Y

-

112 81
10
2@.)

MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
PROTEINA C
POR MEDIO DE LECTINAS

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN
CIENCIAS BIOMEDICAS
(INMUNOLOGIA)

PRESENTA
EDUARDOE’_EREZ CAMPOS

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM

INSTITUTO TECNOLOGICO DE OAXACA

AGOSTO, 1996

S CON

e
g W 1 AT e

[ sl
hgm IE OREEN TESIS CON

FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



TABLA DE CONTENIDO

COMITE TUTORAL
AGRADECIMIENTOS
ABREVIATURAS

INTRODUCCION

Proteina C

REVISION CRITICA DEL PROBLEMA

(Antecedentes, Justificacion, Hipotesis, Objetivos, Metas)
Hipotesis
QObjetivos

Metas

MATERIAL Y METODOS
Reactivos y materiales
Obtencidn de muestras de sangre
Obtencidn de lectinas
Hemaglutinacion
Tiempo de protrombina medificado con lectinas
Tiempo parcial de tromboplastina activada y generacion de trombina
Prucba para valorar la resistencia a la proteina C
Actividad de 1a proteina C, con substrato cromogénico

Actividad de 1a proteina C, funcional

13

15

17

21
21

22

23

25
25

26

26

27
27
28
28

30



RN ST T T A N B S Y

T ¥
i i

——

f; ("‘.»;.{3

e

b

. b o

Purificacion de ta proteina C 30
Obtencidn de conjugados de Sepharosa - lectinas 30
Preparacion de oligosaciridos derivados de quiting, ¢ identificacion 31
Crmnuto#rul’iu de afinidad 31

Obtencion de anticuerpos a proteina C, doble difusion de OQuchterlony, y clectroforesis de

afinidad 32
Radioiodinacion de a proteina C 32
Determinacion de TPTa, TP y Proteina C en plasma de ratones BALB-¢ 33
Andlisis estadistico 35
RESULTADOS 37
1) Identificacion del las lectinas que modulan la proteina C 37
2) Purificacion de Ia proteina C 46

3) Efccto de 1a Con-A en la proteina C y en algunos parimetros de la congulacion in - vivo 47
4) Correlacion de los azucares conocidos de la proteina C con las lectinas reaccionantes. 49

5) Propuesta metodoldgica para emplear la Con-A como herramienta en el estudio de

pacientes con trombosis 52
DISCUSION 56
CONCLUSIONES 60

TRABAJOS PUBLICADOS, ENVIADOS A EDITORES Y/O PRESENTADQS

EN REUNIONES INTERNACIONALES (ANEXOS) 62
REFERENCIAS 63
5



COMITE TUTORAL

Dr. Félix Cordoba Alva.
Tutor de Investigacion. Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina.
UNAM

Comisionado como Jefe de la Unidad de Inmunologia y Bioquimica del ITO.

Dr. Edgar Zenteno.
Investigador y Jete del Laboratorio de Inmunologia.

Departamento de Bioquimica. Facultad de Medicina UNAM

Dr. Carlos Larralde.

Investigador y Director del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM

Dr. Hector Rodriguez Moyado.
Investigador y Director del Banco Central de Sangre del
Centro Medico Nacional Siglo XXI, IMSS



4y

AGRADECIMIENTOS

Al Dr, Eduardo Pérez Ortega y Doiia Laura Campos de Pérez Ortega, mi padre y
mi madre por toda su ayuda. A Julieta, mi esposa, a Eduardo y Laura, mis hijos por
su paciencia y carino. A mi hermano Carlos por sus atinadas observaciones, brillantes
ideas y ayuda. A mi hermana Cecilia por su apoyo.

Al Dr. Don Félix Cérdoba Alva, por su amistad, paciencia, ayuda, y estimulos, en
todos estos afios de trabajo. Con el firme interés de no defraudarlos y con la esperanza
de que algun dia, uno de mis experimentos pueda servir para “algo mas bello” .

Al Dr. Edgar Zenteno G , por su amistad, ayuda fraternal, y ejemplo para seguir
adelante.

A los Doctores: Carlos Larralde y Hector Rodriguez Moyado por su apoyo, sus
consejos, estimulos y su tiempo compartido en la evaluacion de mi trabajo de
investigacion.

A los Doctores: Luis Felipe Montafio, Ricarde Lascurain Ledezma, Maria
Guadalupe Maldonado Mercado, y Guillermo Mendoza, miembros del Jurado de
Examen de Grado por su tiempo compartido y su tiempo estructurado.

A Robert B. Grant PhD. de la Universidad del Estado de Georgia Atlanta GA. USA.
Por su amistad y apoyo en la redaccion y correccion al ingles.

Al Prof. Henry Debray de la Université des Sciences et Technologies de Lille,
Francia por sus recetas.

Al Ing, Federico de Zuiiiga y al Dr. Alonso Fernindez, por su amistad y consejos.
Al Dr. Ramon Vizquez Jefe del Centro de Sangre de la Cruz Roja Delegacion
Oaxaca por su ayuda para obtener plasma fresco congelado. Al M en C. Margavito
Martinez buen comparfiero y amigo, por su ayuda en la preparacion del anticuerpo a

proteina C .



- ———

n

A la Lic. Luz de Lourdes de Zuiiga por la recuperacion de documentos
bibliograticos. A Lic. Patricia de Zuiiiga por su ayuda en el tramite del Examen de
Grado y por la recuperacion de documentos bibliograficos.

A QBP. Ruth Martinez C, QB. Juan Carlos Miréles, TLC. Maria Teresa Serrano
Lopez, QB. Lizbet Fabiola Alvarez Garcia, y QB. Liliana Rueda Arroniz por su

ayuda en el desarrollo de esta investigacion.

11



R

ABREVIATURAS

Concanavalina A (Canavalic ensiformis)

European Concerted Action on Thrombosis
and Disabilities of the Commission of the European Communities

Desviacion estandar

Lectina de arbol de coral (Lrythrina Cristagalli)
Lectina de Bandeiraca simplicifolia 11
Lectina de Dolichos biflorus

Lectina de Luonymus enropaeus

Fitolaca (Phyvtolacca americana)

Lectina de gota de nieve (Galanthus nivalis)
Lectina de papa (Solannm tuberosunt)
Lectina de sauco (Sambucus nigra)

Lectina de toloache (Datura Stramonium)
Tiempo de protrombina

Tiempo parcial de tromboplastina activado
Tiempo de trombina

Proteina C

PC activada

Resistencia a la proteina C

Con-A

ECAT

SD

ECL

GSL [To BSL II

DBL

EEL

PWM

GNL

STL

SNA

DSL

TP

'TPTa

TT
PC
PCa

RPC

13



INTRODUCCION

La hemostasia es un proceso integrado por varios mecanismos ¢ue interaccionan para
mantener la sangre fluida dentro de los vasos sanguineos es decir para que no existan
ni hemorragias ni trombosis.

En la hemostasia participan los vasos sanguineos, las plaquetas, los tactores de la
coagulacion (procoagulantes) y dos sistemas inhibidores de la coagulacion
(anticoagulantes): el fibrinolitico y. el complejo Proteina C- Proteina
S-Trombomodulina.

La hemostasia la podemos dividir en cuatro etapas: la vascular, la plaquetaria, la
plasmatica y la fibrinolitica

El vaso participa como un circuito cerrado, mediante sus células endoteliales y la
membrana basal subendotelial. Las células endoteliales exhiben propiedades
vasoconstrictoras por algunas moléculas, vgr: la secrecion de renina que se convierte a
angiotensindgeno vy este a angiotensina ('), y la endotelina potente péptido
vasoconstrictor de 21 aminoacidos. Por otra parte las células endoteliales pueden
producir vasodilatacion por la sintesis y liberacion del factor relajante derivado de
endotelio (EDRF) que imita el efecto del oxido nitrico y de la prostaciclina (PGIL),
estos son vasodilatador e inhibidor de la funcion plaquetaria respectivamente (%). Las
células endoteliales por medio del dermatan sulfato y del heparan sulfato aceleran la
inactivacion del complejo Trombina-antitrombina III (AT-III) lo mismo ocurre con la
vitronectina. El endotelio y los macrofagos participan en la activacion de la proteina C
mediante la trombomodulina (%, *).

Las plaquetas, para formar parte del tapdn hemostatico tiene cuatro fases de
activacidn: la adhesion plaquetaria, la activacion y cambio de forma de la plaqueta, la
secrecion plaquetaria y la reaccion de liberacion.

La adhesion plaquetaria es mediada por receptores glicoprotéicos (GP) muchos de los
cuales son miembros de la familia de las integrinas. Las glicoproteinas que participan

en la adhesividad plaquetaria y que se unen en lugares donde existe dano son las

18



colagenas I, III, IV, V y VI, fibronectina, ¢l tactor Von Willebrand, la laminina, la
trombospondina, la vitronectina y fibrinogeno (). El principal receptor para la
adhesion plaquetaria es la glicoproteina 1b (GP1b), que une a el factor Von Willebrand.
Cuando las plaquetas son activadas por particulas, superticies extraiias o activadores
tales como la colagena, trombina, epinefrina, adenosin difostato (ADP), tromboxano o
ionoforos de calcio, pierden su forma discoide y se transforman en esféricas con
pequenos seudopodos. En el interior de la plaqueta se activa el sistema de las
prostaglandinas, esta etapa de activacion de las plaquetas lleva a la secrecidon parcial
del contenido de los granulos (que contienen: factor plaquetario 4, péptidos de la
familia de la (-tromboglobulina, multimerina, glicoproteinas adhesivas (fibrindgeno,
factor Von Willebrand, tibronectina, trombospondina, v vitronectina), factores de la
coagulacion (factor V, proteina S, y factor XI), factores mitogénicos (factor de
crecimiento plaquetario, factor de transtormacion 8, factor de crecimiento de células
endoteliales, factor de crecimiento epidérmico), inhibidores fibrinoliticos (inhibidor de
la plasmina «-2, inhibidor del activador del plasminégeno-1), y proteinas asociadas a la
membrana como la Selectina P (%)

En la segunda fase de activacion de la plaqueta, se liberan los cuerpos densos que
contienen entre otras substancias ADP, ATP, serotonina, calcio y pirofostato (7). En
esta fase practicamente se vierte todo el contenido plaquetario.

El receptor del fibrindgeno en la plaqueta que corresponde a la glicoproteina 1b-IIla
une al fibrindgeno y forma puentes de union, dando como resultado la agregacion
plaquetaria. Entre las moléculas que la plaqueta libera esta el PF3 que actiia como una
superficie de union entre algunos factores que se activan en la plasmatica de la
coagulacion,

En la plasmatica de la coagulacion participan tres grupos de moléculas:

procoagulantes, anticoagulantes o inhibidores y moléculas del sistema fibrinolitico.
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Son procoagulantes el factor XII, HMWK (Cinindgeno de alto peso molecular),
prekalicreina, factor XI, factor I, tactor VII, factor IX, factor X, factor I, factor V,
tactor III, factor VIIL, factor Von Willebrand, y tactor XIIL

Las moleculas que participan en los sistemas anticoagulantes conocidos actualmente
son el inhibidor del factor tisular (TFPI), proteina C, proteina S, trombomodulina,
antitrombina 11, heparina, cofactor II de la heparina, Cl inhibidor esteardsico,
inhibidor de la proteina C, (antitripsina), y (2-macroglobulina).

El sistema fibrinolitico esta constituido por el plasmindgeno, activador tisular del
plasminogeno (tPA), «2-antiplasmina, inhibidor del activador del plasminogeno-!

(PAI-1), e inhibidor del activador del plasmindgeno-2 (PAL-2).

Se han definido tres principales vias para regular la coagulacion: una en que participa
la antitrombina-III; otra, en donde participa un inhibidor conocido como LACI
(inlibidor de la coagulacidén asociado a lipoproteina) que afecta el complejo de
factores VII y III tisular; y el ultimo que corresponde al sistema de proteina C en

donde participa la misma Proteina C, la Proteina S y la Trombomoduilina.

Proteina C

La proteina C es una enzima antitrombotica del tipo de las serino proteasas
dependiente de vitamina K, con un peso molecular de 62, 000, integrada por una
cadena ligera y una cadena pesada, estas estan unidas por un puente disulturo, con 155
y 260 residuos de aminodcidos respectivamente (*). Es sintetizada en el higado como
cadena unica y a través de diversas etapas proteoliticas es secretada a la sangre
primariamente como una molécula con dos cadenas, una cadena ligera y una pesada
unidas por un puente disulfuro, durante la coagulacion es activada por el complejo
trombina~-trombomodulina (ésta ultima presente en las células endoteliales vy

macrofagos) en presencia de la proteina S (°).

17



A la proteina C se le han reportado diferentes funciones:

1) Anticoagulante natural debido a su capacidad de inactivar jos factores, Va y Villa;
y de activar la actividad fibrinolitica circulante por su efecto neutralizante del
inhibidor-1 del activador del plasminogeno dando como resultado mayor actividad
del activador del plasminégeno tisular ('),

2) “Anti-isquémica”, en cerdos a los cuales se les indujo isquémia coronaria, se
recuperaron en forma adecuada solamente los animales que no tenian bloqueada la
proteina C ('),

3) Anti-inflamatoria (%), en la inflamacion la proteina C esta regulada por la
disminucion de la proteina S libre y el aumento del complejo C4bBP-proteina S; y
participa el oligosacarido: GaiNac-B-(1-4)-(Fuc-(-(1-3)) GlcNAc p-(1-), este
oligosacarido es mas potente que el inhibidor natural (Lewis X-sialidado), e inhibe
la adhesion celular mediada por la Selectina E (™),

4) Protege contra efectos letales de la endotoxemia (),

5) Inhibe la produccion de citoquinas dependientes de macrofagos ('),

6) Inhibe la respuesta proliferativa de finfocitos T, dependiente de macrotagos ('),

7) Analgésico, bloquea los estimulos dolorosos, ha sido demostrado en un modelo de
hiperalgesia en ratas (')

8) Facilita la invasion de la membrana basal por células tumorales, en experimentos

que emplearon lineas de cancer de ovario y lineas de coriocarcinoma (**).

La actividad anticoagulante de la proteina C activada puede ser observada en sistemas
purificados y virtualmente con cualquier prueba de coagulacion en sangre o plasma
dependiente del tiempo total de coagulacion, tiempo de protrombina o tiempo parcial
de tromboplastina.

Normalmente cuando el factor Xa bovino, cefalina y cloruro de calcio son agregados
al plasma, se produce un tiempo de coagulacion de aproximadamente 30 segundos por
cada 10 a 20 ng/ml de proteina C activada, dando un efecto de 5 segundos

aproximadamente de incremento en el tiempo de coagulacion,
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La trombomodulina inactiva localmente a la trombina generada, y el complejo
trombomodulina-trombina activa a la proteina C (Y, esta requiere de un cofactor

lipoprotéico para alcanzar su maxima actividad especifica, la proteina S (').

El proposito de este trabajo, fue intentar modular la actividad de la proteina C por
medio de lectinas.

Los procesos de la coagulacion se desarrollan en una tforma secuencial por la accion de
diversos zimogenos, los cuales tienen como caracteristica importante, el de ser
glicoproteinas por lo cual suponemos que la porcion oligosacaridica juega un papel
importante en la actividad enzimatica, por regulacion alostérica, o bien impidiendo la
accion de proteasas, nuestro objetivo estuvo enfocado particularmente a identificar la
importancia de los carbohidratos que componen a la proteina C, para tal proposito

utilizamos como herramientas a las lectinas.

Nuestro interés fue dar respuesta a las siguientes interrogantes: 1) , Se puede
modificar la actividad protedsica de la proteina C mediante lectinas “in- vitro” 2, y si
asi fuera ;jcon que lectinas y bajo que condiciones se pudiera efectuar esta
modulacton?, 2) , Esas vartaciones en actividad pudieran ponerse de manifiesto “in
vivo™ 7, 3) ¢ Pudieran tener aplicacion los resultados experimentales 7.

De lo que se trata, no es de hacer que la actividad de la proteina C se modifique
simplemente con algunas lectinas, ya que esto pudiera lograrse facilmente con grandes
concentraciones de lectinas u otras proteinas, sino de encontrar ¢l modo de influir
sobre los azucares de la proteina C para provocar el efecto deseado, con las
condiciones deseadas.

Las razones para profundizar en el estudio de la proteina C son: por una parte, es una
de las moléculas que tienen funciones tanto en la coagulacion como en la fagocitosis
(*), por la otra, es una enzima del grupo de las serino-proteasas glicosilada que puede

ser muy util para ¢l estudio de los sistemas de reconocimiento celular.
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REVISION CRITICA DEL PROBLEMA

(Antecedentes, Justificacion, Hipétesis, Objetivos, Metas) (**)

Cuando nos hicimos la pregunta ;Se puede modificar la actividad proteasica de la
proteina C mediante lectinas “in- vitro™?, se nos presentaron preguntas como: 1) ;las
lectinas, pudieran emplearse en el estudio de los factores de la coagulacion?, 2) ;se
han empleado con anterioridad para este fin?. Los primeros estudios al respecto son de
1982, en donde Freyssinet JM et al. habian demostrado un efecto anticoagulante al
adicionar lectinas de trigo y concanavalina A en el Tiempo de Protrombina (TP) y
Tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa) (*'). Ademas las lectinas son
herramientas muy adecuadas para el estudio de factores de la coagulacion o de
moléculas relacionadas, ya que la mayoria de estas moléculas son glicoproteinas. La
mayoria de los carbohidratos conocidos en el humano estan unidos a las proteinas por
los siguientes enlaces (*%);
1) N-glicosidicos: N-Acetil-glucosaminil-asparagina, GleNAc(f1-N)Asn
2) O-glicosidicos:
a) Tipo mucina N-Acetil-galactosamina- Serina o L-treonina, GalNAc((1-3)Ser
o GalNA¢((1-3)Thr,
b) Tipo proteoglican unidos a D-Xylosa y L-serina en 1-3, Xyl (B1-3) Ser, y
¢) Tipo colagena unidos a D-galactosa y 5-hidroxi-D-lisina, Gal((1-5)OH-Lys).
Las lectinas se han empleado en el estudio de la Protrombina (), Factor V (*)),
Fibrinogeno (%, *°), Factor X (%), Factor VIII (**), y Trombina (*”). No se contaba con

estudios de la proteina C empleando lectinas como herramientas.

i, Pero cuales son las razones de tratar de moditicar la actividad de la proteina C por

medio de lectinas?.
1) Se sabe que la proteina C tiene algunes oligosacdridos (Lewis-x sialidados) que

inhiben a las Selectina E (esta participa en la adhesion a células endoletiales). La
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proteina C por medio de sus azicares, impide la interaccion de leucocitos a
endotelio (**).

2) La glicosilacion de la proteina C recombinante es fundamental ya que a estos
oligosacaridos se les ha atribuido la actividad anticoagulante de esta molécula ).

3) Si mediante lectinas se pudiera modificar la actividad anticoagulante in vitro ¢ in
vivo seria posible en un futuro emplear algunas de estas lectinas para el diagnostico
o tratamiento pacientes con patologia de este sistema,

4) Por otra parte recientemente fue reportada la resistencia a la activacion de la
proteina C (RPC), por Dahiback B y col. (*'), esta resistencia se asocia con
trombosis. Tiene una prevalencia del 20 al 60 % (*%). Nueve de cada diez pacientes
con RPC tiene un familiar con pobre respuesta (), aparentemente esto es debido
solo a una mutacion en un punto, del gene del factor V, substitucion de Arg ™ por
Gln (*, ¥, *® que da como resultado la mas frecuente causa de trombofilia.
Nosotros hemos planteado con anterioridad la cercana relacién que tienen los
carbohidratos de la proteina C (¥, con su sitio activo. Suponemos que es semejante
esta relacion en el factor V, de ser cierto, su capacidad de union de estas lectinas,

se vera modificada si existe alguna mutacidn del tactor V cercana con su sitio de

activacion.

En consideracion a lo anterior nos propusimos los siguientes planteamientos:

Hipotesis
Los oligosacaridos que forman parte de la proteina C, favorecen la conformacion
tridimensional de esta glicoproteina, y la interaccion especifica de algunas lectinas

puede modificar su actividad.

Objetivos

1) Moditicar la actividad proteasica de la proteina C mediante lectinas /n- vitro.

2) Identificar el efecto que estas lectinas pudieran producir en la proteina C in vivo.
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3) Proponer alguna aplicacion de los resultados experimentales, anteriores.

Metas

1) Identificar las lectinas que puedan modular la actividad de la proteina C, por
intermedio de sus azucares.

2) Purificar la proteina C humana.

3) Estudiar el efecto de la concanavalina A en la coagulacion “in - vivo™.

4) Correlacionar los azucares publicados con las lectinas reaccionantes, y proponer en
su caso nuevos posibles azucares. |

§) Proponer alguna metodologia con objeto de emplear las lectinas como herramienta

en el estudio de pacientes con trombosis.
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MATERIAL Y METODOS
Reactivos y materiales

De las lectinas selecionadas para las columnas de afinidad, se emplearon algunas con
especificidad a oligomeros de GleNAc (*7): la lectina de papa. que es inhibida por la
N-acetil-chitobiosa u oligomeros ct1-4 de GlcNAc (**), la lectina de Toloache (Darura
stramonium) con especificidad a N, N'N" triacetil-chitotriosa, N, N', diacetil-
chitobiosa y N-acetil-actosamina (*°, *, *"), la lectina 1 de Bandeiraea simplicifolia
(**y inhibida por N, N, diacetil-chitobiosa. y la Fitolaca (Phviolacca americana) (%)
con semejante especificidad a monosacaridos que la Bandeiraea. Otras lectinas
empleadas fueron Lwonymus europeus con especificidad a D-Gal (-1-3 (L Fuc 1-
2)DGal B-1-3 (*) 0 3-4GlcNAc B, lacto-N-tfucopentaosa v lactosa (*°); Erythrina
cristagalli con especificidad a D-galactose/ N-acetil-D galactosamina (*°); Sambucus
nigra (Elderberry bark) con especificidad a NeuSAc(a2-6)Gal/GalNAc vy

a2-6NeuAcGal/GalNAc (7, *); Concanavalina A (Canavalia ensiformis) especifica

aD-Gle v D-Man y sus derivados (**).

Las muestras de plasmas controles normales y patologicos (Coag control N y P) se
obtuvieron de Diagnostica Stago, Asniéres Francia. Agkistrodon contortrix contortrix,
Glycine max, Divinil-sulfona, etilendiamina, a-metil-manopiranosa, Sepharosa 6B y
tubo de dialisis, fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA. Se

emplearon columnas “Poly-Prep” de 0.8 x 4 cm de Bio Rad Laboratories Inc. USA.

La Anilina y Cloramina T de Merck, Alemania. La Tirosina de ICN, USA. I'* | mCi

de Amersham International. Agarosa grado inmunodifusion fue obtenida de The
Binding Site LTD. Birmingham UK. El resto de reactivos fue del grado analitico. El

citrato de bario se obtuvo de Spectrum Chemical Mfg. Corp, New Jersey, USA.
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El equipo que se empled ftue: Centrifuga refrigerada IE Centra-4R., Equipo de
electroforesis Miniprotean Il de Bio Rad. California.. USA., Fuente de poder 3371D-
LKB., Aparato automatico de cromatografia Liquida Protech 11 Gilson, USA,,
Espectrofotometro Espectronic 2! DUV, Espectrofotometro Milton-Roy 601.,
Potencidometro Beckman., Centrifuga clinica International., Liofilizador Virtis., Bomba
de vacio Felisa,, Microtomo Fuji Optical.,, Contador de isotopos Isodata ICN.,
Microlector Behring EL 301 de Behringwerke AG Diagnostic. Marburg. Alemania.,
Densitometro Junior 24 Helena, Saint-Leu La Forét, France., y Sistema ST+ para

ensayos cronomeétricos de Diagnostica Stago, Asniéres Francia.

Obtencion de muestras de sangre

Se seleccionaron pacientes sanos O Rho positives o A1 Rho D positivos, con el apoyo
del Jefe del Centro de sangre de la Cruz Roja Delegacion Oaxaca, las muestras de
sangre fueron colectadas en la mafana, en ayuno, con minima estasis en la puncion
venosa . El anticoagulante empleado fue citrato de sodio al 3.2 %; la sangre se
centrifugd antes de los 30 minutos de la puncidn venosa, a una velocidad de 3000 g,
30 min.; los plasmas se separaron inmediatamente siguiendo las recomendaciones de
ECAT (European Concerted Action on Thrombosis and Disabilities of the
Commission of the European Communities) (*”). De las unidades de sangre, se obtuvo
plasma fresco el cual fue congelado a -32 °C. En ninguin momento se efectuaron
ensayos en humanos, ni algun procedimiento que afectara las “Declaraciones de

Helsinki 1975/1983".

Obtencion de lectinas
En la Unidad de Bioquimica ¢ Inmunologia del ITO se purificaron, para este estudio

las siguientes lectinas: de Lenteja () (Lems culinaris), Soya CY (Glicine Max),
Concanavalina A (**) y lectina de Papa () (Solanum tuberosum).
Lectinas de Anguilla anguilla, Arachis hypogaea, Phytolacca, fueron obtenidas de

Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA.
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Hemaglutinacidén

La determinacion de la actividad hemaglutinante se efectud de acuerdo con (™), se
utilizaron placas de microtitulacion con diluciones progresivas de 50 ul de la lectina a
ensayar, en 50 ul de PBS. En seguida se adicionaron 50 ul de los eritrocitos humanos
al 1% en PBS lavados previamente tres veces con PBS . El titulo de aglutinacion
correspondio a la maxima dilucidn con aglutinacion celular observada después de 3

hrs. de incubacion a temperatura ambiente.

Tiempo de protrombina modificado con lectinas

Para el Tiempo de protrombina se empled tromboplastina de placenta humana
(Thromborel S. Behringwerke AG Diagnostic, Marburg, Alemania).

Antes de efectuar el TP se prepararon diluctones de las lectinas para tener | mg/ml de
proteina, se depositaron 120 ptl de estas lectinas, se efectuaron diluciones con PBS, o
en su lugar se empled Albumina bovina | mg/mi o el azicar correspondiente a una
concentracion de 0.1 M. Las lectinas y los aziicares correspondientes fueron incubados
con el pool de plasmas por 4 min. antes de adicionar el extracto tromboplastinico del

TP. Se siguieron las recomendaciones de los fabricantes y de ECAT (%)

Tiempo parcial de tromboplastina activada y generacion de trombina

Se empled Pathromtin de Behringwerke AG, Alemania. Se siguieron las
recomendaciones de los fabricantes y de ECAT (**).

Para valorar la generacion de trombina via intrinseca, se empled como activador acido
ellagico y fosfolipidos vegetales y como substrato tosilglicil-L-prolil-L-arginil-5-
amino-2-acido nitrobenzoico-isopropilamida (Neothromtin-CTS, de Behringwerke

AG, Alemania).
En muestras con resistencia a la proteina C se empled el péptido cromogénico tos-gli-

pro-arg-AANB-IPA y el activador de acido ellagico de conformidad con las

indicaciones del proveedor (*'), el buffer empleado fue Hepes 20 mmol/l, NaCl 50
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mmol/l, CaCly4 mmol/l azida de sodio 0.5 ¢/l a un pH de 7.8. Las muestras estudiadas
fueron: pool de plasmas normales, pool de plasmas patologicos, muestra con
resistencia a la proteina C de 42 % y 49 %. Los ensayos se realizaron en presencia de
I mg/ml de Con-A diluida en solucion Ringer esténl (0.15 M NaCl, 2.9 mM CaCl,,
4.02 mM KCl a pH 68), la actividad de esta lectina fue de 256 unidades,

hemaglutinantes en presencia de eritrocitos Al

Prueba par:{ valorar la resistencia a la proteina C

Para la resistencia a la proteina C, se obtuvieron proteina C humana activada, plasma
con 42% de sensibilidad, y reactivos para TPTa de Behringwerke AG, Alemania,

Se efectuaron por duplicado dos pruebas de TPTa denominadas control y proteina C
activada (PCa), en ambas se depositaron 100 pul de una mezcla de extracto de lipidico
de placentas humanas (Pathromtin, de Behringwerke AG, Alemania) y suspension de
caolin 5 g/l en NaCl 5g/l. y 100 pl del plasma a ensayar, a la prueba control se le dejo
incubar por dos minutos a 37 °C y a la prueba PCa se mezclo e incubo por tres
minutos a 37 °C. En seguida a la prueba control se le adiciono 100 ul de CaCl, y se le
midio el tiempo de coagulacion mediante un Sistema ST4 para ensayos cronomeétricos
de Diagnostica Stago, Asniéres Francia. A la prueba PCa se le adictond 100 il de una
mezcla de: proteina C humana activada | pg/ml, CaClz 0.025 M, albumina bovina 10
g/, manitol 30 g/l y como preservativo cloranfenicol 0.1 g/l. Igual que en el ensayo

anterior, se midio el tiempo de coagulacion.

Actividad de la proteina C, con substrato cromogénico

Para cuantificar la proteina C se emplearon tres métodos: 1) utilizando un substrato
cromogénico, p-glu-pro-arg-MNA, que se obtuvo de Behringwerke AG, Alemania., y
de Chromogenix, S-2366, Mdlndal, Suecia. 2) funcional, por correccion de un plasma
deficiente en proteina C, y por ultimo 3) con substrato H-D-lis (cho) - pro-arg-pNA.

2AcOH, y un anticuerpo anti-proteina C de American Diagnostica Inc, Greenwich,
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CT, USA. En los tres se utilizo como activador el veneno de Agkistrodon contortrix
contortrix de Behringwerke AG, Alemania, o de Sigma Chemical Co. USA.

El método cromogénico se efectuo midiendo ¢l aumento de la extincion a 405 nm
segtin el siguiente esquema de reaccion: proteina C de la muestra + activador de
proteina C- --> proteina C activada + p-glu-pro-arg-MNA ---> p-glu-pro-arg-OH +
MNA. (Berichrom de Behring). El activador es una mezcla de Agkistrodon Contortrix
2 mg/ml en Hepes 25 mmol/l, Polietilenglicol 25 gr/l, cloruro de cesio 30 mmol/l, pH
8.25. Como substrato se empled 3.3 mmol/l de acido piro-glutamico-prolina-arginina-
metoxi-nitroanilida (p-glu-pro-arg-MNA) (**).

Se precalentaron a 37 °C las soluciones del activador de proteina C, reactivo
substrato, plasma y todo el material a usar. Se depositaron en una semi-microcubeta
100 ul de plasma y 100 pl de activador de proteina C . Se mezclo e incubo
exactamente 5 min. a 37 °C. Se agregaron 200 pl de substrato, se mezclo, y a los 15
seg. aproximadamente se leyo la extincion y simuitaneamente se acciond el
cronometro efectuandose otras dos lecturas con intervalo de 60 y 120 seg.
exactamente. Se determinaron las extinciones / minuto y se calcularon el promedio de
las lecturas en un Microlector Behring EL 301 de Behringwerke AG Diagnostic.
Marburg. Alemania.

Por otra parte, se empled para confirmar que la actividad que se media, correspondia a
la proteina C, un ensayo cromogénico combinado con anti- proteina C, siguiendo las
indicaciones del proveedor (Actichrome PC, American Diagnostica Inc. USA) se
depositaron en una cubeta: 50 pl de plasma estandar o desconocido, 50 pl de anti-
proteina C o PBS, se incubd a 37°C por dos min. se adiciono 100 pl Agkistradon
contortrix contortrix como activador, se incubd a 37°C por 5 min. se adiciond
Spectrozyme Bpca (H-D-lis(cho)-pro-arg-pNA.2AcOH), se incubo a 37 °C por 10
min. Se paro la reaccion con 50 pl de acido acético glacial. Se leyd la absorbancia a

450 nm.
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Actividad de la proteina C, funcional

Se adicionaron en una cubeta una mezcla de: 25 pl del plasma a ensayar, 25 pl de
plasma deficiente en proteina C, 25 pl de bufter o lectina, se incubd a 37 °C 240 seg.,
en seguida se adicionaron 25 pl de Agkistrodon contortrix contortix 2 mg/ml, 25 pl
del reactivo de tromboplastina (Neothromtin, de Behringwerke AG, Alemania), se
incubd de 230 a 240 seg. y al final se activo la coagulacion con 25 il de CaCl; 0.025
M. Se midid el tiempo de coagulacion mediante un Sistema STd4 para ensayos

cronomeétricos de Diagnostica Stago, Asniéres Francia

Purificacion de la proteina C

Se efectud una modificacion al método descrito por Ohno Y. (*”), empleando
concanavalina A. Mediante columnas de cromatografia de afinidad de Con-A-
Sepharosa se purifico proteina C. Se emplearon cuatro unidades de plasma fresco
congelado a las que se les adiciond benzamidina | mM, en seguida se repitieron dos
veces la adsorcion - elucion con citrato de bario, se fracciond con sulfato de amonio al
40% y al 67 %, se colectd el precipitado por centrifugacion, el precipitado se disolvio
en buffer y se liofilizo. El liofilizado se disolvid en agua, se pasé por una columna de

biogel, y en seguida por una columna de Con-A (*%).

Obtencion de conjugados de Sepharosa - lectinas

Los conjugados de Sepharosa con lectinas de Solanum tberosum (papa, STL),
Dolichos bifforus (horse gram, DBL), Sambucus nigra (sauco, Elderberry bark,
SNA), Luonymus europaens (EEL), Bandeiraea simplicifolia I1 (GSL iI, BSL II),
Erythrina Cristagalli (arbol de coral, ECL), Datura Stramonium (estramonio,
Toloache, DSL), Galanthus nivalis (gota de nieve, GNL), y Canavalia ensiformis
(concanavalina A, Con-A) fueron obtenidas de Vector Laboratories, Inc., Burlingame,

CA, USA
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Para la preparacion de conjugados de Sepharosa con lectinas de (rijol rayado, papa, y
concanavalina, se utilizd el método de March y col. (°') . La Sepharosa 4B se mezclo
con carbonato de sodio 2M (1: 1) volimenes, en seguida se le adiciondé 0.05
volumenes de bromuro de ciandégeno en acetonitrilo (2 gr, de bromuro de ciandgeno
por ml de acetonitrilo) se mezclé vigorosamente de 1 a 2 minutos en una campana de
extraccion, se lavo con 5 a 10 volumenes de bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9.5, se
filtrd por vacio y el material se paso a un recipiente de plastico con 1 vol. de 0.2 M de
bicarbonato de sodio pH 9.5 junto con la lectina. El acoplamiento se efectuo a 4 ° C
por 20 h. Después el gel se lavd con 20 vol. de tres diferentes soluciones de NaCl 0.5
M, la primera con 0.1 M acetato de sodio pH 4, la segunda con 2 M urea, y la tercera
con 0.1 M bicarbonato de sodto pH 10, al final para bloquear los grupos residuales se

adiciono glicina | M por 4 ha 24 °C.

Preparacion de oligosacaridos derivados de quitina, ¢ identificacion
En consideracion a que se emplearon numerosas lectinas con especificidad a derivados

de quitina, se prepararon estos empleando el método de Rupley JA. (°%).

Se emplearon placas de silicagel G de 20 cm, preparadas con acido borico 0.1 N (%),
se usaron dos tipos de solventes recomendados para di y trisacaridos, metanol /
acetona / agua (4: 5. 1) y acetonitrilo al 90 %. Como revelador se empled difenilamina

0.15% / anilina/ HyPO, (%, %),

Cromatografia de afinidad

Se emplearon columnas de 0.8 x 4 cm con 0.5 ml y 3 ml de lectinas acopladas a
Sepharosa indicadas anteriormente, la concentracton de lectina fue de 3.0 mg/ml
aproximadamente, con excepcion de la lectina de Phyrolacca americana con 2.2
mg/ml de proteina, a cada una de las columnas con tres ml de conjugado se aplicé 1 ml
de proteina C a la concentracion de 0.12 mg/ml y se obtuvieron 20 fracciones en las

60)

que se midid la proteina C con el método ya referido previamente (", En cada una de

las columnas de tres ml. se aplico | ml. en la fraccion 10, 11 y 12 u |1, 12, y I3 el
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azucar inhibidor correspondiente a la concentracion indicada en seguida: lectina de
papa: hidrolizado de quitina, Dolichos biflorus. N-acetilgalactosamina 1.75 uM,
Sambucus nigra: Lactosa en 0.15 M NaCl en acido acético 0.2 M, Lwonymus
curopaens. Lactosa 500 mM, Bandeiraea simplicifolia 11: hidrolizado de quitina,
Ervthrina Cristagalli: galactosa 2800 nM, Datura Stramoninm: hidrolizado de
quitina, Galanthus nivalis: metil-a-D-manopiranosido 0.1 M, Canavalia ensiformis:
metil- (-D-manopirandsido 0.2 M y galactosa 0.5 M en 0.15 M NaCl, Phyrolacca

americana: hidrolizado de quitina.

Obtenciéon de anticuerpos a proteina C, doble difusion de Ouchterlony, y
electroforesis de afinidad

Se inyectd un conejo adulto con la proteina C purificada, 1 mg/ml con 1 ml de
Adjuvante completo de Freund, semanalmente se aplicaron otros 0.5 ml de proteina C
con Adjuvante. Se sangro y se ensayo el suero en doble difusion de Ouchterlony. Este
anticuerpo se empled para confirmar la presencia de la proteina C en diferentes lotes
de purificacion.

Para la inmunodifusion se empled (**) agarosa 0.9% en buffer de Glicina / fosfatos pH
7.4, con Triton.X-100, empleando proteina C y lectinas. Por otra parte con objeto de
confirmar la interaccion de la Con-A con la proteina C, se efectuo electroforesis de
afinidad (*') empleando acetato de celulosa y agarosa como soportes, puente de 8.5
cm, buffer de barbital 8.6, 75 mmol/l, con lactato de calcio 2 mmol/l (**), 250 Volts,
30 minutos de corrida, incubacion de 24 hrs de lavado con PBS por 5 dias y tincion

con rojo de Ponceau S al 5% en 5% de acido tricloroacético.

Radioiodinacion de la proteina C
Con objeto de evaluar la afinidad de la proteina C a la Con-A, se marcd la primera con

['*, se depositaron en un tubo de vidrio: 10 pl de cloramina T a 2 mg/ml en 0.3 M en

fosfatos pH 7.3, 10 pl de proteina C a 1 mg/mi, y 5 pl de Na '* [ libre de
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acarreadores, esta mezcla se incubo a temperatura ambiente por 2 min. Se adicionaron
25 ul de tirosina 0.3 mg/ml en 0.3 M de fosfatos pH 7.3, se adicionaron 200 pl de
PBS. Se paso por una columna de Sephadex G-50. Se lavo la columna con 200 ul de
PBS, se eluyeron 6 tracciones de 0.5 ml. Se tomo una pequeiia cantidad de la proteina

. . . e f‘)
marcada para determinar la actividad especifica (°).

Determinacion de TPTa, TP y Proteina C en plasma de ratones BALB-¢

Se seleccionaron ratones BALB-c ya que la homologia en las regiones cataliticas de la
proteina C permiten el empled de estos animales de experimentacion como modelos

. ) 7 2
comparativos con el humano (", 7', ’*).

Se efectuaron dos grupos de experimentos unos aplicando concentraciones variables
de lectina y otros variando el tiempo de aplicacion de la misma. Se emplearon en total

180 ratones BALB-c.

Todas las muestras de sangre de ratones se obtuvieron en una parte de citrato de sodio
0.11 M con Benzamidina | gr/l y 9 partes de sangre venosa, de inmediato se
centrifugo durante 10 minutos evitando la formacion de espuma a 1500 g. Se separd el
plasma y se mantuvo en hielo mientras se trabajaron las muestras o se congelo en N»

liquido, hasta su analisis.

Se prepard Con-A a una concentracion de 10 mg/ml en Solucion Ringer estéril, de
esta se efectuaron diluciones para tener concentraciones de 2, 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1,
0.08, 0.06, 0.04 y 0.02 mg/ml de cada una de ellas, se aplicéd por quintuplicado cada
una de las dosis, los ratones tenian un peso promedio de 34.8 gr. En una serie de
experimentos se aplicé la Con-A, y se sangraron por puncion cardiaca con un tiempo
constante de 6 min. En otra serie de experimentos por quintuplicado, se aplico Con-A

con una concentracion constante de | mg/ml y se sangraron los ratones a los tiempos
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0,5, 10, 20, 30 y 40 min. La lectina utilizada presento una actividad hemaglutinante de

[: 256 en presencia de eritrocitos Al.

El voiumen sanguineo calculado por raton tue 2.71 ml (78 ml/ kg. de peso corporal) y

el promedio de lectina circulante en los experimentos de concentracion constante, tue

de 3.69 pg/ml en un momento determinado.

A todas las muestras de ratones se les efectud TPTa, TP, TT y proteina C. Para el
TPTa se empleo cefalina-kaolin (CK Prest, Diagnostica Stago, Asniéres Francia), con
50 ul de plasma de raton, 5O ul de cefalina, la mezcla anterior se incubd 180 seg. y al
final se activo con S0 pl de CaCl, 0.025 M.. Para el TP se empleo tromboplastina de
cerebro de conejo con polibreno 2 mg/l (Neoplastine Cl Plus, Diagnostica Stago,
Asnieres Francia), 50 ul de plasma, 50 ul de tromboplastina, se incubd 180 seg. Y se
activo la mezcia con 50 pl de CaCl; 0.025 M. Para el TT (Tiempo de trombina) se
empled Trombina bovina 1.5 U/ml (Thrombin Prest, Diagno-stica Stago, Asniéres
Francia), 100 ul de plasma, se incubd 60 seg. y se disparo la reaccion con 100 pl de
trombina. En todos los ensayos al final se midio el tiempo de coagulaciéon en un

Sistema ST4 de Diagnostica Stago

La actividad de proteina C se evalud mediante ensayos cromogénicos con 3 mM de

p-glu-pro-arg-MNA como se ha descrito anteriormente (),

A los ratones se les efectuo nefrectomia y neumonectomia para confirmar la presencia
de trombos intravasculares. Todos los tejidos extraidos se tijaron en paraformaldehido
al 4%, pH 7.6 en 0.15 M de NaC!. Se deshidrataron en acetona. Se aclararon en Xilol.
Se incluyeron en parafina y se cortaron en un micrétomo Fuji Optical Co. LTD, Tokio

Japon, Por ultimo se tifieron en hematoxilina y eosina.
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Analisis estadistico

En los ensayos dosis respuesta de proteina C en presencia de diferentes
concentraciones de lectinas, se asumio que tenian una distribucion Gausiana y que
todas las columnas tenian promedios semejantes. En estos experimentos el analisis
estadistico que se empled fue ANAVA de una via y un ensayo post- prueba de
comparaciones multiples de Tukey- Kramer. Para comparar el efecto de la Con-A en
muestras con resistencia a la proteina C se empled McNemar pareada con correccion

de Yates = 6.250. Para estos analisis se empled el paquete estadistico Instant Statistics

(74)-
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RESULTADOS

1) Identificacion del las lectinas que modulan la proteina C

Para identificar las lectinas que pudieran modular la actividad de la proteina C
utilizamos tres diferentes ensayos: pruebas cronométricas con plasmas deficientes en
proteina C, pruebas cromogénicas con substrato especifico a proteina C, y columnas

de afinidad con lectinas inmovilizadas (**), en presencia de la proteina C purificada de

‘plasma humano.

En los ensayos cromogénicos de punto final, empleando proteina C semipurificada,
como activador Agkistrodon contortrix contorfrix y como substrato p-glu-pro-arg-

MNA, en presencia de lectinas y de sus aziicares especificos se encontro lo siguiente:

Tabla 1, Efecto de la lectina de lenteja en Ia actividad de la proteina C

Ensayo % proteina C
Plasma " 109.6
Plasma +~ PBS 95.5
Plasma ~ Albumina 93.8
Plasma + o- metil manopiranosa 104.39
Plasma -+ lenteja 54.41
Plasma + lenteja +a- metil manopiranosa 94.85

PBS: Buffer de fosfatos - salina

Tabla 2. Efecto de la Concanavalina A en la actividad de Ia proteina C

Ensayo ~ %ProteinaC
Plasma - 137.1 |
Plasma + PBS 79.75
Plasma + Albumina 71.48
Plasma + o~ metil manopiranosa 69.42
Plasma + CoA 19.42
Plasma + CoA + «- metil manopiranosa 71.9

173
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Tabla 3. Efecto de la lectina de soya en la actividad de Ia proteina C

Ensayo  %Proteina C
Plasma 148.9
Plasma + PBS 98.5
Plasma -+ Albamina 96.4
Plasma + B-D-Gal-[1->3]-D-Gal-NAc 101.4
Plasma Soya 223
Plasma + Soya + B-D-Gal-[1->3]-D-Gal- 102.1

NAc

Tabla 4. Efecto de la lectina de papa en la actividad de la proteina C

Ensayo | | % Proteina C
Plasma 95.04
Plasma + PBS 86.77
Plasma + Albumina 83.54
Plasma + N N'N" Triacetyl-Chitotriosa 28.09
Plasma + Papa 16.52

Plasma + Papa + N N'N" Triacetyl- 43.80

Chitotriosa

Respecto a la actividad serino proteasica de la proteina C en presencia de lectinas se
encontrd que la lectina que mas disminuy6 el porcentaje de actividad de la proteina C
en el plasma fue la papa, seguida de la soya, la Con-A y por altimo la lenteja . El
porcentaje de correccion al adicionar el azicar correspondiente fue: para la papa 51%,

para la soya 100 %, para la Con-A 95 % y para la lenteja 100 %.
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En los ensayos cromogénicos de punto final, empleando proteina C semipurificada,
con p-Glu-Pro-Arg-MNA en buffer de Tris imidazol pH 8.25 en presencia de
diferentes concentraciones de lectinas. Se encontrd que la lectina de papa tiene un
efecto constante y proporcional a la cantidad de lectina, sobre la proteina C, la
concanavalina A mostro igualmente un efecto dependiente de dosis pero menor que la
lectina de papa (Grifica | y 2) . Otras lectinas probadas en este sistema fueron:
Phytolacca americana, Triticum vulgaris, Arachis hypogaea, Phitohemaglutinina, y

Frijol rayado

200
175
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100 -
75~
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25

0 I 1 I I i {
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Con A mg/ml

seqgundos

Grifica 1. Efecto de Ia Concanavalina A en la proteina C, curva dosis respuesta
a la lectina. Ensayo cronométrico funcional.
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Grifica 2, Efecto de la lectina de papa en la proteina C, curva dosis respuesta a

la lectina,
Anova; F = 4,383, p = 0.0152, Al efectuar la prueba de comparaciones multiples de
Tukey-Kramer encontramos diferencias estadisticamente significativas .

Empleando cromatografia de atinidad con lectinas-sepharosa, el efecto para Luonymus
europeus, Concanavalina A, lectina de papa, Datura stramonium, Bandeiraea
simplicifolia 11, Sambucus nigra, Dolichos biflorus, Erythrina cristagalli, Phytolacca

americana, y Galanthus nivalis. Se muestra en las Graficas 3-7
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Grifica 3. Comportamiento de la proteina C al pasar por una columna de

afinidad de EEL: Euonymus curopeus, Con-A: Concanavalina A
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afinidad de STL: lectina de papa, DSL: Datura stramonium
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Grifica 5. Comportamiento de la proteina C al pasar por una columna de
afinidad de BS-11: Bandeiraca simplicifolia 11, EBL: Sumbucus nigra
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Grafica 6. Comportamiento de Ia proteina C al pasar por una columna de
afinidad de DBL: Dolichos biflorus, ECL: Erythrina cristagalli
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Grifica 7. Comportamiento de la proteina C al pasar por una columna de
afinidad de PWM: Phytolacca americana, GNL: Galanthus nivalis

Como se observa en las graficas las lectinas que muestran afinidad significativa por la
proteina C son la concanavalina A, Sambucus nigra (EBL) y lectina de papa en mucho
menor grado, estos datos correlacionan en gran parte con los experimentos realizados
previamente en donde se habia demostrado que las lectinas que mayormente afectaban

la actividad estearasica de la proteina C con un substrato sintético (p-Glu-Pro-Arg-

MNA).
El porcentaje de recuperacion de la actividad de la proteina C por columna fue la

siguiente: Con-A 93 %, Fuonynmus europeus 48 %, lectina de papa 66 %, Datura

stramorninum 37 %, Bandeiraca Simplicifolia 11 58 %, Sambucus nigra 20 %, Dolichos
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biflorus 58 %o, Luythrina cristagalli 58 %, Phytolacca americana 59 %, Galanthus
nivalis 41 %. Se clasifico el efecto respuesta como inmediato cuando la recuperacion
de la proteina C fue en las primeras cinco fracciones después de aplicar a la columna el
azicar correspondiente, cuando la recuperacion fue después del esta fraccion se

denomino retardado (tabla 3).

Tabla 5

Efecto de azucares especificos en la liberacion de proteina C de las columnas de afinidad

efecto-respuesta % de liberacion
Concanavalina A inmediato 61
Lectina de papa retardado 22
Sambucus nigra inmediato 100
Datura Stramonium ninguno 2
Galanthus nivalis retardado iS
Fuonymus europaeus retardado 16
Dolichos biflorus retardado 9

En consideracion a los resultados con el substrato cromogeénico, y al porcentaje de
recuperacion en las columnas de afinidad se decidio seleccionar a la concanavalina A
por ser la lectina con mejores caracteristicas para modular la proteina C. De aqui se
emplearon los principios metodoldgicos de (°)), para confirmar la interaccion de la
concanavalina A con la proteina C. Por una parte se efectué doble difusion de
Ouchterlony con diferentes lectinas y con la proteina C encontrando que esta a la
concentracion de 0.6 mg/ml precipita con Con-A a la concentracion de 10 mg/ml.
Otras lectinas que se probaron en inmunodifusion y que no dieron ninguna banda de

precipitacion son: Phytolacca americana (10, 5, 0.1 mg/ml), frijol rayado (0.1 y 10
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mg/ml), anguilla (I mg/ml), papa (0.1 y 0.25 mg/mi), trigo (0.1, 0.5, 1.0 mg/dl),
cacahuate (0.5, 0.1, 1.0 mg/ml), PHA (0.1, 0.5 y 1 mg/ml), y soya (1 mg/ml). Por otra
parte se efectud electrotoresis de afinidad en acetato de celulosa, con bufter de Tris-
glicina pH 9.2, a 200 Volts por 30 min. de 50 pl de proteina C, en seguida se dejo
incubar, poniendo un carril de Con-A 10 mg/ml, a las 18 hrs se observo una pequeiia

banda de precipitacion,

Otro punto de interés para nosotros fue la caracteristica de unién ligando (proteina C)
con el receptor (lectina), para ello empleamos la concanavalina A inmovilizada en
sepharosa, y mediante cromatogratia se evaliio la afinidad de la proteina C- ' ala
Con-A (7).

Empleamos la cromatografia de afinidad por algunas caracteristicas favorables como la
medicion directa del retardo cromatogratico, amplio rango de afinidad (Kd =
107 - 10™), y buenos resultados con modesto grado de impurezas (™), los calculos se
efectuaron con |/r vs I/proteina C libre y r/proteina C libre vs r, donde r = proteina C
unida/ (Con-A), la concentracion molar de Con-A fue 2.94 x 10™y el peso molecular
empleado para los caiculos de la proteina C tue de 62, 000.

Empleamos columnas de Con-A con una concentracion proteica de 6 mg/ml y una
capacidad de union para ovoalbumina de 4 mg/ml de gel, se cubrié un minimo
aceptable de isotermas de union (columnas). Con las isotermas efectuadas
encontramos una Kd = de 2.4 x 10 ademas la distribucion de los datos mostraron
una aparente “‘co-operatividad negativa” es decir la union de la primera molécula del
ligando- proteina C se opone a la subsecuente union de otras moléculas de proteina C.
Estos experimentos se calcularon suponiendo la existencia de un solo sitio de union en

el receptor, aunque sabemos que la Con-A tiene cuatro sitios de union ( )
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2) Purificacion de la proteina C

Otra de nuestras metas fue purificar proteina C. Efectuamos una serie de marchas
comparando los métodos publicados (2, ™, *, ¥, ¥ %), Posteriormente, en base a los
resultados de los experimentos de columnas de afinidad, se decidio emplear la
concanavalina A para purificar la proteina. Se purifico proteina C a la homogeneidad
(tabla 6) . La muestra mostro solamente una banda de proteinas en gel de

poliacrilamida no desnaturalizante (Figura 1).

1

A5 B 2

Figura 1. Perfil electroforético de la proteina C purificada en gel de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes. A) Muestra antes de pasar por
una columna de afinidad de Sepharosa- Con-A. B) Muestra después de pasar por la
columna de afinidad.
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Tabla 6. Purificacion de proteina C

Etapa Volume U/ml ~ Total Proteinas  Actividad Factor de
n. (ml) Unidades (mg/ml)  especitica purificacion

Plasma 930 41,200 38,316x1  91.00 452 1.00

BaCl, (1 M) I, 020 43, 500 44,370x 1 29.00 1,50 3.31

((NHJ) 330 21, 900 7,227 x 1 1.30 16, 84 37.21

2S04)

Sat 67 %

Con-A- 10 27, 800 278 x 10° 0.48 57,91 12792

sepharosa

3) Efecto de la Con-A en la proteina C y en algunos parimetros de la

coagulacion in - vivo

Los valores de referencia para las pruebas ensayadas en ratones normales fue: para la
proteina C un promedio de 627 U/ 10 1l y una SD (desviacion estandar) de 132, para
el TPTa de 25.19 seg. y una SD de 2.55 seg., para el TP 14.78 seg. y una SD de 1.22
y para el TT 24.6 seg. y una SD de 3.76 seg.

En el grupo de experimentos en ratones variando la concentracién de lectina aplicada
se observo, en particular a concentraciones mayores de 0.8 mg/ml, signos de
insuficiencia respiratoria y marcha ataxica. Los ratones que murieron antes de extraer

las muestras mostraron relajamiento de esfinteres y signos de choque.
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Respecto a la determinacion de TPTa, TP y TT realizada en ratones a los que se les
aplico Con-A a diferentes concentraciones a un tiempo constante de 6 minutos. En
dosis bajas se obtiene una fase de hipercoagulabilidad (Figura 2), cuando las dosis de
aplicacion llegan a la concentracién de 3 pg/ml en sangre las muestras se vuelven
hipocoagulables. Sin embargo la actividad serinoproteasica de la proteina C solo

disminuye moderadamente siempre y cuando la Con-A no sobrepase de 3 pg/ml.

En el grupo de experimentos en ratones en donde se vario el tiempo de aplicacion de
la lectina y la concentracion fue constante de 1 mg/ml. La proteina C disminuyo
alrededor de 260 U/ 10 w/l. En todos los animales de este grupo, los tiempos se

prolongaron lo suficiente para considerarlos incoagulables.

En los rifiones y pulmones de los ratones se observaron trombos v material tibrinoide
desde concentraciones de 0.1 mg/ml. Estos depositos se encontraron con mas
frecuencia en los ratones a los que se les aplicd Con-A, especiailmente cuando esta

tenia una concentracion de 3 pg/ml en sangre.

7507 ~1000
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500- 1800 - TT
i R
8 50 700 ..o PC
° -600 c
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g, 60 T -500 3_
s ig“} 400
| ]
30- 300
101 100
04 ¢ - i L0
0.0 0.10 1.00 10.00

Con A mg/mi

Figura 2. Efecto de concanavalina A en la coagulacion in vivo en ratones BALB-¢
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A ratones BALB-c se les aplico Concanavalina A por via intra-cardiaca a diversas
concentraciones de lectina en 0.10 ml de solucion Ringer estéril. Se evalué el Tiempo
parcial de tromboplastina activada seg (TPTa), Tiempo de protrombina seg (TP),
Tiempo de trombina seg (TT), proteina C en U/ml. a los 6 minutos.

4) Correlacion de los azucares conocides de la proteina C con las lectinas

reaccionantes.

Referente a la interaccion de la proteina C con lectinas inmovilizadas, se observo en
las figuras 3 a 5 que las lectinas que muestran afinidad significativa por la proteina C
fueron la Con-A, Sambucus nigra (SNA) y en menor grado lectina de papa, lo que
difiere parcialmente en relacion a los experimentos realizados previamente en donde se
habia demostrado que las lectinas que mayormente afectaban la actividad estearasica
de la proteina C con un substrato sintético (p-Glu-Pro-Arg-MNA) eran ademas de
estas, algunas lectinas con especificidad por estructuras de tipo N-acetil-lactosaminico

7 ;
C?) ver: Datura stramonium.
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La interaccion de lectinas inmovilizadas con glicoproteinas tiene algunas
caracteristicas particulares, comparadas cuando estas no estan unidas a alguin soporte.
Se puede observar que tanto las estructuras glicosidicas que reconocen la Con-A (1)
como a la lectina de Sambucus nigra (2) se encuentran presentés en los oligosacaridos
conocidos de la proteina C. Nosotros seilalamos algunas de las estructuras hipotéticas
en donde interaccionarian la concanavalina A y la lectina de Sambucus nigra en base a
las especificidades conocidas de ambas lectinas (Con-A *, %, Sambucus nigra*’, *).

La interaccion de la proteina C con la concanavalina A convierte a esta en una

excelente opcion para emplearla en la purificacion de proteina C.
La lectina de Datura stramonius tiene una especificidad muy particular a secuencias

N-Acetil-lactosaminicas (3) en especial cuando estas estructuras estan unidas a una

manosa en C-2, los oligosaciridos que conocemos de la proteina C no tienen
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precisamente esta secuencia pero st tienen una union a C-6 a la cual también tiene

.. 3940
actividad la Datura (**, *, "),

Con referencia a las estructuras oligosacaridicas que reconoce fuonymus europeus (4)
~ - ‘ 87
es DGal (1-3(L-Fuc (1-2)D-Gal (1-3 0 4D-GlcNAc ((*'), se encuentran entre los

oligosacaridos de la proteina C, reportados actualmente.

En relacion a las estructuras oligosacaridicas que se unen a la lectina de papa, no hay
ninguna que correlacione con las especificidades sefialadas por Kawashima H. y col
(*”, sin embargo pudiera estar reaccionando con la di-N-acetil-chitobiosa que se
encuentra en la porcion denominada inv por J. Montreuil (**) en el nicleo de las
N-glicosil-proteinas.

Los sitios potenciales, con oligosacaridos unidos a asparaginas que pudieran estar
interactuando con las lectinas corresponden a los sitios cercanos a la region catalitica y
son el 79, 144, y 160 (*").

En consideracion a los trabajos de Hau L. (*"), nosotros no empleamos lectinas con

especificidad a los acidos sialicos.

5) Propuesta metodolégica para emplear la Con-A como herramienta en el

estudio de pacientes con trombosis

Se efectuaron ensayos con TPTa con plasma resistente a la proteina C en presencia de
Con-A, in vitro, utilizando un método cronométrico, en muestras de plasma conocido
con resistencia a la proteina C del 42 % y 49%, entendiendo este porcentaje de
resistencia como el cociente de las diferencias entre los tiempos de TPTa con proteina
C activada menos la muestra o el pool x 100, Se encontré un TPTa con el pool de
plasmas normales de 42” y de 62.4” al adicionar Con-A | mg/ml. Al repetir estos
experimentos en plasma con resistencia a la proteina C de 42 % encontramos un TPTa
de 41.0” y 47.3” con concanavalina A respectivamente.(Grafica 8). Es decir que si se

adiciona al plasma normal Con-A 1 mg/mi el tiempo de formacién del coagulo se
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prolonga, pero st esto se efectiia en una muestra con resistencia a la proteina C, la
formacidn del coagulo no se prolonga, lo que ocurre exactamente en el cliasico método
para investigar la resistencia a la proteina C, es decir cuando se agrega proteina C
activada a una muestra normal el tiempo se prolonga, pero si esta proteina se adiciona
a una muestra con baja resistencia a la proteina C, esta no se moditica, esto pudiera
interpretarse como si la concanavalina A estuviera funcionando en este ensiayo como
una pseudo- proteina C.

Bajo este mismo principio y con el objeto de evaluarlo en forma cinética, se efectud
TPTa con un sistema cromogeénico empleando como substrato tos-gli-pro- arg-
AANB-IPA, este tipo de substrato es especifico a la trombina (°'). Encontramos,
densidades opticas significativamente bajas en las muestras con baja resistencia a la
proteina C (Grafica 9). Con objeto de probar si la interaccion se estaba dando con los
azticares de la Con-A, dos minutos antes del poner el substrato se adiciond a-metil-
manopiranosa 0.1 M, y la muestra con baja resistencia a la proteina C que tenia Con-A
corrigio su baja densidad optica y se comportd como una muestra sin Con-A, pero
esta misma muestra con baja sensibilidad al adicionarle solamente la «-metil-
manopiranosa, cambio comportandose como una muestra con generacion de trombina
normal, es decir como si este azicar se comportara, en este experimento cono un
anticoagulante.

En consideracion a que algunas muestras con deficiencia de factores pudieran
comportarse de tgual manera se repitieron los ensayos y se emplearon muestras con
deficiencia en factores, en donde no se encontro diferencia significativa con el pool de
muestras normales.

Se observa que la unica curva que muestra persistentemente las densidades mas bajas
es la muestra con Con-A.

Otras lectinas ensayadas con el objeto de comparar con la concanavalina A fueron:
lectina de papa, lectina de frijol, lectina de Psophocarpus tetragonolobus, lectina de

Sambucus nigra, lectina de Maclura pomifera, y lectina de Arachis hypogaea .
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Grifica 8. Efecto de la concanavalina A (Con-A) en segundos, sobre un pool de
plasmas normales (PNP), y un plasma con resistencia a la proteina C de 42%
(RPC). McNemar pareada con correccion de Yates = 6.250
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Grifica 9. Efecto de dosis bajas de Con-A en el plasma de pacientes, empleando
TPTa.

TPTa con tos-gly-pro-arg-AANB-IPA (1) APC res 42% + Con-A + azucar, (2) Pool
de plasmas normales, (3) APC res 49% + Con-A + azticar, (4) APC res 42%, (5) Pool
de plasmas normales + Con-A + azlcar, (6) Pool de plasmas normales + Con-A, (7)
APC res 49%, (8) APC res 49% + Con-A, (9) APC res 42% + Con-A.
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DISCUSION

La funcion de la proteina C es "cortar" o inactivar diversas estructuras de la
coagulacion como el factor V y VIIL No es 1ogico suponer que con la sola presencia
de la proteina C y los factores V y VIII, estos ultimos se inactiven. Dentro de la
estructura de la proteina C se encuentran diversos azucares, que mediante las lectinas
estamos inhibiendo en forma especifica. Estos azucares deben tener una funcion que
hasta hoy no se ha podido definir completamente y que bien pudiera ser alglin tipo de
"indicador" especiﬁco.para las zonas en donde la enzima debe actuar.

Ademas, si ampliamos nuestro supuesto, pudiera ser que en realidad la
“comunicacion” entre las moléculas como los factores de coagulacion tueran
precisamente por medio de los azticares que cada uno de ellos posee y estos no fuesen
solamente indicadores de interaccion sino los verdaderos protagonistas de dichos
fenomenos.

En relacion al porcentaje de correccion que obtuvo la lectina de papa, pudiera deberse
a que el azucar utilizado (N N'N" triacetil-chitotriosa) tenga una estructura semejante a
parte del activador de la proteina C, es decir, el veneno de Argkistrodon contortrix, el
cual posee azucares derivados provenientes de la glucosa.

También es posible que la proteina C tenga algunos otros azucares, que participen en

relacién con los macrofagos.

Respecto a la Con-A, tanto in vitro como in vivo se demuestra un efecto
anticoagulante importante. Los datos encontrados en ratones sugieren un consumo de
factores, dando una coagulacion intravascular. con moderado consumo de proteina C.
Por las caracteristicas propias de la Con-A y por ese efecto hacia una coagulacion
intravascular, con consumo moderado de proteina C, bien pudieran emplearse esta
lectina como wuna herramienta para el estudio de pacientes con estados

hipercoagulables.
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El empled de las lectinas en el estudio de los factores de la coagulacion ha sido

. . 2 27 2829
reconocido con anterioridad (*', =, %/, )

. Respecto a los plasmas resistentes a la
actividad de la proteina C, se emplearon en consideracion a que 1) la concanavalina A
es una lectina Gtil para analizar oligosacaridos unidos a asparaginas (*°), 2) que el
Factor V resistente a la proteina C ha cambiado una Arginina por una Glutamina (Arg

23 3435 3 U2y A . : . - - 03 94 93
por Gin ) ¥ % 7% 3) al tipo de oligosacaridos que tiene el factor V (>, ™,

506
%y y 4) que este cambio posiblemente exponga nuevos sitios en donde puedan
interactuar las lectinas. Nosotros hemos empleado la Con-A para evidenciar una

posible alteracion en la glicosilacion del Factor V (Leiden).

Los métodos hasta ahora empleados para diagnosticar la RPC, estan basados en el
trabajo original de Dahlback B (*') con TPTa, en donde las muestras con RPC son
insensibles a la PC adicional y los tiempos permanecen cortos a diferencia de las
muestras de pacientes normales, otros métodos que se ha publicado y que pueden ser
utiles son: el Tiempo de protrombina empleando el mismo principio de corregir el
tiempo, adicionando PC activada (PCa, *"). Otro método emplea la inhibicion de la
generacion del Factor Xa en un ensayo amilolitico, igualmente con la adicion de PCa
(™). Nosotros pensamos que al adicionar concanavalina A bajas concentraciones,
puede ser de utilidad para diferenciar mutaciones en la glicosilacion.

Cuando adicionamos concanavalina A en concentraciones bajas, al plasma de sujetos
normales o a un pool de plasmas normales, en presencia de acido ellagico, y
fostolipidos vegetales, la actividad enzimatica resultante de la formacion de la
trombina sobre un substrato como el tos-gli-pro-arg-AANB-IPA, se comporto, como
si no tuviera ninguna lectina. Sin embargo al adicionar la Con-A a las muestras con
resistencia a la proteina C en las mismas condiciones anteriores, la formacion de
trombina fue mas lenta, por tanto las densidades dpticas mas bajas.

Este comportamiento paraddjico, pudiera explicarse por la participacion de seis
moléculas, 1) por una parte, por la presencia de una region del Factor V que pudiera

formarse con la mutacion y perdida de una Arginina, 2) por la interaccidn de la Con-A
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con la proteina C, 3) la interaccidon de la Con-A con {a Antitrombina III, 4) la
interaccion de la Con-A con la Trombina y 5) la interaccion de la Con-A con el Factor
X activado e inclusive con el Factor VIII. Nosotros aqui hemos demostrado que la
Con-A interacciona con la proteina C en columnas de cromatografia de afinidad, en un
ensayo cromogeénico, y en un ensayo cronométrico, ademds otros autores han
demostrado la interaccion de la concanavalina A con la trombina, el factor V, el factor
VIIl y el factor X (27, ” mu’ l()l)

La interaccion de la Con-A con la proteina C, el Factor V, el Factor X y la
Antitrombina [II es de tal forma que las extinciones son mucho mas bajas, este efecto
paradéjico ha sido reportado previamente al ensayar el mismo substrato cromogénico
que nosotros empleamos (*').

Inferimos que la Con-A en dosis bajas, en ensayos con tos-gli-pro-arg-AANB-IPA,
nos puede ser ttil para detectar anormalidades en la glicosilacion del factor V por una

posible recomposicién tridimensional de las antenas de los oligosacaridos del mismo.
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CONCLUSIONES

1) La actividad de la proteina C se¢ puede modular como un efecto de la interaccion

con la concanavalina A.

2) El efecto de la concanavalina A en la actividad de la proteina C se debe al

reconocimiento de estructuras oligosacaridicas.
3) Se confirma la presencia de estructuras oligomanosidicas en la proteina C.

4) Debido a lo anterior la concanavalina A se puede emplear para purificar la proteina

C.

5) La funcion de las estructuras oligomanosidicas en la proteina C pudiera ser la de

regulacion de la actividad hemostatica.

6) En plasma de pacientes con resistencia a la proteina C se evidencio que Ia
concanavalina A en dosis bajas muestra una “aparente activacion” de la
generacion de trombina, que permitid diferenciar dos muestras con resistencta

a la proteina C.

7) Este ejercicio nos lleva a plantearnos dos incognitas mas, cuyo estudio pudiera
aportar datos importantes: ; la modulacion de la proteina C-trombomodulina
en macrofagos es mediada por oligosacaridos 7, 4 el incremento de metastasis

tumorales, via proteina C pueden ser moduladas por lectinas ?
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Inhibition of protein C activity with plant lectins in vitro
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INTRODUCTION

Protein C, a vitamin K-dependent plasma protein, parti-
cipates in the clotting process by proteolytic inactivation
of factors Va and VHTa', In a normal situation, the enzy-
matic reactions induced by protein C are essential steps
in the coagulation chain =, Since protein C has been
described as a glvcoprotein®, it was interesting to exami-
ne the possibility of enhancing the clotting complex, in-
hibited by activated protein C, with lectins or sugars, in
view of the known ability of these macromolecules to
bind specitically to giycosydic residues *. For this purpose

we used plant lectins, concanavalin A, fentil lectin, soy |

bean lectin and potato lectin in a protein C test system.

MATERIALS AND METHODS

Agkistrodon contortrix poison (Southern Copperhead snake, pyroglu-
pro-arg-methoxy-nitroanilide (p-glu-pra-arg-MNA) and bepes bulfer so-
lution were purchiased from Behringwerke AG Diagnostica (Germany).
Concavalin A (Canavafia ensiformis), lentil lectin (Lenys celinaris), soy-
bean lectin (Glycine Muax), potto leeun (Soldanum tuberasum) and cur-
bohydrates(2-acetamide-3-0-3-D-galuctopyranosyl-D-galiuctopyrinose,
N, N, N".-trigcetylchitotriose, D-mannose, B-D-Gal-(1-3)-D-Gul-Nac
and methyl x-D-Mannopyranoside) were purchased from Signw Co.
(USA) and used withoul further purification, 10 1 pool plusma was incu-
bated at exactly same time with [0 b Agkistrodon comorric® and 20 pl
p-glu-pro-arg-MNA, the st was used as a substrate QDA Bausch &
Lomb Spectronic 2100 spectrophatometer was used 10 determine absor-
bance increments,

Blood samples were tuken from 6 healthy individuals corresponding 1o
lype O blood group, with no alleration in cougulation or {ibrinolysis.
Samples were tuken with a minimum of stasis and snticoagulbated with
0.1 mmol/l sodium earate (941, bloodfanticoagulant, v/v). The plusma
was separated with centrifugation at AKX x g for £5 min. and mixed t1o-
gether und it was immediately frozen at (=) 196° C in a figuid nitrogen
container. ‘

Recibido: 3-VI-14991.

Aceptado por el editor Jusia Aznar el 18.X-199,

Correspondencia; Eduardo Pérez Campos, Laborstorio de Bioimica, Centro
de Graduados. Instituto Teenoldgico de Qaxaca, Apdo. Postal 872,
Quxaca, Qax., GHO0) Méxicu.

Protein C poison activitor (Agkistrodon cemtortring, und synthetic subs-
trate were dissolved in hepes anfer solution with 50 nmunol/l CsCl, 1K)
ounaolfl hepes, 19% PEG 6000, pH 825 the lecting were used at b mg/ml,
the sugars at .1 M, the substrace pGlu-Prob-Arg-r MNA was used i 3.3
mmol/l, the lecting amd the sugars were dissobved in sodium phosphate
008 M with 0.9% NaCl (pll 7.2) Plasima bovine and serum atbumin
from Sigma Co. (USAL were difuted i the same butfer, the final sinple
volume was 600l ard the il fecrin concentrtion was 40 pe/ml and
the finad sugur concentratton was 2 mM. Readings (405 mim swere tiken
at 60 and 120 seconds 1o deteemine 3 Afrin the resulls were obtained by
comparing this with standard plasi,

RESULTS AND DISCUSSION

it was observed that the addition of lentil fectin ¢ mg/mi)
to the tully activated protein C test system decreased on
average 42% of the OD (405 nm) readings as compared
with controls with 100% protein C activity free of lectin,
or with bovine serum atbumin in place of the lectin, With
Con-A the inhibition reached a value of 73%, as compa-
red with the controls. When D-mannose (0.1 M), a sugar
that specifically binds either Con-A or lentil lectin the-
reby overcoming many ol the sccondary effects induced
by lectins in cell free systems’, was added the inhibition of
protein C disappeared. OD (405 nm) readings were almost
identical to the ones displayed by control tests (fig. 1).
Soybean lectin, incorporated in similar fashion to the test
system, inactivates up to 77% protein C activity. The ad-
dition of 2-acetamide-3-0-B-D-galactopyranosyl-D-ga-
lactopyranose (1 mg/ml) a specific disaccharide for this
lectin”, restored activity to values close to 100%. On the
other hand although potato lectin reduced protein C va-
lues to about (8% of the controls, disclosing an inhibi-
tory power similar to the plant lectins previously assayed,
the incorporation of a specific trisaccharide: N, N7, N™-
triacetyl-chitotriose ™ to the incubation mixture increased
42% protein C activity only, far from the full protein C
activity protection vbtained previously.

The resuits demonstrate that some plant lectins are capa-
ble of markedly reducing protein C enzymatic activity in
vitro and that this effect 1s fully reversed by the incorpo-
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ration ol the specific sugar to the system. The complete
cycle activation-inhtbition (of protein C enzymatic acti-
vity) is obtained with concanavalin A, leatil lectin, and
soybean fectin. In the cuse ol prowein C inhibition by po-
tato lectin, the concomitant activation with the correspon-
ding sugar is questionable, in spite of the fact that & more
appropriate sugar was employed® (not present here).

The external addition of lectins to a complex in vinro as-
say system, like the one described here for estimaling
protein C activity, could undoubtedly trigger molecular
interactions leading to enzyme (protcin C) depression
and lower substrate hydrolysis. Nevertheless, the power-
lul inhibition obtained with discrete amouats of the plant
fecting appears not to be the result of a veneral protein
effect since incorporation into the system ol similar or
Farger doses of bovine serum albumin was not followed
by uny reduction in activity (tig, 1),

Lectin suppression of protein C interferes with hydroly-
lic activily, could be interference on a step chained pro-
cess whose subtle control could be regulated by glycosi-
dically directed specific ligands as shown in the in vitro
system described here. We can speculate on the binding
of the lectin to the glycan part in the protein C molecule,
inducing a marked reduction of enzymatic activity duce to
steric hindrance by the large molecule weakly attached to
the sugar receplor in the protein C molecule, in a similar
fashion to enzymatic activity inhibition with specific an-
tihodies in various in vitio systems.

It is interesting to consider the possibility that the sugar

from vitamin K-dependent clotting factors with an cpi-
dermal growth tactor (EGF)-like sequence could Tunc-
tion like or with mammalian C-type lectins or sclecting
that are involved in adhesion or tethering”, because of
some evidence about oligosaccharides without siatic acid
and N-acetylglucosamine in the epidermal growth factor

receptor ™ such its molecules which react with selectin'',
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Eduardo Pérez-Campos* **, Eduardo Pérez-Oriega**, Félix Cordoba A" ***

* Laboratorio de Bioquimica. Centro de Graduados. insttuto Tecnologico de Gaxaca.
" Laboratorio de Patologia Clinica, Zaragoza, 213. Qaxaca. *** Cenlro de Investigaciones sobre Fijacion de Nitrogeno.
Universidad Nacional Auténoma de México. Cuernavaca. Morelos. Meéxico.

Palabras clave: proteina C. bioquimica.
Keay words: protein C, biochemistry.

INTRODUCCION

La posibilidad de que los ohgosacdridos de la proteina C
lengan alguna funcion importante en fa regolacion de la
interaccion molecular nos ha Hevado en una primera ela-
pit L revisar las cancteristicas bioquimicas de esta protei-
na y de algunas moléeulas relacionadas.

Recientemente se han definido 3 principales vias para re-
gulur la congulacion: una, en fa que participa L antitrom-
bina-111; otra. en donde participa un inhibidor conocido
como LACI tinhibidor de la coagulacion asociado a lipo-
proteina) gque afecta el complejo de factores VI y U -
sular, y el ditimo, que corresponde al sisten de proleina
C'. La proteina C es una enzima antitrombdtica depen-
diente de vitwmina K, con un peso molecular de 62.000,
integrada por una cadena ligera y una cadena pesada uni-
das por un puente disulfuro’; actualmente se e da cada
vez mils importancia debido a que se han encontrado no
solo deliciencias congénitas en fa calidad o cantidad de
la proteing C ', sino también se han demostrado deli-
ciencias adquiridas secundarias a inlecciones gue res-
ponden al tratamiento con concentrados de proteina C*,
asi la proteina C se estd convirtiendo en una moldeula
muy clectiva como agente antitrombdético en ¢l trata-
miecnto de pacientes con choque séplico y en fa preven-
cion de reoclusiones de pacientes previamente tratados
con agentes tromboliticos.

FISIOLOGIA DE LA PROTEINA C

La protema C es sintetizada en los hepatocitos; se cono-
cen algunas de tas caracterfsticas de secreciin y procesa-
miento debido a experimentos con proteina C recombi-
nante humana: fa cadena ligera es carboxilada a nivel de

Recibido: 23V 1904,

Aceptado por et editos: Justo Aznared 1- VI [9U4
Corvespondenciac Doctar Bduardo Péeez Campos. Zarapoza 213, Ouxica,
Oux, CP ORKD,

reticulo endopldsmico rugoso (RE) en 9 residuos de dei-
do glutimico mediante una carboxilasa dependiente de
vitumina K; durante ¢l paso por el RE es glicosilada;
cuando se abtienen mutantes ghicosiladas en diferente
posicion s¢ puede observar que en estas mutantes 1o N-
ahicosilacion en la posicion 97 de la cadena ligera es cri-
tica para una eliciente secrecion, que la glicostlacion en
L posicion 248 de la cadena pesada alecta ol procesa-
micnto intracelular del sitio de corte Lys-Arg y que fa
climtnacion de los sitios ghicositados de la cadena pesada
puede momentar i actividad anticoagulante® ;. por otra
parte. la vidie media bioldgica de fa proteina C es de cer-
vit de 8 horas y Ly concentracion en el plasma normal hu-
mano es aproximadamente de 4 pg/ml.

La proteina C circula como zimdgeno; normalmente se
pucde activar por interaceidn con la trombina®; esta acti-
vicion es mucho mids electiva en presencia de fa trombo-
modulina; otra variante de activacion que se ha descrito
es i ded complejo rombomoduting con cadenas ligeras
de tactor Vaen presencia de trombina™ ™ una via alierna
de activacion es mediante factor Xa con foslolipidos
anionicos. como la foslatidi! serina y la fostatidil coling,
en presencia de iones de calcio y de trombomodulina '’
en esta dltima via de activacion se ha ensayado in vitro el
electo de polisaciridos sulfatados, los que incrementan
L actividad catalitica de fa proteina C sin afectar fa cons-
tnte de Michaelis (K,,) ',

Una vez activada la proteina € se acopla i otra prateina
de este sistema, b protefna §, que normalmente cs trins-
portada por un componente del complemento, Lt proteina
C-ib '™ ahora el complejo proteina C-proteina § puede
inactivar o los factores V' y VI por protedlisis
fimitada de las cadenas pesadas de ambas moléculas.
Ot actividad que tiene la molécula de proteina C acti-
vada, en donde al parecer no intervienen fa proteina S,
caleio, heparina, ni fosfolipidos. ¢s la profibrinolitica por
neutralizacion directa de los inhibidores de los activado-
res del plasmindgeno ™ ", '
Tres inhibidores de la proteina C han sido descritos, uno
dependiente de heparina denominado inhibidor de ta pro-
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Muolécula completa: 62,000 My (peso molecular relati-
VO,

Cadena ligera: 21,000 M.

Cadena pesacdaz -H 000 My,

Precursar de serina proteasu
Amino termiml de L Ala-Asn-Ser-Phe-Leu,
Amino tersimal de H;

e ASP-Pro-Glhi-Asp,

= Azt 2D -Leuch 3y — 1000 M.
Amino terminal de Hacovie Gly-Asp-Val-lle.
Activadores:

= Tripsina.

— Trombuv ¢ 150, 90 nunutos).

-~ Proteasa de V Rowussell (pH 8, 3 horas).
— Agkistrendon contortriv contortriy,

Vida media: 8 horas.
Concentraciaon: 4 pg/ml.

teimn C (PCH v orros 2 independientes de Ta misma, ta
ct-2 macroglobuling (-2 MG v a o1 antitripsing (o-1-
AT aparententente ef primero es el de mayor importan-
cri y apesar de su nombre no es especitico para la protei-
na C ya que también puede inhibir o la crombina, a los Tac-
tores X1y Xa v o tos activadores del plasminogeno =,

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PROTEINA C
Y SU CINETICA ENZIMATICA

La proteina C humana estructuralimente es semejante i
tos factores VI EX vy Xy ada proteina Z: estin constitui-

EDUARDO PEREZ CAMPOS el

dos por una cadena Ligeray una cadena pesada ttabla 1),
L protema C funciomithnente estia constituida por 3 dreas
o dominios™ "7 en un primer dominio, locatizado en
b region amino de b cadena ligera, se encuentran Y dci-
dos y-carboxi-glutinicos; le siguen 2 dominios que son
homaologos al factor de crecimiento eptdérmico (EGE), v
por ultimo, en Lt regidn carboxilo terminal de fa cadena
pesada se encuentra el sitio activo de L sertna proteasa,
correspondiendo w fos uminodcidos 30-His, 102-Asp y
201-Ser. parte del sistema de relevo de carga en el sitio
activo (fig, 1) Uno de los modulos semejantes al tactor
de crecimiento eprdérmico fijacateio al igual que ta pro-
teima S, L trombomodoting v los factores [N v X debido
a que en L posicon 71 de a proteina C se encuentra un
icido eritro-P-hidroxiaspirtico ™ 775 en esta lijacion de
calcio no purticipa ninguan sicwdo y-carboxiglutimico:
adentis, fos madulos semcjantes al EGE de b proteina C
pucden inhibir Ly coagulicion v pudicran estar retaciona-
dos con receptores a células endotebales en forma seme-
jante al Tactor 1N Esios madulos oo silo se han encon-
rado e estas vy otras proteinas dependientes de la vita-
mina K (factor VL proteina S). sino tambidn en
proteinas tiles conn Ly uroquinasa (uPA), et activador
del plasminageno iisular (tPA), ef factor X, Ta trombo-
nodulina, tos receptores de LDL v los precursores del
TOF-a6 se les ha considerado que participan en activida-
des de estimubacian del crecimictto y dilerenciacion a
nivel local ™ ™. Si todos estos modutos participaran de
esta forma quedarian preguntas muy importantes que lfor-
mukirnos: ctienen aleuna selectividid odos estos modu-
los?, ;eonto se regulan?, Jcwando participan?. ¢ por qué
fa proteina C iene estos madutos?

La proweine C humana natural contiene aproximadamen-
te el 23% de carbohidratos, siendo éstos: galictosa, n-
nosa, N-acetilglucosimina, deido N-acetilneuraminico y
fucosa; estos azacares estin situados on las asparaginas
93, 154 y 1707 tanto ¢f papel funcional como la es-
tructura de Jas cadenas de oligosaciridos de esta proteina
no se conocen i, pero el sio activo en la cadena pesa-
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BIOOUIMICA DE LA PROTEIS N CDE LA CONGUT ACTON (RK)

Fabla 1l

Agkistrodon contortrix contortrix

Clase de enzima: Sertno-proteasa Gpo tripsit,
Peso molecular: 20.000-40.000,
Sistemat de relevo de carga: His-40, Asp-83, Ser-177.
Bolsi de union: Asp-t71, Gly-19-1, Gly-203,
Carbolidratos
— Hexosas neutras, GleNae, NeuivAc,
e ANN-21L ASR-TE Asn- {20,
[nhibidores
PN 20.000: DEPEDTAL minbidor tripsimico de sovi,

P\ 37000
— No inhibida pors AT EDTAD DEP, hirudina, odo-
acetamidia,
PV 3740000
— Dansyl-Gly-Arg-CK.
Phe-Pro-Arg-CK.
— Fenml-metanosubifonid-tluoruro ¢ PMST)L

dacesti muy cercano, por lo menos lincalmente o fos si-
tios glicosilados fig. 1), dando Lo semejanza de una bol-
s adeniis de gque en experimentos prefiminares con lee-
tinas de plantas se hie evidenciado interaccion de éstas
con la praterna Co Lo que nos ha inducido o pensar gue
pucda tener una lum.mn e cercanin de ostos dzideares
con el sitio activo -

Por otra parte, en el plasma se ba encontrado gue ke pro-
teina C puede existiv en conlormaciones de dobles cade-
nas pesadas (39-42 K. duhlu cadenas ligeras (22-25 K)
y de unu sola cadena (64 Ky ™

Respecto a la proteina C recombunmte, su DNA ha sido
totalmente codificado en diversias Hineas celulares de ri-
ion humano, de hdmster sivio, epitchordes de raton. Las
maoléculas puriticadas derivadas del rindn humane tienen
un peso molecular de 62.000, weniendo el Y0% de estas
moléeulas 2 subunidades, una cadena pesadin de 42.000 y
una cadena ligera de 25.000 daltones ', mientras que las
proteinas derivadas de raton difieren w-mllu.uw nenie

en la proporcion dc cadenas ligeras y desde iuego en los
pesos moleculares '

La proteina C es una sering profeasa cuyo sitio activo
guarda estrecha similitud con otras proteasas de serma
dependientes de vitamina K como Ta trombina y los tue-
tores 1Xu. VI y Xa. En 1o activacion de la proteing C. Ly
proenzima picrde por protedtisis fimitada, un dodecapéti-
do de aproximadamenie 1.000 daltones por etecto de di-
ferentes activadores; esta protedlisis se da entre la Arg-
12y Leu-13

Los activadores de fa proteina C son serina proteasas y
pucden actuar en forma directa como la ripsina, fa trom-
bina y los provenientes de venenos de algumas serpientes
como ¢l del Agkistradon, o en torma indirecta via luctor X,
como es ¢l caso de la proteasa de vibora de Roussell; uc-

tualmente ¢l mas empleado como activador de Ly protei-
na Ces By proteasic obtenidi de una serpiente inolensivi
Hanradit cabeza de cobre o mocasin, se le encuentra en
regiones rocosas de toda T Amdniea, pero espectdmente
en Whinots, Estados Unidos de Américae su nombre cien-
ttico es el de Avkisoodon comortriv contortriv (ANCCY,

Sieapresamos o coneentracion de la enzinmit como mo-
les de centros activos por litro o ndamero de recamibio de
e cnzima () v L dividimos entre L constante de M-
chachis-Menten obtenemos un cociente K /Ky que es
wint medida de elteacty cataditica v ode especiticidad enzi-
maatica abora en ef casode L rombima caando activaca la
proteina C. Lt primera tiene oste cociente de 0.003 «< 10"
el ACCide 043 < 10 "y eof complicjo trombit-trombo-
modulina-caleio de O30 X 10" N 'S coma se puede no-
tir, los mejores activadores son fos 2 altimos 7B activa-
dor obtenido del ACC es una ghicoproteina de caden: ! tni-
eatde 20,000 0 40000 dattones de peso molecutar ™, con
una significativa especilicidad para Ly proteing CLes in-
hibido por ¢l p-nitro-tenil-p-cuamdinobenzoato, el lei-
metil-sulfonil-NMuoruro y el inhibidor ripsinico de soya ™
entre otros: contiene 162000 de carbohidratos entre o
cratdes estin Ly N-aeetitglucosamma v el deido N-acenl-
neuriwminico ™ (tabki 2).

Otras especies del mismo género como AL piscivaras y
A bilinearus, contienen simudares activadores de proter-
na CHLELACCa o diferencia de Lo rombina no interie-
ciona con b antitrombina-TH oi con B horidimae ademis
suefecto es dosis dependieme !

Vista fa protema C solamente comao uia proteisa, S
moléculas recombinantes comprnadas con las naturales
tenen una eficack catalitica de 380 K /Ky v Ras segun-
dits solamente de 33: es evidente que algunuas de fus mo-
Keulas recombinanies pucden ser mejores enosuactivi-
dad cataliticn ™. Sin embarga, por una parte. consideri-
mos que todavia ladtan afinar muachos detalles comao para
considerarlas un substituto adecuado de las moléeulas
nitarales, y por otra se requicre mayor investigaeiin par
conlirmar el papel que juega esta proteina C con su acti-
vidad proteidsica en la Facilitacion de Ly invasian de ¢élu-
las tumorales '

Respecto alos inhibidores de Ta proteina C se encuen-
tran algunos que son de naturaleza |nn|c|u vono fa
.tpmunma o ¢l inhibidor tripsinico de pincreas * y ¢l in-
hibidor tripsinico de soya y otros que son de bajo peso
motecular y su electo es irreversible como el diisopropil-
losToltuourhidrato (DipF), el fenitanetano-sulfoniliuo-
ruro (PMSP). Ta tosil-Tenitulimil-cloro-meul-cetony
(TPCK), lu tosil-lisilclometil-cetona (TLCK) . tados
eflos tipicos inhibidores de serina, pero ninguno de ¢llos
es especilico como para emplearfo en sistenus alternos
de pruchas.

LLos substratos de aniinodcidos cromogémeos o uorogé-
nicos son altamente sclectivos: 2 erandes grupos de com-
puestos derividos de los mismaos que se han estudiado
amplinmente son fos pertenceientes a i benzoit-arging-
ni-p-nitroadilida en los ensayos de proteasas semejantes
a la tripsing, y los aminodeidos aromdticos-p-nitrofemil-
¢steres para o estudio de proteasis semejantes a la qui-
miotripsina . Entre fos mejores substritos pari la protei-
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na C se reportan ¢l Boe-Leau-Ser-Thr-Are-MCA Y, ¢l
p-Glu-Pro-Arg-MNA y 822360 ™ y fa D-Lys(Cbo)-L.-
Pro-L-Arg-pNA ‘',

En La evaluacion de la proteina C rambién se utilizan
otros métodos aparte de fas cuantificaciones cromogéni-
cits o Huorogénicas como ¢l APTT (empleando como ac-
tivitdor ¢l ACC), el mmunoensayo enzinvitico y ¢l méto-
do de LaureH ™ ' nosotros consideramos que os 2 pri-
meros nmcétodos son mis dtles cuanda son cinéticos ya
que pueden detectar alteraciones funcionides de ki protei-
na C.

Por dltimo pensamos que el estudio de a proteina € co-
mo de muchuas otras proteinas que participan en ta he-
mostasii en forma directa o indirecta no debemos de
abandonario con la pretension de que «yit se conoce has-
st estructura moleculars, sino que debenmos todivia
continuir ya que ¢ste nos puede mostrar muchos nieci-
nismos y principios fundamentales para entender no sdlo
las proteinas que participan en la coagulacion, sino tam-
bi¢n comuo trabajun otras serinoproteasis.
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Some of the concepts we have about coagulation date
from the beginning of this century and not until recent years
has anyone proposed, with more certain knowledge, an «in-
tegrated way» of coagulation'. But even knowing now
that the coagulation factors participating in the physiologi-
cal process are glycoproteins, we do not know how this
molecular property, which does not seem to be tortuitous,
determines, controls or reinforces one or several of the
steps that ultimately lead to the coagulum and to its degra-
datton. However, at present there is enough information to
make new hypotheses and to begin to consider other pos-
sible functions ol the coagulation factors, in particular fac-
tor VII/vWI, and related molecules.

Some proteins or glycoproteins have the property of bin-
ding with sugars and agglutinating cells, which has ser-
ved to classify as lectins. In the case of mammals they
have been grouped as follows: C-type those dependent
on calcium and having collagen type «modules»; S-type
or sulfydryl-dependent which link with -galactosides;
and finally others which have been named N-type or
non-defined?. The structural characteristic of the sugars
which bind with S-type lectins is N-acetyllactosamine
(B-galactose-(1-4)-N-acetylglucosamine) which identi-
fies not only the glycol:plds Lacto-2 like blood group an-
tigens Le*, Le?, i, I, ABH? but also the chains with fuco-
se and sialic acid type-2 which bind N-linked to aspara-
gine like factor VIII/vWf* The latter has been
demonstrated with some experiments where the factor
VII/vWf inhibits the agglutination of the ABO of red
blood cells in the presence of anti-A anti-B anti-serums
and lectin H. That is the structures-of' A, B and H blood
groups are found in the ollgosacuhandus of lactor
VIINVWE?,
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The different groups of oligosaccharides which have the-
se factors apparently give ditferent properties o all these
serine protease. In particular in the case of factor VIII/
vWI sugar®, it is known to participate in three different
mechanisms outside the cell: those where sialic acid pro-
tects them from quickly clarifying at the hepatic level’,
others where the sulfate oligosaccharides contribute 1o
the adhesion events for e amph' with the ;,Iyt.oprotun
Ib-IX complex and glycoprotein V on the platelet® and
lastly chains N- ac.ulylg,lucomnnm fucosilated type-2

could participate as rccogmuon ligands from selectin
such as P and L selectins” in leukocytes and endothelium.

There is some evidence that certain oligosaccharides wi-
thout sialic acid and N-acetylglucosamine are found in
the epidermal growth factor receptor . This would pro-
voke the question whether some factors with modules si-
milar to the epidermal growth factor receptor, such as
protein C and factor Xa among others, could be partici-
pating in some reactions of membranous adhesives su-
gar-dependent and that could give a mechanistic expla-
nation of why the enzrmalic complexes of coagulation
are surface dependent'!, about the last factor there are
some ¢vidences about a receptor to factor Xa in endothe-
lial cells that could function in this way denominated
glycoprotein ¢ (gC), besides leucocyterestricted integrin
which functions like fibrinogen receptor 2.

The N-acetyllactosamine fucosilated type-2 chains of fac-

“tor VII/vWIE differ only in the lack of sialic acid in rela-

tion to the sugars of greater specificity with which the se-
lectins interact. These belong to a family of adhesive mo-
lecules and also participate together with the glycoprotein
[b-von Willebrand factor and other adhesive molecules of
the integrins t.zmlly and the «very late antigens» (VLA)
in the interaction with platelets and endothelium '*. On the
other hand the molecules which have sialic acid do not
participate in a static process, evidence suggests that so-
me g,l ycoproteins are synthesized with stalyl Lewu, atta-
ched in disease states like ¢l acid glycoprotein ',
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Antong the molecules which interact with factor VIII/
vWIE and could participate with some ot the sugars are
thrombin, protein C and tactor Xa . Of these molecules
factor Xa and thrombin could have a double role to play
i this interaction: both activation and inhibition of lfuc-
tor VI, However the inhibition ol factor VIIH/VWY by
thrombin is not proteolytic ', We think that thrombin
could be acting as a selectin ligand on interacting with
some factors such as factor VIH/AVWY Thrombin is a pro-
teolytic enzyme which also has other non-enzymatic pro-
pertics termed «hormone-like» ', Carbohydrates from the
thrombin « chains have been partialty removed without
alfecting its enzymatic properties with fibrinogen and
with Fuctor VHIAWLE™, Nevertheless some cells has sho-
wed its thrombin receptor glyeositiion nay be directly
involved in thrombin binding ", Also the sugar of throm-
bin and antithrombin appear not o be a reguisite for the
formation of enzyme-inhibitor complexes and the remo-
vl of stalic acid do not aflect the anti-protease activi-
tv, however there is some evidence that with reduced
carbohvdrate contents the antithrombin [ reacts with
thrombin at faster rates ™ ' Besides the thrombin and
antithrombin TH could react with molecules tike selecting
across its O sialvi-N-acetyllactosamine (NeuNAc-¢-2-6
Gal B1=4GleNac) ™7 and among the factors which con-
trol the generation of thrombin apart from factor VI is
factor V., the removal of 905% of the sialic acid from this
factor results i an nerease of up 1o twice the coagula-
ting activity without alfecting the activation induced by
thrombin andl deglycosylation of about 70% causes a re-
duction in this same ™,

This background shoutd be considered aong with some
ol our experiments in which we observed that only with
the addition of monosaceharides can an inhibitory elfect
be obtained similar to tat observed with some plant lec-
1ns, based on the wddivon of monosaccharides o protein
C tests. using a synthetic substriate where we obtained in-
hibition of protein C activity (study sent for publication).
This invites us to speculate that some activaned lactors
could behave as lectins, others could be functioning as
figand or acceptor o a calcium dependent Hike S-type lec-
tins and others could be funtioning fike ligands of selec-
(ns or «proteimns dependent on plasmatic fucosyltransfe-
rase» ™,
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Introduction

P

We analysed the results of numerous investigators who have studied the coagulation factors of
oligosaccharides. The first reports appeared some ten years ago and naturally only the tactors
sialidads and desialidades were tested. But when deglicosilases appeared and also techniques such
as the NMR (1) we found very detailed reports on coagulation’s factor of oligosaccharides. We
believe that groups of oligosaccharides exist that not only protect but also facilitate or inhibit
molecular or cell interactions, as has been outlined previously for other systems (2). For this
reason we analyze the existing bibliography and we outline a methodology to analyze the possible

association of oligosaccharides as groups interact each other.

We use a methodology previously used in biochemistry (3, 4).



Material and methods

We use the information refs, 5 to 33, 43 difterent oligosaccharides were classitied according to the
short hand symbolic notation employed by J. Montreuil et al. (34) amplified for O-glycosylproteins
(Ser or Thr) and for glycolipids. Subsequently we used a binary classes and finally we used Cluster

analysis (Figure 1) via Statistical package Unistat Version 3.

Results and discussion
We believe the methodology used is relevant and could be use to analyze families of glycoproteins.

We do not believe that sufficient data exists to allow an adequate interpretation, see Clusters-
dendrogram, but it is interesting to see that in some clusters factors are close to our reciprocal
action factors, example factors II and I, thrombin and anti-thrombin 111, thrombin and tactor V.
Results could be significant if we applied the same method to the coagulation factor of all

oligosaccharides.

Incidentally we think is necessary, in addition to the coagulation factor recorded to review other
proteins like factor X1, tissue factor, «-2-antiplasmin, protein C, protein S and plasma histidine

rich-glycoprotein moreover of another oligosaccharides from the coagulation’s factors inspected.

LW
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COAGULATION FACTOR SUGAR DENDROGRAM
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ABSTRACT

We have developed a rapid, efficient, and inexpensive method to purify Protein C
from plasma using Concanavalin A conjugated to Sepharose. With this method we have
obtained Protein C purified to homogeneity, as measured in polyacrylamide gels. We discuss
each of the steps of our method and give the results of the purification.
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INTRODUCTION

Protein C is a vitamin K dependent glycoprotein which is activated by thrombin bound
to thrombomodulin. Protein C, when combined with its cofactor Protein S, has
anticoagulant activity, inactivating Factor Va and Factor VIII by limited proteolysis " *.
Activated protein C also stimulates fibrinolysis by inactivating plasminogen activator-inhibitor

The relevance of protein C in the regulation of coagulation is the result of a newly

discovered mechanism which helps to explain recurrent thrombosis associated with Protein C

resistance ™ °.

Until recently, most investigators have purified protein C by one or another of the
tollowing methods: barium citrate adsorption and elution; ammonium sulphate fractionation

*. calcium-dependent or calcium-

with or without DEAE-Sephadex chromatography; *
independent monoclonal antibodies; > . dye-ligand chromatography ''. and DEAE-Sephadex
preparative polyacrilamide gel electrophoresis '*. We have developed a new method to purity
protein C which is as efficient as the above mentioned methods but has the advantage of being
considerably less expensive to use on a routine basis. Qur method of purification employs

affinity chromatography with concanavalin A conjugated to Sepharose.

MATERIALS

The human plasma was donated by the local Red Cross. Concanavalin A-Sepharose
was obtained from Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA. Barium citrate was
obtained from Spectrum Chemical Mfg. Corp, New Jersey, USA. Protein C assay kit was
obtained from Behringwerke AG Diagnostic, Marburg, Germany. Protein C chromogenic
assay from American Diagnostics Inc, Greenwich, CT, USA . S-2366 was purchased from
Chromogenix, Mondal, Sweden. Ammonium sulphate, benzamidine, imidazole, Freud’s
Adjuvant, concanavalin A, North American copperhead venom (Agkistrodon contortrix
contortrix), methyl c-D-mannopyranoside, and Sephacryl S-400 HR were purchased from
Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA. Agarose, immunodiffusion grade, was purchased
from The Binding Site, LTD, Birmingham, England. Biogel P-100, Acrylamide, Bis-
acrylamide, ammonium persulfate and TEMED were purchased from Bio Rad, CA, USA
For the chromogenic assay we used a microstrep reader, Behring EL 301, from Behringwerke

AG Diagnostic. Marburg. Germany. To measure the molecular weight we used an automatic
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chromatography reader Protec 11, (Gilson, USA). For the electrophoresis in polyacrylamide
gel, we used a mini Protean I1 (Bio Rad. California.. USA). We used a densttometer Junior

24 ( Helena, Saint-Leu La Forét, France) to obtain the data shown in Figure 1,

METHODS

In order to prepare the Protein C concentrate from human plasma, we followed four
steps: 1) barium citrate adsorption and elution **'*, 2) ammonium sulphate fractionation ** '*
3) column chromatography with Biogel and 4) aftinity chromatography with concanavalin A
- Sepharose. The details of our procedure are as follows: plasma was anticoagulated with
one-tenth volume of 0.1 1 M sodium citrate, and then trozen at -70 °C until used. To one liter
of thawed plasma, we added S m! benzamidine-HCI 50 mM. All steps in the purification
process were made at 4 °C. One-tenth volume of 1.0 M barium chloride was added slowly to
plasma. The suspension was stirred gently at 4 °C tor 24 hours and centrifuged at 6000 g for
10 min. The precipitate was washed with bufter A ( 0.1 M NaCl, 0.01 M BaCl,, ImM
benzamidine-HCl and 0.02% NaN; ) and centrifuged again. The washing was repeated twice
with bufter A, and the washed barium citrate precipitate was resuspended in 0.5 | of 40%
saturated ammonium sulphate solution. One ml Benzamidine-HCI (1 mM) was added to the
solution. The suspension was stirred at 4 °C overnight. The precipitate was then removed by
centrifugation at 6000 g for 30 min, and the supernatant fracticn was treated with saturated
ammonium sulphate solution to 67% saturation for 24 hours. The precipitated material was
collected by centrifiigation for 30 min at 8000 g. The sediment was dissolved in 50 ml of 0.05
M sodium phosphate bufter, pH 6.0, containing 0.2 M NaCl and | mM benzamidine-HCl and
dialysed at 4°C overnight against 6 liters of 0.05 M sodium phosphate buffer pH 6.0,
containing 0.2 M NaCl and 1 mM Benzamidine-HC!. The insoluble material produced during
dialysis was removed by centrifugation. The clear supernatant solution was lyophilised, then
redissolved in distilled water and passed through a chromatography column containing
Biogel. The early fractions, which contained protein C, were then added to a Concanavalin
A-Sepharose column with tris-imidazole buffer, pH 8.4, containing | mM CaCl, and | mM
MnCl;. The protein C was ¢luted from the column by adding methyl oi-D-mannopyranoside.

The latter has a higher affinity for concanavalin and displaces the protein C.



The method used to measure protein C employs the venom of Agkistrodon contortrix
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as activator and p-Glu-Pro-Arg-MNA as substrate ** . For the electrophoresis we used

polyacrylamide which contained 7.5% acrylamide , 5% sucrose and 0.375 M tris- HCl ™.
Antibodies to protein C were raised in adult rabbits using Freund’s Adjuvant. To show
precipitation lines, we used a method of inmmunodifusion with a gel contatning  0.9%

agarose, 1% Triton X-100 , and glycine-phosphate buffer pH 7.4 "

RESULTS

The steps of purification of protein C are shown in Table . It may be observed that
our method gives a high degree of purification.

The protein C was, in fact, purified to homogeneity as shown by the densitometric
tracings in Figure 1. The estimated molecular weight of the protein C using a column of
Sephacryl S-400-HR with a buffer of 1 M NaCl, 0.05 M lactose, pH 6.5, was 64 Kd. This
molecular weight agrees well with the estimates of other investigators ' . In double
immunodiftusion we observed a single line of precipitation between purified protein C and the

antibody preparation obtained from rabbits (data not shown).

DISCUSSION

The purpose of this investigation was to obtain a rapid, efficient and inexpensive
method to purify Protein C, and we have accomplished that objective. In addition, we have
shown that the protein C we have purified is homogeneous by several different assays,
immunodiftusion, polyacrylamide gel electrophoresis , and a chromogenic assay with venom
of Agkistrodon contortrix as activator and p-Glu-Pro-Arg-MNA as substrate.

When the eluate was applied to the concanavalin A column in the presence of Ca®’
and Mn®" , protein C was specifically bound to the column and could be eluted using 0.1 M
methyl a-D-mannopyranoside. The purification in this latter step was approximately 100 fold.
Often , when the protein C preparation was passed through the Concanavalin A column, we
obtained a small but significant ( not more than 10%) increase in total units. Apparently we
purified the Protein C away from some kind of inhibitor. As shown in Figure I, the elution
profile from the concanavalin A column showed a single protein peak which coincided with

the protein C peak as determined by the chromogenic assay ' . When we analysed the eluate



by Sephacryl §-400-HR column, the molecular weight was 64 Kd. In summary , the use of
Concanavalin A- Shepharose allows a high degree of purification at minimal cost , of the

important natural anticoagulant, Protein C.
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Figure 1.
Polyacrylamide gel electrophoresis in nondenaturing system, with 0.375 M Tris-HCI, in A
human Protein C before Con A-sepharose. In B, after through Con A-Sepharose
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TABLE 1

Purification of human protein C from plasma

Step Volume Concentra Total units Protein  Specific  Purification
(ml) tion (mg/ml) activity
(U/mi)
Plasma 930 41,200 38,316 x 901.00 452 1.00
10
BaCl(1 M) 1,020 43,500 44,370 x 29.00 1,500 3.31
10? |
(NH).S0,) 330 21,000 7,227x 100 130 16,846 37.21
Sat 67 %
Con A- 10 27,800 278 x 100 048 57,916 127.92
Sepharose
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Abstract

Studying human plasma samples with 42% and 49% resistance to activated protein C, we found that
addition of minute amounts of concanavalin A in a chromogenic assay inhibited thrombin activity. The
effect could be neutralized with o -methyl mannose. Thus, in normal plasma, concanavalin A does
not inhibit thrombin activity. The experiments suggest that the Factor V. mutation, responsibie tor
resistance to activated protein C, appears to elicit a concanavalin A receptor which in turn modulates
various activities in the coagulation system and induced effects attributable solely to Protein C.

Concanavalin A could be a good substitute for protein C in the identification of protein C resistance

plasma.



Introduction

One important new finding in the field of hemostasis is the observation that inhibition of protein C
activity leads to hipercoagulability and thrombosis ( 1 ). Dahlback and others (2, 3 ) found that up
to 60% of patients with thrombotic disorders displayed resistance to activated protein C ( APC
resistance).  In general, it is accepted that APC resistance is due to a single point mutation in the
factor V gene with the substitution of Arg ** by Gln (4, 5, 6 ) and the synthesis of a Factor V
molecule insensitive to protein C control and consequently yielding decreased clotting times and
thrombosis.

Methods to identify APC resistance are based on the work of Dahlback et. al. ( 2) or modifications (
7, 8, 9, 10), and polymerase chain reaction ( 11 ). That researcher measured activated plasma
thromboplastin time { APTT), in APC resistance plasma samples, finding them insensitive to the
addition of protein C; clotting times remain short in comparison with APTT times in activated normal
plasma samples.

In this communication we report that, employing a chromogenic assay for measuring APTT activity,
incorporation of minute amounts of concanavalin A (Con A) inhibited thrombin activity in a 42%
protein C resistance sample and in a 49% protein C resistance sample as well. Since the factor V
mutated molecule responsible for the protein C resistance is endowed with simple glycosidic chains, a
concanavalin A binding and reactivation is possible. Furthermore, inhibition induced by this lectin is
reversed upon addition of c-methyl mannoside suggesting a lectin effect through very specitic sugar

receprors.
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Materials and methods

For the APTT, the activator used was a mixture of the following substances: ellagic acid,
vegetable phospholipids, and tosyl-glycyl-L-prolyl-L-arginyl-5-amino-2-nitrobenzoic  acid
isopropylamide { Tos-Gly-Pro-Arg-ANBA-IPA ) used as chromogenic substrate for thrombin

( Neothromtin-CTS) |, from Behringwerke AG, Marburg, Germany. Lipid extract from human
placentas (Pathromtin), was obtained from Behringwerke AG, Marburg, Germany. The o -
methyl mannoside ( sugar ) and concanavalin A were obtained from the Sigma Chemical Co, St
Louis, Mo, USA. Samples of normal control plasma and calcium chloride solution ( 0.025 mol/L)
were obtamned from Diagnostic Stago, Asniéres, France. We obtained human activated protein C
and plasma with 42% sensitivity, from Bebhringwerke AG, Diagnostic. Marburg, Germany. A
sample ot‘plasmavwith 49% APC resistance was obtained from a patient of the General Hospital
“Dr. Aurelio Valdivieso” in the city of Oaxaca. Bufter with Hepes 20 mmol/L, NaCl 50 mmol/L,
CaCly 4 mmol/L, sodium azide 0.1% at 7.8 pH was used. Double destilled water was employed.
Salts and chemicals were of the best analytical grade available.

We used microtiter plates from Evergreen Scientific CA, USA, a EL 301 micro-reader from
Behringwerke AG, Germany, and an ST4 semi-automated coagulometer from Diagnostics Stago.
Asnieres, France, and a Wakmann Swiss chronometer.

The test was performed in microtiter plates containing the following ingredients: 20ul of 1 to 10
diluted normal or APC resistance plasma, 10 ul activator, 20 pl of a buffer solution ( 0.15 mol/L. NaCl
, 2.9 mmol/L. CaCl,, and 4.02 mmol/L. KCI) at pH 6.8 ( 12). The above mixture was supplemented

with 20 ulCon A 9.8 x 10° mol/L (1 mg/m! ) and 20 pl o -methyl mannoside (0.1 mol/L) when



indicated, dissolved in the same buffer. Then the plates were examined at 405 nm using an ELISA

micro-reader, with measurements taken every S seconds.

We added to plasmas with APC resistance, concanavalin A 1.30 x 10 mol /L (133 ng/ml) in

Ringer (Con A), or a- methyl mannoside 0.1 mol /L. (sugar). Figure 1.

Results

The incorporation of 10 micrograms of concanavalin A to 20 pl pooled no}mal plasma samples did not
modify the optical density ( 405 nm) produced by thrombin in the chromogenic assay. To the
contrary, the same amount of the lectin induced a sizeable inhibitiqn of thrombin activity in both the
42% and in 49% resistance plasma samples. The eftect was neutralized by 0.2 mol/L.  «- methyl
mannoside, dispensed to the reaction mixture before concanavalin A.  This dramatic degree of

inhibition is described in Figure 1.

Discussion

Itis well known, that concanavalin A is a lectin specific to mannose / glucose and oligomannose
(13, 14 ). It can be used to elicit selectively multiple cellular and membrane eftects . It has been used
in the study of factors involved in coagulation ( 15, 16, 17 ). In most cases concanavalin A binding has
promoted inhibition of the factor under study.

In previous investigations we have shown that concanavalin A and other plant lectins bind specifically
to, and inhibit the activity of, purified human protein C ( 18 ). In this communication we show that

incorporation of Con A to normal and to APC resistance plasma samples induced eftects in thrombin
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activity. In the presence of Con A, thrombin activity is inhibited most clearly in APC resistance
plasma, but not in normal samples, suggesting that the Factor V mutation is responsible for the APC
resistance ( 19).

QOur data could be explained by either one of two logical possibilities. One possibility is that
concanavalin A exposes a oligosaccharide - receptor in the factor V. mutated molecule. This receptor
still is capable of binding factor V. The other possibility is that concanavalin A is attached instead to
factor VIII, factor X, and thrombin, this thrombin has a fast form which is procoagulant and a slow
form anticoagulant ( 20 ), if concanavalin A interact whit this form would induce a lesser activation
of thrombin ( 17 ) and lead finally induced effects in thrombin activity.

It appears clear that a better understanding of the overall change induced by the single point mutation
(Arg > to GIn ) in factor V leading to APC resistance requires further investigation. The
employment of concanavalin A and other readily available lectins should help to understand the role of

glycosidic side chains and oligosacchanide receptor in the complex phenomenon of blood clotting,
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FIGURE . APTT with tos-gly-pro-arg-AANB-IPA. (1) Pool normal plasma + Con A, (2) APC
res 42%, (3) APC res 42% + Con A, (4) APC res 42% + Con A + a-methyl mannoside, (5) Pool

normal plasma + Con A, (6) APC res 49%, (7) APC res 49% + Con A, (8) APC res 49% + Con

A + a-methyl mannoside,

11
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RESUMEN
Se trata de definir la respuesta de la coagulacion “in vivo” a Con A (Concanavalina A), con
especificidades a a-man. La Concanavalina A en concentraciones de 1 mg/mi aplicada intravenosa

™ a ratones BALB-c indujo alteraciones en TP, TPTa, y PC.

SUMMARY
We tried of defining coagulation response to concanavalin A in BALB-c mice. We found initially
that this lectin extend the TPTa and PT. When we applied Con A intravenously to the mice its

modifie test employed.
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INTRODUCCION
Las lectinas, debido fundamentalmente a su propiedad de unirse a los azlcares, son buenas
herramientas en el estudio de las glicoproteinas ( ' ). Hemos purificado para este estudio
Concanavalina A (Canavalia ensiformis). La seleccion se hizo por la especificidad de la lectina y
por el gran contenido de manosas en los diferentes factores de la coagulacion.
El tiempo de protrombina (TP) es una prueba ampliamente empleada para evaluar la activacion
plasmatica de la coagulacion “via extrinseca” (. ), es sensible a la alteracion de Los factores I,
V, VII, y X. En contraste el tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa) es una prueba
global, sensible en diverso grado a los factores de la “via intrinseca de la coagulacion™: VIII, IX,
X, XI, XII, Prekalikreina, Cinindgeno de alto peso molecular, y a importantes defectos de factor I,
iy Vv
La mayoria de los factores que intervienen en la plasmatica de la coagulacion son glicoproteinas,
sus carbohidratos estan unidos a los aminoacidos via N-Acetil-glucosaminil-asparagina, O-glicosil-
proteinas o algun tipo de proteoglicanas (Xyl(B1-3)Ser) (*, >, ®).
Freyssinet JM vy col. demostraron un efecto anticoagulante al adicionar lectinas de Trigo y
Concanavalina A en el TP y TPTa in vitro ().
Aplicamos a los ratones BALB-c, Concanavalina A en diferentes concentraciones y diferentes

tiempos, con objeto de definir el efecto de estas lectinas en la coagulacion in vivo,

MATERIAL Y METODOS
La puriticacion de fa concanavalina A se efectuo por ( *).
Se seleccionaron ratones BALB-c ya que la homologia en las regiones cataliticas de la proteina C
permiten el empleo de estos animales de experimentacion como modelos comparativos con el
humano (°, 1, ',
Se efectuaron dos grupos de experimentos unos aplicando concentraciones variables de lectina y

otros variando el tiempo de aplicacion de la misma. Se emplearon en total 180 ratones BALB-c,



con un peso promedio de 34.8 gr. El volumen sanguineo calculado por ratén fue 2.71 ml (78 ml/
kg. de peso corporal).

Todas las muestras de sangre de ratones se obtuvieron en una parte de citrato de sodio 0.11 M
con benzamidina 1 gr/l y 9 partes de sangre venosa, de inmediato se centrifugd durante 10 minutos
evitando la formacion de espuma a 1500 g. Se separo el plasma sobrenadante y se mantuvo en
hielo mientras se trabajaron las muestras o se congelo en N; liquido, hasta su analisis.

Se prepard Con A con una concentracion de 10 mg/ml en Solucidén Ringer estéril, de esta se
efectuaron diluciones para tener concentraciones de 2, 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.08, 0.06, 0.04 y
0.02 mg/ml de cada una de ellas, se aplicé cada una de las dosis por quintuplicado.

En una serie de experimentos se aplico Con A a concentracion variable, y se sangraron por
puncion cardiaca con un tiempo constante de 6 min. En otra serie de experimentos igualmente por
quintuplicado, se aplicdé Con A con una concentracion constante de 1 mg/ml. Se sangraron los
ratones a los tiempos 0, 5, 10, 20, 30 y 40 min. La lectina fue del mismo lote empleado en todos
los experimentos. La actividad hemaglutinante de la Con A fue de 1:256.

A todas las muestras de ratones se les efectio TPTa, TP, TT y proteina C. Para el TPTa se
empled cefalina-kaolin (CK Prest, Diagnostica Stago, Asnieres Francia), con 50 ul de plasma de
raton, 50 pl de cefalina, 180 seg de incubacion y 50 ul de CaCl; 0.025 M para activar la reaccion.
Para el TP se empleo tromboplastina de cerebro de conejo con polibreno 2 mg/l (Neoplastine Cl
Plus, Diagnostica Stago, Asnieres Francia), con 50 ! de plasma, 50 ul de tromboplastina, 180 seg
de incubacion y 50 pl de CaCl, 0.025 M para disparar la reaccion, Para el TT (Tiempo de
trombina) se empled Trombina bovina 1.5 U/ml (Thrombin Prest, Diagnostica Stago, Asnieres
Francia) con 100 ul de plasma, 60 seg de incubacion, y 100 pl de trombina. Los tiempos de
TPTa, TPy TT se midieron en un Sistema ST4 de Diagnostica Stago a 37 °C.

La actividad de proteina C se evalué mediante ensayos cromogénicos con 3 mM de p-glu-pro-arg-
MNA como se ha descrito anteriormente ('2).

A los ratones se les efectud nefrectomia y neumonectomia para confirmar la presencia de trombos
intravasculares. Todos los tejidos extraidos se fijaron en paraformaldehido al 4%, pH 7.6 en 0.15
M de NaCl. Se deshidrataron en acetona. Se aclararon en Xilol. Se incluyeron en parafina y se
cortaron en un microtomo Fuji Optical Co. LTD, Tokio Japén. Por {ltimo se tifieron en

hematoxilina y eosina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de referencia para las pruebas en ratones antes de aplicar Con A se observan en la

tabla 1.

En el grupo de ratones que se vario la concentracion de lectina aplicada el tiempo de obtencidn
de la muestra fue constante de 6 minutos, se observo que en dosis bajas de Con A, una fase de

hipercoagulabilidad (Gratica 1). Cuando las dosis de aplicacion llegan a la concentraciéon de 3

- pg/ml en sangre, las muestras se vuelven hipocoagulables. La actividad serinoprotedsica de la

proteina C solo disminuyd moderadamente stempre y cuando la Con A no hubiese sobrepasado de
3 pe/mi. Cuando se aplicaron concentraciones mayores de 0.8 mg/ml de concanavalina A, se
observaron signos de insuficiencia respiratoria y marcha atdxica. Los ratones que murieron aates

de extraer las muestras mostraron relajamiento de esfinteres y signos de choque.

En ratones en donde se varid el tiempo de aplicacion de la concanavalina A y la concentracion fue
constante de | mg/ml. La proteina C disminuyd alrededor de 260 U/ 10 /1. En todos los animales
de este grupo, los tiempos se prolongaron lo suficiente para considerarlos incoagulables, ademas
en la mayoria de ellos se encontraron trombos en las arterias renales o pulmonares, y material
fibrindide. Estos trombos se encontraron con mas frecuencia en los ratones a los que se les aplico
Con A, especialmente cuando esta tenia una concentracion de 3 pg/ml en sangre.

Los datos encontrados en ratones sugieren un consumo de factores, que lleva a una coagulacion

intravascular, con moderado consumo de proteina C.
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Grifica 1,

A ratones BALB-c se les aplicé Concanavalina A por via intra-cardiaca a diversas concentraciones
de lectina en 0.10 ml de solucién Ringer estéril. Se evalué Tiempo parcial de tromboplastina
activada en segundos (TPTa), Tiempo de protrombina en segundos (TP), Tiempo de trombina en

segundos (TT), y proteina C U/ml.






Valores de TPTa, TP, TT y proteina C en ratones BALB-c

normales

promedio desviacidn estdndar
TPTa 25.19 seg; 2.55 seg.
TP 14.78 seg. - 122 seg.
TT 24.6 seg. 3.76 seg.
ProteinaC 627 U/ 10 pl 132 U/10 pl

Tabla 1
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