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INTRODUCCIÓN 

La hemostasia es un proceso integrado por varios mecanismos que interaccionan para 

mantener la sangre fluida dentro de los vasos sanguíneos es decir para que no existan 

ni hemorragias ni trombosis. 

En la hemostasia participan los vasos sanguíneos, las plaquetas, los factores de la 

coagulación (procoagulantes) y dos sistemas inhibidores de la coagulación 

(anticoagulantes): el fibrinolítico y. el complejo Proteína C- Proteína 

S-Trombotnodulina. 

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

plasmática 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 secreción de renina que se convierte a 

angiotensinógeno y este a angiotensina (1 ), y la endotelina potente péptido 

vasoconstrictor de 21 aminoácidos. Por otra parte las células endoteliales pueden 

producir vasodilatación por la síntesis y liberación del factor relajante derivado de 

endotelio (EDRF) que imita el efecto del oxido nítrico y de la prostaciclina (P012), 

estos son vasodilatador e inhibidor de la función plaquetaria respectivamente (2). Las 

células endoteliales por medio del derrnatan sulfato y del heparan sulfato aceleran la 

inactivación del complejo Trombina-antitrombina III (AT-III) lo mismo ocurre con la 

vitronectina. El endotelio y los macrófagos participan en la activación de la proteína C 

mediante la trombomodulina (3, 4). 

Las plaquetas, para formar parte del tapón hemostático tiene cuatro fases de 

activación: la adhesión plaquetaria, la activación y cambio de forma de la plaqueta, la 

secreción plaquetaria y la reacción de liberación. 

La adhesión plaquetaria es mediada por receptores glicoprotéicos (GP) muchos de los 

cuales son miembros de la familia de las integrinas. Las glicoproteínas que participan 

en la adhesividad plaquetaria y que se unen en lugares donde existe daño son las 
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colágenas I, III, IV, V y VI, fibronectina, el t'actor Von Willebrand, la laminina, la 

trombospondina, la vitronectina y fibrinógeno (5 ). El principal receptor para la 

adhesión plaquetaria es la glicoproteina lb (GP1b), que une a el factor Von Willebrand. 

Cuando las plaquetas son activadas por partículas, superficies extrañas o activadores 

tales como la colágena, trombina, epinefrina, adenosin difosfato (ADP), tromboxano o 

ionóforos de calcio, pierden su forma discoide y se transforman en esféricas con 

pequeños seudópodos. En el interior de la plaqueta se activa el sistema de las 

prostaglandinas, esta etapa de activación de las plaquetas lleva a la secreción parcial 

del contenido de los gránulos (que contienen: factor plaquetario 4, péptidos de la 

familia de la 0-tromboglobulina, multimerina, glicoproteínas adhesivas (fibrinógeno, 

factor Von Willebrand, fibronectina, trombospondina, y vitronectina), factores de la 

coagulación (factor V, proteína S, y factor XI), factores mitogénicos (factor de 

crecimiento plaquetario, factor de transformación 0, factor de crecimiento de células 

endoteliales, factor de crecimiento epidérmico), inhibidores fibrinolíticos (inhibidor de 

la plasinina a-2, inhibidor del activador del plasminógeno-l), y proteínas asociadas a la 

membrana como la Selectína P (6) 

En la segunda fase de activación de la plaqueta, se liberan los cuerpos densos que 

contienen entre otras substancias ADP, ATP, serotonina, calcio y pirofosfato (7). En 

esta fase prácticamente se vierte todo el contenido plaquetario. 

El receptor del fibrinógeno en la plaqueta que corresponde a la glicoproteína Ilb-fila 

une al fibrinógeno y forma puentes de unión, dando como resultado la agregación 

plaquetaria. Entre las moléculas que la plaqueta libera esta el PF3 que actúa como una 

superficie de unión entre algunos factores que se activan en la plasmática de la 

coagulación. 

En la plasmática de la coagulación participan tres grupos de moléculas: 

procoagulantes, anticoagulantes o inhibidores y moléculas del sistema fibrinolítico. 
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Son procoagulantes el factor XII, UMWK (Cininógeno de alto peso molecular), 

prekalicreina, factor XI, factor II, factor VII, factor IX, factor X, factor I, factor V, 

factor III, factor VIII, factor Von Willebrand, y factor XIII. 

Las moléculas que participan en los sistemas anticoagulantes conocidos actualmente 

son el inhibidor del factor tisular (TFPI), proteína C, proteína S, trombomodulina, 

antitrombina III, heparina, cofactor II de la heparina, C 1 inhibidor estearásico, 

inhibidor de la proteína C, (antitripsina), y (2-macroglobulina). 

El sistema tibrinolítico esta constituido por el plasminógeno, activador tisular del 

plasminógeno (tPA), a2-antiplasmina, inhibidor del activador del plasminógeno-1 

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

Se han definido tres principales vías para regular la coagulación: una en que participa 

la antitrombina-III; otra, en donde participa un inhibidor conocido como LACI 

(inhibidor de la coagulación asociado a lipoproteína) que afecta el complejo de 

factores VII y III tisular; y el último que corresponde al sistema de proteína C en 

donde participa la misma Proteína C, la Proteína S y la Trombomodulina. 

Proteína C 

La proteína C es una enzima antitrombótica 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 están unidas por un puente disulfuro, con 155 

y 260 residuos de aminoácidos respectivamente (a). Es sintetizada en el hígado como 

cadena única y a través de diversas etapas proteolíticas 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 coagulación es activada por el complejo 

trombina-trombomodulina (ésta ultima presente en las células endoteliales y 

macrófagos) en presencia de la proteína S (o). 
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A la proteína C se le han reportado diferentes funciones: 

1) Anticoagulante natural debido a su capacidad de inactivar los factores, Va y Villa; 

y de activar la actividad tibrinolitica circulante por su efecto neutralizante del 

inhibidor-1 del activador del plasminógeno dando como resultado mayor actividad 

del activador del plasminógeno tisular ("1 ), 

2) "Anti-isquémica", en cerdos a los cuales se les indujo isquémia coronaria, se 

recuperaron en forma adecuada solamente los animales que no tenían bloqueada la 

proteína C (11 ), 

3) Anti-inflamatoria (12), en la inflamación la proteína C esta regulada por la 

disminución de la proteína S libre y el aumento del complejo C4bBP-proteína S; y 

participa el oligosacárido: GalNac-P-(l -4)-(Fuc-(-(1-3)) GlcNAc (3-(1-), este 

oligosacárido es más potente que el inhibidor natural (Lewis X-sialidado), e inhibe 

la adhesión celular mediada por la Selectína E (13), 

4) Protege contra efectos letales de la endotoxemia (14), 

5) Inhibe la producción de citoquinas dependientes de macrófagos (15), 

6) Inhibe la respuesta proliferativa de linfocitos T, dependiente de macrófagos (16 ), 

7) Analgésico, bloquea los estímulos dolorosos, ha sido demostrado en un modelo de 

hiperalgesia en ratas (17) 

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

que emplearon líneas de cáncer de ovario y líneas de coriocarcinoma (18). 

La actividad anticoagulante de la proteína C activada puede ser observada en sistemas 

purificados y virtualmente con cualquier prueba de coagulación en sangre o plasma 

dependiente del tiempo total de coagulación, 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 coagulación de aproximadamente 30 segundos por 

cada 10 a 20 ng/ml de proteína C activada, dando un efecto de 5 segundos 

aproximadamente de incremento en el tiempo de coagulación. 
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La trombomodulina inactiva localmente a la trombina generada, y el complejo 

trombomodulina-trombina activa a la proteína C (4), esta requiere de un cofactor 

lipoprotéico para alcanzar su máxima actividad especifica, la proteína S ('). 

El propósito de este trabajo, fue intentar modular la actividad de la proteína C por 

medio de lectinas. 

Los procesos de la coagulación se desarrollan en una forma secuencia! por la acción de 

diversos zimógenos, los cuales tienen corno característica importante, el de ser 

glicoproteínas por lo cual suponemos que la porción oligosacariclica juega un papel 

importante en la actividad enzimática, por regulación alostérica, o bien impidiendo la 

acción de proteasas, nuestro objetivo estuvo enfocado particularmente a identificar la 

importancia de los carbohidratos que componen a la proteína C, para tal propósito 

utilizamos corno herramientas a las [cetinas. 

Nuestro interés fue dar respuesta a las siguientes interrogantes: 1) ¿ Se puede 

modificar la actividad proteásica de la proteína C mediante lectinas "in- vitro" ?, y si 

así fuera ¿con que lectinas y bajo que condiciones se pudiera efectuar esta 

modulación?, 2) Esas variaciones en actividad pudieran ponerse de manifiesto "in 

vivo" ?, 3) ¿ Pudieran tener aplicación los resultados experimentales ?. 

De lo que se trata, no es de hacer que la actividad de la proteína C se modifique 

simplemente con algunas lectinas, ya que esto pudiera lograrse fácilmente con grandes 

concentraciones de lectinas u otras proteínas, sino de encontrar el modo de influir 

sobre los azucares de la proteína C para provocar el efecto deseado, con las 

condiciones deseadas. 

Las razones para prollindizar en el estudio de la proteína C son: por una parte, es una 

de las moléculas que tienen funciones tanto en la coagulación como en la lagocitosis 

(3), por la otra, es una enzima del grupo de las serino-proteasas glicosilada que puede 

ser muy útil para el estudio de los sistemas de reconocimiento celular. 
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REVISIÓN CRITICA DEL PROBLEMA 
(Antecedentes, Justificación, Hipótesis, Objetivos, Metas) (20) 

Cuando nos hicimos la pregunta ¿Se puede modificar la actividad proteásica de la 

proteína C mediante lectinas "in- vitro"?, se nos presentaron preguntas como: 1) ¿las 

lectinas, pudieran emplearse en el estudio de los factores de la coagulación?, 2) ¿se 

han empleado con anterioridad para este fin?. Los primeros estudios al respecto son de 

1982, en donde Freyssinet JM et al. habían demostrado un efecto anticoagulante gil 

adicionar lectinas de trigo y concanavalina A en el Tiempo de Protrombina (TP) y 

Tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa) (21).Además las lectinas son 

herramientas muy adecuadas para el estudio de factores de la coagulación o de 

moléculas relacionadas, ya que la mayoría de estas moléculas son glicoproteinas. La 

mayoría de los carbohidratos conocidos en el humano están unidos a las proteínas por 

los siguientes enlaces (22): 

1) N-glicosídicos: N-Acetil-glucosaminil-asparagina, GlcNAc(01-N)Asn 

2) 0-glicosídicos: 

a) Tipo mucina N-Acetil-galactosamina- Serina o L-treonina, GaINAc((1-3)Ser 

o GalNAc(( 1 -3 )Thr; 

b) Tipo proteoglican unidos a D-Xylosa y L-serina en 01-3, Xyl 1-3) Ser, y 
4 

	

	
c) Tipo colágena 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 (23), Factor V (24), 

Fibrinógeno (25, 26), Factor X (27), Factor VIII (28), y Trombina (29). No se contaba con 

estudios de la proteína C empleando lectinas como herramientas. 

¿ Pero cuales son las razones de tratar de modificar la actividad de la proteína C por 

medio de lectinas?. 

1) Se sabe que la proteína C tiene algunos oligosacáridos (Lewis-x sialidados) que 

inhiben a las Selectina E (esta participa en la adhesión a células endoletiales), La 
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proteína C por medio de sus azúcares, impide la interacción de leucocitos a 

endotelio ('2), 

2) La glicosilación de la proteína C recombinante es fundamental ya que a estos 

oligosacáridos se les ha atribuido la actividad anticoagulante de esta molécula (3'). 

3) Si mediante lectinas se pudiera modificar la actividad anticoagulante in vitro e in 

vivo sería posible en un 'lauro emplear algunas de estas lectinas para el diagnóstico 

o tratamiento pacientes con patología de este sistema, 

4) Por otra parte recientemente fue reportada la resistencia a la activación de la 

proteína C (RPC), por Dahlback B y col. (31), esta resistencia se asocia con 

trombosis. Tiene una prevalencia del 20 al 60 % (32). Nueve de cada diez pacientes 

con RPC tiene un familiar con pobre respuesta (33), aparentemente esto es debido 

solo a una mutación en un punto, del gene del factor V, substitución de Arg $" por 

Gin (34, 35, 36) que da como resultado la mas frecuente causa de trombofilia. 

Nosotros hemos planteado con anterioridad la cercana relación que tienen los 

carbohidratos de la proteína C ('), con su sitio activo. Suponemos que es semejante 

esta relación en el factor V, de ser cierto, su capacidad de unión de estas lectinas, 

se vera modificada si existe alguna mutación del Factor V cercana con su sitio de 

activación. 

En consideración a lo anterior nos propusimos los siguientes planteamientos: 

Hipótesis 

Los oligosacáridos que forman parte de la proteína C, favorecen la conformación 

tridimensional de esta glicoproteína, y la interacción especifica de algunas lectinas 

puede modificar su actividad. 

Objetivos 

1) Modificar la actividad proteásica de la proteína C mediante lectinas in- vitro. 

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

Metas 

1) Identificar las lectinas que puedan modular la actividad de la proteína C, por 

intermedio de sus azucares. 

2) Purificar la proteína C humana. 

3) Estudiar el efecto de la concanavalina A en la coagulación "in- 

4) Correlacionar los azucares publicados con las lectinas reaccionantes, y proponer en 

su caso nuevos posibles azucares. 

5) Proponer alguna metodología con objeto de emplear las lectinas como herramienta 

en el estudio de pacientes con trombosis. 
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MATERIAL Y NIÉTODOS 

Reactivos y niateriales 

De las lectinas selecionadas para las columnas de afinidad, se emplearon algunas con 

especificidad a oligómeros de GIcNAc (`7 ): la lectina de papa, que es inhibida por la 

N-acetil-chitobiosa u oligómeros a l-4 de GIcNAc (38), la lectina de Toloache (Altura 

.s.tramonium) con especificidad a N, N'N" triacetil-chitotriosa, N, N', diacetil- 
0-444 	

chitobiosa y N-acetil-actosamina (39, ", 41), la !cetina II de Bandeiraea 

(42) inhibida por N, N', diacetil-chitobiosa, y la Fitolaca (Phylolacca americana) (43) 

con semejante especificidad a monosacáridos que la Ha/dein/ea Otras lectinas 

„ 	 empleadas fueron Elt011y11111S europeus con especificidad a D-Gal (-1-3 (L Fue 1-

2)DGaI (3-1-3 (44)  o 3-4GIcNAc p 1, lacto-N-fucopentaosa y lactosa (45); Erythrina 

cristagalli con especificidad a D-galactose/ N-acetil-D galactosamina (46); ,S'ainbucus 

nigra (Elderberry bark) con especificidad a Neu5Ac(a2-6)Gal/GaINAc y 

a2-6NeuAcGal/GaINAc (47, 36); Concanavalina A ((anavalia einifirmis) específica 

aD-Glc y D-Man y sus derivados (48). 

Las muestras de plasmas controles normales y patológicos (Coag control N y P) se 

obtuvieron de Diagnostica Stago, Asniéres Francia. Agkistrodon comortri,c comortrix, 

Glycine mar, Divinil-sulfona, etilendiamina, a-metil-manopiranosa, Sepharosa 6B y 

tubo de diálisis, 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. 1125  1 mCi 

de Amersham International. Agarosa grado inmunodifizión fue obtenida de The 

Binding Site LTD. Birmingham UK. El resto de reactivos fue del grado analítico. El 

citrato de bario se obtuvo de Spectrum Chemical Mfg, Corp, New Jersey, USA. 
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El equipo que se empleó fue: Centrífitga refrigerada IE Centra-4R., Equipo de 

electroforesis Miniprotean II de Bio Rad. California.. USA., Fuente de poder 3371D-

LKB., Aparato automático de cromatografía Líquida Protech II Gilson, USA., 

Espectrofotómetro Espectronic 21 DUV., Espectrofotómetro _Milton-Roy 601., 

Potenciómetro Beckman., Centrífuga clínica International., Liotilizador Virtis., Bomba 

de vacío Felisa., Micrótomo Fuji Optical., Contador de isótopos Isodata ICN., 

Microlector Behring EL 301 de Behringwerke AG Diagnostic. Marburg. Alemania., 

Densítómetro Junior 24 Helena, Saint-Leu La Forét, France., y Sistema ST4 para 

ensayos cronométricos de Diagnostica Stago, Asniéres Francia. 

Obtención de muestras de sangre 

Se seleccionaron pacientes sanos O Rho positivos o Al Rho D positivos, con el apoyo 

del Jefe del Centro de sangre de la Cruz Roja Delegación Oaxaca, las muestras de 

sangre fueron colectadas en la mañana, en ayuno, con mínima estasis en la punción 

venosa . El anticoagulante empleado fue citrato de sodio al 3.2 %; la sangre se 

centrifugó antes de los 30 minutos de la punción 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 

Commíssion of the European Cornmunities) (49), De las unidades de sangre, se obtuvo 

plasma fresco el cual fue congelado a -32 'C. En ningún momento se efectuaron 

ensayos en humanos, ni algún procedimiento que afectara las "Declaraciones de 

Helsinki 1975/1983". 

Obtención de lectinas 

En la Unidad de Bioquímica e Inmunología del ITO se purificaron, para este estudio 

las siguientes lectinas: de Lenteja (") (Lens culinaris), Soya (51) (Cliente Max.), 

Concanavalina A (52) y 'cetina de Papa (53) Volantín: tuberosuni). 

Lectinas de Anguilla anguilla, Arachis hypogaea, Phytolacca, fueron obtenidas de 

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

La determinación de la actividad hemaglutinante se efectuó de acuerdo con (34), se 

utilizaron placas de microtitulación con diluciones progresivas de 50 1.11 de la lectina a 

ensayar, en 50 111 de PBS, En seguida se adicionaron 50 Id de los eritrocitos humanos 

al 1% en PBS lavados previamente tres veces con PBS . El título de aglutinación 

correspondió a la máxima dilución con aglutinación celular observada después de 3 

hrs. de incubación a temperatura ambiente. 

Tiempo de protrombina modificado con lectinas 

Para el Tiempo de protrombina se empleó tromboplastina de placenta humana 

(Thromborel S, Behringwerke AG Diagnostic, Marburg, Alemania). 

Antes de efectuar el TP se prepararon diluciones dulas lectinas para tener 1 illg/M1 de 

proteína, se depositaron 120 111 de estas lectinas, se efectuaron diluciones con PBS, o 

en su lugar se empleó Albúmina bovina 1 mg ml o el azúcar correspondiente a una 

concentración de 0.1 M. Las lectinas y los azúcares correspondientes fueron incubados 

con el pool de plasmas por 4 min. antes de adicionar el extracto tromboplastínico del 

TP. Se siguieron las recomendaciones de los fabricantes y de ECAT (55) 

Tiempo parcial de tromboplastina activada y generación de trombina 

Se empleó Pathromtin de Behringwerke AG, Alemania. Se siguieron las 

recomendaciones de los fabricantes y de ECAT (5 ). 

Para valorar la generación de trombina vía intrínseca, se empleó como activador ácido 

ellágico y fosfolípidos vegetales y como substrato tosilglicil-L-prolin-argini1-5-

amino-2-ácido nitrobenzoico-isopropilamida (Neothromtin-CTS, de Behringwerke 

AG, Alemania). 

En muestras con resistencia a la proteína .0 se empleó el péptido cromogénico tos-gli-

pro-arg-AANB-IPA y el activador de ácido ellágico de conformidad con las 

indicaciones del proveedor (57), el buffer empleado fue Hepes 20 mrno1/1, NaCI 50 
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mmol/l, CaC1,  4 mmol/l azida de sodio 0.5 g/1 a un p1-1 de 7.8. Las muestras estudiadas 

fueron: pool de plasmas normales, pool de plasmas patológicos, muestra con 

resistencia a la proteína C de 42 % y 49 %. Los ensayos se realizaron en presencia de 

1 mg/ml de Con-A diluida en solución Ringer estéril (0.15 M NaCI, 2.9 mM CaCl2, 

4.02 mM KCl a pl-I 6.8), la actividad de • esta lectiva fue de 256 unidades, 

hemaglutinantes en presencia de eritrocitos A 1 

Prueba para valorar la resistencia a la proteína C 

Para la resistencia a la proteína C, se obtuvieron proteína 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 proteína C 

activada (PCa), en ambas se depositaron 100 jil de una mezcla de extracto de lipiclico 

de placentas humanas (Pathromtin, de Behringwerke AG, Alemania) y suspensión de 

caolín 5 g/I en NaCI 5g/I, y 100 I.L1 del plasma a ensayar, a la prueba control se le dejó 

incubar por dos minutos a 37 °C y a la prueba PCa se mezcló e incubó por tres 

minutos a 37 °C. En seguida a la prueba control se le adicionó 100 1.L1 de CaCl2  y se le 

midió el tiempo de coagulación mediante un Sistema ST4 para ensayos cronométricos 

de Diagnostica Stago, Asniéres Francia. A la prueba PCa se le adicionó 100 III de una 

mezcla de: proteína C humana activada I 	CaCl2  0.025 M, albúmina bovina 10 

g/1, manitol 30 g/1 y como preservativo cloranfenicol 0.1 gil. Igual que en el ensayo 

anterior, se midió el tiempo de coagulación. 

Actividad de la proteína C, con substrato cromogénico 

Para cuantificar la proteína C se emplearon tres métodos: 1) utilizando un substrato 

cromogénico, p-glu-pro-arg-(VENA, que se obtuvo de Behringwerke AG, Alemania., y 

de Chromogenix, S-2366, Mólndal, Suecia. 2) funcional, por corrección de un plasma 

deficiente en proteína C, y por ultimo 3) con substrato H-D-lis (cho) - pro-arg-pNA. 

2AcOH, y un anticuerpo anti-proteína C de American Diagnostica Inc, Greenwich, 
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CT, USA. En los tres se utilizó como activador el veneno de Agkistrodon contortrix 

contortrix de Behringwerke AG, Alemania, o de Sigma Chemical Co. USA. 

El método cromogénico se efectuó midiendo el aumento de la extinción a 405 nm 

según el siguiente esquema de reacción: proteína C de la muestra + activador de 

proteína C- --> proteína C activada + p-slu-pro-arg-IvINA ---> p-glu-pro-arg-OH 

MNA. (Berichrom de Behring). El activador es una mezcla de 4-igkistrodon Contortrix 

2 mg/m1 en Hepes 25 mmol/l, Polietilenglicol 25 gr/l, cloruro de cesio 30 mmol/l, pH 

8.25. Como substrato se empleó 3.3 mmo1/1 de ácido piro-glutárnico-prolina-arginina-

metoxi-nitroanilida (p-glu-pro-arg-MNA) (58) 

Se precalentaron a 37 °C las soluciones del activador de proteína C, reactivo 

substrato, plasma y todo el material a usar. Se depositaron en una semi-microcubeta 

100 pi de plasma y 100 pi de activador de proteína C . Se mezclo e incubó 

exactamente 5 min. a 37 °C. Se agregaron 200 pi de substrato, se mezcló, y a los 15 

seg. aproximadamente se leyó la extinción y simultáneamente se accionó el 

cronometro efectuándose 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 empleó para confirmar que la actividad que se media, correspondía a 

la proteína C, un ensayo cromogénico combinado con anti- proteína C, siguiendo las 

indicaciones del proveedor (Actichrome PC, American Diagnostica Inc. USA) se 

depositaron en una cubeta: 50 ptl de plasma estándar o desconocido, 50 ptl de ami-

proteína C o PBS, se incubó a 37°C por dos min. se  adicionó 100 Alp Agkistrodon 

contortrix contortrix como activador, se incubó a 37°C por 5 min. se  adicionó 

Spectrozyme r1t PCa (H-D-lis(cho)-pro-arg-pNA.2AcOH), se incubó a 37 °C por 10 

min. Se paro la reacción con 50 pi de ácido acético glacial. Se leyó la absorbancia a 

450 nm. 
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Actividad de la proteína C, funcional 

Se adicionaron en una cubeta una mezcla de: 25 ttil del plasma a ensayar, 25 i.t1 de 

plasma deficiente en proteína C, 25 pi de buffer o lectina, se incubó a 37 °C 240 seg., 

en seguida se adicionaron 25 	de Agkistrodon contortrix contorilx 2 mg/ml, 25 Id 

del reactivo de tromboplastina (Neothromtin, de Behringwerke AG, Alemania), se 

incubó de 230 a 240 seg. y al final se activó la coagulación con 25 pi de CaC12  0.025 

M. Se midió el tiempo de coagulación mediante un Sistema ST4 para ensayos 

cronométricos de Diagnostica Stago, Asniéres Francia 

Purificación de la proteína C 

Se efectuó una modificación al método descrito por Ohno Y. (59), empleando 

concanavalina A. Mediante columnas de cromatogratia de afinidad de Con-A-

Sepharosa se purificó proteína C. Se emplearon cuatro unidades de plasma fresco 

congelado a las que se les adicionó benzamidina 1 mM, en seguida se repitieron dos 

veces la adsorción elución con citrato de bario, se fraccionó con sulfato de amonio al 

40% y al 67 %, se colectó el precipitado por centrifugación, el precipitado se disolvió 

en buffer y se liofilizó. El liofilizado se disolvió en agua, se pasó por una columna de 

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

Obtención de conjugados de Sepharosa lectinas 

Los conjugados de Sepharosa con lectinas de S'acunan ivberosum (papa, STL), 

Dolichos hiflortts (horse gram, DBL), ,Slantbuctt.s. Mgra (sauco, Elderberry bark, 

SNA), Euonvinus curopacus (EEL), Bandeiraea simplicifolia II (GSL II, BSL II), 

Etythrina Cristagalli (árbol de coral, ECL), Datura Stramonium (estramonio, 

Toloache, DSL), Galanthu.s.  nivalis (gota de nieve, GNL), y Canavalict ensiformis 

(concanavalina A, Con-A) fueron obtenidas de Vector Laboratories, Inc,, Burlingame, 

CA, USA. 
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Para la preparación de conjugados de Sepharosa con lectinas de frijol rayado, papa, y 

concanavalina, se utilizó el método de March y col. (6 ') . La Sepharosa 4B se mezcló 

con carbonato de sodio 2M (1: 1) volúmenes, en seguida se le adicionó 0.05 

volúmenes de bromuro de cianógeno en acetonitrilo (2 gr, de bromuro de cianógeno 

por ml de acetonitrilo) se mezcló vigorosamente de 1 a 2 minutos en una campana de 

extracción, se lavó con 5 a 10 volúmenes de bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9.5, se 

filtró por vacío y el material se pasó a un recipiente de plástico con 1 vol. de 0.2 M de 

bicarbonato de sodio pH 9.5 junto con la lectina. El acoplamiento se efectuó a 4 C 

por 20 h. Después el gel se lavó con 20 vol. de tres diferentes soluciones de NaCI 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 sodio pH 10, al final para bloquear los grupos residuales se 

adicionó glicina 1 M por 4 h a 24 °C. 

Preparación de oligosacáridos derivados de ultima, e identificación 

En consideración a que se emplearon numerosas lectinas con especificidad a derivados 

de quitina, se prepararon estos empleando el método de Rupley JA. (62). 

Se emplearon placas de silicagel G de 20 cm, preparadas con ácido bórico 0.1 N (63), 

se usaron dos tipos de solventes recomendados para di y trisacáridos, metanol / 

acetona / agua (4: 5: 1) y acetonitrilo al 90 %. Como revelador se empleó difenilamina 

0.15% / anilina/ H3PO4 	'5). 

Cromatografía 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 concentración de lectina fue de 3.0 mg/ml 

aproximadamente, con excepción de la lectina de Phyiolacca americana con 2.2 

mg/ml de proteína, a cada una de las columnas con tres ml de conjugado se aplicó 1 ml 

de proteína C a la concentración de 0.12 mg ml y se obtuvieron 20 fracciones en las 

que se midió la proteína C con el método ya referido previamente ("), En cada una de 

las columnas de tres ml. se aplicó 1 ml. en la fracción 10, 11 y 12 u 11, 12, y 13 el 
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azúcar inhibidor correspondiente a la concentración indicada en seguida: lectina de 

papa: hidrolizado de quitina, Dolichos hi/forus: N-acetilgalactosamina 1.75 uM, 

,Sianthuctis 	Lactosa en 0.15 M NaCI en ácido acético 0.2 M, Enonynnis 

europaeus. Lactosa 500 mM, Rancien-crea ,vimplicifilla 	hidrolizado de quitina, 

Eiyi/irina Cris/again: galactosa 2800 nlvi, Datnra Stminonintn: hidrolizado de 

quitina, Galanthus 	metil-a-D-nianopiranósido 0.1 M, Canavalia ensiformis: 

metil- (-D-manopiranósido 0.2 M y galactosa 0.5 M en 0.15 M NaCI, Phytolacca 

americana: hidrolizado de quitina. 

Obtención de anticuerpos a proteína C, doble difusión de Oucliteriony, y 

electroforesis de afinidad 

Se inyectó un conejo adulto con la proteína C purificada, 1 mg/ml con 1 ml de 

Adjuvante completo de Freund, semanalmente se aplicaron otros 0.5 ml de proteína C 

con Adjuvante. Se sangró y se ensayo el suero en doble difusión de Ouchterlony. Este 

anticuerpo se empleó para confirmar la presencia de la proteína C en diferentes lotes 

de purificación. 

Para la inmunodifusión se empleó (66) agarosa 0.9% en buffer de Glicina/ fosfatos pH 

7.4, con Triton.X-100, empleando proteína C y lectinas. Por otra parte con objeto de 

confirmar la interacción de la Con-A con la proteína C, se efectuó electroforesis de 

afinidad (67) empleando acetato de celulosa y agarosa como soportes, puente de 8.5 

cm, buffer de barbital 8.6, 75 mmo1/1, con lactato de calcio 2 mmo1/1 ("), 250 Volts, 

30 minutos de corrida, incubación de 24 hrs de lavado con PBS por 5 días y tinción 

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

Radioiodinación de la proteína C 

Con objeto de evaluar la afinidad de la proteína C a la Con-A, se marcó la primera con 

1125, se depositaron en un tubo de vidrio: 10 111 de cloramina T a 2 mg/ml en 0.3 M en 

fosfatos pF1 7.3, 10 1,11 de proteína C a 1 ing/ml, y 5 fii de Na 125  1 libre de 
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acarreadores, esta mezcla se incubó a temperatura ambiente por 2 min. Se adicionaron 

25 1.t1 de tirosina 0.3 mg/ml en 0.3 M de fosfatos 01 7.3, se adicionaron 200 gil de 

PBS. Se pasó por una columna de Sephadex G-50. Se lavó la columna con 200 pd de 

PBS, se eluyeron 6 fracciones de 0.5 ml. Se tomó una pequeña cantidad de la proteína 

marcada para determinar -la actividad especifica (6). 

Determinación de TPTa, TP y Proteína C en plasma de ratones BALB-c 

Se seleccionaron ratones BALB-c ya que la homología en las regiones catalíticas de la 

proteína C permiten el empleó de estos animales de experimentación como modelos 

comparativos con el humano (71), 71, 72). 

Se efectuaron dos grupos de experimentos unos aplicando concentraciones variables 

de lectina y otros variando el tiempo de aplicación 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 1 gr/1 y 9 partes de sangre venosa, de inmediato se 

centrifugó durante 10 minutos evitando la formación de espuma a 1500 g. Se separó el 

plasma y se mantuvo en hielo mientras se trabajaron las muestras o se congeló en N2 

líquido, hasta su análisis. 

Se preparó Con-A a una concentración de 10 mg/ml en Solución 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 aplicó por quintuplicado cada 

una de las dosis, los ratones tenían un peso promedio de 34.8 gr. En una serie de 

experimentos se aplicó la Con-A, y se sangraron por punción cardiaca con un tiempo 

constante de 6 min. En otra serie de experimentos por quintuplicado, se aplicó Con-A 

con una concentración constante de 1 mg/ml y se sangraron los ratones a los tiempos 
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0, 5, 10, 20, 30 y 40 min. La !cetina utilizada presentó una actividad hemaglutinante de 

1: 256 en presencia de eritrocitos A 1. 

El volumen sanguíneo calculado por ratón fue 2.71 rni (78 mi/ kg. de peso corporal) y 

el promedio de !cetina circulante en los experimentos de concentración constante, fue 

de 3.69 lig/mi en un momento determinado. 

A todas las muestras de ratones se les efectuó TPTa, TP, TT y proteína C. Para el 

TPTa se .empleó cefalina-kaolin (CK Prest, Diagnostica Stago, Asniéres Francia), con 

50 111 de plasma de ratón, 50 }Al de cefalina, la mezcla anterior se incubó 180 seu. y al 

final se activó con 50 pil de CaCl2  0.025 M.. Para el TP se empleó tromboplastina de 

cerebro de conejo con polibreno 2 mg /I (Neoplastine CI Plus, Diagnostica Stago, 

Asniéres Francia), 50 i.11 de plasma, 50 11 de tromboplastina, se incubó 180 seu. Y se 

activó la mezcla con 50 µI de CaCl2  0.025 M. Para el TT (Tiempo de trombina) se 

empleó Trombina bovina 1.5 U/ml (Thrombin Prest, Diagnostica Stago, Asniéres 

Francia), 100 µI de plasma, se incubó 60 seg. y se disparó la reacción con 100 1.11 de 

trombina. En todos los ensayos al final se midió el tiempo de coagulación en un 

Sistema ST4 de Diagnostica Stago 

La actividad de proteína C se evaluó mediante ensayos cromogénicos con 3 mM de 

p-glu-pro-arg-MNA como se ha descrito anteriormente ( 3), 

A los ratones se les efectuó nefrectomía y neumonectomia para confirmar la presencia 

de trombos intravasculares. Todos los tejidos extraídos se fijaron en paraformaldehido 

al 4%, pH 7.6 en 0.15 M de NaCI. Se deshidrataron en acetona. Se aclararon en Xilol. 

Se incluyeron en parafina y se cortaron en un micrótomo Fuji Optical Co. LTD, Tokio 

Japón. Por último se tiñeron en hematoxilina y eosina. 
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Análisis estadístico 

En los ensayos dosis respuesta de proteína C en presencia de diferentes 

concentraciones de lectinas, se asumió que tenían una distribución Gausiana y que 

todas las columnas tenían promedios semejantes. En estos experimentos el análisis 

estadístico que se empleó fue ANAVA de una vía y un ensayo post- prueba de 

comparaciones múltiples de Tukey- Kramer. Para comparar el efecto de la Con-A en 

muestras con resistencia a la proteína C se empleó McNemar pareada con corrección 

de Yates = 6.250. Para estos análisis se, empleó el paquete estadístico Instant Statistics 

( 74).  

• 

4 
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RESULTADOS 

1) Identificación del las lectinas que modulan la proteína C 

Para identificar las lectinas que pudieran modular la actividad de la proteína C 

utilizamos tres diferentes ensayos: pruebas cronométricas con plasmas deficientes en 

proteína C, pruebas cromogénicas con substrato especifico a proteína C, y columnas 

de afinidad con lectinas inmovilizadas (75), en presencia de la proteína C purificada de 

plasma humano. 

En los ensayos cromogénicos de punto final, empleando proteína C semipurificada, 

como activador Agkistrodon conlortrix conlorlrix y como substrato p-glu-pro-arg-

MNA, en presencia de lectinas y de sus azúcares específicos se encontró lo siguiente: 

Tabla 1. Efecto de la lectina de lenteja en la actividad de la proteína C 

Ensayo 	 °,4) proteína C 

Plasma 	 109.6 

Plasma PBS 	 95,5 

Plasma Albúmina 	 93.8 

Plasma a,- 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 la proteína C 

Ensayo 	 % Proteína C 

Plasma 	 137.1 

Plasma PBS 	 79.75 

Plasma + Albúmina 	 71.48 

Plasma + ct- metil manopiranosa 	 69.42 

Plasma + CoA 	 19,42 

Plasma CoA + metil manopiranosa 	71.9 
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Tabla 3. Efecto de la lectina de soya en la actividad de la proteína C 

Ensayo 	 % Proteína C 

Plasma 	 148.9 

Plasma + PBS 	 98.5 

Plasma + Albúmina 	 96.4 

Plasma + 13-D-Gal-{1->31-D-Gal-NAc 	101.4 

Plasma Soya 	 9/.3 

Plasma + Soya + 	 102.1 

NAc 

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

Ensayo 	 % Proteína C 

Plasma 	 95.04 

Plasma + PBS 	 86.77 

Plasma + Albúmina 	 83.54 

Plasma + N NrN" Triacetyl-Chitotriosa 	28.09 

Plasma + Papa 	 16.52 

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

Chitotriosa 

Respecto a la actividad serino proteásica de la proteína C en presencia de lectinas se 

encontró que la lectina que mas disminuyó el porcentaje de actividad de la proteína C 

en el plasma fue la papa, seguida de la soya, la Con-A y por último la lenteja . El 

porcentaje de corrección al adicionar el azúcar correspondiente tbe: 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 proteína C semipurificada, 

con p-Glu-Pro-Arg-MNA en buffer de Tris imidazol pH 8.25 en presencia de 

diferentes concentraciones de ¡cetinas. Se encontró que la lectina de papa tiene un 

efecto constante y proporcional a la cantidad de lectina, sobre la proteína C, la 

concanavalina A mostró igualmente un efecto dependiente de dosis pero menor cjue la 

lectina de papa (Gráfica 1 y 2) . Otras lectinas probadas en este sistema fueron: 

Phyiolacca americana, Triticiim vulgaris„4rachis hypogaea, Phitohemaglutinina, y 

Frijol rayado 
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Gráfica 1. Efecto de la Concanavalina A en la proteína C, curva dosis respuesta 
a la lectina. Ensayo cronométrico funcional. 
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Gráfica 2. Efecto de la !cetina de papa en la proteína C, curva dosis respuesta a 
la lectina, 
Moya: F = 4.383, p = 0.0152, Al efectuar la prueba de comparaciones múltiples de 
Tukey-Kramer encontrarnos diferencias estadísticamente significativas 

Empleando cromatografia de afinidad con lectinas-sepharosa, el efecto para Euonymus 

enropeus, Concanavalina A, lectina de papa, Datara stramonium, Bandeiraea 

simplicifolia II, Sambucus nig/'a, Dolichos 	Dythrina cristagalli, Phytolacca 

americana, y Gahmthus nivalis. Se muestra en las Gráficas 3-7 

o 

40 



20000 

15000-

10000-

5000- 

30000 

-5` 

' 	 T 	I 	'I 
8 10 12 14 16 18 20 

fracciones 

-1.0 

\-0.5 

T 	T 0.0 

Ulml 

10000- 

--•— STL 
DSL 

20000-,  

Proteina C 

Gráfica 3. Comportamiento de la proteína C al pasar por una columna de 
afinidad de EEL: Euonymus europeus, Con-A: Concanavalina A 

Proteina C 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

fracciones 

Gráfica 4. Comportamiento de la proteína C al pasar por una columna de 
afinidad de STL: lectiva de papa, DSL: Datura stramonium 

41 



20000 

10000 

Proteína C 

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Fracciones 

Gráfica 5. Comportamiento de la proteína C al pasar por una columna de 
afinidad de BS-11: Bandeiraea simplicifolia 11, EBL: Sambucus nigra 

Proteína c 
30000 	 1.0 

agá 

ECL 

0 2 4 
	

8 10 12 14 16 18 20 22 24 

Fracciones 

Gráfica 6. Comportamiento de la proteína C al pasar por una columna de 
afinidad de DBL: Dolichos biflorus, ECL: Erythrina cristagalli 

42 



20000 	 1.0 
PWM 

GNL 

b 10000 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 

••••••••1 ..•••••• 

Proteína C 

fracciones 

Gráfica 7. Comportamiento de la proteína C al pasar por una columna de 
afinidad de PW111: Phytolacca americana, GNL: Galanthus nivalis 

Como se observa en las gráficas las lectinas que muestran afinidad significativa por la 

proteína C son la concanavalina A, Sambucus )jigra (EBL) y lectina de papa en mucho 

menor grado, estos datos correlacionan en gran parte con los experimentos realizados 

previamente en donde se había demostrado que las lectinas que mayormente afectaban 

la actividad estearásica de la proteína C con un substrato sintético (p-Glu-Pro-Arg-

MNA). 

El porcentaje de recuperación de la actividad de la proteína C por columna lile la 

siguiente: Con-A 93 %, Ettonywnis eurTeus 48 %, lectina de papa 66 %, Datura 

stramonium 37 %, Bandeiraea Sirrtlalicifnlicr II 58 %, Sambucus migra 20 %, Dolichos 
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hiflorus 58 %. Erythrina cristagalli 58 %, Phytolacca americana 59 %, Ga/withris 

niva/is 41 %. Se clasifico d efecto respuesta como inmediato cuando la recuperación 

de la proteína C fue en las primeras cinco fracciones después de aplicar a la columna el 

azúcar correspondiente, cuando la recuperación fue después del esta fracción se 

denominó retardado (tabla 5). 

Tabla 5 

Efecto de azúcares específicos en la liberación de proteína C de las.  columnas de afinidad 

efecto-respuesta 
r 

% de liberación 

Concanavalina A inmediato 61 

Lectina de papa retardado 22 

Sambucus nigra inmediato 100 

Daiura Stramoniwn ninguno 2 

GaianthiiS Mliali.s.  retardado 15 

Euonynms europaeus retardado 16 

Dolichos biflorlis retardado 9 

En consideración a los resultados con el substrato cromogénico, y al porcentaje de 

recuperación en las columnas de afinidad se decidió seleccionar a la concanavalina A 

por ser la lectína con mejores características para modular la proteína C. De aquí se 

emplearon los principios metodológicos de (67), para confirmar la interacción de la 

concanavalina A con la proteína C. Por una parte se efectuó doble difusión de 

Ouchterlony con diferentes lectinas y con la proteína C encontrando que esta a la 

concentración de 0.6 mg/ml precipita con Con-A a la concentración de 10 mg/ml. 

Otras lectinas que se probaron en inmunodifusión y que no dieron ninguna banda de 

precipitación son: Phytolacca americana (10, 5, 0.1 mg/m1), frijol rayado (0.1 y 10 
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mg/m1), anguila (1 mg /ni!), papa (0.1 y 0.25 mg/m1), trigo (0.1, 0.5, 1.0 mg dl), 

cacahuate (0.5, 0.1, 1.0 mg/m1), PHA (0.1, 0.5 y 1 mg/m1), y soya (1 mg/m1). Por otra 

parte se efectuó electroforesis de afinidad en acetato de celulosa, con buffer de Tris-

glicina pH 9.2, a 200 Volts por 30 min. de 50 1.t1 de proteína C, en seguida se dejó 

incubar, poniendo un carril de Con-A 10 mg/ml, a las 18 hrs se observó una pequeña 

banda de precipitación. 

Otro punto de interés para nosotros fue la característica de unión ligando (proteína C) 

con el receptor (lectiva), para ello empleamos la concanavalina A inmovilizada en 

sepharosa, y mediante cromatografia se evalúo la afinidad de la proteína C- 1125  a la 

Con-A (76), 

Empleamos la cromatografia de afinidad por algunas características favorables como la 

medición directa del retardo cromatográfico, 	amplio rango de afinidad 	(Kd 

10-2  - 10-9), y buenos resultados con modesto grado de impurezas (77), los cálculos se 

efectuaron con 1/r vs 1/proteína C libre y r/proteína C libre lis r, donde r = proteína C 

unida/ (Con-A), la concentración molar de Con-A fue 2.94 x 10''y el peso molecular 

empleado para los cálculos de la proteína C fue de 62, 000. 

Empleamos columnas de Con-A con una concentración proteica de 6 mg/ml y una 

capacidad de unión para ovoalbúmina de 4 mg/mi de gel, se cubrió un mínimo 

aceptable de isotermas de unión (columnas). Con las isotermas efectuadas 

encontramos una Kd = de 2.4 x 10.g, además la distribución de los datos mostraron 

una aparente "Co-operatividad negativa" es decir la unión de la primera molécula del 

ligando- proteína C se opone a la subsecuente unión de otras moléculas de proteína C. 

Estos experimentos se calcularon suponiendo la existencia de un solo sitio de unión en 

el receptor, aunque sabemos que la Con-A tiene cuatro sitios de unión (7'). 

45 



B <S) 

2) Purificación de la proteína C 

Otra de nuestras metas lúe purificar proteína C. Efectuamos tina serie de marchas 

comparando los métodos publicados ('9, '9, 8", gl , ", '3). Posteriormente, en base a los 

resultados de los experimentos de columnas de afinidad, se decidió emplear la 

concanavalina A para purificar la proteína. Se purificó proteína C a la homogeneidad 

(tabla 6) . La muestra mostró solamente una banda de proteínas en gel de 

poliacrilamida no desnaturalizante (Figura 1). 

Figura 1. Perfil electroforético de la proteína 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. Purificación de proteína C 

Etapa 
	

Volume U/mi 	Total 	Proteínas Actividad Factor de 

n. (m1) 	 Unidades 	(mg/mi) 	especifica purificación 

Plasma 
	

930 	41, 200 	38, 316 x 1 	91.00 	452 	1.00 

BaC12 (1 M) 	1, 020 	43, 500 	44, 370 x 1 	29.00 	1, 50 	3.31 

((NH4) 	330 	21, 900 	7, 227 x 1 	1.30 	16, 84 	37.21 

2504) 

Sat 67 9/0 

Con-A- 	10 	27, 800 	278 x 103 	0.48 	57, 91 	127.92 

sepharosa 

3) Efecto de la Con-A en la proteína C y en algunos parámetros de la 

coagulación in - vivo 

Los valores de referencia para las pruebas ensayadas en ratones normales fue: para la 

proteína C un promedio de 627 U/ 10 ;Al y una SD (desviación estándar) 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 SO de 3.76 seg. 

En el grupo de experimentos en ratones variando la concentración de lectina aplicada 

se observó, en particular a concentraciones mayores de 0.8 mg/ml, signos de 

insuficiencia respiratoria y marcha atóxica. Los ratones que murieron antes de extraer 

las muestras mostraron relajamiento de esfinteres y signos de choque. 
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Respecto a la determinación de TPTa, TP y TT realizada en ratones a los que se les 

aplicó 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 

aplicación llegan a la concentración de 3 pg/m1 en sangre las muestras se vuelven 

hipocoagulables. Sin embargo la actividad serinoproteásica de la proteína C solo 

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

En el grupo de experimentos en ratones en donde se varió el tiempo de aplicación de 

la lectina y la concentración fue constante de 1 mg/ml. La proteína C disminuyó 

alrededor de 260 U/ 10 pt/l. En todos los animales de este grupo, los tiempos se 

prolongaron lo suficiente para considerarlos incoagulables. 

En los riñones y pulmones de los ratones se observaron trombos y material fibrinoide 

desde concentraciones de 0.1 mg/ml. Estos depósitos se encontraron con más 

frecuencia en los ratones a los que se les aplicó Con-A, especialmente cuando esta 

tenia una concentración de 3 ptg/m1 en sangre. 
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Figura 2, Efecto de concanavalina A en la coagulación in vivo en ratones BALB-c 
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A ratones BALB-c se les aplicó Concanavalina A por vía intra-cardiaca a diversas 
concentraciones de lectina en 0.10 ml de solución Ringer estéril. Se evaluó el Tiempo 
parcial de tromboplastina activada seg (TPTa), Tiempo de protrombina seg (TP), 
Tiempo de trombina seg (TT), proteína C en Utml. a los 6 minutos. 

4) Correlación de los azucares conocidos de la proteína C con las lectinas 

reaccionan tes. 

Referente a la interacción de la proteína C con lectinas inmovilizadas, se observó en 

las figuras 3 a 5 que las lectinas que muestran afinidad significativa por la proteína C 

fueron la Con-A, Samblicus migra (SNA) y en menor grado lectina de papa, lo que 

difiere parcialmente en relación a los experimentos realizados previamente en donde se 

había demostrado que las lectinas que mayormente afectaban la actividad estearásica 

de la proteína C con un substrato sintético (p-Glu-Pro-Arg-MNA) eran además de 

estas, algunas lectinas con especificidad por estructuras de tipo N-acetil-lactosaminico 

vgr: DCIl11rc1 stramonium. 
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Figura 5. N-glicanas de la proteína C recombinante (12, 13) 

La interacción de lectinas inmovilizadas con glicoproteínas tiene algunas 

características particulares, comparadas cuando estas no están unidas a algún soporte. 

Se puede observar que tanto las estructuras glicosidicas que reconocen la Con-A (1) 

corno a la lectina de Sainhucus nigra (2) se encuentran presentes en los oligosacáridos 

conocidos de la proteína C. Nosotros señalamos algunas de las estructuras hipotéticas 

en donde interaccionarían la concanavalina A y la lectina de Sambucus nigra en base a 

las especificidades conocidas de ambas lectinas (Con-A ", 85; ,S'ambucus nigra 47, 86). 

La interacción de la proteína C con la concanavalina A convierte a esta en una 

excelente opción para emplearla en la purificación de proteína C. 

La lectina de Datura .siramonius tiene una especificidad muy particular a secuencias 

N-Acetil-lactosamínicas (3) en especial cuando estas estructuras están unidas a una 

manosa en C-2, los oligosacáridos que conocemos de la proteína C no tienen 
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precisamente esta secuencia pero si tienen una unión a C-6 a la cual también tiene 

actividad la Datura (39 .rn 41) 

Con referencia a las estructuras oligosacarídicas que reconoce Eironymits europeu.s. (4) 

es DGaI (1-3(L-Fuc l-2)D-Gal (1-3 ó 4D-GIcNAc (('7), se encuentran entre los 

oligosacáridos de la proteína C, reportados actualmente. 

En relación a las estructuras oligosacaridicas que se unen a la lectina de papa, no hay 

ninguna que correlacione con las especificidades señaladas por Kawashima H. y col 

(37), sin embargo pudiera estar reaccionando con la di-N-acetil-chitobiosa que se 

encuentra en la porción denominada inv por J. Montreuil (") en el núcleo de las 

N-glicosil-proteínas. 

Los sitios potenciales, con oligosacáridos unidos a asparaginas que pudieran estar 

interactuando con las lectinas corresponden a los sitios cercanos a la región catalítica y 

son el 79, 144, y 160 (89). 

En consideración a los trabajos de Hau L. (90), nosotros no empleamos lectinas con 

especificidad a los ácidos siálicos. 

5) Propuesta metodológica para emplear la Con-A corno 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 proteína C del 42 % y 49%, entendiendo este porcentaje de 

resistencia como el cociente de las diferencias entre los tiempos de TPTa con proteína 

C activada menos la muestra o el pool x 100. Se encontró un TPTa con el pool de 

plasmas normales de 42" y de 62.4" al adicionar Con-A 1 mg/ml. Al repetir estos 

experimentos en plasma con resistencia a la proteína C de 42 % encontramos un TPTa 

de 41.0" y 47.3" con concanavalina A respectivamente.(Gráfica 8), Es decir que si se 

adiciona al plasma normal Con-A 1 mg/ml el tiempo de formación del coagulo se 
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prolonga, pero si esto se efectúa en una muestra con resistencia a la proteína C, la 

formación del coagulo no se prolonga, lo que ocurre exactamente en el clásico método 

para investigar la resistencia a la proteína C, es decir cuando se agrega proteína C 

activada a una muestra normal el tiempo se prolonga, pero si esta proteína se adiciona 

a una muestra con baja resistencia a la proteína C, esta no se modifica, esto pudiera 

interpretarse como si la concanavalina A estuviera funcionando en este ensayo como 

una pseudo- proteína C. 

Bajo este mismo principio y con el objeto de evaluarlo en forma cinética, se efectuó 

TPTa con un sistema cromogénico empleando como substrato tos-gli-pro- arg-

AANB-1PA, este tipo de substrato es específico a la trombina (9'). Encontramos, 

densidades ópticas significativamente bajas en las muestras con baja resistencia a la 

proteína C (Gráfica 9). Con objeto de probar si la interacción se estaba dando con los 

azúcares de la Con-A, dos minutos antes del poner el substrato se adicionó et-metii-

manopiranosa 0.1 M, y la muestra con baja resistencia a la proteína C que tenia Con-A 

corrigió su baja densidad óptica y se comportó como una muestra sin Con-A, pero 

esta misma muestra con baja sensibilidad al adicionarle solamente la a-metil-

manopiranosa, cambió comportándose como una muestra con generación de trombina 

normal, es decir como si este azúcar se comportara, en este experimento como un 

anticoagulante. 

En consideración a que algunas muestras con deficiencia de factores pudieran 

comportarse de igual manera se repitieron los ensayos y se emplearon muestras con 

deficiencia en factores, en donde no se encontró diferencia significativa con el pool de 

muestras normales. 

Se observa que la única curva que muestra persistentemente las densidades más 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 

Santbucus jigra, lectina de Madura pomífera, y lectina de Arachis hypogaea . 
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Gráfica 9. Efecto de dosis bajas de Con-A en el plasma de pacientes, empleando 
TPTa. 
TPTa con tos-gly-pro-arg-AANB-EPA (1) APC res 42% + Con-A + azúcar, (2) Pool 
de plasmas normales, (3) APC res 49% + Con-A + azúcar, (4) APC res 42%, (5) Pool 
de plasmas normales + Con-A + azúcar, (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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II 

4 

D1SCUS ION 

La función de la proteína C es "cortar" o inactivar diversas estructuras de la 

coagulación como el factor V y VIII. No es lógico suponer que con la sola presencia 

de la proteína C y los factores V y VIII, estos últimos se inactiven. Dentro de la 

estructura de la proteína C se encuentran diversos azúcares, que mediante las !cetinas 

estamos inhibiendo en forma especifica. Estos azúcares deben tener una función que 

hasta hoy no se ha podido definir completamente y que bien pudiera ser algún tipo de 

"indicador" específico para las zonas en donde la enzima debe actuar. 

Además, si ampliamos nuestro supuesto, pudiera ser que en realidad la 

"comunicación" entre las moléculas como los factores de coagulación fueran 

precisamente por medio de los azúcares que cada uno de ellos posee y estos no fuesen 

solamente indicadores de interacción sino los verdaderos protagonistas de dichos 

fenómenos. 

En relación al porcentaje de corrección que obtuvo la lectina de papa, pudiera deberse 

a que el azúcar utilizado (N N'N" triacetil-chitotriosa) tenga una estructura semejante a 

parte del activador de la proteína C, es decir, el veneno de Argkistroclon contortrix, el 

cual posee azúcares derivados provenientes de la glucosa. 

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

relación con los macrófagos. 

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 coagulación intravascular, con moderado consumo de proteína C. 

Por las características propias de la Con-A y por ese efecto hacia una coagulación 

intravascular, con consumo moderado de proteína C, bien pudieran emplearse esta 

lectina como una herramienta para el estudio de pacientes con estados 

hipercoagulables. 
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El empleó de las lectivas en el estudio de los factores de la coagulación ha sido 

reconocido con anterioridad 	21', 27, 28' 29) . Respecto a los plasmas resistentes a la 

actividad de la proteína C, se emplearon en consideración a que 1) la concanavalina A 

es una lectina útil para analizar oligosacáridos unidos a asparaginas ("), 2) que el 

Factor V resistente a la proteína C ha cambiado una Arginina por una Giutamina (Arg 

5"6  por Gin 	", ", 3", "2), 3) al tipo de oligosacáridos que tiene el factor V ("3, "4, "5, 

96) y 4) que este cambio posiblemente exponga nuevos sitios en donde puedan 

interactuar las lectivas, Nosotros hemos empleado la Con-A para evidenciar una 

posible alteración en la glicosilación del Factor V (Leiden). 

Los métodos hasta ahora empleados para diagnosticar la RPC, están basados en el 

trabajo original de Dahlback B (35 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 

útiles son: el Tiempo de protrombina empleando el mismo principio de corregir el 

tiempo, adicionando PC activada (PCa, 97). Otro método emplea la inhibición de la 

generación del Factor Xa en un ensayo amilolitico, igualmente con la adición de PCa 

(98). Nosotros pensamos que al adicionar concanavalina A bajas concentraciones, 

puede ser de utilidad para diferenciar mutaciones en la glicosilación. 

Cuando adicionamos concanavalina A en concentraciones bajas, al plasma de sujetos 

normales o a un pool de plasmas normales, en presencia de ácido ellágico, y 

fosfolípidos vegetales, la actividad enzimática resultante de la formación de la 

trombina sobre un substrato como el tos-gli-pro-arg-AANB-IPA, se comportó, como 

si no tuviera ninguna lectina. Sin embargo al adicionar la Con-A a las muestras con 

resistencia a la proteína C en las mismas condiciones anteriores, la formación de 

trombina fue mas lenta, por tanto las densidades ópticas mas bajas. 

Este comportamiento paradójico, pudiera explicarse por la participación de seis 

moléculas, 1) por una parte, por la presencia de una región del Factor V que pudiera 

formarse con la mutación y perdida de una Arginina, 2) por la interacción de la Con-A 
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con la proteína C, 3) la interacción de la Con-A con la Antitrombina. III, 4) la 

interacción de la Con-A con la Trombina y 5) la interacción de la Con-A con el Factor 

X activado e inclusive con el Factor VIII. Nosotros aquí hemos demostrado que la 

Con-A interacciona con la proteína C en columnas de crornatografia de afinidad, en un 

ensayo cromogénico, y en un ensayo cronométrico, además otros autores han 

demostrado la interacción de la concanavalina A con la trombina, el factor V, el factor 

VIII y el factor X (27.
99

, 1"0, tul) 

La interacción de la Con-A con la proteína C, el Factor V, el Factor X y la 

Antitrombina III es de tal forma que las extinciones son mucho mas bajas, este efecto 

paradójico ha sido reportado previamente al ensayar el mismo substrato cromogénico 

que nosotros empleamos (57). 

Inferimos que la Con -A en dosis bajas, en ensayos con tos-gli-pro-arg-AANB-IPA, 

nos puede ser útil para detectar anormalidades en la glicosilación del factor V por una 

posible recomposición tridimensional de las antenas de los oligosacáridos del mismo. 

w 
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CONCLUSIONES 

1) La actividad de la proteína C se puede modular como un efecto de la interacción 

con la concanavalina A. 

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

reconocimiento de estructuras oligosacarídicas. 

3) Se confirma la presencia de estructuras oligomanosídicas en la proteína C. 

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

C. 

5) La función de las estructuras oligomanosidicas en la proteína C pudiera ser la de 

regulación de la actividad hemostática. 

6) En plasma de pacientes con resistencia a la proteína C se evidencio que la 

concanavalina A en dosis bajas muestra una "aparente activación" de la 

generación de trombina, que permitió diferenciar dos muestras con resistencia 

a la proteína C. 

7) Este ejercicio nos lleva a plantearnos dos incógnitas mas, cuyo estudio pudiera 

aportar datos importantes: la modulación de la proteína C-trombomodulina 

en macrófagos es mediada por oligosacáridos ?, el incremento de metástasis 

tumorales, vía proteína C pueden ser moduladas por lectivas ? 
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INTRODUCTION 

Protein C, a vitamin K-dependent plasma protein, pani-
cipates in the clottintz procesa by proteolytic inactivation 
of factors Va and Villa'. In a normal situation, the enzy-
=tic reactions induced h i protein C are essential steps 
in the coagulation chain 3 . Since protein C has buen 
described as a glycoproteiril, it was interesting to exami-
ne the possibility of cnharicing the clotting complcx, in-
hibited by activated protein C. with lectins or sugars, in 
view of the known ability of these macromolecules to 
hind speciticalfy to glycosydic residuos s.  For this purpose 
we used plant lectins, concanavalin A, lentil lectin, soy 
bean lectin and potato lectin in a protein C test system. 

MATERIALS AND METHODS 

Agkistrodon cOlittiftriX poison (Southern Cupperhead snake, pyroglu-
pro-arg-methnxy-nitroanilide (p-glu-pro-are;-MNA) and hepes buffer so-
lution were purehased from Behringwerke AG Diagnostica (Germany). 
Concavalin A (Cunas.alia ensiprnsisl. lentil lectin (Lens culinoris), soy-
bean lectin (Glyeine Mur), pomo lectin (Solaittrol ruhemsum) and ciar- 
bo hydrates(2-acetarn 	D-galactopyranosyl-D-galactopyranose. 
N, N', N",-triacetylehitotriose. D-mannosc, B-D-Gal-(1-3)-D-Gal-Nac 
and methyl tx-D-Mannopyranoside) were purchased from Sigma Cu. 
(USA) and uscd without further purification. 10 p.1 pool plasma was incu-
bated at exactly same time with 1(X) lit Agkistrodori comortrix 6  and 20 pl 
pslu-pro-arg-MNA, the Iast wii.s uscd as a substrate ODA Bausch & 
Lomb Specironic 2100 spectrophommeter was used lo determine absor-
bance incrcments. 

Blood samples were taken from 6 hcalthy individuals corresponding lo 
lype O bleud group. with no alteraban in cougulation or 
Samples were taken with a mínimum of stasis and atuicoaguiated with 
0.11 mmul/1 sodium enrule (9/1, hluod/antieuagulant, v/v). The plasma 
was sepurated with centrifugation al 20(0 x g for 15 min. and mised lo-
gether and it wus immediately frozen at (—) 1960  C in a liquid nitrogen 
container. 

Recibido: 3-V1-1993. 
Aceptado por el editor Justo Aznar el 18-X-1993, 
Correspondencia: Eduardo Pérez Campos, Latxwatorio de Bitxtuímica. Centro 
de Graduados, Instituto Tecnológico de Oaxaca. Apdo. Postal 872. 
Oaxaca, Oax. 680(X) Mt!xico. 

Protein C poison activator (:1,1,:kistrodon tytworrri.t. ), and synthetic suhs-
trate were dissolved in hopos buffer solution with 50 nuno1/1 CsCI, 100 
minol/1 hepes„ 1 	PEO 6000, p11 X.25. the lectins were used at 1 mg/inl, 
the sugars al 0.1 NI, the mihstrate pGlu-Pral-Arg-; N1NA wus use(' at 3.3 
'mol/1, the lectins and the sugars were clissolved in sodium phosphate 
0.01 M with 0.9% NaCI (01 7.2), Plasma bovino and serum albuinin 
from Sigma Co. (USA). Overo dilutod ui dio same buffer, the final sant pie 
volume wus 600 tu and the linal lectin concentration was 40 14.11/111I ilod 
the Final sugar concentration was 2 mM. Rcadings (4(15 non) were taken 
at 60 and 120 seconds tu determine .5 A/min the restilis were ()Mait:11 by 
comparing ibis with standard plasma. 

RESULTS AND DISCUSSION 

It was observed that the addition of lentil lectin (1 ing/m1) 
to the t'un}, activated protein C test system decreased on 
average 42% of the OD (405 nin) readings as compartid 
with controls with 100% protein C activity free of lectin, 
or with bovine serum albuinin in place of the lectin. With 
Con-A the inhibition reached a value oí 73%, as compa-
red with the controls. When D-mannose (0.1 N4), a sugar 
that specifically binds cher Con-A or lentil lectin the-
reby overcoming many of the sccondary effects induced 
by lectins in cell free systems', was addcd the inhibition of 
protein C disappearcd. OD (405 tun) readings were almost 
identical to the ones displaycd 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-3-0-0-D-galactopyranosyl-D-ga-
lactopyranose (1 mg/mi) a specific disaccharide for Chis 

restored activity to values close to 100%. (fin the 
othcr hand although potato lectin reduced protein C va-
lues to about 18% of the controls, disclosing an inhibi-
tory power similar lo the plant lectins previously assaycd, 
the incorporation of a specific trisaccharide: N, N', N"-
triacetyl-chitotriose' to the incubation mixture increased 
42% protein C activity °My, far from the 11111 protein C 
activity protection obtained previously. 

The results demonstrate that some plant lectins are capa-
ble of markedly reducing protein C enzymatic activity itt 
vitro and that Chis effect is fully reversed by the incorpo- 
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from vitamin K-dependent clolting factors with an epi-
dermal growth factor (EGF)-like sequence could 1.1111C-

don like or with mainmalian C-typc. lectins or selcetins 
that are involved in adhesion or tethering,", because of 
some e‘,'idence about oligosaccharides without sialie acid 
ancf N-acetylglucoszunine in the epidemia' growth l'actor 
receptor I" SUCil as molecules svhich react with selectin ". 
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ration oí the specifie sugar to the system. The complete 
cycle activation-inhibition (oí protein C enzyntatie ¡tul-
vity) is obtaincd with concanavalin A, lentil lectin, and 
soybean lectin. In the case of protein C inhibition by po-
talo lectin, the eoncomitant activation xvith the correspon- 
ding sugar is questionable, in spite 	the fact that a more 
appropriate sugar was employee (out present here). 
The externa' addition of lectins Lo a complex in tino as-
say system, like the one described Itere For estimating 
protein C activity, could undoubtedly trigger molecular 
interactions leading to enzyme (proiein C) depression 
and lower substrate hydrolysis. Nevertheless, the power-
fui inhibition obtained with discrete amounts of the piant 
lectins appears not to be the result of a general protein 
effect since incorporation luto the system uf similar or 
larger doses oí bovino serum albuinin was not followed 
by any reduction in activity 	I ). 
Lectin suppression oí protein C interferes with hydroly-
tic activity, could be interference on a step chained pro-
cess whose subtle control could be regulaied by glycosi-
dically directed specific ligands ati shown in the in vitro 
system described here. We can speculate on the bínding 
of the 	to the glycan parí in the protein C molecule, 
inducing a marked reduction ofenzymatic activity (loe lo 
steric hindrance by the large molecule weakly attached to 
the sugar receptor in the protein C molecule, in a similar 
fashion to enzyrnatic activity inhibition with specifie an 
tibodies in various in vitro systems. 
lt is interesting to consider the possibility that the sugar 
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Bioquímica de la proteína C de la coagulación 
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INTRODUCCION 

La posibilidad de que los oligosacáridos de la proteína C 
tengan alguna función importante en la regulación de la 
interacción molecular nos ha llevado en una primera eta-
pa a revisar las características bioquímicas de esta proteí-
na y de algunas moléculas relacionadas. 

Recientemente se han definido 3 principales vías para re-
gular la coagulación: una, en la que participa la antitrom-
binall1; lnrzt. en donde participa un inhibidor conocido 
como LACI (inhibidor de la coagulación asociado a lipo-
proteína) que afecta el complejo de factores VII y III ti-
sular, y el ultimo, que corresponde al sistema de proteína 
C I . La proteína C es una enzima antitrumbótica depen-
diente de vitamina 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 le da cada 
vez más importancia debido a que se han encontrado no 
sólo deficiencias congénitas en la calidad u cantidad de 
la proteína C 'I, sino también se han demostrado defi-
ciencias adquiridas secundarias a infecciones que res-
ponden al tratamiento con concentrados de proteína C 5, 
así la proteína C se está convirtiendo en una molécula 
muy efectiva como agente antitrombótico en el trata-
miento de pacientes con choque séptico y en la preven-
ción de reoclusiones de pacientes previamente tratados 
con agentes trombolíticos. 

FISIOLOGIA DE LA PROTEINA 

La proteína C es sintetizada en los hepatocitos; se cono-
cen algunas de las características de secreción y procesa-
miento debido a experimentos con proteína C recombi-
nante humana: la cadena ligera es carboxilada a nivel de 

Recibido: 23.V.19114, 
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retículo endoplásmico rugoso (RE) en 9 residuos de áci-
do glutámico mediante una carboxilasa dependiente de 
vitamina K; durante el paso por el RE es glicosilada; 
cuando se obtienen mutantes Llicosiladas en diferente 
posición se puede observar que en estas mutantes la N-
glicusilación en la posición 97 de la cadena ligera es crí- 
tica para una eficiente secreción, que la 	 en 
la posición 248 de la cadena pesada afecta al procesa-
miento intracelular del sitio de corte Lys-Arg y que la 
eliminación de los sitios glicosilados de la cadena pesada 
puede aumentar la actividad anticoagulante".  ; por otra 
parte. la vida media biológica de la proteína C es de cer-
ca de 8 horas y la concentración en el plasma normal hu-
mano es aproximadamente de 4 pig/inl. 

La proteína C circula como zimógeno; normalmente se 
puede activar por interacción con la trombina''; esta acti-
vación es mucho más efectiva en presencia de la trombo-
modulina; otra variante de activación que se ha descrito 
es la del complejo trombomodulina con cadenas ligeras 
(le factor Va en presencia de trombina' u); una vía alterna 
de activación es mediante factor Xa con iosfolípidos 
aniónicos, como la fosfatidil serina y la fosfatidil colina, 
en presencia de iones de calcio y de trombomodulina "; 
en esta última vía de activación se ha ensayado in vitro el 
efecto de polisacáridos sulfatados, los que incrementan 
la actividad catalítica de la proteína C sin afectar la cons-
tante de Michaelis (Km) 12, 
Una vez activada la proteína C se acopla a otra proteína 
de este sistema, la proteína S, que normalmente es trans-
portada por un componente del complemento, la proteína 
C4b '`; ahora el complejo proteína C-proteína S puede 
inactivar a los factores V 14.15  y VIII th. 17  por proteólisis 
limitada de las cadenas pesadas de ambas moléculas. 

Otra actividad que tiene la molécula de proteína C acti-
vada, en donde al parecer no intervienen la proteína S, 
calcio, heparina, ni fosfolípidos. es  la profibrinolítica por 
neutralización directa de los inhibidores de los activado-
res del plasminógeno 

Tres inhibidores de la proteína C han sido descritos, uno 
dependiente de heparina denominado inhibidor de la pro- 
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Tabla I 

Proteína C, Propit.dades moleculares 

Molécula completa: 62,000 NIr (pese) molecular relati- 
vo). 

Cadena ligera: 21.000 Mr. 
Cadena pesada: -11,000 Mr. 

P1'1'011..1'01' rle serina proteaso 

Amino terminal de L: 
Amino terminal de 1-1: 

- AsP-1)l'u-gli- As1). 
Argt 121-1-eut 13) 	1.000 ir. 

linino terminal de II activa: Cily-Asp-Val-Ile. 
Activadores: 

Tripsina. 
- Trombina ( I :50, 9(1 minutos). 

Proteasa de V Roussell (p1-18, 3 horas). 
— Ag,(1.5117411 011 r01111)1.11.1k conirnlyjy". 

Vida media: S horas. 
Concentración: 4 mg/inl. 

teína C ( PC1) y otros 2 independientes de la misma, la 
a-2 macroglobulina (a-2 MG)'" y la (x-I antilripsina (a-1-
.AT) 21 ; aparentemente el primero es el de mayor importan-
cia y a pesar de su nombre no es específico para la proteí-
na C ya que también puede inhibir a la trombina, a los fac-
tores X la y Na y a los activadores del plasminógeno 22. 

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PROTEINA C 
Y SU CINETICA ENZIMATICA 

La proteína C humana esiructuralmente es semejante a 
los factores VII. IX y X ya la proteína 7.: están constilui- 

dos por una cadena ligera y tina cadena pesada (tabla I); 
la proteína C funcionalmente está constituida por 3 áreas 
o dominios' 	en un primer dominio, localizado en 
la región amino de la cadena ligera, se encuentran 9 iíei-
dos 7-carbw;i-glutamicos: le siguen 2 dominios que son 
homólogos al factor de crecimiento epidérmico ( EG F), y 

por último, en 1:1 región carboxilo terminal de la cadena 
pesada se encuentra el sitio activo de la serbia proteasa. 
correspondiendo a los am inoacidos 56-1-lis, 102-Asp y 
201-Ser. parte del sistema de relevo de carga en el sitio 
activo (fig. I ). Uno de los módulos semejantes al factor 
de crecimiento epidérmico fija calcio al igual que la pro-
teína S. la trombomodulina y los factores IX v X debido 
a que en la posicnín 71 de la proteína C se encuentra un 
¡leido eritro-13-hidroxiaspáriico 2"' 	en esta IlideiÓn de 
calcio no participa ningún ácido y-carboxiglutámico: 
ademas. los módulos semejantes al fie de la proteína 
pueden inhibir la coagulación y pudieran estar relaciona-
dos con receptores a rotulas endoteliales en l'orina seme- 
jante al factor IX 	Esios módulos no sólo se han encon- 
trado en estas Y otras proteínas dependientes de la vita-
mina K (factor VII, proteína S). sino también en 
proteínas tales como la uroquinasa ((IPA), el activador 
del plasminouno iisular LIPA), el factor XII. la trombo-
tnodulina. los receptores de LID. y los precursores del 
TGF-a., se les ha considerado que participan en activida-
des de estimulación del crecimiento y diferenciación a 
nivel local 	Si todos estos módulos participaran de 
esta forma quedarían preguntas muy importantes que for-
mularnos: i,lienen alguna selectividad todos estos módu-
los?, ¿cómo se regulan?, i,etninck) panicipan?. ,..p(ir qué 
la proteína C tiene estas i11t3dulos? 

La proteína (' humana natural contiene aproximadamen-
te el 23% de earbollidrat(), siendo estos: galactosa, ma-
ncha. N-acehlglucosamina. ácido N-acetilneuramínico y 
fucosa: estos afticarc s están situados en las asparaginas 
93, 154 y 170 ": tanto el papel funcional como la es-
tructura de las cadenas de oligosacáridos de esta proteína 
no se conocen MU], 1)1,1'0 el 	activo en la cadena pesa- 
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rtibla II 

Agkistrodon contortrix eimtortrix 

Clase de enzima; Serino-proteasa tipo tripsina. 
Peso molecular: 20.000--10.000. 
Sistema de relevo de calza: 	Asp-85. Ser-177. 
Bolsa de unión: Asp- 71-, Glv-I94, Gly-205. 

Ctirbohidraws 

Hexosas neutras. GicNac. NeuNAc. 
— Asn-21. Asn-7S. Asn-129. 

hshibiili)res 

'0.000: DEP. EDIA, iniubidor tripsunco de soya. 

1'.1/ .37.000 

— No inhibida por: AT-111. 	1)FP hirtidina. iodo- 
acetamida. 

13,11 $7--10.01)(1 

- Dansyl-Gly-Arg-CK. 
— Phe-Pro-Arg-CK. 
— Fenil-inetanosullónil-iluortiro 

da está muy cercano, por lo menos linealmente a los si-
tios glicosilalos (fig. I). dando la semejan/a de una bol-
sa. además de que en experimentos preliminares con lee-
tinas de plantas se ha evidenciado interacción de éstas 
con la proteína C. lo que nos hai .11(.11C.(a) 	pentiiii" que 
pueda tener una función la cercanía de estos ¡mut:ares 
con el sitio activo 

Por otra parte. en el plasma se ha encontrado que la pro-
teína C puede eNitith' en conformaciones tle dobles cade-
nas pesadas (39-42 K), dobles cadenas ligeras (22-25 IK) 
y de tina sola cadena (M K) 

Respecto a la proteína C recombinante. su DNA ha sitio 
totalmente codificado en diversas líneas celulares tic ri-
ñón humano, de hámster sirio, epitelioides de ratón. Las 
moléculas purificadas derivadas del riñón humano tienen 
un peso molecular de 62.000. teniendo el 9t)% de estas 
moléculas 2 subunidades, una cadena pesada de 42.1)01) y 
una cadena ligera de 25.000 daltones 	mientras que las 
proteínas derivadas de ratón difieren significativamente 
en la proporción (le cadenas ligeras y desde luego en los 
pesos moleculares 15 . 

La proteína C es una serbia proleasa cuyo sitio activo 
guarda estrecha similitud con otras proteasas de serbia 
dependientes de vitamina K como la trornhina y los fac-
tores IXa. VII y Xa. En la activación de la proteína C. la 
proenzinla pierde por protcólisis limitada, un dodecapéti-
do de aproximadamente 1.000 daltones por efecto de di-
ferentes activadores: esta proteolisis se da entre la Aru-
12 y Leu-13 16. 

Los activadores de la proteína C son serbia proteasas y 
pueden actuar en forma directa emito la tripsina. la (atm-
bina y los provenientes de venenos de algunas serpientes 
como el del Agkistrodort, o en forma indirecta vía factor X. 
como es el caso de la proteasa de víbora de Roussell; ac- 

tualmente el más empleado como activador de la proteí-
na (." es la proteasa obtenida de tina serpiente inofensiva 
llamada cabe/a de cobre o mocasin. se le encuentra en 
regiones rocosas de «tda la América, pero especialmente 
en Illinois, listados Unidos tic America: su nombre cien-
t ¡Tico es el de Aekistro,hull'wiloririx cf ,/iwririk ( ACC). 

Si expresamos la concentración de la tonina como mo-
les de centros activos por litro o número de recambio de 
la enzima (1‘,,,1 ) y la dividimos entre la constante tío; Mi-
chaelis-Menten obtenemos Un cociente 1:,.„/K m  que es 
una medida de eficacia catalnica y de especificidad en-ti-
:mítica: ahora ett el caso de la troutbina cuando activa a la 
proteína C, la primera tiene este cociente de t).0o., 	", 
el ACt.'a de 0.43 x 10 ". y el complejo trombinalrowho-
modulina-calcio tic 0,51 x 10 M 's, como se puede no-
tiir, los mejores activadores son los 2 últimos '7. El activa-
dor obtenido del ACC es una :..i.lieoproteina de cadena n'U- 
ea kic 20.001) a -40.000 daltones de peso molecular 	'. con 
una significativa especificidad para la proteína C. es in-
hibido por el p-nitro-ienil-p-guanitlinobentoalo, el renii-
metil-sulfonil-fluortiro y el inhibidor tripsinico de soya `" 
entre otros: contiene 16-20' í- de carbohidratos entre los 

cuales están la N-acetilglucosamina y el ácido N-acetil-
neuramínico "' (tabla 2). 

Otras especies del mismo genern como ,1, pimirorus y 

:1. 	 contienen similares íictivadores de proteí- 
na C ''. El i\CCa a diferencia tic la trombina no interac-
ciona con la antitrombina-111 ni con la huridina: además 
su electo es dosis dependiente 

Vista la proteína C solamente como tina proleasa, sus 
moléculas recombinantes comparadas con las naturales 
tienen una eficacia catalítica de .3S0 1\,,„N \I  y las segun-
das solamente de 35: es evidente que algunas de las mo-
léculas recombinames pueden ser mejores en su zietivi- 
dad catalítica 	Sin embargo. por una parte, considera- 
mos que todavía faltan afinar muchos detalles como para 
considerarlas un substituto adecuado de las moléculas 
naturales, y por otra se requiere mayor investigación para 
confirmar el papel que juega esta proteína (.7 con su acti-
vidad proteásica en la facilitación de la invasión de celu-
las tumoraies 

Respecto a los inhibidores de la proteína C se encuen-
tran algunos que son de naturaleza proteica como la 
aprotinina o el inhibidor tripsínico de páncreas ." y el in-
hibido'.  tripsínico de soya y otros que son de bajo peso 
molecular y su efecto es irreversible como el diisopropil-
lbsfofluourhidrato (DipF), el fenil-metano-sullOnillitio-
raro (PMSP). la tosil-fenilalanil-cloro-metil-cotona 
(TPCK), la tosil-lisilclometil-cetona (TLCK) 44 . todos 
ellos típicos inhibidores de serina, pero ninizuno de ellos 
es específico como para emplearlo en sistemas alternos 
tic pruebas. 

Los substratos de aminodeidos eromogénicos o 11 uorogé-
tucos son altamente selectivos:' grandes grupos de com-
puestos derivados de los mismos que se han estudiado 
ampliamente son los pertenecientes a la henzoil-argini-
na-p-nitroalilida en los ensayos de proteasas semejantes 
a la tripsina, y los aminoácidos arotnáticos-p-nitroienil-
esteres para el estudio de proteasas semejantes a la qui-
miotripsina 4'. Entre los mejores substratos para la proieí- 
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na C se reportan el Boe-Leau-Ser-Thr-Arg-MCA 	el 
p-Glu-Pro-Arg-MNA y S-2366 tx  y la D-Lys(Cho)-1...-
Pro-L-A r,,-pN A 4 '. 

En la evaluación de la proteína C también se utilizan 
otros 1tk 	aparte de las cuantificaciones cromogéni- 
cas o fluorogénicas como el A P1T (empleando como ac-
tiva(Ior el ACC), el inmunoensayo enzimático y el méto-
do de Latirell ". 44; nosotros consideramos que los 2 pri-
meros métodos son más útiles cuando son cinéticos ya 
que pueden detectar alteraciones funcionales de la proteí-
na C. 

Por último pensamos que el estudio de la proteína C co-
mo de muchas otras proteínas que participan en la he-
mostasia en forma directa o indirecta no debeinos de 
abandonarlo con la pretensión de que ‘<ya se conoce has-
ta su estructura molecular», sino que debentos todavía 
continuar ya que éste nos puede mostrar nuidios oleca-
nismos y principios l'undamentales para entender no sólo 
las proteínas que participan en la coagulación, sino tam-
bién como trabajan otras serinoproieasas. 
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Glycosidic interactions and the function of the 
coagulation factor oligosaccharides 
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Some of the concepts we have about coagulation date 
from the beginning of chis ccntury and not until recent ycars 
has anyone proposed, with more certain knowledge, an «in-
tegrated way» oí coagulation But oven knowing now 
that the coagulation factors participating in the physiologi-
cal process are glycoproteins, we do not kriow how this 
molecular property, which does not seein to be fortuitous, 
determines, controis or reinforces ocie or severa! oí the 
stops that ultimately load to the coaguluni and to its degra-
dation. However. at present there is cnough information to 
make new hypotheses and to begin to consider other pos-
sible functions of the coagulation factors, in particular fac-
tor VII/vWf, 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 marnmals 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 P-galactosides; 
and finally others which have been named N-type or 
non-defined 2. The structural characteristic of the sugars 
which bind with S-type lectins is N-acetyllactosamine 
(P-galactose-(1-4)-N-acetylglucosamine) which identi-
fies not only the glycolipids Lacto-2 like blood group an-
tigens Lec, Ley, i, I, ABH 3  but also the chains with hico-
se and sialic acid type-2 which bind N-linked to aspara-
gine like factor VIII/vWf 4. The !atter has buen 
demonstrated with some experiments where the factor 
VIII/vWf inhibits the agglutination of the A130 of red 
blood cells in the presence of anti-A anti-B anti-serums 
and lectin H. That is the strlictures'.of A, B and H blood 
groups are found in the oligosaccharides of factor 
VIII/vWf5.  

Recibido: 15-X1.1993. 
Aceptado por el editor Justo Aznar el 29-XI-1993. 
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CP 68000. 

The di fferent groups of oligosaccharides which have the- 
se factors apparently give different properties to 	these 
serine protease. In particular in the case of factor VIII/ 
vWf sugar6, it is known to participate in thrce different 
mechanisms outside the cell: 'hose where siaiic acid pro-
tects thern from quickly clarifying at the hepatic leve!', 
others where the sulfate oligosaccharides contribute to 
the adhesion events for example with the glycoprotein 
lb-IX complex and glycoprotein V on the platelet 8  and 
lastly chains N-acetylglucosarnine fucosilated type-2 
could participate as recognition ligands from selectin 
such as P and L selectins in leukocytes and endothelium. 
Therc is some evidence that certain oligosaccharides wi-
thout siaiic acid and N-acetylglucosamine are round in 
the epidermal growth factor receptor'''. This would pro-
voke the question whether some factors with modules si-
milar to che epidemia! growth factor receptor, such as 
protein C and factor Xa among others, could be partici-
pating in sotne reactions of membranous adhesives su-
gar-dependent and that could give a meehanistic expla-
nation of why the enzymatic complexes of coagulation 
are surface dependent 11, about the last factor there are 
some evidentes about a receptor to factor Xa in endothe- 
lial 	that could function in Chis way denominated 
glycoprotein c (gC), besides leucocyterestricted integrin 
which functions like fibrinogen receptor 12. 
The N-acetyllactosarnine fucosilated type-2 chains of fac-
tor Vill/vWf differ only in the Jack 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 
Ib-von Willebrand factor and other adhesive molecules of 
the integrins family and the «very late antigens» (VLA) 
in the interaction with platelets and endothelium '3. On the 
other hand the molecules which have sialic acid do not 
participate in a static process, evidence suggests that so-
me glycoproteins are synthesized with sialyl Lewis4  atta-
ched in disease states film al acid glycoprotein ", 
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Among the molecules which interact with factor VIII/ 

v‘V1' and could participate With some of the sugars are 

thrombin, protein C and factor Xa Of 'hese molecules 

l'actor Na ami thrombin could llave' a double role to play 

in this interaction: bnth aetivation and inhibition oí fac-

tor VIII. However the inhibition oí factor VIII/vWf by 

thrombin is not proteolytie 	\Ve think that thrombin 

could he acting as a selectin ligand un interacting with 

some factors such as factor V III/vWf, Thrombin is a pro-

teolytic enzyme which also has other non-enzymatic pro- 

perties tenue(' ,.(hormone-like» 	Carbohydrates from the 

thrombin Cx chairas have heen parhally removed without 

affectinl..! its enzymatic properties with fibrinogen and 

with factor VIII/vWf 1'. Nevertheless some cells has sho-

wed lis thrombin receptor glycosilation may be direetly 

involved in thrombin binding 1 '. Also the sugar oí throm-

bin ami amithrombin appear not lo be a requisite for the 

formation oí enzyine-inhibitor complexes and the reino-

val ()I' sialic asid do not alfeet the anti-protease activi-

tv. however there is some evidence that with reduced 

carbolivdrate eontents the ant í thrombin III reacts with 

thrombin al faster ratos 	Besides the thrombin and 

antithrombin III could react with inolecules like selectins 

across its 	sialyl-N-acetyllaetosamine (NeuNAc-a-2-16 

(:sal 13 1 -›-IGIeNac) 21' 21  and among the factors which con-

trol the generation uI thrombirt apart from factor VIII is 

factor V. the removal of 90% oí the sialie acid from this 

factor results in an Mercase ()I' up to twíce the coag,u1a-

ting zictivity without affecting the activation indueed by 

thrombin and detzlycosylation oí' ;Mout 701/(1 causes a re-

duction in this same 'i.  

This background should he considered along with some 

()I' out.  experiments in which we observe(' that ()n'y with 

the addition of monosaccharides can an inhibitory effect 

he obtained similar to that observe([ ‘vith some plant lee-

tins, base(' un the addition of monosaecharides to protein 

C tesis, using a synthetic substrate where we obtained in-

hibition of prolein C aetivity (study sera' for publieation). 

This invites tus to speeulate that some activated factor~ 

could behavc as lectins, others could be functioning as a 

ligand or aceeptor o a ealeitun dependent like S-type lec-

t'iris and others could he funtioning like lieands of selec- 

hns or , “proteins dependen' ()n plasmatic fueosyltransfe- 
., 

rase» 
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Introduction 

We analysed the results of nurnerous investigators who have studied the coagulation factors of 

oligosaccharides. The first reports appeared some ten years ago ánd naturally only the factors 

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 f'or 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 

4 

We use the information reís. 5 to 33, 43 different oligosaccharides were classified according to the 

short hand syrnbolic notation employed by J. NIontreuil et al. (34) amplified for 0-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 reciproca' 

action factors, example factors II and 1, thrombin and anti-thrombin 111, thrombin and factor V. 

Results could be significant if we applied the same rnethod 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 XII, tissue factor, a-2-antiplasmin, protein C, protein S and plasma histidine 

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

2 
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INTRODUCTION 

Protein C is a vitarnin K dependent glycoprotein which is activated by thrombin bound 

to thrombomodulin. Protein C, 	when cornbined 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 

3  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 S . 

Until recently, most investigators have purified protein C by one or another of the 

following methods: bariurn citrate adsorption and elution; arnmonium sulphate fractionation 

with or without DEAE-Sephadex chromatography; 6, 7, 8
. calcium-dependent or calcium-

independent monoclonal antibodies; 10 . dye-ligand chromatography H . and DEAE-Sephadex 

preparative polyacrilamide gel electrophoresis 12. We have developed a new method to purify 

protein C which is as efficient as the aboye mentioned methods but has the advantage of being 

considerably less expensive to use on a routine basis. Our method of purification employs 

affinity chrornatography with concanavalin A conjugated to Sepharose. 

MATERIA 1,,S 

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, Móndal, Sweden. Ammonium sulphate, benzamidine, imidazole, Freud's 

Adjuvant, concanavalin A, North American copperhead venom (Agkistrocion contortrix 

contortrix), niethyl a-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, atmonium 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 autoinatic 



chromatography reader Protec 11, (Gilson, USA). For the elcctrophoresis in polyacrylamide 

gel, we used a mini Protean 11 (Bio Rad. California.. USA). We used a densitometer Junior 

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

METIMOS  

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 12  

3) column chromatography with Biogel and 4) affinity chromatography with concanavalin A 

- Sepharose. The details of our procedure are as follows: plasma was anticoagulated with 

one-tenth volume of 0.11 M sodium citrate, and then frozen at -70 °C. until used. 'To one liter 

of thawed plasma, we added 5 ml benzamidine-HCI 50 mM. All steps in the puritication 

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 for 24 hours and centrifuged at 6000 g for 

10 min. The precipitate was washed with buffer A ( 0.1 M NaCI, 0.01 M BaC12, Im11,1 

benzamidine-HCl and 0.02% NaN3  ) and centrifuged again. The washing was repeated twice 

with buffer A, and the washed barium citrate precipitate was resuspended in 0.5 1 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 fractien was treated with saturated 

ammonium sulphate solution to 67% saturation for 24 hours. The precipitated material was 

collected by centrifugation for 30 min at 8000 g. The sediment was dissolved in 50 ml of 0.05 

M sodium phosphate buffer, pH 6.0, containing 0.2 M NaCI and 1 mM benzamidine-HCI and 

dialysed at 4°C overnight against 6 liters of 0.05 M sodium phosphate buffer p1-1 6.0, 

containing 0.2 M NaCI and 1 mM Benzamidine-UCI. 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 14, containing 1 mM CaCl2  and 1 mM 

MnC12 . The protein C was eluted from the column by adding methyf a-D-mannopyranoside. 

The latter has a higher affinity for concanavalin and displaces the protein C. 
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The method used to measure'protein C employs the venom of Agkistrodon contortrix 

as activator and p-Glu-Pro-Arg-MNA as substrate 13  For the electrophoresis we used 

polyacrylamide which contained 7.5% acrylamide , 5°/0 sucrose and 0.375 M tris- HCl 

Antibodies to protein C were raised in adult rabbits using Freund's Adjuvant. To show 

precipitation Unes, we used a method of inmmunodifusion with a gel containing 	0.9% 

agarose, 1% Triton X-100 , and glycine-phosphate buffer pH 7.4 15  . 

RES ULTS 

The steps of purification of protein C are shown in Table I. 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-400-1-IR with a buffer of 1 M NaCI, 0.05 M lactose, pH 6.5, was 64 Kd. This 

molecular weight agrees well with the estimares of other investigators 	. In double 

immunodiffusion we observed a single Une 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 severa] different assays, 

immunodiffusion, polyacrylamide gel electrophoresis , and a chromogenic assay with venom 

ofAgkistrotion 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 Ca2+  

and Mn2' , protein C was specifically bound to the column and could be eluted using 0.1 M 

methyl ct-D-mannopyranoside. The purification in this [atter step was approxirnately 100 fold. 

Oflen , 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 1, 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 16  . When we analysed the eluate 



by Sephacryl S-400-HR colurnn, 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, alter through Con A-Sepharose 
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TABLE 1 

Purification of human protein C from plasma 

Step 
	

Volume Concentra Total units Protein 	Speciftc 	Purification 

(mi) tion 	 (mg/m1) activity 

(U/m1) 

Plasma 	930 	41,200 	38,316 x 	91.00 	'!59 	1.00 

103  

BaC12 (1 M) 	1,020 	43,500 	44,370 x 	29.00 	1,500 	3.31 

103  

((Na4 2504) 	330 	21,000 	7,227 x 103 	1.30 	16,846 	37.21 

Sat 67 % 

Con A- 	10 	27,800 	278 x 103 	0.48 	57,916 	127.92 

Sepharose 
11111•111.1111•1111111~1111~~11111~1111111~~ 	 T/MMOiniMI 
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Abstract 

Studying human plasma samples with 42% and 49% resistance to activated protein C , we round that 

addition of minute amounts of concanavalin A in a chromogenic assay inhibited thrombin activity. The 

effect could be neutralized with a -methyl mannose. Thus, in nomial plasma, concanavalin A does 

not inhibit thrombin activity. The experiments suggest that the Factor V mutation, responsible tbr 

resistance to activated protein C, appears to elicit a concanavalin A receptor which in turn modulates 

various activities in the coagulation system and induced eiTects attributable solely to Protein C. 

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

plasma. 
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introduction 

One important new finding in the field of hemostasis is the observation that inhibition of protein C 

activity leads to hipercoagulability and thrornbosis ( 1 ). Dahlback and others ( 2, 3 ) found that up 

to 60% of patients with thrombotic disorders displaycd 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 5 tl<.'  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 polyrnerase chain reaction ( 11 ). That researcher measured activated plasma 

thromboplastin time ( APTT), in APC resistance plasma samples, finding diem 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 a-methyl mannoside suggesting a lectin effect through very specific lugar 

receptora. 
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Matetials and methods 

For the APTT, the activator used was a mixture of the foliowing substances: ellagic acid, 

vegetable phospholipids, and tosyl-glycyl-L-prolyl-L-arginy1-5-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 a - 

methyl mannoside ( sugar ) and concanavalin A were obtained from the Sigma Chemical Co, St 

Louis, Mo, USA. Samples of normal control plasma and calcium chioride solution ( 0.025 mol/L) 

were obtained from Diagnostic Stago, Asniéres, France. We obtained human activated protein C 

and plasma with 42% sensitivity, from Behringwerke AG, Diagnostic. Marburg, Germany. A 

sample of plasma with 49% APC resistance was obtained from a patient of the General Hospital 

"Dr. Aurelio Valdivieso" in the city of Oaxaca. Buffer with Hepes 20 minan, NaCI 50 inmol/L, 

CaCl2  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. 

Asniéres, France, and a Wakmann Swiss chronometer. 

The test was performed in microtiter plates containing the following ingredients: 20µ1 of 1 to 10 

diluted normal or APC resistance plasma, 10 Id activator, 20 ¡Al of a buffer solution ( 0.15 mol/L NaCI 

, 2.9 mmoVL CaCl2  , and 4.02 mmoUL KCI) at pH 6.8 ( 12 ). The aboye mixture was supplemented 

with 20 µI Con A 9.8 x 10 mol/L (1 mg/ml ) and 20 Id a -methyl mannoside (0.1 mol/L) when 
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indicated, dissolved in the sane buffer. Then the plates were examined at 405 nm using an ELISA 

micro-reader, with measurements taken every 5 seconds. 

We added to plasmas with APC resistance, concanavalin A 1.30 x 10-8  mol /L (133 ng/m1) in 

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

Results 

The incorporation of 10 niicrograms ofconcanavalin Ato 201.11 pooled normal plasma samples did not 

modify the optical density ( 405 nm) produced by thrombin in the chromogenic assay. To the 

contrary, the sane amount of the lectin induced a sizeable inhibition of thrombin activity in both the 

42% and in 49% resistance plasma samples. The effect was neutralizad by 0.2 rnol/L 	a- methyl 

mannoside, dispensed to the reaction mixture before concanavalin A. This dramatic degree of 

inhibition is described in Figure 1 .  

Discussion 

It is 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 effects 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 

tú, and inhibir 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 effects 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 ). 

Our 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 fonn which is procoagulant and a slow 

form anticoagulant ( 20 ), if concanavalin A interact whit this form would induce a Iesser 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 nlutation 

506 (Arg 	to Gln ) in factor V leading to APC resistance requires ffirther investigation. The 

employment of concanavalin A and other readily available lectins should help to understand the role of 

glycosidic side chains and oligosaccharide receptor in the complex phenomenon ofblood clotting. 
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FIGURE 1. APTT with tos-gly-pro-arg-k-kNB-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. 
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RESUMEN 

Se trata de definir la respuesta de la coagulación "in vivo" a Con A (Concanavalina A), con 

especificidades a ce-man. La Concanavalina A en concentraciones de 1 mg/ml aplicada intravenosa 

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

S UMMARY 

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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INTRODUCCIÓN 

Las lectinas, debido fundamentalmente a su propiedad de unirse a los azúcares, son buenas 

herramientas en el estudio de las glicoproteínas 	). Hemos purificado para este estudio 

Concanavalina A (Canavalia ensiformis), La selección se hizo por la especificidad de la lectina y 

por el gran contenido de manosas en los diferentes factores de la coagulación. 

El tiempo de protrombina (TP) es una prueba ampliamente empleada para evaluar la activación 

plásmatica de la coagulación "vía extrínseca" (2, 3), es sensible a la alteración de Los factores II, 

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 "vía intrínseca de la coagulación": VIII, IX, 

X, XI, XII, Prekalikreina, Cininógeno de alto peso molecular, y a importantes defectos de factor I, 

II y V (4  ). 

La mayoría de los factores que intervienen en la plasmática de la coagulación son glicoproteinas, 

sus carbohidratos están unidos a los aminoácidos vía N-Acetil-glucosaminil-asparagina, 0-glicosil-

proteínas o algún tipo de proteoglicanas (Xyl(f31-3)Ser) (4, 5, 6), 

Freyssinet »A y col. demostraron un efecto anticoagulante al adicionar lectinas de Trigo y 

Concanavalina A en el TP y TPTa in vitro (1), 

Aplicamos a los ratones BALI3-c, Concanavalina A en diferentes concentraciones y diferentes 

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

MATERIAL Y MÉTODOS 

La purificación de la concanavalina A se electuo por ( 8  ). 

Se seleccionaron ratones BALB-c ya que la homología en las regiones catalíticas de la proteína C 

permiten el empleo de estos animales de experimentación como modelos comparativos con el 

humano (9, 1", "). 

Se efectuaron dos grupos de experimentos unos aplicando concentraciones variables de lectina y 

otros variando el tiempo de aplicación de la misma. Se emplearon en total 180 ratones BALB-c, 
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con un peso promedio de 34.8 gr. El volumen sanguíneo calculado por ratón 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/1 y 9 partes de sangre venosa, de inmediato se centrifugó durante 10 minutos 

evitando la formación de espuma a 1500 g. Se separó el plasma sobrenadante y se mantuvo en 

hielo mientras se trabajaron las muestras o se congeló en N2 líquido, hasta su análisis. 

Se preparó Con A con una concentración de 10 mg/ml en Solución 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 aplicó cada una de las dosis por quintuplicado. 

En una serie de experimentos se aplicó Con A a concentración variable, y se sangraron por 

punción cardiaca con un tiempo constante de 6 min. En otra serie de experimentos igualmente por 

quintuplicado, se aplicó Con A con una concentración 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 efectúo TPTa, TP, TT y proteína C. Para el TPTa se 

empleó cefalina-kaolin (CK Prest, Diagnostica Stago, Asnieres Francia), con 50 pl de plasma de 

ratón, 50 µl de cefalina, 180 seg de incubación y 50 µI de CaCl2 0.025 M para activar la reacción. 

Para el TP se empleó tromboplastina de cerebro de conejo con polibreno 2 mg/1 (Neoplastine Cl 

Plus, Diagnostica Stago, Asnieres Francia), con 50 1.11 de plasma, 50 1.11 de tromboplastina, 180 seg 

de incubación y 50 111 de CaCl2  0.025 M para disparar la reacción. Para el TT (Tiempo de 

trombina) se empleó Trombina bovina 1.5 U/ml (Thrombin Prest, Diagnostica Stago, Asnieres 

Francia) con 100 1.11 de plasma, 60 seg de incubación, y 100 µl de trombina. Los tiempos de 

TPTa, TP y TT se midieron en un Sistema ST4 de Diagnostica Stago a 37 °C. 

La actividad de proteína C se evaluó mediante ensayos cromogénicos con 3 mM de p-glu-pro-arg-

MNA como se ha descrito anteriormente (12). 

A los ratones se les efectuó nefrectomía y neumonectomía para confirmar la presencia de trombos 

intravasculares. Todos los tejidos extraídos se fijaron en paraforrnaldehido al 4%, pH 7.6 en 0.15 

M de NaCI. Se deshidrataron en acetona. Se aclararon en Xilol. Se incluyeron en parafina y se 

cortaron en un micrótomo Fuji Optical Co. LTD, Tokio Japón. Por último se tiñeron en 

hematoxilina y eosina. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

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 varió la concentración de lectina aplicada el tiempo de obtención 

de la muestra fue constante de 6 minutos, se observó que en dosis bajas de Con A, una fase de 

hipercoagulabilidad (Gráfica 1). Cuando las dosis de aplicación llegan a la concentración de 3 

• ptg/m1 en sangre, las muestras se vuelven hipocoagulables. La actividad serinoproteásica de la 

proteína C solo disminuyó moderadamente siempre y cuando la Con A no hubiese sobrepasado de 

3 ptg/ml. Cuando se aplicaron concentraciones mayores de 0.8 mg/ml de concanavalina A, se 

observaron signos de insuficiencia respiratoria y marcha atóxica. Los ratones que murieron antes 

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

En ratones en donde se varió el tiempo de aplicación de la concanavalina A y la concentración fue 

constante de 1 mg/ml. La proteína C disminuyó alrededor de 260 U/ 10 11/1. En todos los animales 

de este grupo, los tiempos se prolongaron lo suficiente para considerarlos incoagulables, además 

en la mayoría de ellos se encontraron trombos en las arterias renales o pulmonares, y material 

fibrinóide. Estos trombos se encontraron con más frecuencia en los ratones a los que se les aplicó 

Con A, especialmente cuando esta tenia una concentración de 3 pcg/m1 en sangre. 

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

intravascular, con moderado consumo de proteína C. 
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Gráfica 1. 

A ratones BALB-c se les aplicó Concanavalina A por vía intra-cardiaca a diversas concentraciones 

de lectina en O, 10 ml de solución Ringer estéril. Se evaluó Tiempo parcial de tromboplastina 

activada en segundos (TPTa), Tiempo de protrombina en segundos (TP), Tiempo de trombina en 

segundos (TT), y proteína C U/ml. 
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Valores de TPTa, TP, TT y proteína C en ratones BALB-c 

normales 

promedio 	desviación estándar 

TPTa 	25.19 seg. 	2.55 seg. 

TP 	14.78 seg. 	1.22 seg. 

TT 	24.6 seg. 	3.76 seg. 

Proteína C 	627 U/ 101.1.1 	132 U/10 

Tabla 1 
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