d o  in c u b a n d o  una 

s o l u c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  (1 mg/ml) en tampôn 20 mM a c e t a t o ,  0 .1  

M N aCl, pH 5 .2  con  t r o m b in a  (2 NIH/mg f i b r i n ô g e n o )  d u r a n t e  2 h 

a 20QC. En e s t a s  c o n d i c i o n e s  no se  o b s e r v a  a g r e g a c i ô n  de monô-
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meros p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a .

La l i b e r a c i ô n  de l o s  f i b r i n o p é p t i d o s  se  h a  s e g u i d o  p o r  

e l  método de G r a l n i c k  e t  a l .  (238V m id ie n d o  a r g i n i n a  s o l u b l e .

A 1 ml de l a  s o l u c i ô n  de f i b r i n a  a n t e r i o r  se  l e  afladen 

25 yi de â c i d o  t r i e l o r o a c é t i c o  a l  100% y se  in c u b a  15 min a 

20QC. D espués de c e n t r i f u g e r  se  toma u na  a l i c u o t a  de 0 .4 5  ml 

d e l  s o b r e n a d a n te  a l a  que se  afladen 0 . 4 5  ml de KOH a l  10%, 0 .1  

ml de 8 - h i d r o x i q u i n o l e î n a  a l  0.1% en  e t a n o l  y 0 .1  ml de N -b ro -  

m o s u c c in im id a  a l  0.5% r e c i é n  p r e p a r a d a  y f r i a .  A l o s  15 s exac  

t o s  se  afladen 50 y l  de u r e a  a l  40% y se  l e e  in m e d ia ta m e n te  l a  

a b s o r b a n c i a  a 520 nm. Como p a t r ô n  se  u t i l i z e  a r g i n i n a .

I I . 7 . 2 . 2 .  F o rm ac iôn  de l o s  c o m p le jo s

Los c o m p le jo s  se  h a n  p r e p a r a d o  in c u b a n d o  s o l u c i o n e s  de 

f i b r i n a ,  de c o n c e n t r a c i ô n  1 mg/ml, co n  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o  

nés de l e c t i n a  d u r a n t e  30 min a 20QC en  tam pôn 20 mM a c e t a t o ,  

0 .1  M NaCl, pH 5 .2 .

I I . 7 . 3 .  Uniôn de ^^^ I -A c -C o n  A a l  f i b r i n ô g e n o

Los e s t u d i o s  de u n iô n  de ^ ^ ^ I -A c -C o n  A a l  f i b r i n ô g e n o  se  

han  r e a l i z a d o  in c u b a n d o  una  s o l u c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  ( 2 . 5  y M) 

con  d i f e r e n t e s  c a n t i d a d e s  de una m ez c la  de l e c t i n a  f r i a  y mar­

c ad a  (de 2 a 28 y M) en un volumen t o t a l  de 1 ml de tam pôn 10 

mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 . 8 ,  d u r a n t e  30 min a 20QC. De es^ 

t a  m ezc la  de i n c u b a c iô n  se  toman m u e s t r a s  de 200 y 1 en  l a s  que 

s e  mide r a d i a c t i v i d a d  t o t a l .  P asado  e l  t i e m p o  de in c u b a c i ô n  se  

s é p a r a  l a  l e c t i n a  u n id a  de l a  l i b r e  p o r  c o a g u l a c i ô n  d e l  f i b r i ­

nôgeno y su s  com ple j o s  co n  20 y 1 de t r o m b i n a .  T r a n s c u r r i d a s  2 

h l o s  c o â g u lo s  se  s e p a r a n  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  (4 000 x g ,  20 

min) y se  tom an m u e s t r a s  de 200 y l  d e l  s o b r e n a d a n t e  en l a s  que 

se  mide r a d i a c t i v i d a d .
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La c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  u n id a  se  c a l c u l a  p o r  d i f e r e n  

c i a  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  t o t a l  y l a  l e c t i n a  p r e s e n t s  en  e l  

s o b r e n a d a n t e .  E l  p o r c e n t a j e  de l e c t i n a  a t r a p a d a  en  l a  r e d  de 

f i b r i n a  o u n id a  i n e s p e c i f i c a m e n t e  se  d é t e r m i n a  en  e x p e r im e n to s  

p a r a l e l o s  r e a l i z a d o s  en  p r e s e n c i a  de 0 .1  M a-MDGP. E l  nûmero 

de s i t i o s  de u n iô n  y l a  c o n s t a n t e  de d i s o c i a c i ô n  se c a l c u l a n  a 

p a r t i r  de l a  r e p r e s e n t a c i ô n  de S c a t c h a r d  de l o s  d a t o s  o b t e n i -  

d os  ( 2 3 9 ) .

I I . 7 . 4 .  Uniôn de ^ ^ ^ I - l e c t i n a s  a Sep h a r o s a - f i b r i n ô g e n o  

125La u n iô n  de I - l e c t i n a s  a l  f i b r i n ô g e n o  in m o v i l i z a d o  se 

h a  e s t u d i a d o  in c u b a n d o  una  s u s p e n s i ô n  de S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o  

en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8  ( c o n c e n t r a c i ô n  

f i n a l  de f i b r i n ô g e n o  1 . 6  uM) co n  d i f e r e n t e s  c a n t i d a d e s  (concej)  

t r a c i ô n  f i n a l  de l e c t i n a  de 0 . 8  a 6 . 4  uM) de una  m ezc la  de l e ç  

t i n a  f r i a  y m arcada  de l a  q ue  se  mide r a d i a c t i v i d a d  en  5 Wl de 

m u e s t r a .  D espués  de 30 min de in c u b a c iô n  a 20QC, l a  S e p h a r o s a -  

f i b r i n ô g e n o  se  s é p a r a  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  y d e l  s o b r e n a d a n te  se 

toma una m u e s t r a  de 200 Wl en  l a  que se  mide r a d i a c t i v i d a d .

La c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  u n id a  s e  c a l c u l a  p o r  d i f e r e n  

c i a  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  t o t a l  y l a  l e c t i n a  p r e s e n t s  en  e l  

s o b r e n a d a n t e .  P a r a  d é t e r m i n a r  a l  p o r c e n t a j e  de l e c t i n a  u n i d a  

i n e s p e c i f i c a m e n t e  a l a  S e p h a r o s a  se  h a n  r e a l i z a d o  e x p e r im e n to s  

p a r a l e l o s  e n  p r e s e n c i a  de 0 .1  M o-MDGP.

Se ha  e s t u d i a d o  t a m b ié n  l a  u n iô n  de ^ ^ ^ I -C o n  A d im ero  a l  

f i b r i n ô g e n o  i n m o v i l i z a d o ,  p a r a  l o  c u a l  se  h a  in c u b a d o  l a  s u s ­

p e n s i ô n  de f i b r i n ô g e n o  ( 1 . 5  WM) con  c a n t i d a d e s  d i f e r e n t e s  de 

l a  m e z c la  Con A f r i a - ^ ^ ^ I - C o n  A ( 1 . 1 - 1 1 . 3  UM) en  tampôn 20 mM 

a c e t a t o  s ô d i c o ,  0 .1  M NaCl, pH 5 . 2 .  Los e x p e r i m e n t o s  se  h a n  

r e a l i z a d o  s i g u i e n d o  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  que a pH n e u t r o .
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I I . 7 . 5 .  Uniôn c o v a l e n t e  de ^ ^^ I -C o n  A v ^^ ^ I -L cH  a l  f i -  

b r i n ô q e n o  v su s  f r a g m e n to s  m ed ia n te  e l  empleo de un  r e a c t i v o  

b i f u n c i o n a l

Se han  u t i l i z a d o  dos r e a c t i v o s  b i f u n c i o n a l e s  d i f e r e n t e s  

( P i e r c e ) : d i m e t i l - s u b e r i m i d a t o  (DMS) (240)

C I ’ h . n "̂  /NH.,Cl'
^ 2

C -  CH., -  CH., -  CH., -  CH., -  CH., -  CH., -  C
/  Z À i  2. 2 ^

H^CO OCĤ

con  un a l c a n c e  e f i c a z  de 11 Â y d i h i d r o c l o r u r o  de d i m e t i l  3,3* 

- d i t i o b i s - p r o p i o n i m i d a t o  (DTBP) o r e a c t i v o  de Wang y R ic h a r d s  

(241)

c T h . n"̂  ̂ ^NH.Cl*

C -  CH_ -  CH -  S -  S -  CH -  CH -  C /  Z 2 Z Z \
H^CO OCH^

con  un a l c a n c e  de 1 1 . 9  Â.

E l  r e a c t i v o  se  d i s u e l v e  en  tampôn f r i o  10 mM T r i s - H C l ,  

0 .1 5  M NaCl, pH 8 . 0 ,  e n  c o n c e n t r a c i ô n  7 .5  mg/ml, in m e d ia ta m e n ­

t e  a n t e s  de s e r  u t i l i z a d o .

150 u l  de una s o l u c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  en  e l  mismo tampôn 

se  in c u b a n  con 50 u l  de l a  l e c t i n a  m arcada  (50 000 c p m / y l ,

0 . 5  mg/ml) y 150 y l  d e l  r e a c t i v o ,  de forma que l a  c o n c e n t r a ­

c i ô n  f i n a l  de f i b r i n ô g e n o  s e a  de 4 uM. Después de 1 h a 37QC, 

e l  r e a c t i v o  se  n e u t r a l i z e  p o r  a d i c i ô n  de 0 .3  ml de 100 mM e t a -  

n o la m in a ,  pH 8 .4  e i n c u b a c i ô n  a 37QC d u r a n t e  30 m in .  De e s t a  

m e z c la  de i n c u b a c iô n  s e  toma una  m u e s t r a  de 100  y l  y e l  r e s t o  

se  d i g i e r e  t o t a l m e n t e  a f r a g m e n to s  D y E (3 h a  37CC) con  p l a s  

m inôgeno  (0 .1  UC/mg f i b r i n ô g e n o )  a c t i v a d o  p o r  e s t r e p t o q u i n a s a  

(20 U I/U C ). D el d i g e r i d o  se  toma una m u e s t r a  de 100 y l .

P a r a i s l a m e n t e  se  r e a l i z a n  t r è s  e x p e r im e n to s  c o n t r o l  en 

p r e s e n c i a  d e l  r e a c t i v o  b i f u n c i o n a l :  ^ ^ ^ l - l e c t i n a  s o l a ,  I -  

l e c t i n a  mâs f r a g m e n to  D^ y ^ ^ l - l e c t i n a  mâs f r a g m e n to  E, s i e n -
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do l a  c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de l o s  f r a g m e n to s  en  l a  m ezc la  de 

r e a c c i ô n  4 yM. A simismo, e l  c a r â c t e r  e s p e c i f i c o  de l a  u n iô n  se  

d é t e r m i n a  r e a l i z a n d o  lo s  mismos e x p e r i m e n t o s  en  p r e s e n c i a  de 

0 . 1  M a-MDGP.

L as  d i f e r e n t e s  m u e s t r a s  se  han  s e p a r a d o  e i d e n t i f i c a d o  

p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  p r e s e n c i a  de 

SDS y p o s t e r i o r  au torrad iografîa  de l o s  g e l e s .

1 1 . 7 . 6 .  C r o m a t o g r a f i a  de a f i n i d a d  en S e p h a r o s a - l e c t i n a

Se h a  e s t u d i a d o  l a  u n iô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  y su s  f r a g m e n -  

to s  D y E a l a s  l e c t i n a s  i n m o v i l i z a d a s  en  S e p h a ro s a ,  en  tampôn 

10 mM T r i s - H C l ,  1 .0  M NaCl, pH 7 .8  ô 20 mM a c e t a t o  s ô d i c o ,

1 .0  M NaCl, pH 5 . 2 ,  a 20SC. Las m u e s t r a s  ( e n t r e  1 .3  y 2 mg de 

p r o t e i n a )  se  h an  a p l i c a d o  a una  co lum na de 4 . 5 - 5  ml de S e p h a ro  

s a - l e c t i n a  con  una c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  de 2 . 5  mg/ml de 

ç e l  y l a  p r o t e i n a  r e t e n i d a  se  h a  e l u i d o  con 0 . 5  M a-MDGP en e l  

tampôn c o r r e s p o n d i e n t e .

1 1 . 7 .7 .  D e te rm in a c iô n  de c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c iô n

La d e t e r m i n a c i ô n  de l o s  c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c iô n  se  

ha r e a l i z a d o  en  una  u l t r a c e n t r i f u g a  Beclcman, m odelo  E, con  s i £  

tema ô p t i c o  de S c h l i e r e n .  Se h a  u t i l i z a d o  un r o t o r  de t i t a n i o  

M7H y c é l u l a s  de u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  de a lu m in i o  de d o b le  s e c ­

to r  y 12 mm de p a s o  ô p t i c o .  Los exp>erimentos se  h a n  r e a l i z a d o  

a 60 000 rpm y 20QC. Las p l a ç a s  se  h an  medido en  un m icrocom pa 

ra d o r  N ikon  m odelo  6C. Las m ed idas  se  c o r r i g e n  a d i s t a n c i a s  

z e a l e s  a l  e j e  de g i r o  y se  c a l c u l a n  l o s  c o e f i c i e n t e s  de s e d i -  

n e n t a c i ô n  seg û n  l a  e c u a c i ô n :
2 .3 03  ( l o g  Z2 -  lo g  r%) .

s * '  60U 2 ( t 2  -  t l )
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La v e l o c i d a d  de s e d i m e n t a c iô n  de l a s  l e c t i n a s ,  e l  f i b r i ­

nôgeno , s u s  f r a g m e n to s  D y E y l o s  c o r r e  s p o n d ie  n te  s  c o m p le jo s  

se  h a  e s t u d i a d o  en  tampôn 10 mM T r i s - H C l  0 .1 5  M NaCl pH 7 .8 ,  

p a r a  c o n c e n t r a c i o n e s  de ap rox im ad am en te  1 mg/ml de c a d a  p r o t e ­

i n a .

1 1 . 8 . ESTUDIOS DE L IS IS  POR PLASMINA DE FIBRINOGENO. MONOMEROS 

DE FIBRINA Y SUS COMPLEJOS CON LECTINAS

La l i s i s  p o r  p l a s m i n a  d e l  f i b r i n ô g e n o  y  su s  c o m p le jo s  

con l e c t i n a s  se h a  e s t u d i a d o  in cu b a n d o  1 ml de l a  s o l u c i ô n  de 

f i b r i n ô g e n o / c o m p l e j o s  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o  ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  

de f i b r i n ô g e n o  de 3 mg/ml) en  10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH

7 . 8 ,  con 30 Ul de G lu -p la s m in ô g e n o  ( 0 . 5  mg/ml) y 30 y l  de e s ­

t r e p t o q u i n a s a  (160 U l /m l)  a 20QC. A d i f e r e n t e s  t i e m p o s  se  sepa  

r a n  a l i c u o t a s  de l a  m ezc la  de in c u b a c iô n  p a r a  su a n à l i s i s  p o r  

e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  p r e s e n c i a  de SDS, 

b i e n  t r a s  su  r e d u c c i ô n  con  6 - m e r c a p t o e t a n o l  (3% c o n c e n t r a c i ô n  

f i n a l ,  3 min lOOQC) o b i e n  s i n  r e d u c c i ô n  p r e v i a .

D el mismo modo, l a  d i g e s t i ô n  de monômeros de f i b r i n a  se  

ha s e g u id o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  SDS 

de m u e s t r a s ,  r e d u c i d a s  o  s i n  r e d u c i r ,  to m adas  a d i s t i n t o s  t i e n  

pos  de una  m ez c la  de i n c u b a c i ô n  c o n s t i t u i d a  p o r  1 ml de s o l u ­

c i ô n  de monômeros de f i b r i n a / c o m p l e j o s  le c t in a - m o n ô m e ro  de f i ­

b r i n a  en  tampôn 20 mM a c e t a t o  s ô d i c o ,  0 .1  M NaCl, pH 5 . 2 ,  75 

1 de G lu -p la s m in ô g e n o  ( 0 .5  mg/ml) y 75 y l  de e s t r e p t o q u i n a s a  

(160 U l / m l ) , con  una c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de monômeros de f i b r ^  

na de 1 mg/ml.

I I .  9 .  PREPARACION Y CARACTERIZACION DE COMPLEJOS LECTINA-FIBRC- 

NA
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1 1 . 9 . 1 .  O b te n c iô n  de c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a

Los c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a  se  h an  p r e p a r a d o  p o r  a d i ­

c i ô n  de t r o m b in a  (2 NIH/mg f i b r i n ô g e n o )  a una s o l u c i ô n  d e l  com 

p i e j o  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o  ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  de f i b r i n ô g e n o  

1 mg/ml) en  p r e s e n c i a  de p la s m in ô g e n o  (45 y g /m l  ô 15 y g / m l ) ,  

C aCl^  (25 mM) y c i s t e i n a  (1 2 .5  mM), en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  

0 . 1 5  M N aCl, pH 7 .8  (vo lum en f i n a l  1 m l ) .  D espués  de 2 h  de in  

c u b a c i ô n  a 20QC, l o s  c o â g u l o s  a s i  fo rm ado s  se  d e s p e g a n  de l a s  

p a r e d e s  d e l  tu b o  su av em en te  y en  a lg u n o s  c a s o s  se  r e t r a e n  p o r  

c e n t r i f u g a c i ô n  y  se  l a v a n  como y a  se  h a  d e s c r i t o  en  e l  a p a r t a -  

do I I . 4 . 1 .

1 1 . 9 . 2 .  D e te r m in a c i ô n  de l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  de 

l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o

La v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  de l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i ^  

b r i n ô g e n o  se  ha d e te r m i n a d o  t a l  y como se  h a  d e s c r i t o  e n  e l  

a p a r t a d o  I I . 2 . 4 . ,  s i g u i e n d o  l a  a p a r i c i ô n  de a b s o r b a n c i a  a 350 

nm con  e l  t i e m p o  t r a s  l a  a d i c i ô n  de t r a n b i n a .

1 1 . 9 . 3 .  D e te r m in a c i ô n  d e l  p o r c e n t a j e  de p r o t e i n a  c o a g u -

l a b l e

La c o a g u l a b i l i d a d  d e l  f i b r i n ô g e n o  en  los oanplejos l e c t i n a  

- f i b r i n ô g e n o  se  h a  d e t e r m i n a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de po 

l i a c r i l a m i d a  en SDS y a  q ue  l a  p r e s e n c i a  de l a  l e c t i n a  im pide  

u t i l i z e r  e l  m étodo de L a k i ,  d e s c r i t o  en  e l  a p a r t a d o  I I . 2 . 3 .

A 1 ml de una s o l u c i ô n  d e l  c o m p le jo  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o ,  

en  e l  q ue  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  s e a  a l r e d e d o r  de 1 

mg/ml, s e  l e  afladen, d e s p u é s  de h a b e r  tomado una m u e s t r a  p a r a  

e l e c t r o f o r e s i s ,  20 y 1 de t r o m b i n a  (100 NIH/ml) y se  in c u b a  a
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2 o se  d u r a n t e  2 h .  T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  se  r e t i r a  e l  c o â g u ­

l o  y se  toma d e l  s o b r e n a d a n t e  o t r a  m u e s t r a  p a r a  e l e c t r o f o r e s i s .  

La c a n t i d a d  de f i b r i n ô g e n o  e n  ëunbas m u e s t r a s  se  d é t e r m i n a  p o r  

d e n s i t o m e t r a d o  de l o s  g e l e s  y  m edida d e l  â r e a  de l o s  p i c o s  y 

e l  p o r c e n t a j e  de f i b r i n ô g e n o  c o a g u l a b l e  se  d é t e r m i n a  a p a r t i r  

de l a  c a n t i d a d  de f i b r i n ô g e n o  t o t a l  y  de f i b r i n ô g e n o  en  e l  s o ­

b r e n a d a n t e .

1 1 . 9 . 4 .  D e te r m in a c iô n  d e l  g ra d o  de e n t r e c r u z a m i e n t o  de 

l a  f i b r i n a  en  l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a

El g r a d o  de e n t r e c r u z a m i e n t o  de l a  f i b r i n a  pu ed e  d e t e r m i  

n a r s e  f â c i l m e n t e  o b s e r v a n d o  l a  p r o p o r c i ô n  de c a d e n a  a y de c a ­

de na Y que perm an ecen  como c a d e n a s  s e n c i l l a s  s i n  e n t r e c r u z a r .  

P a r a  e l l o ,  l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a  se  r e d u c e n  t o t a l m e n t e  

con  6 - m e r c a p t o e t a n o l  ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  3%) a lOOQC y e l  ma­

t e r i a l  r e d u c id o  se  a n a l i z a  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i ­

a c r i l a m i d a  en  p r e s e n c i a  de SDS. La c a n t i d a d  de c a d e n a  g y Y se 

d é t e r m i n a  p o r  d e n s i t o m e t r a d o  de l o s  g e l e s  y m ed ida  d e l  â r e a  de 

l o s  p i c o s ,  tomando en t o d o s  l o s  c a s o s  l a  c a d e n a  g como e s t a n  

d a r .  Como c o n t r o l  p a r a  d e t e r m i n e r  e l  100% de c a d e n a  a  y Y s i n  

e n t r e c r u z a r  se  u t i l i z a  f i b r i n ô g e n o .

1 1 . 9 . 5 .  E lu c i ô n  de l e c t i n a s  de l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a -  

f i b r i n a

Las l e c t i n a  u n i d a s  a l a  f i b r i n a  pu eden  s e r  e l u i d a s  de L 

misma p o r  e l  a z û c a r  e s p e c i f i c o ,  a-MDGP. P a r a  e l l o ,  l o s  c o â g u ­

lo s  re t ra ld o s  y  lavados se  resuspenden (30 min a 20“C) en sucesivos v o lm  
nés (150 yl) de tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .2  M a-MDGP, 0 .1 5  M NaCl, 

pH 7 . 8 .  La c a n t i d a d  de l e c t i n a  e l u i d a  se  d é t e r m i n a  p o r  e l e c t j o
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f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en p r e s e n c i a  de SDS de l a s  

d i s t i n t a s  e l u c i o n e s .

1 1 . 1 0 .  ESTUDIOS DE FIBRINOLISIS DE COMPLEJOS LECTINA-FIBRINA

1 1 . 1 0 .1 .  F i b r i n o l i s i s  exôgena

La f i b r i n o l i s i s  ex ôg en a  se  h a  i n d u c i d o  p o r  a d i c i ô n  de es  

t r e p t o q u i n a s a  (19 U l/m l)  a l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a ,  i n ­

t a c t e s  o r e t r a i d o s  y r e s u s p e n d i d o s  en  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  

0 . 1 5  M NaCl, pH 7 . 8 ,  volumen t o t a l  de 1 ml.

En e l  p r i m e r  c a s o ,  l a  d i g e s t i ô n  se  h a  s e g u i d o  p o r  e l e c ­

t r o f o r e s i s  e n  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en SDS de l o s  c o m p le jo s  t o  

t a l m e n t e  r e d u c i d o s  a d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de i n c u b a c iô n .

La f i b r i n o l i s i s  i n d u c i d a  en  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a  

p r e v i a m e n t e  r e t r a i d o s  y l a v a d o s  se  h a  s e g u id o  p o r  m edida  de l a  

a p a r i c i ô n  de a b s o r b a n c i a  en  e l  s o b r e n a d a n te  a 280 nm y 320 nm 

c o n  e l  t i e m p o ,  s e g û n  se h a  d e s c r i t o  en  e l  a p a r t a d o  I I . 4 . 3 .  y 

p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  SDS de m u e s t r a s  

r e d u c i d a s  a d i s t i n t o s  t ie m p o s  de l i s i s .

1 1 . 1 0 . 2 .  F i b r i n o l i s i s  endôgena

La f i b r i n o l i s i s  en d ô g en a  se  ha  i n d u c i d o  p r e p a r a n d o  l o s  

c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a ,  t a l  como se  ha  d e s c r i t o  en e l  a p a r ­

t a d o  I I . 9 . 1 . ,  e n  p r e s e n c i a  de e s t r e p t o q u i n a s a  (19 U l / m l ) .  La 

d i g e s t i ô n  se  h a  s e g u i d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i ­

la m id a  en  p r e s e n c i a  de SDS de c o â g u lo s  t o t a l m e n t e  r e d u c i d o s  a 

d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de in c u b a c i ô n .

1 1 .1 1 .  DETERMINACION DE PLASMINOGENO UNIDO A FIBRINA



■Te­

l l . 1 1 . 1 ,  M arca je  de p la s m in ô g e n o  con

E l p la s m in ô g e n o  se  h a  m arcado  u t i l i z a n d o  g l u c o s a  o x id a s a  

y l a c t o p e r o x i d a s a  i n m o v i l i z a d a s  ( B io - R a d ) , seg ûn  e l  método de 

S uenson  y T h o rse n  (2 4 2 ) .  E s te  método p r o p o r c i o n a  l a s  c o n d i c i o ­

n es  mâs s u a v e s  p o s i b l e s  p a r a  e l  m a r c a je  de p r o t e i n a s  con  

T ra s  l a  a d i c i ô n  de 6 - D -g lu c o s a ,  l a  g l u c o s a  o x i d a s a  i n m o v i l i z a -  

da g e n e r a  c o n t in u a m e n te  una pequefla c a n t i d a d  de H^O^. A su  v e z  

l a  l a c t o p e r o x i d a s a  c a t a l i z a  l a  p e r o x i d a c i ô n  d e l  Na a I  

l i b r e ,  e l  c u a l  r e a c c i o n a  con  l a  p r o t e i n a .

En un tu b o  de en say o  que c o n te n g a  2 ô 3 b o l i t a s  de v i -  

d r i o  p a r a  f a c i l i t a r  l a  m ezc la  de l o s  r e a c t i v o s  se  afladen p o r  

e s t e  o rd e n  y en v i t r i n a :

-  150 u l  de G lu -p la sm in ô g e n o  de c o n c e n t r a c i ô n  1 mg/ml en  

tampôn 0 .2  M f o s f a t o  s ô d i c o ,  pH 7 .2

-  50 u l  d e l  r e a c t i v o  r e c o n s t i t u i d o  con agua d e s t i l a d a  

( 0 .5  ml p o r  v i a l  de 10 r e a c c i o n e s )  a l  menos 1 h  a n t e s  de s e r  

u t i l i z a d o

-  3 Ul de en  s o l u c i ô n  de NaOH que c o n t i e n e  100 mCi

/m l  (Amersham)

-  50 u l  de D -g lu c o s a  a l  2% (o 50 y 1 de 6 - D - g l u c o s a  a l

1%)

Se m ezc lan  l o s  r e a c t i v o s  y se  d e j a  in cu b a n d o  15 min a 

20OC. T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o ,  l a  m e z c la  se  a p l i c a  d i r e c t a m e n  

t e  a una colum na de Sephadex  G-25 ( 0 . 7  x 30 cm) p r e v i a m e n t e  

e q u i l i b r a d a  con  tam pôn 10 mM T r i s - H C l ,  0.15M NaCl, pH 7 . 8 ,  Se 

r e c o g e n  f r a c c i o n e s  de ap rox im adam en te  0 . 5  ml y s e  mide r a d i a c ­

t i v i d a d  en  10 u l  de c ad a  f r a c c i ô n .  E l  p r i m e r  p i c o  que  se  o b t i e  

ne c o n t i e n e  e l  ^ ^ ^ l - p l a s m i n ô g e n o  y e l  segundo  p i c o  I  l i b r e .  

Se a g ru p a n  l a s  f r a c c i o n e s  c o r r e s p o n d i s n t e s  a l  p la s m in ô g e n o  mai 

c a d o  y se  d i a l i z a n  f r e n t e  a l  mismo tam pôn de e l u c i ô n ,  a 4 OC,
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p a r a  e l i m i n a r  e l  l i b r e  c o n ta m in a n t e .  Una v e z  d i a l i z a d o  se

com prueba l a  i n t e g r i d a d  d e l  I -p l a s m in ô g e n o  p o r  e l e c t r o f o r e ­

s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  p r e s e n c i a  de SDS y p o s t e r i o r  

a u t o r a d i o g r a f i a  de l o s  g e l e s ,  co m p a rando su  m o v i l i d a d  e l e c t r o -  

f o r é t i c a  con l a  d e l  p la s m in ô g e n o  s i n  m a r c a r .

I I . 1 1 .2 .  Uniôn de ^ ^ ^ I - o l a s m in ô a e n o  a f i b r i n a  v a l o s  

c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n a

Los e s t u d i o s  de u n iô n  se  han  r e a l i z a d o  in c u b a n d o  una  so ­

l u c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  o d e l  c o m p le jo  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o  (con­

c e n t r a c i ô n  f i n a l  de f i b r i n ô g e n o  1 mg/ml) con t r a z a s  de ^ ^ l -  

o la sm in ô g e n o  en  p r e s e n c i a  de p la s m in ô g e n o  f r i o  ( 4 5 u g / m l  de 

c o n c e n t r a c i ô n  t o t a l  de p l a s m i n ô g e n o ) ,  CaCl^ (25 mM) y c i s t e i n a  

(1 2 .5  mM), en tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 . 8  (volvi 

Tien t o t a l  1 m l ) . De e s t a  m ez c la  de in c u b a c iô n  s e  mide r a d i a c t ^  

v id a d  e n  200 y l  y e l  r e s t o  se  c o a g u la  p o r  a d i c i ô n  de t r o m b in a  

(2 NIH/mg f i b r i n ô g e n o ) . T r a n s c u r r i d a s  2 h  se  s é p a r a  e l  c o â g u lo  

de l a s  p a r e d e s  d e l  t u b o  y se  r e t r a e  p o r  c e n t r i f u g a c i ô n  ( 4 000 

K g d u r a n t e  20 m in ) .  D el  s o b r e n a d a n te  se  toma una m u e s t r a  de 

200 U l  en  l a  que se  mide r a d i a c t i v i d a d .  P o r  o t r a  p a r t e ,  l o s  

c o â g u lo s  se l a v a n  s u m e r g ié n d o l o s  5 v e c e s  en  tampôn (5 ml) y f ^  

na lm e n te  se  d i s u e l v e n  en  1 ml de taunpôn 10 mM T r i s - H C l ,  3 mM 

2DTA, 2% SDS, pH 7 .0  que c o n t i e n e  ademâs g - m e r c a p t o e t a n o l  a l  

3%, c a l e n t a n d o  a lOOOC d u r a n t e  3 min. Se mide r a d i a c t i v i d a d  en 

750 y 1 de e s t a s  m u e s t r a s  y o t r o s  50 y 1 s e  som eten  a e l e c t r o f o ­

r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  SDS y p o s t e r i o r  a u t o r a d i o g r ^  

e i a .

De e s t a  m anera se  d é t e r m i n a ,  p o r  u na  p a r t e ,  e l  p la s m in ô ­

geno u n id o  i n i c i a l m e n t e  a  l a  f i b r i n a ,  p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e  l a  

c o n c e n t r a c iô n  t o t a l  y e l  p la s m in ô g e n o  p r é s e n t e  en  e l  s o b r e n a -
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d a n t e ,  y ,  p o r  o t r a ,  e l  p la s m in ô g e n o  que perm anece  u n id o  en  e l  

c o â g u l o  r e t r a i d o  y l a v a d o .  E l  p o r c e n t a j e  de p la s m in ô g e n o  a t r a -  

p a d o  en  l a  r e d  de f i b r i n a  o u n id o  i n e s p e c i f i c a m e n t e  s e  d e t e r m i  

na en  e x p e r i m e n t o s  p a r a l e l o s  r e a l i z a d o s  en  p r e s e n c i a  de 0 . 2  M 

l i s i n a .

I I . 1 1 .3 .  E lu c i ô n  de p la s m in ô g e n o  u n id o  a l a  f i b r i n a

La c a n t i d a d  de p la s m in ô g e n o  que perm anece  u n id o  a l  coâgu 

l o  se  h a  e s t u d i a d o  ta m b ié n  u t i l i z a n d o  zimôgeno f r i o .  E l  p la s m i  

nôgeno  u n id o  a l a  f i b r i n a  puede  s e r  e l u i d o  de l a  misma p o r  â c i  

do G -a m in o c a p ro ic o .  P a ra  e l l o ,  l o s  c o â g u lo s  r e t r a i d o s  y  l a v a ­

d os  se  sum ergen  en s u c e s i v o s  vo lûm enes  (150 y l )  de tam pôn 10

mM T r i s - H C l ,  0 .1  M e-ACA, 0 .1 5  M NaCl, pH 7 . 8 ,  dos v e c e s  d u ra r

t e  30 min y una  t e r c e r a  v e z  d u r a n t e  16 h ,  a 2O0C, j u n t a n d o  f i ­

n a lm e n te  100 y l  de c a d a  e x t r a c c i ô n .  La c a n t i d a d  de p l a s m i n ô g e ­

no en  l a  m e z c la  se  ha  d e t e r m i n a d o  p o r  m edida  de l a  a c t i v i d a d ,

u t i l i z a n d o  e l  s u s t r a t o  c ro m o g é n ic o  S-2251 ( I I . 3 . 2 . )  y p o r  e le i  

t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en  SOS de a l i c u o t a s  de l a  

m e z c la  de e l u a t o s .

1 1 .1 2 .  DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LAS LECTINAS EN LA 

FORMACION Y ACTIVIDAD DEL COMPLEJO PLASMINOGENO-ESTREPTOQUINA-

M

Se h a  e s t u d i a d o  l a  p o s i b l e  i n f l u e n c i a  de l a s  l e c t i n a s  et 

l a  fo r m a c iô n  y a c t i v i d a d  d e l  c o m p le jo  p l a s m i n ô g e n o - e s t r e p t o q u  

n a s a  en l a s  mismas c o n d i c i o n e s  en  l a s  q u e  se  han r e a l i z a d o  l a  

e s t u d i o s  de f i b r i n o l i s i s ,  u t i l i z a n d o  e l  s u s t r a t o  c ro m o g é n ic o  

S -2 2 5 1 .

E l  e f e c t o  de l a s  l e c t i n a s  en  l a  a c t i v i d a d  d e l  c o m p le jo  

s e  h a  d e t e r m i n a d o  in c u b a n d o  co n  e s t r e p t o q u i n a s a  (19 Ul) e l
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p la s m i n ô g e n o  (15 y g ) , y a  s e a  s o l o  o in c u b a d o  p r e v i a m e n t e  con  

l a s  l e c t i n a s  en  l a  p r o p o r c i ô n  d e s e a d a  (30 min a 20fiC). D espués  

d e  10 min a 37QC se  afladen 200 y l  de s u s t r a t o  S-2251 3 mM en  

a g u a  d e s t i l a d a  y tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M NaCl, pH 7 .8  

h a s t a  1 ml de volumen f i n a l ,  s e  a g i t a  r â p i d a m e n t e  y se  r e g i s ­

t r e  a l o s  10 s e l  in c r e m e n to  de a b s o r b a n c i a  a 405 nm co n  e l  

t i e m p o .

P a r a  d e t e r m i n a r  l a  i n f l u e n c i a  de l a s  l e c t i n a s  en  l a  f o r ­

m a c iô n  d e l  co m p le jo  p l a s m i n ô g e n o - e s t r e p t o q u i n a s a  se  afladen s i ­

m u l t a n é  eunente l a  e s t r e p t o q u i n a s a  ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  19 U l/m l)  

y  e l  s u s t r a t o  a l  p la s m in ô g e n o  ( c o n c e n t r a c i ô n  f i n a l  15 y g / m l ) ,  

y a  s e a  s o l o  o p r e v i a m e n t e  in c u b a d o  con  l a s  l e c t i n a s ,  e n  un vo­

lum en t o t a l  de 1 ml de tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  0 .1 5  M N aCl, pH

7 . 8 .  Se a g i t a  r â p id a m e n te  y se  r e g i s t r e  l a  v a r i a c i ô n  con  e l  

t i e m p o  de l a  a b s o r b a n c i a  a 405 nm.

1 1 . 1 3 .  ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE 

SDS

L as e l e c t r o f o r e s i s  se  h a n  r e a l i z a d o  se g û n  e l  método  de 

L a e m l i  (243) en g e l e s  con  una c o n c e n t r a c i ô n  de a c r i l a m i d a  de 

un 7 . 5  a un 12%, p r e p a r a d o s  co n  l a s  s i g u i e n t e s  s o l u c i o n e s :

7.5% 12%

Agua d e s t i l a d a  1 4 .8 5  ml 9 .6  ml

1 . 5  M T r i s - H C l ,  pH 8 . 8  7 . 5  ml 7 .5  ml

A c r i l a m i d a  30% /

B i s - a c r i l a m i d a  0.6% 7 .5  ml 1 2 .0  ml

SDS 10% 0 .3  ml 0 .3  ml

TEMED 15 y 1 15 Wl

P e r s u l f a t o  amônico  10% 100 1 100 1

En e l  g e l  de  a p i l a m i e n t o  s e  ha  u t i l i z a d o  un 4 .5  %
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de a c r i l a m i d a  y l a  s i g u i e n t e  composi c i o n :

Agua d e s t i l a d a  6 .3  ml

0 .5  M T r i s - H C l ,  pH 6 . 8  2 .5  ml

A c r i l a m i d a  30% /

B i s - a c r i l a m i d a  0.6% 1 .5  ml

SDS 10% 0 .1  ml

TEMED 5 Ul

P e r s u l f a t o  am ônico  10% 100 Ul

Las  m u e s t r a s  se  a p l i c a n  d i l u i d a s  a l  menos en e l  mismo vo 

lumen de tam pôn 10 mM T r i s - H C l ,  3 mM EDTA, 2% SDS, pH 7 . 0 ,  de£  

p u é s  de a f l a d i r l e s  10 ul de a z u l  de b ro m o fe n o l  a l  3% en  g l i c e -  

r o l  a l  50% como i n d i c a d o r .

Cuando e s  n e c e s a r i o  l a s  m u e s t r a s  se  re d u c e n  con 6 -mer e a p  

t o e t a n o l  a l  3%, c a l e n t a n d o  a lOOfiC d u r a n t e  3 min.

Las  e l e c t r o f o r e s i s  se  h an  r e a l i z a d o  en un P r o t e a n  16 de

B io -R a d ,  u t i l i z a n d o  como tampôn de e l e c t r o f o r e s i s  0 .0 2 5  M T r i s -

0 .1 9 2  M g l i c i n a ,  0.1% SDS, pH 8 .3  y a una t e m p e r a t u r a  c o n s t a n ­

t e  de 20fiC, m a n te n id a  m e d ia n te  un c i r c u i t o  de r e f r i g e r a c i ô n .

La d u r a c i ô n  de l a  e l e c t r o f o r e s i s  depende de l a  d i f e r e n ­

c i a  de p o t e n c i a l  u t i l i z a d a ;  en  n u e s t r o  c a s o  se  h a n  r e a l i z a d o  

g e n e r a i m e n t e  a  50 V (18 h) ô 200 V (3 h ) .

L as  b a n d a s  de p r o t e i n a  se  han l o c a l i z a d o  p o r  t i n c i ô n  con 

a z u l  de C oom ass ie  (F lu k a ,  R250) a l  0.25% en  m e ta n o l  a l  45% y 

â c i d o  a c é t i c o  a l  5% d u r a n t e  1 h .  A c o n t i n u a c i ô n  l o s  g e l e s  se  

d e s t i f l e n  p o r  d i f u s i ô n  en  una  s o l u c i ô n  de m e t a n o l - â c id o  a c é t i c o  

- a g u a  ( 9 : 1 : 1 0  e n  volumen) (2 4 4 ) .

La t i n c i ô n  de g l i c o p r o t e i n a s  s e  h a  l l e v a d o  a c a b o  p o r  e l  

m étodo  de Z a c h a r i u s  e t  a l .  (2 4 5 ) .  Se i n t r o d u c e n l o s  g e l e s  en  

un a  s o l u c i ô n  a l  12% de â c i d o  t r i c l o r o a c é t i c o  d u r a n t e  30 m in.
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T r a n s c u r r i d o  e s t e  t ie m p o  se  l a v a n  l i g e r a m e n t e  co n  a g u a  d e s t i l ^  

da  y se sum ergen  en una s o l u c i ô n  de â c i d o  p e r i ô d i c o  a l  1% en  

â c i d o  a c é t i c o  a l  3%, d u r a n t e  50 min. P o s t e r i o r m e n t e  se  l a v a n  

e x h a u s t iv a m e n te  con  agua  d e s t i l a d a  ( t r è s  c am b io s  en  12 h) y se  

i n t r o d u c e n  en  una s o l u c i ô n  de s u i f i t o  de F u s c h i n a  ( r e a c t i v o  de 

S d û f f )  d u r a n t e  50 min en l a  o s c u r i d a d .  D espués  l o s  g e l e s  se  1^ 

v an  con m e t a b i s u l f i t o  s ô d i c o  a l  0.5% r e c i é n  p r e p a r a d o ,  t r è s  ve. 

c e s  d u r a n t e  10 min c a d a  v e z ,  y f i n a l m e n t e  s e  d e s t i f l e n  de l a  

misma form a que p a r a  l a  t i n c i ô n  con a z u l  de C o o m a ss ie .

Los g e l e s  d e s t e f l i d o s  se  s e c a n  e n t r e  h o j a s  de c e l o f â n  y 

se  d e n s i t o m e t r a n  en  un a p a r a t o  Jo y ce  L o e b l  m o de lo  MKIIIC. La 

m o v i l i d a d  e l e c t r o f o r é t i c a  de c a d a  una  de l a s  b a n d a s  se  c a l c u l a  

d i v i d i e n d o  l a  d i s t a n c i a  que ha  m ig ra d o  l a  p r o t e i n a  p o r  l a  d i s -  

t a n c i a  que  h a  m ig rad o  e l  a z u l  de b ro m o fe n o l  y l o s  p e s o s  m olecu 

l a r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  se  d e te r m in a n  se g û n  e l  m étodo  de Weber 

y O sborn  (2 4 6 ) ,  t e n i e n d o  en c u e n t a  que  l a  m o v i l i d a d  e l e c t r o f o ­

r é t i c a  e s  in v e r s a m e n te  p r o p o r c i o n a l  a l  l o g a r i t m o  d e c im a l  d e l  

p e s o  m o l e c u l a r .

L as  b a n d a s  de m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  se  h an  l o c a l i z a d o  p o r  

au torrad iograf îa  de l o s  g e l e s .  P a ra  e l l o  e l  g e l  s e c o  se  pone d ^  

r e c  tame n t e  en  c o n t a c t o  con  una p l a ç a  au to rrad iogrâfica  m éd ica  

MAFE RP-X7 y ambos se  c o lo c a n  en un c h a s i s  co n  p a n t a l l a  a m p l i -  

f i c a d o r a  D upont,  de 1 a 3 d i a s ,  a -70fiC. D espués  l a  p l a ç a  se  

r é v é l a  no rm alm en te  y e l  p e so  m o l e c u la r  de l a s  b a n d a s  se  d é t e r ­

mina como y a  se  h a  d e s c r i t o  p a r a  l a s  b a n d a s  de p r o t e i n a .

1 1 .1 4 .  ACTIVACION DE SEPHAROSA E INM0VILI2ACI0N DE LIGANDOS

I I . 1 4 .1 .  A c t i v a c i ô n  de S e p h a ro s a  con  CNBr

Se h a  u t i l i z a d o  C N B r-S epharosa  4B c o m e r c i a l  (P h a rm a c ia )
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o S ep h a ro s a  a c t i v a d a  p o r  e l  m étodo  de C u a t r e c a s a s  ( 2 4 7 ) .

100 ml de S e p h a ro s a  4B s e d im e n ta d a  (P h a rm a c ia )  s e  suspe jr  

den  en 100 ml de agua  d e s t i l a d a  y se  l e  aflade ' con  a g i t a c i ô n  

y en  v i t r i n a ,  4 g de CNBr d i s u e l t o s  en  e l  minime volum en p o s i ­

b l e  de a c e t o n i t r i l o .  D u ra n te  10 min s e  m a n t ie n e  e l  pH de l a  

s u s p e n s iô n  a l r e d e d o r  de 11 m e d ia n te  l a  adiciôn, con  a g i t a c i ô n  

c o n t i n u a  y su a v e ,  de NaOH 8 N. T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  l a  mez 

c i a  se  e n f r i a  r â p id a m e n te  co n  h i e l o  y  s e  f i l t r a  en  un  embudo 

B uchner  c c lo c a n d o  en e l  q u i t a s a t o  CuSO^ y  NaOH s ô l i d o s  p a r a  

p ro v o c a r  l a  d e s c o m p o s ic iô n  d e l  CNBr que  no h a y a  r e a c c i o n a d o .  

F in a lm e n te  se  l a v a  con  2 1 de 0 .1  M NaHCO^, pH 8 . 0  f r i o .

La S e p h a ro sa  a c t i v a d a  e s  muy i n e s t a b l e  p o r  l o  q ue  l a s  

o p e r a c i o n e s  de la v a d o  y a d i c i ô n  d e l  l i g a n d o  deb en  h a c e r s e  r â p i  

dam ente .

1 1 . 1 4 .2 .  Uniôn de l i s i n a  a l a  S e p h a ro s a  a c t i v a d a

A 14 g de S e p h a ro s a  a c t i v a d a  s e  l e  afladen. 10 g de L - l i s ^  

na d i s u e l t o s  en  25 ml de 0 .1  M NaHCO^, 0 . 5  M N aCl, pH 8 .4  y  s< 

in c u b a  a 4&C d u r a n t e  24 h  con  a g i t a c i ô n  r o t a t o r i a  s u a v e .  T ram  

c u r r i d o  e s t e  t iem po  l a  S e p h a ro s a  se  f i l t r a  y  se  l a v a  con  t r è s  

c i c l o s  de 0 .1  M a c e t a t o  s ô d i c o ,  1 M NaCl, pH 4 . 0  y  0 .1  M 

NaHCO^, 1 M NaCl, pH 8 . 0  (1 l i t r o  en  t o t a l  de c a d a  tzunpôn) y 

f i n a l m e n t e  con  agua  d e s t i l a d a .

1 1 . 1 4 .3 .  Uniôn d e l  i n h i b i d o r  de t r i p s i n a  a l a  S e p h a r o s a  

a c t i v a d a

Se p r é p a r a  una d i s o l u c i ô n  d e l  i n h i b i d o r  de t r i p s i n a  p r o ­

c é d a n t e  de s o j a  (STI) en  0 .1  M NaüCO^, 1 M N aC l,  pH 8 . 0  y  se  

d é te r m in a  su  c o n c e n t r a c i ô n  e x a c t a  p o r  m ed ida  de l a  a b s o r b a n c ia  

a 280 nm u t i l i z a n d o  e l  c o e f i c i e n t e  de e x t i n c i ô n  dado  p o r
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R ack is  e t  a l .  ( 2 4 8 ) :

4 e o  =
4 ml de una  s o l u c i ô n  de STI, 2 . 5  mg/ml, s e  in c u b a n  con  

1 g de S e p h a ro s a  a c t i v a d a ,  con  a g i t a c i ô n  r o t a t o r i a  su a v e  a  4QC 

d u ra n te  16 h .  T r a n s c u r r i d o  e s t e  t ie m p o  s e  l e  aflade a l a  m e z c la  

de i n c u b a c iô n  0 . 1 4  ml de e t a n o l a m i n a  100 mM, pH 8 . 4 ,  p a r a  n e u -  

t r a l i z a r  l o s  g ru p o s  r e a c t i v o s  que p u d i e r a n  q u e d a r  s i n  r e a c c i o -  

n er ,  y se  i n c u b a  d u r a n t e  1 h  mâs con  a g i t a c i ô n .  Una v e z  compile 

t i d a  l a  i n c u b a c i ô n ,  l a  s u s p e n s i ô n  se  f i l t r a  y s e  mide l a  a b s o r  

b a n c ia  d e l  f i l t r a d o  y de l o s  s u b s i g u i e n t e s  l a v a d o s  co n  0 . 1  M 

NiHCO^, 1 M NaCl, pH 8 . 0 ,  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  r e n d i m i e n t o  de l a  

u u iô n .  En n u e s t r o  c a s o  é s t e  h a  s i d o  d e l  95.4%.

1 1 . 1 4 .4 .  U niôn de l e c t i n a s  a l a  S e p h a ro s a  a c t i v a d a

10 ml de u n a  s o l u c i ô n  de l a  l e c t i n a ,  de c o n c e n t r a c i ô n

2.5 mg/ml, en  tam pôn 0 .1  M NaHCO^, 1 M NaCl, 0 .1  M -MDGP, pH 

8 0 ,  se  in c u b a n  co n  3 g de S e p h a ro s a  a c t i v a d a  a 4QC d u r a n t e  16 

h T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  se  n e u t r a l i z a n  l o s  g r u p o s  c i a n a t o  

to d a v ia  r e a c t i v o s  in c u b a n d o  d u r a n t e  1 h  mâs c o n  0 . 4  ml de e t a -  

no lam ina 100 mM pH 8 . 4 .  S eg u idam en te  l a  S e p h a r o s a  se  f i l t r a  y 

S i  l a v a  con  tanqiôn 0 .1  M NalKO^, 1 M N aCl, pH 8 . 0  (500 m l ) ,  

afua  d e s t i l a d a  y ,  f i n a l m e n t e ,  tampôn 10 mM T r i s - H C l ,  1 M N aCl, 

p l  7 .8  ô 20 mM a c e t a t o  s ô d i c o ,  1 M NaCl, pH 5 . 2 .

1 1 . 1 4 . 5 .  U niôn  de f i b r i n ô g e n o  a l a  S e p h a r o s a  a c t i v a d a

E l  f i b r i n ô g e n o  s e  h a  u n id o  a l a  S e p h a r o s a  a c t i v a d a  e n  co n  

c i n t r a c i ô n  ap ro x im a d a  de 2 mg/ml g e l ,  s i g u i e n d o  e l  m étodo  d e s -  

c : i t o  en  e l  a p a r t a d o  I I . 1 4 . 3 .  F in a l m e n t e ,  se  h a  d e t e r m i n a d o  e s -  

p i c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  l a  c o n c e n t r a c i ô n  e x a c t a  de f i b r i n ô g e n o
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u n id o  a l a  S e p h a r o s a .  En e s t a s  c o n d i c i o n e s  e l  f i b r i n ô g e n o  q u e -  

da a n c l a d o  a l a  S e p h a ro s a  a t r a v é s  de su s  dos  c a d e n a s  , segün  

se  com prueba p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en 

SDS de m u e s t r a s  r e d u c i d a s  de S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o .
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I I I .  RESULTADOS
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1 1 1 . 1 .  INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION Y LOCALIZACION DEL ACTIVA-  

DPR EN LA FIBRINOLISIS

I I I . 1 . 1 .  I n f l u e n c i a  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de a c t i v a d o r  en 

l a  f i b r i n o l i s i s  exôqena

Se h a  e s t u d i a d o  l a  i n f l u e n c i a  que  l a  c o n c e n t r a c i ô n  d e l  a ç  

t i v a d o r  t i e n e  en  l a  f i b r i n o l i s i s  cuando  é s t e  se  afiade a l  c o â g u -  

l o  y a  fo rm ado .  E l e s t u d i o  se  ha  r e a l i z a d o  en  p la sm a  y en un sis^ 

tem a p u r i f i c a d o ,  l i b r e  de i n h i b i d o r e s ,  en e l  que se  h a  m a n te n i -  

do l a  p r o p o r c iô n  p l a s m i n ô g e n o : f i b r i n ô g e n o  (1 :2 2  en  p e s o )  e x i s -  

t e n t e  en e l  p la sm a  ( 0 . 1 3 - 0 . 1 8  mg/ml de p la s m in ô g e n o  y 3 -4  mg/ml 

de f i b r i n ô g e n o ) .  Se han  u t i l i z a d o  dos m odelos  e x p é r i m e n t a l e s  d ^  

f e r e n t e s :  c o â g u lo s  r e t r a i d o s ,  s e p a r a d o s  de l a  f a s e  l i q u i d a ,  y 

c o â g u l o s  i n t a c t e s .

1 1 1 . 1 . 1 . 1 .  C oâgu los  r e t r a i d o s

En un s i s t e m a  p u r i f i c a d o  l a  e f i c a c i a  de l a  l i s i s  aumenta  

c l a r a m e n t e  a l  au m en ta r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  de 0 

a  10 U l/m l  (F ig .  1 0 ) .  A p a r t i r  de e s t a  c o n c e n t r a c i ô n  e l  aumento 

en l a  velocidad de l i s i s  (mâximo % de materia l  l isado  por hora) es mener,lie  

gan do  a e s t a b i l i z a r s e  p r â c t i c a m e n t e  p a r a  2 0 -25  U l/m l de e s t r e p ­

t o q u i n a s a  ( v e l o c id a d  de l i s i s  de un 40% m a t e r i a l  l i s a d o / h ,  a p r o  

x im adam ente)  (F ig .  1 1 ) .

La l i s i s  de c o â g u lo s  de p la sm a  r e t r a i d o s  y l a v a d o s  e s  mu- 

c h o  m ener que l a  de c o â g u lo s  de f i b r i n a  p u r a  y  no se  ve a p e n a s  

f a v o r e c i d a  p o r  e l  aumento de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de a c t i v a d o r ,  ya 

s e a  e s t r e p t o q u i n a s a  ( h a s t a  200 U l/m l)  (F ig .12,I I I )  o u r o q u i n a s a  

( h a s t a  275 U l/m l)  (Fig.13,111). En n in g û n  c a s o  s e  o b t i e n e  un p o r -  

c e n t a j e  de m a t e r i a l  l i s a d o  s u p e r i o r  a l  20%, n i  s i q u i e r a  t r a s  21 

h  de l i s i s .
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F i g u r a  1 0 . C i n é t i c a s  de l i s i s  de c o â g u lo s  de f i b r i n a  

p u r  a r e t r a i d o s  y l a v a d o s .  La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i ­

nôgeno e s  de 1 mg/ml y  l a  de p la s m in ô g e n o  de 0 .0 4 5

mg/ml. La f i b r i n o l i s i s  se  h a  i n d u c i d o  p o r  a d i c i ô n  de

9 U l/m l ( I ) ,  5 U l/m l ( I I )  y 1 U l /m l  ( I I I )  de e s t r e p ­

t o q u i n a s a .
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I I I . 1 . 1 . 2 .  C o âgu lo s  i n t a c t o s

La e f e c t i v i d a d  de l o s  dos  a c t i v a d o r e s  e s t u d i a d o s ,  e s t r e p  

t o q u i n a s a  y u r o q u i n a s a ,  e s  mucho mayor cu ando  se  afiaden d i r e c -  

ta m e n te  a l  c o â g u lo  ya fo rm ad o ,  s i n  s e p a r a r l o  p r e v ia m e n te  de l a  

f a s e  l i q u i d a ,  que en l a  i n d u c c i ô n  de l a  l i s i s  de c o â g u lo s  r e ­

t r a i d o s  (Fig.12,I I  y 13,111 A l a u m e n ta r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e s t r e p  

t o q u i n a s a  se  p ro d u c e  un c l a r o  aum ento  de l a  a c t i v i d a d  f i b r i n o -  

l i t i c a ,  l a  c u a l  t i e n d e  a e s t a b i l i z a r s e  a p a r t i r  de 500 U l /m l  

de p la s m a .  La l i s i s  de l o s  c o â g u l o s  puede l l e g a r  a s e r  t o t a l  

p a r a  t i e m p o s  de i n c u b a c iô n  s u p e r i o r e s  a l a s  25 h ( F ig .  1 3 , 1 ) .

La a c t i v i d a d  f i b r i n o l i t i c a  se  ve ta m b ié n  in c r e m e n ta d a  a l  

a u m e n ta r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de u r o q u i n a s a ,  s i  b i e n  en  e s t e  c a s o ,  

en e l  r a n g o  de c o n c e n t r a c i o n e s  e s t u d i a d o  ( h a s t a  1000 U l/m l  de 

p l a s m a ) , no se  o b s e r v a  una  e s t a b i l i z a c i ô n  de l a  misma. Por 

o t r a  p a r t e ,  e l  p o r c e n t a j e  de m a t e r i a l  l i s a d o  e s  p r â c t i c a m e n t e  

e l  mismo a l a s  2 y 21 h  de i n c u b a c i ô n ,  l o  que i n d i c a  una  i n h i -  

b i c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  f i b r i n o l i t i c a  ya  de sd e  l a s  2 p r i m e r a s  

h o r a s  de i n c u b a c iô n .  Por e s t a  r a z ô n ,  s i  b i e n  a c o n c e n t r a c i o n e s  

a l t a s  de a c t i v a d o r  (750-1000 U l/m l)  y en  l a s  p r i m e r a s  h o r a s  de 

l i s i s  l a  u r o q u i n a s a  p a r e c e  s e r  mâs e f e c t i v a  que l a  e s t r e p t o q u p  

n a s a ,  a t i e m p o s  a l t o s  o c u r r e  l o  c o n t r a r i o  y l o s  c o â g u lo s  a c t i -  

vados  co n  u r o q u i n a s a  no l l e g a n  a l i s a r s e  t o t a l m e n t e  m i e n t r a s  

que s i  l o  h a c e n  a q u e l l o s  a c t i v a d o s  con e s t r e p t o q u i n a s a  (compa- 

r a r  e s t r e p t o q u i n a s a ,  F i g .  1 2 ,1 1  y 1 3 ,1 ,  con  u r o q u i n a s a ,F i g . 13,I I)

I I I . 1 . 2 .  I n f l u e n c i a  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de a c t i v a d o r  en 

la  f i b r i n o l i s i s  endôgena

Se ha  e s t u d i a d o  l a  i n f l u e n c i a  que l a  c o n c e n t r a c i ô n  de a ç  

t i v a d o r  t i e n e  en  l a  f i b r i n o l i s i s  cu and o  é s t e  se  e n c u e n t r a  p r é ­

s e n t e  en e l  mornent o  de f o r m a r s e  l a  f i b r i n a ,  t a n t o  en  p la s m a  co 

no en  un s i s t e m a  p u r i f i c a d o .
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E l  p o t e n c i a l  f i b r i n o l î t i c o  de l a  e s t r e p t o q u i n a s a  endôge­

na e s  mucho mayor que e l  de l a  e s t r e p t o q u i n a s a  e x ô g e n a ,  a f i a d i -  

da a l a  f i b r i n a  ya fo rm a d a ,  e x i s t i e n d o  una a c u s a d a  i n f l u e n c i a  

de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de a c t i v a d o r  en l o s  t i e m p o s  t o t a l e s  de l i ­

s i s .  A s i ,  p a r a  0 .5  U l /m l  e l  t i em p o  t o t a l  de fo r m a c iô n  y d e g r a -  

d a c iô n  de un c o â g u lo  de f i b r i n a  p u r a  e s  de 85 min y e s t e  t i e m ­

po d is m in u y e  h a s t a  12 min a l  au m en ta r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de e s ­

t r e p t o q u i n a s a  a 10 -1 5  U l /m l  (F ig .  14 B ) .

E l  e f e c t o  e s  mucho mayor en l a  f i b r i n o l i s i s  end ôg ena  de

c o â g u lo s  de p la s m a ,  de form a que m i e n t r a s  e l  t i e m p o  t o t a l  de 

fo r m a c iô n  y l i s i s  d e l  c o â g u lo  en  p r e s e n c i a  de 20 U l /m l  de e s ­

t r e p t o q u i n a s a  e s  de 100 h ,  p a r a  75 U l /m l  e s  t a n  s ô l o  de 30 min 

(F ig .  14 A ) .  P a r a  co m p ro b a r  que e s t e  e f e c t o  no e s  d e b id o  a un 

i n c r e m e n to  de l a  f i b r i n o g e n o l i s i s  se  h a  e s t u d i a d o  l a  v a r i a c i ô n

con  e l  t i e m p o  d e l  p o r c e n t a j e  de f i b r i n a  i n s o l u b l e  en  e l  c o âg u ­

l o ,  p a r a  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de e s t r e p t o q u i n a s a  (F ig .  1 5 ) .  

A c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  de a c t i v a d o r  (90 U l/m l)  l a  d e g r a d a c i ô n  

e s  muy r â p i d a  y no se  l l e g a  a o b t e n e r  e l  100% de f i b r i n a  en  e l  

c o â g u lo ,  l o  que  i n d i c a  c l a r a m e n t e  a c t i v i d a d  f i b r i n o g e n o l l t i c a .  

S in  em barg o ,  a c o n c e n t r a c i o n e s  m enores  y p r e c i s a m e n t e  en e l  i p  

t e r v a l o  en  e l  que  s e  p ro d u c e  mâs v a r i a c i ô n  en  l o s  t i e m p o s  t o t a .  

l e s  de l i s i s  (45 y 35 U l /m l  de p la sm a)  e l  f i b r i n ô g e n o  se  t r a n p  

form a t o t a l m e n t e  en  f i b r i n a ,  ya  que en  l a  dos  p r i m e r a s  h o r a s  

de i n c u b a c i ô n  e l  p o r c e n t a j e  de f i b r i n a  en  e l  c o â g u lo  e s  d e l  

100%.

P o r  l o  que  r e s p e c t a  a l a  u r o q u i n a s a ,  l a  p r e s e n c i a  de l a  

misma en  e l  p la s m a  a n t e s  de c o a g u l a r ,  en  c o n c e n t r a c i o n e s  su p e ­

r i o r e s  a  250 U l /m l ,  p r o v o c a  l a  d i s o l u c i ô n  de l a  f i b r i n a  en  t i e m  

p o s  i n f e r i o r e s  a l a s  2 h .  S in  em bargo ,  una d i s m i n u c iô n  de e s t a  

c o n c e n t r a c i ô n  t i e n e  como r e s u l t a d o  u n a  r e d u c c i ô n  d r â s t i c a  de l a  

a c t i v i d a d  f i b r i n o l i t i c a  y l o s  c o â g u lo s  a s i  fo rm ado s  nunea  l l e ­

gan  a  l i s a r s e  t o t a l m e n t e .
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I I I . 2 .  CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS LECTINA-FIBRINOGENO /  

FRAGMENTOS D Y E

1 1 1 . 2 . 1 .  U niôn  de ^ ^ ^ I -A c -C o n  A a l  f i b r i n ô g e n o

La u n iô n  de ^ ^ ^ I -A c -C o n  A a l  f i b r i n ô g e n o  se  h a  e s t u d i a d o  

s e p a r a n d o  l a  l e c t i n a  u n id a  de l a  l i b r e  m e d ia n te  c o a g u l a c i ô n  

d e l  f i b r i n ô g e n o  y s u s  c o m p le jo s  p o r  t r o m b in a .  E l  p o r c e n t a j e  de 

u n iô n  i n e s p e c î f i c a ,  d e te r m in a d o  p a r a l e l a m e n t e  e n  e x p é r i m e n t e s  

r e a l i z a d o s  en  p r e s e n c i a  d e l  i n h i b i d o r  e s p e c î f i c o  a-MDGP, no ha  

s u p e r a d o  en  n in g û n  c a s o  e l  7% de l a  u n iô n  t o t a l .

La r e p r e s e n t a c i ô n  de S c a t c h a r d  de l o s  d a t o s  e x p é r i m e n t a ­

l e s  ( F i g .  16) puede  a j u s t a r s e  en  p r i n c i p i o  a u na  r e c t a  co n  un 

c o e f i c i e n t e  de c o r r e l a c i ô n  de 0 .9 7  (y una  d e s v i a c i ô n  e s t a n d a r  

co n  r e s p e c t e  a l o s  v a l o r e s  de v /  [ l e c t i n a )  , a = 0 . 0 5 ) .  Se

o b t i e n e n  a s i  3 . 6  s i t i o s  de u n iô n  y  una c o n s t a n t e  de d i s o c i a -  

c i ô n  de 4 .3 5  uM. S in  em bargo ,  se  o b t i e n e  un m e jo r  a j u s t e  consi_ 

d e r a n d o  que  e x i s t e n  dos  c l a s e s  de s i t i o s  de u n iô n  i n d e p e n d i e n -  

t e s  y  co n  d i s t i n t a  a f i n i d a d ,  s i e n d o  n̂  ̂ = n^ = 2 y l a s  c o n s t a m -  

t e s  de d i s o c i a c i ô n  2 .4  uM y 1 6 .6  uM, r e s p e c t i v a m e n t e  (o = 0 .0 1 8 ) .

En c u a l q u i e r  c a s o ,  l a  Ac-Con A se  une a l a s  4 c a d e n a s  de 

c a r b o h i d r a t o  d e l  f i b r i n ô g e n o ,  a l  i g u a l  que l o  h i c i e r a  e l  d lm e ro  

de Con A a pH 5 .2  (2 4 9 ) .

1 1 1 . 2 . 2 .  U niôn de ^ ^ ^ 1 - l e c t i n a s  a S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o

A pH 5 . 2 ,  e l  d lm ero  de ^ ^ ^ I -C o n  A se  une e s p e c l f i c a m e n t e  

a S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o .  A ju s t a n d o  a una r e c t a  l a  r e p r e s e n t a ­

c iô n  de S c a t c h a r d  de l o s  d a t o s  e x p é r i m e n t a l e s  ( c o e f i c i e n t e  de 

c o r r e l a c i ô n  0 .9 2 )  se  o b t i e n e n  3 . 9  s i t i o s  de u n iô n  con  una c o n £  

t a n t e  de d i s o c i a c i ô n  de 3 . 6  yM ( F i g .  17 ) .  E s to s  v a l o r e s  son  

muy s i m i l a r e s  a l o s  o b t e n i d o s  p a r a  l a  u n iô n  de Con A d lm ero
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v /C A c-C o n  (VM’ ^)

F i g u r a  1 6 . R e p r e s e n t a c i ô n  de S c a t c h a r d  de l a  u n iô n  e ^  
125p e c i f i c a  de I-A c-C o n  A a f i b r i n ô g e n o .  E l  a j u s t e  se

h a  r e a l i z a d o  p a r a  una  s o l a  c l a s e  de s i t i o s  de u n iô n  

( l i n e a  d i s c o n t i n u a )  y p a r a  d os  c l a s e s  de s i t i o s  de 

u n iô n  i n d e p e n d i e n t e s  ( l i n e a  c o n t i n u a ) .  La c o n c e n t r a ­

c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  e s  2 .5  yM y l a  de l e c t i n a  v a r i a  

de 2 a 28 yM.
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F i g u r a  1 7 . R e p r e s e n t a c i ô n  de S c a t c h a r d  de l a  u n iô n  e s p e c ^  

f i c a  de ^ ^ I -C o n  A a S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o  a  pH 5 .2  

-Con A d l m e r o ) . La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  e s  de

1 . 5  uM y l a  de l e c t i n a  v a r i a  de 1 .1  a 1 1 .3  PM
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(249) y Ac-Con A a l  f i b r i n ô g e n o .

Asimismo, e l  a n â l i s i s  de l a  u n iô n  de ^^ ^ I -C o n  A t e t r â m e -  

r o ,  a pH n e u t r o ,  a S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o  i n d i c a  l a  e x i s t e n c i a  

de 4 .6  s i t i o s  de u n iô n  con  una c o n s t a n t e  de d i s o c i a c i ô n  de 

1 .3 1  PM ( c o e f i c i e n t e  de c o r r e l a c i ô n  0 .8 5 )  ( F i g . 18 ) .

No se  o b s e r v a ,  s i n  em bargo ,  u n iô n  e s p e c i f i c a  de I -  

LcH a S e p h a r o s a - f i b r i n ô g e n o ,  d e t e c t â n d o s e  sô la m e n te  un 20% de 

u n iô n  i n e s p e c i f i c a  en  t o d o s  l o s  c a s o s .

I I I . 2 . 3 .  E s t u d i o s  de u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  de 

l o s  c o m p le jo s  l e c t i n a - f i b r i n ô g e n o / f r a g m e n t o s  D y E

La i n t e r a c c i ô n  de l a s  l e c t i n a s  LcH, Con A y Ac-Con A C(n 

e l  f i b r i n ô g e n o  i n t a c t e  y l o s  f r a g m e n t e s  de d i g e s t i ô n  p o r  p l a : -  

m ina  D y E se  h a  e s t u d i a d o  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  

Los  r e s u l t a d o s  se  r e s u m e n en l a  T a b la  3 .

T i l . 2 . 3 . I C om ole io s  L c H - f ib r in ô g e n o

En e l  c a s o  de l o s  c o m p le jo s  L c H - f i b r i n ô g e n o ,  o b t e n i d o s  a 

c o n c e n t r a c i o n e s  r e l a t i v e s  de l e c t i n a  de 50 pg  a 1 mg p o r  mg te 

f i b r i n ô g e n o ,  se  o b s e r v a  un p i c o  cuyo  c o e f i c i e n t e  de s e d im e n t t -  

c i ô n  a p a r e n t e  v a r i a  d e s d e  7 . 8  S p a r a  e l  f i b r i n ô g e n o  p u ro  h a s .a  

8 . 8  S p a r a  e l  c o m p le jo  L c H - f i b r i n ô g e n o  a l a  mayor c o n c e n t r a ­

c i ô n  r e l a t i v e  de l e c t i n a  (1 mg/mg f i b r i n ô g e n o ) .  A e s t a  c o n c e i -  

t r a c i ô n  se  o b s e r v a  ta m b ié n  un p i c o  mâs l e n t o  con un c o e f i c i e i -  

t e  de s e d i m e n t a c iô n  de 3 . 9  S y que se  c o r r e s p o n d e  con l a  l e c - i  

ne l i b r e .

No se  o b s e r v a n  a g r e g a d o s  s o l u b l e s  de a l t o  p e s o  m o le c u l i r  

n i  s e d im e n ta c iô n  de m a t e r i a l  a n t e s  de h a b e r s e  a lc a n z a d o  l a  f i se
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dff 60 000 r e v / m i n .

I J I . 2 . 3 . 2 .  C o m p le io s  Ac-Con A - f i b r i n é g e n o

Los c o m p le jo s  de Ac-Con A y  f i b r i n ô g e n o  se  mueven tam - 

b i ié n  e n  un s o l o  p i c o  cu yo  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  v a r i a  

ccon l a  c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  d e s d e  7 .8  S h a s t a  1 0 .2  S p a r a  

l o s  c o m p l e jo s  fo rm ad o s  a una  c o n c e n t r a c i ô n  de Ac-Con A de 1 mg 

p o r  mg de f i b r i n ô g e n o  . E s t e  v a l o r  e s  muy s i m i l a r  a l  o b t e n i d o  

p a r a  l o s  c o m p le jo s  Con A d i m e r o - f i b r i n ô g e n o ,  a pH é c i d o ,  p a r a  

l a  misma c o n c e n t r a c i ô n  r e l a t i v a  de l e c t i n a  (2 4 9 ) .  A e s t a  c o n -  

c a n t r a c i ô n  s e  o b s e r v a  ademâs un  p i c o  que  s e d im e n ta  a menor v e ­

l o c i d a d ,  con  un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  de 3 . 8  S, que c o ­

r r e s p o n d e  a l  d e r i v a d o  a c e t i l a d o  d i m é r i c o  de Con A.

En n in g û n  c a s o  se  o b s e r v a  l a  f o r m a c i ô n  de a g re g a d o s  de 

a l t o  p e s o  m o l e c u l a r .

I I I . 2 . 3 . 3 .  C o m p le io s  Con A - f r a g m e n to s  D y E

La fo r m a c iô n  de c o m p le jo s  e n t r e  l o s  f r a g m e n to s  D y E d e l  

f i b r i n ô g e n o  y Con A se  d e m u e s t r a  c l a r a m e n t e  p o r  u l t r a c e n t r i f u ­

g a c iô n  a n a l i t i c a .  Los f r a g m e n t o s  D y E p u r o s  m u e s t r a n  c o e f i -  

c i e n t e s  de s e d i m e n t a c iô n  de 4 . 9  S y 2 . 9  S, r e s p e c t i v a m e n t e .  A 

a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  r e l a t i v e s  de Con A (1 mg/mg 0) to d o  e l  

f r a g m e n te  D se  e n c u e n t r a  u n id o  a  l a  l e c t i n a  y  se  o b s e r v a  un an 

ch o  p i c o  que p r é s e n t a  a l  me nos d o s  mâximos con  c o e f  i c i e n t e s  de 

s e d i m e n t a c iô n  de 6 . 8  S y 8 . 2  S , r e s u l t a d o  d e l  s o l a p a m ie n to  de 

d i f e r e n t e s  c o m p le jo s  Con A - f r a g m e n to  D.

P or o t r a  p a r t e ,  a  c o n c e n t r a c i o n e s  m en o res  (0 .7  mg/mg E) 

con  A p r é c i p i t a  l a  mayor p a r t e  de f r a g m e n t e  E y e l  m a t e r i a l  

r e s t a n t e  se  mueve e n  un s o l o  p i c o  qu e  p r é s e n t a  un c o e f i c i e n t e  

de s e d im e n ta c iô n  de 8 . 7  S, s i n  q u e  p u e d a  d e t e c t a r s e  Con A l i ­

b r e  o f r a g m e n te  E l i b r e .
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1 1 1 . 2 . 3 . 4 .  C o m p le io s  Ac-Con A -f ra g m e n to s  D y E

Ac-Con A i n t e r a c c i o n a  con e l  f r a g m e n te  D, de form a que a 

una  c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  de 1 mg/mg D se  o b s e r v a  un s o lo  

p i c o  cuyo c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n ,  6 .1  S, e s  mayor que e l  

que c o r r e s p o n d e  a c a d a  p r o t e l n a  i n d i v i d u a l m e n t e .

I g u a lm e n te ,  p a r a  l o s  c o m p le jo s  Ac-Con A - f r a g m e n to  E, a 

una c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  de 0 .5  mg/mg E se  o b s e r v a  un s o l o  

p i c o  con un c o e f i c i e n t e  de s e d im e n ta c iô n  de 5 .3  S.

1 1 1 . 2 . 3 . 5 .  C om ple io s  L cH -f ra g m e n to s  D v E

La i n t e r a c c i ô n  de LcH con l o s  f r a g m e n to s  D y E e s  mâs di^ 

f i c i l  de d e t e c t a r  que  en e l  c a s o  de l a s  o t r a s  l e c t i n a s .  A a l ­

t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de l e c t i n a  (1 mg/mg D) se  o b s e r v a  p a r a  l a  

m ezc la  de i n c u b a c iô n  L c H -f ra g m en te  D un s o l o  p i c o  que p r é s e n t a  

un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  de 4 . 9  S. Un c o m p o r ta m ie n to  

m i l a r  m u e s t r a n  l a s  m e z c la s  L cH -fragm en to  E, a c o n c e n t r a c i o n e s  

r e l a t i v a s  de l e c t i n a  de 0 .7  mg/mg E. En e s t e  c a s o ,  e l  p i c o  que 

se  o b s e r v a  m u e s t r a  un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  de 3 .7  S. 

E s t o s  v a l o r e s ,  en  ambos c a s o s ,  e s t â n  muy p rô x im o s  a l o s  que co  

r r e s p o n d e n  a l a s  e s p e c i e s  m o l e c u l a r e s  i n d i v i d u a l e s  y p u d i e r a n  

r e p r e s e n t a r  e l  c o m p o r ta m ie n to  de l a  m ezc la  en  a u s e n c i a  de com­

p l e j o s .  P or  e l l o  se  h a  e s t u d i a d o  l a  v e l o c i d a d  de s e d i m e n t a c iô n  

de l a s  m e z c la s  de LcH y l o s  f r a g m e n to s  O y E en  p r e s e n c i a  d e l  

i n h i b i d o r  e s p e c i f i c o  (0 .1  M o-MDGP) y en p r e s e n c i a  de un a z û -  

c a r  no i n h i b i d o r  (0 .1  M g a l a c t o s a ) . De e s t a  fo rm a se  puede corn 

p a r a r  en  c o n d i c i o n e s  s i m i l a r e s  de v i s c o s i d a d  y d e n s i d a d  d e l  d^  

s o l v e n t s  e l  c o m p o r ta m ie n to  de l a  m ezc la  en  a u s e n c i a  de com ple­

j o s  ( g-MDGP) o en  s u  p o s i b l e  p r e s e n c i a  ( g a l a c t o s a ) .

Las m e z c la s  de LcH y f r a g m e n te  E m u e s t r a n  l o s  mismos coe. 

f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c i ô n ,  d e n t r o  d e l  e r r o r  e x p e r i m e n t a l ,  con 

ambos a z û c a r e s :  3 . 5  S y 3 . 7  S en p r e s e n c i a  de a-MDGP y g a l a c t o  

s a ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  S in  em bargo ,  l a s  m ez c la s  de LcH y fragmeji
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t o  D p r e s e n t a n  c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c i ô n  de 5 . 0  S en  c o n d i ­

c i o n e s  no i n h i b i d o r a s  y de 4 . 4  S en p r e s e n c i a  de a-MDGP, l o  que 

s u g i e r e  que pu eda  d a r s e  i n t e r a c c i ô n  e n t r e  LcH y e l  f r a g m e n t e  D.

I I I . 2 . 4 .  Uniôn c o v a l e n t e  de ^ ^ ^ I -C o n  A v ^ ^^ l -L cH  a l  f i -  

b r i n ô q e n o

La i d e n t i f i c a c i ô n  de l o s  d o m in io s  con  l o s  que  i n t e r a c c i o ­

n a  c a d a  l e c t i n a  en  l a  m o lé c u la  i n t a c t a  de f i b r i n ô g e n o  se  h a  l i e .
125v a d o  a  cabo  u n ie n d o  c o v a le n te m e n t e  l a s  l - l e c t i n a s  a l  f i b r i n ô  

g e n o  m e d ia n te  un r e a c t i v o  b i f u n c i o n a l  de e n t r e  c r u  zamie nt o  y d i -  

g i r i e n d o  pos t e r i o r m e n t e  e l  f i b r i n ô g e n o  con  p la s m in a  a f r ag m en ­

t o s  D y  E. E s to s  r e a c t i v o s  so n  muy i n e s t a b l e s  y s e  i n a c t i v a n  r â  

p id a m e n te  p o r  l o  que l a s  d i s o l u c i o n e s  hem de s e r  p r e p a r a d a s  i n -  

m e d ia ta m e n te  a n t e s  de s e r  u t i l i z a d a s .  No o b s t a n t e  y p a r a  e v i t a r  

q u e  a lg u n a  p o s i b l e  a c t i v i d a d  r e s i d u a l  a c t u e  u n ie n d o  l a  l e c t i n a  

m arcad a  a lo s  f r a g m e n to s  d e l  f i b r i n ô g e n o  u na  vez  d i g e r i d o  é s t e  

p o r  l a  p la s m in a ,  e l  r e a c t i v o  se  h a  n e u t r a l i z a d o  t o t a l m e n t e  con 

e t a n o l a m i n a  a n t e s  de l a  d i g e s t i ô n .  La t o t a l  i n a c t i v a c i ô n  d e l  

mismo se  h a  comprobado p o r  l a  i n c a p a c i d a d  d e l  r e a c t i v o  a s i  t r a -  

t a d o  de u n i r  c o v a le n te m e n te  monômeros de I - l e c t i n a  e n t r e  s i ,  

r e a c c i ô n  en l a  que en  n u e s t r o  s i s t e m a  p r é s e n t a  e l  mayor r e n d i -  

m ie n to .

Con o b j e t o  de i d e n t i f i c a r  mâs f â c i l m e n t e  l o s  f r a g m e n to s  

u n id o s  c o v a le n te m e n te  a l a  l e c t i n a  m a rc a d a  s e  han r e a l i z a d o  s i -  

m u l tâ n e am e n te  t r è s  e x p e r i m e n t o s  c o n t r o l ;  ^ ^ ^ I - l e c t i n a  s o l a ,  

^ ^ ^ I - l e c t i n a  mâs f r a g m e n to  D y ^ ^ ^ l - l e c t i n a  mâs f r a g m e n to  E.

E l  r e a c t i v o  DTBP une c o v a l e n t e m e n t e  dos  monômeros de 

Con A e n t r e  s i ,  t a n t o  los  roondmeros In tac to s ,  de 27 500 Da de p e so  

m o l e c u la r  como l o s  f r a g m e n to s  de 13 000 a 18 000 Da, a p a r e c i e n -  

do una s e r i e  de b a n d a s  r a d i a c t i v a s  de p e s o s  m o l e c u l a r e s  h a s t a
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55 000 Da. E s t a s  b an d as  se  e n c u e n t r a n  p r é s e n t e s  en  t o d a s  l a s  

m u e s t r a s  y son a l t a m e n t e  r a d i a c t i v a s ,  p o r  l o  que se  h a  c o r t a d o  

e l  g e l  j u s t o  p o r  encim a de e l l a s  p a r a  e v i t a r  i n t e r f e r e n c i a s  e n  

l a  au torrad iograf ia  (F ig .  19 y 20 ) .

E l  r e a c t i v o  DTBP une c o v a l e n t e m e n t e  ^ ^ ^ I -C o n  A a l  f i b r i ­

nôgeno y a l o s  f r a g m e n to s  D y E, se g û n  s e  o b s e r v a  en  l a  au to rra  

d i o g r a f i a  (F ig .  1 9 ,  l î n e a s  1 ,  2 y 3 ,  r e s p e c t i v a m e n t e ) .  En e l  

c a s o  de ^^ ^ I -C o n  A u n id a  a l  f r a g m e n to  D se  o b s e r v a n  dos  b a n d a s

de p e s o s  m o l e c u l a r e s  100 000 Da y 115 000 Da, m i e n t r a s  que s 6 -
125l o  se  o b s e r v a  una b a n d a  de a l r e d e d o r  de 70 000 Da p a r a  I -

Con A u n id a  a l  f r a g m e n to  E. P or  d i g e s t i ô n  d e l  c o m p le jo  c o v a l e n  
125t e  I -C o n  A - f i b r i n ô g e n o  se  o b t i e n e n  l a s  b a n d a s  r a d i a c t i v a s  

c o r r e s p o n d i s n t e s  a l o s  c o m p le jo s  I -C o n  A - f r a g m e n to  D y i  

-Con A -f ra g m e n to  E ( l i n e a  5 ) .  Todas e s t a s  b a n d a s  r e f i e j a n  

u n iô n  e s p e c i f i c a ,  ya que no se  o b s e r v a n  en l o s  e x p e r i m e n t o s  

r e a l i z a d o s  en p r e s e n c i a  de u-MDGP.

E l  DTBP ha r e s u l t a d o ,  s i n  em bargo ,  muy p o co  e f e c t i v o  en

l a  u n iô n  c o v a l e n t e  de ^^^ i -L cH  a l  f i b r i n ô g e n o ,  p o r  l o  que p a r a

e s t a  l e c t i n a  se  h a  u t i l i z a d o  o t r o  r e a c t i v o  b i f u n c i o n a l ,  e l  DMS.

E s te  r e a c t i v o  ta m b ié n  une c o v a le n t e m e n t e  l a s  s u b u n i d a d e s  de l a

I -L cH , form ando muy d i v e r s o s  c o m p le jo s  r e s u l t a d o  de l a s  d i ^

t i n t a s  c o m b in a c io n e s  de l a s  do s  c l a s e s  de s u b u n i d a d e s ,  H y L,

de 18 000 Da y 8 000 Da, r e s p e c t i v a m e n t e ,  h a s t a  l a  m o lé c u la

c o m p lé ta  H L_, de p e s o  m o l e c u l a r  52 000 Da. A l i g u a l  que  s e  h i.  
125c i e r a  en  e l  c a s o  de I -C o n  A, l o s  g e l e s  se  h a n  c o r t a d o  j u s t o  

p o r  enc im a  de e s t a s  b a n d a s  a l t a m e n t e  r a d i a c t i v a s  p a r a  e v i t a r  

i n t e r f e r e n c i a s  (F ig .  21 y 2 2 ) .

E l  DMS une c o v a le n t e m e n t e  ^^^ I -L cH  a l  f i b r i n ô g e n o  y a l

f r a g m e n t o  D (F ig .  21 , l i n e a s  1 y 2, r e s p e c t i v a m e n t e ) .  En e l  ca^ 

so  d e l  co m p le jo  ^ ^ ^ I -L c H - f r a g m e n to  D se o b s e r v a  una b a n d a  mayo 

r i t a r i a  de p e s o  m o l e c u l a r  a p ro x im ad o  105 000 Da y dos b a n d a s
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F ig u r a  1 9 . Uniôn c o v a l e n t e  de ^ ^ ^ I -C o n  A a l  f i b r i n ô g e n o  y 

a su s  f r a g m e n to s  D y E p o r  DTBP. L as  d i s t i n t a s  m u e s t r a s  

se  han  a n a l i z a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l e s  de p o l i a c r i -  

launida a l  7 .5  % en  p r e s e n c i a  de SDS y l a s  b a n d a s  r a d i a c t ^  

v a s  se  h an  l o c a l i z a d o  p o r  a u t o r r a d i o g r a f î a  de l o s  g e l e s .  

La l o c a l i z a c i ô n  de l o s  f r a g m e n to s  D y E en  e l  g e l  se  indi^ 

c a  m e d ia n te  f l é c h a s ,  a s i  como l o s  p e s o s  m o l e c u l a r e s  a p r o -  

ximados de l a s  b a n d a s  r a d i a c t i v a s ,  c a l c u l a d o s  a p a r t i r  de

su s  m o v i l i d a d e s  r e l a t i v a s .  L in e a  1 , 125 I-C o n  A - f i b r i n ô g e -

no; l i n e a  2 , ^ ^ ^ i -C o n  A - f r a g m e n to  D; l i n e a  3 ,  ^ ^ ^ I -C o n  A- 

f r a g m e n to  E; l i n e a  4 ,  ^ ^ ^ I -C o n  A; l i n e a  5, ^ ^ ^ I -C o n  A - f i ­

b r in ô g e n o  d i g e r i d o  p o r  p l a s m i n a .
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F i g u r a  2 0 . M o v i l id a d  e l e c t r o f o r é t i c a  de l a s  b a n d a s  r a d i a ç  

t i v a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a ^^ I-C o n  A monôme r o  y s u s  d i s t i j i  

t o s  c o m p le jo s  c o v a l e n t e s  fo rm ados  p o r  DTBP. I ,  I -C on  A 

monômero, 27 500 Da; I I ,  ^ ^ ^ I -C o n  A d lm ero ,  27 500 +

13 000 Da; I I I ,  ^ ^ ^ I -C o n  A d lm e ro ,  27 500 + 18 000 Da; IV, 

^ ^ ^ I -C o n  A d lm e ro ,  27 500 + 27 500 Da.
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F ig u r a  2 1 . Uniôn c o v a l e n t e  de ^ ^ ^ l -L c H  a l  f i b r i n ô g e n o  y a 

s u s  f r a g m e n to s  D y E p o r  DMS. L as  d i s t i n t a s  m u e s t r a s  se  

han  a n a l i z a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l e s  de p o l i a c r i l a m i  

da a l  12 % en  p r e s e n c i a  de SDS y l a s  b a n d a s  r a d i a c t i v a s  

se  han  l o c a l i z a d o  p o r  a u t o r r a d i o g r a f î a  de l o s  g e l a s .  La 

l o c a l i z a c i ô n  de l o s  f r a g m e n to s  D y E en  e l  g e l  se  i n d i c a  

m ed ian te  f l é c h a s ,  a s i  como l o s  p e s o s  m o l e c u l a r e s  a p ro x i i r a  

dos de l a s  b a n d a s  r a d i a c t i v a s ,  c a l c u l a d o s  a p a r t i r  de su s  

m o v i l i d a d e s  r e l a t i v a s .  L in e a  1 , ^ ^ ^ I - L c H - f i b r i n ô g e n o ;  11 -  

nea 2, ^ ^ ^ I -L c H - f r a g m e n to  D; l i n e a  3 ,  ^ ^ ^ I -L c H - f r a g m e n to  

E, l i n e a  4 ,  ^ ^^ I -L cH ; l i n e a  5, ^ ^ ^ I - L c H - f i b r i n ô g e n o  d i g e ­

r i d o  p o r  p la s m in a .



-108-

1 0 ..
Io

X
L,
10
3Uo

VI

IV
I I I

i
LcHI IoB

2

0. 5 1 . 0

M o v i l id a d  e l e c t r o f o r é t i c a

F ig u r a  2 2 . M o v i l id a d  e l e c t r o f o r é t i c a  de l a s  b and as  r a d i a ç
125

t i v a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a  c a d e n a  p e sa d a  (H) de I-LcH 

y a l o s  d i s t i n t o s  c o m p le jo s  c o v a l e n t e s  de caden a  p e s a d a  

y c a d e n a  l i g e r a  (L) fo rm ados  p o r  OMS. I ,  H; I I ,  HL; I I I ,  

HL^; IV, H^; V, H^L; VI, H^L^.
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d é b i l e s  de 98 000 y 88 000 Da, r e s p e c t i v a m e n t e ,  e s t a  û l t i m a  con 

un a l t o  g r a d e  de i n e s p e c i f i c i d a d .  P a r a  l a  m e z c la  de I -L cH  y 

f r a g m e n t e  E s6 1e  se  o b s e r v a  un a  b a n d a  de p e s o  m o l e c u l a r  i n f e ­

r i o r  a  60 000 Da que a p a r e c e  teunbién  p a r a  e l  f i b r i n ô g e n o  i n t a ç  

t e  y que  t i e n e  c a r â c t e r  i n e s p e c i f i c o  ( l l n e a  3 ) .  P e r  d i g e s t i ô n  

d e l  c o m p le jo  c o v a l e n t e  ^ ^ ^ l - L c H - f i b r i n ô g e n o  se  o b t i e n e n  l a s  ban  

d a s  r a d i a c t i v a s  c o r r e s p o n d i s n t e s  a l  c o m p le jo  I - L c H - f r a g m e n to  

D y  u na  s e r i e  de b a n d a s  no  i d e n t i f i c a d a s  de c a r â c t e r  i n e s p e c l f ^  

c e  ( l î n e a  5 ) .

I I I . 2 . 5 .  C r o m a t o q r a f ia  de a f i n i d a d  d e l  f i b r i n ô g e n o  v s u s  

f r a g m e n t e s  D y E en  S e p h a r o s a - l e c t i n a

E l  f i b r i n ô g e n o  e s  r e t e n i d o  p o r  S e p h a ro s a -C o n  A t a n t e  a  pH 

7 .8  como a pH 5 . 2 ,  p u d ie n d o  s e r  e l u i d o  de l a  misma p o r  a-MDGP 

0 .5  M (F ig .  2 3 ) .  La i n t e r a c c i ô n  e n t r e  e l  f i b r i n ô g e n o  y l a  l e c t i  

na e s ,  p o r  l e  t a n t e ,  de c a r â c t e r  e s p e c î f i c o  y no se  o b s e r v a n  i j i  

t e r a c c i o n e s  s e c u n d a r i a s  de n a t u r a l e z a  h i d r o f ô b i c a ,  d e s c r i t a s  en  

o t r o s  c a s e s  (2 5 1 ) .  Es n e c e s a r i o ,  s i n  em bargo ,  u t i l i z a r  una  f u e r  

za i ô n i c a  a l t a  p a r a  e v i t a r  que se  den  i n t e r a c c i o n e s  e l e c t r o s t â -  

t i c a s  de c a r â c t e r  s e c u n d a r i o .

D el mismo modo, e l  f r a g m e n t e  E se  une e s p e c i f i c a m e n t e  a 

l a  l e c t i n a  i n m o v i l i z a d a  y puede  s e r  e l u i d o  de l a  misma p o r  0 .5  

M o - mdGP. S in  embargo, e l  f r a g m e n t e  D no e s  r e t e n i d o ,  a p a r e c i e n  

do en  su  t o t a l i d a d  en  e l  volum en de e x c l u s i ô n  ( F ig .  2 3 ) .

En l a s  mismas c o n d i c i o n e s  c r o m a t o g r â f i c a s , l a  p r o p o r c i ô n  

de f i b r i n ô g e n o  r e t e n i d o  p o r  S ep h a ro s a -L c H  e s  muy pequeîîa  y no 

se o b s e r v a  r e t e n c i ô n  de n in g u n o  de l e s  dos  f r a g m e n t e s ,  D o E.

n i . 3. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA FIBRINOGENOLISIS Y EN LA 

DIGESTION DE MONOMEROS DE FIBRINA EN SOLUCION

La v e l o c i d a d  de a p a r i c i ô n  de l e s  p r o d u c t o s  de d é g r a d a -
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F i g u r a  2 3 . C r o m a to g r a f îa  de a f i n i d a d  d e l  f i  

b r i n ô g e n o  y su s  f r a g m e n t e s  D y E en  S ep h a ro  

s a -C o n  A a pH 7 .8  y pH 5 . 2 .  O , f i b r i n ô g e n o  

a  ambos pHs; • ,  f r a g m e n te  D a ambes pHs; 

f r a g m e n te  E a ambes pHs.
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c i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  no s e  ve a f e c t a d a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de 

Con A o LcH en  c o n c e n t r a c i o n e s  de h a s t a  0 . 5  mg/mg f i b r i n ô g e n o .  

Tampoco se  ve m o d i f i c a d a  l a  s e c u e n c i a  de a p a r i c i ô n  de d i c h o s  

f r a g m e n t o s  n i  su  p r o p i a  e s t r u c t u r a .

De form a s i m i l a r ,  l a  p r e s e n c i a  de e s t a s  l e c t i n a s  no modi, 

f i c a  en  forma a lg u n a  l a  d i g e s t i ô n  de monômeros de f i b r i n a  en 

s o l u c i ô n .

I I I . 4 .  EFBCIO DE LAS LECTINAS EN LA OQflGUIACION

1 1 1 .4 . 1 .  E f e c t o  de l a  Ac-Con A en  l a  v e l o c i d a d  de  c o a a u -  

l a c i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o

La v e l o c i d a d  de a g r e g a c i ô n  de monômeros de f i b r i n a  v a r i a  

con l a  c o n c e n t r a c i ô n  r e l a t i v a  de l e c t i n a  ( F i g .  24 y 2 5 ) .  A b a -  

j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de Ac-Con A ( h a s t a  100 y g/mg f i b r i n ô g e n o )  

se  o b s e r v a  una d i s m i n u c iô n  de l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n ,  p r o  

p o r c i o n a l  a l a  c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a .  A c o n c e n t r a c i o n e s  ma­

j o r e s  se  p ro d u c e ,  s i n  em b arg o ,  un aum ento  de l a  v e l o c i d a d  de 

c o a g u la c iô n ,  que l l e g a  a s e r  s u p e r i o r  a l a  o b s e r v a d a  p a r a  l a  

f i b r i n a  p u r a .  Asimismo, s e  p ro d u c e  un a c o r t a m i e n t o  d e l  t i e m p o  

3e l a t e n c i a  e x i s t e n t e  t r a s  l a  a d i c i ô n  de t r o m b in a  ( F i g .  2 4 ) .

E l  e f e c t o  de Ac-Con A s o b r e  l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  

io  se  p ro d u ce  en p r e s e n c i a  de 0 .1  M a-MDGP aA ad ido  en  l a  p r e i j i  

cu b ac iô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  con  l a  l e c t i n a .

1 1 1 .4 . 2 .  I n f l u e n c i a  de l a s  l e c t i n a s  en  e l  p o r c e n t a i e  de 

c r o t e i n a  c o a g u la b le

T an to  Con A como LcH p r o d u c e n un a u m en to  d e l  p o r c e n t a j ^  \ 

3e p r o t e i n a  c o a g u l a b l e ,  que  l l e g a  a s e r  d e l  100% a p a r t i r  de S "  

c o n c e n t r a c io n e s  de 100 yg  de Con A ô 400 yg  de LcH p o r  mg de
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F i g u r a  2 4 . C i n é t i c a s  de c o a g u l a c i ô n  d e l  f i b r i n ô  

geno  y s u s  c o ra p l e jo s  con Ac-Con A. La c o n c e n t r a  

c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  e s  de 0 .5  mg/ral y l a  de 

t r o m b i n a  de 0 . 5  NIH/ml. I ,  f i b r i n ô g e n o ;  I I ,  50 

ug Ac-Con A/mg f i b r i n ô g e n o ;  I I I ,  90 ug Ac-Con A 

/mg f i b r i n ô g e n o ;  IV, 360 ug Ac-Con A/mg f i b r i n ô  

g en o ;  V, 900 ug Ac-Con A/mg f i b r i n ô g e n o .
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F ig u r a  2 5 . V a r i a c i ô n  de l a  v e l o c i d a d  m&xima de a g re g a  

c i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  t r a s  l a  a d i c i ô n  de t r o m b in a  en 

f u n e i ô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de Ac-Con A.
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f i b r i n ô g e n o .  E s te  e f e c t o  no e s  c u a n t i t a t i v a m e n t e  muy im p o r tan c e ,  

ya que e l  f i b r i n ô g e n o  de p a r t i d a  p r é s e n t a  una c o a g u l a b i l i d a d  

d e l  95-98%, aunque s i  l o  e s  c u a l i t a t i v a m e n t e  en  e l  s e n t i d o  de 

que  en n in g û n  c a so  s e  p ro d u c e  una  d is m in u c iô n  d e l  p o r c e n t a j e  

de  p r o t e i n a  c o a g u l a b l e .

I I I . 4 . 3 .  I n f l u e n c i a  de l a s  l e c t i n a s  en  e l  t r a m a d o  de l a  

f i b r i n a

La r e l a c i ô n  en tre  c a d e n a s  y  y d im ero s  Y -  Y » V c a d e n a s  a y 

p o l im e r o s  a no se  ve a f e c t a d a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de Ac-Con A o 

LcH en  e l  g e l  de f i b r i n a ,  a  d i f e r e n c i a  de l a  i n h i b i c i ô n  d e l  t r ^  

mado p r o d u c i d a  p o r  Con A (23 7 ) .

(El e f e c t o  de Con A y LcH en  e l  g r a d o  de e n t r e c r u z a m i e n t )  

de l a  f i b r i n a  se puede  o b s e r v e r  en  l a s  f i g u r a s  31 y 32 ,  r e s p e -  

t i v a m e n t e ,  a t i e m p o  c e r o J

I I I . 5. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA FIBRINOLISIS

I I I . 5 . 1 .  F i b r i n o l i s i s  exô gen a

Se h a  e s t u d i a d o  e l  e f e c t o  de l a s  l e c t i n a s  en l a  f i b r i n d ^  

s i s  ex ôgena  de c o â g u lo s  de f i b r i n a  p u r a  t a n t o  r e t r a i d o s  como Lji 

t a c t o s .

I I I . 5 . 1 . 1 .  C o âg u los  r e t r a i d o s

La p r e s e n c i a  de Con A en  e l  c o à g u lo  t i e n e  como r e s u l t e d )  

una C la r a  i n h i b i c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s ,  p r o p o r c i o n a l  a  l a  cc i-  

c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  ( F ig .  2 6 ) .  E s t e  e f e c t o  no se  o b s e r v a  en 

p r e s e n c i a  de a-MDGP.

E l  a n â l i s i s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  

en  p r e s e n c i a  de SDS, de mues trais t o t a l e s  ( s o b r e n a d a n te  y coâgUo))
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F ig u r a  26 . I n h i b i c i ô n  p o r  Con A de l a  l i s i s  de c o â g u lo s  r e ­

t r a i d o s  y l a v a d o s  in d u c i d a  p o r  a d i c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  

(19 U l / m l ) . La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  e s  de 1 mg/ml y 

l a  de p la s m in ô g e n o  de 45 u g / m l . I ,  f i b r i n a  p u r a  (o) y en 

p r e s e n c i a  de a-MDGP (•)  ; I I ,  20 yg Con A/mg f i b r i n ô g e n o ;  

I I I ,  60 ug  Con A/mg f i b r i n ô g e n o ;  IV, 120 ug  Con A/mg f i b r i ­

nôgeno; V, 200 u g  Con A/mg f i b r i n ô g e n o ;  V I, 200 ug  Con A/mg 

f i b r i n ô g e n o  en  p r e s e n c i a  de a-MDGP.
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tom adas  a d i s t i n t o s  t i e m p o s  de d i g e s t i ô n  i n d i c a  que l a  s e c u e n ­

c i a  de a p a r i c i ô n  de l e s  p r o d u c t o s  de d e g r a d a c i ô n  de l a  f i b r i n a  

no s e  ve m o d i f i c a d a  p o r  l a  p r e s e n c i a  de l a  l e c t i n a ,  aunque s i  

d i sm in u y e  o s t e n s i b l e m e n t e  l a  v e l o c i d a d  de a p a r i c i ô n  de l o s  mis 

mos (F ig .  2 7 ) .

E l  e f e c t o  de i n h i b i c i ô n  p r o d u c id o  p o r  Ac-Con A so b r e  l a  

v e l o c i d a d  de l i s i s  e s  muy s i m i l a r  a l  o b se rv a d o  p a r a  Con A mien 

t r a s  que l a  i n h i b i c i ô n  p r o d u c i d a  p o r  LcH e s  s e n s i b l e m e n t e  me­

n e r  (F ig .  28) . A s i ,  s e  o b s e r v a  un 50% de i n h i b i c i ô n  p a r a  45 ig 

de Con A ô 70 ug de Ac-Con A a h a d id o s  p o r  mg de f i b r i n ô g e n o  

(tomando como 100% de v e l o c i d a d  de l i s i s  l a  que p r é s e n t a  un co 

â g u lo  de f i b r i n a  p u r a ) , m i e n t r a s  que es  n e c e s a r i o  a h a d i r  600 

ug de LcH p o r  mg de f i b r i n ô g e n o  p a r a  o b s e r v e r  e s t e  e f e c t o .  Ur 

aumento  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de LcH no p ro d u ce  una i n h i b i c i ô n  

mayor de l a  v e l o c i d a d  de l i s i s .  P o r  e l  c o n t r a r i o ,  a m edida  qve 

aurnenta l a  c o n c e n t r a c i ô n  de Con A o Ac-Con A d is m in u y e  p ro g re -  

s i v a m e n te  l a  v e l o c i d a d  de l i s i s ,  a l c a n z â n d o s e  h a s t a  un 95% de 

i n h i b i c i ô n .  E l  e f e c t o  de l a s  t r è s  l e c t i n a s  puede c o m p a re r se  

més c o r r e c tê u n e n te  t e n i e n d o  en  c u e n t a  l a  d i s t i n t a  a f i n i d a d  de 

c a d a  una de e l l a s  y r e p r e s e n t a n d o  e l  p o r c e n t a j e  de v e l o c i d a d  

de l i s i s  en f u n c i ô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  u n id a  a l  

b r i n ô g e n o  ( f u n c i ô n  de s a t u r a c i ô n )  (F ig .  2 9 ) .

E l  nûraero de m o les  de l e c t i n a  u n id o s  p o r  mol de f i b r i n * -  

geno  se  ha  c a l c u l a d o  u t i l i z a n d o  u n a s  c o n s t a n t e s  de d i s o c i a c i ^ n  

de 0 .3 5  uM p a r a  Con A (n = 2) (2 3 7 ) ,  2 .6  uM p a r a  LcH (n = 2) 

(250) y 4 .3 5  UM p a r a  Ac-Con A (n = 4) ( I I I . 2 . 1 . ) .  A s i  se  o b s t r  

va que se  a l c a n z a  un 50% de i n h i b i c i ô n  cuando  se  unen  0 .1 5  mi­

l e s  de Con A, 0 .3  m oles  de Ac-Con A ô 1 .5  moles de LcH p o r  mil 

de f i b r i n ô g e n o .

Ninguna de l a s  t r è s  l e c t i n a s  p ro du ce  i n h i b i c i ô n  de l a  ._i 

s i s  en  p r e s e n c i a  de a-MDGP. Por o t r a  p a r t e ,  l a  e l u c i ô n  p o r  0 2 

M a-MDGP de l a s  l e c t i n a s  u n i d a s  a l a  f i b r i n a  r e v i e r t e  l a  in h . -
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F i g u r a  2 7 . D e n s i to m e t r a d o  de l a s  b a n d a s  de p r o t e i n a  co 

r r e s p o n d i e n t e s  a f i b r i n a  (0  h o r a s )  y a s u s  p r o d u c t o s  

de d e g r a d a c i ô n  p o r  p l a s m i n a  (4 h o r a s )  s e p a r a d o s  p o r  

e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  en p r e s e n c i a  

de SDS en  c o n d i c i o n e s  r e d u c t o r a s .  I ,  f i b r i n a ;  I I ,  Con 

A - f i b r i n a .
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F ig u r a  29 . R e la c iô n  e n t r e  l a  c a n t i d a d  de l e c t i n a  u n id a  a l  f i b r i .  

nôgeno y e l  p o r c e n t a j e  de v e lo c i d a d  de l i s i s .  La f u n c i ô n  de s a ­

t u r a c i ô n  se  ha c a l c u l a d o  u t i l i z a n d o  u n as  c o n s t a n t e s  de d i s o c i a -  

c i ô n  de 0 .3 5  '4M p a r a  Con A (n = 2 ) ,  2 .6  UM p a r a  LcH (n = 2) y 

4 .3 5  uM p a r a  Ac-Con A (n =» 4 ) .  I ,  LcH; I I ,  Ac-Con A; I I I ,  Con A. 

La l l n e a  d i s c o n t i n u a  r e p r é s e n t a  l o s  v a l o r e s  de Con A c o r r e g i d o s  

t e n i e n d o  en c u e n ta  l a  b i v a l e n c i a  de l a  l e c t i n a .
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b i c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  p r o p o r c i o n a l m e n t e  a  l a  c a n t i d a d  de 

l e c t i n a  e l u i d a .  En e l  c a s o  de c o â g u lo s  fo rm ad o s  en  p r e s e n c i a  

de 600 yg de LcH p o r  mg de f i b r i n ô g e n o ,  s e  r é c u p é r a  fâcilmen%e

e l  95% de l a  v e l o c i d a d  de l i s i s .  S in  em b argo ,  en e l  c a s o  de

c o â g u lo s  fo rm ad os  en  p r e s e n c i a  de 200 yg de Con A p o r  mg de 

b r i n ô g e n o  l a  e l u c i ô n  de l a  l e c t i n a  e s  màs d i f i c i l  y ,  p o r  l o  

t a n t o ,  l a  r e c u p e r a c i ô n  de l a  v e l o c i d a d  de l i s i s  ( l a  permanen-

c i a  en  e l  c o â g u lo  de s ô l o  15 yg de l e c t i n a  p ro d u c e  una i n h i b . -

c i ô n  d e l  75%).

Se h a  e s t u d i a d o  ta m b ié n  e l  e f e c t o  p r o d u c i d o  p o r  Con A ;n 

l a  f i b r i n o l i s i s  exô gen a  de c o â g u lo s  retraiîdos, obtenidos en pres^i- 
c ia  de Lys-plaaninôgeno, y activados oon es trep toquinasa .  Los ooagulos e 

han preparado sustituyendo e l  Glu-plasninôgeno por L y s-p lasm inô gen o  \ 

s i g u i e n d o  e x a c ta m e n te  e l  p r o t o c o l o  y a  d e s c r i t o  ( I I . 9 . 1 . ) .  La 

p r e s e n c i a  de Con A en  e l  c o â g u lo  (200 yg/mg f i b r i n ô g e n o )  p r g u  

c e  una  c l a r a  i n h i b i c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  ( F i g .  30) , s im i la -

a l a  o b s e r v a d a  en  l a  l i s i s  p o r  G lu - p l a s m in ô g e n o .

I I I . 5 . 1 . 2 .  C o âg u lo s  i n t a c t o s

La p r e s e n c i a  de Con A en e l  c o â g u l o  p ro d u c e  una i n h i b i  

c i ô n  de l a  v e l o c i d a d  de l i s i s ,  p r o p o r c i o n a l  a l a  c o n c e n t r a c i n  

de l e c t i n a ,  s i n  a l t e r a r  e l  o rd e n  de a p a r i c i ô n  de lo s  p r o d u c t s

de d i g e s t i ô n  de l a  f i b r i n a  (F ig ,  3 1 ) .  D espués de 3 h de in c u a

c i ô n  con e s t r e p t o q u i n a s a ,  l a  c a n t i d a d  de c a d e n a  B y d im e ro s  

Y-Y, a s i  como de c a d e n a  Y que p e rm a n e c e n  s i n  d e g r a d a r  e s  muy 

a l t a  s i  s e  com para con  e l  c o n t r o l  de I f i b r i n a  p u r a .

En e l  c a s o  de l a  LcH, s i n  e m b a rg o ,  e l  e f e c t o  s o b r e  l a  ^  

b r i n o l i s i s  e s  p r â c t i c a m e n t e  n u lo ,  i n c l u s o  a c o n c e n t r a c i o n e s  @ 

l e c t i n a  de 1 mg/mg f i b r i n ô g e n o  (F ig .  3 2 ) ,  a l  menos d e s p u é s  c 

3 h de i n c u b a c i ô n  con e s t r e p t o q u i n a s a -

I I I . 5 . 2 .  F i b r i n o l i s i s  endôgena
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F ig u r a  3 0 . I n h i b i c i ô n  p o r  Con A de l a  l i s i s  de 

c o â g u lo s  r e t r a i d o s ,  o b t e n i d o s  en  p r e s e n c i a  de 

L y s -p l a s m in ô g e n o ,  y a c t i v a d o s  p o r  e s t r e p t o q u i ­

n asa  (19 U l/m l)  . La c o n c e n t r a c i ô n  de f ib r in ô g e ^  

no e s  de 1 mg/ml y l a  de L y s -p la s m in ô g e n o  de 

45 u g / m l . I ,  f i b r i n a  p u r a ;  I I ,  200 ug Con A/mg 

f i b r i n ô g e n o .
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F i g u r a  3 1 . E l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  de c<âgu- 

l o s  i n t a c t o s  d i g e r i d o s  p o r  p la s m in a  en p r e s e n c i a  de d i f r e n ­

t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de Con A. La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i ô g e n o  

e s  de 1 mg/ral y l a  de p la s m in ô g e n o  de 15 u g /m l .  La f i b r n o l i -  

s i s  se  h a  i n d u c i d o  p o r  a d i c i ô n  de 19 U l/m l de e s t r e p t o q i n a s a .  

Las m u e s t r a s  de c o â g u lo s  t o t a l e s ,  tom adas a 0 y 3 h o r a s d e  d^  

g e s t i ô n ,  se  han  s e p a r a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l e s  d é p o l i ^  

c r i l a m i d a  a l  12% en c o n d i c i o n e s  r e d u c t o r a s .  L în e a  1 , f i r i n a  

p u r a ;  l î n e a  2, 40 Ug Con A/mg f i b r i n ô g e n o ; l î n e a  3 , 13Cug 

Con A/mg f i b r i n ô g e n o ; l î n e a  4 ,  220 ug Con A/mg f i b r i n ô g n o :  

l î n e a  5, 350 ug Con A/mg f i b r i n ô g e n o .
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F i g u r a  3 2 . E l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  de c o â g u ­

l o s  i n t a c t o s  d i g e r i d o s  p o r  p l a s m i n a  en p r e s e n c i a  de d i f e r e n -  

t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de LcH. La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  

e s  de 1 mg/ml y l a  de p la s m in ô g e n o  de 15 Ug/ml. La f i b r i n o l i ­

s i s  se  h a  i n d u c i d o  p o r  a d i c i ô n  de 19 U l/m l de e s t r e p t o q u i n a s a .  

L as  m u e s t r a s  de c o â g u lo s  t o t a l e s ,  tom adas  a 0 y 3 h o r a s  de d i  

g e s t i ô n ,  se  h a n  s e p a r a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de p o l i a  

c r i l a m i d a  a l  12% en  c o n d i c i o n e s  r e d u c t o r a s .  L ln e a  1, f i b r i n a  

p u ra?  l l n e a  2 ,  300 ug LcH/mg f i b r i n ô g e n o ;  l l n e a  3 , 600 U9 LcH 

/mg f i b r i n ô g e n o ;  l l n e a  4 ,  900 ug LcH/mg f i b r i n ô g e n o ;  l l n e a  5, 

1 .2  mg/mg f i b r i n ô g e n o .
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En p r e s e n c i a  de Con A l a  v e l o c i d a d  de l i s i s  de l o s  coâgu­

l o s  en  fo rm a c iô n  e s  men o r  que  en  su  a u s e n c i a  y e s  t a n t o  mâs >e- 

quefia c u a n t o  mayor e s  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de l e c t i n a  ( F ig .  3 3 ) .

S in  em bargo ,  e s t e  e f e c t o  de i n h i b i c i ô n  e s  menor que e l  p r o d w i -  

do en  l a  l i s i s  de c o â g u lo s  y a  fo rm a d o s .  Despué s de 90 min de i j i  

c u b a c iô n  c on  e s t r e p t o q u i n a s a  t o d a v l a  se  o b s e r v a n  d im e ro sY  -Y y 

c a d e n a s  g y y s i n  d e g r a d a r  en  l o s  c o â g u lo s  fo rm ados  e n  p r e s e t -  

c i a  de c o n c e n t r a c i o n e s  de Con A s u p e r i o r e s  a 130 vg/mg f i b r i i ô -  

g eno .  La c ad en a  a p r é s e n t e  a  l o s  10 min de in c u b a c iô n  e s té  t o u ­

rnante d e g ra d a d a  i n c l u s o  a a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de l e c t i n a .

Por  e l  c o n t r a r i o ,  l a  LcH s ô l o  p ro d u c e  una i n h i b i c i ô n  miy 

d é b i l  de l a  f i b r i n o l i s i s  en d ô g en a  que û n ic a m e n te  se  a p r e c i a  . 

l o s  10 min de in c u b a c iô n  co n  e s t r e p t o q u i n a s a  (F ig .  3 4 ) .

I I I . 6 .  EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA UNION DE PLASMINOGENO A 

FIBRINA

1 1 1 . 5 . 1 .  Uniôn de ^ ^ ^ I - p la s m in ô g e n o  a f i b r i n a

La r a d i a c t i v i d a d  d e l  s o b r e n a d a n te  de l o s  c o â g u lo s  o b t e i i -  

dos  en p r e s e n c i a  de Con A (20 -2 50  ug/mg f i b r i n ô g e n o )  o LcH ()0- 

1000 ug/mg f i b r i n ô g e n o )  e s  muy s i m i l a r  a l a  d e l  s o b r e n a d a n te  de 

c o â g u lo s  c o n t r o l  p r e p a r a d o s  en  a u s e n c i a  de l e c t i n a s .  En todcs 

l o s  c a s o s  se  e n c u e n t r a  p r é s e n t e  en e l  s o b r e n a d a n te  un 55 t  5% 

d e l  p la s m in ô g e n o  t o t a l ,  e s  d e c i r ,  un 45 % d e l  p la s m in ô g e n o  h  

de e s t a r  r e t e n i d o  en e l  c o â g u lo .  Una vez  r e t r a i d o s  y la v a d o s  

l o s  c o â g u lo s  s ô l o  un 27 î  3 % de p la s m in ô g e n o  perm anece  u n i d  ai 

l a  f i b r i n a ,  t a n t o  en  p r e s e n c i a  como en a u s e n c i a  de l e c t i n a s , se_i 

gûn se  coraprueba p o r  medida  de l a  r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  de lo s c o )  

â g u l o s .

1 1 1 . 6 . 2 .  E lu c i ô n  de p la s m in ô q e n c  un id o  a l a  f i b r i n a
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F i g u r a  3 3 . E l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  de co âgu ­

l o s  i n t a c t o s  d i g e r i d o s  p o r  p la s m in ô g e n o  a c t i v a d o  p o r  e s t r e p t o  

q u i n a s a  en d ô g e n a  en  p r e s e n c i a  de d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  

de Con A. La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  e s  de 1 mg/ml, l a  

de p la s m in ô g e n o  de 15 ug /m l y l a  de e s t r e p t o q u i n a s a  de 19 U I /  

ml.  Las m u e s t r a s  de c o â g u l o s  t o t a l e s ,  tom adas a 10 y 90 minu- 

t o s  de d i g e s t i ô n ,  se  h an  s e p a r a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l e s  

de p o l i a c r i l a m i d a  a l  12% en  c o n d i c i o n e s  r e d u c t o r a s .  L ln e a  1, 

f i b r i n a  p u r a ;  l l n e a  2 ,  40 Ug Con A/mg f i b r i n ô g e n o ;  l l n e a  3, 

130 ug Con A/mg f i b r i n ô g e n o ;  l l n e a  4 ,  220 ug Con A/mg f i b r i n ô  

g eno ;  l l n e a  5, 350 ug Con A/mg f i b r i n ô g e n o .
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F i g u r a  3 4 . E l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  de c o â g u ­

lo s  i n t a c t o s  d i g e r i d o s  p o r  p la s m in ô g e n o  a c t i v a d o  p o r  e s t r e p t o  

q u in a s a  en d ô g en a  en p r e s e n c i a  de d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  

de LcH. La c o n c e n t r a c i ô n  de f i b r i n ô g e n o  e s  de 1 mg/ml, l a  de 

p la s m in ô g e n o  de 15 u g /m l  y l a  de e s t r e p t o q u i n a s a  de 19 U l/m l 

Las m u e s t r a s  de c o â g u lo s  t o t a l e s ,  tom adas  a 10 y 50 m in u to s  

de d i g e s t i ô n ,  se  han  s e p a r a d o  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de 

p o l i a c r i l a m i d a  a l  12% en c o n d i c i o n e s  r e d u c t o r a s .  L in e a  1 , f i ­

b r i n a  p u r a ;  l î n e a  2, 300 ug LcH/mg f i b r i n ô g e n o ;  l î n e a  3 ,  600 

Ug LcH/mg f i b r i n ô g e n o :  l î n e a  4 ,  900 ug LcH/mg f i b r i n ô g e n o ;  M 

ne a 5, 1 .2  mg LcH/r-.c f i h r i n ô g e n o .
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La i n f l u e n c i a  de l a s  l e c t i n a s  en  l a  u n iô n  de p la s m in ô g e n o  

a l a  f i b r i n a  se  ha  e s t u d i a d o  ta m b ié n  e lu y e n d o  e l  z im ôgeno f r i o  

u n id o  a l a  f i b r i n a  con  é c i d o  e - a m i n o c a p r o i c o .  No se  o b s e r v a n  d^  

f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v e s  e n t r e  l a  c a n t i d a d  de p la s m in ô g e n o  elu_i 

do de un c o â g u lo  c o n t r o l ,  fo rm ado  en a u s e n c i a  de l e c t i n a s  y e l  

e l u i d o  de un c o â g u lo  fo rm ado  en  p r e s e n c i a  de l e c t i n a s ,  ya s e a  

Con A o LcH, y se  t r a t e  t a n t o  de G lu -  como de L y s -p l a s m in ô g e n o .

I I I . 7. EFECTO DE LAS LECTINAS EN LA FORMACION Y ACTIVIDAD DEL 

COMPLEJO PLASMINOGENO-ESTREPTOQUINASA

La in c u b a c iô n  p r e v i a  d e l  p la s m in ô g e n o  con Con A (20-250  

u g /m l)  o LcH (50 ug-1  mg/ml) no i n f l u y e  a p r e c i a b l e m e n t e  en  l a  

a c t i v i d a d  d e l  c o m p le jo  p l a s m i n ô g e n o - e s t r e p t o q u i n a s a  en  l a s  cori 

d i c i o n e s  e s t u d i a d a s  (0 .0 1 5  mg/ml de p la s m in ô g e n o  y  19 U l/m l de 

e s t r e p t o q u i n a s a ) ,  s i m i l a r e s  a l a s  u t i l i z a d a s  en  l o s  e s t u d i o s  de 

f i b r i n o l i s i s .  En n in g û n  c a s o  se  o b s e r v a  una d i s m i n u c iô n  de l a  

a c t i v i d a d  d e l  c o m p le jo  n i  s e  ve i n h i b i d a  su  f o r m a c iô n  en p r e s e n  

c i a  de l a s  l e c t i n a s ,  i n c l u s o  a c o n c e n t r a c i o n e s  de h a s t a  250 

ug /m l de Con A ô 1 mg/ml de LcH en  l a s  que  lo s  e f e c t o s  de i n h i ­

b i c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  a l c a n z a n  s u s  r e s p e c t i v o s  mâximos p a r a  

ca d a  l e c t i n a .
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I V . 1 . IMPORTANCIA DE LA CONCENTRACION Y LOCALIZACION DEL ACTI-  

VADOR EN LA FIBRINOLISIS

P a ra  que l a  f i b r i n o l i s i s  t e n g a  l u g a r  r â p i d a  y s e l e c t i v a -  

m e n te ,  l a  a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  h a  de p r o d u c i r s e  en l a  

s u p e r f i c i e  de l a  f i b r i n a .  La i n t e r a c c i ô n  e s p e c i f i c a  d e l  p la s m ^  

nôgeno  con  su  a c t i v a d o r  y con  l a  f i b r i n a  e s ,  p o r  l o  t a n t o ,  de 

c r u c i a l  i m p o r t a n c i a  e n  l a  r e g u l a c i ô n  d e l  p r o c e s o  f i b r i n o l l t i c o .  

Por e l l o  se  h a  e s t u d i a d o  l a  i n f l u e n c i a  que  l a  l o c a l i z a c i ô n  y 

c o n c e n t r a c i ô n  d e l  a c t i v a d o r  t i e n e  en l a  f i b r i n o l i s i s ,  t a n t o  en 

p la sm a  como en  un s i s t e m a  p u r i f i c a d o  l i b r e  de i n h i b i d o r e s .  Se 

han  u t i l i z a d o  t r è s  m odelos  e x p é r i m e n t a l e s  d i f e r e n t e s :

-  A c t i v a c i ô n  e x ô g e n a  de c o â g u lo s  r e t r a i d o s .  Los c o â g u lo s  

una v e z  fo rm a d o s  se  s e p a r a n  de l a  f a s e  l i q u i d a  e l i m i n a n d o  a s i  

d e l  m edio  e l  p la s m in ô g e n o  no u n id o  a l a  f i b r i n a .

-  A c t i v a c i ô n  ex ô g e n a  de c o â g u lo s  i n t a c t o s .  En e s t e  c a s o ,  

l o s  c o â g u lo s  no son  p r e v i a m e n t e  s e p a r a d o s  de l a  f a s e  l i q u i d a ,  

p o r  l o  que en  e l  m ed io  de l i s i s  se e n c u e n t r a  p r é s e n t e  to d o  e l  

p la s m in ô g e n o  e x i s t e n t e  i n i c i a l m e n t e  a l  f o r m a r s e  l a  f i b r i n a ,  en 

p a r t e  u n id o  a l a  f i b r i n a  y en  p a r t e  en  l a  f a s e  l i q u i d a  c i r c u n -  

d a n te .

-  A c t i v a c i ô n  e n d ô g e n a .  Los c o â g u lo s  se  p r e p a r a n  en p r e ­

s e n c i a  d e l  a c t i v a d o r ,  de fo rm a que l o s  p r o c e s o s  de c o a g u l a c i ô n  

y f i b r i n o l i s i s  se  d i s p a r a n  s i m u l tâ n e a m e n te .

En p la s m a  n o rm a l ,  l a  a f i n i d a d  d e l  p la s m in ô g e n o  n a t i v o  h ^  

c i a  l a  f i b r i n a  p a r e c e  s e r  muy pequefia .  Los n i v e l e s  de p l a s m in ô  

geno en p la sm a  y s u e r o  son  muy s i m i l a r e s  (210 ,  252) y l a  i n c o r  

p c r a c i ô n  de p la s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  d u r a n t e  e l  p r o c e s o  de 

c o a g u la c iô n  e s  s o l a m e n t e  de un 4% (1 7 5 ) .  De h e c h o  e s t e  p l a s m i -  

geno e s  i n s u f i c i e n t e  p a r a  l i s a r  l o s  c o â g u lo s  r e t r a i d o s  a l  s e r  

a c t i v a d o  p o r  e s t r e p t o q u i n a s a  o u r o q u i n a s a .  A sim ism o, l o s  b a j o s
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p orc«n taj«s de l i s i s  ob servsd os no dependen précticaoM nte de 

la  con centraciôn  de a c t iv a d o r , indicando que la  con cen traciôn  

de plasm inôgeno unido a la  f ib r in a  e s ,  en e s te  c a so , e l  fa c to r  
lim ita n te  de la  l i s i s .

En s i s t e m a  p u r i f i c a d o ,  s i n  em bargo ,  l a  u n iô n  de  G l u - p l a s  

minôgeno a la  f i b r i n a  e s  s e n s i b l e m e n t e  mayor p a r a  l a  misma p r o  

p o r c i ô n  p l a s m i n ô g e n o : f i b r i n ô g e n o  e x i s t e n t e  en  p la s m a .  En n u e s -  

t r a s  c o n d i c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s ,  ap ro x im ad aow nte  un 27% d e l  

p la s m in ô g e n o  (12 jg )  pe rm a n e ce  u n id o  a l a  f i b r i n a  en  c o â g u lo s  

r e t r a i d o s  y l a v a d o s ,  de a c u e r d o  con  o t r o s  v a l o r e s  d a d o s  en  l a  

b i b l i o g r a f i a  (242 , 2 5 3 ) .  E s t a  d i f e r e n c i a  e n t r e  p la sm a  y s i s t e ­

ma p u r i f  i c a d o  pone de m a n i f  i e s t o  l a  im p o r t a n c i a  que l o s  inhib_i 

d o re s  n a t u r a l e s  d e l  p la s m a ,  e s p e c i a l m e n t e  l a  3 ^ - a n t i p l a s m i n a , 

t i e n e n  no s ô l o  en l a  i n h i b i c i ô n  de l a  p la s m in a  s i n o  ta m b ié n  en 

l a  s u p r e s i ô n  de l a  u n io n  de 1 p la s m in ô g e n o  a l a  f i h r i n a  ' 110 ,  

170) .

Por  o t r a  p a r t e ,  l a  v e l o c i d a d  de i i s i s  de c o â g u lo s  r e t r a ^  

dos de f i b r i n a  p u r a  a u o e n ta  p r o p o r c io n a l m e n te  con l a  c o n c e n t r a  

c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  e x ô g e n a ,  h a s t a  l l e g a r  a un v a l o r  m i x i -  

mo p a r a  una c o n c e n t r a c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  a l r e d e d o r  de 20 

U l/m l (0 .0 5  m g/m l) .  E s te  raâximo de a c t i v i d a d  f i b r i n o l l t i c a  sô ­

lo  se  a l c a n z a  a l  a f l a d i r  un e x c e s o  d e l  a c t i v a d o r  . ' - S  moles de 

e s t r e p t o q u i n a s a  p o r  mol de p l a s m i n ô g e n o ' .  : oda la  c r a n  a f i n i ­

dad de l a  e s t r e p t o q u i n a s a  p o r  e l  p l a s m n c  n n c  -54 ,  155) ,  e s t e  

hech o  s u g i e r e  que l a  e f i c a c i a  de l a  f i b r i n c - i s i s  excgena  d e t e n  

de e n  g r a n  medida  de l a  c a p a c i d a d  d e l  a c t i v a d o r  t a r a  d i f u n d i r  

a l  i n t e r i o r  d e l  c o â g u lo .

La l i s i s  de c o â g u l o s  i n t a i t c s  e s  nucho mâs r â p i d a  que l a  

l i s i s  de c o â g u lo s  r e t r a i d o s  y l a . - ados ,  i n d e p e n d i e n t e m e n te  de 

c u a i  s e a  e l  a : 11 /  e : c r t .  1 :  c a c  :  . c é s a r  := r t e  en e l  p r i m e r  

r a s e  en  s i  s? - • : -o :  _ '  : e s . e s  i n h i b i d o r e s  d e l
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p la s m a  en  su  t o t a l i d a d .  E l  p la s m in ô g e n o  no u n id o  i n i c i a l m e n t e  

a l a  f i b r i n a ,  p r é s e n t e  en  l a  f a s e  l i q u i d a  c i r c u n d a n t e ,  e s ,  p o r  

l o  t a n t o ,  de u n a  g r a n  e f e c t i v i d a d  en  l a  f i b r i n o l i s i s  y l a  d i f u  

s i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a l  i n t e r i o r  d e l  t ro m b o  puede  s e r  un f a c ­

t o r  muy i m p o r t a n t e  en  l a  t e r a p i a  t r o m b o l l t i c a .

Se h a  o b s e r v a d o ,  de h e c h o ,  que l o s  n i v e l e s  de plasminôge^ 

no c i r c u l a n t e  son  un f a c t o r  d e t e r m i n a n t s  de l a  t r o m b o l i s i s .

Por  e je m p lo ,  en  e l  t r a t a m i e n t o  de l a  t r o m b o s i s  v en o sa  i l i o f e m o  

r a l  con e s t r e p t o q u i n a s a ,  l o s  n i v e l e s  de p la s m in ô g e n o  en  a q u e -  

l l o s  p a c i e n t e s  r é s i s t a n t e s  a l a  t e r a p i a  o que  p r o n t o  d e s a r r o -  

l l a n  una t r o m b o s i s  r é c u r r e n t e  son  s i g n i f i c a t i v s u n e n t e  menores 

que  l o s  de p a c i e n t e s  t r a t a d o s  con  é x i t o  ( 2 5 6 ) .

Asim ism o, m i e n t r a s  que  l a  a d i c i ô n  de a c t i v a d o r  a c o â g u ­

l o s  la v a d o s  no p ro v o c a  l a  l i s i s  de l o s  m ism os, é s t a  s i  se  c o n -  

s i g u e  p o r  a d i c i ô n  de una  m ezc la  de a c t i v a d o r  y s u e r o  (2 5 7 ) .

P or  o t r a  p a r t e ,  en  un s i s t e m a  p u r i f i c a d o ,  l a  in m e r s iô n  de un 

c o â g u lo  de f i b r i n a  p u r a  en una s o l u c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  s e -  

g u id a  de i n m e r s i ô n  en  una  s o l u c i ô n  da p la s m in ô g e n o  p r o p o r c io n a  

una l i s i s  mucho mâs e f i c a z  de l o s  c o â g u l o s  que  e l  p r o c e d im ie n -  

t o  i n v e r s o  (2 53 ,  2 5 8 ) .

Todos e s t o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  s u g e r i r  que l a  un iô n  d e l  

p la s m in ô g e n o  en  s i  no e s  un f a c t o r  d é t e r m i n a n t e  de l a  l i s i s .  

S in  em bargo , p u e d e n  s e r  i n t e r p r e t a d o s  de una  forma t o t a l m e n t e  

d i f e r e n t e  como un i n d i c a t i v o  de que a q u e l l a s  c o n d ic i o n e s  que 

f a v o r e c e n  l a  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  son l a s  que 

p r o p o r c io n a n  l o s  m a jo r e s  n i v e l e s  de l i s i s .  En e s t e  s e n t i d o ,  se 

h a  d e m o s tra d o  r e c i e n t e m e n t e  que l o s  a c t i v a d o r e s  ju eg an  un p a ­

pe 1 r e g u l a d o r  de l a  u n iô n  d e l  p l a s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  a l  p r o  

m over ,  v i a  p l a s m i n a ,  l a  e x p o s i c i ô n  de n u e v o s  s i t i o s  de u n iô n  

en  l a  f i b r i n a  p a r c i a l m e n t e  d e g ra d a d a  (2 2 4 ,  225 ,  259 ) .  La u n iô n  

de G lu -p l a s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  en  p r e s e n c i a  d e l  a c t i v a d o r  

t i e n e  l u g a r  en  a s o c i a c i ô n  con  l a  fo r m a c i ô n  de p la s m in a  y l a  l i
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s i s  d e l  c o â g u lo .  A su  v e z ,  l a  m o d i f i c a c i ô n  p r o t e o l i t i c a  de l a  

f i b r i n a  p o r  a c c i ô n  de l a  p l a s m i n a  p ro d u c e  un aum ento  de l a  

u n iô n  de G lu -p la s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  a s i  como de su  a c t i v ^  

c i ô n  a p la s m i n a .  E s te  e f e c t o  e s  mâximo en l o s  p r i m e r o s  p a s o s  

de l a  p r o t e o l i s i s  y  p a r e c e  e s t a r  a s o c i a d o  con  l a  fo r m a c iô n  de 

p o l i m e r o  X (2 6 0 ) .

Aunque e s  un h e c h o  c l a r o  que l a  i n f u s i ô n  de u r o q u i n a s a  

" i n  v iv o "  p ro d u c e  un r â p i d o  in c r e m e n to  de l a  a c t i v i d a d  f i b r i n ô  

l i t i c a ,  e s t e  e f e c t o  e s  muy p oco  d u r a d e r o ,  d e b id o  a p a re n t e m e n te  

a l a  d e s a p a r i c i ô n  de l a  u r o q u i n a s a  de l a  c i r c u l a c i ô n  p o r  m eca- 

n ism o s  h a s t a  a h o ra  d e s c o n o c i d o s .  Dada l a  g r a n  v a r i e d a d  de i n h i  

b i d o r e s  c a p a c e s  de i n t e r a c c i o n a r  con  l a  u r o q u i n a s a ;  a n t i t r o m b i  

na  I I I  (261, 2 6 2 ) ,  a ^ - a n t i t r i p s i n a  (2 6 3 ) ,  a ^ - m a c r o g l o b u l i n a  

(262 ,  264) y a ^ - a n t i p l a s m i n a  (1 6 3 ) ,  p a r e c e  r a z o n a b l e  su p o n e r  

que  l a  n e u t r a l i z a c i ô n  de e s t e  a c t i v a d o r  t i e n e  l u g a r  en  un p r i ­

mer p a so  p o r  fo r m a c iô n  de c o m p le jo s  con  d i c h o s  i n h i b i d o r e s  y 

que e s t o s  c o m p le jo s  son  p o s t e r i o r m e n t e  e l i m i n a d o s  de l a  c i r c u ­

l a c i ô n .  En n u e s t r o  c a s o ,  l a  i n h i b i c i ô n  de l a  u r o q u i n a s a  p a r e c e  

s e r  t o t a l  en  l a s  2 p r i m e r a s  h o r a s  de in c u b a c iô n  y a  que a t i e m -  

p o s  mâs a l t o s  ( h a s t a  21 h o r a s )  no se  p ro d u ce  n in g û n  aumento  en 

l o s  p o r c e n t a j e s  de l i s i s .  E s te  hecho  r e f l e j a  t a m b ié n  una i n a c -  

t i v a c i ô n  de l a  p l a s m i n a  fo rm a d a ,  d e b id o  a su u n iô n  a l o s  i n h i ­

b i d o r e s  o b i e n  a o t r o s  f a c t o r e s  como pueden s e r  l a  a u t o d i g e s -  

t i ô n ,  i n e s t a b i l i d a d  a pH n e u t r e ,  e t c . .

S in  embargo, l a  l i s i s  de c o â g u lo s  i n t a c t o s  in d u c i d a  p o r  

e s t r e p t o q u i n a s a  p r o s i g u e  n orm alm en te  con e l  t i e m p o  de i n c u b a ­

c i ô n  h a s t a  l a  d i s o l u c i ô n  d e l  c o â g u lo ,  s i n  que se  p ro d u z c a  inaç^ 

t i v a c i ô n  de l a  p la s m i n a .

La fo rm a c iô n  d e l  c o m p le jo  p l a s m i n a - a ^ - a n t i p l a s m i n a  d epen  

de en  g r a n  m edida de l a  d i s p o n i b i l i d a d  de s i t i o s  de un iô n  de 

l i s i n a  l i b r e s ,  de forma aue  l a  p la s m in a  u n id a  a l a  f i b r i n a  no
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e s  p r â c t i c a m e n t e  r e a c t i v a  h a c i a  e l  i n h i b i d o r  en c o m p a ra c iô n  

c o n  l a  enz im a l i b r e  ( 1 7 4 ) .  La u n iô n  de l a  p l a s m i n a  a l a  e s t r e p  

t o q u i n a s a ,  s i  b i e n  no e s t â  m ed iada  p o r  l o s  s i t i o s  de u n iô n  de 

l i s i n a ,  im pide  tam b ién  su  i n t e r a c c i ô n  con  a ^ - a n t i p l a s m i n a  (255 

265) y ,  p o r  o t r a  p a r t e ,  p a r e c e  p r o d u c i r  un aum ento  de l a  a f i n i  

dad  d e l  c o m p le jo  p o r  l a  f i b r i n a  con r e s p e c t e  a l  p l a s m i n ô g e n o /  

p l a s m i n a  l i b r e  (2 6 6 ) .  De e s t a  fo rm a ,  l a  p la s m in a  se  e n c u e n t r a  

mucho mâs p r o t e g i d a  f r e n t e  a l a  i n h i b i c i ô n  p o r  a ^ - a n t i p l a s m i n a  

que  cuan do  l a  a c t i v a c i ô n  s e  p ro d u c e  p o r  u r o q u i n a s a  y e l l o  h ace  

q u e ,  e s p e c i a l m e n t e  a t i e m p o s  a l t o s  de i n c u b a c i ô n ,  l a  u r o q u i n a ­

s a  s e a  menos e f e c t i v a  en  l a  l i s i s  que  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  p a r a  

l a s  mismas u n id a d e s  de a c t i v a d o r .

P or  o t r a  p a r t e ,  l a  c o m p e te n t  i a  e x i s t e n t e  e n t r e  e l  inh ib i_  

d o r  y e l  a c t i v a d o r  p o r  e l  p l a s m i n ô g e n o /p l a s m i n a  h ac e  n e c e s a r i o  

a f l a d i r  una c o n c e n t r a c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  en  p r o p o r c i ô n  a l  

p la s m in ô g e n o  mayor que en  s i s t e m a  p u r i f i c a d o  ( a l r e d e d o r  de 20 

m o le s  de e s t r e p t o q u i n a s a  p o r  mol de p la s m in ô g e n o )  p a r a  a l c a n -  

z a r  l a  mâxima a c t i v i d a d  f i b r i n o l i t i c a .

E l  p o t e n t i a l  f i b r i n o l l t i c o  de l o s  a c t i v a d o r e s ,  t a n t o  e s ­

t r e p t o q u i n a s a  como u r o q u i n a s a ,  e s  mucho mayor c u a n d o  se  e n c u e p  

t r a n  i n c o r p o r a d o s  a l  c o â g u lo  (en d ôg eno s )  que s i  se  afladen a l  

mismo una v e z  formado ( e x ô g e n o s ) .  A s i ,  p o r  e je m p lo ,  e l  t iem p o  

t o t a l  de fo rm a c iô n  y l i s i s  de un c o â g u lo  de p la s m a  en  p r e s e n ­

c i a  de 25 -30  U l/m l de e s t r e p t o q u i n a s a  e s  a l r e d e d o r  de 25 h o r a s ,  

m i e n t r a s  que p a r a  c o n s e g u i r  e n  e s t e  t i e m p o  l a  l i s i s  de un c o â ­

g u l o  form ado en a u s e n c i a  de a c t i v a d o r e s  e s  n e c e s a r i o  a h a d i r  

una  c o n c e n t r a c i ô n  de e s t r e p t o q u i n a s a  s u p e r i o r  a 750 U l /m l .  Pa­

r a  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  e s t e  e f e c t o  no e s  d e b id o  a un in c r e m e n to  

de l a  f i b r i n o g e n o l i s i s , y a  que to d o  e l  f i b r i n ô g e n o  se  t r a n s f o ^  

ma norm alm ente  en f i b r i n a .  S in  em bargo , p a r a  l a  u r o q u i n a s a  l a
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f i b r i n o g e n o l i s i s  p a r e c e  s e r  una f u n c i ô n  mâs im p o r t a n t e  que l a  

f i b r i n o l i s i s  (2 6 7 ) .

E s t e s  r e s u l t a d o s  ponen  de m a n i f i e s t o  l a  i m p o r t a n c i a  que 

t i e n e  en  l a  f i b r i n o l i s i s  l a  p r e s e n c i a  d e l  a c t i v a d o r  en  e l  me­

mento  de f o r m a r s e  l a  f i b r i n a .  P e r  u na  p a r t e ,  e l  a c t i v a d o r  se  

e n c u e n t r a  u n ifo rm em en te  d i s t r i b u i d o  e n  e l  i n t e r i o r  d e l  c o â g u lo ,  

f a c i l i t â n d o s e  a s i  en  g r a n  m ed ida  su  i n t e r a c c i d n  con e l  p l a s m i -  

nôgeno. P e r  o t r a ,  l a  d i g e s t i ô n  de l a  f i b r i n a  en fo rm a c iô n  p u e -  

de p r o p o r c i o n a r  un m écanism e que  c o n t r ô l e  l a  fo rm a c iô n  d e l  

tro m be  y su  d e g r a d a c i ô n .  En e s t e  s e n t i d o ,  N o s s e l  e t  a l .  (268- 

2 7 0 ) ,  b a s é n d o s e  en e s t u d i o s  c l i n i c o s ,  han  s u g e r i d o  que e l  s u s -  

t r a t o  f i s i o l ô g i c o  fu n d a m e n ta l  de l a  p la s r a in a  e s  l a  f i b r i n a  I ,  

fo rm ada  a l  l i b e r a r s e  e l  f i b r i n o p é p t i d o  A p e r  a c c i ô n  de l a  t ro m  

b i n a .  E l a ta q u e  de l a  p l a s m i n a  a l a  f i b r i n a  I  d a r i a  l u g a r  a l a  

fo rm a c iô n  de p o l im e r o  X p o r  l i b e r a c i ô n  d e l  p é p t i d o  BS 1 -4 2 ,  

que c o n t i e n s  e l  f i b r i n o p é p t i d o  B. De e s t a  fo rm a ,  no l l e g a  a ob 

t e n e r s e  f i b r i n a  I I ,  fo rm ada  a l  l i b e r a r s e  ambos f i b r i n o p é p t i d o s  

p o r  a c c i ô n  de l a  t r o m b in a  en a u s e n c i a  de p la s m in a .

La a c c i ô n  com binada de l a  t r o m b i n a  y l a  p la s m in a  puede 

d e t e r m i n a r ,  p o r  lo  t a n t o ,  e l  t i p o  de f i b r i n a  fo rm ad a ,  r e g u l a n -  

do a s i  l a  u n iô n  de p la s m in ô g e n o  a l a  misma a s i  como su  a c t i v a -  

c i ô n .  A su  v e z ,  l a  f o r m a c iô n  de p l a s m i n a  v i e n e  d e te r m in a d a  p o r  

l a  p r e s e n c i a  de l o s  a c t i v a d o r e s ,  de modo que e s t o s  e j e r c e n  un 

c o n t r o l  g l o b a l  d e l  p r o c e s o  c o a g u l a c i ô n - f i b r i n o l i s i s , t a n t o  mâs 

e f i c a z  c u a n to  mâs l o c a l i z a d a  e s t é  l a  a c t i v a c i ô n  d e l  plasminôge^ 

no en  l a  f i b r i n a .

M i e n t r a s  que e l  t-PA  e s  un a c t i v a d o r  f i b r i n o e s p e c i f i c o ,  

l a  e s t r e p t o q u i n a s a  y l a  u r o q u i n a s a  no e s t â n  t r a d i c i o n a l m e n t e  

c o n s i d e r a d o s  como t a i e s .  E s to s  dos  a c t i v a d o r e s ,  s i n  em bargo ,
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m u e s t r a n  un c o m p o r ta m ie n to  muy d i f e r e n t e  en  l a  in d u c c i ô n  de l a  

f i b r i n o l i s i s ,  t a n t o  e x ô g en a  como e n d ô g e n a .  La a c t i v a c i ô n  de 

p la s m in ô g e n o  p o r  u r o q u i n a s a  t i e n e  l u g a r  in d i s c r i m i n a d a m e n t e ,  

d i s p a r a n d o  l a  f i b r i n o g e n o l i s i s  a l  mismo t i e m p o  que l a  f i b r i n o ­

l i s i s ,  y s i n  que l a  p l a s m i n a  fo rm ada  e s t é  p r o t e g i d a  de una ma- 

n e r a  e f i c a z  f r e n t e  a l o s  i n h i b i d o r e s .  La e s t r e p t o q u i n a s a ,  p o r  

e l  c o n t r a r i o ,  promueve l a  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  

e im pide  su i n t e r a c c i ô n  con  a ^ - a n t i p l a s m i n a .  La a c t i v a c i ô n  d e l  

p la s m in ô g e n o  p o r  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  t i e n e  l u g a r  m a y o r i t a r iam e n  

t e  en  l a  s u p e r f i c i e  de l a  f i b r i n a ,  p o s i b l e m e n te  con l a  fo rm a­

c i ô n  de un c o m p le jo  t e r n a r i o  s i m i l a r  a l  d e s c r i t o  p a r a  l a  a c t i ­

v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  p o r  t -P A .  La p l a s m i n a  a s i  fo rm ada  p e r -  

manece u n id a  a l a  f i b r i n a  h a s t a  l a  d i s o l u c i ô n  d e l  c o â g u lo ,  i n a  

f e c t a d a  p o r  e l  s i s t e m a  a n t i p l a s m i n a .  E l  mecanismo de a c c i ô n  de 

l a  e s t r e p t o q u i n a s a  e s ,  p o r  l o  t a n t o ,  s i m i l a r  a l  d e l  t -P A  y ,  

p o r  s u p u e s t o ,  mucho mâs s e l e c t i v o  que e l  de l a  u r o q u i n a s a .  Por 

e l l o ,  l a  e s t r e p t o q u i n a s a  e s  un a c t i v a d o r  mâs e f e c t i v o  que l a  

u r o q u i n a s a ,  t a n t o  en l a  i n d u c c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  ex ôgena  

como en d ô gen a .

I V . 2. ESTUDIO DE LA INTERACCION PLASNINOGENO-FIBRINA. IDENTIFI-  

CACION DE LOS DOMINIOS DEL FIBRINOGENO/FIBRINA IMPLICADOS.

I V . 2 . 1 .  BloQueo s e l e c t i v o  de l o s  d o m in io s  D v E d e l  f i b r i - 

nôqeno m e d ia n te  e l  em pleo  de l e c t i n a s

La m o le é u la  de f i b r i n ô g e n o  c o n t i e n e  4 ca d e n a s  de c a r b o h i -  

d r a t o  u n id a s  a l a s  c a d e n a s  BB, en  l o s  d o m in io s  D, y a l a s  c a d e ­

nas  Y, en e l  do m in io  E. Las 4 c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  son  i d é n -  

t i c a s  y c o n t i e n e n  3 r e s t o s  manosa s u s c e p t i b l e s  de s e r  r e c o n o c i -  

dos p o r  l e c t i n a s , como Con A y LcH, con  e s p e c i f i c i d a d  p o r  D-ma-
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n osa  y D - g lu e o s a ( 1 8 3 ) .  De hec h o ,  ambas l e c t i n a s  i n t e r a c c i o n a n  

e s p e c i f i c a m e n t e  con  l a s  c a d e n a s  B6 y Y d e l  f i b r i n ô g e n o  a i s l a -  

d a s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s  en  g e l  de p o l i a c r i l a m i d a  (237 ,  2 7 1 ) .

S in  em bargo ,  e l  a n â l i s i s  de l a  u n iô n  e s p e c i f i c a  de LcH a l  f i -  

b r i n ô g e n o  i n t a c t o  m u e s t r a  que s ô l o  s e  unen 2 m o les  de LcH p o r  

mol de f i b r i n ô g e n o  (2 7 1 ) ,  l o  que i n d i c a  que l a  LcH e s  c a p a z  de 

i n t e r a c c i o n a r  û n ic a m e n te  con  l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  de 

uno de l o s  dos d o m in io s ,  D o E, d e l  f i b r i n ô g e n o .  D el mismo mo­

do ,  a l  e s t u d i a r  l a  u n iô n  de Con A t e t r â m e r o  (pH 7 .8 )  a l  f i b r i ­

nôgeno se  o b t i e n e  una r e l a c i ô n  de dos m oles  de Con A u n id o s  

p o r  mol de f i b r i n ô g e n o  (2 3 7 ) .  Por e l  c o n t r a r i o ,  a pH 5 .2  se  

unen 4 m oles  de Con A d im ero  p o r  mol de f i b r i n ô g e n o  (2 4 9 ) ,  lo  

que d e m u e s t ra  que en  e s t e  c a s o  l a  l e c t i n a  i n t e r a c c i o n a  con  l a s  

4 c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  en  ambos d o m in io s  D y E.

De e s t a  fo rm a ,  e s  p o s i b l e  b l o q u e a r  s e l e c t i v a m e n t e  uno o 

ambos do m in io s  d e l  f i b r i n ô g e n o  d ep en d ie n d o  de l a  l e c t i n a  u t i l ^  

z a d a ,  lo  que r é s u l t a  muy u t i l  p a r a  e s t u d i a r  l a  i n t e r a c c i ô n  

p l a s m i n ô g e n o - f i b r i n a .  Por e l l o ,  se h a  c a r a c t e r i z a d o  l a  u n iô n  

de LcH, Con A y Ac-Con A a l  f i b r i n ô g e n o  y l a  f i b r i n a .

E l  t r a t a m i e n t o  de Con A t e t r â m e r o  con  a n h i d r i d o  a c é t i c o  

c o n v i e r t e  a l a  p r o t e l n a  en un d im ero  s i n  a l t e r a r  su  e s p e c i f i c ^  

dad de u n iô n  a c a r b o h i d r a t o s . E s te  d e r i v a d o  a c e t i l a d o  m u e s t r a  

un co m p o r ta m ie n to  muy s i m i l a r  a l  d im ero  de Con A a pH 5 .2  en  

l o  que  a su  i n t e r a c c i ô n  con e l  f i b r i n ô g e n o  s e  r e f i e r e .

Por  una p a r t e ,  a l  e s t u d i a r  l a  u n iô n  de “ ^ ^ l -A c -C o n  A a l  

f i b r i n ô g e n o  se  o b t i e n e  una r e l a c i ô n  de 4 m oles  de Ac-Con A un^ 

dos p o r  mol de f i b r i n ô g e n o ,  con dos c l a s e s  de s i t i o s  de u n iô n  

(Kdj  ̂ = 2 .4  UM y Kd^ = 1 6 .6  üM; = n^ = 2 ) .  Ac-Con A es  c a p a z  

de u n i r s e ,  p o r  lo  t a n t o ,  a l a s  4 c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  , en 

ambos d o m in io s  D y E, aunque con d i f e r e n t e  a f i n i d a d .
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Por o t r a  p a r t e ,  l o s  c o m p le jo s  Ac-Con A - f i b r i n 6 g e n o  o b t e -  

n id o s  a una c o n c e n t r a c i ô n  r e l a t i v a  de l e c t i n a  de 1 mg p o r  mg 

de f i b r i n ô g e n o  m u e s t ra n  un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  medio 

de 1 0 .2  S, i g u a l  a l  o b t e n i d o  p a r a  l o s  c o m p le jo s  Con A d im e ro -  

f i b r i n ô g e n o ,  a pH 5 .2 ,  a l a  misma c o n c e n t r a c i ô n  r e l a t i v a  de 

l e c t i n a  (2 4 9 ) .  A e s t e  c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  l e  c o r r e s ­

ponde un p e so  m o l e c u la r  de a p ro x im adam en te  500 000 Da, t e n i e n -  

do en  c u e n t a  que p a r a  e l  f i b r i n ô g e n o  s o l o  (p e so  m o l e c u la r  

340 000 Da) se  o b t i e n e  un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c i ô n  de 7 .8  

S y c o n s i d e r a n d o  que l o s  p e s o s  m o l e c u la r e s  son  p r o p o r c i o n a l e s  

a (2 7 2 ) .  E s t e  p e so  m o l e c u l a r ,  é q u i v a l e n t e  a  3 m o lé c u la s

de Ac-Con A u n id a s  p o r  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o ,  e s  e l  v a l o r  me 

d i o  de una m ezc la  de e s p e c i e s  que se  mueven en  un s o l o  p i c o  

a s i m é t r i c o ,  p o r  l o  que pued e  d e c i r s e  que  s e  unen  h a s t a  4 m olé­

c u l a s  de Ac-Con A p o r  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o .

En n ingû n  c a s o  se  o b s e r v a  l a  f o r m a c iô n  de a g re g a d o s  de 

f i b r i n ô g e n o  p o r  m edio  de l a  l e c t i n a .  E l  tetrâmero de Con A, s i n  

em bargo , e s  c a p a z  de fo r m a r  a g re g a d o s  de f i b r i n ô g e n o  a c tu a n d o  

b i v a l e n t e m e n t e , l o  que s e  d e m u e s t ra  de form a C l a r a  p o r  u l t r a -  

c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  ( 2 3 7 ) .  E s te  d i f e r e n t e  c o m p o r ta m ie n to  

de l a  l e c t i n a  n a t i v a  y d e l  d e r i v a d o  a c e t i l a d o  e s t â  de a c u e r d o  

con s u s  d i f e r e n t e s  p r o p i e d a d e s  de a g l u t i n a c i ô n  ( 1 9 5 ) .  A s i ,  a 

p e s a r  de que ambas m o lé c u la s  s e  unen a l a s  c é l u l a s  a p ro x im a d a ­

me n te  e n  l a  misma m edida  » Ac-Con A no a g l u t i n a  e r i t r o c i t o s  

de o v e ja  a c o n c e n t r a c i o n e s  de h a s t a  500 y g /m l  m i e n t r a s  que 

Con A p ro v o c a  a g l u t i n a c i ô n  a c o n c e n t r a c i o n e s  de 1 y g /m l .

E l  e s t u d i o  p o r  u 1t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  de l o s  com­

p l e j o s  L c H - f ib r in ô g e n o  e s t â  de a c u e rd o  co n  l a  p r e s e n c i a  en  l a  

m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  de dos s i t i o s  de u n iô n  p a r a  LcH. E l  

c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  medio de l o s  c o m p le jo s  que  se  ob-
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t i e n e n  a l a  mayor c o n c e n t r a c i ô n  r e l a t i v a  de l e c t i n a  e s t u d i a d a  

(1 mg/mg f i b r i n ô g e n o ) , 8 . 8  S, e s  i n t e r m e d i o  e n t r e  l o s  v a l o r e s  

c o r r e s p o n d i s n t e s  a l o s  co m p le jo s  L cH -f ib r i n ô g e n o  y LcH ^-f i b r i ­

nôgeno (8 .5  S y 9 .3  S, r e s p e c t i v a m e n t e ) ,  l o  que i n d i c a  que 

e x i s t e  una m ezc la  de ambos. Tampoco en  e s t e  c a s o  se  o b s e r v a n  

a g re g a d o s  form ados  p o r  dos o mâs m o lé c u la s  de f i b r i n ô g e n o  u n i ­

das e n t r e  s i  p o r  LcH.

T an to  e l  f i b r i n ô g e n o  como e l  f r a g m e n te  E so n  r e t e n i d o s  

e s p e c i f i c a m e n t e  p o r  S ep h a ro sa -C o n  A y pu eden  s e r  e l u i d o s  de l a  

misma p o r  a-MDGP. E l  f r a g m e n to  D, p o r  e l  c o n t r a r i o ,  no e s  rete_ 

n id o  p o r  l a  l e c t i n a  i n m o v i l i z a d a ,  l o  q u e ,  en  p r i n c i p i o ,  p a r e c e  

i n d i c a r  que en e l  f i b r i n ô g e n o  i n t a c t o  Con A se  une a l a s  c a d e ­

nas de c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t é s  en e l  dom in io  E. S in  em bargo , p o r  

u l  t r a c e  n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  se  com prueba que t a n t o  e l  fragmer: 

t o  E como e l  f r a g m e n to  D i n t e r a c c i o n a n  con l a  l e c t i n a  en s o l u -  

c i ô n .  Los c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c iô n  o b s e r v a d o s  d e m u e s t r a n  

que se  une un t e t r â m e r o  de Con A p o r  c ada  f r a g m e n to  D (8 .2  S) y 

h a s t a  2 t e t r â m e r o s  p o r  f r a g m e n to  E ( 8 .7  S ) ,  l o  que  e s  p o s i b l e  

ya que e l  f r a g m e n to  E c o n t i e n e  2 c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o .

E s to s  r e s u l t a d o s  r e f i e j a n  una a l t e r a c i ô n  d e l  c o m p o r ta m ie ^  

t o  de l a  l e c t i n a  como c o n s e c u e n c i a  de l a  i n m o v i l i z a c i ô n  y ponen  

de m a n i f i e s t o  l a  c a u t e l a  con l a  que se  h an  de i n t e r p r e t e r  l o s  

r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  a l  u t i l i z e r  l a  c r o m a t o g r a f i a  de a f i n i d a d  

como método p a r a  e s t u d i a r  una i n t e r a c c i ô n  e n t r e  m a c r o m o lé c u la s .

M ie n t r a s  que  e l  f i b r i n ô g e n o  e s  r e t e n i d o ,  aunque p ob rem en-  

t e ,  p o r  S e p h a ro sa -L c H , no se  d é t e c t a  r e t e n c i ô n  de n in g u n o  de 

l o s  dos f r a g m e n to s  D y E de d i g e s t i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  p o r  p l a s ­

m ina . Por  o t r a  p a r t e ,  l o s  c o e f i c i e n t e s  de s e d i m e n t a c i ô n  de LcH 

(3 .9  S) y de l o s  f r a g m e n to s  (D, 4 . 9  S y E, 2 . 9  S) se  e n c u e n t r a n  

muy p rôx im os  p o r  l o  que  a l  e s t u d i a r  e l  c o m p o r ta m ie n to  de l a s
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m e z c la s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  no s e  l l e g a n  a s e p a  

r a r  l a s  e s p e c i e s  i n d i v i d u a l e s  n i  s i q u i e r a  en  p r e s e n c i a  d e l  i n  

h i b i d o r  e s p e c i f i c o  de l a  i n t e r a c c i ô n .  E s t o  h a c e  mâs d i f i c i l  

d e t e r m i n a r  s i  e x i s t e  o no i n t e r a c c i ô n  en l a s  c o n d i c i o n e s  n o r ­

m a les  de e x p e r i m e n t a c iô n  y p o r  e l l o  h a  s i d o  n e c e s a r i o  corapa- 

r a r  e l  c o m p o r ta m ie n to  de l a s  m e z c la s  en p r e s e n c i a  d e l  i n h i b i -  

d o r  e s p e c i f  i c o  ( a u s e n c i a  de c o m p le jo s )  y de un a z û c a r  no in h i .  

b i d o r  ( p o s i b l e  p r e s e n c i a  de c o m p le jo s  en  c o n d i c i o n e s  s i m i l a ­

r e s  de d e n s i d a d  y v i s c o s i d a d  d e l  d i s o l v e n t e ) .  Los r e s u l t a d o s  

que se  o b t i e n e n  p a r e c e n  i n d i c a r  que l a  LcH i n t e r a c c i o n a  con 

e l  f r a g m e n to  D y no c on  e l  f r a g m e n to  E. E l l o  se  c o n f i r m a  de 

una fo rm a mucho mâs c o n c l u y e n t e  m e d ia n te  e l  em p le o  de un r e a c  

t i v o  b i f u n c i o n a l  de e n t r e c r u z a m i e n t o  que une c o v a l e n t e m e n t e  

^^ I-L cH  a l  f i b r i n ô g e n o  y a l  f r a g m e n to  D p e r o  no a l  f r a g m e n to  

E.

La i n t e r a c c i ô n  de l a  l e c t i n a  co n  e l  f r a g m e n to  E d e b i e r a  

r e s u l t a r ,  en  p r i n c i p i o ,  mâs f â c i l  q ue  con  e l  d o m in io  E en  l a  

m o lé c u la  I n t a c t a ,  a l  e x i s t i r  menos im p e d im e n tos e s t é r i c o s  ya  

que  en  e l  f r a g m e n to  l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  s e  e n c u e n t r a n  

u n id a s  muy p rô x im a s  a l  e x t r e m o  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a s  c a d e n a s  

Y. S in  em bargo, no s e  o b s e r v a  i n t e r a c c i ô n  de l a  LcH co n  e l  

f r a g m e n to  E, p o r  l o  que  e s  l ô g i c o  s u p o n e r  que  tam poco  s e  da  

i n t e r a c c i ô n  con e l  d o m in io  en  l a  m o lé c u la  I n t a c t a .  Por  o t r a  

p a r t e ,  e l  a n â l i s i s  d e l  c o m p le jo  c o v a l e n t e  I - L c H - f i b r i n ô g e ­

no d i g e r i d o  p o r  p l a s m i n a  d e m u e s t r a  c l a r a m e n t e  l a  u n iô n  de l a  

l e c t i n a  a l  d om in io  D. A sim ism o, a p a r e c e n  en  l a  a u t o r r a d i o g r a -  

f l a  una s e r i e  de b a n d a s  no i d e n t i f i c a d a s  de c a r â c t e r  in e s p e c l^  

f i c o .  No o b s t a n t e ,  y a  q u e  l a  l e c t i n a  s ô l o  s e  une a 2 de l a s  4 

c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  d e l  f i b r i n ô g e n o  y l a  u n iô n  a l  d e m in io  

D e s  un h e c h o  c l a r o ,  no  s e  ha  e s t u d i a d o  l a  n a t u r a l e z a  de e s ­

t a s  b a n d a s .
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E l em pleo  d e l  r e a c t i v o  b i f u n c i o n a l  p a r a  d e t e r m i n a r  c u a -  

l e s  son  l o s  d o m in io s  d e l  f i b r i n ô g e n o  a c c e s i b l e s  a l  t e t r â m e r o  

de Con A m u e s t r a  que l a  l e c t i n a  i n t e r a c c i o n a  con  ambos domi­

n i o s  D y E, a s i  como con  ambos f r a g m e n to s  D y E; e s  d e c i r ,  p re  

s e n t a  4 s i t i o s  de u n iô n  p o r  m o léc u la  de f i b r i n ô g e n o .  E s te  r e -  

s u l t a d o  o b l i g a  a r e p l a n t e a r  l a  i n t e r p r e t a c i ô n  de l o s  d a t e s  ob­

t e n i d o s  a n t e r i o r m c n t e  p a r a  l a  u n iô n  de Con A a l  f i b r i n ô g e n o  

(2 3 7 ) ,  que i n d i c a n  que se  unen 2 m oles  de Con A p o r  mol de f i ­

b r i n ô g e n o .  A l  e s t u d i a r  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a c i ô n  a n a l i t i c a  lo s  

co m p le jo s  Con A t e t r â m e r o - f i b r i n ô g e n o  se  o b s e r v a  un p i c o  con 

un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  de 1 3 .5  S, que  s e  c o r r e s p o n d e  

con  un p e s o  m o l e c u l a r  de aproxim adam ente  750 0 0 0 -8 0 0  000 Da. 

E s t e  p i c o  puede  s e r  a t r i b u i d o  t a n t o  a un c o m p le jo  com poes to  

p o r  2 m o lé c u la s  de f i b r i n ô g e n o  u n id a s  e n t r e  s i  p o r  un t e t r â m e ­

r o  de Con A (790 000 Da) como a 4 t e t r â m e r o s  de Con A u n id o s  a 

una m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  (780 000 D a ) . Por  o t r a  p a r t e ,  ya 

d e sd e  c o n c e n t r a c i o n e s  r e l a t i v a s  de l e c t i n a  de 200 yg/mg f i b r i ­

nôgeno se  o b s e r v a  un p i c o  con un c o e f i c i e n t e  de s e d i m e n t a c iô n  

de 1 8 -19  S, a s i  como l a  s e d im e n ta c iô n  de m a t e r i a l ,  e s p o n t â n e a -  

m ente o a n t e s  de h a b e r s e  a lc a n z a d o  l a s  60 000 r e v / m i n  en l a  ul, 

t r a c e n t r i f u g a ,  l o  que d e m u e s tra  c l a r a m e n t e  l a  fo r m a c iô n  de 

a g re g a d o s  de f i b r i n ô g e n o  de a l t o  p e s o  m o l e c u l a r .  Cada t e t r â m e ­

r o  de Con A e s ,  p o r  l o  t a n t o ,  c ap a z  de u n i r s e  a dos c a d e n a s  de 

c a r b o h i d r a t o  de m o l é c u la s  d i f e r e n t e s  de f i b r i n ô g e n o .  T eniendo  

en  c u e n t a  l o s  r e s u l t a d o s  a q u i  o b t e n i d o s  se  pued e  c o n c l u i r  que 

una e s t e q u i o m e t r i a  de 2 m oles  de Con A u n id o s  p o r  mol de f i b r ^  

nôgeno i n d i c a  r e a l m e n t e  que lo s  4 s i t i o s  de l a  m o l é c u l a  de f i ­

b r in ô g e n o  s e  e n c u e n t r a n  ocupados p o r  l a  l e c t i n a .

La p r e s e n c i a  de 4 s i t i o s  de u n iô n  p a r a  Con A, t a n t o  dlm£ 

r o  (pH 5 .2 )  como t e t r â m e r o  (pH 7 . 8 ) ,  en  l a  m o l é c u la  de f i b r i n ô  

geno  se  com prueba a l  e s t u d i a r  l a  u n iô n  de ^ ^ ^ l -C o n  A a S ep haro  

s a - f i b r i n ô g e n o .  E x i s t e  l a  p o s i b i l i d a d  de que l a  m o lé c u la  de f ^
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b r i n ô g e n o  s u f r a  un cam bio  c o n f o r m a c i o n a l  como c o n s e c u e n c i a  de 

l a  i n m o v i l i z a c i ô n ;  de h e c h o ,  l a  LcH no i n t e r a c c i o n a  con  e l  f i ­

b r i n ô g e n o  in m o v i l i z a d o  cuando  s i  l o  h a c e  de una fo rm a c l a r a  en  

s o l u c i ô n .  P or  e l l o ,  l a s  c o n s t a n t e s  de d i s o c i a c i ô n  o b t e n i d a s  no 

s e  ha  t e n i d o  en c o n s i d e r a c i ô n  y e s t e  m étodo se  h a  u t i l i z a d o  

û n ic a m e n te  con  o b j e t o  de com probar  mâs o menos aproxim adam e n t e  

e l  numéro de s i t i o s  de u n iô n  de l a  l e c t i n a  a l  f i b r i n ô g e n o .

Ya que l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  e s  s i m é t r i c a ,  l o s  2 si^ 

t i o s  de u n iô n  e n c o n t r a d o s  en  un p r i n c i p i o  p a r a  Con A t e t r â m e r o  

d e b îa n  s e r  i d é n t i c o s  y p r e s e n t a r  ambos, p o r  l o  t a n t o , l a  misma 

a f i n i d a d .  S in  embargo, s i  s e  c o n s i d é r a  que  l a  u n iô n  de 2 m o les  

de Con A p o r  mol de f i b r i n ô g e n o  se  c o r r e s p o n d e  r e a l m e n t e  co n  

4 s i t i o s  de u n iô n ,  lo s  d a t o s  e x p é r i m e n t a l e s  a n t e r i o r m e n t e  ob te .  

n id o s  (237) se  pueden a j u s t a r  m ejo r  a d os  c l a s e s  de s i t i o s  de 

u n iô n  (n^ = n^ = 2, con c o n s t a n t e s  de d i s o c i a c i ô n  a p a r e n t e s  de

0 .1 8  yM y 2 .1 5  UM), a l  i g u a l  que o c u r r i e r a  en  e l  c a s o  de A c- 

Con A.

No se  ha  d e te rm in a d o  c u a l e s  so n  l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i ­

d r a t o  mâs a c c e s i b l e s  t a n t o  a Con A como a Ac-Con A. S in  em b ar­

go ,  e s  r a z o n a b l e  su p o n e r  que l o s  s i t i o s  de u n iô n  con  menor afj^ 

n id a d  s e  c o r r e s p o n d e n  con l a s  c ad e n a s  de c a r b o h i d r a t o  u n i d a s  a 

l a s  c a d e n a s  y ,  en  e l  dom in io  E, ya q ue  é s t a s  no son  a c c e s i b l e s  

a LcH. Asim ism o, se  ha  d e m o s tra d o  que l a  n e u r a m in id a s a  e s  c a ­

p a z  de l i b e r a r  e l  â c id o  s i â l i c o  de l a s  4 c a d e n a s  de c a rb o h id ra ^  

t o  d e l  f i b r i n ô g e n o  p e r o  e l  p r o c e s o  t i e n e  l u g a r  mucho mâs r â p i -  

dam ente  en  e l  o l i g o s a c â r i d o  u n id o  a l a s  c a d e n a s  BB, en  e l  dom^ 

n i o  D (2 7 3 ) .  Las cad e n a s  de c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t e s  e n  l o s  domi^ 

n io s  D de l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  p a r e c e n ,  p o r  l o  t a n t o ,  

mâs a c c e s i b l e s  en  g e n e r a l  a  m a c ro m o lé cu la s  que  l a s  c a d e n a s  de 

c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t e s  en  e l  dom inio  E.

E l  h e ch o  de que t a n t o  Con A como Ac-Con A se  unan  a l a s
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4 c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o ,  en ambos do m in io s  D y E de l a  m ol^  

c u l a  de f i b r i n ô g e n o ,  m i e n t r a s  que l a  LcH s ô l o  s e a  c a p a z  de 

u n i r s e  a l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t é s  en  l o s  domi­

n io s  D depende t a n t o  de l o s  d i f e r e n t e s  r e q u e r i m i e n t o s  de am­

b a s  l e c t i n a s  en su  u n iô n  a l  c a r b o h i d r a t o  de g l i c o p r o t e i n a s  co  

mo de l a  e s t r u c t u r a  d e l  f i b r i n ô g e n o .

C i e r t a s  l e c t i n a s  con s i m i l a r  e s p e c i f i c i d a d  h a c i a  monosa 

c â r i d o s  pu eden  d i f e r i r  en  su  a f i n i d a d  p o r  d i s a c â r i d o s ,  o l i g o -  

s a c â r i d o s  o g l i c o p é p t i d o s . En e s t e  s e n t i d o ,  m i e n t r a s  que  l a  

LcH d i s c r i m i n a  p e o r  que Con A e n t r e  a z û c a r e s  s i m p l e s ,  e s ,  s i n  

embargo, més e s p e c i f i c a  que é s t a  p a r a  g l i c o p é p t i d o s  (2 7 4 ) .  La 

p r e s e n c i a  de l a  s e c u e n c i a  N - a c e t i l - g l u c o s a r a i n a - a s p a r a g i n a  e s  

muy im p o r t a n t e  p a r a  l a  u n iô n  de l a  LcH a g l i c o p r o t e i n a s  y a s i ,  

p o r  e je r a p lo ,  e l  o l i g o s a c â r i d o  de i g u a l  e s t r u c t u r a  que e l  g l i -  

c o p é p t i d o  de l a  t r a n s f e r r i n a  humana p e r o  c a r e n t e  de l a  secucn, 

c i a  N - a c e t i l - g l u c o s a m i n a - a s p a r a g i n a  e s  130 v e c e s  menos i n h i b i  

d o r  de l a  h e m a g l u t i n a c iô n  in d u c i d a  p o r  LcH que e l  g l i c o p é p t i -  

do en s i  (2 7 5 ) .

Los segm en to s  de l a s  t r è s  c a d e n a s  d e l  f i b r i n ô g e n o  que 

c o n e c t a n  l o s  d o m in io s  D y E, ^ ^2 4 -1 3 4  '
s e  e n c u e n t r a n  t o t a l m e n t e  e n t r e l a z a d o s  en  d i s p o s i c i ô n  s u p e r h e -  

l i c o i d a l  (1 5 ) .  E l  u so  de a n t i c u e r p o s  e s p e c i f i c o s  f r e n t e  a l  

p é p t i d o  d e l  f i b r i n ô g e n o  humano h a  d e m o s tra d o  q ue  e s t a

s e c u e n c i a  de l a  c a d en a  y s e  e n c u e n t r a  o c u l t a  en e l  i n t e r i o r  de 

e s t a  e s t r u c t u r a  en  l a  m o lé c u la  n a t i v a  y se  expone p r o g r e s i v a -  

m en te ,  aunque s ô l o  de una m anera p a r c i a l ,  p o r  d e g r a d a c i ô n  s e -  

c u e n c i a l  de l a  m o lé c u la  p o r  p la s m in a  (2 7 6 ) .  Es p o r  l o  t a n t o  

b a s t a n t e  p r o b a b l e  que l a  s e c u e n c i a  N - a c e t i l - g l u c o s a m i n a - a s p a r a ^  

g in a g 2 l a  c ad e n a  Y en  e l  dom in io  E s e  e n c u e n t r e  ta m b ié n  en  

e l  i n t e r i o r  de l a  r e g i ô n  h é l i c o ï d a l ,  s i e n d o  de e s t e  modo i n a c -  

c e s i b l e  a l a  LcH.
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E l f r a g m e n to  E e s  una m o lé c u la  e s t r u c t u r a l m e n t e  d i m é r i c a

y comprends l o s  r e s t o s  °^27-78 ' ®15-122 ^ ^ 1 - 6 2  c a d e ­
na de o l i g o s a c â r i d o  e s t â ,  p o r  l o  t a n t o ,  u n id a  muy p rô x im a  a l  

e x t r e m o  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a s  c a d e n a s  y .  E l  h e c h o  de que  no 

s e  de i n t e r a c c i ô n  e n t r e  l a  LcH y e l  f r a g m e n to  E s u g i e r e  que  l a  

s e c u e n c i a  N - a c e t i l - g l u c o s a m i n a - a s p a r a g i n a  se  e n c u e n t r a  ta m b ié n  

o c u l t a  en  e l  f r a g m e n to ,  a l  i g u a l  que l o  e s t â  en  e l  c o r r e s p o n -  

d i e n t e  do m in io  de l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o ,  a p e s a r  de l a  ex  

p o s i c i ô n  p a r c i a l  de que e s  o b j e t o  l a  c a d e n a  y como c o n s e c u e n ­

c i a  de l a  d i g e s t i ô n  p o r  p l a s m i n a .

La s e p a r a c i ô n  de una  c a d e n a  de l a  e s t r u c t u r a  t r i c a t e n a -  

r i a  s u p e r h e l i c o i d a l  que t u v i e r a  como r e s u l t a d o  l a  e x p o s i c i ô n  

de l a  s e c u e n c i a  N - a c e t i l - g l u c o s a m i n a - a s p a r a g i n a ,  r e q u e r i r i a  

una  s e r i e  p r o g r e s i v a  de c am b ios  c o n f o r m a c i o n a l e s  muy im p o r t a n ­

t e s  en  e l  d o m in io  E, de l o s  que  no h ay  a p e n a s  e v i d e n c i a s  f i s i -  

c o - q u i m i c a s  (2 7 8 ) .

Por o t r a  p a r t e ,  s e  h a  o b s e r v a d o  que  l a  d e s t r u c c i ô n  de l a  

a r q u i t e c t u r a  t r i d i m e n s i o n a l  de e s t a  r e g i ô n  de l a  m o lé c u la  de 

f i b r i n ô g e n o  t i e n e  como r e s u l t a d o  l a  d e s a p a r i c i ô n  d e l  s i t i o  de 

u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  p r é s e n t e  en  e l  f r a g m e n to  E (221) a s i  co  

mo de l a  e x p r e s i ô n  de d é t e r m i n a n t e s  a n t i g é n i c o s  e s p e c i f i c o s  

d e l  f r a g m e n to  E y l o c a l i z a d o s  fu n d a m e n ta lm e n te  en  l a  c a d e n a

IV .2 . 2 .  I n f l u e n c i a  de l a s  l e c t i n a s  en  l a  i n t e r a c c i ô n  

p l a s m i n ô g e n o - f i b r i n a :  u n iô n  de p la s m in ô g e n o  v f i b r i n o l i s i s

Las l e c t i n a s  Con A, Ac-Con A y LcH i n t e r a c c i o n a n  con  e l  

f i b r i n ô g e n o  dando l u g a r  a l a  fo r m a c iô n  de c o m p le jo s  que s e  d ^  

f e r e n c i a n  de l a  p r o t e l n a  n a t i v a  en  s u s  p r o p i e d a d e s  de c o a g u l ^  

c i ô n  y f i b r i n o l i s i s .  E s t o s  e f e c t o s  so n  e l  r e s u l t a d o  de l a  

u n iô n  e s p e c i f i c a  de l a s  l e c t i n a s  a l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a -
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t o  d e l  f i b r i n ô g e n o ,  ya que no se  p ro d u c e n  en  p r e s e n c i a  d e l  azû 

c a r  e s p e c i f i c o  a-MDGP.

E l e f e c t o  que e j e r c e n  l a s  t r e s  l e c t i n a s  so b r e  l a  v e l o c i -  

dad de c o a g u l a c i ô n  d e l  f i b r i n ô g e n o  p o r  t r o m b in a  es  muy s i m i l a r .  

Al i g u a l  que Con A (237, 249) y LcH (2 7 1 ) ,  Ac-Con A p ro d u c e  

una d is m in u c iô n  de l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  a b a j a s  c o n c e n ­

t r a c i o n e s  m i e n t r a s  que a c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  l a  au m en ta .

Se ha  d e m o s tra d o  que Con A, s i n  em bargo, f a v o r c c e  s ie m -  

p re  l a  a g r e g a c i ô n  de l o s  monômeros de f i b r i n a  y ademâs no t i e ­

ne n ing ûn  e f e c t o  i n h i b i d o r  en  l a  l i b e r a c i ô n  de l o s  f i b r i n o p é p ­

t i d o s  (2 4 9 ) .  Por o t r a  p a r t e ,  n i  LcH n i  Ac-Con A p ro v o c a n  l a  

fo rm a c iô n  de a g re g a d o s  de f i b r i n ô g e n o  que p u d i e r a n  d a r  l u g a r  a 

un in c r e m e n to  a p a r e n t e  de l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n .  Ya que 

e l  e f e c t o  g l o b a l  de l a s  t r e s  l e c t i n a s  s o b r e  e l  p r o c e s o  e s  e l  

mismo, cabe  e s p e r a r  que en t o d o s  l o s  c a s o s  se  deba a una  misma 

c a u s a  y é s t a  p a r e c e  s e r  e l  a p a n t a l l a m i e n t o  de l a  c a r g a  e l é c t r i .  

ca  d e l  f i b r i n ô g e n o  en l a s  p ro x i m i d a d e s  de l a s  c a d e n a s  de c a r lw  

h i d r a t o ,  que f a v o r e c e  t a n t o  l a  a t r a c c i ô n  e n t r e  monômeros de fi^ 

b r i n a  (B) como l a  a t r a c c i ô n  e n t r e  m o l é c u l a s  de f i b r i n ô g e n o  y 

monômeros de f i b r i n a  (A ) :

F i b r i n ô g e n o  F i b r i n a  + F i b r i n o p é p t i d o s

(A) F ib r i n ô g e n o  + F i b r i n a  ------------ * F i b r i n ô g e n o - F i b r i n a

(B) n F i b r i n a  ------------ ♦ ( F i b r i n a ) ^  ( P o l i m e r i z a c i ô n )

D ep end ien do  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de t r o m b in a  y segû n  c u a l  de es. 

t o s  e f e c t o s  p rédo m iné  e l  p r o c e s o  g l o b a l  de c o a g u l a c i ô n  se  v e r i  

a c e l e r a d o  (B > A) o i n h i b i d o  (A > B ) .

E l  h e c h o  de que l a s  t r e s  l e c t i n a s  e s t u d i a d a s  p ro d u z c a n  

e l  mismo e f e c t o  en  l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  pone de m an if ies^  

t o  l a  im p o r t a n c i a  de l a  c a r g a  e l é c t r i c a  t o t a l  de l a  m o l é c u la  de
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f i b r i n ô g e n o ,  in d e p e n d i e n te m e n te  de s u  l o c a l i z a c i ô n  en  un domi­

n i o  u o t r o .  D el mismo modo, s e  ha  com probado  que e x i s t e  una re. 

l a c i ô n  l i n e a l  e n t r e  l a  c a n t i d a d  de â c i d o  s i â l i c o  l i b e r a d o  de 

l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  p o r  a c c i ô n  de l a  n e u ra m in id a s a  y l a  

a c e l e r a c i ô n  de l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n ,  a p e s a r  de que l a  

l i b e r a c i ô n  de â c i d o  s i â l i c o  de l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  en  

l o s  do m in io s  D e s  mâs r â p i d a  que en  e l  d om in io  E (2 7 3 ) .

Por  o t r a  p a r t e ,  Con A e j e r c e  e l  mismo e f e c t o  s o b r e  l a  ve. 

l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n  d e l  a s i a l o f  i b r i n ô g e n o  que s o b r e  l a  d e l  

f i b r i n ô g e n o  n a t i v o  (2 3 7 ) ,  aunque t a n t o  e l  a s i a l o f i b r i n ô g e n o  co  

mo s u s  c o m p le jo s  con  Con A c o a g u la n  mâs d e p r i s a  que  l a  molécu­

l a  n a t i v a  y su s  c o r r e s p o n d i e n t e s  c o m p l e jo s .  Las l e c t i n a s  enma£ 

c a r a n ,  p o r  l o  t a n t o ,  no s ô l o  l a  c a r g a  d e l  â c id o  s i â l i c o  s i n o  

ta m b ié n  l a  c a r g a  p r é s e n t e  en  l a s  p r o x im id a d e s  de l a s  c ad e n a s  

de c a r b o h i d r a t o .

En n in gû n  c a s o  l a s  l e c t i n a s  p ro d u c e n  una d i s m in u c iô n  d e l  

p o r c e n t a j e  de p r o t e l n a  c o a g u l a b l e ,  n i  s i q u i e r a  a a q u e l l a s  con­

c e n t r a c i o n e s  que  in h i b e n  l a  v e l o c i d a d  de c o a g u l a c i ô n .

Por  o t r a  p a r t e ,  n i  Ac-Con A n i  LcH t i e n e n  n in g û n  e f e c t o  

s o b r e  e l  g ra d o  de e n t r e c r u z a m i e n t o  de l a  f i b r i n a  fo rm ad a .  La 

i n h i b i c i ô n  d e l  t r a m a d o  o b s e r v a d a  en  p r e s e n c i a  de Con A ha  de 

s e r ,  p o r  l o  t a n t o ,  e l  r e s u l t a d o  de l a  fo rm a c iô n  de a g re g a d o s  de 

f i b r i n ô g e n o  y no una c o n s e c u e n c i a  de l a  u n iô n  de Con A a un do­

m i n io  u o t r o  de l a  m o lé c u la .  La fo r m a c iô n  de a g re g a d o s  de f i b r i .  

nôgeno  p o r  m edio  de l a  l e c t i n a  puede c o n d u c i r  a un o rd e n a m ie n to  

d i f e r e n t e  de l a  r e d  de f i b r i n a  que i n t e r f i e r a  con  e l  e n t rec ru za^  

m ie n to  de l a s  c a d e n a s  a y Y .

Con A y Ac-Con A p ro d u c e n  una m arc ad a  i n h i b i c i ô n  de l a  f i .  

b r i n o l i s i s  m i e n t r a s  que l a  LcH t i e n e  un  e f e c t o  c l a r a m e n t e  menor.



- 1 4 6 -

La u n iô n  de 1 mol de Con A ô 2 moles  de Ac-Con A p o r  mol de 

b r in ô g e n o  in h i b e  c a s i  en  un 95% l a  v e lo c i d a d  de l i s i s  de coâgij 

l o s  de f i b r i n a  r e t r a l d o s  y l a v a d o s ;  e s t o s  n i v e l e s  de i n h i b i — 

c i ô n  no s e  a l c a n z a n ,  s i n  em bargo ,  a n ing un a  c o n c e n t r a c i ô n  de 

LcH.

Ya que Con A a c t u a  como una m o lé c u la  b i v a l e n t e  cuan do  iri 

t e r a c c i o n a  con  e l  f i b r i n ô g e n o ,  cada  mol de l e c t i n a  ocupa r e a l ­

mente dos s i t i o s  de u n iô n  p o r  mol de f i b r i n ô g e n o .  E l  e f e c t o  de 

Con A s o b r e  l a  f i b r i n o l i s i s  en  fu n c i ô n  d e l  numéro de s i t i o s  de 

h echo  o cupados  p o r  l a  l e c t i n a  debe s e r  r e p r e s e n t a d o ,  p o r  l o  

t a n t o ,  m u l t i p l i c a n d o  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de Con A u n id a  p o r  un 

f a c t o r  de 2. Los d a t o s  a s i  c o r r e g i d o s  se  su p e rp o n en  con l o s  

que se  o b t i e n e n  p a r a  Ac-Con A (F ig .  29, l i n e a  d i s c o n t i n u a ) , de 

forma que e l  95% de i n h i b i c i ô n  se  a l c a n z a  cuando 2 s i t i o s  de 

u n iô n  en  l a  m o lé c u la  de f i b r i n ô g e n o  se  e n c u e n t r a n  ocupados  p o r  

Con A o Ac-Con A.

E l  d i f e r e n t e  e f e c t o  de Con A y LcH so b r e  l a  f i b r i n o l i s i s  

no e s  d e b id o ,  p o r  l o  t a n t o ,  a l a  fo rm a c iô n  de a g reg ad o s  de f i ­

b r i n ô g e n o  n i  e s t â  r e l a c i o n a d o  con  d i f e r e n c i a s  en l a  fo r m a c iô n  

de l a  f i b r i n a  o en  e l  t r a m a d o  de l a  misma, ya que Ac-Con A, que 

no form a a g re g a d o s  de f i b r i n ô g e n o  n i  a f e c t a  a l  g ra d o  de e n t r e ­

c r u z a m ie n t o  de l a  f i b r i n a ,  p ro d u c e  e x a c ta m e n te  l a  misma i n h i b i ­

c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  q ue  Con A.
P or o t r a  p a r t e ,  n in g u n a  de l a s  l e c t i n a s  e j e r c e  un e f e c t o  

a p r e c i a b l e  en  l a  f o r m a c iô n  d e l  c o m p le jo  p l a s m i n ô g e n o - e s t r e p t o ­

q u i n a s a  o en  l a  a c t i v i d a d  de é s t e ,  a l  menos en l a s  c o n d i c i o n e s  

e x p é r i m e n t a l e s  u t i l i z a d a s  en  l o s  e s t u d i o s  de f i b r i n o l i s i s .

La i n h i b i c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  p ro d u c id a  p o r  Con A y 

Ac-Con A, que  no s e  o b s e r v a  c o n  LcH, s ô l o  puede s e r  d e b id a ,  p o r  

l o  t a n t o ,  a l  b lo q u e o  d e l  d o m in io  E d e l  f i b r i n ô g e n o  p o r  u n iô n  de 

l a s  l e c t i n a s .  E s te  b lo q u e o  pued e  a f e c t a r  t a n t o  a l o s  s i t i o s  de
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u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  como a l o s  s i t i o s  de a ta q u e  de l a  p l a s -  

mi n a .

La f i b r i n a  e s  s u s c e p t i b l e  a l  a t a q u e  p o r  p la s m in a  b â s i c a -  

m en te  en  l o s  mismos s i t i o s  y en  e l  mismo o rd e n  que e l  f i b r i n ô ­

g e n o .  S in  em bargo , l a s  l e c t i n a s  no t i e n e n  n in gû n  e f e c t o  en  l a  

f i b r i n o g e n o l i s i s  n i  en l a  l i s i s  de monômeros de f i b r i n a  en  s o ­

l u c i ô n ,  p o r  l o  que  puede d e c i r s e  que  tam poco  i n t e r f e r i r â n  con 

l o s  s i t i o s  de a t a q u e  de l a  p l a s m i n a  en  l a  f i b r i n a .

Por  o t r a  p a r t e , n in g u n a  de l a s  l e c t i n a s  p r e v i e n e  l a  

u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a .  E s t e  p la sm in ô g en o  in i c ia .1  

m en te  u n id o  e s  ademâs t o t a l m e n t e  e f e c t i v o  en  a u s e n c i a  de l e c t ^  

n a s , ya que  l a  e l i m i n a c i ô n  de l a s  l e c t i n a s  u n id a s  a l a  f i b r i n a  

r e v i e r t e  e l  e f e c t o  de i n h i b i c i ô n .

Asim ism o, Con A p ro d u c e  una i n h i b i c i ô n  c l a r a  de l a  f i b r i  

n o l i s i s  ex ô g e n a ,  a p e s a r  de l a  t o t a l  d i s p o n i b i l i d a d  de p l a s m i ­

nôgeno  en  e l  m edio ,  e i n c l u s o  de l a  f i b r i n o l i s i s  endôgena ,  en  

l a  que  no se  da l a  i n t e r a c c i ô n  G l u - p l a s m i n ô g e n o - f i b r i n a  I I  en  

c o n c r e t e .

Todos e s t o s  he ch o s  i n d i c a n  que l a  i n h i b i c i ô n  de l a  v e l o ­

c i d a d  de l i s i s  o b s e r v a d a  e n  p r e s e n c i a  de Con A y Ac-Con A no 

e s  d e b id a  a una d i s m in u c iô n  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de p la s m in ô g e ­

no d i s p o n i b l e  en  e l  c o â g u lo  p a r a  1 a l i s i s  s i n o  que s e  debe  a 

una  f a l t a  de e f e c t i v i d a d  de  d l c h o  p la s m in ô g e n o .

E x i s t e  un a c u e rd o  g e n e r a l  a c e r c a  de l a  im p l i c a c i ô n  de am 

b os  do m in io s  D y E d e l  f i b r i n ô g e n o  e n  l a  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e ­

no (213, 2 2 0 ) .

L ehzen  e t  a l .  (223) han  l o c a l i z a d o  un s i t i o  de u n iô n  d e l  

p la s m in ô g e n o  en  l a  r e g i ô n  t e r m o e s t a b l e  d e l  f r a g m e n to  D. E s t a  

r e g i ô n  e s t â  c o n s t i t u i d a  p o r  s eg m en to s  de i g u a l  tamaho de l a s  

t r e s  c a d e n a s  p o l i p e p t i d i c a s ,  u n id o s  e n t r e  s i  p o r  p u e n te s  d isu l^
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f u r o  (279) y forma p a r t e  de l a  e s t r u c t u r a  s u p e r h e l i c o i d a l  que 

c o n e c t a  l o s  d o m in io s  c e n t r a l  y t e r m i n a l  de l a  m o lé c u la  de f i ­

b r i n ô g e n o .

A simismo, N ieu w e n h u ize n  e t  a l .  (280) h an  e n c o n t r a d o  que 

e l  e f e c t o  a c e l e r a d o r  de l a  a c t i v a c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  p o r  

t -P A  de uno de l o s  f r a g m e n to s  o b t e n i d o s  p o r  t r a t a m i e n t o  d e l  f i  

b r i n ô g e n o  con  brom uro  de c ia n ô g e n o ,  e l  FCB 2, r e s i d e  en  l a  s e ­

c u e n c i a  Au^^g 2Q-7 '  en  l a  r e g i ô n  a - h e l i c o i d a l  d e l  f r a g m e n to  D.

E l  s i t i o  de u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  p r e s e n t e  en  e l  domi­

n io  D p a r e c e  e s t a r ,  p o r  l o  t a n t o ,  b a s t a n t e  a l e j a d o  de l a  c a d e ­

na de c a r b o h i d r a t o  u n id a  a l a  a s p a r a g i n a  364 de l a  cad en a  b 6 

en  una de l a s  t r e s  e s t r u c t u r a s  t e r m o l â b i l e s  que j u n t o  con l a  

e s t r u c t u r a  t e r m o e s t a b l e  c o n s t i t u y e n  e l  do m in io  D d e l  f i b r i n ô g £  

no ( F i g . 35 ) (2 8 1 ) .

P o r  o t r a  p a r t e ,  V a ra d i  y P a t t h y  (221) h an  d e m o s trad o  que 

l a  s e c u e n c i a  L eu^ ^^ -L ys^^^  de l a  c a d e n a  BS, p r e s e n t e  en l a  r e ­

g i ô n  c o n e c t o r a  s u p e r h e l i c o i d a l ,  e s  e s e n c i a l  p a r a  l a  u n iô n  d e l  

p la s m in ô g e n o  a l  f r a g m e n to  E. De e s t e  modo, l o s  s i t i o s  de u n iô n  

d e l  p la s m in ô g e n o  en  l o s  f r a g m e n to s  D y E p a r e c e n  s e r  e s t r u c t u ­

r a l m e n t e  hom ôlogos .

Las c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t e s  en e l  dom in io  E 

d e l  f i b r i n ô g e n o  e s t â n  u n i d a s  a l a  a s p a r a g i n a  52 de ambas c a d e ­

nas  Y, muy p rô x im a s  a l a  s e c u e n c i a  ^ '^2,21~^^®122 ca d e n a
BS (2 7 7 ) .  Por l o  t a n t o ,  l a  u n iô n  de Con A y Ac-Con A a l  dom in io  

E debe  i n t e r f e r i r  con  e s t e  s i t i o  de u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o .

E l  h e c h o  de que l a  u n iô n  de G lu -p l a s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a

no se  v ea  a f e c t a d a  p o r  e l  b lo q u e o  d e l  s i t i o  p r e s e n t s  en  e l  dom^

n i o  E s u g i e r e  que  s i  G lu -p la sm in ô g e n o  s e  une p r i n c i p a l m e n t e  en 

e l  d o m in io  D, l e j o s  d e l  s i t i o  de u n iô n  de l a s  l e c t i n a s .

S in  em bargo ,  p a r a  que l a  f i b r i n o l i s i s  t e n g a  l u g a r  de una

m anera  e f e c t i v a  e s  n e c e s a r i o  que e l  s i t i o  de u n iô n  en  e l  domi-
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Con A 
LcHLCH

CHO

CHO 
Con ACHO 

Con A

F ig u r a  35 . Diagraraa de l a  o r d e n a c i ô n  de l a  m olé­

c u l a  de f i b r i n ô g e n o  b a s a d o  en  l a  e x i s t e n c i a  de 

r e g i o n e s  con  d i f e r e n t e  r e s i s t e n c i a  a l a  d e s n a t u -  

r a l i z a c i ô n  t é r m i c a  (2 8 1 ) .  Los s i t i o s  de r u p t u r a  

de l a  m o lé c u la  en l a  d i g e s t i ô n  p o r  p l a s m i n a  e s -  

t é n  se f ia la d o s  con  f l é c h a s .  A, f  i b r i n o p é p t i d o  A; 

B, f i b r i n o p é p t i d o  B; Pg, s i t i o s  de u n iô n  d e l  

p la s m in ô g e n o ;  CHO, l o c a l i z a c i ô n  a p ro x im ad a  d e l  

c a r b o h i d r a t o ;  Con A, s i t i o s  de u n iô n  de Con A y 

LcH, s i t i o s  de u n iô n  da LcH.
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n io  E s e  e n c u e n t r e  a c c è s i b l e , p e r m i t i e n d o  l a  i n t e r a c c i ô n  con 

e l  p la s m in ô g e n o .  E s t a  i n t e r a c c i ô n ,  que  p ro b a b le m e n te  r e q u i e r a  

a lg u n a  t r a n s f o r m a c i ô n  p r o t e o l i t i c a  d e l  p la s m in ô g e n o  o de l a  

b r i n a  o i n c l u s o  de ambos, s e  ve im p e d id a  p o r  l a  u n iô n  de Con A 

o  Ac-Con A a l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  d e l  d o m in io  E, muy 

p rô x im as  a l  s i t i o  de u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o ,  y e l l o  t i e n e  como 

r e s u l t a d o  l a  i n h i b i c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s .

B asân do se  en e s t u d i o s  s o b r e  l a  i n t e r a c c i ô n  d e l  p l a s m i n ô ­

geno con l o s  f r a g m e n to s  D y E, Lucas e t  a l .  (213) h an  p r o p u e s -  

t o  un m odelo  se g û n  e l  c u a l  e l  G lu -p la s m in ô g e n o  se  u n i r i a  a l  do 

m in io  D, v ié n d o s e  con e l l o  f a v o r e c i d a  s u  a c t i v a c i ô n  a p l a s m i n a ,  

m i e n t r a s  que  e l  L y s -p l a s m in ô g e n o ,  fo rm ado  a p a r t i r  d e l  G lu -  

p la s m in ô g e n o  p r e c i s a m e n t e  p o r  a c c i ô n  de e s t a  p la s m in a  i n i c i a l ,  

s e  u n i r i a  a l  d o m in io  E, l o c a l i z a n d o  a s i  l a  a c t i v i d a d  p r o t e â s i -  

c a  en  l a  f i b r i n a .

La u n iô n  de Con A a l a s  c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  d e l  dond 

n io  E no p r e v i e n e ,  s i n  em bargo ,  l a  u n iô n  d e l  L y s -p l a s m in ô g e n o  

a  l a  f i b r i n a ,  s i  b i e n  p ro d u c e  una c l a r a  i n h i b i c i ô n  de l a  f i b r i_  

n o l i s i s .  E s t e  h echo  s u g i e r e  que  e l  p a s o  de G lu -p l a s m in ô g e n o  a 

L y s -p la s m in ô g e n o  no e s  l a  t r a n s f o r m a c i ô n  p r o t e o l i t i c a  n e c e s a -  

r i a  o a l  menos s u f i c i e n t e  p a r a  que t e n g a  l u g a r  l a  i n t e r a c c i ô n  

en  e l  d o m in io  E, ya q ue  e l  L y s -p l a s m in ô g e n o  p a r e c e  u n i r s e  tam­

b i é n  p r i n c i p a l m e n t e  a l o s  s i t i o s  de u n iô n  p r é s e n t e s  en  e l  dom^ 

n i o  D.

Aunque l a  i n t e r a c c i ô n  d e l  L y s -p l a s m in ô g e n o  con  e l  f ragm en  

t o  E h a  s i d o  s u f i c i e n t e m e n t e  p ro b a d a  (21 3 ,  2 2 0 ) ,  e l l o  no r e f l e -  

j a  n e c e s a r i a m e n te  que e l  L y s -p l a s m in ô g e n o  se  una a l  d o m in io  E 

en  l a  m o lé c u la  I n t a c t a  y a  q u e  e s  p o s i b l e  que l o s  s i t i o s  de 

u n iô n  s e  e n c u e n t r e n  p r é s e n t e s  p e r o  e s c o n d i d o s  en  e l  f i b r i n ô g e n o  

/ f i b r i n a  y no s e a n  t o t a l m e n t e  f u n c i o n a l e s .  La d i s e c c i ô n  p r o t e o -
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l i t i c a  de l a  m o lé c u la  puede  e l i m i n a r  l o s  p é p t i d o s  que enm asc^ 

r e n  e s t o s  s i t i o s  y p o n e r l o s  a l  d e s c u b i e r t o .  De h e c h o ,  Varady 

y P a t t h y  (220) h a n  com probado  que m i e n t r a s  l o s  f r a g m e n to s  D y 

E so n  r e t e n i d o s  p o r  S e p h a r o s a - L y s - p l a s m in ô g e n o ,  no o c u r r e  lo  

mismo con  e l  f i b r i n ô g e n o  i n t a c t o .

T en ien d o  en  c u e n t a  l o s  g r a n d e s  cam bios  e s t r u c t u r a l e s  

que t i e n e n  l u g a r  en  l a  r e g i ô n  c a r b o x i t e r m i n a l  de l a  c ad e n a  Y, 

en  e l  d o m in io  D, como c o n s e c u e n c i a  de l a  p o l i m e r i z a c i ô n ,  p a r ^  

ce  p o s i b l e  que l o s  s i t i o s  de u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  en  e s t e  

d o m in io  se  exp on gan  en  e l  p r o c e s o  de c o a g u l a c i ô n .  S in  embargo, 

l a  e x p o s i c i ô n  de l o s  s i t i o s  de u n iô n  en  e l  d o m in io  E de l a  fj^ 

b r i n a  p ro b ab lem e  n t e  r e q u i e r a  e l  a t a q u e  p r o t e o l i t i c o  de l a  

p l a s m i n a .  La i n t e r a c c i ô n  d e l  p la s m i n ô g e n o /p l a s m i n a  con l a  f i ­

b r i n a  en  e s t o s  s i t i o s  t e n d r i a  l u g a r ,  p o r  l o  t a n t o ,  una vez  

i n i c i a d o  e l  p r o c e s o  f i b r i n o l i t i c o ,  ya en p r e s e n c i a  de l o s  a c ­

t i v a d o r e s .

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

LA FIBRINOLISIS

C o n s id e r a n d o  en  c o n j u n t o  to d o s  l o s  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r ­

mente e x p u e s t o s  e s  p o s i b l e  f o r m u le r  un modelo s o b r e  e l  mecanis^ 

mo de a c c i ô n  d e l  s i s t e m a  p la s m in ô g e n o - p la s m in a  en  l a  f i b r i n o l i ^  

s i s .

Los c am b io s  c o n f o r m a c i o n a l e s  que  t i e n e n  l u g a r  en  e l  dom^ 

n i o  D de l a  f i b r i n a  como c o n s e c u e n c i a  de l a  p o l i m e r i z a c i ô n  c o ^  

ducen  a l a  a p a r i c i ô n  en  e s t e  d o m in io  de un s i t i o  de u n iô n  p a r a  

e l  p la s m in ô g e n o .  La i n t e r a c c i ô n  d e l  p la s m in ô g e n o  con l a  f i b r i ­

na en e s t e  s i t i o  h a c e  que  su  a c t i v a c i ô n  a p la s m in a  s e  vea  fa v o  

r e c i d a .
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En p r e s e n c i a  de l o s  a c t i v a d o r e s  l a  u n iô n  de p la s m in ô g e n o  

( t a n t o  G lu -  como L y s -p la sm in ô g e n o )  a l a  f i b r i n a  en  fo rm a c iô n  

t i e n e  l u g a r  en a s o c i a c i ô n  con l a  f o r m a c iô n  de p l a s m i n a .  La mo- 

d i f i c a c i ô n  p r o t e o l i t i c a ,  p o r  a c c i ô n  de e s t a  p l a s m i n a ,  de l a  f i  

b r i n a  en  fo rm ac iô n  p r o p o r c i o n a ,  p o r  una  p a r t e ,  un mecanismo 

que r é g u l a  e l  t i p o  de f i b r i n a  fo rm ada  y ,  p o r  o t r a  p a r t e , condu 

ce a l a  e x p o s i c iô n  en  e l  dom in io  E de l a  f i b r i n a  de nuevos s i ­

t i o s  de u n iô n  p a r a  e l  p la s m in ô g e n o .  La i n t e r a c c i ô n  d e l  p l a s m i ­

n ô g e n o /p la sm in a  en  e s t o s  s i t i o s  e s  fu n d a m e n ta l  p a r a  que l a  f i ­

b r i n o l i s i s  te n g a  l u g a r  de una m anera  e f i c a z ,  de fo rm a que e l  

b lo q u e o  de lo s  s i t i o s  de u n iô n  en e l  d o m in io  E p ro v o c a  una 

i n h i b i c i ô n  p r â c t i c a m e n t e  t o t a l  de l a  f i b r i n o l i s i s .
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V. CONCLUSlONES
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1 . -  La v e l o c i d a d  de  l i s i s  de co& gulos  r e t r a l d o s  y la v a d o s  

v i e n e  d e te r m i n a d a  p o r  l a  c o n c e n t r a c i ô n  de p la s m in ô g e n o  u n id o  a 

l a  f i b r i n a  y p o r  l a  c a p a c i d a d  d e l  a c t i v a d o r  p a r a  d i f u n d i r  a l  

i n t e r i o r  d e l  c o S g u lo .  En p r e s e n c i a  d e  l o s  a c t i v a d o r e s  e l  p l a s ­

minôgeno c i r c u l a n t e  p uede  u n i r s e  a l a  f i b r i n a  , de  fo rm a que 

l a  f i b r i n o l i s i s  ex ôgena  de  c o â g u lo s  i n t a c t e s  e s  mucho m is  e f e c  

t i v a  que l a  l i s i s  de c o i g u l o s  r e t r a l d o s .

2 . -  E l  p o t e n c i a l  f i b r i n o l l t i c o  de l o s  a c t i v a d o r e s  e s  mucho 

mayor cuando  e s t o s  se  e n c u e n t r a n  p r é s e n t e s  en e l  momento de  

f o r m a r s e  l a  f i b r i n a  que s i  s e  ahaden  a  l o s  c o i g u l o s  u na  v ez  

foxnnados. La p r e s e n c i a  de  l o s  a c t i v a d o r e s  d u r a n t e  e l  p ro c e s o  

de c o a g u la c iô n  puede p r o p o r c i o n a r  un m ecanism o q ue  r é g u l é  e l  

t i p o  de f i b r i n a  form ada  y s u  d e g r a d a c i ô n .

3 . -  E l mecanismo de  a c c i ô n  de l a  e s t r e p t o q u i n a s a  e s  s i m i l a r  

a l  d e l  t-PA  y mucho m is  s e l e c t i v o  que e l  de l a  u r o q u i n a s a .

E l l o  h a c e  que l a  e s t r e p t o q u i n a s a  s e a  m is  e f e c t i v a  que l a  u r o ­

q u in a s a  en l a  i n d u c c i ô n  de l a  f i b r i n o l i s i s  t a n t o  e x ô g ena  como 

end ô g en a .

4 . -  T an to  Con A como su  d e r i v a d o  a c e t i l a d o  s e  unen  a l a s  4 

c a d e n a s  de c a r b o h i d r a t o  d e l  f i b r i n ô g e n o ,  aunque  con  d i s t i n t a  

a f i n i d a d  en  un d om in io  y o t r o ,  m i e n t r a s  que  l a  LcH s ô l o  s e  une  

a  l a s  c a d e n a s  de  c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t e s  en l o s  d o m in io s  0 .

5 . -  E l  hecho  de  que l a  LcH no s e a  c a p a z  de i n t e r a c c i o n a r
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con l a s  c a d e n a s  de  c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t e s  en e l  d o m in io  E o 

en  e l  f r a g m e n to  E i n d i c a  q u e  l a  s e c u e n c i a  N - a c e t i l - g l u c o s e u n i -  

n a - a s p a r a g i n a ,  n e c e s a r i a  p a r a  l a  u n iô n  de  LcH a  g l i c o p r o t e l -  

n a s ,  s e  e n c u e n t r a  en  e l  i n t e r i o r  de  l a  e s t r u c t u r a  h é l i c o ï d a l  

que c o n e c t a  l o s  d o m in io s  D y  E d e l  f i b r i n ô g e n o  y que  e s t a  e s ­

t r u c t u r a  s e  c o n s e r v a  en  e l  f r a g m e n to  E .

6 . -  A l i g u a l  que  Con A y LcH, Ac-Con A p ro d u c e  una i n h i b i ­

c i ô n  d e  l a  v e l o c i d a d  de  c o a g u l a c i ô n  a  b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  

m i e n t r a s  que a c o n c e n t r a c i o n e s  a l t a s  l a  aum e n ta .  E s t e  e f e c t o  

e s  d e b id o  a  un a p a n t a l l a m i e n t o  de l a  c a r g a  e l é c t r i c a  d e l  f i ­

b r i n ô g e n o  en  l a s  p r o x im id a d e s  de  l a s  c a d e n a s  d e  c a r b o h i d r a t o ,  

in d e p e n d i e n t e m e n te  de  su  l o c a l i z a c i ô n  en  un d o m in io  u o t r o ,  

que f a v o r e c e  t a n t o  l a  a t r a c c i ô n  e n t r e  monômeros de  f i b r i n a  

( a c e l e r a c i ô n )  como l a  a t r a c c i ô n  e n t r e  f i b r i n ô g e n o  y monômeros 

de f i b r i n a  ( i n h i b i c i ô n ) .

7 . -  Ya que Ac-Con A y LcH, que no p ro v o c a n  l a  fo r m a c iô n  de  

a g r e g a d o s  de f i b r i n ô g e n o ,  no  t i e n e n  n in g û n  e f e c t o  s o b r e  e l  

g r a d o  d e  e n t r e c r u z a u n i e n to  de  l a  f i b r i n a ,  l a  i n h i b i c i ô n  d e l  

t r a m ad o  p r o d u c i d a  p o r  Con A ha  de s e r  d e b id a  a  l a  fo r m a c iô n  

de  a g r e g a d o s  de f i b r i n ô g e n o ,  que  p u ed e  c o n d u c i r  a un o r d e n a ­

m ie n to  d i f e r e n t e  de  l a  r e d  d e  f i b r i n a ,  y no a  l a  u n iô n  a  uno 

u o t r o  d o m in io .

8 . -  Con A y Ac-Con A p ro d u c e n  una  m arca d a  i n h i b i c i ô n  d e  l a  

f i b r i n o l i s i s  m i e n t r a s  que  LcH t i e n e  un e f e c t o  c l a r a m e n t e  menor.
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S in  em bargo, n in g u n a  de  l a s  l e c t i n a s  e s t u d i a d a s  t i e n e  e f e c t o  

en  l a  f i b r i n o g e n o l i s i s  n i  en  l a  d i g e s t i ô n  d e  monômeros de f i ­

b r i n a  en  s o l u c i ô n ,  l o  que  i n d i c a  q ue  no i n t e r f i e r e n  con  l o s  

s i t i o s  de  a t a q u e  de  l a  p l a s m i n a  en l a  m o l é c u l a  de  f i b r i n ô g e n o  

/ f i b r i n a .  P o r  l o  t a n t o ,  l a  i n h i b i c i ô n  d e  l a  f i b r i n o l i s i s  p r o ­

duc i d a  p o r  Con A y Ac-Con A e s  d e b id a  a  l a  u n iô n  de  d i c h a s  

l e c t i n a s  a  l a s  c a d e n a s  de  c a r b o h i d r a t o  p r é s e n t e s  en e l  domi­

n i o  E.

9 . -  E l  h ech o  de  que l a  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  a l a  f i b r i n a  

no s e  v e a  a f e c t a d a  p o r  n in g u n a  de l a s  l e c t i n a s  s u g i e r e  que e l  

p la s m in ô g e n o ,  t a n t o  G lu -  como L y s - ,  s e  une  p r i n c i p a l m e n t e  a 

s u s  s i t i o s  en  e l  d o m in io  D, b a s t a m t e  a l e j a d o s  de  l a s  c a d e n a s  

de  c a r b o h i d r a t o .  Los s i t i o s  de  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o  p r é s e n ­

t e s  en e l  f r a g m e n to  E d e b e n  de e s t a r  o c u l t o s  en  e l  f i b r i n ô g e n o  

/ f i b r i n a  y e x p o n e r s e  como c o n s e c u e n c i a  d e l  a t a q u e  p r o t e o l i t i c o  

de  l a  p l a s m i n a .  La i n t e r a c c i ô n  d e l  p l a s m i n ô g e n o /p l a s m i n a  en  e s  

t o s  s i t i o s ,  una  v e z  i n i c i a d o  e l  p r o c e s o  f i b r i n o l l t i c o ,  e s  f u n ­

d a m e n ta l  p a r a  q u e  l a  f i b r i n o l i s i s  t e n g a  l u g a r  d e  u na  m anera 

e f i c a z .  La u n iô n  de  Con A y Ac-Con A a  l a s  c a d e n a s  de  c a r b o h i ­

d r a t o  d e l  f i b r i n ô g e n o  en  e l  dom in io  E, muy p rô x im a s  a l  s i t i o  

de  u n iô n  d e l  p la s m in ô g e n o ,  im p ide  e s t a  i n t e r a c c i ô n  y e l l o  p r o ­

d u ce  una  i n h i b i c i ô n  de  l a  f i b r i n o l i s i s .
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