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ACCION DEL DERMATAN SULFATO
SOBRE EL SISTEMA FIBRINOLITICO

RESUMEN

El dermatan sulfato (DS) es un glicosaminoglicano endégeno, ampliamente conocido por
su accion anticoagulante mediante interaccion con el cofactor II de la heparina para
potenciar la inhibicidon de trombina. Ademads, se ha sugerido que aumentaria la actividad
fibrinolitica, aunque el mecanismo ain no ha sido dilucidado.

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto del dermatan sulfato de alto (DSA) y bajo
peso (DSB) molecular sobre el sistema fibrinolitico.

Se observd potenciacion de la activacion de plasmindgeno en funcion del aumento de la
concentracion de DS. En particular, el efecto del DSA sobre la activacion de Glu-
plasminogeno y Lys-plasmindgeno por el activador de plasmindgeno de tipo tisular (t-PA)
y urinario (u-PA) resulté de similar magnitud al efecto de fibrina sobre la activacion por t-
PA, mientras que el efecto del DSB, a la misma concentracién estudiada, fue de menor
magnitud. La combinacion de productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) y
DS no resultdé en un efecto adicional sobre la estimulacion de plasmindgeno por t-PA,
sugiriendo que estarian involucrados los mismos sitios de union. Se observé que el DS no
tuvo efecto apreciable sobre la actividad amidolitica de plasmina ni de u-PA y se
comprobd por electroforesis (SDS-PAGE) que estaba favorecida la conversion de
plasmindgeno a plasmina. Los resultados obtenidos por método amidolitico, apoyan la
hipdtesis de que el DS tiene efecto pro-fibrinolitico mediante una accion potenciadora del
proceso de activacion de plasminogeno.

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la formacion, estructura y lisabilidad de la
red de fibrina. El efecto del DS sobre la cinética de fibrinoformacion se caracterizd por
aumento de la fase de latencia, disminucion de la velocidad de fibrinoformacion,
prolongaciéon del tiempo de coagulacion y disminucion de la densidad Optica maxima.
Estos geles resultaron mdas facilmente compactables, indicando que la red estaria
constituida por fibras mas fragiles, separadas por compartimientos liquidos mas grandes.
Por microscopia electronica se observd que las redes formadas en presencia de DS
presentaron una arquitectura mas abierta, con igual densidad de fibras, mas largas y

delgadas que las fibras control. Estas redes resultaron mas rapidamente lisadas que las



redes control. Por lo tanto, el DS no s6lo actiia como regulador de la actividad de trombina,
sino ademas actuaria como modulador de la estructura de la fibrina y su lisabilidad.

Se observo disminucion del tiempo de lisis del coagulo de sangre entera diluida y del
tiempo de lisis de euglobulinas en funcion del aumento ex vivo de la concentracion de DS.
Se descarto el efecto anticoagulante del DS en el ensayo de euglobulinas, por lo tanto se
concluye que el efecto pro-fibrinolitico observado se deberia a un efecto sobre la
activacion del sistema fibrinolitico, en concordancia con los resultados obtenidos por
método amidolitico.

En cultivo de células endoteliales 1G11, no se observaron efectos significativos del DSA
sobre los niveles intracelulares ni la liberacion de t-PA y PAI-1 (inhibidor del activador del
plasminogeno).

Los resultados de esta tesis demuestran que el DS tiene efecto pro-fibrinolitico y
contribuyen al esclarecimiento del mecanismo de accion de este glicosaminoglicano sobre
el sistema plasminogeno-plasmina. Ademds, permiten plantear hipdtesis sobre el rol

fisiologico del DS.

Palabras claves: dermatan sulfato, activacion de plasminogeno, t-PA, u-PA, red de

fibrina, estructura, lisabilidad.



DERMATAN SULFATE ACTION
ON THE FIBRINOLYTIC SYSTEM

ABSTRACT

Dermatan sulfate (DS) is well-known for its anticoagulant activity through binding to
heparin cofactor II to enhance antithrombin action. It has also been suggested that DS has a
profibrinolytic effect, although the exact molecular mechanism is as yet unknown.

The aim of this thesis was to evaluate dermatan sulfate (high and low molecular weight)
action on the fibrinolytic system.

An in vitro amidolytic method was used to study the effect of high and low molecular
weight-DS on the activation of Glu and Lys-plasminogen by tissue and urinary
plasminogen activators (t-PA and u-PA). Both, high and low molecular weight-DS
exhibited a stimulating effect on the activation of plasminogen by PAs. Interestingly, high
molecular weight-DS stimulated Glu and Lys-plasminogen activation by t-PA and u-PA in
a way and to an extent similar to that in which fibrin(ogen) degradation products (PDF)
increased the t-PA assay. Meanwhile low molecular weight-DS had a lower effect. No DS
had any effect on plasmin or u-PA amidolytic activity. The facilitation of the conversion of
Glu-plasminogen to plasmin in the presence of DS was confirmed by SDS-PAGE; high
molecular weight-DS effect was greater than low molecular weight-DS in accordance with
the chromogenic assays. Moreover, the combination of PDF and high and low molecular
weight-DS, respectively, did not further stimulate t-PA activation of either Glu or Lys-
plasminogen suggesting that both substances may compete for the same binding sites.
Through in vitro assays we demonstrated that high and low molecular weight-DS enhance
plasminogen activation by u-PA and t-PA, suggesting that the profibrinolytic activity of
DS might be via potentiation of plasminogen conversion to plasmin.

By fibrinformation kinetic studies, DS prolonged lag phase and coagulation time and
decreased velocity and optical density. DS-fibrin networks were more porous made of less
resistant to centrifugal force fibers (compactation studies). The networks displayed equal
fiber density, which were longer and thinner than controls (electron microscopy) and
showed shorter lysis time. Therefore, DS would act not only as a thrombin activity
regulator, but as a fibrin structure and lysis modulator.

Blood diluted clot lysis time and euglobulin lysis time were shorter in the presence of DS.

Since, it was discarded the anticoagulant DS effect in the euglobulin assay, we conclude



that DS has a pro-fibrinolytic effect mediated by fibrinolytic activation. These results
confirm the previous obtained by amidolytic method.

DS action on endothelial 1G11 cells was evaluated by measuring t-PA and PAI levels, and
no significant differences were observed.

Our results demonstrate that DS has a pro-fibrinolytic effect and contribute to clarify the

mechanism of action of this glycosaminoglycan on the plasminogen-plasmin system.

Key words: dermatan sulfate, plasminogen activation, t-PA, u-PA, fibrin network,

structure, lisability.
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INTRODUCCION

El sistema hemostdtico engloba al conjunto de mecanismos y factores que permiten que la
sangre circule fluidamente a través de los vasos sanguineos en condiciones fisiologicas,
pero que ante una injuria vascular son los responsables de evitar la pérdida de sangre
obturando el sitio de la injuria y de reconstituir el endotelio recuperando la luz del vaso.
Todos los componentes involucrados, vasos sanguineos, plaquetas, proteinas del sistema
de coagulacion, sistema fibrinolitico y otros sistemas enzimaticos plasmaticos, estdn en un
equilibrio dindmico regulado estrictamente por diversas interacciones moleculares

especificas.

El endotelio vascular normal participa en la funcion de mantener la fluidez de la sangre a
través de diversos mecanismos: produciendo inhibidores de la coagulacion, produciendo
inhibidores de la agregacion plaquetaria, modulando la fibrinolisis y regulando el tono y la

permeabilidad vascular.

Cuando el endotelio vascular se dafia y pierde sus propiedades anticoagulantes y
antiagregantes naturales, se promueven diversos procesos fisiologicos, entre ellos la
agregacion plaquetaria y la activacion del sistema de coagulacion, provocando la
formacion de trombos no deseados .

La participacion de las plaquetas en el sistema hemostatico involucra reacciones de
adhesion a la superficie subendotelial expuesta post-injuria, secrecion de componentes
intraplaquetarios y formacion de agregados. Ademads, la membrana plaquetaria participa en
la adsorcion y concentracion de factores de coagulacion, promoviendo y acelerando la
activacion del sistema de coagulacion. El resultado final de la activacion del sistema de
coagulacion es la formacion de la red de fibrina, que junto con las plaquetas y las otras
c€lulas plasmaticas circulantes forman el coigulo que refuerza la accion del tapon
plaquetario @,

El sistema de coagulacion involucra una serie de reacciones secuenciales en las cuales
proenzimas plasmaticas o zimogenos de serinoproteasas son transformados en enzimas
activas, y procofactores son transformados en cofactores. La naturaleza secuencial de estas
reacciones, amplifica el proceso global, denominado cascada de coagulacion, cuyo evento
final es la formacion de trombina, la enzima que convierte el fibrindgeno plasmatico

soluble en fibrina, un polimero insoluble que forma el coagulo.



Durante la formacion del tapoén hemostatico, se inician simultdneamente mecanismos
bioquimicos regulatorios destinados a limitar la extension del proceso de coagulacion y
reestablecer el flujo sanguineo normal. Este fendmeno involucra la accién de los
inhibidores fisiologicos de la coagulacion y la activacion localizada del sistema
fibrinolitico, también llamado sistema plasminégeno-plasmina. La funcion del sistema
fibrinolitico, es degradar el coagulo formado para restablecer el flujo sanguineo. Este
mecanismo esta altamente regulado para permitir la reparacion de la lesion vascular sin
comprometer la estabilidad del coagulo de manera temprana y para limitar la activacion de
plasmindgeno al area de la injuria. La regulacion del proceso de coagulacion y fibrinolisis
es dindmica, involucrando el equilibrio entre sustancias pro y anticoagulantes y pro y

antifibrinoliticas.

A continuacion se presenta una breve descripcion sobre el sistema de coagulacion, para
introducir algunos conceptos relacionados con el trabajo de esta tesis, y se desarrollan mas
profundamente conceptos relacionados con la formaciéon de fibrina y el sistema

fibrinolitico.

SISTEMA DE COAGULACION

Si bien tradicionalmente el sistema de coagulacion ha sido dividido en dos vias de
activacion (via extrinseca y via intrinseca, de gran utilidad para interpretar los ensayos de
laboratorio), esta division no ocurre in vivo y actualmente el sistema de coagulacion se
presenta como una cascada unificada ©.

Se considera que el factor tisular (FT), una proteina integral de membrana que se expresa
constitutivamente en células que no estan en contacto con el torrente sanguineo, es el
principal iniciador de la coagulacidon in vivo. Esta proteina es encargada de iniciar la
coagulacion ya sea a través de la exposicion post-injuria vascular de células ricas en FT
(fibroblastos) o por expresion en células activadas (célula endotelial o monocitos
estimulados por citoquinas, trombina o endotoxinas). El FT une factor VII circulante para
formar un complejo FT-VII, y debido a que aproximadamente el 1 % del factor VII
circulante esta activado (VIla), la formacion del complejo FT-VIIa enzimaticamente
activo, auto-cataliza la activacion de FT-VII.

El complejo FT-VIla, formado sobre la superficie celular de fibroblastos o monocitos y

células endoteliales activados, tiene dos sustratos principales: el factor IX y el factor X.
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Esquema de activacion del sistema de coagulacion.

Trombina (Ila), factor tisular (FT), pre-calicreina (PK), calicreina (K), quininégenos de alto peso molecular
(HMWK), iones calcio (Ca'"), célula endotelial (en rosa), membrana fosfolipidica (en verde).

Los factores IX y X son proteinas vitamina K dependientes, como el factor II o
protrombina, factor VII y las proteinas C, S y Z. Estas proteinas poseen residuos Y-
carboxilados (residuos GLA) en la porciéon amino Terminal (N-terminal), los cuales para
su correcta sintesis en el hepatocito requieren de un sistema acoplado al ciclo de 6xido-
reduccion de la vitamina K. Esta modificacion post-transcripcional de la proteina es
esencial para la interaccion con iones calcio; un i6n calcio con dos grupos carboxilo del
residuo GLA, actian como puente para que la proteina se una a las superficies
fosfolipidicas celulares.

Una vez formadas las serinoproteasas activas [Xa y Xa permanecen unidas a membranas
celulares a través de sus residuos GLA y catalizan nuevas reacciones de activacion. El
factor IXa activa al factor X y el factor Xa cataliza la conversion de protrombina a
trombina, aunque inicialmente ambas reacciones son muy lentas.

Sin embargo, estas pequefias cantidades de trombina inicialmente formada son capaces de

promover la activacion de los cofactores V y VIII, los que favorecen la accion del factor



Xa sobre la protrombina y del factor [Xa sobre el factor X respectivamente, promoviendo
la amplificacion de la generacion de trombina.

El factor VIII circula en plasma unido al factor von Willebrand (vW), que se une a las
plaquetas a través de la glicoproteina Ib-V-I1X acercando al factor VIII al sitio de la injuria.
El factor VIII, luego de disociarse del factor vW, es activado por Xa o trombina y forma un
complejo de activacion sobre las superficies fosfolipidicas de células activadas junto con el
factor IXa e iones calcio (Ca™) llamado tenasa (VIlla-IXa-fosfolipidos y Ca™). La
activacion de factor X a través del complejo tenasa es 50 veces mas eficiente que la que se
lleva a cabo por el FT-VIla, resultando el principal activador del factor X.

De modo analogo, el cofactor Va junto al factor Xa forman un complejo sobre las
superficies fosfolipidicas celulares junto con iones Ca"™, llamado protrombinasa,
responsable de la formacion de trombina con una eficiencia 300.000 veces mayor.

Por otro lado, la trombina generada por el complejo protrombinasa es capaz de activar al
factor XI que, en presencia de iones Ca'™, contribuye a la propagacion del proceso de
coagulacion por la formacion de grandes cantidades de trombina a través de la activacion
de factor IX.

En la generacion de factor XIa también intervienen las denominadas proteinas de fase de
contacto. Entre ellas se encuentran el factor XII y la precalicreina (PK) que son precursores
de serinoproteasas, y los quinindégenos de alto peso molecular (HMWK) que son cofactores
no enzimaticos. Si bien la participacion del sistema de contacto en la iniciacion de la
coagulacion es poco relevante, estas proteinas intervienen en la iniciacion de la respuesta
inflamatoria, la activaciéon de complemento, activacion de la fibrinolisis, activacion de

metaloproteasas y angiogénesis.

La regulacion de la cascada de coagulacion se produce principalmente por tres
mecanismos:

a) inhibicion del complejo FT-VIla y factor Xa por accion del inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI)

b) inactivacion de los cofactores Va y VIlla por accion del sistema de la PC

¢) inhibicion directa de trombina y otras serinoproteasas por accion de antitrombina II1
(AT III), cofator II de la heparina (CH II), C;-inhibidor, a;- antitripsina (0;-AT), O»-
macroglobulina (0,-MGQG) e inhibidor dependiente de proteina Z (ZPI).



El TFPI es una proteina sintetizada por la célula endotelial que inhibe al factor Xa en
forma directa y al complejo FT-VIla a través de la formacion de un complejo cuaternario

(TFPI-Xa-FT-VIIa), regulando la iniciacion de la coagulacion.

El mecanismo de inhibiciéon mediado por la PC (sistema de la proteina C), involucra la
accion de varios componentes: la PC, la proteina S (PS), el receptor de PC en célula
endotelial (EPCR), la trombomodulina (TM) y el factor V.

La activacion eficiente de PC requiere de la presencia en la superficie endotelial del
receptor EPCR, que aumenta la afinidad del complejo trombina-TM por la PC. La PC
activada proteoliticamente por accion de trombina (PCa) se libera de su receptor y en
presencia de la PS y factor V tiene la capacidad de inactivar por protedlisis parcial a los

cofactores Va 'y VIII, regulando la generacion de trombina.

La AT III es el principal inhibidor de la cascada de coagulacion. Es una anti serinoproteasa
(serpina) de amplio espectro con capacidad de inhibir trombina, y ademas factor Xa, Xla,
[Xa y calicreina, formando un complejo covalente inactivo (serinoproteasa/inhibidor), que

es depurado rapidamente de circulacion.

El CH II es una serpina con accion especifica sobre trombina, actualmente considerado el

principal inhibidor de trombina extravascular.

El C;-inhibidor inhibe principalmente las enzimas de la fase de contacto.

La a;-AT inhibe calicreina, factor XIa y trombina.

El ZPI inhibe los factores Xla y Xa (la inhibicion de factor Xa depende de la presencia de

proteina Z, fosfolipidos y calcio).

La a,-MG es un inhibidor de amplio espectro que forma complejos en los que la enzima
(principalmente trombina y calicreina) queda atrapada conservando parcialmente su

actividad, pudiendo actuar como un sistema de reposicion de actividad enzimatica.



i el F
Am*{; Xl —x, Xlla /

l L

4
X —* 5 Xlay,
LY

HMWK

Xllla

+
a

Fibrinogeno —— Fibrina soluble

R v = -

FIBRINA ESTABLE /.

Esquema de regulacion del sistema de coagulacion.

Se indican los principales inhibidores fisiologicos: antitrombina III (AT IIl), cofactor II de la heparina (CH
1l), CI inhibidor (Cl-inh), inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) y sistema de la proteina C

(trombomodulina (TM), proteina C (PC), proteina S (PS), proteina C activada (PCa), receptor de proteina C
en célula endotelial (EPCR)).

Trombina (Ila), factor tisular (FT), pre-calicreina (PK), calicreina (K), quininégenos de alto peso molecular
(HMWK), iones calcio (Ca""), célula endotelial (en rosa), membrana fosfolipidica (en verde).

La trombina ocupa un rol central en el proceso de formacion del tapén hemostatico. A
través de la activacion de los cofactores VIII y V y del factor XI, produce un aumento de la
generacion de los complejos tenasa y protrombinasa, amplificando su propia generacion
para dar lugar a la formacion de fibrina por acciéon sobre su principal sustrato, el
fibrin6geno. Por otro lado, si bien su generacion esta regulada por la accidon de inhibidores
fisiologicos, la trombina a través de su union a TM sobre la superficie endotelial, cambia
su especificidad de sustrato perdiendo su capacidad de clivar al fibrindgeno y activar a los
cofactores V y VIII, e inicia un mecanismo de retroalimentacion negativa activando a la
proteina C (PC). Ademas, la trombina es responsable de la activacion del factor XIII
favoreciendo la estabilizacion de la red de fibrina y del inhibidor de fibrinolisis activable

por trombina (TAFI), interviniendo en la regulacion de la fibrinolisis.



FORMACION DE FIBRINA

El fibrindgeno es una glicoproteina de sintesis hepatica formada por dos heterodimeros
idénticos unidos por puentes disulfuro, cada uno formado por tres tipos de cadenas
polipeptidicas Aa, BBy .

La molécula de fibrindgeno presenta por microscopia electronica una arquitectura

trinodular, un nddulo central y dos externos conectados por una delgada cadena lineal © 7.
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Esquema de la molécula de fibrinogeno

A: Diagrama de las seis cadenas polipeptidicas de la molécula de fibrinégeno (AQ, BBy V). Se sefialan las
regiones correspondientes a los dominios D y E.

B: Diagrama de la estructura cristalogrdfica de la molécula de fibrindgeno de pollo (Yang Z, Kollman JM,
Pandi L, et al. Cristal structure of native chicken fibrinogen at 2.7 A resolution. Biochemistry 2001; 40:
12515). Se destaca la ausencia del largo segmento carboxi-terminal de la cadena Ad que se dobla sobre si
mismo, caracteristico del fibrindgeno humano.(en azul, verde y rojo se sefialan las cadenas o, By )).

C: Esquema simplificado de la molécula de fibrindgeno donde se sefialan los dominios D y E.

El nédulo central, llamado dominio E, esta formado por los seis extremos N-terminal de las
cadenas Aa, B y Yy unidos por puentes disulfuro. Los nodulos externos, llamados
dominios D, estdn formados por los extremos carboxi-terminales (C-terminal) de las
cadenas B y Yy una porcion de la cadena Ad y, estan localizados en forma diagonalmente

opuesta respecto del eje longitudinal de la molécula. Los dominos D y E estan unidos a



través de los segmentos centrales de las tres cadenas polipeptidicas que forman una Q-
hélice conocida como region “coiled-coil”, limitada por dos anillos disulfuro.

La conversion de fibrindgeno soluble en una red de fibrina insoluble ocurre en tres etapas:
a) clivaje de los fibrinopéptidos A y B por accidon de trombina, dando lugar a la formacion
de monomeros de fibrina, b) polimerizacion de la fibrina y c) estabilizacion covalente de la
red de fibrina por accion de factor XIlla.

Inicialmente la trombina se une al dominio central del fibrin6geno y cliva enlaces
especificos de las cadenas Ao (Arg«Gly;;) y BB (Argi—Glys), liberando los
fibrinopéptidos A y B. Si bien la liberacion de fibrinopéptido B comienza lentamente y su
velocidad aumenta durante la etapa de polimerizacion, ambas reacciones ocurren
simultdneamente ® y dan lugar a la formacion de mondmeros de fibrina.

Durante la liberacion de fibrinopéptidos A y B se exponen sitios de unién en el dominio
central E, prominencias A y B (A y B knobs), que pueden formar asociaciones no
covalentes con sitios complementarios, concavidades a y b (a y b holes), presentes en los
dominios D (cadenas Yy 3 respectivamente) de dos mondmeros de fibrina adyacentes, para
formar un trimero. Sucesivas interacciones A-a y B-b entre nuevos monomeros dan lugar a
la formacion de un largo polimero de fibrina de dos cadenas, llamado protofibra,
estabilizado por nuevas interacciones no covalentes entre dos dominio D de mondmeros
laterales. Ademas, durante la reaccion de polimerizacion los dominios C-terminal de las
cadenas O se disocian y reasocian intermolecularmente, formando nuevas interacciones no
covalentes que promueven la agregacion lateral de protofibras y la formacion de una red de
fibrina tridimensional soluble ©.

La fase final de la formacion de fibrina involucra la generacion de uniones covalentes entre
los distintos mondmeros de fibrina, mediadas por el factor XIIIa . El factor XIII es un
tetramero formado por dos pares de cadenas unidas no covalentemente (A.B.), las cadenas
A contienen el sitio activo cisteina y las cadenas B cumplen funciones de transporte y
regulacion. El factor XIIla, activado por trombina, es una transglutaminasa dependiente de
calcio, que cataliza la formacion de enlaces amida entre residuos lisina y glutamina de dos
cadenas Y, dos cadenas O o cadenas Yy O de distintos monomeros de fibrina, en un proceso
que conduce a la formacioén de una red estable e insoluble, mecanicamente mas fuerte y

resistente a la lisis quimica o enzimatica.
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Formacion de fibrina.

A: Exposicion de sitios de union inter-monomeros (prominencias A y B y concavidades a y b) post
liberacion de fibrinopéptidos A y B y formacion de un trimero. No se dibujan los dominios a C para
facilitar la observacion de las uniones.

B: Formacion de protofibras (interacciones Aa y Bb e interacciones entre dominios D) y
polimerizacion de la red por enlaces no covalentes entre dominios a C de protofibras adyacentes.

C: Estabilizacion de la red de fibrina por accion del factor Xllla.

D: Microscopia electronica de una red de fibrina.

En la etapa inicial de la estabilizacion de la red, el entrecruzamiento ocurre principalmente
por enlaces entre cadenas Y, entre dos mondmeros alineados longitudinalmente o dos

monomeros de hileras diferentes alineados transversalmente " '?| mientras que la

interaccion entre cadenas O ocurre lentamente, da lugar a la formacién de grandes



oligdomeros y seria critica para la resistencia de la red a la lisis. Los enlaces entre cadenas O
y Y son minoritarios.

El factor Xllla también contribuye a la estabilizacion de la red entrecruzando
covalentemente O,-antiplasmina (0,-AP), el inhibidor del activador del plasmindgeno de
tipo 2 (PAI-2) y el inhibidor de fibrinolisis activable por trombina (TAFI), a las cadenas O

de la fibrina. Detalles relacionados con estas interacciones se describen ampliamente en la

seccion sistema fibrinolitico.

SISTEMA FIBRINOLITICO

Durante la activacion del sistema de coagulacion, se inician mecanismos bioquimicos para
limitar la extension del proceso de coagulacion y reestablecer el flujo normal de la sangre.
En gran medida esta ultima funcion estd mediada por la activacion localizada del sistema

fibrinolitico 19,
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Esquema del sistema fibrinolitico

Se indican los principales componentes del sistema fibrinolitico, las principales vias de activacion (lineas
llenas) e inhibicion (lineas punteadas).

t-PA: activador tisular del plasmindgeno, sct-PA: de simple cadena, tct-PA: de doble cadena.

u-PA: activador de plasminogeno de tipo urinario, scu-PA: de simple cadena o pro-uroquinasa (pro-UK),
tcu-PA: de doble cadena, HMW-UK: de alto peso molecular, LMW-UK: de bajo peso molecular.

PALI: inhibidor del activador del plasmindgeno. C1-Inh: Cl-inhibidor.



La plasmina (PIm) es la enzima activa responsable de la degradacion de fibrina vy,
consecuentemente, de la lisis del coagulo. Esta serinoproteasa se genera por activacion del
zimogeno plasmatico, plasmindgeno (Plg), por accion de los activadores de plasmindgeno.
Los dos principales activadores de plasmindgeno en circulacion son el activador de
plasmindgeno de tipo tisular o t-PA y el de tipo urinario o u-PA, pertenecientes a la familia
de las serinoproteasas. Ademas, el sistema fibrinolitico estd altamente regulado por
inhibidores que pertenecen a la familia de inhibidores de serinoproteasas (serpinas), los
inhibidores de los activadores de plasminogeno (PAIs), y el inhibidor directo de plasmina,
O,-antiplasmina (0,-AP). Si bien estos son los constituyentes principales involucrados en
la lisis del codgulo, el sistema fibrinolitico es complejo y participan en la funcion global
otros zimdgenos, proteasas, inhibidores, cofactores, moduladores y receptores que, a través
de un delicado equilibrio, permiten limitar la activacion de plasminogeno al sitio de la

injuria.

El Plasmindgeno es una glicoproteina de una sola cadena con un peso molecular
determinado por secuenciacion aminoacidica de 92 kDa, se sintetiza en higado, su
concentracion plasmatica es 200 pg/ml (2 pM) y su vida media 2,2 dias. Si bien los niveles
plasmaticos de Plg son estables y la regulacién del sistema fibrinolitico se produce
principalmente por regulacion de la expresion de los activadores de Plg y sus inhibidores,
se encuentran niveles elevados de Plg durante una reaccion de fase aguda.

La molécula de plasmindgeno presenta una region N-terminal de aproximadamente 80
aminoacidos, seguidos de cinco kringles (numerados 1 a 5 desde el extremo N-terminal),
una zona de activacion que contiene el enlace Argsq-Valss, que es clivado por los
activadores de Plg, originando Plm y en el extremo C-terminal el dominio serinoproteasa
que contiene el sitio activo formado por la triada catalitica Hisgos-ASpeas-Serar.

Los dominios kringles tienen aproximadamente 80 aminoacidos de longitud cada uno y se
forman debido a 3 enlaces disulfuro entre 6 residuos cisteina en posiciones conservadas
(por ejemplo Cys 1, 22, 51, 63, 75y 80 en kringle 5; Cys 1, 22, 50, 74, 80 en kringle 1, etc.
Ver en esquema de la molécula de Plg) "'®. Funcionalmente, otorgan al Plg la capacidad de
unirse a residuos lisina expuestos en la fibrina, 0,-AP, tetranectina, glicoproteina rica en
histidina (HRGP), coldgeno, quininégenos de alto y bajo peso molecular (HMWK y

LMWK), trombospondina y receptores en superficies celulares como anexina I y a-



enolasa. Estas interacciones modulan la activacion de Plg y permiten localizar la actividad

de Plm sobre el coagulo y la superficie celular.
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Esquema de la molécula de Plasmindgeno

K (1 a 5): kringles 1 a 5. Existe una union inter-kringles entre Cysy; del kringle 3 y Cys, en kringle 2 que
restringe la movilidad entre ambos dominios, no dibujada en estos esquemas.

X (Lys;~Lyszs): enlace clivado por Plm originando Lys-PIg.

X, (Argsai-Valsey): enlace clivado por los activadores de Plg para originar Plm.

Dominio serinoproteasa (Valss-Asnzy): contiene la triada catalitica Asp, His, Ser que se expone durante la
activacion de Plg a Pim.

¢ puntos de glicosilacion: N-glicosilacion en Asnssy (residuo de carbohidrato tipo manosa de 10 a 11
unidades de monosacaridos) y O-glicosilacion en Thrss (vesiduo de carbohidrato de 3 0 4 unidades
sacaridas). Naturalmente existen dos variantes de Glu-Plg: Plg 1 diglicosilado en posicion Asnzso y Thris y
Plg 2 monoglicosilado en la posicion Thr;ye.

Los dominios kringles presentan sitios de union a lisina (lysine binding sites, LBS) que
consisten en una depresion hidrofobica dentro del domino kringle formada por residuos
aromaticos, circunscripta por una zona de carga anidnica en un extremo y una zona
catiénica en el otro extremo, a una distancia de aproximadamente 7 A. Esta disposicién de

cargas genera un sitio de anclaje para compuestos anfotéricos tipo w-amino-acidos



carboxilicos, como lisina o el 4cido 6-aminocaproico (EACA), cuyas cargas opuestas se
encuentran a una distancia aproximada de 7 A. La interaccion entre el ligando y el sitio
LBS se debe ademas a interacciones de tipo van der Waals entre los carbonos metilo del
ligando y los residuos aromaticos de los aminoacidos del dominio LBS. Estos dominios
poseen diferente afinidad y especificidad por ligandos analogos a lisina. Por ejemplo, el
sitio de mayor afinidad para EACA se encuentra en el kringle 1, seguido por el kringle 4 y
5, mientras que el kringle 2 tiene baja afinidad y el kringle 3 no interacciona con EACA;
los kringles 5 y 1 serian los responsables de la interaccion con residuos lisina presentes en

la fibrina.
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Sitios de union a lisina (LBS, lysine binding sites)

A: Aminoacidos que forman el dominio LBS del kringle 4 del plasminogeno (en rojo, azul y gris,
aminoacidos basicos, acidos y aromaticos).

B: Interaccion entre el acido 6-aminocaproico (EACA, modelo de residuos lisina C-terminal) y el dominio
LBS presente en el kringle 4 del plasminogeno.

El plasminogeno nativo posee un acido glutdmico N-terminal y, por lo tanto, se lo
denomina Glu-Plg. En el Glu-Plg, el residuo Lyssoyo 62 €s flexible y puede unirse a los
sitios LBS presentes en los dominios kringles de la misma molécula 7. Esta interaccion
intramolecular condiciona la conformacion espacial del Glu-Plg a una forma cerrada,
conocida como prolate ellipsoid, en la que los 5 kringles y el dominio catalitico
interactiian, quedando restringido el acceso de los activadores del Plg al sitio de activacion.
En presencia de fibrina el Glu-Plg cambia su conformacion espacial y adquiere una
configuracion abierta y flexible conocida como Debye coil, que resulta mas facilmente

activable a Plm ¥,
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Conformacion espacial de la molécula de plasminégeno nativo

La plasmina, obtenida por activacion del Plg, es una serinoproteasa de dos cadenas unidas
por puentes disulfuro. La cadena pesada de la Plm contiene los 5 kringles y la cadena

liviana contiene el sitio activo en el extremo C-terminal.
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Esquema de activacion de plasminégeno a plasmina

Esquema de la molécula de plasminogeno y productos del proceso de activacion por u-PA y t-PA. Se indican
los sitios de clivaje proteolitico por t-PA, u-PA y plasmina (Plm).



El Glu-Plg presenta en la porcion N-terminal sitios sensibles a Plm (Arges-Metgo, Lyss-
Lyss;s y Lyss-Valg) que dan lugar a una forma de Plg parcialmente degradada llamada
Lys-Plg, que presenta mayor afinidad por la fibrina y es mas facilmente activada a Lys-
Plm debido a que carece del péptido N-terminal responsable de la interaccion
intramolecular con los sitios LBS de los dominios kringles. Si bien esta reaccion ha sido
demostrada in vitro, en condiciones fisioldgicas parece no ocurrir, probablemente debido a
que la Plm libre es rapidamente inactivada por 0»-AP. Estudios con anticuerpos
monoclonales especificos para Lys-Plg no han podido detectar Lys-Plg libre ni Lys-Plm
unida a 0,-AP en plasma humano normal, ni en pacientes que han recibido terapia

trombolitica 1.

La plasmina cataliza la hidrdlisis de enlaces de la fibrina C-terminal a residuos arginina y
lisina conduciendo a la lisis del coagulo (fibrinolisis, solubilizacion de la red de fibrina).
Esta serinoproteasa también tiene accion sobre fibrindogeno, factor VIII y V, aunque
fisiolégicamente estas reacciones no ocurren ya que los activadores del Plg practicamente

no activan al Plg en medio plasmatico y las pequenias cantidades de Plm generadas son

inhibidas por la 0,-AP en pocos segundos.

La accion de Plm sobre el fibrindgeno (fibrinogenolisis) genera un conjunto de fragmentos
tipicos denominados conjuntamente productos de degradacion de fibrindgeno (pdf). Sélo
50 6 60 de los 362 potenciales enlaces lisina-arginina del Fbg son clivados, 10 % de ellos
rapidamente y el resto mas lentamente. Inicialmente, la Plm libera el extremo C-terminal
de la cadena Ad y una porcion del extremo N-terminal de la cadena Bf3 (fragmento Bf31-
42), originando el fragmento X. Luego la PIm hidroliza las tres cadenas polipeptidicas a lo
largo de una region coil-coiled, dividiendo el fragmento X asimétricamente en fragmento
Y (retiene el dominio D conectado al dominio central E) y fragmento D. Posteriormente, el
clivaje de la region coil-coiled del fragmento Y origina un segundo fragmento D y el
fragmento E, que contiene las porciones N-terminales de las 6 cadenas polipeptidicas del
Fbg. Mientras que el fragmento X es lentamente coagulable por trombina, los fragmentos
Y, D y E tienen efectos anti-polimerizantes debido a que interrumpen las interacciones

entre mondmeros de fibrina para formar protofibras.
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Accion de plasmina sobre fibrindgeno (fibrinogenolisis)

Mientras que la degradacion mediada por Plm de la fibrina no entrecruzada es idéntica a la
degradacion de Fbg (excepto por la formacion del fragmento N-terminal [315-42), la
degradacion de fibrina entrecruzada es mas lenta y, debido a la presencia del enlace y-y
producto del entrecruzamiento por factor XlIlla, se originan fragmentos diferentes que en
su conjunto se denominan productos de degradacion de fibrina (PDF). El producto final de
la degradacion de fibrina entrecruzada es el dimero D (dos nodulo D entrecruzados por
factor XIIIa) y el fragmento E libre o unido no covalentemente al dimero D, mientras que
los productos intermedios son combinaciones de fragmentos X, Y y D de alto peso

molecular.

l Plasmina l Plasmina l Plasmina

_ @*-4_
(D= (DD poelErow

bD/E ¥YD/DY Y'Y/ DXD

Accion de plasmina sobre fibrina (fibrinolisis)



In vivo, la fibrina parcialmente degradada induce una mayor activacion del sistema
fibrinolitico, debido a que se generan nuevos residuos lisina C-terminal que favorecen la
interaccion fibrina/Glu-Plg y el consiguiente cambio conformacional que favorece la
activacion mediada por los activadores de Plg. Ademas, la accion de la PIm sobre la fibrina
y la activacion del Plg mediada por los activadores fisiologicos dependen de la estructura

del gel @2,

ACTIVADORES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

La activacion de Plg a Plm ocurre por la accion de diversos activadores que clivan el
enlace Argsq-Valse, del Plg. Existen dos activadores fisioloégicos de plasminogeno
principales, el activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y el activador tipo urinario (u-
PA), cuyos nombres se deben a las fuentes originales de purificacion. Ademas, existe una
via de activacion en la que participan los factores de la fase de contacto y también existen

activadores de plasmindgeno exdgenos, utilizados en terapia trombolitica.

El activador tisular del plasminégeno (t-PA) es una serinoproteasa, también conocida
como activador vascular o extrinseco de Plg. El t-PA es producido y secretado
principalmente por célula endotelial y seria el principal activador fisiolégico en la
remocion de la fibrina del arbol vascular. Sin embargo, monocitos, megacariocitos, células
de musculo liso, fibroblastos y células neuronales también producen t-PA.

El t-PA es liberado de la célula endotelial en forma continua (via constitutiva) o es
almacenado en vesiculas intracelulares y liberado en respuesta a estimulos extracelulares
(bradiquinina, histamina, acetilcolina, endotelina, agentes [-adrenérgicos, etc.). En
condiciones fisioldgicas normales, circula en plasma a una concentracion aproximada de 5
pg/ml (70 pM) y tiene una vida media de 3 minutos. La actividad de t-PA es baja a la
noche y en las primeras horas de la mafana y luego aumenta hasta 3 veces durante el
dia®. La mayor parte del t-PA circula unido a PAI-1, siendo la actividad de t-PA libre en
plasma raramente mayor a 0,5 U/ml (1 pg/L).

El t-PA es secretado como una proteina de una sola cadena polipeptidica (sct-PA: single
chain tisular plasminogen activator) de 572 residuos aminoacidicos, de peso molecular 72
kDa que facilmente puede convertirse en una molécula de dos cadenas (tct-PA: two chain

tisular plasminogen activator) unidas por puentes disulfuro, por accion de Plm o calicreina



que hidrolizan el enlace Argyss-Ileyss del sct-PA. El sct-PA no es un zimdgeno, sino una
serinoproteasa activa que presenta actividad enzimatica similar a tct-PA en presencia de
fibrina. La molécula de t-PA presenta una region N-terminal de aproximadamente 40
aminodcidos, seguidos de un dominio finger, un dominio similar al factor de crecimiento
epidérmico (EGF, epidermal growth factor), dos dominios kringles y en el extremo C-
terminal presenta el dominio serinoproteasa que contiene el sitio activo formado por la
triada catalitica Hissn-Aspsni-Sersss. El sitio de clivaje Argass-Ilesrss se encuentra luego del

kringle 2.
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Esquema de la molécula de t-PA

F: dominio finger. EGF: dominio epidermal growth factor. K (1 y 2): kringles 1y 2.
X (Argyss-lleyse): enlace clivado por Plm o calicreina originando tct-PA.
Dominio serinoproteasa: contiene la triada catalitica Asp, His, Ser.

Funcionalmente, el dominio finger estd relacionado con la uniéon de t-PA a fibrina
independiente de LBS, el dominio EGF esta relacionado con la depuracion de t-PA via
reconocimiento de receptores tipo manosa y, si bien no se han descripto funciones
biologicas asociadas al kringle 1, el dominio kringle 2 otorga afinidad por fibrina, lisina,
w-amino-acidos carboxilicos y receptores celulares como anexina Il. El kringle 2 del t-PA

tiene similitud estructural con el dominio kringle 4 del Plg, sin embargo, su afinidad por



EACA (modelo de interaccion con residuos lisina C-terminal) y por N-acetil lisina-metil
¢ster (modelo de interaccion con residuos lisina intra-catenarios) es similar, lo que
indicaria que el t-PA a diferencia del Plg, no prefiere residuos lisina C-terminal para unirse

a fibrina.

El t-PA es una serinoproteasa altamente especifica cuyo unico sustrato es el Plg. En
ausencia de fibrina el t-PA es un activador ineficiente, mientras que en presencia de fibrina
la reaccion de activacion por ambas formas de t-PA se encuentra potenciada. Si bien la
afinidad de sct-PA y tct-PA por fibrina es similar, seria mayor para sct-PA.

Por otro lado, la afinidad de t-PA por fibrina aumenta aproximadamente 20 veces en
presencia de plasmindégeno indicando que el mecanismo de activacion implicaria la
formacioén de un complejo ternario t-PA/Plg/fibrina o que el t-PA se uniria al Plg, que
debido a su unidn a fibrina a adquirido la conformacién abierta. En una segunda etapa, a
medida que la fibrina es degradada se forman nuevos sitios de union de t-PA y Plg,
exposicion de nuevos enlaces lisina C-terminal, lo que constituye un feedback positivo
para el sistema fibrinolitico. Ademas, la fibrina tiene un efecto protector sobre la
inactivacion de Plm (vida media 80 seg) por 0,-AP mientras que, a medida que transcurre
la degradacion del trombo, la PIm libre es inhibida rapidamente (vida media 0,15 seg). Por
lo tanto, la fibrina no s6lo actiia como sustrato de la PIm sino que cumple un rol muy

importante en la iniciacion de la fibrinolisis.

Mecanismo de activacion de plasminogeno por t-PA en presencia de fibrin(ogeno)
Se han identificado en la molécula de fibrindgeno, dos pares de sitios de unién a t-PA y
Plg, en el dominio a C-terminal y en el dominio D, que se exponen debido a cambios

conformacionales producidos durante la conversion de fibrindgeno en fibrina 2.

En el dominio a C-terminal, los residuos Aa 392-610 serian los responsables de la union
de t-PA y Plg, a través de una interacciéon dependiente de LBS que involucraria a los
dominios kringles. El t-PA y el Plg no compiten por la union al dominio aC, indicando que
se unirian a diferentes sitios atin no claramente establecidos. Este dominio, criptico en la
molécula de Fbg, se expondria solamente luego de la liberacion de los fibrinopéptidos A 'y
B, cuando los dominios aC se disocian entre si y del dominio E. Por otro lado, se ha

demostrado que la degradacion de este dominio por Plm anula su capacidad de unir t-PA y



Plg, quedando abolido su efecto potenciador cuando el dominio aC es liberado a

circulacion.
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Localizacion de sitios de union a plasmindgeno y t-PA en fibrina-fibrinogeno

Se indica la localizacion de los sitios de union a plasminogeno (Plg) y t-PA en la molécula de fibrina-
fibrindgeno. Las cadenas a, By yse indican con color naranja, azul y verde respectivamente.

En el dominio D, los residuos involucrados en la uniéon de t-PA y Plg serian Aa 148-160 y
y 312-324. Los residuos Ada 148-160 serian responsables de la union a Plg y t-PA con
similar afinidad, a través de una interaccion dependiente de LBS que involucraria a los
dominios kringles. Aunque, teniendo en cuenta las concentraciones fisiologicas de Plg y t-
PA, este sitio estaria saturado por Plg. Por otro lado, los residuos y 312-324 unirian
solamente t-PA, a través de una interaccion independiente de LBS, que probablemente
involucraria al dominio finger. Ambos residuos en el dominio D, se encuentran escondidos
de la molécula de fibrindgeno intacto, pero serian expuestos por el cambio conformacional
producido luego de la liberacion de fibrinopéptidos A y B, durante la formacion de
asociaciones no covalentes entre sitios complementarios Aa (A knobs, presentes en el
dominio E y a holes, presentes en el dominio D) de mondémeros adyacentes. Estos residuos
Ada 148-160 y y 312-324 se encuentran espacialmente cercanos y favorecerian el encuentro

entre las moléculas de t-PA y Plg sobre la superficie de la fibrina.



Exposicion de sitios cripticos en el dominio D del fibrindgeno

A: Esquema de un trimero de fibrina. No se dibujan los dominios aC para facilitar la
observacion del grdfico.

B: Version ampliada de la interaccion entre dominio E y D de monomeros adyacentes.

C: Exposicion de los residuos de union a plasminogeno (Ad 148-160) y a t-PA (y 312-324).

El activador del plasminogeno de tipo urinario (u-PA) es una glicoproteina de 54 kDa,
sintetizada principalmente por células endoteliales y renales, aunque también por células
epiteliales, monocitos y macrofagos. Se encuentra en plasma en un concentracion de 2 a 4
ng/ml, tiene una vida media de 7 minutos y, a diferencia de t-PA, no circula unido a PAI-1
ni presenta fluctuaciones circadianas de los niveles plasmaticos.

El u-PA es secretado como una proteina de una sola cadena (single chain urinary
plasminogen activator, scu-PA), también denominada pro-uroquinasa (pro-UK). La
molécula de scu-PA presenta en la region N-terminal un dominio similar al factor de
crecimiento epidérmico (EGF, epidermal growth factor, que interactia con receptores
celulares), seguido de un dominio kringle (que estabilizaria la interaccién con receptores

celulares y no tiene afinidad por fibrina) y, en el extremo C-terminal, presenta el dominio



serinoproteasa que contiene el sitio activo formado por la triada catalitica Hiszps-ASpass-
Sersse.

La activacion de pro-UK (o scu-PA) se produce por clivaje del enlace Lysss-Ileso,
mediado por Plm, factor XlIla o calicreina, originando una proteina de dos cadenas (two
chain urinary plasminogen activator, tcu-PA) también denominada uroquinasa (UK). El
tcu-PA presenta dos formas activas: HMW-UK (por high molecular weight-UK) que
mantiene la longitud completa o LMW-UK (por low molecular weight-UK) que ha perdido
el dominio EGF vy kringle por accion de Plm en el enlace Lysiss-Lysiss, y no tiene afinidad

por receptores celulares.

Esquema de la molécula de u-PA

EGF: dominio epidermal growth factor. K 1: kringles 1.

X (Lysiss-Ile;ss): enlace clivado por Plm, factor Xlla o calicreina originando tcu-PA.

X (Lys3s-Lysize): enlace clivado por Plm originando LMW-UK (low molecular weight-uroquinasa).
Dominio serinoproteasa: contiene la triada catalitica Asp, His, Ser que se expone durante la activacion de
scu-PA a tcu-PA.

El u-PA, a diferencia del t-PA, tiene la capacidad de activar al Plg por clivaje del enlace
Argsei-Vals, en ausencia de fibrina. Mientras que el t-PA seria el principal activador
vascular de la fibrinolisis, el u-PA cumpliria funciones relacionadas con la proteolisis

pericelular; aunque también ha sido propuesto como un sistema amplificador del t-PA, ya



que se ha observado que existe un efecto sinérgico cuando se utiliza t-PA seguido de u-PA
en modelos experimentales.

Actualmente se considera que el scu-PA plasmatico no seria un verdadero zimédgeno, sino
que tendria aproximadamente 0,4 % de la actividad del tcu-PA y que, a pesar de no unirse
a fibrina, tendria minima accion sistémica. El scu-PA y el t-PA inducirian la activacion del
sistema fibrinolitico por mecanismos complementarios. El t-PA activaria el Glu-Plg unido
a fibrina y, a medida que se genera Plm, la degradacion parcial de fibrina generaria nuevos
sitios lisina C-terminal que aumentarian la uniéon de Glu-Plg a fibrina. El scu-PA se uniria
con alta afinidad al Glu-Plg “* y activaria selectivamente Glu-Plg unido a fibrina
parcialmente degradada. Posteriormente, la generacion de pequeias cantidades de Plm
convertirian scu-PA en tcu-PA y se amplificaria la activacion de Plg y scu-PA. Por lo
tanto, la activacion de scu-PA ocurriria solamente sobre fibrina parcialmente degradada
por accion de t-PA.

Por otro lado, durante la activacioén de la coagulacion se produce activacion del sistema de
contacto (precalicreina, HMWK vy factor XII) generandose calicreina ®¥, que es un
eficiente activador de scu-PA. De modo que, donde ocurra activacion del sistema de
contacto puede activarse scu-PA, incluso en ausencia de Plg.

Existe un receptor comun en distintas c€lulas (u-PAR; receptor de u-PA), a través del cual
el u-PA se une principalmente a plaquetas, monocitos y células endoteliales. Este receptor
tiene alta afinidad por scu-PA y tcu-PA y promueve la activacion de Plg mediada por u-PA
sobre superficies celulares (mecanismo de colocalizacién), ademas el u-PA unido al
receptor es inhibido por PAI-1 con menor eficiencia .

Por lo tanto, lejos de no tener importancia en el proceso de degradacion de fibrina, el u-PA
ejerceria principalmente su funciéon en procesos de degradacion de matriz extracelular y
migracion celular y también participaria en procesos de reparacion tisular, inflamacion,

invasion tumoral y metastasis %27

Los activadores exdgenos *® de Plg se utilizan en terapia trombolitica (induccion
farmacologica de la disolucion de un coagulo por infusion intravenosa de un activador del
Plg). Actualmente se encuentran disponibles: estreptoquinasa (SK), t-PA recombinante (rt-
PA o alteplase), derivados de r1t-PA como reteplase, lanoteplase, monteplase y

tenecteplase, complejo Plg-SK anisolado (APSAC o anistreplase), tcu-PA o uroquinasa,



scu-PA recombinante (rscu-PA, rpro-UK o saruplase) y estafiloquinasa recombinante y
sus derivados.

Estos activadores exogenos pueden clasificarse en dos grupos: aquellos que presentan
especificidad por fibrina y no producen activacion sistémica de Plg (rt-PA y derivados,
estafiloquinasa y derivados y, en cierta medida, scu-PA) y los que activan el sistema
Plg/PIm en forma sistémica y por lo tanto no soélo degradan la fibrina sino que también
producen protedlisis de otras proteinas plasmaticas como factor VIII y V, fibrinégeno,
factor von Willebrand y componentes del sistema complemento (estreptoquinasa, tcu-PA y

APSACQ).

La estreptoquinasa (SK) es una proteina hemolitica aislada de colonias de estreptococos 3
hemolitico, altamente antigénica y que post-inyeccion intravenosa presenta una vida media
de 15 a 30 minutos en circulacion.

La SK no es una enzima y para expresar su funcion hemolitica forma un complejo
estequiométrico 1:1 con el Plg (SK.Plg) que luego sufre un cambio de conformacion,
dependiente del tiempo y la temperatura, exponiendo el sitio activo de la molécula de Plg
(Plg*) sin clivaje proteolitico. En un segundo paso, el Plg modificado (Plg*) es convertido
auto-cataliticamente en Plm y, posteriormente, la Plm degrada proteoliticamente la
molécula de estreptoquinasa (SK’). Finalmente los complejos SK’.Plm y posiblemente
SK.Plg* actian como potentes activadores de Plg libre.

SK + Plg > SK.Plg
SK.Plg > SK.Plg¥ > SKPlm - SK'.Plm
SK’.PIm (SK.Plg*) + Plg = Plm

La molécula de SK se uniria al dominio kringle 5 del Plg a través de una lisina presente en
un residuo tipo hairpin loop expuesto en su dominio B . Esta interaccion desplaza la
interaccion intramolecular entre el extremo N-terminal del Plg y el dominio Aringle 5,
permitiendo que el Plg adquiera la conformacion abierta y, posteriormente, que los tres
dominios de la SK interaccione con la unidad catalitica del Plg estabilizando el complejo

Plg.SK ¢



dominio

Mecanismo de activacion de plasminogeno por estreptoquinasa

A, B, Cy D: etapas de la activacion de plasminogeno por estreptoquinasa
Plg: plasminogeno, se indican los dominios kringles 1 a 5 (K 1 a 5), la porcion N-terminal y el dominio
catalitico.

SK: estreptoquinasa, se indican los dominios a, By y.

Si bien la SK no se une a la fibrina, los complejo SK-Plg* y SK.PIm tienen cierta afinidad
por fibrina ya que conservan la funcionalidad del sitio LBS del kringle 1 del Plg. Ademas,
a través de LBS de la molécula de Plg, los complejos SK.Plg y SK.Plm se unen a
hepatocitos y células endoteliales. Por otro lado, si bien el complejo Plg(PIm).SK
reacciona con 0,-AP y O,-macroglobulina, la PIm en el complejo SK.Plm pierde su alta

afinidad por la a,-AP, lo que explicaria la actividad sistémica de la SK.

La uroquinasa (UK) de uso terapéutico es aislada de orina humana (tcu-PA, HMW-UK) o
de células de rifion fetal humano (tcu-PA, LMW-UK) ©". Ambos tipos de UK presentan
propiedades farmacocinéticas similares. Si bien la UK no se une a la fibrina y cuando se
administra produce un estado proteolitico general, su principal ventaja, a pesar de su alto
costo, es que tiene menor antigenicidad y un tiempo de vida medio mas corto que la SK.
Por otro lado, existe una forma recombinante de scu-PA (saruplase), expresada en

Escherichia coli, que presenta la ventaja de tener especificidad por fibrina.



El activador tisular del Plg (t-PA) de uso terapéutico es expresado en células de melanoma
de Bowes (t-PA natural) o se obtiene por expresion en células de ovario de hamster
(alteplase o rt-PA) ©®?. Diversos estudios han demostrado que el rt-PA presenta una cinética

de activacion del Plg similar al t-PA humano y tiene alta especificidad por la fibrina.

Existen ademas, nuevos agentes tromboliticos mutantes y variantes derivadas de t-PA y u-
PA, cuyo desarrollo ha permitido reducir la depuracion, disminuir la reactividad frente a
inhibidores plasmaticos y mantener o aumentar la capacidad como activadores de Plg y su
afinidad por la fibrina. Actualmente el valor terapéutico de estos nuevos agentes
tromboliticos, eficacia y seguridad en el tratamiento de pacientes con eventos

tromboembolicos, esta siendo evaluado en estudios a gran escala.

INHIBIDORES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

La expresion de la actividad fibrinolitica es regulada por inhibidores fisioldgicos que
actian a nivel de la activacion de Plg (PAI-1, PAI-2 y Cl-inhibidor) o directamente sobre
la Plm (0,-antiplasmina y d,-macroglobulina). Ademas, existe un inhibidor de fibrinolisis
activable por trombina (TAFI) que participa en el balance entre la formacion de fibrina y

su degradacion.

Los inhibidores de los activadores del plasmindgeno han sido denominados genéricamente
PAI (plasminogen activators inhibitors). Se han descripto cinco proteinas diferentes con
actividad inhibitoria: PAI-1, PAI-2, PAI-3 o inhibidor de la proteina C activada, proteasa
nexina [ y neuroserpina. Fisioldogicamente, el PAI-1 seria el principal inhibidor de los
activadores de Plg en circulacion y en la mayoria de los tejidos, excepto en sistema

nervioso central donde el principal regulador de la actividad de t-PA seria la neuroserpina.

El Inhibidor del Activador del Plasmindégeno tipo-1 (PAI-1) es el principal inhibidor
fisiolégico de sct-PA, tct-PA y tcu-PA. Ademés es un inhibidor eficiente de Plm y
participa en la regulacion del proceso de adhesion celular durante la reparacion tisular a

través de su union a la proteina adhesiva vitronectina (VTN) @,



Es una glicoproteina de 52 kDa de una sola cadena que pertenece a la familia de las
serpinas. El PAI-1 es producido por células endoteliales, hepatocitos, adipocitos y también
es liberado de los granulos o de las plaquetas durante la activacion plaquetaria, aunque esta
forma es menos activa que la forma plasmatica.

El PAI-1 presenta diferentes conformaciones: activa, latente y sustrato. Es secretado a
circulacion como una serpina activa con capacidad inhibitoria, pero rapidamente pasa a la
forma latente perdiendo su actividad por insercion espontanea del centro reactivo serpina.
La conformacion sustrato es una forma degradada espontaneamente que, si bien
interacciona con los activadores de Plg, no forma complejos de inhibicion.

En circulacion el PAI-1 es inestable y la unidén no covalente con VTN estabiliza la forma
activa y aumenta su vida media (menos de 10 minutos). Los niveles antigénicos de PAI-1
son variables (1 a 40 ng/ml) y flucttian durante el dia en forma opuesta al t-PA. Los niveles
antigénicos y la actividad de PAI-1 son altos por la mafiana y luego descienden durante el
dia @V,

La molécula de PAI-1 presenta el sitio serpina reactivo (enlace Pi-P,” Argus-Metss;
sensible a los activadores del Plg), un sitio de uniéon a VTN (aminoécidos 55, 109, 110, 116
y 123) @9, varios sitio no serpina de interaccion con t-PA ©° y una zona de unién a
heparina (Lyses, Lyse, Argzs, Lysgo y Lysgs) ¢®. La formacion del complejo de inhibicion
comienza cuando los activadores del plasminogeno clivan el enlace sensible (P;-P,”) y se
forma un enlace covalente entre el residuo P; y el aminoacido serina del sitio catalitico del
activador del Plg. Este complejo inicial, luego sufre un cambio conformacional que
produce la distorsion del sitio catalitico de los activadores del plasmindgeno y la pérdida
de actividad. Al mismo tiempo el PAI-1 pierde su afinidad por VIN y expone sitios
cripticos de interaccion con receptores del tipo LDL (por low density lipoprotein) lo que
acelera el mecanismo de depuracion.

La VTN ©? no solo estabiliza la forma activa de PAI-1, sino que aumenta 300 veces la
eficiencia inhibitoria sobre trombina. En forma simultanea, el PAI-1 transforma a la VTN
nativa soluble en una forma activada con capacidad adhesiva. La unién con heparina, si
bien no inhibe la interaccion con los activadores del Plg, aumenta la interaccion de PAI-1

con trombina ©®,

El Inhibidor del Activador del Plasmindgeno de tipo 2 (PAI-2) fue identificado

inicialmente como un inhibidor de u-PA en placenta. En condiciones fisioldgicas los



niveles plasmaticos de PAI-2 no son detectables pero aumentan significativamente en el
tercer trimestre del embarazo, alcanzando valores de hasta 250 ng/ml ¢,

El PAI-2 es una proteina de una sola cadena, que se presenta en dos formas: una
intracelular no glicosilada de 47 kDa y otra plasmatica glicosilada de 60 kDa. Es un
inhibidor perteneciente a la familia de las serpinas que inhibe rdpidamente al tcu-PA,
reacciona mas lentamente con tct-PA y practicamente no inhibe sct-PA “9.

En circulacion, los monocitos son una importante fuente de PAI-2, lo que representaria un
reservorio de actividad anti-fibrinolitica y, debido a la migracion dentro del trombo, podria
aumentar la estabilidad del coagulo. Ademas, el PAI-2 puede ser entrecruzado por factor

XIlIla a la fibrina (PAI—2 Gln83y86 Y cadena O de la fibrina Lys 148,230 y/o 413).

El Inhibidor del Activador del Plasminégeno tipo 3 (PAI-3) o inhibidor de la proteina C
activada “" es un inhibidor tipo serpina no especifico de sintesis hepatica, que inhibe una
gran variedad de proteasas: proteina C, trombina, factor XIa y Xlla, calicreina y muy
lentamente t-PA y u-PA. Aunque su concentracion plasmatica (aproximadamente 100 nM)
es alrededor de tres veces la concentracion de PAI-1 y PAI-2, es un inhibidor ineficaz de
los activadores del plasmindgeno y actuaria en situaciones donde la activacion de la

fibrinolisis sobrepasa al efecto del PAI-1.

La proteasa nexina I “?, es un inhibidor no especifico de trombina, u-PA, t-PA (muy
lentamente) y Plm. Es secretada por fibroblastos y forma complejos covalentes con la
enzima activa que son internalizados y degradados por accion de las enzimas lizosomales.
La proteasa nexina [ actuaria como inhibidor del sistema fibrinolitico cuando las

concentraciones de Plm o u-PA exceden la capacidad inhibitoria de la a,-AP o PAI-1.

El ClI-Inhibidor es una glicoproteina de 105 kDa que pertenece a la familia de las
serpinas. Tiene capacidad de inhibir sub-componentes activados del complemento (Clr y
Cls), factor Xlla, factor Xla, calicreina y PIm. Su concentracion plasmatica es 1,7 uM y
fisiologicamente es el inhibidor de fibrinolisis dependiente de la fase de contacto,

responsable de la regulacion de la conversion de scu-PA a u-PA activo.

La a>-Antiplasmina (0-AP) es el principal inhibidor fisiolégico de Plm. Es una

glicoproteina de una sola cadena con un peso molecular de 70 kDa perteneciente a la



familia de las serpinas. La 0,-AP se sintetiza en higado, su concentracion plasmatica es 70
mg/L (1 pM) y tiene una vida media promedios de 3 dias.

La a,-AP presenta un centro reactivo en el que el enlace Argsss-Metsss (P1-Py’) es
reconocido por el sitio catalitico de la Plm. Cuando la Plm cliva este enlace sensible se
genera una union covalente entre el residuo P, y el aminoacido serina del sitio catalitico de
la Plm, formédndose un complejo inactivo que es radpidamente depurado de circulacion
(vida media 0,5 dias).

La 0,-AP se une a la PIm a través del dominio LBS presente en el kringle 1 y por lo tanto
tiene capacidad de unirse al Plg e interferir en la interaccion Plg-fibrina, afectando la
activacion de Plg por t-PA. Si bien el residuo lisina del extremo C-terminal de la a,-AP
responsable de la interaccion con Plm o Plg no ha sido establecido exactamente, estaria
involucrado el aminodcido intra-catenario Lyss;s y probablemente el aminoacido C-
terminal Lysys, %Y.

Por otro lado, la a,-AP tiene capacidad de estabilizar la fibrina ya que es entrecruzada por
el factor XIIla a la cadena Ad del fibrindgeno o fibrina (0,-AP w2 Y AQ 1ys303) “°, por lo
tanto la Plm comenzaria a lisar el codgulo cuando se genera una cantidad de Plm tal que

supere la concentracion del inhibidor presente en el trombo.

t-PA, u-PA

\_u—
0 ,-Antiplasmina Seranet"Arg-ge, _>
H —Asn-G:n-Glu
C——Lys Val—-OH
cadena a de
) la Fibrina
H-Gly

Interaccion Plasmina, a>-Antiplasmina y Fibrina



La a>Macroglobulina (0,-MG) es un inhibidor de proteasas de amplio espectro que
inhibe PIm y también forma complejos con u-PA y t-PA “9. Es una glicoproteina de 725
kDa constituida por cuatro cadenas polipeptidicas idénticas, unidas por 2 pares de puentes
disulfuro. Se sintetiza en hepatocitos, fibroblastos y macréfagos, su concentracion
plasmatica es 2,5 g/L (3 uM) y tiene una vida media promedios de 5 dias.

Cada subunidad de 0,-MG presenta una region sefiuelo (Arges;-Val-Gly-Phe-Tyr-Glugss)
con especificidad para varias serinoproteasas. Luego de la accidon proteolitica de la
proteinasa sobre la region sefiuelo, el inhibidor sufre un cambio conformacional que atrapa
la serinoproteasa. Si bien la reaccion de inhibicion requiere la accion de la serinoproteasa,
el sitio activo de la proteinasa no esta involucrado en la formacion del complejo, y por lo
tanto, aunque pierde su capacidad proteolitica frente a macromoléculas conserva su
actividad frente a pequefios sustratos.

Fisiologicamente, la 0,-MG actuaria como un reservorio anti-fibrinolitico que seria
utilizado en situaciones donde la activacion excesiva de la fibrinolisis hubiera agotado la

capacidad inhibitoria de la a,-AP.

El Inhibidor de Fibrinolisis Activable por Trombina (TAFI) es una glicoproteina de 60
kDa de sintesis hepatica, que circula en plasma como zimdgeno en una concentracion
aproximada de 5,0 ug/ml (75 nM).

Es activado por proteolisis del enlace Args-Alag;, para dar lugar a una enzima tipo
carboxipeptidasa B dependiente de zinc. Si bien es sensible a protedlisis por trombina, PIm
y tripsina, la reaccion catalizada por estas enzimas es ineficiente y, se considera que el
activador fisiologico seria el complejo trombina-trombomodulina ya que en presencia de
TM la reaccion aumenta 1.250 veces. Por otro lado, en presencia de heparina la activacion
de TAFI mediada por Plm esta potenciada “7.

El complejo trombina-TM también es responsable de la activacion del sistema de la
proteina C. Debido a que los niveles plasmaticos de TAFI y PC son relativamente bajos
respecto de sus respectivas constantes de disociacion con el complejo trombina-TM, ambas
reacciones de activacidon ocurririan simultdneamente con poca o minima interferencia. En
particular, los sitios de reconocimiento para PC y TAFI en TM y trombina son similares

pero no idénticos. Por lo tanto, el complejo trombina-TM actuaria como un eje de balance

entre el sistema de coagulacion y fibrinolitico.



Si bien no se ha descripto un inhibidor de TAFIa, este inhibidor es inestable y pierde
actividad espontdneamente por lo tanto su capacidad de suprimir fibrinolisis es transciende
y altamente dependiente de la temperatura. La vida media de TAFIa a temperatura corporal
es de 10 minutos, mientras que a temperatura ambiente es de aproximadamente 2 horas y

en hielo es indefinidamente estable “®.

Mecanismo de accion de TAFI:

El TAFIla cataliza la remocién de residuos basicos (arginina y lisina) C-terminales de
péptidos y proteinas y, actia como supresor de la fibrinolisis eliminando principalmente
residuos lisina C-terminales de la fibrina.

Considerando que inicialmente en respuesta a la formacion de fibrina, se produce la
liberacion de t-PA de la célula endotelial y esta proteinasa activa el Plg a Plm. En
particular, la reaccion de activacion de Glu-Plg estd potenciada sobre la superficie de
fibrina, por un mecanismo tipo templado en el que se unen t-PA y Plg, quedando
restringida la activacion de la fibrinolisis al coagulo. A medida que se forma Plm, se
produce la disolucion de la red de fibrina y se exponen nuevos sitios lisina C-terminal que
proveen afinidad adicional por Glu-Plg y, en consecuencia, la capacidad cofactor de la
fibrina aumenta. Este mecanismo representa una via de retroalimentacion positiva del
sistema fibrinolitico que puede ser suprimida por accion del TAFIa 9.

Por otro lado, el TAFIa elimina el efecto protector de la fibrina sobre la PIm ya que debido
a que elimina los residuos lisina C-terminales de la fibrina, disminuye los sitios de
interaccion entre fibrina y los dominios kringle de la PIm. Consecuentemente, la PIm libre
es mas rapidamente inhibida por a,-AP. Otra consecuencia de la falta de retencion de PIm
sobre la fibrina seria que la accion de la PIm ocurriria al azar y no de forma localizada

haciendo falta mas cortes para producir la disolucion del coagulo.



GLICOSAMINOGLICANOS

Los glicosaminoglicanos (GAGs) son polisacéaridos anidnicos, no ramificados, formados a
partir de unidades repetidas de disacéridos, constituidos por unidades alternadas de un
acido urdnico (4cido D-glucurénico (GluA) o 4cido L-idurdnico (IdoA)) y un amino-
azlcar (D-galactosamina (GalN) o D-glucosamina (GluN))©?,

Se diferencian seis tipos de GAGs: 4acido hialurénico (AH), condroitin sulfato (CS),
dermatan sulfato (DS), heparan sulfato (HS), heparina (Hep) y queratan sulfato (KS).

Sin embargo el AH no seria un GAG tipico, ya que se presenta como una cadena muy larga
de carbohidrato (miles de residuos de azucar), formada por una secuencia regular y
repetida de disacaridos (GluA (B 1-3) GluNAc (B 1-4)), mientras que el resto de los
GAGs estan formados por cadenas heterogéneas y mads cortas (hasta 300 residuos de
azucar). Ademds el AH es el unico GAG que no presenta ningun residuo de azicar
sulfatado y no interacciona covalentemente con proteinas, mientras que el resto de los
GAGs presentan residuos sulfato y se unen a residuos serina de una proteina central a
través de un trisacarido especifico (xilosa-galactosa-galactosa) para formar proteoglicanos.
Por otro lado, el KS se diferencia de los otros GAGs debido a que la unidad disacarido
presenta una molécula de galactosa en lugar de un acido uroénico, por lo tanto no contiene
grupos carboxilo en su estructura.

La estructura quimica de los GAGs se describe generalmente en funcion de la secuencia
del disacarido que se repite con mayor prevalencia, el tipo de uniones entre las sub-
unidades y los puntos tipicos de sulfatacion. Sin embargo cabe destacar que la composicion
real de los GAGs es compleja, por ejemplo el DS puede presentar en forma simultinea
ambas formas de 4cidos urodnicos a lo largo de la cadena polisacarida (IdoA en forma
mayoritaria y GluA en menor proporcion) y puede tener uno o dos grupos sulfato por
unidad de disacarido. Ademas, puede presentar zonas relativamente largas en las que
prevalece el GluA seguidas de zonas en las que el acido urdnico mas prevalente es el IdoA,
que se conocen como bloques copoliméricos, asi como nimero variable de unidades de
disacaridos ©". Por otro lado, el CS, HS y Hep también pueden presentar en forma
simultanea ambas formas de 4cidos uronicos, siendo mayoritario el GluA en CS y HS y el
IdoA en Hep. Ademas, el HS y la Hep pueden presentar residuos de N-acetilglucosamina,

glucosamina N-sulfato o N-acetilglucosamina-O-sulfato como amino-azicares.



Estructura quimica de los Glicosaminoglicanos
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Se indica la secuencia del disacarido que se repite con mayor prevalencia y el peso molecular (PM) promedio
de cada glicosaminoglicano.

Acidos urénicos = acido D-glucurénico (GluA) y acido L-idurénico (IdoA).

Galactosamina = Gal.

Amino-azicar = N-acetil galactosamina (GalNAc), N-acetil gluctosamina (GluNAc), glucosamina N-
sulfatada (GIuNS).

28, 48, 6S = O-sulfato en posicion 2-, 4- 6 6-

R =H 6 SOy

R" = CH;CO 6 SOy



Debido a la presencia de numerosos grupos carboxilo y sulfato a lo largo de la cadena
polisacérida, los GAGs presentan una carga electrostatica negativa global y por lo tanto,
son hidrofilicos y debido a repulsiones electrostaticas intramoleculares adoptan
configuraciones extendidas que se podrian esquematizar como un esqueleto lineal de
carbohidrato recubierto por radicales anidonicos ©?. Ademas, debido a la flexibilidad de los
enlaces glucosidicos, las cadenas de GAGs no tienen configuraciones rigidas, incluso
debido a que el IdoA presenta dos conformaciones equienergéticas, se considera que
aquellos GAGs que contienen ese 4cido urdnico son ain mas flexibles que aquellos que
contienen residuos mas rigidos de GluA ©¥. Por lo tanto, los GAGs tienden a formar
configuraciones lineales y flexibles, a diferencia de la mayoria de las cadenas

polipeptidicas que presentan estructuras tridimensionales fijas y globulares o helicoidales.
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Libertad de rotacion de las cadenas de glicosaminoglicanos
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A = Cadena de GAG con residuos de dcido glucuronico.
B = Cadena de GAG con residuos de dcido iduronico. Se destaca el punto de rotacion
extra debido a las dos conformaciones equienergéticas del enlace C2-C3.

Los GAGs se sintetizan en el aparato de Golgi por adicion de mono o disacaridos que
posteriormente son modificados por reacciones secuenciales de epimerizacion y
sulfatacion, excepto el AH que es sintetizado en microsomas asociados a membrana
celular. Fisiologicamente los GAGs se encuentran en formas solubles o unidas
covalentemente a nucleos proteicos formando proteoglicanos (PG). Las cadenas proteicas
de los PG son sintetizados en el reticulo endoplasmatico rugoso de la mayoria de las
células y luego en el aparato de Golgi se adicionan al ntcleo proteico multiples cadenas de
polisacaridos (90-95 % del peso total), en nimero y composicion variable 9.

En los tejidos, los PG se localizan intracelularmente (en granulos secretores), en las

superficies celulares, en la matriz extracelular y en las membranas basales ®¥. Todos los



GAGs, excepto heparina que se encuentra intracelularmente en mastocitos del tejido
conectivo y otras cé€lulas hematopoyéticas que participan en la respuesta inmune e
inflamatoria, estdn presentes como PG en la matriz extracelular, donde participan
principalmente en procesos de difusion de moléculas hidrosolubles, migracion,
proliferacion y adhesion celular. En superficies celulares: han sido descriptos PG derivados
de HS en la mayoria de los tipos celulares, proteoglicanos derivados de HS, CS y DS
principalmente en células epiteliales y fibroblastos y PG derivados de CS y HS en células
nerviosas “®. Estos PG participan en interacciones célula-matriz extracelular, adhesion
célula-célula y sefializacion celular. En sangre sélo se encuentran pequenas cantidades de
GAGs, en plasma y en células sanguineas como plaquetas y leucocitos, presentes en su
mayoria como PG de CS, HS y KS y en menor proporcion de Hep, probablemente

productos del catabolismo de PG tisulares ©7.

GLICOSAMINOGLICANOS EN HEMOSTASIA

La mayoria de las actividades biologicas de los GAGs estan mediadas por interacciones
con proteinas tisulares o plasmaticas, como proteinas de captacion de lipoproteinas,
factores de crecimiento polipeptidicos, proteinas de la matriz extracelular, moléculas de
adhesion y proteasas y anti-proteasas plasmaticas.

Particularmente en hemostasia, los GAGs son conocidos especialmente debido a sus
propiedades anticoagulantes, principalmente debido a la accion del hepardn sulfato y la
heparina como catalizadores de la inhibicion de factor Xa y trombina por antitrombina III
y del dermatan sulfato como potenciador de la inhibicion de trombina mediada por el
cofactor II de la heparina. Por otro lado, el condroitin sulfato forma parte estructural de la
trombomodulina (TM) y tiene propiedades anticoagulantes mediante: a) aumento de la
afinidad de TM por trombina, potenciando la inhibicién de los cofactores Va y Vllla
mediada por el sistema de la proteina C, b) estimulacion de la inhibicién de trombina por
antitrombina III, c) estimulaciéon de la inhibicién de proteina C por el inhibidor de la
proteina C y d) modulaciéon de la dependencia de iones calcio para la activacion de la
proteina C ©®. Ademas, en presencia de heparina el inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI-1) unido a vitronectina adquiere capacidad de inhibir trombina ©”.

Si bien el mecanismo de accion de los GAGs incluiria interacciones idnicas inespecificas
entre los grupos anionicos de los GAGs y grupos catiénicos de las proteinas, se ha

demostrado que algunas de las actividades biologicas mas relevantes de los GAGs



dependen de una secuencia especifica de disacaridos y un tipico patron de grupos sulfato y
carboxilo “?. En particular los mecanismos de accidn mas ampliamente estudiados son la
interaccion de heparina y dermatan sulfato con antitrombina III y cofator II de la heparina,

respectivamente.

TROMBINA - ANTITROMBINA III - HEPARAN SULFATO Y HEPARINA

La protrombina, precursor de la trombina, es una proteina vitamina K dependiente, cuya
estructura presenta 4 dominios caracteristicos: un dominio GLA, dos estructuras tipo
kringle y un dominio precursor de serinoproteasa que contiene el sitio activo. Ademas,
presenta una zona de de unién a iones sodio, que participa en la determinacion del rol
procoagulante o antitrombdtico, y dos sitios electropositivos o anion binding sites
conocidos como exositios I de union a fibrindgeno y exositio II de unién a
glicosaminoglicanos. La protrombina es activada a trombina por el factor Xa a través de
dos posibles mecanismos. El factor Xa libre activa protrombina lentamente por clivaje
proteolitico en la posicion Arg,; y luego en Argso, mientras que formando parte del
complejo protrombinasa sobre membrana fosfolipidica la reaccion de activacion es en

orden inverso (Argsy y Argan) y la velocidad de generacion de trombina es superior ¢V,
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Esquema de activacion de protrombina a trombina

Esquema de la molécula de protrombina y productos intermedios en el proceso de activacion mediado por

factor Xa libre o por el complejo protrombinasa. Se indican los sitios de clivaje proteolitico para factor Xa y
trombina (lla).

La meizotrombina es un intermediario obligado de la activaciéon normal de protrombina y
aunque su vida media es corta, tiene importantes funciones en el proceso de coagulacion y
como vasoconstrictor en la regulacion del tono vascular. Si bien la meizotrombina tiene
menor actividad sobre fibrindgeno y plaquetas que la trombina, su actividad sobre factor V
y XI es similar a la trombina y es mejor activador de la proteina C que la trombina .

In vivo, la AT 1II es el principal inhibidor plasmdtico de trombina y ademads, tiene la
capacidad de inhibir otras serinoproteasas de la cascada de coagulacién, factores Xa, 1Xa,
Xla, XIIa, calicreina y el complejo VIIa-FT, regulando tanto la accion de trombina como
su generacion.

El mecanismo de inhibicion de las serpinas se conoce con el nombre de “sustrato suicida”
ya que presentan un sitio reactivo (reactive center loop, RCL) que es reconocido por el
sitio catalitico de las serinoproteasas como sustrato. La formacion del complejo de

inhibicién comienza cuando la enzima cliva el enlace sensible (P,-P,”) presente en el RCL



de la serpina generandose un enlace covalente entre el residuo P, y el aminoacido serina
del sitio catalitico de la serinoproteasa. Este complejo inicial, luego sufre un cambio
conformacional en el que la serinoproteasa es translocada desde el polo reactivo de la
serpina hacia el polo opuesto, lo que produce la distorsion de su sitio reactivo y la pérdida
de actividad. En particular, la AT III es un inhibidor poco eficiente en comparacion con la
mayoria de las serpinas, ya que el RCL se encuentra parcialmente escondido en su
estructura lo que dificulta el acceso de las serinoproteasas al enlace P;-P;,’. Sin embargo, en
presencia de heparina o hepardn sulfato que actian como cofactores, la AT III expone
completamente su sitio reactivo aumentando su capacidad de inhibiciéon de
serinoproteasas®.

La actividad cofactor de la AT III depende de la presencia de una secuencia pentasacarida
especifica, presente en el 30 % de las moléculas de heparina farmacéuticamente activas y
fisiologicamente en proteoglicanos derivados de HS presentes en la pared vascular o en la
matriz extravascular Y. Si bien en presencia del pentasacarido especifico, la inhibicion de
factor Xa y [Xa aumenta aproximadamente 300 veces, la inhibicion de trombina aumenta
solo 2 veces; mientras que en presencia de una cadena de GAGs de mas de 18 disacéridos
que contenga el pentasacarido, la velocidad de inhibicion de trombina, factor Xa y 1Xa
aumenta 1000 veces debido a un efecto adicional tipo templado o puente. En el modelo de
templado, la molécula de AT III se une al pentasacarido especifico de una cadena de GAGs
y se produce el cambio conformacional que expone el sitio reactivo, por otro lado la misma
cadena de GAGs une trombina a través del exositio II, y como consecuencia se acercan
ambos sitios reactivos y se favorece la reaccion de inhibicion. Fisologicamente, AT IlI-
Hep o AT III-HS inhiben mas eficientemente factor Xa y trombina libres que unidos a
superficies celulares o a fibrina; neutralizando principalmente la generacion y las acciones

de trombina fuera del sitio de la injuria .
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Mecanismo de activacion de Antitrombina I1I por Heparina

A: Pentasacarido de heparina especifico para la interaccion con AT II1.

B: Cambio conformacional de la AT 11l en presencia del pentasacarido de heparina (exposicion del centro
reactivo, RCL)

C: Esquema del mecanismo de interaccion entre heparina-AT Ill-factor Xa y heparina-AT IlI-trombina (Ila

TROMBINA - COFACTOR II DE LA HEPARINA — DERMATAN SULFATO

El cofactor II de la heparina (CH II) también pertenece a la familia de las serpinas, pero a
diferencia de AT III, no es un inhibidor de proteasas de amplio espectro, sino actiia
principalmente como inhibidor de trombina y meizotrombina %7,

La inhibicion de trombina por el CH II aumenta aproximadamente 1000 veces en presencia
de heparina, hepardn sulfato y dermatan sulfato. En particular, mientras la cantidad de
heparina necesaria para potenciar CH II es 20 veces mayor que la necesaria para potenciar
AT III, el dermatan sulfato es un potente activador de CH II y s6lo tiene minimo efecto

sobre AT IIT ¥,



La molécula de CH II presenta en su estructura un dominio acidico N-terminal de
reconocimiento de trombina, unido intra-molecularmente a un dominio electropositivo
denominado sitio de union a GAGs. En presencia de DS se produce un desplazamiento del
extremo N-terminal del CH II, quedando libre para interactuar con el exositio I de la
trombina, lo que acerca ambos sitios reactivos y facilita la reaccion de inhibicion . El
mecanismo alostérico de potenciacion de la inhibicion de trombina por CH II mediado por
DS no requiere de la union del GAG a trombina, por lo tanto el complejo CH II-DS es
mejor inhibidor de meizotrombina y trombina unida al coagulo que el complejo AT III-
Hep o HS 7,

El mecanismo de potenciacion mediado por Hep seria similar al mecanismo templado
propuesto para AT III, la Hep se uniria al dominio de uniéon a GAGs del CH II provocando
el cambio conformacional responsable de la exposicion del dominio acidico N-terminal y
también se uniria a trombina a través del exositio II acercando ambas moléculas.

Se ha descripto una secuencia hexasacarida especifica de DS (tres repeticiones del
disacarido IdoA 2S (0 1 -3) GalNAc-4S (B 1 »4) que presenta alta afinidad por el CH II,
aunque se encontraria en baja proporcion en DS de mamiferos y tendria menor actividad
cofactor que el DS intacto. Por otro lado, se ha descripto que el CH II se uniria de manera
no especifica a oligosacaridos de Hep de al menos cuatro unidades de longitud, indicando
que los sitios de uniéon Hep-CH 1I y DS-CH 1II no son idénticos 7.

Fisiologicamente el CH II es responsable de la inhibicion extravascular de trombina, donde
es potenciado por PG derivados de DS sintetizados por fibroblastos y células de musculo
liso de la matriz subendotelial. Ademas, se han propuesto otras funciones para el CH II
como participar en la regulacion de trombina durante el embarazo, en la regulacion de

procesos inflamatorios, regeneracion de tejidos y reparacion tisular 7> %),

CH,OH CH,OH
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Mecanismo de activacion de Cofactor 11 de la Heparina por GAGs

A: Hexasacarido de dermatdan sulfato especifico para la interaccion con CH I1.

B: Cambio conformacional del CH Il en presencia de dermatan sulfato (exposicion del centro reactivo
(RCL) y desplazamiento del extremo N-terminal)

C: Esquema del mecanismo de interaccion entre CH Il-trombina (Ila)-GAGs (heparina y dermatdan sulfato).

DERMATAN SULFATO COMO DROGA ANTITROMBOTICA

Normalmente el DS no se encuentra en circulacion, siendo casi nulos los niveles
plasmaticos detectados en individuos sanos, sin embargo se han reportado niveles elevados
de DS en mujeres embarazadas a término y en sus fetos 7, en pacientes en hemodidlisis
cronica 7, pacientes quemados ¥ y pacientes sépticos 0.

Como droga antitrombotica, el DS ha demostrado ser clinicamente efectivo y seguro en
tratamiento y profilaxis del tromboembolismo venoso en cirugia general 77, ortopédica 7

" y oncologica ®* ) y en tratamiento de trombosis venosa profunda ®**), con igual o



menor incidencia de complicaciones por sangrado que la heparina. También, ha sido

administrado exitosamente como anticoagulante en pacientes con trombocitopenia

a (84, 85) S (86, 87)

inducida por heparin , en pacientes hemodializado y en tratamiento de

coagulacion intravascular diseminada en pacientes con leucemia aguda .

Comercialmente se encuentran disponibles preparaciones de DS de alto (DSA) y bajo peso
molecular (DSB), 20 a 40 kDa y 3 a 6 kDa respectivamente, siendo el DSA la isoforma
nativa. Si bien, ambas formas presentan similar efecto antitrombodtico cuando son
administradas por via endovenosa, se ha reportado que la biodisponibilidad de las
preparaciones de alto peso molecular seria menor cuando se administran por via

intramuscular o subcutanea ®*°,

DERMATAN SULFATO COMO DROGA ANTITROMBOTICA Y PRO-
FIBRINOLITICA

Estudios en diferentes modelos experimentales animales, han evidenciado que el DS
previene la trombosis venosa con un menor efecto hemorragico que la heparina. Por
ejemplo, en un modelo de trombosis en conejos se observd que el maximo efecto
antitromboético se obtenia con 70 pg y 500 ug/kg de Hep y DS respectivamente, y que
mientras un aumento de 20 veces en la dosis de Hep causaba un incremento del sangrado,
un aumento de hasta 40 veces en la dosis de DS no incrementaba el sangrado ©". Ademas,
en un modelo de trombosis en ratas se observd que DS causaba un 70 % de inhibicion del
trombo sin prolongar el tiempo de sangria, mientras que Hep y HS a dosis equipotentes
presentaban una prolongacion significativa del tiempo de sangria ©2.

En particular, dependiendo del estimulo de iniciacion del trombo, el DS mostré ser mas
efectivo en inhibir la formacion de fibrina por agregado de trombina que cuando se utiliza
factor Xa o tromboplastina; mientras que la Hep es mas efectiva cuando el estimulo inicial
es factor Xa y menos efectiva cuando se utiliza tromboplastina o trombina ©?. Estas
diferencias se deberian principalmente al mecanismo de accion de ambos GAGs, ya que el
complejo DS-CH II es un inhibidor directo de trombina y no tiene accién sobre factor Xa.
Ademds se ha reportado que el DS inhibe el crecimiento del trombo preexistente,
alcanzando un efecto maximo de entre 70 y 90 % de inhibicién de la extension de la

q 04 9)

trombosis venosa establecid , Y que es mas efectivo que la Hep, trabajando a

actividades antitrombinicas equivalentes ®°. Este efecto se deberia a que el complejo DS-



CH II es mas efectivo que Hep-AT IlI en la funcién de inhibir trombina unida al codgulo o
formando el complejo protrombinasa.

Interesantemente, ademas de inhibir la formacion y el crecimiento del trombo, el DS ha
mostrado reducir el peso de un trombo formado en funcion del tiempo y la dosis ©"*?. Si
bien la capacidad de reducir el tamafio del trombo podria deberse a su capacidad de inhibir
el crecimiento, lo que permitiria que el sistema fibrinolitico actué sin oposicion, se observo
que la hirudina siendo igualmente efectiva en prevenir el crecimiento del trombo no
produjo reduccion de peso del mismo “”. Ademds en un modelo de trombosis en ratas
afibrinogenémicas por tratamiento con ancrod, el DS retuvo su efecto antitrombotico 7.
El ancrod es un veneno de vibora Agkistrodon rhodostoma que produce la liberacion de
fibrinopéptidos A del fibrindgeno, induciendo la formacién de fibrina soluble no
entrecruzada que es rdpidamente depurada de circulacion por el sistema fagocitico-
mononuclear, provocando la deplecion de fibrindgeno y previniendo de manera total el
crecimiento del trombo V.

En funcion de estos resultados, se ha propuesto que la estimulacidon de la disolucion del
trombo mediada por DS seria por una via alternativa, independiente del mecanismo
anticoagulante. Evidencia extra a favor de un mecanismo independiente del anticoagulante
surge a partir de estudios en los que la administracion de inhibidores de la fibrinolisis
como acido 6-aminohexanoico (EACA), que inhibe la activacion de plasminogeno, o
lipopolisacaridos, que inducen la elevacion de niveles de PAI-1, inhiben la reduccion del
peso del trombo esperada en presencia de DS ©™%. En particular, estos resultados apoyaria
la hipdtesis de que la prevencion de la formacion del trombo mediada por DS podria
deberse a su efecto inhibitorio de la coagulacion, mientras que la reduccion del peso del
trombo se deberia principalmente a un mecanismo independiente del anticoagulante,
probablemente relacionado con el sistema fibrinolitico endégeno. Sin embargo, debido a
que el tratamiento con DS no ha mostrado cambios en los niveles plasmaticos de los
activadores del plasmindgeno o PAI-1, tanto en modelos animales ©™*” como en
voluntarios humanos sanos "%'% se ha postulado que estaria involucrado un aumento
localizado del proceso fibrinolitico.

En relacion con un posible efecto pro-fibrinolitico localizado, Abbadini et al. ' mostro
que el DS induce la liberacion de t-PA de célula endotelial in vivo en un modelo de
perfusion en ratas, y que la Hep en el mismo modelo no tenia efecto significativo. Por otro
lado, resultados obtenidos en un modelo de trombosis inducida por laser, mostraron que la

administracion de DS inducia la lisis espontanea del coagulo y que la inyeccion simultdnea



de DS y t-PA presentaba un efecto mayor que el obtenido en presencia de t-PA,
observandose incluso un aumento en la lisis del coagulo a dosis que individualmente no
habian tenido efecto significativo . El efecto observado podria deberse a que el DS
estimulara la liberacion de t-PA de la célula endotelial favoreciendo la lisis del coagulo y
representaria un efecto localizado del DS sobre la pared vascular, que podria ser
considerado como una contribucion adicional a su actividad antitrombotica y apoyaria la
hipdtesis anteriormente planteada.

Con respecto al efecto del DS sobre la produccion de componentes fibrinoliticos en la
célula endotelial, se ha reportado que aumenta los niveles de t-PA "7 y reduce la
expresion de PAI-1 en cultivos de célula endotelial umbilical humana (HUVEC) (%),

Sin embargo el mecanismo exacto por el cual el DS ejerceria su efecto pro-fibrinolitico atn
es desconocido, si bien seria posible que el DS potenciara la disolucion del trombo in vivo
por estimulacion de la liberacion de t-PA también se ha propuesto que el DS aumentaria la
activacion de plasmindgeno . Otro mecanismo probable seria que es DS modifique la
estructura de la fibrina formada, dando lugar a la formacioén de una red de fibrina mas

facilmente lisable, aunque no hay estudios que evallien esta ultima hipotesis.



OBJETIVOS



OBJETIVO PRINCIPAL

El dermatan sulfato es un glicosaminoglicano enddgeno, ampliamente conocido por su
accion potenciadora del cofator II de la heparina para inhibir trombina.

Existen numerosos reportes que demuestran que el dermatdn sulfato inhibe la formacién
del trombo y su crecimiento y también reduce el peso del trombo formado de manera dosis
y tiempo dependiente. En particular, se ha reportado que la reduccion del peso del trombo
es independiente de la inhibicion de su crecimiento y es atenuada significativamente por
tratamiento con inhibidores de fibrinolisis. Por lo tanto, algunos autores han propuesto un
mecanismo que involucraria al sistema fibrinolitico y seria independiente de su accion

anticoagulante, aunque atin no ha sido dilucidado.
El objetivo principal de esta tesis es evaluar el efecto del dermatan sulfato sobre el sistema

fibrinolitico y contribuir a dilucidar los mecanismos involucrados en la asociacion

planteada entre este glicosaminoglicano y el sistema plasmindgeno-plasmina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar el efecto del dermatéan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre:

* activacion de plasmindgeno

. actividad de plasmina

. actividad de los activadores de plasmindgeno
. formacion y estructura de redes de fibrina

. lisabilidad de redes de fibrina.

. célula endotelial



MATERIALES y METODOS



MUESTRAS

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron diferentes muestras obtenidas a partir de sangre
venosa. En todos los casos se extrajo sangre venosa a voluntarios humanos sanos con 8 a
12 horas de ayuno. Para la evaluacion de los parametros fibrinoliticos las extracciones de
sangre se realizaron, estrictamente, a individuos en reposo, entre las 8 y 9 horas de la
mafiana, con el menor éstasis venoso posible. A continuacién se describe la obtencion de

las muestras sanguineas utilizadas:

v Sangre en citrato de sodio: se recolectd la sangre en tubos plésticos conteniendo
citrato trisédico 3,8 % en una relacion de nueve partes de sangre y una parte de
anticoagulante. Estas muestras de sangre entera fueron utilizadas dentro de las 2 horas de

la obtencion de las mismas.

v Plasma en citrato de sodio: se recolectd la sangre en tubos plasticos conteniendo
citrato trisddico 3,8 % en una relacion de nueve partes de sangre y una parte de
anticoagulante. Posteriormente las muestras fueron sometidas a doble centrifugacion a
2.000 x g durante 10 minutos para separar el plasma pobre en plaquetas.

A partir de los plasmas obtenidos se prepard6 una mezcla (pool de plasma) que fue
alicuotada convenientemente y conservada a -70 °C hasta el momento de su utilizacion.

Todas las muestras fueron descongeladas una tnica vez en bafio termostatizado a 37 °C.

v Fraccién plasmatica de euglobulinas: se recolectd la sangre en tubos plasticos
conteniendo citrato trisddico 3,8 % en una relacion de nueve partes de sangre y una parte
de anticoagulante. Dentro de los 20 minutos de la obtencion de las muestras, las mismas
fueron sometidas a centrifugacion a 2.000 x g durante 10 minutos para separar el plasma.
Posteriormente se precipitd en medio acido la fraccion de euglobulinas del plasma: 9 ml de
agua destilada + 0,5 ml de plasma + 0,1 ml de acido acético 1 %, se mezclo por inversion y
se dejo en heladera a 4 °C durante 30 minutos.

Luego de la precipitacion, se centrifugaron los tubos a 2.000 x g durante 5 minutos y se
descart6 el sobrenadante. Se dejaron los tubos invertidos sobre papel de filtro durante 2
minutos y luego el precipitado se disolvio en 0,5 ml de buffer borato (cloruro de sodio 0,15

M, borato de sodio 2,6 uM, pH 9) a 37 °C.



A partir de los precipitados obtenidos se preparé una mezcla (pool de euglobulinas) que
fue alicuotada convenientemente y conservada a -70 °C hasta el momento de su utilizacion.

Todas las muestras fueron descongeladas una tnica vez en bafio termostatizado a 37 °C.



DERMATAN SULFATO Y OTROS REACTIVOS

Para el desarrollo de los ensayos in vitro se utilizdo dermatan sulfato (DS) de origen bovino,

provisto por el Laboratorio Syntex S.A., Buenos Aires, Argentina.

v' Dermatan sulfato puro o de alto peso molecular (DSA)

v Dermatan sulfato de bajo peso molecular (DSB)

A continuacion se detallan caracteristicas de los productos utilizados segun hoja de analisis

del laboratorio Syntex.

Control de calidad del | Dermatan sulfato de alto | Dermatan sulfato de bajo
producto peso molecular (DSA) peso molecular (DSB)
peso molecular 20 - 30 kDa 3 -5kDa
rotacion especifica -61° -52°
electroforesis monobanda * monobanda *
contenido de azufre (S) 6,2 % 5,9 %
hexosaminas 30,5 % 35,9 %
acidos urdnicos 36 % 33,8 %

* El perfil electroforético no fue afectado por tratamiento con é&cido nitroso, indicando que no hay
contaminacion con heparina.

Ademas, se utilizaron otros reactivos comerciales que se detallan a continuacion:

v" Plasminégeno (Plg): Chromogenix, Milan, Italia.

v Plasmina (Plm): Chromogenix, Milan, Italia.

v" Sustrato cromogénico S-2251: Chromogenix, Milan, Italia.

v Activador del plasmindégeno de tipo urinario o Uroquinasa (u-PA o UK): UKIDAN
(Laboratorio Serono S.A., Aubonne, Suiza) y UCB (Crinos Industria Farmacologica,
Villa Guardia, Como, Italia).

v" Sustrato cromogénico S-2444: Chromogenix, Milan, Italia.

v Activador del plasminégeno de tipo tisular (t-PA): t-PA recombinante (t-PAg,
Genetech Inc., San Francisco, California, EE.UU.) y t-PA de simple cadena aislado de
cultivo de células de melanoma humano (t-PA, Chromogenix, Milan, Italia).

v Estimulador de t-PA (PDF comercial): productos de degradacion de fibrin(ogeno);
Chromogenix, Milén, Italia.

v' Estreptoquinasa (SK): Kabi AB, Estocolmo, Suiza.



v Trombina: Biopool, Ventura, California, EE.UU.

v Antisuero anti-plasminogeno: antisuero policlonal antiplasmindégeno humano de
conejo; Diagnostica STAGO, Asnieres, Francia.

v' Sefarosa activada con bromuro de cianégeno: Sigma, St. Louis, Montana, EE.UU.

v' L-Lisina: Sigma, St. Louis, Montana, EE.UU.

v EACA (acido épsilon aminocaproico): Bristol-Myers Squibb, Buenos Aires,
Argentina.

v' Marcadores de peso molecular (MPM):

HMW-SDS Marker Kit: miosina 212 kDa; d,-macroglobulina 170 kDa; (-galactosidasa

116 kDa; transferrina 76 kDa; glutamato deshidrogenasa 53 kDa (Amersham Pharmacia

Biotech, Uppsala, Suiza).

Marker Kit Amersham: miosina 220 kDa; o,-macroglobulina 170 kDa; [-galactosidasa

116 kDa; transferrina 76-70 kDa; glutamato deshidrogenasa 53 kDa; albimina de huevo 45

kDa; anhidrasa carbonica bovina 29 kDa (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suiza).

Kaleydoscopio: miosina 207 kDa; [3-galactosidasa 129 kDa; albumina sérica bovina 85

kDa; anhidrasa carbonica 39,7 kDa; inhibidor de tripsina de soja 32 kDa (Bio-Rad,

Hércules, California, EE.UU.).

Marker Kit Sigma: [3-fosforilasa 97,4 kDa; albumina bovina 66 kDa; albumina de huevo

45 kDa; anhidrasa carbonica bovina 29 kDa (Sigma, St. Louis, Montana, EE.UU.)

El resto de los reactivos utilizados para la preparacion de buffers y soluciones de trabajo

detallados en cada experiencia, fueron de grado analitico.

v" Solucion fisiolégica (SF): cloruro de sodio 150 mM.
v' Buffer fosfato-salino (PBS): cloruro de sodio 0,15 M; fosfato monoécido de sodio 0,05
M; fosfato diacido de sodio 0,05 M; pH 7,4.

Los reactivos utilizados en las experiencias de cultivos celulares fueron provistos por

Sigma (St. Louis, Montana, EE.UU.).



TECNICAS GENERALES DE LABORATORIO

A continuacioén se detallan un conjunto de técnicas generales de laboratorio que fueron
utilizadas con distintas aplicaciones. Algunos detalles particulares de las mismas se indican

en cada experiencia.

« TECNICA DE OUTCHERLONY

Aplicada a la determinacion de actividad inmunologica de Plasminogeno

Se prepard una placa de agarosa 1,5 % p/v en soluciodn fisiologica y se realizaron pocillos

de siembra segun se indica en el esquema. En los pocillos o o

centrales“®” se sembro 5 Pl de antisuero anti-plasminégenoy | O ® O O ® O

en los pocillos exteriores “O” se sembraron las muestras a o o

investigar y un control de plasmindgeno comercial. Se incubd la placa en cdmara hiimeda

durante 48 horas en heladera (4 °C) y se evalu6 la presencia de arcos de precipitacion.

« ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Se realizaron corridas electroforéticas segun el método de Laemmli para separar proteinas
por migracion diferencial en un campo eléctrico empleando poliacrilamida como medio
soporte "'V, La técnica original se utilizo para evaluar pureza de muestra, determinacion de
pesos moleculares (comparando la distancia de migracion de la muestra con respecto a una
mezcla de marcadores de peso molecular) e identificacion de puentes disulfuros en
estructuras moleculares. Mientras que, para evaluar la conversion de plasmindgeno a
plasmina en funcién del tiempo se utilizo la técnica de SDS-PAGE modificada por

agregado de urea.

Materiales

1. Solucién madre de acrilamida: 30: 0,8 % p/v acrilamida: bisacrilamida.
2. Buffer del gel separador: Tris-HCI 3 M; pH 8,8.

3. Buffer del gel concentrador: Tris-HCI1 0,5 M; pH 6,8.

4. Solucion de persulfato de amonio 10 % p/v.

5. Soluciéon de N, N, N, N'-tetrametil-etilen-diamina (TEMED).



6. Solucion de dodecil-sulfato de sodio (SDS) 10 % p/v.

7. Azul Brillante de Coomassie R-250: 0,2 % p/v en solucidn lavadora.

8. Solucidén lavadora: acido acético: metanol: agua, 1:3:6 v/v.

9. Buffer de separacion: Tris 0,025 mM; glicina 0,192 mM; SDS 1% p/v; pH 8,3.

10. Buffer de muestra: 0,125 M Tris-HCI; 1% SDS p/v; gotas de azul de bromofenol y
sacarosa 10 %.

11. Buffer de muestra con 2-mercaptoetanol (2-ME): buffer de muestra con 2-ME 5 % v/v.

Técnica general

Se prepararon geles de poliacrilamida-SDS cuyas concentraciones finales fueron:
acrilamida 4 % en el gel concentrador y entre 7 y 10 % en el gel separador, buffer del gel
separador 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, buffer del gel concentrador 0,125 M Tris-HCI, pH
6,8, persulfato de amonio 0,05 %, TEMED 0,05 %, SDS 0,1 %.

Se mezcl6 un volumen adecuado de muestra con buffer de muestra (con 2-ME si se evalua
presencia de puentes disulfuros) de tal manera que la relacion proteina: SDS sea 1:5 (p/p) y
se coloco en bafio a 100 °C durante 1 minuto. Se sembro6 un volumen apropiado de muestra
previamente tratada, de modo que la masa de proteinas resultara aproximadamente de 5 a
10 pg por calle para geles grandes (15 cm x 15 cm x 1 mm) y de 1 a 5 pg por calle para
mini-geles (10 cm x 8 cm x 1 mm).

Los desarrollos electroforéticos se realizaron a 20 mA, hasta que la muestra atraveso el gel
concentrador, y luego a 25 mA hasta que el azul de bromofenol alcanzo el borde inferior
del gel, aplicando un voltaje maximo de 450 V en los sistemas de geles grandes y 250 V en
los sistemas de mini-geles.

Los geles fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie R-250 durante 30 minutos,

decolorados con solucién lavadora y secados entre papel celofan para su conservacion.

Modificaciones de la técnica para hacer electroforesis SDS-PAGE-Urea

Se prepararon geles de poliacrilamida-SDS-urea cuyas concentraciones finales fueron:
acrilamida 4 % en el gel concentrador y 8,6 % en el gel separador, buffer del gel separador
0,375 M Tris-HCI - Urea 0,85 M - pH 8,8, buffer del gel concentrador 0,125 M Tris-HCI -
Urea 2 M - pH 6,8, persulfato de amonio 0,05 % p/v, TEMED 0,05 % v/v, SDS 0,2 % p/v.
El buffer de muestra utilizado fue Tris-HCI 0,125 M, SDS 1 % p/v, 2-ME 5 % v/v, Urea 8

M, gotas de azul de bromofenol y sacarosa 10 %.



Aplicacion de la técnica de electroforesis en SDS-PAGE-Urea para la determinacion
de activacion de plasminogeno a plasmina

Se incub6 en bafio termostatico a 37 °C una solucion de plasmindgeno (conc. final 1,5 uM)
con u-PA como activador (conc. final 300 U/ml) y aprotinina (10 U/ml) en buffer Tris-HCI
50 mM, pH 7,4. La reaccion de activacion fue realizada en ausencia y presencia de DSA o
DSB (230 pg/ml).

Se recogieron alicuotas de 10 ul de la mezcla de incubacidon en funcion del tiempo. Se
mezclaron con 10 pl de buffer de muestra con 2-ME/SDS/Urea y se incubaron en bafio a
100 °C durante 1 minuto para detener la reaccion de activacion.

Se sembrd el total de volumen de muestra previamente tratada y se desarrolld la
electroforesis a 20 mA, hasta que la muestra atraveso6 el gel concentrador, y luego a 25
mA, hasta que el azul de bromofenol alcanz6 el borde inferior del gel.

Los geles fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie R-250 durante 30 minutos,
decolorados con solucion lavadora y secados entre papel celofan para su conservacion.

Se evalud la conversion de plasmindgeno a plasmina por la desaparicion de la banda del

plasmindgeno y la aparicion de dos bandas correspondientes a la plasmina reducida.

« DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY
Aplicacion de un método colorimétrico para la determinacion de concentracion total

de proteinas !'?

Materiales

1. Reactivo cupro-alcalino: preparar en el dia la mezcla de 20 ml de solucién de carbonato
de sodio 2 % p/v en hidroxido de sodio 0,1 M + 0,2 ml de solucion de tartrato de sodio
y potasio 2 % p/v + 0,2 ml solucion de sulfato de cobre 1 % p/v.

2. Reactivo de Folin diluido al 50 % en agua.

3. Testigo de albimina 1 mg/ml en solucion fisiologica.

Técnica

Se prepararon diluciones de albumina testigo de volumen final 0,6 ml y concentracién
entre 0,1 y 1 mg/ml (curva de calibraciéon). Ademads, se prepard un tubo con 0,6 ml de
solucion fisiologica como blanco de reactivos y tubos con 0,6 ml de las muestras en

estudio diluidas convenientemente.



A cada tubo (curva de calibracion, blanco de reactivos y muestras) se agregé 3 ml de
reactivo cupro-alcalino y se dejo reposar durante 10 minutos. Luego de los 10 minutos se
agreg6 0,3 ml de reactivo de Folin diluido, se agitd con vortex y se dejo reposar durante 30
minutos. Se determind la absorbancia a 660 nm y se grafico absorbancia versus
concentracion de las soluciones de albimina testigo para obtener la curva de calibracion,

de donde se interpolo la absorbancia de las muestras para obtener su concentracion.

¢« DETERMINACION DE PLASMINOGENO

Para la determinacion de plasmindgeno se utilizéo un método amidolitico comercial en dos
etapas: Stachrom Plasminogen, Diagnoéstica Stago, Asnieres, Francia.

En la primera etapa, se agrega un exceso de estreptoquinasa (SK) a la muestra diluida (1/10
en solucion fisioldgica), formandose el complejo Plg/SK que presenta actividad tipo
plasmina. En la segunda etapa el complejo Plg/SK actia sobre un sustrato cromogénico
liberando  4-nitroanilina  (p-NA). La concentracion de p-NA determinada
espectrofotométricamente a 405 nm es directamente proporcional a la concentracion de Plg

presente en la muestra.

« DETERMINACION DE FIBRINOGENO

Para la determinacion de fibrindgeno se utilizaron placas comerciales de inmunodifusion
radial: NOR-Partigen Fibrinogen, Behringwerke AG, Marburg, Alemania.

Se sembr6 la muestra a investigar y una solucion control (plasma, plasma 50 % y 25%
diluido en solucion fisioldgica) y se dejo incubar en camara hiimeda durante 48
horas a temperatura ambiente. Se evalud la presencia de arcos de precipitacion
cuyo diametro esta relacionado con la concentracion de la muestra.

NOTA: se prefirio realizar la determinacion por método inmunologico debido a que la

presencia de dermatan sulfato podria interferir con el ensayo por método coagulable,

conduciendo a resultados falsamente disminuidos.

« DETERMINACION DE ANTITROMBINA III

Para la determinacion de actividad funcional de antitrombina III (AT III) se utilizd6 un
método amidolitico comercial: Antitrombin III, Roche Diagnostics, Mannenheim,

Alemania.



En una primera etapa, se agrega una cantidad estandarizada de trombina (en buffer Tris-
HCl-heparina) a la muestra diluida (1/50 en solucion fisiologica), formandose el complejo
AT IIl/heparina que inhibe la trombina agregada. En una segunda etapa la trombina
residual actia sobre un sustrato cromogénico liberando p-NA. La concentracion de p-NA
determinada espectrofotométricamente a 405 nm es inversamente proporcional a la

concentracion de AT III presente en la muestra.

« DETERMINACION DE COFACTOR II DE LA HEPARINA

Para la determinacion de actividad funcional de cofactor II de la heparina (CH II) se utiliz6
un método amidolitico comercial: Stachrom Heparin Cofactor II, Diagnéstica Stago,
Asnieres, Francia.

En una primera etapa, se agrega una cantidad estandarizada de trombina a la muestra
diluida (1/40 en buffer con dermatan sulfato), formandose el complejo CH II/dermatan
sulfato que inhibe la trombina agregada. En una segunda etapa la trombina residual actua
sobre un sustrato cromogénico liberando p-NA. La concentracién de p-NA determinada
espectrofotométricamente a 405 nm es inversamente proporcional a la concentracion de

CH II presente en la muestra.

« DETERMINACION DE PRODUCTOS DE DEGRADACION DE FIBRINA y
FIBRINOGENO (PDF)

Para la determinacion de productos de degradacion de fibrina y fibrinogeno (PDF) se
utiliz6 un método comercial de aglutinacion de latex: FDP-Latex Agglutination,
Diagnostica Stago, Asnieres, Francia.

La muestra se mezcla con particulas de latex recubiertas con un anticuerpo monoclonal
especifico para PDF y se evalua el patron de aglutinacion por un periodo de 3 minutos en
comparacion con un control positivo y otro negativo (limite de deteccion = 2,5 pg/ml). El
anticuerpo monoclonal provisto no tiene reaccion cruzada con fibrindgeno nativo.

Para la determinacion semi-cuantitativa se evaliian diluciones seriadas de la muestra en un
buffer glicina, y el nivel de PDF se determina como el producto del limite de deteccion del
método por la mayor dilucion de la muestra que produjo reaccion de aglutinacion positiva.
Por ejemplo si la mayor dilucion de la muestra que produce aglutinacion positiva es 1:32,

entonces el nivel de PDF en la muetra seria mayor o igual a 80 pg/ml (2,5 pg/ml x 32).



« DETERMINACION DE DIMERO D

Para la determinacioén de dimero D se utiliz6 un método comercial de aglutinacion de latex:
DDi-Latex Agglutination Test, Diagndstica Stago, Asnieres, Francia.

La muestra se mezcla con particulas de latex recubiertas con un anticuerpo monoclonal
especifico para dimero D y se evalla el patron de aglutinacion por un periodo de 3 minutos
en comparacion con un control positivo y otro negativo (limite de deteccion = 0,5 pg/ml).
El anticuerpo monoclonal provisto es especifico para productos de degradacion de fibrina
entrecruzada por accion de factor XIlIla.

Para la determinacion semi-cuantitativa se procede como fue detallado previamente para la
determinacion semi-cuantitativa de PDF considerando que el limite de deteccion para este

ensayo es 0,5 pg/ml.



PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PLASMINOGENO

Se obtuvo plasminogeno a partir de plasma humano, por cromatografia de afinidad sobre

lisina-sefarosa %,

o PREPARACION DE LISINA-SEFAROSA

Materiales

1. Sefarosa activada con bromuro de ciandgeno (sefarosa *CNBr).

2. Solucion de 4cido clorhidrico (HCI) 1 mM.

3. L-Lisina (4cido 2, 6 diaminohexanoico).

4. Buffer acoplante: carbonato de sodio 0,002 M; bicarbonato de sodio 0,023 M; cloruro
de sodio 0,5 M; pH 8,3.

5. Buffer de lavado: acido acético 0,04 M; acetato de sodio 0,009 M; cloruro de sodio 0,5
M; pH 4.

6. Bloqueante de grupos activos: etanolamina 1 M; pH 8.

Desarrollo

Se lavd 1 g de sefarosa *CNBr con 100 ml de HCI 1 mM, se suspendié y dejo hidratar
durante 15 minutos, en material plastico y tapado con film. Se trabajé a pH acido para
mantener la capacidad del ligante. En esta etapa de hidratacion por cada gramo de sefarosa
se obtiene aproximadamente 3,5 ml de gel hiimedo.

Para eliminar los conservadores se lavd y filtro la sefarosa hidratada en embudo buchner
con 3 alicuotas de HCl 1 mM (30, 30 y 40 ml), cuidando de no resecar la sefarosa. Luego
se lavo 3 veces con alicuotas de 5 ml de buffer acoplante y se transfirid a un tubo plastico
con 5 ml de buffer acoplante, utilizando espatulas plasticas y respetando una relacion
aproximada de 1 parte de gel humedo a 2 partes de buffer.

Se disolvio 30 mg de lisina en 5 ml de buffer acoplante. En general se recomienda utilizar
una relacion de 30 mg de lisina por 1 g de sefarosa seca. En esta etapa la lisina se une al
gel por sus grupos O-amino, quedando los grupos €-amino y O-carboxilo libres para
interaccionar con la muestra.

Luego se mezclo la sefarosa con la solucion de lisina en buffer acoplante durante 2 horas
con agitacion cabeza-cola y posteriormente se filtré6 por embudo buchner. El gel resultante

se agitd cabeza-cola durante 2 horas con 5 ml de buffer bloqueante de grupos activos para



bloquear los grupos activos residuales. Posteriormente se filtr6 por embudo buchner,
haciendo 3 ciclos de lavado con buffer acoplante (30 ml) / buffer de lavado (30 ml) para
eliminar el exceso de buffer acoplante unido idonicamente. El gel se guardd en buffer de

lavado.

e TECNICA DE PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Materiales

1. Gel de lisina-sefarosa en buffer de lavado.

2. Buffer inicial: fosfato monoécido de sodio 0,162 M; fosfato diacido de sodio 0,038 M;
sal disodica del acido dietilentetraminoacético (EDTA) 0,003 M; pH 7,4.

3. Buffer de elucion: fosfato monoacido de sodio 0,162 M; fosfato diacido de sodio 0,038
M; écido épsilon aminocaproico (EACA) 0,2 M; pH 7.,4.

4. Buffer de lavado: fosfato monoacido de sodio 0,486 M; fosfato didcido de sodio 0,114
M; EDTA 0,003 M; pH 7,4.

Preparacion de la muestra
Se diluyé 10 ml de plasma (obtenido por puncién venosa utilizando citrato de sodio como

anticoagulante) con 8 ml de agua y se agreg6 0,02 g de EDTA.

Desarrollo

Se equilibro el gel de lisina-sefarosa con buffer inicial y se armo una columna de
separacion. En general la relacion de pegado esperada es de 0,6 mg de Plg por ml de gel.
Se sembré la muestra diluida recogiendo el volumen muerto de la columna en un primer
tubo (Vo). Se recogieron 2 ml de eluido por tubo hasta que todo el plasma entr6 en la
columna, obteniéndose plasma libre de Plg (P s/plg) y luego se lavé la columna con buffer
de lavado para despegar las proteinas unidas inespecificamente hasta que la absorbancia de
la solucion eluida, medida a 280 nm, resulté menor que 0,02.

Se despegd el Plg unido a la columna utilizando buffer de elucion y recogiendo
aproximadamente Vo en el primer tubo y luego de a 1 ml hasta que la absorbancia de la
solucién eluida, medida a 280 nm, resulté menor que 0,02.

Cada vez se reequilibré la columna con buffer inicial para poder repetir el procedimiento y

cada 3 ciclos de purificacion se lavo la columna en batch con buffer inicial.



e PURIFICACION DE PLASMINOGENO HUMANO PLASMATICO

A partir de un pool de plasmas normales se obtuvo Plg por cromatografia de afinidad sobre
lisina-sefarosa. Se utilizaron columnas de 6,5 cm de alto por 0,7 cm de didmetro, cuyo
volumen muerto resulté entre 1,5 y 2 ml. El flujo de eluciéon fue entre 8,5 y 12 ml/hora.

El plasma libre de Plg se recogido en tubos y se evalud la ausencia de actividad
inmunologica y funcional de Plg, como control de efectividad del procedimiento.

En la figura 1 se muestra como ejemplo el perfil de elucion obtenido en tres columnas. En

general la maxima sefial de absorbancia se obtuvo en los tubos de elucion nimero 3.

—A—columna A
—Bl—columna B
——o—columna C

Abs. (280 nm)
o
[9)]

0,3
0,2
0,1
0 ‘ ‘ ‘ ‘ 3 ‘
0 1 2 3 4 5 6 7

n° de tubo de elucion

Figura 1: Perfil de elucion de plasminégeno en columnas de afinidad lisina-
sefarosa.

En los tubos de elucion con mayores absorbancias, se confirmo actividad inmunolégica
frente a un anticuerpo policlonal anti-plasmindgeno por la técnica de Outcherlony y se
determind actividad funcional de Plg por un método amidolitico comercial (Stachrom
Plasminogen, Diagnoéstica Stago, Asnieres, Francia). En funcion de esos resultados se
agruparon las soluciones de Plg eluidas de las diferentes columnas preparadas para formar
dos soluciones madres de Plg: Plg A correspondiente a actividad funcional de Plg > 150 %
y Plg B correspondiente actividad funcional de Plg < 150 %, que fueron alicuotadas
convenientemente y guardadas en freezer a -70 °C. La diferencia observada en la actividad
de Plg de las soluciones obtenidas corresponde a diferencias en el rendimiento de las
distintas columnas utilizadas y a que se utilizaron plasmas provenientes de diferentes

individuos sanos (valor de referencia de Plg plasmatico = 80-120 %).



Las soluciones de plasmindgeno obtenidas (Plg A y B) fueron caracterizadas mediante la
determinacion de concentracion proteica, actividad funcional y patron electroforético por

SDS-PAGE. A continuacion se datallan los resultados obtenidos:

v" Concentracién proteica: Plg A = 0,39 mg/ml y Plg B = 0,18 mg/ml.
v Actividad funcional de Plg: Plg A =243 % y Plg B = 141 %.

v Patron electroforético: se realizé un fraccionamiento electroforético en SDS-PAGE
para investigar el grado de pureza y comparar el perfil electroforético del Plg purificado
(Plg A y Plg B) con un plasmindégeno humano estandar (Chromogenix).

En la figura 2 puede observarse que ambas soluciones de Plg purificado presentaron una

unica banda que coincide con el desplazamiento electroforético del Plg estandar.

Figura 2: SDS-PAGE: Patrén electroforético de las soluciones de plasminogeno
purificado.

T gel concentrador 4 %, T gel separador 10 %.

Perfiles electroforéticos de plasmindgeno purificado (Plg A y Plg B) y de plasminégeno
estandar (Chromogenix). 1 2 3 4

Calles:
1-PlgA
2 - Plasminégeno estandar

3 - Marcadores de peso molecular
(97,4, 66, 45, 29 kDa)

4-PlgB . &



EVALUACION DEL EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE
LA ACTIVIDAD DE COMPONENETES DEL SISTEMA

FIBRINOLITICO

El proceso fibrinolitico involucra principlamente la activacion de plasmindgeno a plasmina
mediada por los activadores de plasminogeno y la accion de la plasmina sobre la
fibrina para producir la lisis del codgulo. Aunque existe una gran cantidad de proteinas
moduladoras de cada una de las etapas de este proceso, se podria decir que los
principales componentes involucrados en este sistema son: plasmindgeno, plasmina,

los activadores de plasminogeno de tipo tisular (t-PA) y urinario (u-PA) y fibrina.

Existen diferentes maneras de abordar el estudio del sistema fibrinolitico, como
estudiar la actividad fibrinolitica global o evaluar la actividad biologica de cada uno
de los componentes involucrados en este sistema. Por otro lado, el sistema fibrinolitico
puede ser evaluado por métodos amidoliticos o coagulométricos. Los métodos
amidoliticos se caracterizan por el uso de sustratos cromogénicos sintéticos mientras
que los métodos coagulométricos utilizan geles de fibrina como sustrato final de la
reaccion litica. En estos ultimos las caracteristicas de la arquitectura de la fibrina y las
dimensiones de sus fibras tienen decisiva importancia respecto de la velocidad global
del proceso de fibrinolisis. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el objetivo general de
esta tesis es evaluar la accion del dermatan sulfato sobre el sistema fibrinolitico y, que
este glicosaminoglicano tiene accion anticoagulante potenciando al cofactor II de la
heparina como inhibidor de trombina, fue necesario seleccionar una metodologia de
estudio que permita evaluar los posibles efectos del dermatan sulfato sobre el sistema
fibrinolitico de manera independiente de su efecto anticoagulante. Para ello, en esta
tesis se trabajé con sistemas purificados y se utilizaron sustratos cromogénicos

sintéticos especificos.

A continuacién se presenta una breve resefia historica del desarrollo de los sustratos
cromogénicos en hemostasia, sus caracteristicas generales, detalles del mecanismo de
accion de las serinoproteasas y el trabajo de disefio y optimizacion de un método
amidolitico cinético para estudiar el efecto del dermatan sulfato sobre el proceso de
activacion de plasmindgeno y sobre la actividad amidolitica de plasmina y de los

activadores del plasmindgeno.



« LOS SUSTRATOS CROMOGENICOS

Treinta y siete afios han pasado desde el nacimiento del concepto de sustratos
cromogénicos en hemostasia, cuando los profesores Birger Blomback, Margareta
Bloémback y Per Olsson del Instituto/Hospital Karolinska de Suecia, conjuntamente con
investigadores de la empresa farmacéutica Bofors Nobelpharma desarrollaron el primer
sustrato cromogénico para trombina. Sus ideas generaron una nueva tecnologia y una
herramienta novedosa para la investigacion y diagnostico en hemostasia. El grupo de
investigacion inicialmente formado dentro de la empresa Bofors Nobelpharma, dio lugar a
la fundacion de una organizacion dedicada al estudio del tema denominada Kabi Peptide
Research, que luego se llam6 Kabi Diagnostica y a partir de 1992 Chromogenix.

Si bien el uso de sustratos cromogénicos, basados en péptidos sintéticos, en hemostasia
comenzd en 1970, ya en 1954 se habia demostrado que algunos ésteres eran buenos
sustratos para trombina !'¥. Sin embargo estos ésteres resultaron de limitado uso debido a
que poseian baja selectividad y los productos de la reaccion, alcoholes y &cidos
carboxilicos, no eran facilmente detectables. Pocos afios después el desarrollo del sustrato
para tripsina, 4-nitroanilida N-benzoil arginina (BAPNA), considerado el primer sustrato
cromogénico para serinoproteasas fue un avance significativo en el disefio de sustratos
sintéticos"'”.  La  hidrolisis de  BAPNA  liberaba  p-NA,  detectable
espectrofotométricamente, de manera proporcional a la actividad de tripsina, aunque su uso
para evaluar la actividad proteolitica en fluidos biologicos fue limitado debido a su baja
selectividad. En 1972 el Dr. Blémback y su equipo, conjuntamente con el grupo Bofors
Nobelpharma presentaron el primer sustrato cromogénico para trombina, denominado S-
2160 (benzoil-Phe-Val-Arg-pNA) 9, Pocos afios después, su estructura fue modificada
para dar lugar al sustrato S-2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA; Pip: 4cido pipecolinico,
homologo de L-Pro) que es actualmente el sustrato de eleccion para evaluar actividad
trombinica. Posteriormente, a medida que fueron describiéndose los eventos proteoliticos
asociados a la activacion del sistema de coagulacion y fibrinolitico, se desarrollaron
multiples sustratos cromogénicos, de gran utilidad para investigacién y diagndstico en
hemostasia.

Los sustratos cromogénicos son péptidos que reaccionan con enzimas proteoliticas
especificas generando desarrollo de color. Son productos sintéticos disefiados para

presentar selectividad similar a la de los sustratos naturales de las enzimas. El cromdéforo



mas ampliamente utilizado en sustratos disefiados para la determinacion de proteasas
involucradas en coagulacion y fibrinolisis es p-NA. En solucion acuosa la p-NA presenta
un maximo de absorcidon a 380 nm, mientras que unida al sustrato absorbe por debajo de
300 nm. La hidrolisis del enlace péptido/p-NA en el sustrato cromogénico por accion
proteolitica de una enzima, resulta en la liberacion de p-NA y el desarrollo de color
amarillo en la solucion donde tiene lugar la reaccion. La sefal espectrofotométrica, es
directamente proporcional a la actividad enzimatica y generalmente se mide a 405 nm para
evitar interferencias del sustrato no hidrolizado. El alto coeficiente de absortividad molar
de la p-NA en solucion acuosa (& 405 om = 9650 M'cm™) permite su deteccion en bajas
concentraciones, aumentando la sensibilidad de los sustratos cromogénicos para determinar
actividad enzimatica.

En hemostasia la mayoria de las técnicas utilizadas para determinar actividad enziméatica
emplean métodos coagulométricos (miden tiempo de coagulacion, tiempo de lisis, areas de
lisis) o inmunologicos (miden cantidad de masa). El uso de sustratos cromogénicos para
determinar actividad enzimdtica se conoce con el nombre de método amidolitico. Los
métodos amidoliticos en general pueden detectar actividades enzimaticas muy bajas, sin
embargo se debe tener presente que los sustratos cromogénicos tienen menos selectividad y
especificidad que los sustratos naturales y algunas veces no existe correspondencia entre la
reactividad del sustrato natural y el sintético frente a una misma preparacion enzimatica.

La selectividad es una propiedad del sustrato e indica el grado en que el sustrato se une y
es clivado proteoliticamente por diferentes enzimas. Un sustrato sintético en general puede
ser clivado por mas de una enzima, mientras que un sustrato natural es preferentemente
clivado por una enzima particular. Esto se debe a que la interaccion entre la enzima y el
sustrato natural depende en general de interacciones entre dominios exteriores especificos
ademads del sitio activo, mientras que el sustrato sintético sélo interacciona con el sitio
activo de la enzima.

La especificidad es una propiedad de la enzima y describe cudn restrictiva es en la
seleccion del sustrato. Por ejemplo, la especificidad de las serinoproteasas en general no es
muy elevada ya que poseen el mismo sitio activo y mecanismo de accion. El factor mas
importante que condiciona la estructura de un sustrato para interaccionar especificamente
con una enzima es la secuencia de aminoacidos proxima al enlace de clivaje especifico.

La adecuada seleccion de condiciones de operacion como el tipo de buffer, pH,
temperatura, concentracion relativa de muestra y reactivos y/o seleccion de tiempos de

incubacion es fundamental para optimizar la selectividad y especificidad de la reaccién en



estudio. La velocidad de hidrdlisis de un sustrato cromogénico es dependiente de la
temperatura de trabajo, por ejemplo un aumento de temperatura en 1 °C genera un aumento
en la velocidad de reaccion de 2,5 a 7,5 %. Por lo tanto, es fundamental mantener la
temperatura constante durante todo el tiempo de operacion y entre diferentes experiencias
para tener resultados comparables. El pH de reaccion debe ser elegido en funcion del pH
optimo para la actividad proteolitica de la enzima en estudio. Como buffer de trabajo es
muy comun utilizar Tris-HCI ya que el pKa del buffer Tris es 8,1 (25 °C), pudiendo
ajustarse el pH de reaccion entre 7,3 y 9,3, rango en el que la mayoria de las
serinoproteasas presentan actividad enzimatica 6ptima.

Es importante destacar que la tecnologia de sustratos cromogénicos ha sido ampliamente
utilizada para generar conocimientos fundamentales sobre mecanismos de regulacion del
sistema de coagulacion y fibrinolitico. En particular, actualmente es aplicada al diagnostico
en el laboratorio clinico y como una herramienta importante en la investigacion basica.
Como ejemplo de aplicacion de sustratos cromogénicos al estudio del sistema fibrinolitico,
existen sustratos especificos para medir actividad de plasmina, activador de plasmindégeno
de tipo tisular (t-PA) y activador de plasmindgeno de tipo urinario (u-PA). Los sustratos
especificos de plasmina también pueden ser utilizados para la determinacion indirecta de
plasminogeno, inhibidor del activador de plasminégeno (PAI-1), inhibidor de plasmina y

fibrina soluble 17,

Enzima Sustrato natural -
(sitio activo) | (W enlace sensible) Sustrato cromogenico
Plasmina Fibri
ibrina
Ser 741 S-2251
Asp 646 (H-D-Val-Leu-Lys-pNA)
His 603 COOH-Lys ¥ X
t-PA
Ser 478 Plasmin6geno S-2288
Asp 371 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA)
His 322 Pro 559 - Gly 560 -
Arg 561 WV Val 562 -
u-PA Val 563 - Glu 564
Ser 356 S-2444
Asp 255 (pyro-Glu-Gly-Arg-pNA)
His 204




e MECANISMO DE ACCION DE SERINOPROTEASAS SOBRE SUSTRATOS
CROMOGENICOS

La mayoria de las serinoproteasas presentan dos regiones funcionales: la porcion catalitica
(sitio activo Ser-Asp-His) y la porcién de reconocimiento de sustrato natural (estructuras
kringles, dominios finger, dominios EGF y dominios de carboxilacion dependientes de

vitamina K).

His
NH\/C (0]
— As
(0] N N 0] /O ’
e NN -
HN\(\ N c=0o
Cxqg
Ser NH

Estructura de la triada catalitica caracteristica de las serinoproteasas.
Ser (serina) — His (histidina) — Asp (dcido aspdrtico)

La reaccion de la serinoproteasa sobre el sustrato cromogénico depende de la interaccion
entre el sustrato y la estructura de cargas asociada al sitio activo de la enzima (el grupo
hidroxilo de la serina, el grupo imidazol de la histidina y el grupo carboxilo del acido

aspartico) que interaccionan entre si a través de enlaces hidrogeno.
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Mecanismo proteolitico de serinoproteasas frente al sustrato cromogénico.
R,CONHR; = sustrato cromogénico; R;NH, = p-NA



En una primera etapa se forma un complejo no covalente entre la enzima y el sustrato.
Luego se produce un ataque nucleofilico del hidroxilo-serina de la enzima sobre el grupo
carbonilo-amida del sustrato que da lugar a la ruptura del enlace amida, formacion de un
intermediario acil-enzima y liberacion de p-NA del sustrato.

En el paso siguiente, etapa limitante de la reaccidn, el enlace éster del intermediario acil-
enzima es hidrolizado, regenerandose la enzima libre que puede actuar sobre otra molécula

de sustrato.

e DISENO Y OPTIMIZACION DE UN METODO AMIDOLITICO-CINETICO
PARA EVALUAR ACTIVIDAD DE COMPONENTES DEL SISTEMA
FIBRINOLITICO

Se utilizaron sustratos cromogénicos sintéticos y sistemas purificados para estudiar la
actividad biolégica de cada uno de los componentes involucrados en el sistema
fibrinolitico. En particular, esta metodologia de estudio permite evaluar los posibles
efectos del dermatéan sulfato sobre el sistema fibrinolitico, independizdndose de sus efectos
anticoagulantes debido a que se reemplaza la fibrina, como sustrato de la actividad litica de
plasmina, por el sustrato sintético S-2251.

En esta tesis se realizaron ensayos comparativos de actividad enzimatica en presencia y
ausencia de dermatan sulfato. Para ello se disefi6 un método amidolitico cinético y a
continuacion se detalla la optimizacion de esta metodologia y el modo de analisis de los

resultados:

A.- Estudio de la activacion de plasmindgeno

A,.- Optimizacion de las condiciones experimentales generales
Aj.- Activacion de plasmindgeno por u-PA
As.- Activacion de plasminodgeno por t-PA

As.- Activacion de plasmindgeno por estreptoquinasa

B.- Estudio de la actividad amidolitica de plasmina
C.- Estudio de la actividad amidolitica de u-PA

D.- Analisis de los resultados



A.- ESTUDIO DE LA ACTIVACION DE PLASMINOGENO

Fisiologicamente, el Plg es convertido en la enzima activa Plm, por accion de los
activadores de plasmindgeno t-PA o u-PA. El t-PA actia mayoritariamente en el sistema
vascular y es el principal agente responsable de la disolucion del trombo via la activacion
del Plg, unido a fibrina, a PIm; mientras que u-PA se encuentra principalmente en tejido
conectivo y participa en la migracion celular y la remodelacion de los tejidos. Ademas,
mientras que la activacion de Plg mediada por t-PA es potenciada en presencia de fibrina,
la activacion por u-PA es apenas influenciada por fibrina !9,

En esta tesis se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la reaccion de activacion de Plg
mediada por los activadores fisiologicos t-PA y u-PA y ademas, por un activador exdgeno
de uso terapéutico denominado estreptoquinasa. Se eligid trabajar con estos activadores ya
que como tienen diferentes mecanismos de accion, el andlisis conjunto de los resultados

podria permitir la identificacion de un patron de comportamiento del dermatan sulfato en

esta etapa.

A,.- OPTIMIZACION DE CONDICIONES EXPERIMENTALES GENERALES

La reaccion de activacion de plasminogeno se realizd en policubetas de poliestireno
incubando Plg con un activador de plasmindgeno y el sustrato cromogénico S-2251 y
registrando la absorbancia a 405 nm en funcién del tiempo. La concentracion de p-NA
liberada es proporcional a la actividad amidolitica de la PIm formada, de modo que del

grafico de absorbancia versus tiempo puede evaluarse la cinética de activacion de Plg.

PLASMINOGENO |4 |  ACTIVADOR |+ | SUSTRATO 2251 | —— | p.NA

_ Activacion de Plasminégeno a Plasmina - Abs. 405 nm
~

| PLASMINA |

Esquema general del ensayo amidolitico de activacion de plasminogeno

En una primera etapa se definieron las fuentes de plasmindgeno/plasmina y sustrato

cromogénico a utilizar, el equipo espectrofotométrico y se optimizaron las condiciones de



reaccion como temperatura, buffer, pH, concentracion de plasmindégeno y sustrato
cromogeénico.
NOTA: todas las concentraciones indicadas son concentraciones finales en el medio de

reaccion (conc. finales).

Fuentes de plasmindgeno y plasmina
v’ Plasmindgeno purificado a partir de plasma normal humano.
v" Plasmindgeno humano; Chromogenix, Milan, Italia.

v' Plasmina humana; Chromogenix, Milan, Italia.

Sustrato cromogénico sintético

Sustrato especifico para plasmina: S-2251, Chromogenix, Milan, Italia.

Equipo espectrofotométrico

Lector de ELISA: Reader 100, Organon Teknica, Miami, EE.UU.

Temperatura
Todos los reactivos fueron estabilizados a 37 °C antes de comenzar el ensayo y el

monitoreo de absorbancia se llevo a cabo en un cuarto estufa (35-37 °C).

Medio de reaccion: buffer, pH

Con el objetivo de establecer el efecto de la fuerza i6nica y el pH en la reaccion de
activacion de plasminogeno, se evaluaron diferentes medios de reaccion: agua, solucion
fisiologica (osmolaridad similar a la sanguinea) y buffer Tris-HCl pH 8 (buffer

recomendado para estudios con sustratos cromogénicos) en distintas concentraciones.

En la figura 3 puede observarse que la reaccion de activacion se encuentra disminuida en
buffer Tris diluido y no se produce en agua o solucion fisioldgica, mientras que es Optima
en buffer Tris-HCI 50 mM pH 8.

Estas diferencias se deberian, principalmente, a que tanto en agua como en solucion
fisiologica o en buffer Tris diluido (1/10 y 1/20) el pH final de la reaccion resultd
aproximadamente 5 (pH del agua destilada disponible en el laboratorio y de la mayoria de
las soluciones preparadas sin ajuste acido-base). Por otro lado, la fuerza ionica del medio

parece ser un factor importante en el desarrollo de la reaccion, ya que en presencia de



concentraciones diluidas de Tris o mezclas de buffer Tris y solucion fisioldgica la reaccion

resultd alterada.

3 -

2,54

—m— Plg (Tris pH 8)

—e— PIg (Tris dil 1/5, pH 8)
—a— Plg (Tris dil 1/10, pH 5)
—x— PIg (Tris dil 1/20, pH 5)
—e— Plg (Tris + SF, pH 8)
——Plg (agua, pH 5)
—&—PIg (SF, pH 5)

Abs. (405 nm)
&
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Figura 3: Optimizacion de las condiciones experimentales de la reaccion de
activacion de plasminogeno (medio de reaccion).

Plg 0,5 uM; u-PA 100 U/ml; S-2251 1 mM.

Plg = plasmindgeno, Tris = buffer Tris-HCl 50 mM. Dil = dilucién, SF= solucion
fisioldgica. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

En funciéon de estos resultados preliminares se diseid una experiencia para evaluar la
reaccion de activacion de Plg frente al sustrato S-2251. Con el objetivo de definir las
condiciones de trabajo, se ajustd el medio de reaccion con buffer Tris-HCl 50 mM o
solucion fisiologica a pH 7,4 (pH fisiologico) o pH 5. En la figura 4 puede observarse que
la reaccion de activacion de Plg fue optima a pH 7,4 y no ocurrié a pH 5. Ademas, resultd
levemente superior en buffer Tri-HCl respecto de solucion fisioldgica.

Con el objetivo de identificar las variables que afectan la activacion de Plg propiamente
dicha y/o la actividad sobre el sustrato S-2251 de la PIm formada se evalu6 la actividad de
PIm estdndar en las mismas condiciones experimentales. En la figura 5 puede observarse
que la actividad de Plm fue 6ptima a pH 7,4 y disminuy6 a pH 5. Ademas, fue similar en

buffer Tri-HCl respecto de solucion fisioldgica a pH 7,4.

Por lo tanto, se decidid trabajar a pH fisiologico, en buffer Tris-HCI 50 mM debido a que
ambas reacciones resultaron Optimas en ese medio y ademas, el control del pH y las

condiciones del medio de trabajo resultaron mas eficientes.
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Figura 4: Optimizacion de las condiciones experimentales de la reaccion de

activacion de plasminogeno (medio de reaccion).

Plg 0,5 uM; u-PA 40 U/ml; S-2251 1 mM.

Plg = plasminogeno, Tris = buffer Tris-HCl 50 mM. SF= solucién fisiologica.

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.
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Figura 5: Optimizacién de las condiciones experimentales del ensayo de

actividad de plasmina (medio de reaccion).

Plm 0,25 uM; S-2251 1 mM.
Plm = plasmina, Tris = buffer Tris-HCl 50 mM. SF= solucién fisiologica. Cada

punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Concentracion de plasminogeno y sustrato cromogénico
Una vez seleccionado el buffer y pH de trabajo se ajustd la concentracion de S-2251 y

plasmindgeno. Las concentraciones evaluadas fueron entre 0,5 y 1 mM para S-2251 y entre

0,15y 0,5 uM para Plg.



En la figura 6 puede observarse que a mayor concentracion de sustrato cromogénico
aumentaron el maximo de absorbancia alcanzado y la pendiente de la curva de activacion.
Ademas, es importante destacar que en todos los casos pueden diferenciarse las curvas de
activacion a diferentes concentraciones de Plg indicando que, en las condiciones
experimentales utilizadas, ningun reactivo actu6é como limitante de la reaccion (figura 7).

Por otro lado, se comprobd que el Plg no tiene accion directa sobre el sustrato S-2251, ya
que el blanco realizado con la concentracion méaxima de Plg utilizada en el ensayo (0,46
puM) no mostré cambios de absorbancia durante el desarrollo de la experiencia (figura 7).

Por lo tanto, se selecciond 0,3 uM como la concentracion de Plg de trabajo para estudiar la
reaccion de activacion por los diferentes activadores y 0,5 mM como la concentracion de

sustrato cromogénico.

Resumiendo, las condiciones experimentales optimizadas para evaluar el efecto del
dermatan sulfato sobre la reaccion de activacion de plasminogeno resultaron:

* Temperatura 37 °C. Todos los reactivos fueron estabilizados a 37 °C antes de comenzar
el ensayo y el monitoreo de absorbancia se llevé a cabo en un cuarto estufa (35-37 °C).

« Buffer Tris-HCI: concentracion final 50 mM pH 7,4.

* Plasmindgeno: concentracion final 0,3 pM.

* Sustrato cromogénico S-2251: concentracion final 0,5 mM.

Una vez definidas estas condiciones experimentales generales utilizando u-PA como
activador de Plg, se optimiz6 en forma particular el ensayo de activacion de Plg con cada
uno de los activadores mencionados. Ademas, se evaluaron condiciones de reaccion
especiales para el ensayo de activacion de Plg por t-PA (ensayo en presencia de fibrina) y
se preparé un estimulador soluble de t-PA (producto de degradaciéon de fibrina y

fibrindgeno).
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Figura 6: Optimizacion de las condiciones experimentales de la reaccion de activacion de plasminégeno

(concentracion de plasminégeno y sustrato cromogénico).
Plasminogeno (Plg, entre 0,15 y 0,5 uM); u-PA 50 U/ml; S-2251 (entre 0,5 y 1 mM); buffer Tris-HCI 50 mM
pH 7,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones

0,5 mM S-2251 + (Plg) + u-PA 50 U/ml e 0,75 mM S$-2251 + (Plg) + u-PA 50 U/ml
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Figura 7: Optimizacion de las condiciones experimentales de la reaccion de activacion de plasminégeno
(concentracion de plasminégeno y sustrato cromogénico).

Plasminogeno (Plg, entre 0,15 y 0,5 uM); u-PA 50 U/ml; S-2251 (entre 0,5 y 1 mM); buffer Tris-HCI 50
mM, pH 7.,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Blanco de Plg = Plg 0,46 uM; S-2251 (entre 0,5 y 1 mM); buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.4.



A1.- ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR u-PA

El activador de Plg de tipo urinario (u-PA) o uroquinasa (UK) pertenece a la familia de las
serinoproteasas y tiene la capacidad de clivar el enlace Argss-Valse, del Plg para
convertirlo en la enzima activa Plm.

Este activador es sintetizado como proenzima (scu-PA: single chain u-PA) y convertido a
la forma activa por clivaje del enlace Lys;ss-Ileiso (tcu-PA: two chain u-PA) por accion de
PIm, factor XII o calicreina. La forma activa (también llamada HMW-UK: high molecular
weight UK) se encuentra en grandes cantidades en orina humana (40 a 80 pg/l), donde la
PIm puede producir el clivaje del enlace Lysiss-Lysis6, pérdida del dominio kringle y EGF,
generando una molécula de menor peso molecular (LMW-UK: low molecular weight UK)
con actividad enzimatica preservada.

Si bien HMW-UK es aproximadamente dos a tres veces mas potente que LMW-UK en
ensayos bioldgicos (lisis del coagulo), ambas formas presentan reactividad similar como

activadores de Plg in vitro utilizando el sustrato sintético S-2251 (9.

Se utilizaron dos marcas comerciales de u-PA:
v' UKIDAN (Laboratorio Serono S.A., Aubonne, Suiza)
v UROQUINASA-UCB (Crinos Industria Farmacologica, Villa Guardia, Como, Italia)

Ensayo de activacion de plasmindgeno por u-PA

La reacciéon de activacion de plasmindgeno por u-PA se realizd en policubetas de
poliestireno incubando Plg (0,3 pM) con distintas concentraciones de u-PA (entre 1 y 600
U/ml) y el sustrato cromogénico S-2251 (0,5 mM) en buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4. Se
registro la absorbancia a 405 nm en funcion del tiempo.

Como blanco de reaccion se incubd u-PA/S-2251 respetando las concentraciones finales

del ensayo de activacion.

Incubar a 37 ° C, en buffer Tris - HCl 50 mM pH 7,4

PLASMINOGENO + UROQUINASA + SUSTRATO S-2251 — p-N A
0,3 uM 1-600 U/ml 0,5mM Abs. 405 nm
_ Generacién de Plasmina B T l
~
| PLASMINA | + | SUSTRATO s-2251 | —>  Actividad de
Plasmina

Esquema general del ensayo amidolitico de activacion de plasmindgeno por u-PA



En una primera etapa se compararon las curvas de activacion de Plg utilizando los dos
reactivos de u-PA comerciales, en concentraciones de 1, 10, 50 y 100 U/ml. En la figura 8
puede observarse que ambos reactivos presentaron la misma actividad, medida a través del
ensayo amidolitico de activacion de Plg, pudiéndose utilizar indistintamente como fuentes
de u-PA.

Para evaluar el efecto del dermatan sulfato sobre el proceso de activacion de Plg, se estudid
la reaccidon en presencia de diferentes concentraciones de u-PA (entre 1 y 600 U/ml) para
determinar la concentracion adecuada (figura 9). Puede observarse que a concentraciones
de u-PA mayores que 50 U/ml el proceso de activacion fue instantaneo obteniéndose
maximos de generacion de Plm a tiempos menores de 15 minutos de incubacion. Mientras
que, a concentraciones de u-PA menores que 50 U/ml, existié una fase de latencia asociada
a la activacion de Plg a PIm. Ademas, se confirm6 que el u-PA no tiene accion directa
sobre el sustrato S-2251 ya que el blanco realizado con la concentracion maxima de u-PA
utilizada en el ensayo (600 U/ml) no mostr6 cambios de absorbancia durante el desarrollo

de la experiencia.

1.5 —e— Ukidan 100 U/ml
—m— Ukidan 50 U/ml 50

—e— Ukidan 10 U/ml

-

—a— Ukidan 1 U/ml
——UCB 100 U/ml
—&— UCB 50 U/ml
—o— UCB 10 U/ml
—A—UCB 1 U/ml

Abs (405 nm)

0.5

0.0

0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Figura 8: Ensayo de activacion de plasminégeno utilizando diferentes marcas
comerciales de uroquinasa.

Plasminogeno 0,3 uM; u-PA (entre 1 y 100 U/ml); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50
mM pH 7,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Ukidan = uroquinasa Ukidan, Laboratorio Serono S.A., Aubonne, Suiza.

UCB = uroquinasa UCB, Crinos Industria Farmacoldgica, Villa Guardia, Como, Italia.
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Figura 9: Ensayo de activacion de plasminégeno utilizando distintas
concentraciones de uroquinasa.

Plasminogeno 0,3 uM; u-PA (entre 1 y 600 U/ml); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50
mM pH 7,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Blanco de u-PA =u-PA 600 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

Efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de plasmindgeno por u-PA

Para evaluar la activacion de Plg en presencia de distintas concentraciones de DSA y DSB
(4, 16, 32, 64, 128, 256 y 512 pg/ml) se decidio utilizar una concentracion de u-PA de 10
U/ml. La reaccion de activacion de Plg por u-PA se realizé en policubetas de poliestireno
agregando los diferentes reactivos en el siguiente orden: Plg (conc. final 0,3 uM) + sustrato
cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) + distintas concentraciones de DS (conc. final: 0
a 512 pg/ml) + u-PA (conc. final 10 U/ml), en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,4. Se registrd
la absorbancia a 405 nm en funcién del tiempo a partir del agregado de u-PA.

En una segunda etapa se evalu6 el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la reaccion de activacion de Plg utilizando diferentes

concentraciones de u-PA (5, 10 y 50 U/ml).

A,.- ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR t-PA

El activador de Plg de tipo tisular (t-PA) es el principal activador fisiologico del sistema
fibrinolitico, responsable de la remocion de fibrina del arbol vascular. El t-PA pertenece a
la familia de las serinoproteasas y tiene la capacidad de clivar el enlace Argsqi-Valss, del
Plg para convertirlo en la enzima activa PIm. Puede presentarse como una proteina de una

sola cadena (sct-PA: single chain tisular plasminogen activator) polipeptidica de 572



residuos aminoacidicos de peso molecular 72 kDa o como una molécula de dos cadenas
(tct-PA: two chain tisular plasminogen activator) unidas por puente disulfuro que se
obtienen por accion de Plm o calicreina que hidrolizan el enlace Arg,ss-Ilesss del sct-PA.

Las dos formas del activador, sct-PA y tct-PA, presentan igual actividad fibrinolitica en
sistemas purificados compuestos de Plg y fibrina "*”. Ademds, ambos activadores
presentan afinidades muy bajas por el Plg en ausencia de fibrina. La fibrina aumenta la
velocidad de reaccion de activacion de Plg por ambas formas de t-PA, actuando como
sustrato de Plm y como catalizador de la interaccion entre t-PA y Plg (catélisis
heterogénea). La fibrina se uniria al t-PA y luego el Plg también se uniria formando un
complejo ternario ciclico sobre la fibrina. A medida que la fibrina es degradada se forman
nuevos sitios de union con mayor afinidad para el t-PA y también permitiria la uniéon de
mas moléculas de Plg. Este mecanismo constituye un feed back positivo para el sistema

fibrinolitico y asegura la activacion del Plg localizado sobre el codgulo de fibrina.

Se evaluaron dos tipos de t-PA:
v t-PA recombinante (t-PAg), Genetech Inc., San Francisco, California, EE.UU.
v t-PA de simple cadena aislado de cultivo de células de melanoma humano (t-PA; > 90

% sct-PA), Chromogenix, Milan, Italia.

Ensayo de activacion de plasmindgeno por t-PA

La reaccion de activacion de plasmindgeno por t-PA se realizd en policubetas de
poliestireno incubando Plg (0,3 UM) con distintas concentraciones de t-PA (entre 10 y 250
U/ml) y el sustrato cromogénico S-2251 (0,5 mM) en buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4. Se
registrd la absorbancia a 405 nm en funcién del tiempo.

Como blanco de reaccion se incubd t-PA/S-2251 respetando las concentraciones finales del
ensayo de activacion.

Ademas, se evaluo6 la reaccion de activacion de Plg en presencia de un estimulador de t-PA
disponible comercialmente. Este producto comercial es una mezcla de productos de

degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) provisto por Chromogenix, Milan, Italia.



Incubar a 37 ° C, en buffer Tris - HCl 50 mM pH 7,4

PLASMINOGENO t-PA SUSTRATO S-2251
0,3 uM + 10 - 250 U/ml T POF | + 0,5 mM p-NA
ad 4 - ~m Abs. 405 nm
_ Generacion de Plasmina - T l
~
| PLASMINA | + SUSTRATO s-2251 | — >  Actividadde
Plasmina

Esquema general del ensayo amidolitico de activacion de plasminogeno por t-PA.

En una primera etapa se compararon las curvas de activacion de Plg utilizando t-PA
recombinante (t-PAg) o humano (t-PA).

En la figura 10 se muestran las curvas de activacion de Plg utilizando t-PA recombinante,
en concentraciones entre 10 y 250 U/ml. Puede observarse que la reaccion de activacion de
Plg por t-PAg en ausencia de fibrina fue muy lenta, con una fase de latencia mayor a 150
minutos para todas las concentraciones de t-PAr utilizadas. Luego de 150 minutos de
incubacion se agregd al ensayo de activacion el estimulador comercial de t-PA (PDF
comercial) y pudo observarse que luego de su agregado aumentd la velocidad de
generacion de Plm. En la misma figura puede observarse que el t-PAgr no tiene accion
directa sobre el sustrato S-2251 ya que el blanco realizado con la concentracién maxima de
t-PAg utilizada en el ensayo (250 U/ml), no mostré6 cambios de absorbancia durante el
desarrollo de la experiencia. Ademas, el agregado de PDF comercial no modifico el blanco
de reaccion, indicando que no presenta actividad sobre el sustrato S-2251.

En la figura 11 se muestran las curvas de activacion de Plg utilizando t-PA humano, en
concentraciones entre 25 y 200 U/ml. Comparando las figuras 10 y 11 puede observarse
que la actividad de t-PA humano fue mayor que el t-PAg y que éste, ain en ausencia de
fibrina, produjo activacion de plasmindgeno. Ademas, en la figura 11 puede observarse
que el agregado de PDF comercial aument6 la velocidad de generacion de Plm y que el t-
PA humano no tiene accién directa sobre el sustrato S-2251 (blanco t-PA 200 U/ml).
Teniendo en cuenta estos resultados se decidi6 trabajar con t-PA humano en los sucesivos
ensayos de activacion de Plg. Ademads, se plante6 como nuevo objetivo preparar un
producto estimulador de t-PA soluble para estudiar la reaccion de activacion de Plg por t-
PA en presencia de fibrina y posteriormente evaluar el efecto del dermatan sulfato sobre

este proceso de activacion.



—o— t-PA 10 U/ml

—m— t-PA 50 U/ml

—A— t-PA 100 U/ml
15 —e—t-PA 250 U/ml
—— Blanco t-PA 250 U/ml

Abs (405 nm)

tiempo = 150 min
AGREGADO DE PDF

0,5

Tiempo (min)

Figura 10: Ensayo de activacion de plasmin6geno utilizando distintas concentraciones de
t-PA recombinante.

Plasmindgeno 0,3 pM; t-PAg (entre 10 y 250 U/ml); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC] 50 mM
pH 7,4. Luego de 150 min de incubacion se agregd 10 pl de un estimulador de t-PA comercial
(PDF, producto de degradacion de fibrina y fibrindgeno).

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Blanco t-PA = t-PAg 250 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4.

—o—t-PA 25 U/ml

—g— t-PA 50 U/ml

—A— t-PA 100 U/ml
—o—t-PA 200 U/ml
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Figura 11: Ensayo de activacion de plasminégeno utilizando distintas concentraciones de
t-PA humano.

Plasminogeno 0,3 uM; t-PA (entre 25 y 200 U/ml); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM
pH 7,4. En simultaneo se repitio el ensayo con agregado de un estimulador de t-PA comercial
(PDF, producto de degradacion de fibrina y fibrindgeno).

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Blanco t-PA =t-PA 200 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.



Preparacion y caracterizacion de un producto estimulador de t-PA soluble

La fibrina cumple una importante funcién como modulador de la fibrinolisis. La activacion
de Plg mediada por t-PA en medio plasmatico es un proceso ineficiente, mientras que en
presencia de fibrina la reaccion de activacion estd potenciada. De esta manera, la accion de
PIm se encuentra fisiolégicamente restringida al codgulo sanguineo.

Para seleccionar un estimulador de t-PA soluble que pueda utilizarse en ensayos
funcionales amidoliticos de componentes del sistema fibrinolitico, se prepararon
mondmeros de fibrina (MF) y productos de degradacion de fibrina/fibrinogeno (PD) V.
Todos los productos obtenidos fueron caracterizados mediante la determinacion de
concentracion proteica por el método de Lowry, patron electroforético por SDS-PAGE y
capacidad de estimulacion de t-PA en un ensayo amidolitico de activacion de Plg. Ademas,
estos productos fueron evaluados en comparacion con un producto estimulador de t-PA

comercial (PDF comercial o Estim. com).

1) Preparacion de monomeros de fibrina (MF)

Se incubd plasma normal diluido o fibrindgeno purificado con trombina en buffer Tris-HCl
50 mM - cloruro de sodio (NaCl) 0,15 M, durante 2 horas a 37 °C. Se recogieron los
coagulos formados con una varilla de vidrio y se redisolvieron en 0,5 ml de 4cido acético

0,02 M (pH 4,5). Las soluciones obtenidas (MFp y MFf) fueron guardadas a 4 °C.

MONOMEROS DE FIBRINA de Plasma (MFp) |de Fbg purificado( MFf)
Plasma (pool normal) Iml | -
Fibrinogeno (Fbg;3g/) | —=--- 1 ml
Buffer Tris-HCI 50 mM - NaCl 0,15 M 3 ml 3ml
Trombina (10 U/ml) 30 pl 30 ul

2) Preparacion de productos de degradacion de fibrina/fibrinogeno (PD)

Para obtener productos de degradacion de fibrina (PDFbn) se incubd fibrindgeno
purificado con trombina en buffer Tris-HCl 50 mM durante 5 minutos a 37 °C. Luego se
agreg6 plasmina y se mantuvo la incubacion a 37 °C durante 6 horas hasta lisis total del
coagulo. Para obtener productos de degradacion de fibrindgeno (PDFbg) se repitid el
esquema de incubacion sin el agregado de trombina.

Las soluciones obtenidas (PDFbn y PDFbg) fueron guardadas a 4 °C. Ademas, se prepar6

una mezcla de productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) mezclando partes



iguales de las soluciones PDFbn y PDFbg.

PRODUCTOS DE DEGRADACION | de Fbg purificado (PDFbg) | de Fibrina (PDFbn)
Fibrinogeno (Fbg, 3 g/1) 1 ml 1 ml

Buffer Tris-HCI 0,5 M 130 ul 130 ul
Trombina (100U/ml) | - 30 ul

Agua (H,0O) 3opl | e
Plasmina (1,88 uM) 75 ul 75 ul

3) Caracterizacion de los productos obtenidos y comparacion con un producto
estimulador de t-PA comercial. Seleccion de un producto de trabajo
En la figura 12 se presenta el perfil electroforético obtenido para las distintas soluciones

preparadas y para el estimulador comercial de t-PA.

Figura 12: Patron electroforético en SDS-PAGE de los productos ensayados como
estimuladores solubles de t-PA.

T gel concentrador 4 %, T gel separador 8,6 %.

MFp = mondémeros de fibrina plasmatica, MFf = monoémeros de fibrina preparados a partir de
fibrin6geno purificado, PDFbg = productos de degradacion de fibrindgeno, PDFbn = productos
de degradacion de fibrina, PDF comercial = estimulador comercial de t-PA.

Se visualizan las cadenas Ad (63 kDa), B3 (56 kDa) y y (57 kDa) del fibrindgeno debido a que
la muestra fue previamente tratada con con 2-mercaptoetanol.

A
1 2 3 4
R B3 —P
vy
1 - MFp 1 - Cadenas Aa, BB y y del fibrindgeno.
2 - MFf 2 - PDFbg
3 - Marcadores de Peso Molecular 3 - PDFbn
(212, 170, 116, 76, 70, 53, 45 y 29 kDa) 4 - PDF comercial

4 - PDF comercial.



Ademas, se determiné la concentracion proteica y la capacidad de estimulacion de t-PA de
todos los productos preparados en un ensayo amidolitico de activacion de Plg (Plg 0,3 uM;
t-PA humano 250 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4). Se agrego a la
mezcla de reaccion igual volumen de todos los productos ensayados y se compar6 el efecto
obtenido con el producto estimulador de t-PA comercial.

Para comparar el efecto de los productos ensayados se calcularon dos factores de
potenciacion: “fy” asociado a la velocidad de reaccion y “f t;,” asociado al tiempo
correspondiente al 50 % de formacion de producto (Ver detalles en esta misma seccion de

Materiales y Métodos: item D).

Monémeros de fibrina: en la figura 13 puede observarse que los MFp presentaron un

efecto inhibitorio (fy <1 y f t;, >1), mientras que los MFf no modificaron la reaccion

estudiada (fy y ftip = 1).

fV ft1/2

Estim. Com | 1,92 0,63
©021mgmh) | £0,10 | +0,02

MFp 0,56 1,62
(1,25mg/ml) | £0,02 | £0,03
MFf 1,14 0,91

(025 mg/ml) | +£0,04 | £0,02

-
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—m— Estim. Com. (0,21 mg/ml)
—e— MFp (1,25 mg/ml)
—aA— MFf (0,25 mg/ml)
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Figura 13: Evaluacion del efecto de los monémeros de fibrina preparados como estimulador soluble de
t-PA sobre la reaccién de activacion de plasminégeno. Comparacion con un estimulador comercial.
MFp = mondmeros de fibrina plasmatica, MFf = mondmeros de fibrina preparados a partir de fibrindgeno
purificado, Estim. Com. = estimulador comercial.

Plasminogeno 0,3 uM; t-PA 250 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4.

La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado. En la tabla que acompaiia la figura se
presentan los factores de potenciacion calculados para cada solucion ensayada (media + error estandar; tres

ensayos por duplicado).

Productos de degradacion de fibrina/fibrinégeno: los tres PD evaluados presentaron un
efecto estimulador de t-PA (fv >1 y f t;, <1), siendo similar la accidon observada con

PDFbn y PDF y levemente menor con PDFbg (figura 14).

fv fti
Estim. Com | 1,92 0,63
021mgml) | £0,12 | +£0,02
PDFbg | 142+ | 1,03+
(0,19 mg/ml) 0,11 0,03
PDFbn 1,42+ | 0,88+
(0,19 mg/ml) 0,10 0,03
PDF 130 | 0.88 =
(0,18 mg/ml) 0,08 0,03
PDF 1.53 0.75
(009 mg/mb) | +0.13 | +0.03

-
L

—o— t-PA basal 250 U/ml
—m— Estim. Com. (0,21 mg/ml)
—e— PDFbg (0,19 mg/ml)
—B8— PDFbn (0,19 mg/ml)
—aA— PDF (0,18 mg/ml)

—A— PDF (0,09 mg/ml)

Abs. (405 nm)

0,5 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

tiempo (min)

Figura 14: Evaluacion del efecto de los productos de degradaciéon de fibrina/fibrinégeno preparados
como estimulador soluble de t-PA sobre la reaccion de activacion de plasminégeno. Comparacion con
un estimulador comercial.

PDFbg = productos de degradacion de fibrinbgeno, PDFbn = productos de degradacion de fibrina. PDF =
mezcla de PDFbg y PDFbn, Estim. Com. = estimulador comercial.

Plasminogeno 0,3 uM; t-PA 250 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.



La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado. En la tabla que acompaia la figura se
presentan los factores de potenciacion calculados para cada solucion ensayada (media + error estandar; tres
ensayos por duplicado).

Entre los productos ensayados los unicos que presentaron efecto estimulador de t-PA
fueron los productos de degradacion de fibrina/fibrindgeno. El efecto observado fue similar
al del producto comercial, por lo tanto se seleccion6 la mezcla de productos de
degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) como estimulador soluble de t-PA para los

siguientes ensayos de activacion de Plg.

4) Evaluacion del producto estimulador de t-PA de trabajo seleccionado
Una vez seleccionada la mezcla de productos de degradacion de fibrina y fibrinégeno
(PDF) como estimulador soluble de t-PA para los siguientes ensayos amidoliticos de

activacion de Plg, sobre la solucion de PDF obtenida se realizaron los siguientes controles:

v Se estudio el efecto de distintas concentraciones de PDF (0,03 y 0,36 mg/ml) para
determinar la concentracion de maximo efecto potenciador de la activacion de Plg por t-PA
(figura 15). Se seleccion6 como concentracion de trabajo 0,05 mg/ml, alcanzandose un
efecto estimulador similar al producto comercial (Estimulador comercial: concentracion
optima 0,21 mg/ml; fy =2,10£ 0,16 y f't;», = 0,50 = 0,05).

v' Se evaluo la actividad de plasmina residual en la solucién de PDF por hidrdlisis directa
del sustrato S-2251. Para ello se realizé un blanco de reaccion incubando PDF (0,06
mg/ml) y S-2251 respetando las concentraciones finales del ensayo de activacion.

No se observo actividad amidolitica sobre el sustrato S-2251, descartandose actividad
residual de plasmina en la preparacion de PDF a la concentracion de trabajo seleccionada
(figura 15). Ademas, la solucion de PDF no modifico la accion de Plm pura en un ensayo

amidolitico control (f v, 1,07 £ 0,04).

v" Se corrobord el efecto estimulador de los PDF (0,05 mg/ml) a distintas concentraciones

de t-PA (figura 16).

v Se estudido la estabilidad del producto determindndose que el mismo puede ser
conservado en heladera (4° C) hasta 30 dias y en freezer (-20 °C) hasta 6 meses, sin

modificarse sus propiedades como estimulador de t-PA.



f \4 f t 1/2
PDF 2,10 0,56
0,03mg/ml | £0,14 | +0,02
PDF 2,20 0,56
0,06 mg/ml | +0,13 | +0,03
PDF 2,08 0,56
0,12mg/ml | £0,08 | +£0,04

PDF 1,94 0,60
024mg/ml | £0,15 | +0,02
PDF 1,69 0,65

0,36mg/ml | £0,12 | 0,04

—o— basal t-PA
—— PDF (0,03 mg/ml)
—A— PDF (0,06 mg/ml)
—B=— PDF (0,12 mg/ml)
—¥%— PDF (0,24 mg/ml)
—e— PDF (0,36 mg/ml)
—+— Blanco

0,8

Abs. (405 nm)

0,6

04

0,2

0 20 40 60 80
Tiempo (min)

Figura 15: Evaluacién del efecto de distintas concentraciones de PDF sobre la reaccién de activacion
de plasminogeno mediada por t-PA.

Plasmindgeno 0,3 pM; t-PA 250 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.,4.

PDF = mezcla de productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDFbg + PDFbn).

Blanco PDF = PDF 0,06 mg/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4.

La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado. En la tabla que acompaia la figura se
presentan los factores de potenciacion calculados para cada solucion ensayada (media + error estandar; tres
ensayos por duplicado).



2 ——t-PA 10 U/ml ——t-PA 10 U/ml + PDF

—A— t-PA 40 U/ml —A— t-PA 40 U/ml + PDF
—&—t-PA 100 U/ml —&— t-PA 100 U/ml + PDF
——t-PA 250 U/ml —o— t-PA 250 U/ml+ PDF

Abs. (405 nm)
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Figura 16: Evaluacién del efecto de PDF sobre la reacciéon de activacion de
plasminégeno mediada por distintas concentraciones de t-PA.

Plasmindgeno 0,3 pM; t-PA (entre 10 y 250 U/ml); PDF 0,05 mg/ml; S-2251 0,5 mM,;
buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.4.

PDF = mezcla de productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDFbg + PDFbn).

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de plasminégeno por t-PA

Para evaluar la activacion de Plg en presencia de distintas concentraciones de DSA y DSB
(entre 10 y 500 pg/ml) se decidié utilizar una concentracion de t-PA de 10 U/ml. La
reaccion de activacion de Plg por t-PA se realiz6 en policubetas de poliestireno agregando
los diferentes reactivos en el siguiente orden: Plg (conc. final 0,3 pM) + sustrato
cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) + distintas concentraciones de DS (conc. final: 0
a 500 pg/ml) + t-PA (conc. final 10 U/ml), en buffer Tris-HCl1 50 mM pH 7.,4. Se registrd
la absorbancia a 405 nm en funcién del tiempo a partir del agregado de t-PA.

En una segunda etapa se evalu6 el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno utilizando diferentes
concentraciones de t-PA (5, 10 y 50 U/ml).

Todos los ensayos planteados fueron realizados en presencia y ausencia de la mezcla de
productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) en concentracion final 0,05

mg/ml.



Asz.- ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR ESTREPTOQUINASA

En el afio 1933 se reportd que el estreptococo hemolitico producia una proteina con
capacidad de inducir la lisis de codgulos de plasma humano “*?. Posteriormente se
determin6 que esa proteina, denominada estreptoquinasa (SK), no era una enzima y que su
accion dependia de la presencia de Plg. Actualmente, la SK se utiliza como activador
exogeno del Plg en terapia trombolitica.

La actividad litica de la SK requiere de la formacion de un complejo estequiométrico 1:1
con el Plg (SK.Plg) y luego ese complejo sufre un cambio de conformacion, dependiente
del tiempo y la temperatura, exponiendo el sitio activo de la molécula de Plg (Plg*). El
complejo SK.Plg*, presenta actividad sobre el sustrato cromogénico S-2251 de forma

similar a la Plm libre.

Se utilizo estreptoquinasa Kabi AB, Estocolmo, Suiza.

Ensayo de activacion de plasmindgeno por SK

La reaccion de activacion de plasmindégeno por SK se realizd en policubetas de
poliestireno incubando Plg (0,3 pM) con distintas concentraciones de SK (entre 1 y 600 U/
ml) y el sustrato cromogénico S-2251 (0,5 mM) en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.4. Se
registro la absorbancia a 405 nm en funcion del tiempo.

Como blanco de reaccion se incubd SK/S-2251 respetando las concentraciones finales del

ensayo de activacion.

Incubar a 37 ° C, en buffer Tris - HCl 50 mM pH 7,4

PLASMINOGENO ESTREPTOQUINASA + SUSTRATO S-2251 —_— p-N A
0,3 uM 1-600 U/ml 0,5mM Abs. 405 nm
Formacion del complejo Plg.SK con actividad de Plasmina
_
~
Complejo Plg.SK + SUSTRATO S-2251 | ——>  Actividad simil
Plasmina

Esquema general del ensayo amidolitico de activacion de plasmindgeno por SK

Se estudio la reaccion de activacion de Plg en presencia de diferentes de concentraciones

de SK (entre 1 y 600 U/ml). En la figura 17 puede observarse que a concentraciones de SK



mayores que 50 U/ml el proceso de activacion fue instantaneo obteniéndose maximos de
generacion de actividad tipo Plm a tiempos menores de 20 minutos de incubacion.
Mientras que a concentraciones de SK menores que 50 U/ml existi6 una fase de latencia
asociada al proceso de activacion de Plg. Ademas, se confirmé que la SK no tiene accion
directa sobre el sustrato S-2251 ya que el blanco realizado con la concentracion maxima de
SK utilizada en el ensayo (600 U/ml), no mostré6 cambios de absorbancia durante el

desarrollo de la experiencia.

—5— 600 U/ml

—%— 200 U/ml

—aA— 100 U/ml

—— 50 U/ml

—o— 10 U/ml
—A—1U/ml

—— Blanco SK 600 U/ml

15

Abs (405 nm)

0.5

o 2"

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Figura 17: Ensayo de activacion de plasminégeno utilizando distintas
concentraciones de estreptoquinasa.

Plasminogeno 0,3 uM; SK (entre 1 y 200 U/ml); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI1 50
mM pH 7,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Blanco SK = SK 600 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

Efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de plasminégeno por SK

Para evaluar la activacion de Plg en presencia de distintas concentraciones de DSA y DSB
(4, 16, 32, 64, 128, 256 y 512 pg/ml) se decidio utilizar una concentracion de SK de 10 U/
ml. La reaccién de activacion de Plg por SK se realizd en policubetas de poliestireno
agregando los diferentes reactivos en el siguiente orden: Plg (conc. final 0,3 pM) + sustrato
cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) + distintas concentraciones de DS (conc. final: 0
a 512 pg/ml) + SK (conc. final 10 U/ml), en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.4. Se registro la

absorbancia a 405 nm en funcion del tiempo a partir del agregado de SK.



En una segunda etapa se evalud el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la reaccion de activacion de Plg utilizando diferentes
concentraciones de SK (5, 10 y 50 U/ml).

B.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD AMIDOLITICA DE PLASMINA

La plasmina obtenida por activacion del Plg, es una serinoproteasa de dos cadenas unidas
por puente disulfuro. La cadena pesada de la Plm contiene los 5 kringles y la cadena
liviana contiene el sitio activo en el extremo C-terminal. La Plm cataliza la hidr6lisis de los
enlaces C-terminal a residuos arginina y lisina de la fibrina conduciendo a la lisis del

coagulo. Esta enzima in vitro, tiene accion directa sobre el sustrato cromogénico S-2251.
Se utiliz6é plasmina humana; Chromogenix, Milan, Italia.

Ensayo de actividad de plasmina

Para evaluar la actividad amidolitica de plasmina, se realizaron incubaciones de Plm (entre
0,03 y 0,3 uM) con el sustrato cromogénico S-2251 (0,5 mM) en buffer Tris-HCl 50 mM
pH 7,4 y se monitore6 la liberacion de p-NA (absorbancia a 405 nm) en funciéon del
tiempo. La concentracion de p-NA liberada es proporcional a la actividad de Plm.

La concentracion de Plm fue seleccionada como la cantidad de PIm formada (10, 25, 50,
75 y 100 %) durante el ensayo de activacion de Plg descripto para los diferentes

activadores utilizados.

NOTA: Todas las concentraciones indicadas son concentraciones finales en el medio de

reaccion.

Incubar a 37 °C, en buffer Tris - HCI 50 mM pH 7,4
Abs. 405 nm

PLASMINA SUSTRATO S-2251
+ —
0,03 -0,3 uM 0,5 mM

Esquema general del ensayo amidolitico de actividad de plasmina

En la figura 18 se muestra la comparacion de las curvas de actividad de Plm utilizando
concentraciones entre 0,03 y 0,3 uM. Puede observarse que en este caso no hay fase de

latencia ya que la reaccion estudiada es directa sobre el sustrato cromogénico.



—%— 0,3 M (100%)
—&— 0,23 M (75%)
—e— 0,15 M (50%)

Abs. (405 nm)
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Figura 18: Ensayo de actividad de amidolitica de plasmina utilizando diferentes
concentraciones.

Plasmina (0,03 a 0,3 uM); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

10, 25, 50, 75 y 100 % = cantidad de plasmina utilizada en este ensayo en referencia al %
de conversion de plasmindgeno durante el ensayo de activacion optimizado.

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Efecto del dermatan sulfato sobre la actividad de plasmina

Para estudiar el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (4, 16, 32, 64, 128, 256
y 512 pg/ml) sobre la actividad plasminica se decidio utilizar una concentracion de Plm de
0,15 pM, correspondiente al 50 % de conversion de Plg en el ensayo de activacion. La
reaccion se realizd en policubetas de poliestireno agregando los diferentes reactivos en el
siguiente orden: Plm (conc. final 0,15 pM) + distintas concentraciones de DS (conc. final:
0 a 512 pg/ml) + sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM), en buffer Tris-HCI 50
mM pH 7.,4. Se registrd la absorbancia a 405 nm en funcion del tiempo a partir del
agregado de sustrato cromogénico.

En una segunda etapa se evaluo el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la actividad de diferentes concentraciones de Plm (0,075, 0,15 y
0,30 uM) correspondientes a 25, 50 y 100 % de conversion de Plg en el ensayo de

activacion.

C.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD AMIDOLITICA DE u-PA

El activador de plasmindgeno de tipo urinario (u-PA) o uroquinasa (UK) tiene la capacidad

de clivar el enlace Argsqi-Valse, del Plg para convertirlo en la enzima activa plasmina.



Este activador es sintetizado como proenzima de una sola cadena (scu-PA), con baja
capacidad de activar plasmindgeno, y es convertido a la forma activa de dos cadenas (tcu-
PA) por clivaje del enlace Lys;ss-Ile;so. A su vez existen dos formas de tcu-PA, una de alto
peso molecular (HMW-UK) y otra de bajo peso molecular (LMW-UK).

La uroquinasa in vitro, tiene accion directa sobre el sustrato cromogénico S-2444 y si bien
HMW-UK es aproximadamente dos a tres veces mas potente que LMW-UK en ensayos
biologicos (lisis del codgulo), ambas formas son equivalentes respecto de su reactividad

frente a este sustrato sintético '?,

Se utilizaron dos marcas comerciales de u-PA: UKIDAN del laboratorio Serono S.A.
(Aubonne, Suiza) y UROQUINASA-UCB de Crinos Industria Farmacologica (Villa

Guardia, Como, Italia).

Ensayo de actividad de u-PA

Para evaluar la actividad amidolitica de u-PA, se realizaron incubaciones de u-PA (entre 50
y 1.000 U/ml) con el sustrato cromogénico S-2444 (0,5 mM) en buffer Tris-HCl 50 mM,
pH 8,5 y 7,4 y se monitore6 la liberacién de p-NA (absorbancia a 405 nm) en funcion del

tiempo. La concentracion de p-NA liberada es proporcional a la actividad de u-PA.

NOTA: Todas las concentraciones indicadas son concentraciones finales en el medio de

reaccion.

Incubar a 37 ° C, en buffer Tris - HCI 50 mM (pH 8,5 - 7,4)

Abs. 405 nm
UROQUINASA SUSTRATO S-2444

+ —
50 — 1000 U/ml 0,5 mM

Esquema general del ensayo amidolitico de actividad de uroquinasa

Se evalu¢ el efecto del pH sobre la actividad de u-PA frente al sustrato S-2444 ya que el
pH recomendado para medir su actividad amidolitica (pH 8,5) era superior al pH utilizado
en los ensayos amidoliticos de activacion de Plg y actividad de Plm (pH 7,4).

En la figura 19 puede observarse que a concentraciones de u-PA superiores a 250 U/ml no
hubo diferencias de actividad amidolitica a los distintos pH evaluados. Mientras que para

concentraciones de u-PA entre 50 y 100 U/ml la actividad amidolitica de u-PA fue mayor



al pH indicado como 6ptimo, ya que la pendiente de las curvas a tiempo inicial (velocidad
inicial) y el maximo de absorbancia alcanzado a pH 8,5 fueron mayores que a pH 7,4. Sin
embargo, a los dos pH evaluados la actividad amidolitica de u-PA fue significativa en el
rango de concentraciones utilizadas.

En funcion de estos resultados se decididé utilizar pH fisiologico (7,4) y una
concentracion de u-PA de 150 U/ml para estudiar la accion del dermatan sulfato sobre la

actividad de u-PA.

-
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—%—Uu-PASOUMI(pH74) | g
—B—u-PA100 U/ml (pH 7,4) —X
—e—u-PA250 U/ml (pH 7,4)
—A— u-PA500 U/ml (pH 7,4)
—&— u-PA1000 U/ml (pH 7,4)
—x—u-PA50 U/ml (pH 8,5)
—5—u-PA100 U/ml (pH 8,5)
—0—u-PA250 U/ml (pH 8,5)
—A—u-PA500 U/ml (pH 8,5)
—&—u-PA 1000 U/ml (pH 8,5)

Abs. (405 nm)
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Figura 19: Ensayo de actividad amidolitica de u-PA en funcién del pH y la

concentracion de uroquinasa.
u-PA (entre 50 a 1.000 U/ml); S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4 y 8,5.
Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Por otro lado, si bien se utiliz6 u-PA extraido de orina humana y la forma activa de u-PA o
tcu-PA es la forma en que este activador se encuentra en orina, se evalu6 la posibilidad de
que restos de pro-enzima o scu-PA puedan ser convertidos in vitro en la forma activa en
presencia de Plm. Para ello se evalud la actividad amidolitica de u-PA (150 U/ml) frente al
sustrato S-2444 (0,5 mM) en presencia de PIm (2 nM) en buffer Tris-HCI 50 mM, pH 7.,4.
La reaccion se realiz6 en policubetas de poliestireno y se registro la absorbancia a 405 nm
en funcion del tiempo. Como blanco de reaccion se incubd Plm/S-2444 respetando las
concentraciones finales del ensayo de activacion (blanco de PIm) y ademas, se realiz6 un

blanco de reactivos sin u-PA ni agregado de PIm (blanco de reactivos).
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Figura 20: Ensayo de actividad amidolitica de u-PA en presencia de plasmina.
A) u-PA 150 U/ml (con o sin plasmina 2 nM); S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HCI1 50
mM pH 7,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Blanco de Plm = Plasmina 2 nM; S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.,4.
Blanco de reactivos = S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4.

B) Curvas con correccion de blancos

En la figura 20 A puede observarse que en presencia de PIm la actividad amidolitica de u-
PA resulté mayor, si bien la Plm present6 minima accion de hidrolisis del sustrato S-2444
(blanco de Plm). Por otro lado, se confirmé que la diferencia de actividad observada en
presencia de PIm no result6 atribuible simplemente a la accion de PIm sobre el sustrato S-
2444, ya que se mantuvo luego de corregir cada ensayo por su respectivo blanco (u-PA 150

U/ml — blanco de reactivos y u-PA 150 U/ml + PIm — blanco de Plm) (figura 20 B).



Ademéds, la diferencia entre las curvas se presentd principalmente a partir de los 30
minutos de ensayo, aumentando la pendiente y el maximo de absorbancia alcanzado
cuando el ensayo se realizd en presencia de Plm. Esta observacion corresponderia a una
fase de latencia asociada a la conversion de scu-PA (pro-enzima) a la forma activa del
activador (tcu-PA) por accion de Plm. La forma activa reaccionaria sobre el sustrato
cromogénico explicando el cambio de la pendiente y el aumento en el maximo de
absorbancia alcanzado.

Por lo tanto, no puede descartarse la conversion in vitro de scu-PA a tcu-PA en el ensayo
realizado, aunque el aumento de actividad de u-PA en presencia de Plm corresponderia

aproximadamente a 10 - 15 %.

Efecto del dermatan sulfato sobre la actividad de u-PA

En funcién de estos resultados se decidio utilizar una concentracion de u-PA de 150 U/ml
y trabajar a pH 7,4 para estudiar la accion de DSA y DSB 500 pg/ml sobre la actividad de
u-PA. La reaccion se realizd en policubetas de poliestireno agregando los diferentes
reactivos en el siguiente orden: u-PA (conc. final 150 U/ml) + DS (conc. final: 0 - 500 pg/
ml) + sustrato cromogénico S-2444 (conc. final 0,5 mM), en buffer Tris-HCI 50 mM pH
7,4. Se registrd la absorbancia a 405 nm en funcion del tiempo a partir del agregado del
sustrato cromogénico.

En una segunda etapa, para evaluar el efecto del DS sobre la reaccion de conversion de
scu-PA en tcu-PA, se estudio la accion del DSA y DSB sobre la actividad amidolitica de u-
PA en presencia de Plm. Para ello se evalu6 la actividad amidolitica de u-PA (150 U/ml)
en condiciones basales y en presencia de DS (500 pg/ml) frente al sustrato S-2444 (0,5
mM) en presencia de Plm (2 nM) en buffer Tris-HC1 50 mM, pH 7.4.

D.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Método amidolitico para estudiar la reaccion de activacion de plasminégeno

El objetivo principal de esta tesis es estudiar la accion del dermatan sulfato en el sistema
fibrinolitico. Para evaluar la etapa de activacion de Plg se utilizaron como activadores:
activador tisular de plasmindgeno (t-PA), activador de plasmindgeno de tipo urinario (u-
PA) y estreptoquinasa (SK).

El aspecto general de las curvas de registro de datos durante las diferentes experiencias de



activacion de plasminogeno resultd semejante, aunque existen diferencias entre los
mecanismos de accion de los activadores utilizados. A continuacion se detalla la
metodologia utilizada para el anélisis de los resultados.

Recordemos que para evaluar la activacion de plasmindgeno se incubd Plg con distintas
concentraciones de cada activador y el sustrato cromogénico S-2251 y se monitore6 la
liberacion de p-NA (absorbancia a 405 nm) en funcidn del tiempo. Teniendo en cuenta que
la concentracion de p-NA liberada es proporcional a la actividad amidolitica de la Plm
formada, del grafico de absorbancia versus tiempo se puede evaluar la cinética de

activacion de Plg y posteriormente el efecto del agregado de dermatan sulfato.

| PLASMINOGENO |+ |  ACTIVADOR |4 | SUSTRATO $-2251 | —» | p.NA
_ Activaciéon de Plasminégeno a Plasmina Abs. 405 nm
e
| PLASMINA |

Esquema general de la reaccion de activacion de plasminégeno por método amidolitico

Nota 1: En el caso de la reaccion de activacion por SK se produce la formaciéon de un complejo activo
(P1g.SK) con actividad tipo plasmina.

Nota 2: La reaccion de activacion por t-PA también fue evaluada en presencia de productos de degradacion
de fibrina y fibrin6geno (PDF).

Debido a que la reaccion estudiada es en dos etapas, primero activacion de Plg a PIm por
accion del activador y segundo, hidrolisis del sustrato cromogénico por accion de la PIm
formada, las curvas de registro de datos presentaron forma sigmoidea. Por lo tanto, para el
analisis de los datos se ajustaron las curvas obtenidas con la ecuacion sigmoidea utilizando

el programa Sigma-Plot para Windows (version 7.0, SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE.UU.).
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Yo = minimo de Abs. (blanco)

Y =Yo+ a = Abs. maxima - Abs. minima
(X -Xo)/ b
1+e

X, = tiempo asociado al 50 % de reaccion =t
1/b =V = estimador de la velocidad de reaccion
El pardmetro “y,” representa al blanco de reactivos, mientras que el parametro “a”
representa la diferencia total de absorbancia entre el tiempo inicial y final de reaccion y
depende principalmente de la concentracion de sustrato cromogénico utilizada. El

b

parametro “t;,” representa el tiempo asociado al 50 % de formacion de producto y el
parametro “V” representa la pendiente o velocidad de la reaccion. Estos ultimos dos
parametros caracterizan la forma general de las curvas de activacion de plasmindgeno y
dependen de las condiciones de trabajo, la concentracion de plasmindgeno, activador y
sustrato cromogénico, o sea representan la cinética de la reaccion de activacion.

Por lo tanto, si se mantienen constantes las condiciones de reaccidon como temperatura,
caracteristicas del buffer (pH y concentracion), concentracion de sustrato cromogénico,
plasmindgeno y activador; y manteniendo estas condiciones se agrega dermatan sulfato, se
puede estudiar su efecto sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno.

Para ello se analizaron las modificaciones en las curvas de registro de absorbancia 4os nm

versus tiempo obtenidas en presencia de DS respecto de las obtenidas en condiciones

basales (ausencia de DS).
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La forma de las curvas obtenidas en presencia de DS podrian responder a un patrén de
potenciacion o inhibicion de la reaccién de activacion de plasmindgeno, por lo tanto se
analizaron los parametros “t;,”’ y “V” para interpretar estos posibles efectos.

Cuando el efecto observado es potenciacion, t;, en presencia de DS resulta menor que t;,
basal (ti2 ps > tin msa) Y V €n presencia de DS resulta mayor que V basal (V ps > V pasa).
Mientras que cuando el efecto observado es inhibicion, t;» en presencia de DS resulta
mayor que t» basal (t12 ps > tiz bsa) Y V €n presencia de DS resulta menor que V basal (V
ps <V pasal)-

Se defini6 factor de potenciacion (f) al cociente entre el parametro en estudio en presencia
de DS respecto del obtenido en condiciones basales. Por lo tanto el factor de potenciacion
f t1» corresponde al cociente entre t2 ps ¥ tin st Y factor de potenciacion f'v corresponde al
cociente entre V ps Y V wasa. Estos factores de potenciacion se utilizaron para comparar los
efectos del agregado de DS.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizd el programa estadistico Statistix
(version 2.1, Analytical Software, Tallahassee, Florida, EE.UU.) y se aplico el fest de
Wilcoxon (Wilcoxon Signed Rank Test). La hipotesis nula (Ho) fue tis vasa = ti2 ps Y V basal =
V ps y la hipotesis alternativa (H1) fue ti vasat > tiz ps ¥ V basa < V ps y un p valor < 0,05 fue

considerado estadisticamente significativo.

] ENSAYO DE ACTIVACION DE PLASMINOGENO ]
POTENCIACION t v INHIBICION
ft1/2<1 yfv>1 ft1/2=ﬂ fv=L ft-”2>1 yfv<1
t 1/2 basal \Y basal

Método amidolitico para estudiar la actividad de plasmina

Durante el ensayo de activacion de plasminogeno se registra la actividad amidolitica de la
plasmina formada por accion de los activadores sobre el plasmindgeno. Por lo tanto, si se
observa un efecto potenciador, asociado al aumento de la hidrdlisis del sustrato
cromogénico S-2251, este efecto puede deberse al aumento de la reaccion de activacion de
plasminogeno propiamente dicha y/o a un aumento de la actividad amidolitica de la
plasmina formada.

Para evaluar si el DS tiene efecto sobre la etapa de activacion de plasmindgeno o sobre la

actividad de la plasmina generada se estudid la accion del DS sobre plasmina purificada.



Recordemos que para evaluar la actividad amidolitica de plasmina, se realizaron
incubaciones de plasmina con el sustrato cromogénico S-2251 y se monitoreo6 la liberacion

de p-NA (absorbancia a 405 nm) en funcion del tiempo.

| PLASMINA | 4 | SUSTRATO s2251 | — % p-NA

Abs. 405 nm

Esquema general del ensayo amidolitico de actividad de plasmina

Como la liberacion de p-NA es proporcional a la actividad de plasmina, a partir del grafico
de absorbancia versus tiempo se puede estudiar la cinética de la reaccion y posteriormente
el efecto del agregado de DS.

Las curvas de registro de datos presentaron forma exponencial, cuyo maximo depende
principalmente de la concentracion de sustrato cromogénico y cuya pendiente inicial
depende principalmente de la concentracion de plasmina y de las condiciones
experimentales. Por lo tanto, si se mantienen constantes las condiciones de reaccion como
temperatura, caracteristicas del buffer (pH y concentracidon), concentracion de sustrato
cromogénico y plasmina, y manteniendo estas condiciones se agrega dermatan sulfato, se
puede estudiar su efecto sobre la actividad amidolitica de plasmina.

Para ello se analizaron las modificaciones en las curvas de registro de absorbancia 45 nm
versus tiempo obtenidas en presencia de DS respecto de las obtenidas en condiciones
basales (ausencia de DS).

Para el analisis de las curvas obtenidas se utilizo el programa Sigma-Plot y se calculo la
velocidad inicial (Vo) como la pendiente de la recta tangente a la curva exponencial a
tiempo inicial.

La forma de las curvas obtenidas en presencia de DS podrian responder a un patrén de
potenciacion o inhibicion de la actividad de plasmina, por lo tanto se analizo el pardmetro
“Vo” para interpretar estos posibles efectos.

Cuando el efecto observado es potenciacion Vo en presencia de DS resulta mayor que Vo
basal (Vo ps > VO nsa), mientras que cuando el efecto observado es inhibicion Vo en

presencia de DS resulta menor que Vo basal (V ps <V asal).
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Se defini6 el factor de potenciacion asociado a Vo (f v,) como el cociente entre Vo en
presencia de DS respecto de Vo obtenido en condiciones basales y éste parametro se utilizo
para comparar los efectos del agregado de DS.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizo el programa Statistix y se aplico el
test de Wilcoxon. La hipotesis nula (Ho) fue Vo wsa = VO ps y 1a hipotesis alternativa (HI1)

fue VO past < VO psy un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

ENSAYO DE ACTIVIDAD AMIDOLITICA DE PLASMINA

POTENCIACION INHIBICION

fV0>1 f _ VoDS fVo<1
Vo ~ vV
o basal

Método amidolitico para estudiar la actividad de u-PA

Como fue descripto anteriormente, durante el ensayo de activacion de plasmindgeno se
registra la actividad amidolitica de la plasmina formada por accion de los activadores sobre
el plasmindgeno. Por lo tanto, un efecto potenciador de dermatan sulfato podria deberse a
un aumento de la reaccidon de activacion de plasmindgeno propiamente dicha y/o a un
aumento de la actividad amidolitica de la plasmina.

Previamente se describi6 la metodologia para evaluar el efecto del DS sobre la actividad
amidolitica de plasmina.

Para evaluar si el efecto del DS es sobre la actividad de los activadores de plasminogeno se



estudid la acciéon del DS sobre la actividad amidolitica de u-PA frente al sustrato
cromogénico S-2444.

Recordemos que para evaluar la actividad amidolitica de u-PA, se realizaron incubaciones
con el sustrato cromogénico S-2444 y se monitoreo la liberacion de p-NA (absorbancia a

405 nm) en funcion del tiempo.

‘ UROQUINASA ‘ + ‘ SUSTRATO S-2444 | ——» p-NA

Abs. 405 nm

Esquema general del ensayo amidolitico de actividad de uroquinasa

Como la liberacion de p-NA es proporcional a la actividad de u-PA, a partir del grafico de
absorbancia versus tiempo se puede estudiar la cinética de la reaccion y posteriormente el
efecto del agregado de DS.

Las curvas de registro de datos presentaron forma exponencial, cuyo maximo depende
principalmente de la concentracion de sustrato cromogénico y cuya pendiente inicial
depende principalmente de la concentracion de u-PA y de las condiciones experimentales.
Por lo tanto, si se mantienen constantes las condiciones de reacciéon como temperatura,
caracteristicas del buffer (pH y concentracion), concentracion de sustrato cromogénico y de
u-PA, y manteniendo estas condiciones se agrega dermatan sulfato, se puede estudiar su
efecto sobre la actividad amidolitica del activador.

Para ello se analizaron las modificaciones en las curvas de registro de absorbancia 4os nm
versus tiempo obtenidas en presencia de DS respecto de las obtenidas en condiciones
basales (ausencia de DS).

Para el andlisis de las curvas obtenidas se utilizo el programa Sigma-Plot y se calcul6 la
velocidad inicial (Vo) como la pendiente de la recta tangente a la curva exponencial a
tiempo inicial. El analisis del pardmetro “Vo” se realizdé del mismo modo que para los

ensayos de actividad amidolitica de plasmina.



PREPARACION Y CARACTERIZACION DE Lys-PLASMINOGENO

Evaluacion del efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de Lys-Plg

El plasmindgeno nativo es una glicoproteina de simple cadena de 92 kDa que contiene un
acido glutamico en la region N-terminal (Plg o Glu-Plg). En condiciones fisiologicas el
Glu-Plg presenta una configuracion cerrada de tipo prolate elipsoid debido a la interaccion
no covalente entre la porcion N-terminal y los sitios LBS presentes en los kringles. Sin
embargo, por interaccion con fibrina adopta una conformacion abierta y flexible que
resulta mas facilmente activada por t-PA y u-PA ¥,

Ademéds, existen otras formas de Plg denominadas Lys-Plg, obtenidas por proteolisis
plasminica de los enlaces Arge-Mets, Lyss-Lysss o Lysz-Valse, que contienen como
aminodcido terminal metionina, lisina o valina. Si bien en condiciones fisiologicas la
conversion a Lys-Plg mediada por plasmina no se produce, ya que la plasmina libre es
rapidamente inactivada por O»-antiplasmina ?, el Lys-Plg es de gran utilidad en el
laboratorio de investigacion ya que representa la configuracion abierta del Glu-Plg debido
a que no posee la porcion N-terminal.

Tanto el Glu como el Lys-Plg pueden ser convertidos en plasmina por accion de los
activadores del plasminogeno sobre el enlace Argsqi-Valss,, formando Glu-Plm y Lys-Plm

respectivamente.

Glu - NH,
u-PA L;ﬁ:
COOH t-PA 3
Plasmina

Glu , - Plasminégeno =———————  Lys ,, - Plasminégeno

NH,-Glu E%g : %
fibrina 1T

NH,-Glu



Preparacion de Lys-Plasminogeno
Lys-Plg fue obtenido por incubacion de Glu-Plg (0,9 uM) con plasmina (0,08 a 0,27 uM)
en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4 durante 90 minutos a 37 °C *9.

Caracterizacion de Lys-Plasmindgeno por método amidolitico

Para evaluar la formacion de Lys-Plg se estudio la actividad del plasmin6geno modificado
por método amidolitico utilizando las condiciones experimentales descriptas anteriormente
para los ensayos de activacion de plasmindgeno por t-PA, u-PA y SK.

NOTA: Todas las concentraciones indicadas son concentraciones finales en el medio de

reaccion.

Incubar 90 minutos a 37 ° C, en buffer Tris - HCI 50 mM pH 7,4

Glu-PLASMINOGENO + PLASMINA
0,9 uM 0,08 — 0,27 uM
Formacion de Lys- Plasminégeno
e
—

Incubar a 37 ° C, en buffer Tris - HCI 50 mM pH 7,4

Lys-PLASMINOGENO
ACTIVADOR SUSTRATO S-2251
0,3 uM + + T Y| _PNA
’ (t-PA, u-PA o SK 10 U/ml) 0,5 mM
(+ PIm 0,027 — 0,09 pM) Abs. 405 nm
_ Activacion de Plasmindgeno a Plasmina U
~
PLASMINA ‘

Esquema general de formacion de Lys-plasmindgeno y ensayo de actividad

Nota 1: En el caso de la reaccion de activacion de Lys-Plg por SK se produce la formacion de un complejo
activo (Lys-Plg.SK) con actividad tipo plasmina.

En la figura 21 puede observarse que post incubacion de Glu-Plg con plasmina la fase de
latencia asociada a la activacion del Lys-Plg por u-PA formado resultdé menor, mostrando
experimentalmente que el Lys-Plg es mas facilmente convertido a plasmina que el Glu-Plg.
Resultados similares fueron obtenidos utilizando t-PA y SK, confirmando que el Lys Plg es
mas facilmente activado a plasmina que el Glu-Plg (datos no mostrados).

Se evaluaron distintas concentraciones de plasmina para convertir Glu-Plg en Lys-Plg. La
cantidad de plasmina utilizada (0,08 a 0,27 uM), expresada como % en moles de la
cantidad de Glu-Plg inicial, resultdé entre 3 y 10 %. En todos los casos las curvas de
activacion de Lys-Plg resultaron similares, indicando que en las condiciones empleadas la

formacion de Lys-Plg fue completa (figura 21). Ademas, debe destacarse que la diferencia



en las caracteristicas de las curvas de activacion entre Glu y Lys-Plg no corresponde a la
presencia de Plm en el ensayo de activacion ya que la curva de activacion asociada a Glu-
Plg + PIm sin incubar no llegd a diferenciarse de la curva de Glu-Plg, indicando que el
proceso de formacion de Lys-Plg requiere de un tiempo de accion de la plasmina sobre el

Glu-Plg.

—- Glu-Plg
—m— Lys-Plg (PIm 3%)

Abs. (405 nm)

—e— Lys-Plg (PIm 6%)
—A— Lys-Plg (PIm 10%)
—%— Glu-Plg + PIm 6%

0 1‘0 26 3‘0 4‘0 5‘0 6‘0 7‘0 {;O
Tiempo (min)

Figura 21: Activacion de plasminégeno por método amidolitico. Comparaciéon entre

Glu-plasminégeno y Lys-plasminogeno.

Ensayo = Plasminogeno 0,3 uM; u-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCl 50 mM

pH 7,4. Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Glu-Plg = ensayo con Glu-Plg.

Lys-Plg (PIm X %) = ensayo con Lys-Plg formado por incubaciéon de Glu-Plg con

plasmina, en una cantidad expresada como % en moles de la cantidad de Glu-Plg inicial.

Glu-Plg + Plm = ensayo con Glu-Plg y Plm sin incubacién previa.

Como control del procedimiento de preparacion de Lys-Plg se realizaron diferentes

blancos de la reaccidon de activacion:

v" Blancos de Plasmina

Teniendo en cuenta que la preparacion de Lys-Plg contiene plasmina residual (Lys-Plg 0,9
uM + Plm entre 0,08 y 0,27 uM) y considerando la dilucion realizada durante la
realizacion del ensayo de activacion (Lys-Plg 0,3 uM + Plm 0,027 a 0,09 uM), se evaluo la
hidrolisis del sustrato S-2251 utilizando diluciones de Plm entre 0,027 y 0,09 uM.

v" Blanco de Glu-Plg
Glu-Plg 0,3 uM; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.4.

v" Blanco de Glu-Plg + Plm sin incubar
Glu-Plg 0,3 uM; PIm 0,054 uM (6 %); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.4.



v" Blanco de Lys-Plg
Lys-Plg 0,3 uM (+ Plm 0,054 uM (6 %)); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

En la figura 22 puede observarse que el Glu-Plg no tiene accidon sobre el sustrato
cromogénico y que la actividad amidolitica asociada al blanco Glu-Plg + PIm 0,054 uM sin
incubar, corresponde exclusivamente a la actividad de PIm sobre el sustrato cromogénico
(blanco de PIm 0,054 uM).

Por otro lado, debe destacarse que la actividad amidolitica asociada al blanco Lys-Plg es
mayor que la correspondiente al agregado de plasmina (blanco de Plm 0,054 uM). En
funcion de este resultado que puede ser explicado teniendo en cuenta la actividad auto-
catalitica de la plasmina, se evaluo la relacion entre la cantidad de Plm agregada en el
ensayo de formacion de Lys-Plg y la cantidad de Plm detectable post incubacion, por
hidrolisis del sustrato S-2251. Se pudo determinar que en las condiciones experimentales
utilizadas para la conversion de Glu-Plg en Lys-Plg, se obtuvo aproximadamente un 12 %

(= 3%) de plasmina respecto de la masa original de Glu-Plg.

R —
—- Glu-Plg
—o— Lys-Plg (PIm 6%)
15 —¥— Glu-Plg + PIm 6%
’ —8—Blanco PIm 0,027 pM (3%)
—&—Blanco PIm 0,054 uM (6%
—A— Blanco PIm 0,09 uM (10%
- —o— Blanco Lys-Plg (PIm 6%)
[S —¢— Blanco Glu-Plg + PIm 6%
c —— Blanco Glu-Plg
n
g 14 o o
g A o S © A A\
< o—2" A A 5
>— ) = = X & <
oS AAE R e © v
0,5 1 AT o e
=0 o = 58—
e = ,/;_ = e e e = s = .
0 . . . . . . )
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (min)

Figura 22: Activacion de Lys-plasminégeno por método amidolitico. Blancos de reaccion.

Glu-Plg = Glu-Plg 0,3 pM; u-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCL. Lys-Plg = Lys-Plg 0,3 uM; u-
PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI. Glu-Plg + Plm = Glu-Plg 0,3 uM; Plm 0,054 pM; u-PA 10
U/ml; S-2251 50 mM; buffer Tris-HCI.

Blanco Glu-Plg = Glu-Plg 0,3 uM; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI. Blanco Glu-Plg + Plm = Glu-Plg 0,3
uM; Plm 0,054 uM; S-2251 50 mM; buffer Tris-HCI. Blanco Lys-Plg = Lys-Plg 0,3 uM; S-2251 0,5 mM;
buffer Tris-HCI. Blanco Plm = PIm (entre 0,027 y 0,09 uM); S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCL.

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.



Plg = plasmindgeno, Plm = plamina, buffer Tris-HCl = Tris-HC] 50 mM pH 7.4.
Caracterizacion de Lys-Plasminégeno por método electroforético

Se realizo electroforesis en SDS-PAGE para verificar el procedimiento de conversion de
Glu-Plg en Lys-Plg.

En la figura 23 puede observarse que en las condiciones de incubacion utilizadas todo el
Glu-Plg (93 £ 5 kDa) fue convertido en Lys-Plg, obteniéndose una tinica banda de menor
peso molecular correspondiente a 85 £ 6 kDa (peso molecular expresado como media +

desvio estandar, tres corridas electroforéticas).

Figura 23: Preparacion de Lys-plasmindgeno. Caracterizacion por electroforesis
SDS-PAGE.

T gel concentrador 4 %, T gel separador 8,6 %.
Perfiles electroforéticos de Lys-Plg obtenido por incubacion con diferentes
concentraciones de plasmina (Plm; entre 3 y 10 %) y de Glu-Plg.

1 2 3 4 5

Calles: P——
1 - Marcadores de peso molecular
(207, 129, 85, 39,7 y 32 kDa)

2 - Glu-Plg

3 - Lys-Plg (Glu-Plg + Plm 3 %) - i
4 - Lys-Plg (Glu-Plg + PIm 6 %)
5 - Lys-Plg (Glu-Plg + Plm 10 %)

Se verifico por tratamiento con 2-mercaptoetanol (2-ME), que tanto el Glu-Plg como el
Lys-Plg presentaron un perfil simple cadena a diferencia de la Plm que es una proteina de
dos cadenas (figura 24). En presencia de 2-ME se rompen enlaces disulfuro, que en el caso
del Plg son intracatenarios, produciéndose la elongacion de la cadena que en la corrida
electroforética se manifestd como una Unica banda en zonas de mayor peso molecular
debido a que la resistencia al desplazamiento de una molécula elongada es mayor que
cuando la molécula es globular (sin 2-ME). En el caso de plasmina se rompen enlaces intra
e intercatenarios de modo que se produce la ruptura de la molécula en las dos cadenas

constitutivas y ademas, la elongacion de las dos subunidades.



Puede notarse que en la corrida de Lys-Plg con 2-ME se observan bandas de menor peso
molecular que corresponden a restos de plasmina. Este resultado coincide con los datos

obtenidos en los ensayos de caracterizacion de Lys-Plg por método amidolitico.

Figura 24: Caracterizacion de Lys-plasminégeno por electroforesis SDS-PAGE.
Comparacion con Glu-plasminégeno y plasmina.

T del gel concentrador 4 %, T del separador 8,6 %.

Perfiles electroforéticos de Lys-Plg (obtenido por incubacion con plasmina 6 %), de Glu-Plg y
de plasmina pura (Plm). Las calles 5, 6 y 7 corresponden a muestras tratadas con 2-
mercaptoetanol (2-ME).

Calles: e
1 - Marcadores de peso molecular —
(207, 129, 85, 39,7 y 32 kDa)
2 - Glu-Plg f
3 - Lys-Plg (Glu-Plg + Plm 6 %)
4 - Plm ;i .
5 - Glu-Plg + 2-ME '
6 - Lys-Plg (Glu-Plg + Plm 6 %) + 2-ME .
7 - Plm + 2-ME . :
-
b N -

Efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de Lys-plasmindgeno

Se definieron como condiciones optimizadas para la obtencion de Lys-Plg, la incubacion
de Glu-Plg 0,9 uM con plasmina 0,16 uM durante 90 minutos a 37 °C. Para evaluar el
efecto del DS sobre la reaccion de activacion, se utilizé el producto de reaccion como
fuente de Lys-Plg. Para el célculo de la concentracion de Lys-Plg se considerd, por
convencion, que la eficiencia de conversion de Glu-Plg en Lys-Plg fue 100 %.

Para evaluar la activacion de Lys-Plg en presencia de 500 pg/ml de DSA y DSB, se
decidio utilizar una concentracion de t-PA, u-PA o SK de 10 U/ml.

La reaccion de activacion de Lys-Plg se realizd en policubetas de poliestireno agregando
los diferentes reactivos en el siguiente orden: Lys-Plg (conc. final 0,3 pM) + sustrato
cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) + DS (conc. final: 0 - 500 pg/ml) + activador
(conc. final 10 U/ml), en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4. Se registrd la absorbancia a 405
nm en funcion del tiempo a partir del agregado del activador.

Como blanco de reaccion se incubd Lys-Plg/S-2251 respetando las concentraciones finales
del ensayo de activacion. Ademas, se evalud el efecto del agregado de DS sobre el blanco

de reaccion de Lys-Plg (blanco LysPlg/DS/S-2251).



El ensayo de activacion con t-PA fue realizado en presencia y ausencia de la mezcla de
productos de degradacion de fibrina y fibrinogeno (PDF) en concentracion final 0,05
mg/ml.

Analisis de los resultados

Las curvas de registro de datos presentaron forma sigmoidea, al igual que para los ensayos
de activacion de Glu-Plg.

Para el analisis de los datos, los registros de absorbancia fueron corregidos por los blancos
Lys-Plg/S-2251 (ensayo basal) o Lys-Plg/DS/S-2251 (ensayo en presencia de DS). Las
curvas obtenidas se ajustaron con la ecuacion sigmoidea, utilizando el programa Sigma-
Plot.

Para estudiar el efecto del DS en la reaccion de activacion de Lys-Plg se analizaron las
modificaciones en las curvas de registro de absorbancia 405 nm Vversus tiempo obtenidas en
presencia de DS respecto de las obtenidas en condiciones basales (ausencia de DS).

Como ya fue mencionado, los pardmetros “t;»”y “V” caracterizan la forma general de las
curvas de activacion de Plg y representan la cinética de la reaccion de activacion. Por lo
tanto, para comparar los efectos del agregado de DS se utilizaron los factores de
potenciacion fy y fti». El andlisis de los resultados se realizé del mismo modo que para los

ensayos de activacion de Glu-Plg.



EVALUACION DEL EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE
LA FORMACION Y ESTRUCTURA DE REDES DE FIBRINA

El objetivo general de esta tesis es evaluar la accion del dermatan sulfato sobre el sistema
fibrinolitico. Teniendo en cuenta que la fibrina formada es el sustrato final de la reaccion
litica y que sus caracteristicas también determinan la velocidad global del proceso, se
evaluaron los efectos del dermatan sulfato sobre la formacién de fibrina. Para ello, se
disefiaron experiencias in vitro para evaluar la accion del dermatan sulfato mediante
estudios cinéticos de fibrinoformacion por recalcificacion del plasma y por agregado de
trombina. Ademas, se evalud la estructura de la fibrina formada en presencia de dermatan

sulfato mediante estudios de compactacion y microscopia electronica de barrido.

FORMACION DE REDES DE FIBRINA

« ENSAYO DE FIBRINOFORMACION POR RECALCIFICACION

La prueba conocida con el nombre de “Tiempo de coagulacion del plasma recalcificado”
se basa en reiniciar la cascada de activacion del sistema de coagulacion al agregar un
exceso de iones calcio al plasma anticoagulado con citrato de sodio y medir el tiempo de
formacion de la fibrina "*¥. Esta prueba depende principalmente de la capacidad de
generacion de trombina del plasma y por lo tanto, pueden observarse tiempos alargados en
casos de déficit de factores o por la presencia de inhibidores de factores o de tipo anti-
trombina.

Se realiz6 una adaptacion de esta técnica de coagulacion que se describe a continuacion y

se utilizd para estudiar el efecto anticoagulante del dermatan sulfato.

Descripcion de la técnica

La prueba se realizé en policubetas de poliestireno incubando 100 pl de plasma (pool de
plasma) con 100 pl de solucion de cloruro de calcio 0,025 M a 37 °C y registrando la
densidad optica a 405 nm en funcidn del tiempo hasta valor constante, utilizando un lector
de ELISA, Reader 100, Organon Teknica, Miami, EE.UU.

Para evaluar el efecto anticoagulante del DSA y DSB se incorporé 20 pl de una solucion

de DS antes del agregado de cloruro de calcio para formar el coagulo, de modo que la



concentracion final de DSA resultara entre 1 y 50 pug/ml y la concentracion final de DSB
resultara entre 10 y 500 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la
solucion de DS por solucidon fisiologica. Cada ensayo completo se realizd por

quintuplicado.

Poo/PLASMA | 4 | DS/control (SF) |4 [ CaCl, 0,025M » Registrar densidad
100 pl 20 pl 100 pl Optica a 405 nm.

Esquema general del ensayo de recalcificacion del plasma

« ENSAYO DE FIBRINOFORMACION POR AGREGADO DE TROMBINA

La prueba conocida con el nombre de “Tiempo de trombina” permite investigar la etapa de
fibrinoformacion, al medir el tiempo que tarda en coagular el plasma citratado en presencia
de una concentracion estandarizada de trombina !>, Esta prueba depende principalmente
de la calidad y cantidad de fibrindgeno presente en el plasma y de la presencia de
anticoagulantes tipo anti-trombina, resultando muy sensible a la presencia de heparina.

En esta prueba se utiliza una concentracion alta de trombina (10 U/ml) y se evalaa el
tiempo de inicio de la formacion del coagulo. Con el fin de evaluar por espectrometria el

proceso completo de fibrinoformacion, se realizé una adaptacion de la técnica.

Descripcion de la técnica

La prueba se realizo en policubetas de poliestireno incubando 100 pl de plasma (pool de
plasma) con 10 pl de una solucion de cloruro de calcio y trombina bovina a 37 °C y
registrando la densidad Optica a 405 nm en funcidén del tiempo hasta valor constante,
utilizando un lector de ELISA.

Para evaluar el efecto anticoagulante del DSA y DSB se incorpor6 11 pl de una solucion
de DS antes del agregado de trombina y cloruro de calcio para formar el coagulo, de modo
que la concentracion final de DSA resultara entre 4 y 100 pg/ml y la concentracion final de
DSB resultara entre 10 y 500 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la
solucion de DS por solucion fisiologica. Cada ensayo completo se realizd por

quintuplicado.



Pool PLASMA | + DS / control (SF) | 4 | Trombina/ CaCl, Registrar densidad
100 pl 11 ul 10 pl optica a 405 nm.

Esquema general del ensayo de fibrinoformacion por agregado de trombina

Optimizacion de las condiciones experimentales

Las concentraciones optimizadas de los distintos componentes de este ensayo resultaron:

v' Pool de plasma sin diluir y diluido al 50 % con buffer PBS.

v" Cloruro de calcio: concentracion final 33 mM.

v" Trombina bovina: concentracion final 0,05 U/ml.

La concentracién de trombina bovina fue optimizada de manera que la fibrinoformacion
pueda ser monitoreada por espectrofotometria y el tiempo de coagulacion control resulte de
aproximadamente 10 minutos (medido como el tiempo desde el agregado de trombina y
cloruro de calcio hasta alcanzar la densidad Optica méaxima). Para ello se realizaron
ensayos de fibrinoformacion a partir de pool de plasma sin diluir o diluido al 50 % en
buffer PBS, por agregado de cloruro de calcio 33 mM y trombina en concentraciones

finales entre 0,8 y 0,013 U/ml (figuras 25 y 26).

PLASMA
SIN DILUIR

—A—Tb 0,8
—-@-T04
—%—Tb 0,2
—=-Tb 0,1
—— Tb 0,05
—m— Tb 0,025
—A—Tb 0,013
—o—CaCI2

0.8 4

D.O. (405 nm)

064 |

0.4 T T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (min)

Figura 25: Fibrinoformacién por agregado de trombina: optimizacién de la
concentracion de trombina.

Ensayo = plasma sin diluir + trombina (conc. final expresada en U/ml) + cloruro
de calcio (conc. final 33 mM).

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Tb = trombina, CaCl, = cloruro de calcio 33 mM.

Trabajando con pool de plasma sin diluir (figura 25) puede observarse que Ia

fibrinoformacion en presencia de concentraciones de trombina mayores a 0,2 U/ml fue



instantanea, mientras que para concentraciones menores existio una relacion inversamente

proporcional entre la concentracion de trombina y el tiempo de coagulacion.

PLASMA
DILUIDO

—A—Tb 0,8
——T 04
—x—Tb 0,2
—=—Tb 0,1
——Tb 0,05
—m—Tb 0,025
—A—Tb 0,013
—o—CaCl2

0.9 4

D.O. (405 nm)
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Figura 26: Fibrinoformacién por agregado de trombina: optimizacion de la
concentracion de trombina.

Ensayo = plasma diluido al 50 % en buffer PBS + trombina (conc. final
expresada en U/ml) + cloruro de calcio (conc. final: 33 mM).

Cada punto corresponde al promedio de dos determinaciones.

Tb = trombina, CaCl, = cloruro de calcio 33 mM.

El patron de coagulacion para pool de plasma diluido (figura 26) resultd similar, aunque
debe destacarse que las curvas presentaron una fase de latencia con una suave pendiente
ascendente. Teniendo en cuenta que la dilucion reduce principalmente la influencia de los
inhibidores, probablemente este cambio de forma de las curvas pueda asociarse a la

modificacion del equilibrio trombina/anti-trombina debido a la dilucion.

« ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para estudiar la etapa de fibrinoformacion, ya sea por recalcificacion del plasma o por
agregado de trombina, las curvas obtenidas se caracterizaron mediante los siguientes
parametros: la fase de latencia de la curva sigmoidea correspondiente al tiempo de inicio
de la coagulacion (Fase lag), la pendiente asociada a la velocidad de fibrinoformacion
(Pendiente de coagulacion), la densidad Optica méaxima asociada a la densidad de la
estructura formada (D.O. Max.) y el tiempo asociado a la formacion completa de la red (T.

coagulacion).
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El analisis estadistico de los datos (Statistix) fue realizado mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) y las diferencias entre los promedios de cada parametro en estudio de
los distintos grupos fueron comparadas utilizando el test de Tukey, con un nivel de
significacion o = 0,05.

En una segunda etapa se aplico el test de Mann-Whitney (Rank Sum Two-Sample Test) para
comparar los parametros de las curvas obtenidas en presencia de DS respecto del control.
La hipétesis nula (Ho) fue Pardmetro cowa = Parametro ps 'y la hipdtesis alternativa (H1)
fue Pardmetro cono < Parametro ps para la comparacion de “fase lag” y “tiempo de

3

coagulacion” y Pardametro como > Parametro ps para la comparacion de “velocidad de

fibrinoformacion” y “D.0O. Max.”.

ESTRUCTURA DE REDES DE FIBRINA

« ENSAYO DE COMPACTACION DE REDES DE FIBRINA

La compactacion es una caracteristica que indica cuanto se colapsa un material por efecto
de fuerzas externas. En el caso de geles de fibrina depende de la rigidez de la estructura de
la red y del tamafio del compartimiento liquido limitado por esa estructura (2627,

En general, estos ensayos se utilizan para estudiar disfibrinogenemias, evaluando la
respuesta a la fuerza centrifuga de los geles de fibrina obtenidos a partir de plasma o

fibrindgeno purificado.



Descripcion de la técnica

Para realizar el ensayo de compactacion se trabajé con pool de plasma diluido al 50 % en
buffer PBS y se prepararon geles de fibrina por triplicado en microtubos plasticos, con 600
ul de plasma diluido y 50 ul de una solucion de trombina bovina y cloruro de calcio, de
modo que la concentracidon final resultara 0,05 U/ml y 33 mM respectivamente. La
concentracion de trombina bovina fue seleccionada teniendo en cuenta los resultados de los
ensayos de fibrinoformacion presentados previamente.

Para evaluar el efecto anticoagulante del DSA y DSB se incorporé 50 pl de una solucion
de DS antes del agregado de trombina bovina y cloruro de calcio para formar el coagulo,
de modo que la concentracion final de DSA resultara entre 4 y 20 pg/ml y la concentracion
final de DSB resultara entre 10 y 500 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo
reemplazando la solucidon de DS por solucion fisioldgica.

Se dejo gelificar a 37 °C durante 3 horas y luego los tubos se centrifugaron a 2.000 x g
durante 2 minutos (Hermle Z 200 M/H, Hermle Labortechnik, Germany). Se determino6 el
peso de la solucion exudada y el peso del coagulo compactado en balanza analitica

(Mettler HIOT, Kusnacht, Suiza). Cada ensayo completo se realizo por triplicado.

Pool PLASMA B
diluido 50 % en PBS
600 pl
T Dejar estabilizar el coagulo a 37 °C durante 3 horas.
Centrifugar los tubos a 2.000 x g durante 2 minutos.
DS / control (SF) > 9 g
50 pl Retirar el liquido exudado y pesar en balanza analitica tanto el coagulo
+ compactado como el exudado correspondiente.
o .
Trombina / CaCl, Calcular % de compactacion.
50 pl

J

Esquema general del ensayo de compactacion

Analisis de los resultados

Los resultados se expresan en porcentaje de compactacion, calculado como la relacion
porcentual entre el peso del volumen exudado y el peso del total del gel de fibrina (peso
del liquido exudado + peso del codgulo compactado).

El andlisis estadistico de los datos (Statistix) fue realizado mediante un analisis de la
varianza (ANOVA) y las diferencias entre los promedios del porcentaje de compactacion
de los distintos grupos fueron comparadas utilizando el test de Tukey, con un nivel de

significacion o = 0,05.



En una segunda etapa se aplico el test de Mann-Whitney para comparar el porcentaje de
compactacion obtenido en presencia de DS respecto del control. La hipotesis nula (Ho) fue
% Compactacion conrot = % Compactacion ps y la hipotesis alternativa (H1) fue %

Compactacion conrol < % Compactacion ps.

« IMAGEN DE LA RED DE FIBRINA POR MICROSCOPiA ELECTRONICA

Se determino la estructura de redes de fibrina formadas en presencia de dermatan sulfato

por microscopia electronica de barrido (MEB).

Descripcion de la técnica

Para ello, se obtuvieron redes de fibrina a partir de pool de plasma por agregado de
trombina bovina (conc. final 0,8 U/ml) y cloruro de calcio (conc. final 33 mM) sobre
soportes de vidrio, en presencia de dermatan sulfato de alto peso molecular de modo que la
concentracion final resultara 4 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando
la soluciéon de DS por soluciéon fisiologica. La concentracion de trombina bovina fue
seleccionada teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de fibrinoformacion
presentados previamente.

Las redes de fibrina formadas se dejaron estabilizar en camara hiimeda durante 18 horas a
4 °C. Los pasos subsiguientes se realizaron a temperatura ambiente. Las muestras se
fijaron con glutaraldehido (30 %) - paraformaldehido (2,5 %) durante 2 horas y luego con
tetroxido de osmio (1%). Luego fueron deshidratadas con soluciones de acetona en agua en
concentraciones crecientes (50, 70, 85y 100 % v/v). Todos los reactivos utilizados fueron
provistos por Sigma, St. Louis, Montana, EE.UU. Las muestras se secaron por punto
critico (Baltec CPD 030, Balzers, Alemania) y fueron metalizadas para ser observadas en
un microscopio electrénico de barrido (Carl Zeiss DMS 940 A, Oberkochen, Alemania).
Las observaciones se realizaron a 5 kV y se obtuvieron las fotografias correspondientes a

3.000 aumentos ",

Analisis de los resultados

Para realizar las mediciones sobre las fotografias de las observaciones microscopicas se
utiliz6 el programa analizador de imagenes Imaje J 1.30v (National Institutes of Health,
EE.UU.). Se evaluaron 30 campos de igual area, aleatoriamente seleccionados y se

caracterizd cada red midiendo: el nimero de fibras por campo, el porcentaje de red



(relacion porcentual entre la superficie ocupadas por las fibras respecto al area total del
campo) y el ancho y largo de las fibras.

Para el analisis estadistico de los resultados (Statistix) se aplico el test de T (Two-Sample T
Test) y el test de Mann-Whitney. La hip6tesis nula (Ho) fue Parametro cono = Parametro
ps ¥ la hipotesis alternativa (H1) fue Pardametro cono # Parametro psy un p valor < 0,05

fue considerado estadisticamente significativo.



EVALUACION DEL EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE

LA LISABILIDAD DE REDES DE FIBRINA

El sistema fibrinolitico puede ser evaluado por métodos amidoliticos o coagulométricos.
Los métodos amidoliticos se caracterizan por el uso de sustratos cromogénicos sintéticos,
mientras que los métodos coagulométricos utilizan geles de fibrina como sustrato final de
la reaccion litica. Los sustratos cromogénicos especificos presenta la ventaja de que
permiten evaluar independientemente la actividad biologica de cada uno de los
componentes involucrados en el sistema. Sin embargo, como se trata de sustratos sintéticos
puede existir diferencia respecto de la actividad biologica frente al sustrato natural.

Los métodos coagulométricos en general estudian la actividad fibrinolitica global,
evaluando el balance entre la accion de los activadores y los inhibidores fibrinoliticos en la
funcion global de lisar un coagulo formado a partir de componentes plasmaticos. Ademas,
como la fibrina formada es el sustrato final de la reaccion litica, sus caracteristicas también
determinan la velocidad global del proceso.

Teniendo en cuenta que el objetivo general de esta tesis es evaluar la accion del dermatan
sulfato sobre el sistema fibrinolitico, se trabajé con sistemas purificados utilizando
sustratos cromogénicos sintéticos para independizar los posibles efectos del dermatan
sulfato sobre el sistema fibrinolitico de su conocido efecto anticoagulante. Sin embargo,
aunque el uso de los métodos coagulométricos presenta una mayor dificultad para
reconocer de manera clara un efecto puramente fibrinolitico respecto de una consecuencia
experimental del efecto anticoagulante, se abord¢ el estudio también por esta metodologia.

Se disefi6 un ensayo de coagulacion y fibrinolisis en dos etapas para estudiar el efecto del
dermatén sulfato sobre la formacion y lisabilidad de redes de fibrina plasmatica.

Ademas, se utilizaron dos pruebas bioquimicas clasicas para evaluar la actividad
fibrinolitica, con el objetivo de estudiar el efecto del dermatan sulfato ex vivo sobre la
lisabilidad de redes de fibrina formadas a partir de sangre entera y fraccion de euglobulinas
plasmatica: Tiempo de lisis del codgulo sangre entera diluida y Tiempo de lisis de
euglobulinas y se realizo una adaptacion de la prueba de lisis de euglobulinas para
estudiar por espectrofotometria la cinética de fibrinoformacion y lisis euglobulinas.

A continuacion se detallan los diferentes métodos utilizados, su optimizaciéon y el modo de

analisis de los resultados.



= ENSAYO DE COAGULACION Y FIBRINOLISIS EN DOS ETAPAS

Para evaluar la lisabilidad de redes de fibrina plasmatica formadas en presencia de
dermatan sulfato se disefid un ensayo de fibrinoformacion y lisis en dos etapas. El ensayo
se desarrolld incubando pool de plasma con trombina y cloruro de calcio en presencia o
ausencia de DS. Una vez finalizado el proceso de coagulacion, se produjo la lisis del
coagulo formado por agregado de un activador de plasminogeno.

En este ensayo in vitro la estructura de la red depende principalmente de la concentracion
plasmatica de fibrindgeno y de la concentracion de trombina y cloruro de calcio agregados.
Por otro lado, el comportamiento del sistema litico depende principalmente de la estructura
de la red, la concentracion plasmatica de plasminogeno, la concentracion del activador de
plasmindgeno agregado y la difusion de éste dentro de la red. En presencia de dermatan
sulfato, la estructura de la red de fibrina formada y el comportamiento del sistema litico
también dependeran del efecto del dermatan sulfato sobre la actividad de los componentes

involucrados en cada proceso.

Descripcion de la técnica y optimizacion de las condiciones experimentales

Para evaluar el efecto del DSA (conc. final: 4 a 100 pg/ml), trabajando en policubetas de
poliestireno, se agregd 10 pl de solucion de trombina y cloruro de calcio, 11 pl de una
solucion de DSA y se registr6 la densidad optica a 405 nm en funcion del tiempo a partir
del agregado de 100 pl del pool de plasma. El control correspondiente se obtuvo
reemplazando la soluciéon de DSA por solucion fisioldgica. Se verifico la formacion
completa de las redes por espectrofotometria y se dejaron estabilizar 18 horas a
temperatura ambiente en camara humeda. Luego se agregd 70 pl de una solucion de u-PA
y se registro la densidad optica a 405 nm en funcidn del tiempo. Durante el monitoreo de
absorbancia las policubetas fueron conservadas en estufa a 37 °C. Cada ensayo completo

se realizo por quintuplicado.

Trombina / CaCl, 4 | DS/ control (SF) | #= Pool de PLASMA

10 pl 11 ul 100 pl
e _/
~
Registrar densidad éptica a 405 nm.
Verificar la formaciéon completa de los coagulos. + u-PA Registrar densidad
Dejar estabilizar las redes a temperatura ambiente 70 ul optica a 405 nm.

durante 18 horas en camara humeda.

Esquema general del ensayo de coagulacion y fibrinolisis en dos etapas



Las concentraciones optimizadas de los distintos componentes de este ensayo resultaron:

v" Pool de plasma: aporta principalmente fibrindgeno y plasminogeno.

v" Trombina bovina: concentracion final 0,05 U/ml. La concentracion de trombina bovina
fue seleccionada teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de fibrinoformacion
presentados previamente.

v" Cloruro de calcio: concentracion final 33 mM.

v Activador del plasminogeno de tipo urinario (u-PA): concentracion final 50 U/pocillo;
diluido en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4. La concentracion de u-PA fue seleccionada
de modo que la lisis total del codgulo control se completara en menos de 10 horas de

ensayo.

Analisis de los resultados
Para el analisis de los resultados obtenidos se separd la etapa de fibrinoformacion de la

etapa de lisis del coagulo.

ETAPA 1: FIBRINOFORMACION ETAPA 2: FIBRINOLISIS

de coagulacion

D.O. (405 nm)
D.O. (405 nm)

| T. coagulacién |

|

Tiempo (min) Tiempo (min)

Para estudiar la etapa de fibrinoformacion, las curvas obtenidas se caracterizaron y
evaluaron como fue descripto en la seccion Materiales y Métodos: Formacion de redes de
fibrina.

Para el analisis de la etapa de lisis, las curvas obtenidas a partir del agregado del activador
de plasmindgeno se caracterizaron mediante la determinacion del parametro tiempo lisis
final correspondiente al tiempo en el que se estabilizo la densidad optica del producto de

lisis (T. lisiS Final)-



El analisis estadistico de los datos (Statistix) fue realizado mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) y las diferencias entre los promedios de cada parametro en estudio de
los distintos grupos fueron comparadas utilizando el test de Tukey, con un nivel de
significacion o = 0,05.

En una segunda etapa se aplico el test de Mann-Whitney para comparar los pardmetros de
las curvas obtenidas en presencia de DS respecto del control y un p valor < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. Para la comparacion de los tiempos de lisis (T.
Lisis) la hipotesis nula (Ho) fue T. Lisis conror = T. Lisis ps y la hipotesis alternativa (HI1)

fue T. LiSiS control > T. LiSiS ps.

« TIEMPO DE LISIS DEL COAGULO DE SANGRE ENTERA DILUIDA

La prueba de lisis del coagulo de sangre entera diluida es una prueba global de evaluacion
del sistema fibrinolitico "*. La técnica consiste en disolver la sangre en buffer fosfato y
luego determinar el tiempo de lisis del codgulo formado por agregado de trombina. La
dilucion de la sangre entera, en la cual se mantiene la proporcion normal de los
componentes del sistema fibrinolitico, reduce la influencia de los inhibidores y facilita la
accion de los activadores fibrinoliticos, acortando el tiempo de lisis de los coagulos
formados por accion de trombina. El tiempo de lisis del codgulo sanguineo es inversamente
proporcional a la actividad fibrinolitica del plasma. En general es mayor a 18 horas, sin
embargo puede resultar acortado cuando la actividad de antiplasmina esta alterada, en
presencia de estados hiperfibrinoliticos o cuando la capacidad de formacion de fibrina esta

afectada (hipofibrinogenemia u otras alteraciones de fibrinoformacion).

Técnica original

Materiales:

1. Citrato de sodio 3,8 % p/v.

2. Buffer fosfato: fosfato monoacido de sodio 0,028 M; fosfato didcido de potasio 0,014
M; pH 7.4.

3. Trombina humana o bovina 50 U/ml.



Muestra: Se trabajé con sangre entera anticoagulada con citrato de sodio obtenida
siguiendo las recomendaciones para las pruebas de fibrinolisis. La prueba fue realizada por

duplicado y dentro de los 20 minutos de la obtencion de la muestra.

Desarrollo: En tubos de vidrio (tipo Kahn) se agrego6 1,7 ml de buffer fosfato, 0,1 ml de la
solucion de trombina y 0,2 ml de sangre entera. Se mezcl6é inmediatamente por inversion y
se dejo en heladera (4 °C) durante 30 minutos. Luego de verificar que la coagulacion fuese
completa en todos los tubos, se llevaron a un bafio termostatizado a 37 °C, consignandose
ese tiempo como tiempo cero. Periddicamente se investigo la lisis del codgulo formado. El
tiempo asociado a la lisis completa del coagulo se asignd como tiempo de lisis de sangre

entera diluida (LSE).

Efecto del dermatan sulfato ex vivo sobre el tiempo de lisis del coagulo de sangre
entera diluida

Se obtuvo sangre venosa de cinco individuos voluntarios sanos y se procedié con cada
muestra seglin se describe a continuacion:

Para evaluar el efecto del DSA y DSB se incorpor6 una soluciéon de DS a la sangre entera
diluida antes del agregado de trombina para formar el codgulo, de modo que la
concentracion final de DS resultara entre 0,2 y 50 pg/ml. El control correspondiente se
obtuvo reemplazando la solucion de DS por solucion fisiologica.

Se determind, por duplicado, el tiempo de lisis de sangre entera para el control (LSE o1

y cada una de las concentraciones de DS ensayadas (LSE ps).

Buffer Fosfato 1,7 ml

+ Incubar 30 min —4 °C.
S 02 ml Trombina Cch lacié et
angre entera 0,2 m equear coagulaciéon completa
g + 50 U/ml - 0,1 ml a 9 pleay
+ evaluar Tiempo de Lisis (37 °C).

DS / control (SF) 0,1 ml

Esquema general del ensayo de lisis del codgulo de sangre entera diluida

Cada ensayo completo fue realizado en cinco oportunidades, utilizando sangre de un
individuo sano cada vez. Los resultados finales se presentan como el promedio de las
diferencias entre los tiempos obtenidos con cada control y los obtenidos en presencia de las

diferentes concentraciones de DS ensayadas (LSE conwo - LSE ps ; 7 =5).



Para el analisis estadistico de los resultados (Statistix) se aplico el test de Wilcoxon. Para
comparar el tiempo de lisis obtenido en presencia de DS respecto del control la hipdtesis
nula (Ho) fue LSE oot = LSE ps y la hipotesis alternativa (H1) fue LSE conwol > LSE ps y

un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo

 TIEMPO DE LISIS DE EUGLOBULINAS

La prueba de lisis de euglobulinas es una prueba global de evaluacion del sistema
fibrinolitico *”. La técnica consiste en precipitar en medio &acido la fraccion de
euglobulinas del plasma que contiene principalmente plasmindgeno, fibrindgeno y los
activadores del plasmindgeno y separarla de los inhibidores del sistema fibrinolitico (PAI-
1 y mp-antiplasmina) que quedan en solucion. Luego el precipitado de euglobulinas se
redisuelve en medio alcalino y se determina el tiempo de lisis del codgulo formado por
agregado de cloruro de calcio o trombina.

El tiempo de lisis del coagulo formado a partir de la fraccion de euglobulinas es
inversamente proporcional a la actividad fibrinolitica del plasma. En general es entre 1 y 2
horas, sin embargo puede resultar acortado en estados hiperfibrinoliticos (aumento de
activadores), por presencia de plasmina u otras enzimas proteoliticas o cuando la capacidad
de formacion de fibrina esta afectada (hipofibrindgeno u otras alteraciones de
fibrinoformaciéon) o alargado en presencia de estados hipofibrinoliticos o

disfibrinogenemias protromboticas.

Técnica original

Materiales:

1. Citrato de sodio 3,8 % p/v.

2. Acido acético 1 % v/v.

3. Cloruro de calcio 0,025 M.

4. Buffer borato: cloruro de sodio 0,15 M; borato de sodio 2,6 uM; pH 9.

Muestra: Se trabajo con plasma en citrato de sodio obtenido siguiendo las
recomendaciones para las pruebas de fibrinolisis. La prueba fue realizada por duplicado y

dentro de los 20 minutos de la obtencion de la muestra.



Desarrollo: En tubos conicos de vidrio se agregd 9 ml de agua destilada, 0,5 ml de plasma
y 0,1 ml de acido acético, se mezcld por inversion y se dejo en heladera (4 °C) durante 30
minutos. Luego se centrifugaron los tubos a 3.000 x g durante 5 minutos y se descart6 el
sobrenadante. Se dejaron los tubos invertidos sobre papel de filtro durante 2 minutos y
luego el precipitado se disolvié en 0,5 ml de buffer borato a 37 °C ayudandose con una
varilla de vidrio. Se agreg6 0,1 ml de cloruro de calcio a cada tubo y luego de esperar la
coagulacion completa se puso en marcha un cronometro. A los 5 minutos, y a intervalos de
10 minutos se investig6 la lisis del codgulo formado. El tiempo asociado a la lisis completa

del codgulo se asign6 como tiempo de lisis de euglobulinas (LE).

Efecto del dermatan sulfato ex vivo sobre el tiempo de lisis de euglobulinas

Se evalu6 el efecto del DSA y DSB en dos etapas diferentes del procedimiento original:
agregando DS en la solucion de euglobulinas redisuelta (A: lisis de euglobulinas
estandar) o agregando DS en el plasma previamente a la precipitacion de euglobulinas (B:

lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de DS).

A.- Efecto del dermatan sulfato sobre el tiempo de lisis de euglobulinas estandar

Se obtuvo sangre venosa de cinco individuos voluntarios sanos, se separ6 el plasma y se
obtuvo el precipitado de euglobulinas siguiendo las indicaciones descriptas en la técnica
original. A partir de los precipitados obtenidos se prepard un pool de euglobulinas y se
procedid segun se describe a continuacion:

A,.- Evaluacion del tiempo de lisis final por observacion directa (técnica original)

A,.- Evaluacion del proceso de coagulacion y lisis de euglobulinas por espectrofotometria

(técnica adaptada)

H,0 9ml |+ | Plasma 0,5ml |4 | AcOH1%-0,1 ml

30 min—4 °C / Centrifugar 3.000 x g — 5 min
Descartar el sobrenadante / Resuspender en 0,5 ml de Buffer Borato
PREPARAR pool de EUGLOBULINAS

\/ 4
A1.- Chequear coagulacion completa

Pool de + DS ¢ + Ca Cl, y evaluar Tiempo de Lisis (37 °C).
EUGLOBULINAS control (SF) 0,025 M ~—

A2.- Registrar densidad 6ptica a 405 nm.

Esquema general del ensayo de lisis de euglobulinas

A: Efecto del dermatdn sulfato sobre el tiempo de lisis de euglobulinas estandar



Aj.- Evaluacion del tiempo de lisis final por observacion directa (técnica original)

Para evaluar el efecto del DSA y DSB se incorpord 40 pl de una solucion de DS a 500 pl
de la solucién pool de euglobulinas antes del agregado de 100 pl de cloruro de calcio 0,025
M para formar el coadgulo, de modo que la concentracion final de DS resultara 10y 100 pg/
ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la solucion de DS por solucion
fisiologica.

Se determind, por quintuplicado, el tiempo de lisis de euglobulinas para el control (LE
«ontro1) Y cada una de las concentraciones de DS ensayadas (LE ps).

El analisis estadistico de los datos (Statistix) fue realizado mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) y las diferencias entre los promedios del Tiempo de lisis de
euglobulinas de los distintos grupos fueron comparadas utilizando el test de Tukey, con un
nivel de significacion a = 0,05. En una segunda etapa se aplico el test de Mann-Whitney
parar el tiempo de lisis obtenido en presencia de DS respecto del control. La hipotesis nula
(Ho) fue LE conrol = LE ps y la hipotesis alternativa (H1) fue LE couo > LE psy un p valor <

0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

A,.- Evaluacion del proceso de coagulacion y lisis de euglobulinas por
espectrofotometria (técnica adaptada)

Con el objetivo de determinar si el dermatan sulfato presenta efecto anticoagulante y
aumentar la sensibilidad para distinguir diferencias en el patron de lisis, se disefid una
modificacion de la prueba de lisis de euglobulinas para estudiar la etapa de
fibrinoformacion y lisis por espectrofotometria.

Se trabajo en policubetas de poliestireno incubando 100 pl de solucion de euglobulinas
(pool de euglobulinas) con 100 pl de solucion de cloruro de calcio 0,025 M y registrando
la densidad oOptica a 405 nm en funcion del tiempo hasta valor constante, utilizando un
lector de ELISA. Todos los reactivos fueron estabilizados a 37 °C antes de comenzar el
ensayo y durante el monitoreo de absorbancia las policubetas fueron conservadas en estufa
a37°C.

Para evaluar el efecto del DSA y DSB, trabajando en policubetas de poliestireno se agreg6
100 ul del pool de euglobulinas, 20 pl de una solucion de DSA o DSB y se registro la
densidad optica a 405 nm en funcion del tiempo a partir del agregado de 100 ul de solucién
de cloruro de calcio. Se utilizaron soluciones de DS de modo tal que la concentracion final

resultara 10, 50 y 100 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la



solucion de DS por solucion fisioldogica. Cada ensayo completo se realizd por

quintuplicado.
Se grafico la densidad optica (D.O.) a 405 nm en funcion del tiempo y para analizar los
resultados se evalud por separado la etapa de fibrinoformaciéon (aumento de D.O. hasta

valor maximo constante) y la etapa de lisis del codgulo (descenso de D.O. hasta valor

minimo constante).

ENSAYO DE LISIS DE EUGLOBULINAS

D.O. (405 nm)

jm—————

/ Tiempo (min)

4 A
ETAPA DE LISIS

ETAPA DE FIBRINOFORMACION
~

Pendiente >
D.O. Max. inicial

de coagulacion
\

Tiempo (min)

D.O. (405 nm)

D.O. (405 nm)

H de los datos

Tiempo (min) Pendiente >
de lisis

Fase lag

T. lisis

D.O. Méx - D.O. (405 nm)

L 2

Tiempo (min) - T. coagulacién

Para estudiar la etapa de fibrinoformacion, se procedid como fue descripto en la seccion
Materiales y Métodos: Formacion de redes de fibrina.

Para estudiar la etapa de lisis se realiz6 una transformacion de los datos corrigiendo el
tiempo de lisis por el tiempo de coagulacion determinado en la etapa de fibrinoformacion

(Tiempo - T. coagulacion) y calculando los descensos de la densidad Optica respecto del

1
1 Transformacion !

_______ -



registro correspondiente al inicio de la lisis (D.O. Méx. lisis — D.O.). Las curvas
sigmoideas obtenidas fueron caracterizadas mediante dos parametros: la pendiente
asociada a la velocidad de lisis (Pendiente de lisis) y el tiempo asociado a la disolucion
completa del codgulo (T. Lisis). Solo fueron analizadas las curvas que no presentaban
diferencias significativas respecto del ensayo control en la etapa de fibrinoformacion.

El andlisis estadistico de los datos (Statistix) fue realizado mediante un analisis de la
varianza (ANOVA) y las diferencias entre los promedios de cada parametro en estudio de
los distintos grupos fueron comparadas utilizando el test de Tukey, con un nivel de
significacion o = 0,05.

En una segunda etapa se aplicé el test de Mann-Whitney para comparar los parametros de
las curvas obtenidas en presencia de DS respecto del control y un p valor < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. Para la comparacion de los tiempos de lisis de
euglobulinas (TLE) la hipotesis nula (Ho) fue TLE comrot = TLE ps y la hipotesis alternativa
(H1) fue TLE conrat > TLE ps y para la comparacion de las velocidades de lisis de
euglobulinas (VLE) la hipotesis nula (Ho) fue VLE conrot = VLE ps y la hipdtesis alternativa
(H1) fue VLE contot < VLE ps.

B.- Lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato

Se obtuvo sangre venosa de diez individuos voluntarios sanos, se preparé un pool de
plasma normal y se procedid segln se describe a continuacion.

Se agrego6 una solucion de DS al pool de plasma de modo que la concentracion final de
DSB resultara entre 10 y 250 ug/ml y la concentracion final de DSA resultara entre 10 y 50
pg/ml, y se incubd a 37 °C durante una hora. Del mismo modo se obtuvo el control
correspondiente reemplazando la solucion de DS por solucion fisiologica.

Se precipitd la fraccion de euglobulinas del plasma como fue descripto en la técnica
original y a partir de los precipitados obtenidos en presencia de cada concentracion de DS
o control se prepar6 una solucién mezcla: pool de euglobulinas-DS y pool de euglobulinas-
control.

Luego, en policubetas de poliestireno se agregaron 100 ul de pool de euglobulinas-DS o
euglobulinas-control y 100 ul de solucién de cloruro de calcio 0,025 M y se registrd la
densidad oOptica a 405 nm en funciéon del tiempo. Cada ensayo completo se realizd por

quintuplicado.



0,5 ml de Plasma
HO 9ml |+ pre-incubado con DS
i 6 control (SF)

+ | AcOH1%-0,1ml

30 min —4 °C / Centrifugar 3.000 x g — 5 min / Descartar el sobrenadante
Resuspender en 0,5 ml de Buffer Borato / Preparar un pool de euglobulinas

S

—

100 pl de pool de

CacCl,

euglobulinas-DS + 0.025 M - 100 l‘ll

6 euglobulinas-control

Esquema general del ensayo de lisis de euglobulinas

—» Registrar densidad 6ptica a 405 nm.

B: Efecto del dermatdan sulfato sobre la precipitacion y el tiempo de lisis de euglobulinas

Para analizar los resultados se evalu6 por separado la etapa de fibrinoformacion (aumento

de D.O. hasta valor maximo constante) y la etapa de lisis del coagulo (descenso de D.O.

hasta valor minimo constante).

Las curvas de fibrinoformacion se caracterizaron y evaluaron como fue descripto en la

seccion Materiales y Métodos: Formacion de redes de fibrina.

Para el andlisis de la etapa de lisis las curvas fueron caracterizadas mediante dos

parametros: la pendiente asociada a la velocidad de lisis (Pendiente de lisis) y el tiempo

asociado a la disoluciéon completa del coagulo (T. Lisis). Todas las curvas fueron

analizadas incluso las que presentaban diferencias significativas respecto del ensayo

control en la etapa de fibrinoformacion.

ETAPA DE FIBRINOFORMACION

(escala ampliada)

D.O. (405 nm)

T. coagulacién

Tiempo (min)

cocomgetacon [

D.O. (405 nm)

ETAPA DE LISIS

Pendiente
de lisis

T. Lisis

Tiempo (min)



El analisis estadistico de los datos (Statistix) fue realizado mediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) y las diferencias entre los promedios de cada parametro en estudio de
los distintos grupos fueron comparadas utilizando el test de Tukey, con un nivel de
significacion o = 0,05.

En una segunda etapa se aplico el test de Mann-Whitney para comparar los pardmetros de
las curvas obtenidas en presencia de DS respecto del control y un p valor < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. Para la comparacion de los tiempos de lisis de
euglobulinas (TLE) la hipotesis nula (Ho) fue TLE conrot = TLE ps y 1a hipotesis alternativa
(H1) fue TLE coma > TLE ps y para la comparacion de las velocidades de lisis de
euglobulinas (VLE) la hipotesis nula (Ho) fue VLE conrot = VLE ps y la hipdtesis alternativa
(H1) fue [VLE conol] < [VLE ps|.

Ademéds, las soluciones obtenidas a partir de los precipitados en presencia de cada
concentracion de DS o control (pool de euglobulinas-DS o pool de euglobulinas-control)
fueron caracterizadas mediante la determinacion de:

v' concentracion proteica total por método de Lowry.

v’ patron electroforético por SDS-PAGE (con y sin 2-ME).

v’ fibrindgeno por método de inmunodifusion radial (NOR-Partigen Fibrinogen,
Behringwerke AG, Marburg, Alemania).

v’ plasminogeno por método amidolitico (Stachrom Plasminogen, Diagnostica Stago,
Asnieres, Francia).

v’ antitrombina III por método amidolitico (Antitrombin III, Roche Diagnostics,
Mannenheim, Alemania).

v" cofactor II de la heparina por método amidolitico (Stachrom Heparin Cofactor II,
Diagnostica Stago, Asnieres, Francia).

v' productos de degradacién de fibrina o fibrindgeno por método de aglutinacion de latex
(FDP-Latex Agglutination, Diagnostica Stago, Asnieres, Francia).

v dimero D por método de aglutinacion de latex (D-Di-Latex Agglutination Test,

Diagnostica Stago, Asnieres, Francia).



EVALUACION DEL EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE

LA CELULA ENDOTELIAL

Se plante6 como objetivo evaluar el efecto del dermatan sulfato sobre la expresion de los
componentes fibrinoliticos en la célula endotelial. Se utilizé la linea celular 1Gl1,
proveniente de células endoteliales de microvasculatura aisladas de pulmén de raton
BALBY/C. Estas células presentan morfologia tipo cobblestone, expresan constitutivamente
CDs;, CDs4, VE-caderina, ICAM-1, VCAM-1 y P-selectina y conservan el fenotipo y la
morfologia durante 5 meses de cultivo ",

Se estudio la accion del dermatan sulfato sobre las células endoteliales mencionadas,
mediante la determinacion de la actividad del activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y
de su inhibidor (PAI-1) ya que la célula endotelial es el sitio principal para la sintesis de

estos componentes.

Reactivos

Los reactivos utilizados en las experiencias de cultivos celulares fueron provistos por
Sigma (St. Louis, Montana, EE.UU.).

v Medio de cultivo: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium).

v" Solucién de Hanks (Balanced salt solution).

v" Suero fetal bovino (SFB, inactivado por calor).

v' Suplemento para el crecimiento de la célula endotelial (ECGS; endothelial cell growth
supplement).

v" Solucién antibidtica y antimicotica (100 x): Penicilina G (10.000 U/ml), Estreptomicina
(10 mg/ml) y Amfotericina B (25 pg/ml).

v" Tripsina/EDTA (10 x): Tripsina 5 g/I, EDTA 2 g/, en solucion NaCl 0,9 % p/v.

Cultivos celulares

Se estandarizaron los cultivos de la linea celular 1G11, determinando la cantidad celular
mas conveniente para dosar t-PA y PAI-1 ante la estimulacion con dermatéan sulfato.

Los cultivos se realizaron en medio DMEM enriquecido con piruvato de sodio 1mM,
aminoacidos no esenciales 1 % p/v y Hepes 2 % p/v; conteniendo ademas, 10 % de suero
fetal bovino, 100-140 ng/ml de ECGS y una solucion antibidtica y antimicdtica.

Periddicamente los cultivos fueron controlados para detectar micoplasma.



Las células fueron sembradas en placas de Petri o botellas de cultivo tratadas previamente
con gelatina y fueron incubadas a 37 °C en estufa con atmdsfera humidificada (5 % de CO,
y saturacion con vapor de agua). El cambio de medio de cultivo se realizo 2 o 3 veces por
semana, y al llegar a estado de confluencia, las células fueron dispersadas por tratamiento
con tripsina/EDTA y lavadas con solucion de Hanks, con 1 % de suero fetal bovino.

Se estimo6 el niimero de células en la suspension celular obtenida y para la realizacion de la
experiencia se sembraron placas de 6 pocillos (3,5 cm de didmetro), utilizando 10° células
por pocillo en medio DMEM enriquecido como fue detallado previamente sin agregado de
ECGS. La experiencia se realizd por sextuplicado: las células se dejaron pegar a las placas
durante 2 horas y luego fueron estimuladas con DSA de modo que la concentracion final
en la placa resultara 4 pg/ml. Como control se reemplazé la soluciéon de DSA por solucion
fisiologica. Después de 19 horas de incubacion se recogieron los sobrenadantes y las
células fueron despegadas mecénicamente y lisadas por shock térmico.

Se determind la actividad de t-PA y PAI-1 en los sobrenadantes y en los lisados celulares.

Determinacion de t-PA y PAI-1

Para la determinacion de t-PA y PAI-1 en ambos componentes del cultivo (sobrenadante y
lisado celular) se utilizd6 un método amidolitico comercial: COASET-t-PA y COATEST-
PAI (Chromogenix, Mélndal, Suecia).

A.- Principios para la determinacion de t-PA

Para determinar la actividad de t-PA, se agrega a la muestra una cantidad estandarizada de
plasmindgeno y de un estimulador de t-PA (fragmentos de fibrina) y se mide la actividad
amidolitica de la plasmina generada por accion del t-PA de la muestra sobre el
plasmindgeno agregado, sobre un sustrato cromogénico. La concentracion de p-NA
liberada determinada espectrofotométricamente a 405 nm correlaciona linealmente con la
concentracion de t-PA entre 0,25 y 10 Ul/ml.

Muestra (t-PA) + Plg + estimulador de t-PA - Plm

Plm + sustrato cromogénico — péptido + p-NA

B.- Principios para la determinacion de PAI-1
Para determinar la actividad de PAI-1, se agrega a la muestra una cantidad estandarizada y

en exceso de t-PA, parte del cual forma rdpidamente un complejo inactivo con el inhibidor



presente en la muestra. La actividad de t-PA residual se determina como se detalld
anteriormente. La concentracion de p-NA liberada determinada espectrofotométricamente
a 405 nm es inversamente proporcional a la cantidad de PAI-1 presente en la muestra.
Muetra (PAI-1) + t-PA ceeso —  t-PA resiqua

t-PA iesiar + Plg + estimulador de t-PA - Plm

Plm + sustrato cromogénico — péptido + p-NA

Analisis de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados (Statistix) se aplic6 el test de Mann-Whitney.
La hipotesis nula (Ho) fue t-PA/PAI-1conwol = t-PA/PAI-1ps y la hipotesis alternativa (H1)
fue +-PA/PAI-1conwo # t-PA/PAI-1ps y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.



RESULTADOS



ESTUDIO DEL EFECTO DEL DERMATAN
SULFATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE
COMPONENTES DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la actividad biologica de los
principales componentes del sistema fibrinolitico, trabajando con sistemas
purificados y sustratos cromogénicos sintéticos.

El uso de sistemas purificados permitio evaluar los posibles efectos del
dermatan sulfato sobre el sistema fibrinolitico de manera independiente de su
conocido efecto anticoagulante y ademas analizar diferentes etapas de la
activacion de la fibrinolisis pudiendo de este modo proponer un mecanismo de

accion.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA ACTIVACION DE
PLASMINOGENO

La activacion de plasmindgeno a plasmina ocurre por la accion de diversos activadores que
clivan el enlace Argssi-Vals, del plasmindgeno. Se estudid el efecto del
dermatan sulfato sobre la reaccién de activacion de plasmindgeno mediada por
el activador de plasminégeno de tipo urinario (u-PA) y el activador tisular del
plasmindgeno (t-PA).

Se utilizé un método amidolitico-cinético cuyo disefio, optimizacién y método de andlisis
de los resultados fue descripto detalladamente en la seccion Materiales y Métodos: Diserio
y optimizacion de un método amidolitico-cinético para evaluar actividad de componentes
del sistema fibrinolitico. En lineas generales la reaccion de activacion se realizd incubando
plasmindgeno con el activador y el sustrato cromogénico S-2251, y se monitored la
liberacion de p-NA (absorbancia a 405 nm) en funciéon del tiempo. Debido a que la
concentracion de p-NA liberada es proporcional a la actividad amidolitica de la plasmina
formada por activacion de plasminodgeno, a partir del registro de absorbancia versus tiempo
se evalu¢ la cinética de la reaccion de activacion.

Para estudiar el efecto del DSA y DSB se realizaron ensayos comparativos de actividad en

ausencia (condiciones basales) y presencia de distintas concentraciones de dermatan

sulfato, segun se resume a continuacion para cada activador utilizado. Para el anélisis de

los resultados las curvas de registro de datos fueron ajustadas con la ecuacion sigmoidea y

caracterizadas a partir de los parametros “t;»” que representa el tiempo asociado al 50 % de

la reaccion y “V” que representa la velocidad de reaccion, y se calcularon los factores de
potenciacion correspondientes.

Como fue descripto en la seccion Materiales y Métodos citada, el Plg y los activadores u-

PA y t-PA no tienen accion directa sobre el sustrato S-2251 ya que los blancos realizados

con la concentracion maxima de Plg (Plg 0,46 uM + S-2251), u-PA (u-PA 600 U/ml + S-

2251) y t-PA (t-PA 200 U/ml + S-2251) utilizadas en ensayos de activacion de

plasmindgeno no mostraron cambios de absorbancia durante el desarrollo de la

experiencia. En esta etapa se realizaron nuevos controles en presencia de DSA y DSB

(DSA/DSB + S-2251; Plg + DSA/DSB + S-2251; u-PA + DSA/DSB + S-2251; t-PA +

DSA/DSB + S-2251) y se verifico que en ninguno de los casos hubo reaccion directa sobre

el sustrato cromogénico.



« ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR u-PA

La reaccion de activacion de plasminogeno se realizé incubando Glu-Plg (conc. final 0,3
MM) con el sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) y u-PA (conc. final 10
U/ml) en buffer Tris-HCl1 50 mM pH 7,4, en presencia de DSA o DSB (4 a 512 pg/ml).

Cada ensayo completo fue realizado por duplicado y repetido en cinco oportunidades.

El dermatan sulfato potencid la activacion de plasmindgeno por u-PA y el efecto
observado fue concentracion dependiente. En las figuras 27 y 28 puede observarse que
tanto en presencia de DSB como DSA disminuyo6 el tiempo asociado al 50 % de la
reaccion y aument6 la velocidad de reaccion, y que el efecto fue mayor con DSA para la

misma concentracion estudiada.

—m— DSB 4 ug/ml
—A— DSB 16 pg/ml
—e— DSB 32 pg/ml
—o— DSB 64 pg/ml
—B— DSB 128 pg/ml
—A— DSB 256 pg/ml
———DSB 512 pg/ml

Abs. (405 nm)
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Figura 27: Efecto de diferentes concentraciones de dermatin sulfato de bajo peso
molecular sobre la activacion de plasminégeno por u-PA.

Basal = Glu-Plg 0,3 uM; u-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4.

DSB = ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de bajo peso molecular

entre 4 y 512 ug/ml.
Cada figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la

observacion de los datos).
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Figura 28: Efecto de diferentes concentraciones de dermatin sulfato de alto peso
molecular sobre la activacion de plasminégeno por u-PA.

Basal = Glu-Plg 0,3 uM; u-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.4.

DSA = ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de alto peso molecular

entre 4 y 512 pg/ml.
Cada figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la

observacion de los datos).

Los factores de potenciacion fy y f ti» calculados en funcion de la concentracion de

dermatan sulfato se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activaciéon de
plasminogeno por u-PA. Factores de potenciacion.

Concentracién DSB DSA

evaluada fy ft fy fti,

4 png/ml 1,00 = 0.01 0.98  0.08 1.02 = 0.02 0.96 = 0.05
16 ug/ml 1,08 + 0,01 0,82 + 0,08 1,07 +£ 0,05 0,95 + 0,05
32 ug/ml 1,23 £0,04 * 0,80 £ 0,05 * 1,13 +£0,03 * 0,96 + 0,03
64 ng/ml 1,32 +0,09 * 0,81 +£0,05 * 1,27 £ 0,04 * 0,92 +0,04
128 pg/ml 1,30+ 0,10 * 0,81 +£0,05 * 1,45+ 0,06 * 0,85 +0,02 *
256 pg/ml 1,30 £ 0,10 * 0,79 £ 0,05 * 1,62 £0,06 * 0,78 £ 0,02 *
512 pg/ml 1,36 £ 0,11 * 0,76 £ 0,06 * 1,73 £0,05 * 0,77 +£0,02 *

Ensayo de activacion = Glu-Plg 0,3 uM, u-PA 10 U/ml, S-2251 0,5 mM, buffer Tris-HCI 50
mM pH 7.4, en presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de bajo (DSB) y
alto peso molecular (DSA) entre 4 y 512 pg/ml.

Los factores de potenciacion (f v y f ti») fueron calculados como se describié en Materiales y
Métodos y los resultados se expresan como media + error estandar (n = 5). Para el analisis
estadistico se aplicé el test de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo (*).



En una segunda etapa se evalud el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno utilizando diferentes
concentraciones de u-PA (5, 10 y 50 U/ml).

En la tabla 2 se resumen los resultados obtenidos y puede observarse que se corrobord el
efecto potenciador del dermatan sulfato. En particular, el efecto del DSB resultd de similar
magnitud para las diferentes concentraciones de u-PA utilizadas, mientras que el efecto del
DSA fue de mayor magnitud a mayor concentracion de u-PA, alcanzando un efecto
maximo de aproximadamente 160 % de aumento de la velocidad de reaccion y 40 % de

reduccion del tiempo asociado al 50 % de la reaccion.

Tabla 2: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activacion de plasminégeno

por diferentes concentraciones de u-PA.

Concentracion u-PA 5 U/ml u-PA 10 U/ml u-PA 50 U/ml
evaluada fy ft, fv fty, fv fti
bsB 10| 1192008 | 0.93£0,06 | 1.17£0.07 | 0.86£0.05 | 1.16+0.08 | 0,89 0,5
(ugmi) | 100 1 12520051 0.96=0,05 | 1.26+0.05* [ 081003 | 1.29=006% | 083002
500 | 1,30 = 0,06 * | 0,86+ 0,02 * | 1,36+ 0,05 * | 0,76 0,03 * | 1,31 0,05 * | 0,82 +0,02 *
bsa |10 [ 1.2350,02% | 0.9550.03 | 1.08£0,02 | 0.95+006 | 133+0,05* | 0,89%0.,05
(o) | 100 [ 1.56=0.09 % [0.86+0.02% | 146005 * [ 0.85=0,02 % [ 2.25+0.05 * [ 0,68 0,05 *
HE 500 | 1,89+=0,19* | 0,77 0,03 * | 1,73+ 0,04 * | 0,77 0,02 * | 2,58+ 0,09 * | 0,62 + 0,04 *

Ensayo de activacion = Glu-Plg 0,3 uM, diferentes concentraciones de u-PA (5, 10 y 50 U/ml), S-2251 0,5 mM,
buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.4, en presencia de diferentes concentraciones (10, 100 y 500 pg/ml) de dermatan
sulfato de bajo (DSB) y alto peso molecular (DSA).
Los factores de potenciacion (f v y f ti») fueron calculados como se describié en Materiales y Métodos y los
resultados se expresan como media + error estandar (n = 5). Para el analisis estadistico se aplico el test de
Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

Debido a que durante el ensayo de activacion de plasmindgeno se registrd la actividad
amidolitica global de la plasmina generada por accion de u-PA sobre el plasmindgeno, el
aumento de la hidrélisis del sustrato S-2251 podria deberse en parte a un aumento de la
actividad de la plasmina generada.

Para dilucidar si el dermatdn sulfato afecta la activacion de plasmindgeno de manera
directa, se evalud la conversion de plasmindgeno a plasmina por electroforesis (SDS-
PAGE con Urea). Para ello se incub6 una solucion de Glu-Plg (conc. final 1,5 uM) con u-
PA como activador (conc. final 300 U/ml) y aprotinina (10 U/ml) en buffer Tris-HCI 50
mM pH 7,4, en ausencia y presencia de DSA o DSB (230 pg/ml). En funcion del tiempo se

recogieron alicuotas de la mezcla de incubacion y se mezclaron con buffer de muestra con

2-ME/SDS/Urea e incubaron a 100 °C para detener la reaccion de activacion.



La conversion de plasminogeno a plasmina fue evaluada por SDS-PAGE-Urea mediante la
desaparicion de la banda correspondiente a plasmindgeno y la aparicion de dos bandas
correspondientes a la plasmina reducida. El u-PA no fue detectado en las concentraciones
evaluadas.

En la figura 29 puede observarse que en presencia de dermatan sulfato la velocidad de
conversion de plasmindgeno en plasmina resultdé mayor, destacdndose la aparicion de la
banda correspondiente a plasmina a menor tiempo de incubacion acompafiada por la
desaparicion temprana de la banda de plasminogeno. Ademas, puede observarse que el
efecto es mayor en presencia de DSA respecto de DSB, dato que coincide con los
resultados de la evaluacion por método amidolitico.

Cabe destacar que debido a que la reaccion de activacion fue realizada en presencia de
aprotinina, se descarta la actividad autocatalitica de la plasmina formada sobre la
activacion de plasmindgeno y por lo tanto, el efecto observado corresponde a la facilitacion

de la activacion de plasminogeno por u-PA en presencia de dermatéan sulfato.

Figura 29: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la conversion de
plasminégeno a plasmina.

Electroforesis en poliacrilamida-SDS-Urea (T gel concentrador 4 %, T gel separador 8,6 %) seglin fue
descripto en Materiales y Métodos.

CONTROL = Glu-Plg (1,5 uM) y u-PA (300 U/ml) incubados en buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4
durante 10, 20, 40 y 60 minutos.

DSA o DSB = incubacion realizada en presencia de 230 ug/ml de dermatan sulfato de alto (DSA) o bajo
peso molecular (DSB), respectivamente.

Plg = banda correspondiente a plasminogeno.

PIm = banda correspondiente a la cadena pesada de la plasmina post reduccion con 2-ME.

CONTROL DSA DSB
100 20’ 40" 60’ 100 20° 40° 60’ 100 200 40" 607

~ Plg
« Plm

Resumiendo, los resultados obtenidos durante la evaluacion del efecto del dermatan sulfato
de alto y bajo peso molecular sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno por u-PA

fueron:

Dermatan Sulfato de bajo peso molecular:

v" Se observo un aumento de la activacion de plasmindgeno por u-PA en funcion del
aumento de la concentracion de DSB.

v" El efecto potenciador fue corroborado a distintas concentraciones del activador, siendo

de similar magnitud para las distintas concentraciones de u-PA ensayadas (efecto



maximo observado: 35 % de aumento de la pendiente de activacion y 25 % de
disminucién del tiempo asociado al 50 % de conversion de plasminodgeno).
v' Por electroforesis se comprobo la aparicion mas temprana de la banda correspondiente a

plasmina en presencia de DSB.

Dermatan Sulfato de alto peso molecular:

v Se observo un aumento de la activacion de plasmindgeno por u-PA en funcion del
aumento de la concentracion de DSA.

v" El efecto potenciador fue corroborado a distintas concentraciones del activador, siendo
la potenciacion de mayor magnitud a mayor concentracion de u-PA (efecto maximo
observado: 160 % de aumento de la pendiente de activacion y 40 % de disminucion del
tiempo asociado al 50 % de conversion de plasmindgeno).

v' Por electroforesis se comprobo la aparicion mas temprana de la banda correspondiente a

plasmina en presencia de DSA.

Los resultados de los estudios de activacion de plasminégeno por u-PA por método
amidolitico y electroforético apoyan la hipdétesis de que el dermatdn sulfato tiene efecto
pro-fibrinolitico. Un mecanismo probable seria mediante potenciacion de la activacion

de plasmindégeno por u-PA.

« ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR t-PA

Se evaluo el efecto del DSA y DSB sobre la reaccion de activacion de plasminogeno por t-
PA. Teniendo en cuenta que, fisiolégicamente, la activacion de plasmindgeno mediada por
t-PA en medio plasmatico es un proceso ineficiente y que en presencia de fibrina la
reaccion de activacion estd potenciada, se prepard un estimulador de t-PA soluble que
pueda ser utilizado en ensayos funcionales amidoliticos de modo de estudiar la reaccion de
activacion de plasmindgeno por t-PA en presencia de fibrina. En la seccion Materiales y
Métodos se describid detalladamente la preparacion y caracterizacion de la mezcla de
productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) seleccionada como estimulador
soluble de t-PA para los ensayos in vitro de activacion de plasminogeno.

La reaccion de activacion de plasmindgeno se realizd incubando Glu-Plg (conc. final 0,3

MM) con el sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) y t-PA (conc. final 10 U/ml)



en buffer Tris-HCl1 50 mM pH 7,4, en presencia de DSA o DSB (4 a 512 pg/ml). Como
control positivo de estimulacion, el ensayo fue realizado en presencia de PDF en
concentracion final 0,05 mg/ml. Cada ensayo completo fue realizado por duplicado y
repetido en cinco oportunidades.

Cabe destacar que se descartd actividad residual de plasmina en la solucién de PDF
utilizada ya que no se observo actividad amidolitica sobre el sustrato S-2251 a la
concentracion de trabajo seleccionada. Ademas, se realizaron nuevos controles en
presencia de DSA y DSB (DSA/DSB + PDF + S-2251) y se verifico que en ninguno de los

casos hubo reaccion directa sobre el sustrato cromogénico.

En la figura 30 (A y B) puede observarse que el dermatan sulfato potencio la activacion de
plasmindgeno por t-PA y que el efecto observado fue concentracion dependiente. Puede
observarse ademas, que en presencia de dermatan sulfato disminuyd el tiempo asociado al
50 % de la reaccion y aumento la velocidad de reaccion. Por otro lado, en comparacion con
la accién de PDF, utilizado como control positivo de estimulacion, el efecto observado en
presencia de DSA resultd de similar magnitud mientras que el efecto del DSB fue de
menor magnitud.

Los factores de potenciacion fy y f ti» calculados en funcion de la concentracion de
dermatan sulfato se resumen en la tabla 3. Puede observarse que el aumento de la
velocidad de reaccion resultd de aproximadamente 35 % en presencia de DSB y 170 % en
presencia de DSA y que la reduccion del tiempo asociado al 50 % de la reaccion resultd de

aproximadamente 40 % en presencia de DSB y 55 % en presencia de DSA.
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Figura 30: Efecto de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de alto y bajo peso
molecular sobre la activacion de plasminégeno por t-PA.

Basal = Glu-Plg 0,3 uM; t-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

A = ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de bajo peso molecular (DSB)

entre 10 y 500 pg/ml.
B = ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de alto peso molecular (DSA)

entre 10 y 500 pg/ml.
PDF = control positivo de estimulacion, ensayo en presencia de productos de degradacion de

fibrina y fibrindgeno (0,05 mg/ml).
La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la

observacion de los datos).



Tabla 3: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activacion de plasminégeno
por t-PA. Factores de potenciacion.

Ensayo de activacion = Glu-Plg 0,3 uM, t-PA 10 U/ | Concentracién Factores de potenciacion
ml, S-2251 0,5 mM, buffer Tris-HCl 50 mM pH evaluada fy ft
7,4, en presencia de diferentes concentraciones de [ Control | PDF 260+ 020 * 040+ 0.10 *
dermatan sulfato (entre 1.0 }T’SOO pug/ml). 10 1,03 £ 0,05 0,85+ 0,07
Los factores de potenciacion (fy y f tiz) fueron DSB 100 1132007 0.73 £ 0.05 *
cal’culados como se describié en Matenaleg y | (ug/ml) 500 135+ 0,05 * 0,62 % 0,05 *
lgfri;c;)c;::éiégrs (r;s;ﬂ;a)l-dos se expresan como media + 10 1.03 £ 0,04 0.76 £ 0,03 *
Para el andlisis estadisti lico el test de | DSA |—e— L1007 1 03520047
ara el anilisis estadistico se aplico el tes 50 18110.15% 050 £0.03
Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado | (pg/ml) 2 rer 2 ey
estadisticamente significativo (*). 100 2,13 % 0,07 0,50 + 0,03
DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, 500 2,70+ 0,19 * 0,44 £ 0,04 *

DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular, PDF = control positivo de estimulacién, productos de
degradacion de fibrina y fibrindgeno.

En una segunda etapa se evalu6 el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno utilizando diferentes
concentraciones de t-PA (5, 10 y 50 U/ml). En la tabla 4 se resumen los resultados
obtenidos y puede observarse que se corrobor6 el efecto potenciador del dermatan sulfato.
En particular, el efecto observado en presencia de DSB resultd de similar magnitud a las
diferentes concentraciones de t-PA utilizadas, mientras que el efecto del DSA fue de mayor

magnitud a mayor concentracion de t-PA.

Tabla 4: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activacion de plasminégeno
por diferentes concentraciones de t-PA.

Concentracion t-PA 5 U/ml t-PA 10 U/ml t-PA 50 U/ml
evaluada fv fti fv fti fv fti
control | PDF | 2.50 £020* | 040 - 0.10 * | 2.60 2020 * | 040 £ 0.10 * | 2.70 £ 0.20 * | 0.30 £ 0.10 *
DB |10 | 1105005 |0.7150.03 | 1.03£0.05 | 0.8550.07 | 1195009 | 0.73£0.05*
(worml) | 100 | 112007 [067+0.04% | 1132007 [073+0.05% [ 12440.05* | 071 %007
HE 500 | 130=0.01 * | 0.62+0.04* | 1.35£0.05* | 0.62=0.05* | 1.33+£0.03 * | 0.66+0.06 *
DsA |10 | 0924009 | 089+0.04 | 1.03£0.04 | 0.76£0.03* | 0.96+0.03 | 0.65+0.08*
(wgm) | 100 [ 1800.16% 1056003 2.13+0.07* [0.50+0.03* [ 2.11%0.06* [ 052007
HE 500 | 231+ 0.11% | 0.52+0.05% | 270 0.19 * | 0.44 +0.04 * | 2.94+0.11 * | 0.46 + 0.06 *

Ensayo de activacion = Glu-Plg 0,3 uM, diferentes concentraciones de t-PA (5, 10 y 50 U/ml), S-2251 0,5 mM,
buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4, en presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato (10, 100 y 500
pg/ml).

Los factores de potenciacion (f v y f t2) fueron calculados como se describié en Materiales y Métodos y los
resultados se expresan como media + error estandar (n = 5).

Para el andlisis estadistico se aplico el test de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo (*).

DSB = dermatén sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular, PDF =
control positivo de estimulacion, productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno.



Como fue detallado previamente se preparé un estimulador de t-PA soluble (PDF) para
estudiar el efecto del dermatan sulfato sobre la reaccion de activacion de plasminodgeno por
t-PA en presencia de fibrina, simulando las condiciones fisioldgicas de activacion.

Con el objetivo de evaluar el efecto combinado de dermatan sulfato y PDF se estudi6 la
reaccion de activacion de plasmindgeno por diferentes concentraciones de t-PA (5, 10y 50
U/ml) en presencia de 0,05 mg/ml de PDF y diferentes concentraciones de DSA y DSB
(10, 100 y 500 pg/ml).

En las figuras 31 y 32 puede observarse que el efecto combinado dermatan sulfato/PDF no
fue aditivo, ya que en presencia de PDF el dermatan sulfato no present6 efecto estimulador
adicional sobre la reaccion de activacion de plasmindégeno a ninguna de las

concentraciones de t-PA ensayadas.
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Figura 31: Efecto del dermatan sulfato de bajo peso molecular sobre la activacion de
plasmino6geno por t-PA en presencia de fibrina.

Ensayo de activacion = Glu-Plg (0,3 pM), t-PA (5, 10 o 50 U/ml), S-2251 (0,5 mM) y PDF (0,05
mg/ml) en buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4. Ensayo en ausencia (simbolos llenos 4) y presencia
(simbolos vacios) de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de bajo peso molecular (DSB)
(A 10 pg/ml, O 100 ug/ml and O 500 pg/ml).

La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la
observacion de los datos).

PDF = productos de degradacion de fibrina y fibrinogeno.
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Figura 32: Efecto del dermatin sulfato de alto peso molecular sobre la activaciéon de
plasminégeno por t-PA en presencia de fibrina.

Ensayo de activacion = Glu-Plg (0,3 pM), t-PA (5, 10 o 50 U/ml), S-2251 (0,5 mM) y PDF (0,05
mg/ml) en buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4. Ensayo en ausencia (simbolos llenos 4) y presencia
(simbolos vacios) de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de alto peso molecular (DSA)
(A 10 ug/ml, O 100 pg/ml and O 500 pg/ml).

La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la
observacion de los datos).

PDF = productos de degradacion de fibrina y fibrinogeno.

Resumiendo, los resultados obtenidos durante la evaluacion del efecto del dermatan sulfato
de alto y bajo peso molecular sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno por t-PA

fueron:

Dermatan Sulfato de bajo peso molecular:

v Se observo un aumento de la activacion de plasminogeno por t-PA en funcion del
aumento de la concentracion de DSB.

v" El efecto potenciador fue corroborado a distintas concentraciones del activador, siendo
de similar magnitud para las distintas concentraciones de t-PA ensayadas (efecto
maximo observado: 35 % de aumento de la pendiente de activacion y 40 % de
disminucion del tiempo asociado al 50 % de conversion de plasminogeno).

v No se observo efecto estimulador adicional de DSB sobre la reaccion de activacion de

plasmindgeno en presencia de PDF a ninguna de las concentraciones de t-PA ensayadas.



Dermatan Sulfato de alto peso molecular:

v Se observd un aumento de la activaciéon de plasminogeno por t-PA en funcion del
aumento de la concentracion de DSA.

v" El efecto potenciador fue corroborado a distintas concentraciones del activador, siendo
la potenciacion de mayor magnitud a mayor concentracion de t-PA (efecto maximo
observado: 190 % de aumento de la pendiente de activacion y 55 % de disminucion del
tiempo asociado al 50 % de conversion de plasminogeno).

v No se observo efecto estimulador adicional de DSA sobre la reaccion de activacion de

plasmindgeno en presencia de PDF a ninguna de las concentraciones de t-PA ensayadas.

Los resultados de los estudios de activacion de plasmindgeno por t-PA por método
amidolitico apoyan la hipdtesis de que el dermatdn sulfato tiene efecto pro-fibrinolitico.
Un mecanismo probable seria mediante potenciacion de la activacion de plasminégeno
por t-PA.

Cabe destacar que el efecto potenciador observado en presencia de DSA resulto de
similar magnitud al efecto obtenido en presencia de productos de degradacion de fibrina
y fibrindgeno utilizados como control positivo de estimulacion, mientras que el efecto
del DSB fue de menor magnitud.

Por otro lado, la combinacion de productos de degradacion de fibrina y fibrinégeno y
dermatan sulfato no resulté en un efecto adicional sobre la estimulacion de
plasmindégeno por t-PA, sugiriendo que ambas sustancias compartirian los sitios de

accion sobre la molécula de t-PA y/o plasminogeno.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE

DE PLASMINA

Los resultados obtenidos en las experiencias anteriores apoyan la hipotesis de que el
dermatan sulfato tiene efecto pro-fibrinolitico, siendo un mecanismo probable su accion
potenciadora sobre la activacion de plasminogeno.

Debido a que durante el ensayo de activacion de plasmindgeno se registrd la actividad
amidolitica de la plasmina generada por accion de los activadores del plasminogeno (u-PA
o t-PA) sobre el plasmindgeno, el aumento de la hidrdlisis del sustrato S-2251 observado
en presencia de dermatan sulfato podria deberse a un aumento de la reaccion de activacion
de plasmindégeno propiamente dicha y/o a un aumento de la actividad de la plasmina
formada.

Si bien, se comprobd por electroforesis (SDS-PAGE con Urea) la aparicion mas temprana
de la banda correspondiente a plasmina acompaniada de la desaparicion de la banda de
plasmindgeno en presencia de DSA y DSB, durante la reaccion de activacion de
plasminogeno por u-PA, para asignar con certeza el efecto observado al proceso de
activacion es necesario descartar que el aumento de la hidrélisis del sustrato S-2251 se
deba a un aumento de la actividad de plasmina. Con el objetivo de dilucidarlo, se estudio la
actividad de plasmina preformada en presencia de dermatan sulfato por hidrdlisis directa
del sustrato S-2251, utilizando un método amidolitico-cinético cuyo disefio, optimizacion y
método de andlisis de los resultados fue descripto detalladamente en la seccion Materiales
v Métodos: Diserio y optimizacion de un método amidolitico-cinético para evaluar
actividad de componentes del sistema fibrinolitico.

Para estudiar el efecto del DSA y DSB se realizaron ensayos comparativos de actividad en
ausencia (condiciones basales) y presencia de distintas concentraciones de dermatin
sulfato, seglin se resume a continuacion. La reaccion amidolitica se realizd incubando Plm
(conc. final 0,15 pM) y sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) en buffer Tris-
HCl 50 mM pH 7,4 y se monitore6 la liberacion de p-NA (absorbancia a 405 nm) en
funcion del tiempo. La concentracion de p-NA liberada es proporcional a la actividad
amidolitica de la plasmina, por lo tanto a partir del registro de absorbancia versus tiempo

se evalud la actividad de esta enzima.



La concentracion de plasmina fue seleccionada como la cantidad correspondiente al 50 %

de conversion de plasminogeno durante los ensayos de activacion realizados con los

diferentes activadores.

En la figura 33 puede observarse que el dermatan sulfato modifico levemente la actividad

de plasmina.
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Figura 33: Efecto de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de alto y bajo peso
molecular sobre la actividad de plasmina.

Basal = Plm 0,15 pM; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

Ay B = ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de bajo (DSB) y alto
(DSA) peso molecular entre 4 y 512 ug/ml, respectivamente. Cada figura corresponde a un
ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la observacion de los datos).



Cada ensayo completo fue realizado por duplicado y repetido en cinco oportunidades. Para
el andlisis de los resultados se calculo la velocidad inicial (Vo) como la pendiente de la
recta tangente a tiempo inicial de cada curva de registro de datos y los factores de
potenciacion fy, calculados en funcion de la concentracion de dermatdn sulfato se resumen

en la tabla 5.

Tabla 5: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la actividad de plasmina.

Factores de potenciacion.

Ensayo de actividad de plasmina = Plm 0,15 uM, S-

. Concentracion DSB DSA
2251 O,'S rnM,' buffer Tris-HCl SQ mM pH 7,4, en evaluada (f vo) (f vo)
presencia de diferentes concentraciones de dermatan
sulfato (entre 4 y 512 pg/ml). DSB = dermatan 4 pg/ml 1,03 0,02 0,89 £ 0,05
sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatin 16 pg/ml 1,06 £ 0,03 0,88 + 0,05
sulfato de alto peso molecular. 32 pg/ml 1,07 £ 0,02 * 0,87 + 0,04 *
Los factores de potenciacion (f vo) fueron calculados 64 pg/ml 111+0,02* 0.87+0,04 *
como se describié en Materiales y Métodos y los 128 pg/ml 1,13+0,03 * 0,86 + 0,05 *
resultados se expresan como media + error estindar 256 pg/ml 1,19+0,04 * 0,84 £ 0,05 *
(n = 5). Para el analisis estadistico se aplico el fest 512 pg/ml 1,18 £0,04 * 0,85 +0,05 *

de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo (*).

Para interpretar la magnitud de los resultados obtenidos se expresé el efecto maximo
observado con cada forma de dermatéan sulfato en funcion de la actividad de plasmina. El
aumento maximo observado en presencia de DSB indicaria que cuando se agrego 500 pg/
ml de DSB a una solucion de plasmina correspondiente al 50 % de conversion de
plasmindgeno en los ensayos de activacion, la actividad de plasmina detectada fue de 57 %
+ 4 %; mientras que cuando se agregd 500 pg/ml de DSA, la actividad de plasmina
detectada fue de 43 % + 4 %. Por lo tanto podria considerarse que el dermatan sulfato no
presenta un efecto significativo sobre la actividad de plasmina ya que la actividad

biologica se modifico solo 7 %.

En una segunda etapa se evaluo el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la actividad de diferentes concentraciones de plasmina. Se
utilizaron concentraciones de plasmina correspondiente al 25, 50 y 100 % de conversion de
plasmindgeno durante los ensayos de activacion realizados con los diferentes activadores

(0,075 - 0,15y 0,30 uM respectivamente).



En la tabla 6 se resumen los resultados obtenidos y puede observarse que los efectos

observados para ambas formas de dermatan sulfato resultaron de similar magnitud a las

diferentes concentraciones de plasmina utilizadas.

Tabla 6: Efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la

actividad de diferentes concentraciones de plasmina.

Concentracion | 0,075 uM (25 %) 0,15 uM (50 %) 0,3 uM (100 %)
evaluada (f vo) (fvo) (fvo)

bsp L0 0,99 + 0,04 1,00 + 0,03 1,02 +0,05
(ng/ml) 100 1,10 £ 0,04 * 1,13+ 0,02 * 1,15+0,04
500 1,19+ 0,05 * 1,20+ 0,03 * 1,25+ 0,07 *
psA |10 0.80 + 0,05 * 0,83 + 0,02 * 0,78 + 0,03 *
(ng/ml) 100 0,78 £ 0,07 * 0,78+ 0,04 * 0,81+ 0,06 *
500 0,75+ 0,08 * 0,79 + 0,06 * 0,80 + 0,06 *

Ensayo de actividad de plasmina = Diferentes concentraciones de plasmina (0,075, 0,15
y 0,30 uM), S-2251 0,5 mM, buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4, en presencia de diferentes
concentraciones de dermatan sulfato (10, 100 y 500 pg/ml). DSB = dermatan sulfato de
bajo peso molecular, DSA = dermatéan sulfato de alto peso molecular.

Los factores de potenciacion (f v,) fueron calculados como se describié en Materiales y
Meétodos y los resultados se expresan como media + error estandar (n = 5).

Para el analisis estadistico se aplico el test de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo (*).

Resumiendo, se observo que el dermatan sulfato no tiene un efecto significativo sobre la
actividad de plasmina ya que cuando se evaluo la actividad de plasmina correspondiente a
50 % de conversién en el ensayo de activacion de plasmindgeno (Plm 0,15 pM) en
presencia de dermatan sulfato (500 pg/ml), la actividad detectada fue aproximadamente 57
% y 43 % para DSB y DSA respectivamente. Resultados similares fueron obtenidos a otras

concentraciones de plasmina ensayadas (0,075 y 0,3 uM).

Debido a que se descarto que el aumento de la hidrolisis del sustrato S-2251, observado
durante la reaccion de activacion de plasmindgeno en presencia de dermatdn sulfato, se
deba a un aumento de la actividad amidolitica de plasmina, se concluye que el efecto
pro-fibrinolitico del dermatin sulfato podria ser atribuido a un aumento sobre el

proceso de activacion de plasminogeno propiamente dicho.

EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA ACTIVIDAD DE

LOS ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO




Los resultados obtenidos en experiencias anteriores apoyan la hipotesis de que el dermatan
sulfato tiene efecto pro-fibrinolitico, siendo un mecanismo probable la accion potenciadora
sobre la activacion de plasmindgeno.

Sin embargo, debido a que durante el ensayo de activacion de plasmindgeno se registro la
actividad amidolitica de la plasmina generada por accion de los activadores del
plasminogeno, para dilucidar si el dermatan sulfato afecta la activacion de plasmindgeno
de manera directa, se estudié la actividad de plasmina preformada en presencia de
dermatan sulfato por hidrolisis directa del sustrato S-2251. Se descartd que el efecto
observado sea atribuido a un aumento de la actividad amidolitica de plasmina.

Ademas, se estudid la conversion de plasmindgeno a plasmina por electroforesis (SDS-
PAGE con Urea) comprobando la aparicion mas temprana de la banda correspondiente a
plasmina acompafiada de la desaparicion de la banda de plasmindgeno en presencia de
DSA y DSB.

En esta etapa se considerd la posibilidad de que el dermatan sulfato aumentara la actividad
de los activadores del plasmindgeno. Para ello, se evaluo el efecto del dermatan sulfato
sobre la actividad de u-PA por hidrélisis directa del sustrato S-2444. El procedimiento
empleado y el método de andlisis de los resultados fue descripto detalladamente en la
seccion Materiales y Métodos: Disernio y optimizacion de un método amidolitico-cinético
para evaluar actividad de componentes del sistema fibrinolitico.

Para estudiar el efecto del DSA y DSB se realizaron ensayos comparativos de actividad en
ausencia (condiciones basales) y presencia de dermatan sulfato (500 pg/ml), segin se
resume a continuacion. La reaccion amidolitica se realizd incubando u-PA (150 U/ml) y
sustrato cromogénico S-2444 (conc. final 0,5 mM) en buffer Tris-HC] 50 mM pH 7,4 y se
monitored la liberacion de p-NA (absorbancia a 405 nm) en funcién del tiempo. La
concentracion de p-NA liberada es proporcional a la actividad amidolitica de u-PA, por lo
tanto a partir del registro de absorbancia versus tiempo se evalud la actividad de esta
enzima. Cada ensayo completo fue realizado por duplicado y repetido en tres

oportunidades.

En la figura 34 puede observarse que no se registraron cambios en la hidrolisis del sustrato
cromogénico S-2444 por u-PA en presencia de 500 pg/ml de DSA o DSB (fyv, = 1,08 £
0,03 y fv, = 1,04 = 0,04 para DSA y DSB respectivamente, media + error estdndar, n = 3).
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Figura 34: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la actividad de
u-PA.

Basal u-PA=u-PA 150 U/ml; S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7 4.

u-PA + DSA/DSB = ensayo en presencia de 500 pg/ml de dermatan sulfato de alto (DSA) o
bajo peso molecular (DSB).

La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la
observacion de los datos).

En una segunda etapa se estudi6 la accion de DSA y DSB sobre la actividad amidolitica de
u-PA en presencia de plasmina para evaluar el efecto de dermatan sulfato en la etapa de
conversion de scu-PA en tcu-PA.

Como fue descripto en la seccion Materiales y Métodos citada, si bien se utilizd u-PA
extraido de orina humana y la forma activa de u-PA o tcu-PA es la forma principal en que
este activador se encuentra en orina, en este ensayo se evalud la posibilidad de que el
efecto del dermatéan sulfato sea sobre la conversion in vitro de restos de pro-enzima o scu-
PA en la forma activa de u-PA en presencia de la plasmina formada durante el ensayo de
activacion de plasmindgeno.

En la figura 35 puede observarse que en presencia de plasmina la actividad amidolitica de
u-PA resulté mayor, si bien la plasmina presenté6 minima accion de hidrolisis del sustrato
S-2444 (blanco de Plm). Esta diferencia de actividad estaria asociada a la conversion in
vitro de scu-PA a tcu-PA en el ensayo realizado (aproximadamente 10 a 15 % de scu-PA).
En la figura 35 también puede observarse que no se registraron cambios en la hidrolisis del

sustrato cromogénico S-2444 por u-PA en presencia de plasmina y de 500 pg/ml de DSA o



DSB (fv=1,08+0,03 y fv=1,04 £ 0,04 para DSA y DSB respectivamente, media + error
estandar, n = 3), por lo tanto el dermatan sulfato no afecta la conversion in vitro de scu-PA

a tcu-PA en el ensayo realizado.
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Figura 35: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la actividad de

u-PA en presencia de plasmina.
Basal u-PA=u-PA 150 U/ml; S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7 4.
Basal u-PA + Plm= u-PA 150 U/ml; PIm 2 nM (Plm); S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM

pH 7.4.

u-PA + DSA/DSB + PIm = ensayo en presencia de Plm y 500 pg/ml de dermatan sulfato de
alto (DSA) o bajo peso molecular (DSB).

Blanco Plm = Plm 2 nM; S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

Blanco DSA/DSB = DSA/DSB 500 ug/ml; S-2444 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.
La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la
observacion de los datos).

Resumiendo, se observé que el dermatan sulfato no modificé la actividad amidolitica de u-
PA y que la conversion, por accion de plasmina, de u-PA de simple cadena (scu-PA) a
doble cadena (tcu-PA) tampoco fue influenciada por dermatan sulfato.

Se descarto que el dermatan sulfato modifique la actividad amidolitica de u-PA o la
conversion de pro-uroquinasa (scu-PA) a uroquinasa activa (tcu-PA).

Si bien no se evaluo el efecto del dermatan sulfato sobre la actividad amidolitica de t-

PA, teniendo en cuenta que la magnitud del efecto observado en los ensayos de



activacion de plasmindgeno por u-PA y t-PA fue similar, podria descartarse que el
efecto pro-fibrinolitico del dermatan sulfato se deba a un aumento de la actividad de los
activadores de plasmindégeno.

Por lo tanto, debido a que se descarto que el efecto observado sea atribuido a un
aumento de la actividad de plasmina o a un aumento de la actividad de los activadores
de plasminégeno, se concluye que el efecto pro-fibrinolitico del dermatan sulfato se
deberia a una accion sobre el proceso de activacion de plasmindgeno. Seria posible que
el efecto observado se deba a algun cambio conformacional que facilite el acceso de los

activadores del plasmindgeno al sitio de activacion.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA ACTIVACION DE
Lys-PLASMINOGENO

Los resultados obtenidos durante los estudios amidoliticos de activacion de plasmindgeno
realizados, apoyan la hipdtesis de que el dermatan sulfato tiene efecto pro-fibrinolitico.
Debido a que fue descartado que el efecto observado sea atribuido a un aumento de la
actividad de plasmina o a un aumento de la actividad de los activadores de plasmindgeno,
se concluyo que el dermatan sulfato potenciaria el proceso de activacion de plasminogeno.
Teniendo en cuenta que, en condiciones fisioldgicas, el plasmindgeno nativo (Plg o Glu-
Plg) presenta una configuracion cerrada de tipo prolate elipsoid que por interaccion a
través de sus sitios LBS con la fibrina cambia a una conformacién abierta y flexible que
resulta mas facilmente activada por los activadores de plasminogeno, seria posible que el
aumento observado sobre la activacion de plasminogeno por dermatan sulfato se deba a un
cambio conformacional que facilite el acceso de los activadores del plasminogeno al sitio
de activacion. En particular, esta hipotesis estd basada en el hecho de que el dermatan
sulfato estimuld con una magnitud similar la activacién de plasmindgeno tanto por t-PA
como por u-PA.

El Lys-Plg es obtenido por protedlisis plasminica del plasmindgeno nativo en los enlaces
Arges-Mete, Lyss-Lysss o Lyszi-Valn, A diferencia del Glu-Plg que presenta una
configuracion cerrada (debido a la interaccion no covalente entre la porcion N-terminal y
los sitios LBS presentes en los kringles), el Lys-Plg presenta una configuracion abierta ya
que no posee la porcion N-terminal. Por lo tanto, teniendo en cuenta que el Lys-Plg
representa la configuracion abierta del plasmindgeno, para evaluar la hipotesis planteada se
estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de Lys-Plg por los diferentes
activadores utilizados.

El Lys-Plg fue obtenido por incubacion de Glu-Plg con plasmina y caracterizado por
electroforesis y mediante ensayos funcionales amidoliticos de activacion como fue
descripto detalladamente en la seccion Materiales y Meétodos: Preparacion y
caracterizacion de Lys-Plasminogeno.

Para estudiar el efecto del DSA y DSB se realizaron ensayos comparativos de actividad en
ausencia (condiciones basales) y presencia de dermatan sulfato (500 pg/ml), segun se
resume a continuacion. La reaccion de activacion se realizé incubando Lys-Plg (conc. final

0,3 UM) con el sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) y u-PA o t-PA (conc.



final 10 U/ml) en buffer Tris-HCl1 50 mM pH 7,4 y se monitoreo la liberacion de p-NA
(absorbancia a 405 nm) en funcion del tiempo. Cada ensayo completo fue realizado por
duplicado y repetido en cinco oportunidades.

Paralelamente, como control positivo de estimulacion, el ensayo de activacion con t-PA
fue realizado en presencia de la mezcla de productos de degradaciéon de fibrina y
fibrindgeno (PDF) en concentracion final 0,05 mg/ml.

En la seccion Materiales y Meétodos citada se describieron detalladamente el
procedimiento empleado, el método de analisis de los resultados y los blancos realizados
como controles del procedimiento de preparacion y activacion de Lys-Plg. En esta etapa
se evaluo el efecto del DSA y DSB sobre el blanco de Lys-Plg (Lys-Plg + DSA/DSB + S-
2251) verificando que en ninguno de los casos hubo efecto significativo. Este resultado
coincide con los resultados presentados previamente respecto de que el dermatan sulfato
no afect6 la actividad de plasmina.

Para el analisis de los resultados las curvas de registro de datos fueron ajustadas con la
ecuacion sigmoidea y caracterizadas a partir de los pardmetros “t;»” que representa el

tiempo asociado al 50 % de la reaccion y “V” que representa la velocidad de reaccion.

En la figura 36 puede observarse que el dermatan sulfato presentd efecto estimulador sobre
la reaccion de activacion de Lys-Plg por u-PA. De manera similar al efecto observado
sobre Glu-Plg el efecto con DSA fue mayor que con DSB.

La velocidad de reaccion aument6 aproximadamente 30 % en presencia de DSB y 110 %
en presencia de DSA y el tiempo asociado al 50 % de la reaccion disminuy6

aproximadamente 15 % en presencia de DSB y 30 % en presencia de DSA (tabla7).

En la figura 37 se presentan los resultados del efecto del dermatdn sulfato sobre la
reaccion de activacion de Lys-Plg por t-PA. Al igual que para el estudio de la reaccion de
activacion de Glu-Plg, el efecto potenciador observado en presencia de DSA resulto de
magnitud similar a la accion de PDF, utilizado como control positivo de estimulacion,
mientras que el efecto del DSB fue de menor magnitud.

La velocidad de reaccion aument6 aproximadamente 40 % en presencia de DSB y 180 %
en presencia de DSA y el tiempo asociado al 50 % de la reaccion disminuyd

aproximadamente 15 % en presencia de DSB y 30 % en presencia de DSA (Tabla 7).
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Figura 36: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activacion de
Lys-plasminégeno por u-PA.

Lys-Plg = Lys-Plg 0,3 uM; u-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,4.
Lys-Plg + DSA/DSB = ensayo con Lys-Plg en presencia de dermatan sulfato de alto (DSA) o
bajo (DSB) peso molecular. La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado
(sin error para facilitar la observacion de los datos).
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Figura 37: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activacion
de Lys-plasmindgeno por t-PA.

Lys-Plg = Lys-Plg 0,3 uM; t-PA 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.4.
Lys-Plg + DSA/DSB = ensayo con Lys-Plg en presencia de dermatan sulfato de alto (DSA) o
bajo (DSB) peso molecular. Lys-Plg + PDF = ensayo con Lys-Plg en presencia de productos de

degradacion de fibrina y fibrinégeno (PDF).
La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la

observacion de los datos).



En una segunda etapa se estudid el efecto combinado dermatan sulfato/PDF y se observo

que en presencia de PDF el dermatan sulfato no presentd efecto estimulador adicional

sobre la reaccion de activacion de Lys-Plg (tabla 7).

Tabla 7: Efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de Lys-Plasminégeno por u-PA y t-PA.

Lys-Plasminogeno fue activado por u-PA o t-PA fv fty,
(10 U/ml) en presencia de 500 ng/ml de DSA o DSB 1,29+0,05* | 0,84+0,02 *
DSB. El ensayo de actiyaci(')n con t-PA también | u-PA DSA 2.11+0,04 * | 0,69+0,03 *
fue realizado en presencia de PDF (0,05 mg/ml). PDF (control) | 2,21 20,19 * | 0,69 = 0,05 *
Lo]s tl‘actores de poten01ac19n' ’(fv y f tl/z)'ﬁlleron DSB 143£0.05* | 0.85£0,02*
Métodos y s resultados se cxpresan como media | “PA [~ DSA 2795021710715 0057
+ error esténdar (1 = 5). PDF +DSB [ 2,13+£0,14* | 0,68 +0,04 *
PDF + DSA | 2,81+0,21*] 0,71 +0,05*

Para el andlisis estadistico se aplico el test de
Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

DSB = dermatén sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular, PDF =
control positivo de estimulacion, productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno.

Resumiendo, si el dermatdan sulfato solo potenciara la reaccidbn de activacion de
plasmindgeno favoreciendo el cambio conformacional de la forma cerrada a la forma
abierta, no deberiamos observar potenciacion durante el ensayo de activacion de Lys-Plg.

Sin embargo, los resultados del estudio del efecto del DSA y DSB sobre la reaccion de

activacion de Lys-Plg por u-PA y t-PA fueron:

Dermatan Sulfato de bajo peso molecular:

v’ Se observd un aumento de la activacion de Lys-Plg por u-PA (efecto observado: 30 %
de aumento de la pendiente de activacion y 15 % de disminucion del tiempo asociado al
50 % de conversion de plasmindgeno).

v" Se observo un aumento de la activacion de Lys-Plg por t-PA (efecto observado: 40 % de
aumento de la pendiente de activacion y 15 % de disminucion del tiempo asociado al 50
% de conversion de plasminogeno).

v No se observod efecto estimulador adicional de DSB sobre la reaccidon de activacion de

Lys-Plg por t-PA en presencia de PDF.



Dermatan Sulfato de alto peso molecular:

v" Se observo un aumento de la activacion de Lys-Plg por u-PA (efecto observado: 110 %
de aumento de la pendiente de activacion y 40 % de disminucion del tiempo asociado al
50 % de conversion de plasmindgeno).

v' Se observé un aumento de la activacion de Lys-Plg por t-PA (efecto observado: 180 %
de aumento de la pendiente de activacion y 30 % de disminucion del tiempo asociado al
50 % de conversion de plasmindgeno).

v No se observo efecto estimulador adicional de DSA sobre la reaccion de activacion de

Lys-Plg por t-PA en presencia de PDF.

Por lo tanto, debido a que los efectos observados en presencia de dermatdan sulfato sobre
la reaccion de activacion de Lys-Plg fueron de similar magnitud a los observados
previamente con Glu-Plg, se descarta la hipétesis planteada de que el efecto del
dermatan sulfato sobre la activacion de plasminogeno se deba a un cambio
conformacional del plasmindgeno nativo de la forma “cerrada” a la forma “abierta”.
Cabe destacar que el efecto potenciador observado en presencia de DSA sobre la
reaccion de activacion de Lys-Plg por t-PA y u-PA resulto de similar magnitud al efecto
obtenido en presencia de productos de degradacion de fibrina y fibrinogeno utilizados
como control positivo de estimulacion en la reaccion de activacion por t-PA, mientras
que el efecto del DSB fue de menor magnitud.

Por otro lado, la combinacion de productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno y
dermatan sulfato no resulto en un efecto adicional sobre la estimulacion de Lys-Plg por
t-PA, sugiriendo que ambas sustancias compartirian los sitios de accion sobre la
molécula de t-PA y/o plasmindgeno y, en particular, que no estaria involucrada la

porcion N-terminal del Glu-PIg.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA ACTIVACION DE
PLASMINOGENO POR ESTREPTOQUINASA

Se estudio el efecto del dermatén sulfato sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno
(Glu-Plg y Lys-Plg) mediada por un activador exdgeno de uso terapéutico denominado
estreptoquinasa (SK). Si bien la estreptoquinasa no es un activador fisioldgico, se lo
selecciond debido a que su mecanismo de activacion es diferente al mecanismo mediado
por t-PA y u-PA. Por lo tanto, el andlisis del efecto del dermatan sulfato en la reaccion de
activacion por SK podria permitirnos dilucidar detalles de su mecanismo de accion en la
etapa de activacion de plasmindgeno en general.

Se utiliz6 un método amidolitico-cinético cuyo disefio, optimizacion y método de analisis
de los resultados fue descripto detalladamente en la seccion Materiales y Métodos: Diserio
y optimizacion de un método amidolitico-cinético para evaluar actividad de componentes
del sistema fibrinolitico. En lineas generales, la reaccion de activacion se realiz6 incubando
Plg con SK y el sustrato cromogénico S-2251, y se monitore6 la liberacion de p-NA
(absorbancia a 405 nm) en funcion del tiempo. La concentracion de p-NA liberada es
proporcional a la actividad amidolitica del complejo Plg/SK, por lo tanto a través del
registro de absorbancia versus tiempo se evalud la cinética de la reaccion de activacion.
Para estudiar el efecto del DSA y DSB se realizaron ensayos comparativos de actividad en
ausencia (condiciones basales) y presencia de distintas concentraciones de dermatan
sulfato, segiin se resume a continuacion. Para el andlisis de los resultados las curvas de
registro de datos fueron ajustadas con la ecuacion sigmoidea y caracterizadas a partir de los
parametros “t;,” que representa el tiempo asociado al 50 % de la reaccion y “V” que
representa la velocidad de reaccion, y se calcularon los factores de potenciacion
correspondientes.

Como fue descripto en la seccion Materiales y Métodos citada, la SK no tienen accion
directa sobre el sustrato S-2251 ya que el blanco realizado con la concentracién maxima de
SK (SK 600 U/ml + S-2251) utilizada en ensayos de activacion de plasmindgeno no
mostré cambios de absorbancia durante el desarrollo de la experiencia. En esta etapa se
realizaron nuevos controles en presencia de DSA y DSB (SK + DSA/DSB + S-2251) y se

verifico que en ninguno de los casos hubo reaccion directa sobre el sustrato cromogénico.



« ACTIVACION DE Glu-PLASMINOGENO POR SK

La reaccion de activacion de plasmindgeno se realizd incubando Glu-Plg (conc. final 0,3
HMM) con el sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) y SK (conc. final 10 U/ml)
en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.4, en presencia de DSA o DSB (4 a 512 pug/ml). Cada

ensayo completo fue realizado por duplicado y repetido en cinco oportunidades.

El DSB potenci¢ la activacion de Glu-Plg por SK y el efecto observado fue concentracion
dependiente. En la figura 38 puede observarse que en presencia de DSB disminuy6 el

tiempo asociado al 50 % de la reaccion y aument¢ la velocidad de reaccion.
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Figura 38: Efecto de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de bajo peso
molecular sobre la activacién de plasminégeno por SK.

Basal = Glu-Plg 0,3 uM; SK 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.,4.
Ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de bajo peso molecular (DSB)

entre 4 y 512 pg/ml.
La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la

observacion de los datos).

Por otro lado, en la figura 39 puede observarse que el DSA inhibié la reaccion de
activacion de plasmindgeno por SK y el efecto observado fue concentracion dependiente.
En presencia de DSA aumentd el tiempo asociado al 50 % de la reaccion y disminuyo la

velocidad de reaccion.
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Figura 39: Efecto de diferentes concentraciones de dermatin sulfato de alto peso
molecular sobre la activacién de plasminégeno por SK.

Basal = Glu-Plg 0,3 uM; SK 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4.
Ensayo en presencia de concentraciones de dermatan sulfato de alto peso molecular (DSA)

entre 4 y 512 pg/ml.
La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la

observacion de los datos).

Los factores de potenciacion fy y f ti» calculados en funcion de la concentracion de

dermatan sulfato se resumen en la tabla K.

Tabla 8: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activaciéon de
plasminégeno por SK. Factores de potenciacion.

Concentracién DSB DSA

evaluada fy ft, fy ft,

4 ug/ml 0,98 £0,01 0,97 +£0,02 1,02 +0,03 1,07 +£ 0,03
16 ug/ml 1,05+ 0,04 0,95+ 0,03 0,98 + 0,06 1,18 +£0,03 *
32 ug/ml 1,19 +£0,04 * 0,91 +£0,05 * 0,99 + 0,04 1,31 +0,04 *
64 pg/ml 1,24 +0,03 * 0,90 + 0,04 * 0,99 + 0,04 1,57 +£0,04 *
128 pg/ml 1,38 +£ 0,04 * 0,89 +0,03 * 0,90 + 0,06 * 1,85 +0,05 *
256 pg/ml 1,37 +£0,03 * 0,90 £ 0,04 * 0,71 £0,06 * 2,32+£0,12 *
512 pg/ml 1,38 £0,04 * 0,89 +£0,04 * 0,57 +0,04 * 2,84 +£0,10 *

Ensayo de activacion = Glu-Plg 0,3 uM, SK 10 U/ml, S-2251 0,5 mM, buffer Tris-HCI 50 mM
pH 7,4, en presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato (entre 4 y 512 pg/ml).
DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatin sulfato de alto peso
molecular.

Los factores de potenciacion (f v y f ti,) fueron calculados como se describié en Materiales y
Me¢étodos y los resultados se expresan como media + error estandar (n = 5).

Para el analisis estadistico se aplico el fest de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo (*).



Puede observarse que en presencia de DSB el aumento de la velocidad de reaccion resulto
de aproximadamente 40 % y la reduccion del tiempo asociado al 50 % de la reaccion
resultd de aproximadamente 10 %, mientras que en presencia de DSA la velocidad de
reaccion disminuy6 aproximadamente 40 % y el tiempo asociado al 50 % de la reaccion

aumento aproximadamente 180 %.

En una segunda etapa se evaluo el efecto de distintas concentraciones de DSA y DSB (10,
100 y 500 pg/ml) sobre la reaccion de activacion de Glu-Plg utilizando diferentes
concentraciones de SK (5, 10 y 50 U/ml).

Los factores de potenciacion fy y f t;» calculados en funcién de la concentracién de

dermatan sulfato se resumen en la tabla 9.

Tabla 9: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la activacion de Glu-Plg por

diferentes concentraciones de SK.

Concentracion SK 5U/ml SK 10 U/ml SK 50 U/ml
evaluada fy ftin fv f tin fy ftin

DSB 10 1,05+ 0,03 0,99 + 0,02 1,07 £ 0,04 0,97 + 0,02 1,06 + 0,04 0,99 + 0,03

(ng/ml) 100 1,15+ 0,03 0,95 + 0,02 1,21 £0,03* | 0,93+0,02 1,22 +0,03 * | 0,92+0,02 *
HE 500 1,30+0,05 | 091+0,03* | 1,35+0,04* | 0,90+0,03* | 1,35+0,05* | 0,89+0,02 *
DSA 10 0,97 + 0,04 1,22 £0,06 * 1,00 + 0,01 1,07+ 0,03 1,00 + 0,05 1,08 + 0,04

(ug/ml) 100 | 0,56 +0,06* | 2,09+0,18* | 0,80+0,05* | 1,83+0,08* | 1,02+ 0,05 1,62 +0,09 *
HE 500 | 026+0,05*14,09+045*]044+005*|3,17+0,16* | 0,70+0,07* | 2,73+0,15*

Ensayo de activacion = Glu-Plg 0,3 uM, diferentes concentraciones de SK (5, 10 y 50 U/ml), S-2251 0,5 mM,
buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4, en presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato (10, 100 y 500
pg/ml). DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatéan sulfato de alto peso molecular.

Los factores de potenciacion (f v y f t2) fueron calculados como se describié en Materiales y Métodos y los
resultados se expresan como media + error estandar (n = 5).
Para el analisis estadistico se aplico el test de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo (*).

Se corroboraron los efectos previamente observados en presencia de DSA y DSB sobre la
reaccion de activacion de Glu-Plg por SK. En particular, el efecto del DSB resultd de
similar magnitud a las diferentes concentraciones de SK utilizadas, mientras que el efecto
del DSA fue de mayor magnitud a menor concentracion de SK, alcanzando un efecto
maximo de aproximadamente 75 % de disminucion de la velocidad de reaccion y 310 % de

aumento del tiempo asociado al 50 % de la reaccion.



Resumiendo, los resultados obtenidos durante la evaluacion del efecto del dermatan sulfato
de alto y bajo peso molecular sobre la reaccion de activacion de plasminogeno por SK

fueron:

Dermatan Sulfato de bajo peso molecular:

v Se observd un aumento de la activacion de plasmindégeno por SK en funcion del
aumento de la concentracion de DSB.

v" El efecto potenciador fue corroborado a distintas concentraciones del activador, siendo
de similar magnitud para las distintas concentraciones de SK ensayadas (efecto maximo
observado: 35 % de aumento de la pendiente de activacion y 10 % de disminucion del

tiempo asociado al 50 % de conversion de plasminogeno).

Dermatan Sulfato de alto peso molecular:

v Se observo una disminucion de la activacion de plasmindgeno por SK en funcion del
aumento de la concentracion de DSA.

v El efecto inhibidor fue corroborado a distintas concentraciones del activador, siendo la
inhibicion de mayor magnitud a menor concentracion de SK (efecto maximo observado:
75 % de disminucion de la pendiente de activacion y 310 % de aumento del tiempo

asociado al 50 % de conversion de plasmindgeno).

Durante la reaccion de activacion de plasminégeno por SK todos los dominios de la
molécula de SK participan en la formacion del complejo con plasminogeno. Por lo
tanto, teniendo en cuenta la diferencia entre el efecto observado en presencia de DSA y
DSB, podria descartarse la interaccion directa entre SK y dermatdan sulfato, ya que en
ese caso ambas formas de dermatdan sulfato deberian haber tenido el mismo efecto.
Ademas, el efecto potenciador del DSB fue de similar magnitud a las diferentes
concentraciones del activador utilizadas, sugiriendo que la interaccion seria con la
molécula de plasmindégeno.

En funcion de los resultados obtenidos podria plantearse que la interaccion DS-Plg no
seria sobre el sitio de union a SK en la molécula de plasminogeno, ya que en ese caso
ambas formas de DS hubieran afectado la formacion del complejo de activacion.
Incluso, seria probable que el dermatin sulfato interaccione con la molécula de

plasmindégeno en un sitio distinto pero cercano al sitio de union a SK, de modo que el



DSA por su longitud interferiria en la formacion del complejo de activacion mientras

que el DSB al tener menor longitud no afectaria esta etapa de la reaccion.

« ACTIVACION DE Lys-PLASMINOGENO POR SK

La reaccion de activacion de plasmindgeno se realizd incubando Lys-Plg (conc. final 0,3
MM) con el sustrato cromogénico S-2251 (conc. final 0,5 mM) y SK (conc. final 10 U/ml)
en buffer Tris-HC1 50 mM pH 7,4, en presencia de DSA o DSB (500 pg/ml). Cada ensayo

completo fue realizado por duplicado y repetido en cinco oportunidades.

En la figura 40 se presentan los resultados del efecto del dermatan sulfato sobre la reaccion
de activacion de Lys-Plg por SK. Puede observarse que, de modo similar a lo reportado

previamente sobre Glu-Plg, el DSA present6 un efecto inhibitorio y el DSB present6 efecto

estimulador.
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Figura 40: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la reaccion de activacion de
Lys-plasmindgeno por estreptoquinasa.

Lys-Plg = Lys-Plg 0,3 uM; SK 10 U/ml; S-2251 0,5 mM; buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.4.

Lys-Plg + DSA/DSB = ensayo con Lys-Plg en presencia de dermatan sulfato de alto (DSA) o bajo (DSB)
peso molecular.

La figura corresponde a un ensayo tipico realizado por duplicado (sin error para facilitar la observaciéon de
los datos).



Para el andlisis de los resultados se calcularon los factores de potenciacion fy y fti, (media
+ error estdndar, n = 5) y se aplico el test de Wilcoxon (* = resultado estadisticamente
significativo).

La velocidad de reaccion aument6 aproximadamente 28 % en presencia de DSB (fy = 1,28
+ 0,05 *) y disminuy6 40 % en presencia de DSA (fy = 0,58 + 0,04 *) y el tiempo asociado
al 50 % de la reaccion disminuy6 aproximadamente 10 % en presencia de DSB (f't;,= 0,89

+ 0,02 *) y aumentd 130 % en presencia de DSA (ft,=2,27 £ 0,15 *).

Resumiendo, los resultados obtenidos durante la evaluacion del efecto del dermatan sulfato

de alto y bajo peso molecular sobre la reaccion de activacion de Lys-Plg por SK fueron:

Dermatan Sulfato de bajo peso molecular:
v' Se observo un aumento de la activacion de Lys-Plg por SK (efecto observado: 28 % de
aumento de la pendiente de activacion y 10 % de disminucion del tiempo asociado al 50

% de conversion de plasminogeno).

Dermatan Sulfato de alto peso molecular:
v’ Se observd un efecto inhibitorio sobre la reaccion de activacion de Lys-Plg por SK
(efecto observado: 40 % de disminucion de la pendiente de activacion y 130 % de

aumento del tiempo asociado al 50 % de conversion de plasmindgeno).

Es conocido que durante la reaccion de activacion de plasminogeno por SK el
plasmindégeno cambia su configuracion “cerrada” a la forma “abierta” luego de unirse
a la SK. En particular, si el DSB favoreciera la reaccion de activacion de plasminogeno
debido a este cambio conformacional, no deberiamos observar potenciacion durante el
ensayo de activacion de Lys-Plg.

Por lo tanto, debido a que los efectos observados sobre la reaccion de activacion de Lys-
Plg fueron de similar magnitud a los observados previamente con Glu-Plg, se descarta
la hipotesis planteada de que el efecto del dermatin sulfato se deba a un cambio
conformacional del plasmindgeno nativo de la forma “cerrada” a la forma “abierta”.
Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente en los ensayos de activacion

de Lys-Plg por u-PA y t-PA.



DISCUSION GENERAL

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la actividad de los principales componentes
del sistema fibrinolitico, trabajando con sistemas purificados y sustratos cromogénicos
sintéticos. Se observo un aumento de la reaccion de activacion de plasminogeno por t-PA 'y
u-PA en funcion del aumento de la concentracion de dermatan sulfato. Este efecto fue
corroborado a diferentes concentraciones de los activadores. En particular, el uso de
productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (PDF) como control positivo de
estimulacion en la reaccion de activacion por t-PA, permite sefialar que el efecto maximo
observado en presencia de DSA sobre la reaccion de activacion de plasminodgeno por t-PA
y u-PA resulté de similar magnitud al efecto obtenido en presencia de fibrina sobre la
reaccion de activacion por t-PA, mientras que el efecto del DSB, a la misma concentracion
estudiada, fue de menor magnitud. Ademas, la combinacién de PDF y dermatan sulfato no
resultod en un efecto adicional sobre la estimulacion de plasminogeno por t-PA.

Estos resultados coinciden con el efecto potenciador del dermatan sulfato observado en
estudios in vitro de activacion de plasmindgeno por t-PA realizados por Kyogashima et al.
19 Sin embargo, no se puede comparar de manera directa la magnitud de los factores de
potenciacion obtenidos debido a que el modo de andlisis de los resultados es diferente
(calculan velocidad inicial a partir de la pendiente de la curva de Abs (s nm) versus t*) y
ademas, debido a que no informan resultados de estudios realizados en las mismas
condiciones experimentales en presencia de fibrina. Por otro lado, el dermatan sulfato de
origen bovino utilizado en el trabajo citado presenta un peso molecular de 16 kDa y resulta
un producto intermedio entre el DSA (20-30 kDa) y DSB (3-5 kDa) utilizado en los
estudios realizados en esta tesis. Al respecto, cabe destacar que si bien la mayoria de las
preparaciones de DS disponibles son de origen bovino y porcino, presentan gran
heterogeneidad quimica y diferentes propiedades farmacoldgicas principalmente

dependiendo del peso molecular ©V y la via de administracion ®*%,

En funcion de los resultados obtenidos, un mecanismo probable del efecto pro-fibrinolitico
del DS seria su accion potenciadora sobre la activacion de plasmindégeno. Sin embargo,
debido a que durante el ensayo de activacion de plasmindgeno se registrd la actividad
amidolitica de la plasmina formada, el aumento de la hidrolisis del sustrato S-2251 podria
deberse en parte a un aumento de la actividad de la plasmina generada. Por lo tanto, para

asignar con certeza el efecto observado al proceso de activacion de plasmindgeno se



evalu6 el efecto del dermatan sulfato sobre la actividad de plasmina preformada. Se
observo que el dermatan sulfato no tenia efecto apreciable sobre la actividad de plasmina
ya que cuando se evalud, en presencia de dermatan sulfato, la actividad de plasmina
correspondiente a 50 % de conversion de plasmindgeno en el ensayo de activacion, la
actividad detectada correspondia a 57 % y 43 % para DSB y DSA respectivamente.
Resultados similares fueron obtenidos a otras concentraciones de plasmina ensayadas. Por
lo tanto, se descarto que el efecto observado sea atribuido a un aumento de la actividad de
plasmina.

Ademas, se estudi6 la conversion de plasmindgeno a plasmina por electroforesis (SDS-
PAGE con Urea) comprobando la aparicion més temprana de la banda correspondiente a
plasmina acompanada de la desaparicion de la banda de plasmindégeno en presencia de
DSA y DSB. Cabe destacar que el efecto observado fue mayor con DSA, coincidentemente
con los resultados de los estudios amidoliticos.

Por otro lado, se consider6 la posibilidad de que el dermatan sulfato aumentara la actividad
de los activadores del plasmindgeno. Se observd que el dermatan sulfato no modifico la
actividad amidolitica de u-PA y que la conversion, por accion de plasmina, de u-PA de
simple cadena (scu-PA o pro-uroquinasa) a doble cadena (tcu-PA o uroquinasa activa)
tampoco fue influenciada por dermatan sulfato. Si bien no se evaluo el efecto de dermatan
sulfato sobre la actividad amidolitica de t-PA, teniendo en cuenta que la magnitud del
efecto del dermatan sulfato en los ensayos de activacion de plasminogeno por u-PA y t-PA
fue similar, podria concluirse que el efecto pro-fibrinolitico observado no seria atribuible a
un aumento de la actividad de los activadores de plasmindgeno en general.

Por lo tanto, debido a que fue descartado que el efecto observado sea atribuido a un
aumento de la actividad amidolitica de plasmina o a un aumento de la actividad de los
activadores de plasmindgeno, se puede concluir que el dermatan sulfato potenciaria de

manera directa el proceso de activacion de plasminogeno.

Resultados similares fueron obtenidos con otros GAGs. Se ha reportado que la heparina, el
heparéan sulfato y el condroitin sulfato aumentan la activacion de plasmindgeno mediada
por t-PA y u-PA 3% Estos GAGs no tienen efecto sobre la hidrolisis de S-2251 por
plasmina *>"3713) nj sobre la actividad amidolitica de u-PA o t-PA frente a sus respectivos

sustratos cromogénicos sintéticos 3+,

Ademads, se ha reportado que los efectos
combinados de heparina y PDF sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno por t-PA

no son aditivos 132139,



En condiciones fisioldgicas el plasmindgeno nativo (Plg o Glu-Plg) presenta una
configuracion cerrada debido a la interaccion no covalente entre la porcion N-terminal y
los sitios LBS presentes en los kringles, y que por interaccion a través de sus sitios LBS
con la fibrina cambia a una conformacion abierta y flexible que resulta mas facilmente
activada por los activadores de plasmindgeno. Seria posible que el aumento observado
sobre la activacion de plasminogeno por dermatan sulfato se deba a un cambio
conformacional que facilite el acceso de los activadores del plasmindgeno al sitio de
activacion. En particular, esta hipdtesis esta basada en el hecho de que el dermatan sulfato
estimuld con magnitud similar la activacion de plasminogeno tanto por t-PA como por u-
PA.

Para evaluar esta hipotesis se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la activacion de
Lys-Plg por los diferentes activadores utilizados. Los efectos observados sobre la reaccion
de activacion de Lys-Plg fueron de similar magnitud a los observados previamente con
Glu-Plg. El efecto potenciador observado en presencia de DSA sobre la reaccion de
activacion de Lys-Plg por t-PA y u-PA result6 de similar magnitud al efecto obtenido en
presencia de PDF utilizados como control positivo de estimulaciéon en la reaccion de
activacion por t-PA, mientras que el efecto del DSB fue de menor magnitud

Teniendo en cuenta que el Lys-Plg representa la configuracion abierta del Glu-Plg, si no se
hubiera observado efecto sobre la reaccion de activacion de Lys-Plg se podria haber
concluido que el efecto del dermatan sulfato estaria relacionado con el cambio de
configuracion del Glu-Plg de su forma cerrada a la forma abierta. Sin embargo, debido a
que también se observo un efecto potenciador del dermatan sulfato sobre la activacion de
Lys-Plg se deberia pensar en algin otro tipo de cambio conformacional o en una

interaccion directa entre el dermatan sulfato y los activadores del plasminogeno.

Otros GAGs, heparina y heparan sulfato, han mostrado comportamientos similares
respecto de la reaccion de activacion de Lys-Plg por t-PA y u-PA, demostrando que la
transicion de la forma cerrada a la forma abierta del plasmindgeno no seria la explicacion

del aumento observado sobre la reaccion de activacion 3137,

Por otro lado, se observo que la combinacion de PDF y dermatan sulfato no resultd en un
efecto adicional sobre la estimulacion de Glu o Lys-Plg por t-PA, sugiriendo que ambas
sustancias compartirian los sitios de union sobre la molécula de t-PA y/o plasmindgeno vy,

en particular que ese sitio de interaccion no estaria relacionado con la porcion N-terminal



del plasminogeno. Teniendo en cuenta los sitios de unidén a fibrina en las moléculas de
plasmindgeno y t-PA, se podria especular que los sitios involucrados en la interaccion con
dermatéan sulfato podrian ser los dominios kringle 5 y 1 del plasmindgeno y los dominios
kringle 2y finger del t-PA.

En funciéon de estos resultados, podria plantearse que de modo anédlogo al rol propuesto
para la fibrina en el sistema fibrinolitico, el dermatan sulfato podria actuar como una
superficie que permitiera la formaciéon de un complejo trimolecular, Plg-DS-activador,
facilitando y acelerando la conversion a plasmina.

En relaciéon con esta hipdtesis se ha reportado que la heparina se uniria a varios
componentes del sistema fibrinolitico, en particular se uniria con alta afinidad al t-PA, u-
PA y Lys-Plg y con menor afinidad al Glu-Plg "*”. Se ha descripto que los sitios de union
a heparina en la molécula de t-PA coincidirian con los sitios de unién a fibrina, dominios
finger y kringle 2, aunque el t-PA se uniria a fibrina principalmente a través del dominio
kringle 2 y a heparina principalmente a través del dominio finger *?. Se ha reportado un
sitio de unidn a heparina en el dominio kringle del u-PA Y y respecto del plasmindgeno
en el fragmento Valu-Plg (kringle 5 + dominio catalitico) 4.

Incluso, se ha planteado la hipotesis de que la heparina podria actuar como una superficie
que uniera plasmindgeno y t-PA, facilitando y acelerando la conversion a plasmina (3%37,
Aunque, Liang et al. "* mostré que la estimulacion de la activacion de plasmindgeno por
t-PA no respondia a un modelo templado, y propuso que la heparina se uniria directamente

al t-PA, provocando un cambio conformacional que favoreciera la interaccion con

plasmindgeno.

Sobre la base de un mecanismo templado, podriamos explicar las diferencias observadas
entre el efecto del DSA y DSB. En presencia de un molde o templado corto que no pudiera
unir simultaneamente ambas moléculas (plasmindgeno y activador), el efecto global de
potenciacion no podria tener lugar, sin embargo podria detectarse un efecto parcial debido
a la interaccion entre el templado y la enzima o el sustrato. Mientras que, en presencia de
un templado suficientemente largo como para unir la enzima y el sustrato, la reaccion de
potenciacion tendria lugar de manera eficiente. En particular, esta hipotesis esta basada en
el hecho de que en presencia de DSB el efecto observado fue de similar magnitud a
distintas concentraciones de los activadores, mientras que en presencia de DSA el efecto

potenciador aumentd su magnitud con el aumento de la concentracion de los activadores.



El DSB se uniria solamente a la molécula de plasmindgeno, mientras que el DSA se uniria
simultineamente al plasminogeno y al activador (tanto u-PA como t-PA).

Respecto de esta hipotesis, otros autores han reportado que el efecto de la heparina seria
dependiente de su capacidad de unir simultaneamente t-PA y plasmindgeno, y por lo tanto,
dependeria de la longitud del oligosacéarido "**. Los oligosacaridos de heparina mas cortos
interaccionarian con t-PA, mientras que los oligosacdridos de cadena larga podrian

interactuar con t-PA y plasmindgeno potenciando la conversion a plasmina !+,

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno
(Glu-Plg y Lys-Plg) mediada por el activador exdgeno estreptoquinasa (SK). Teniendo en
cuenta que el mecanismo de activacion por SK es diferente al mecanismo mediado por t-
PA y u-PA, el andlisis de estos resultados nos permite evaluar los planteos realizados sobre
el mecanismo de accion del dermatéan sulfato en la etapa de activacion de plasminogeno.

Se observo que el DSB potencio la reaccion de activacion de Glu-Plg por SK y que el DSA
inhibio la reaccion, ambos efectos de manera concentracion dependiente.

Es sabido que durante la reaccion de activacion de plasmindgeno por SK todos los
dominios de la molécula de SK participan en la formaciéon del complejo con
plasminogeno®?. Por lo tanto, teniendo en cuenta la diferencia entre el efecto observado en
presencia de DSA y DSB, podria descartarse la interaccion directa entre SK y DS, ya que
en ese caso ambas formas de dermatdn sulfato deberian haber tenido el mismo efecto.
Ademéas, como el efecto de DSB fue de similar magnitud a las diferentes concentraciones
del activador utilizadas, podria plantearse que la interaccion seria con la molécula de
plasminogeno.

Por otro lado, en funcidn de estos resultados, podria proponerse que la interaccion DS-Plg
no seria sobre el sitio de uniéon a SK en la molécula de plasmindgeno (kringle 5), ya que en
ese caso ambas formas de dermatan sulfato hubieran afectado la formacion del complejo
de activacion. Incluso, seria probable que el dermatan sulfato interaccione con la molécula
de plasmin6geno en un sitio distinto pero cercano al sitio de union a SK, de modo que el
DSA por su longitud interferiria en la formacion del complejo de activacion mientras que
el DSB al tener menor longitud no afectaria esta etapa de la reaccion.

En particular, la propuesta de que el dermatan sulfato interacciona con el plasminogeno
esta sustentada por los datos obtenidos en los ensayos de activacion de plasmindgeno por
u-PA y t-PA. Ademas, teniendo en cuenta que los efectos combinados dermatan

sulfato/PDF no resultaron aditivos se habia propuesto que estarian involucrados los



mismos sitios de union a fibrina (kringle 5 y 1). Integrando estos resultados con los
obtenidos en el estudio de activacion de plasmindgeno por SK, podria especularse que el

dermatén sulfato se uniria al plasmindgeno a través del dominio kringle 1.

Por otro lado, los efectos observados sobre la reaccion de activacion de Lys-Plg por SK
fueron de similar magnitud a los observados previamente con Glu-Plg. Estos resultados
también coinciden con los obtenidos previamente en los ensayos de activacion de
plasmindgeno por u-PA y t-PA. Por lo tanto, la transicion de la forma cerrada a la forma
abierta del plasmindgeno no seria la explicacion del aumento observado sobre la reaccion

de activacion de plasminogeno en presencia dermatan sulfato.

En sintesis, los resultados obtenidos durante los estudios amidoliticos de activacion de
plasmindgeno realizados, apoyan la hipotesis de que el dermatan sulfato tiene efecto pro-
fibrinolitico. El uso de sistemas purificados ha permitido separar el efecto anticoagulante
de las posibles acciones fibrinoliticas del dermatan sulfato y analizar diferentes etapas del
proceso de activacion de la fibrinolisis.

El efecto pro-fibrinolitico del dermatan sulfato podria deberse a una accidon potenciadora
del proceso de activacion de plasmindgeno por u-PA y t-PA. En particular, de modo
analogo al rol propuesto para la fibrina en el sistema fibrinolitico, el dermatan sulfato
podria actuar como una superficie que permitiera la formacion de un complejo

trimolecular, Plg-DS-activador, facilitando y acelerando la conversion a plasmina.



ESTUDIO DEL EFECTO DEL DERMATAN SULFATO
SOBRE LA FORMACION, ESTRUCTURA Y
LISABILIDAD DE REDES DE FIBRINA

Teniendo en cuenta que la velocidad global del proceso de lisis no solo
depende de la actividad de los componentes del sistema fibrinolitico, sino de
las caracteristicas de las fibras y la estructura de la red de fibrina a lisar, se
estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la formacion y estructura de la
fibrina.

Ademas, se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la actividad
fibrinolitica, evaluando la lisabilidad de redes de fibrina formadas a partir de
plasma, sangre entera y fraccion plasmatica de euglobulinas, producto del
balance entre la accion de los activadores e inhibidores fibrinoliticos y las

caracteristicas de la red a lisar.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA FORMACION DE
REDES DE FIBRINA

En esta seccion se presentan los resultados de la evaluacion del efecto del dermatan sulfato
de alto y bajo peso molecular en ensayos in vitro de fibrinoformacion por recalcificacion
del plasma (A) y por agregado de trombina (B).

Si bien el objetivo principal de esta tesis es determinar el efecto del dermatan sulfato sobre
el sistema fibrinolitico, para poder interpretar los resultados de sus efectos sobre la
actividad fibrinolitica por métodos coagulométricos, fue necesario abordar previamente el
estudio del efecto del dermatdn sulfato sobre la fibrinoformacion para caracterizar su
accion en esta etapa y poder discriminar entre un efecto anticoagulante y un efecto pro-

fibrinolitico neto en los ensayos de lisis.

A.- FORMACION DE FIBRINA POR RECALCIFICACION

Para caracterizar el efecto del DSA y DSB sobre la fibrinoformacion por recalcificacion
del plasma se procedi6 segun se resume a continuacion (Ver detalles del procedimiento y
método de andlisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos: Ensayo de
fibrinoformacion por recalcificacion.

Se incorpord una solucion de dermatan sulfato a una solucidon pool de plasma antes del
agregado de cloruro de calcio para formar el coagulo, de modo que la concentracion final
de DSA resultara 1, 2, 4, 10 y 50 pg/ml y la concentracion final de DSB resultara 10, 50,
100 y 500 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la solucion de
dermatan sulfato por solucion fisiologica. Se registro por quintuplicado la densidad optica
a 405 nm para el control y cada una de las concentraciones de dermatan sulfato ensayadas,

a partir del agregado de cloruro de calcio.

En la figura 41 (escala completa y escala ampliada) se indican los resultados obtenidos,
pudiendo observarse que el dermatan sulfato present6 efecto anticoagulante en todas las
concentraciones ensayadas. En particular, en presencia de DSA 50 pg/ml no se observéd
formacion de coagulo. Puede observarse ademds, que las curvas correspondientes a
dermatan sulfato presentaron un patréon de coagulacion diferente al control, caracterizado

por la presencia de una mayor fase de latencia, una menor velocidad de fibrinoformacion,



un mayor tiempo de coagulacion y una menor densidad Optica maxima, y que el efecto

observado fue mayor para DSA que para DSB a la misma concentracion ensayada.

14 -
A 1,3
1,2
, 7 —— Control (SF)
111 ¢ —5— DSB 10 pg/ml
- Py —A— DSB 50 pg/ml
E 40 —o— DSB 100 pg/ml
e ] Y —o— DSB 500 pg/ml
g —o— DSA 1 pg/ml
<= 09 % —A— DSA 2 pg/ml
] —m— DSA 4 pg/ml
a % —e— DSA 10 ug/ml
084 . ——— DSA 50 prom
0,7
0,638
0,5+ T T "
0 150 200 250
Tiempo (min)
14 4
1,3
1,24 —x— Control (SF)
—=—DSB 10 pg/ml
11 —A— DSB 50 pg/ml
’ —o—DSB 100 pg/ml
T —<—DSB 500 pg/ml
€ 104 ——DSA 1 pg/ml
3 —A— DSA 2 pg/ml
Sy —m— DSA 4 pg/ml
Q —e— DSA 10 pg/ml
o ———DSA 50 prom
0,8 1
0,7

Tiempo (min)

Figura 41: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la
formacion de fibrina por recalcificacion. Escala completa y ampliada.

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas para el control y en presencia de las
diferentes concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (sin error para facilitar la
observacion de los datos, n = 5).

A) Escala completa (0 a 250 minutos) y B) Escala ampliada (0 a 60 minutos).

SF = solucién fisiolégica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA =
dermatén sulfato de alto peso molecular.

Si bien en todos los casos (excepto DSA 50 pg/ml) por observacion a simple vista se

verifico la formacién de coagulos homogéneos que ocuparon el volumen total del medio de



reaccion, al analizar el aspecto de las curvas se diferencian dos tipos de comportamiento en
funcion de la concentracion de dermatan sulfato. En presencia de DSB 10, 50 y 100 pg/ml
y DSA 1, 2 y 4 ug/ml (escala ampliada) el aspecto general de las curvas de
fibrinoformacion resultd semejante al control, mientras que se observaron diferencias
mayores en presencia de DSB 500 pug/ml y DSA 10 pg/ml (escala completa).

En la tabla 10 se resumen los resultados obtenidos al caracterizar las curvas de
fibrinoformacion a partir de los parametros “fase de latencia” (fase lag), “velocidad de

29 ¢e

fibrinoformacion”, “tiempo de coagulacion” y “densidad dptica méxima” (D.O. Max.).

Tabla 10: Efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la formaciéon de
fibrina por recalcificacion.

. s ANOVA Velocidad de ANOVA
Concentracion Fase lag . .z
evaluada (min) Test de Tukey fibrmoff)rglacmn Test de Tukey
a=0,05 (min ) a=0,05
Control (SF) 10 (9-10) A 0,158 (0,150 -0,165) A B
10 15 (14-16) * A B 0,177 (0,159 —0.244) A
DSB 50 24 (24-26) * B C D 0,088 (0,067 - 0,092) * C
(pg/ml) [ 100 26 (25-30) * C D 0,066 (0,054 —0,076) * C
500 75 (60-97) * E 10,0072 (0,0066 — 0,0090) * D
1 13 (12-14) * A 0,145 (0,130 -0,163) B
DSA 2 14 (13-14)* A B 0,159 (0,131 -0,181) B
(ug/ml) 4 19 (17-21)* A B C 0,085 (0,074 - 0,087) * C
HE 10 36 (28-44) * D 0,0085 (0,0080 - 0,0102) * D
50 No coaguld No coaguld
. r Tiempo de ANOVA ANOVA
Concentracién coagulacion Test de Tukey D.O. Max. Test de Tukey
evaluada .
(min) a=0,05 a =0,05
Control (SF) 16 (16 -18) A 1,342 (1,337 - 1,349) A B C
10 25 (23-27) * A B 1,356 (1,350 —1.362) A B C
DSB 50 46 (42-46)* C D 1,362 (1,355-1,374) A B
(png/ml) | 100 55 (51-55)* C 1,336 (1,322 -1,339) C
500 210 (183 -210) * F | 1,253 (1,231 -1,282) * D
1 21 (19-23)* A B 1,365 (1,358 —1,372) A B
DSA 2 23 (21-23)* A B 1,374 (1,363 —1,383) A
(ug/ml) 4 33 33-36)* B C 1,335 (1,334 -1, 351) C
He 10 | 176 (145-176) * E 1,265 (1,249 - 1,299) * D
50 No coaguld No coaguld

Se resumen los pardmetros que describen las curvas de fibrinoformacion por recalcificacion, expresados
como mediana y rango (n = 5). SF = solucidn fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular,
DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular.

Los resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas de fibrinoformacion en presencia de dermatan sulfato respecto
del control se utilizé el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo (*).

B.- FORMACION DE FIBRINA POR AGREGADO DE TROMBINA



Se realiz6 una adaptacion de la prueba “tiempo de trombina” con el objetivo de evaluar por
espectrofotometria el proceso completo de fibrinoformacion. Para caracterizar el efecto
anticoagulante del DSA y DSB sobre la fibrinoformacién por agregado de trombina se
procedi6é segiin se resume a continuacion (Ver detalle del procedimiento y método de
analisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos: Ensayo de fibrinoformacion
por agregado de trombina.

Se incorpord una solucion de dermatan sulfato a una solucion pool de plasma (sin diluir o
diluido al 50 % en buffer PBS) antes del agregado de trombina y cloruro de calcio para
formar el coagulo (concentracion final: 0,05 U/ml y 33 mM respectivamente), de modo
que la concentracion final de DSA resultara 4, 10, 40 y 100 pg/ml y la concentracion final
de DSB resultara 10, 50, 100 y 500 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo
reemplazando la soluciéon de dermatan sulfato por solucion fisiologica. Se registrd por
quintuplicado la densidad Optica a 405 nm para el control y cada una de las

concentraciones de DS ensayadas, a partir del agregado de trombina y cloruro de calcio.

En las figuras 42 (plasma sin diluir) y 43 (plasma diluido) se presentan los resultados
obtenidos, pudiendo observarse que las curvas correspondientes a dermatan sulfato
presentaron un patron de coagulacion diferente al control, caracterizado por la presencia de
una mayor fase de latencia, una menor velocidad de fibrinoformacién, un mayor tiempo de
coagulacion y una menor densidad optica maxima y que el efecto observado fue mayor
para DSA que para DSB a la misma concentracion ensayada. El patron de coagulacion
observado en presencia de dermatan sulfato resulto6 similar al obtenido en los ensayos de
recalcificacion del plasma.

Las curvas obtenidas fueron caracterizadas a partir de los parametros “fase lag”,

“velocidad de fibrinoformacion”, “tiempo de coagulacion” y “D.O. Max.” y los resultados

obtenidos se resumen el la tabla 11 (plasma sin diluir) y 12 (plasma diluido).

Analizando la figura 42 con mas detenimiento, puede observarse que el dermatan sulfato
presentd efecto anticoagulante en todas las concentraciones ensayadas, no observandose
formacion de codgulo en presencia de DSA 100 pg/ml. Por observacion a simple vista se
verifico la formacion de codgulos homogéneos que ocuparon el volumen total del medio de
reaccion en presencia de DSB 10, 50 y 100 pg/ml y DSA 4 y 10 pg/ml, mientras que en
presencia de DSB 500 pg/ml y DSA 40 pg/ml el aspecto de los coagulos fue desparejo.



Estas diferencias se corresponden con el aspecto de las curvas obtenidas, entre las que
puede identificarse dos tipos de comportamiento en funciéon de la concentracion de

dermatan sulfato.
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Figura 42: Efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la
formacion de fibrina por agregado de trombina. Plasma sin diluir.

Se grafican densidades opticas promedio obtenidas para el control y en presencia de las diferentes
concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (sin error para facilitar la observacion de los datos,
n = 5). SF = solucién fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA =
dermatan sulfato de alto peso molecular.

A) Escala completa (0 a 180 minutos) y B) escala ampliada (0 a 50 minutos).

En la tabla 11 se resumen los pardmetros que describen las curvas de fibrinoformacion

correspondientes a la figura 42.



Tabla 11: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la formacion de

fibrina por agregado de trombina. Plasma sin diluir.

., Velocidad de ANOVA
Concentracion Fase lag . .
evaluada (min) fibrlnof(_)rrjlacmn Test d_e Tukey
(min ) a=0,05
Control (SF) 0(0-0) 0,091 (0,084 -0,092) A B
10 0(0-0) 0,091 (0,083 —0.101) A
DSB 50 7(0-=-7* 0,074 (0,063 - 0,086) * C
(pg/ml) [ 100 12 (7-13)* 0,047 (0,042 —0,056) * C
500 47 (47-57)* 0,011 (0,007 -0,018) * D
4 1 (0-1 0,070 (0,064 —0,078) * B
DSA 10 72 (5-82)* 0,063 (0,059 —0,068) * B
(ug/ml) [ 40 26 (25-30) * ] 0,0039 (0,0020 - 0,0045) * C
100 No coaguld No coaguld
.z Tiempo de ANOVA ANOVA
Concentracién coagulacién Test de Tukey D.O. Max. Test de Tukey
evaluada . B B
(min) a=0,05 a =0,05
Control (SF) 16,5 (16 —18,5) A 1,231 (1,181 - 1,241) A
10 17,2 (17 -20) A 1,216 (1,196 — 1.235) A
DSB 50 21 (20-25)* A 1,167 (1,138 - 1,181) * A
(ng/ml) [ 100 29 (28-35)* A 1,153 (1,147 -1,167) * A
500 119 (85-134) * 1,038 (1,006 —1,079) * B
4 19,5 (18,5 -21)* A 1,207 (1,206 —1,216) A
DSA 10 23,5 (23,5-26) * A 1,170 (1,154 -1,179) * A
(ng/ml) [ 40 140 (130-155)* 0,878 (0,744 -1,011) * C
100 No coaguld No coagulod

Se resumen los parametros que describen las curvas de fibrinoformacion por agregado de trombina a
partir de plasma sin diluir, expresados como mediana y rango (n = 5). SF = solucion fisiologica, DSB =
dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas de fibrinoformacion en presencia de dermatan sulfato
respecto del control se utilizd6 el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo (*).

NOTA: No se realiz6 analisis de la varianza para el pardmetro “fase lag” porque hay tres grupos donde la
varianza resulto igual a cero.

En la figura 43 puede observarse que el dermatan sulfato presentd efecto anticoagulante en
todas las concentraciones ensayadas. En particular, en presencia de DSA 40 y 100 pg/ml
no se observo formacion de coagulo.

Nuevamente se identificaron dos tipos de comportamiento en funcion de la concentracion
de dermatan sulfato. Por observacion a simple vista se verificd la formacion de coagulos
homogéneos que ocuparon el volumen total del medio de reaccion en presencia de DSB
10, 50 y 100 pg/ml y DSA 4 y 10 pg/ml, mientras que en presencia de DSB 500 pg/ml el

aspecto de los coagulos fue desparejo.
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Figura 43: Efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la
formacion de fibrina por agregado de trombina. Plasma diluido.

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas para el control y en presencia de las
diferentes concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (sin error para facilitar la
observacion de los datos, n = 5).

A) Escala completa (0 a 100 minutos) y B) escala ampliada (0 a 40 minutos).

SF = solucion fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan
sulfato de alto peso molecular.

En la tabla 12 se resumen los pardmetros que describen las curvas de fibrinoformacion

correspondientes a la figura 43.

Tabla 12: Efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la formaciéon de
fibrina por agregado de trombina. Plasma diluido.



. Velocidad de ANOVA
Concentracion Fase lag . .
evaluada (min) ﬁbrlnofprTac1on Test cie Tukey
(min ) a=0,05
Control (SF) 0(0-0 0,103 (0,094 -0,118)
10 5(5-5*% 0,079 (0,076 —0.082) * B
DSB 50 7 (7-10)* | 0,062 (0,048 - 0,076) * C D
(ug/ml) [ 100 15 (15-15)*] 0,048 (0,045-0,051) * D
500 45 (45-47)*] 0,024 (0,017 —0,028) * E
4 6,5 (6,5-7)*] 0,068 (0,061 —0,081) * B C
DSA 10 12 (11-15)*] 0,055 (0,046 —0,059) * D
(ng/ml) [ 40 No coaguld No coaguld
100 No coaguld No coaguld
. Tiempo de ANOVA ANOVA
Concentracion coagulacion Test de Tukey D.O. Mix. Test de Tukey
evaluada .
(min) a=0,05 a=0,05
Control (SF) 11 (11-16) A 1,272 (1,242 -1,291) A
10 14 (12-14) A B 1,213 (1,189 —1,234) * B
DSB 50 17,5 15-20) * B C 1,230 (1,198 - 1,267) * B
(ng/ml) | 100 25 25-27,5)* D 1,202 (1,180 —1,229) * B
500 67 (62-72)* E|] 1,197 (1,175-1,215) * B
4 19 (19-21)* C 1,223 (1,211 -1,230) * B
DSA 10 | 26 (23,5-28,5* D 1,214 (1,205 —1,223) * B
(pg/ml) | 40 No coaguld No coagulo
100 No coaguld No coaguld

Se resumen los parametros que describen las curvas de fibrinoformacion por agregado de trombina a
partir de plasma diluido 50 % en buffer PBS, expresados como mediana y rango (n = 5). SF = solucion
fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan sulfato de alto peso
molecular.

Los resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas de fibrinoformacion en presencia de dermatan sulfato
respecto del control se utilizd6 el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado
estadisticamente significativo (*).

NOTA: No se realiz6 analisis de la varianza para el parametro “fase lag” porque hay dos grupos donde la
varianza resulto igual a cero.

Resumiendo, en los estudios in vitro de formacion de fibrina por recalcificacion del plasma
y por agregado de trombina realizados, se evalud por espectrofotometria el proceso de
fibrinoformacion, en particular las etapas de liberacion de fibrinopéptidos y polimerizacion
de los mondmeros para formar el gel de fibrina.

En todas las concentraciones ensayadas el dermatan sulfato present6 efecto anticoagulante,
siendo el efecto observado mayor en presencia de DSA que en presencia de DSB para la
misma concentracion estudiada.

La prueba de recalcificacion del plasma depende principalmente de la capacidad de
generacion de trombina del plasma y por lo tanto, pueden observarse tiempos alargados en

casos de déficit de factores o por la presencia de inhibidores de factores o de tipo anti-



trombina, mientras que la prueba de fibrinoformacion por agregado de trombina depende
principalmente de la calidad y cantidad de fibrindgeno presente en el plasma y de la
presencia de anticoagulantes tipo anti-trombina.

En nuestro caso debido a que se trabajo a partir de un pool de plasma, la capacidad de
generacion de trombina y la calidad y cantidad de fibrindgeno resultaron constantes. Por lo
tanto, se evalué de manera directa el efecto anticoagulante del dermatdn sulfato via
interaccion con el cofactor I de la heparina presente en el plasma y se caracterizd el
aspecto de las curvas de fibrinoformacion obtenidas.

El efecto anticoagulante del dermatdn sulfato sobre la formacion de fibrina plasmadtica
se caracterizo por aumento de la fase de latencia, disminucion de la velocidad de
fibrinoformacion, prolongacion del tiempo de coagulacion y disminucion de la densidad
optica maxima.

Teniendo en cuenta que los parametros fase de latencia, velocidad de fibrinoformacion
y tiempo de coagulacion caracterizan la cinética de fibrinoformacion producto de la
accion de trombina sobre el fibrindgeno, el efecto observado representaria la inhibicion
de la actividad de trombina debido a la interaccion DS-CH Il-trombina y la expresion
del conocido efecto anticoagulante del dermatdn sulfato.

Por otro lado, como la densidad optica maxima estd relacionada con la estructura
tridimensional de la red formada, los resultados obtenidos estarian indicando la

formacion de una red de fibrina mds abierta y transparente.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA ESTRUCTURA

DE REDES DE FIBRINA

En los ensayos de fibrinoformacion presentados en la seccion previa, el efecto
anticoagulante del dermatadn sulfato se manifestd alterando el patron de las curvas de
coagulacion, y se caracterizd por la prolongacion de la fase de latencia y el tiempo de
coagulacion y por la disminucion de la velocidad de fibrinoformacion y la densidad optica
maxima a medida que aumentaba la concentraciéon de dermatan sulfato presente en el
sistema en estudio.

En presencia de dermatan sulfato, la accién de trombina sobre el fibrindgeno depende del
equilibrio DS-CH II-trombina y por lo tanto el aumento de la fase de latencia, la
disminucion de la velocidad de fibrinoformacion y el aumento del tiempo de coagulacion
representan la inhibicion de la generacion de fibrina debido a la accién potenciadora del
dermatan sulfato de la capacidad inhibitoria del cofactor II de la heparina presente en el
plasma sobre la trombina generada por recalcificacion (estudios de recalcificacion del
plasma) o agregada externamente (estudios de fibrinoformacion por agregado de
trombina).

Respecto a la densidad optica de la red formada en presencia de dermatan sulfato, la
disminucidn observada sugiere cambios en la estructura de la fibrina asociados a una red
mas abierta y transparente. Teniendo en cuenta que la estructura de la red de fibrina tiene
implicancias respecto de la accion del sistema fibrinolitico, se realizaron estudios de
compactacion y observacion por microscopia electronica con el objetivo de describir las
caracteristicas de la estructura de la red de fibrina formada en presencia de dermatan

sulfato de alto y bajo peso molecular.

- COMPACTACION DE REDES DE FIBRINA

La compactacion es una caracteristica que indica cuanto se colapsa un material por efecto
de fuerzas externas. En este caso se utilizd fuerza centrifuga cuya magnitud esta
determinada por la velocidad y el tiempo de centrifugacion. En particular, en el caso de
geles de fibrina la compactacion depende de la rigidez de la estructura de la red y del
tamano del compartimiento liquido limitado por esa estructura.

Para evaluar el efecto del DSA y DSB sobre la prueba de compactacion de geles de fibrina

se procedid segun se resume a continuacion (Ver detalles del procedimiento y método de



analisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos: Ensayo de compactacion de
redes de fibrina.

Se incorpord una solucion de dermatan sulfato antes del agregado de trombina bovina y
cloruro de calcio (concentracion final: 0,05 U/ml y 33 mM respectivamente) para formar
un coagulo a partir de plasma diluido al 50 % en buffer PBS, de modo que la concentracion
final de DSA resultara 4, 10, 15 y 20 pg/ml y la concentracion final de DSB resultara 10,
40, 100, 250 y 500 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la solucion
de dermatan sulfato por solucion fisiologica. Los coagulos de fibrina fueron estabilizados a
37 °C durante 3 horas y posteriormente fueron centrifugados a 2.000 x g durante 2 minutos.

Se determino el peso de la solucién exudada y del coagulo compactado.

En la figura 44 se muestran los resultados obtenidos, expresados como porcentaje de
compactacion, calculado como la relacién porcentual entre el peso del volumen exudado y
el peso del total del gel de fibrina. Puede observarse que en presencia de dermatan sulfato
aumento la compactacion de los geles de fibrina. El efecto observado fue mayor en
presencia de DSA que de DSB para la misma concentracion estudiada.

Ademas, puede observarse que en presencia de concentraciones mayores de 10 pug/ml de
DSA y de 100 pg/ml de DSB, la estructura de los geles de fibrina result6 incapaz de
soportar la fuerza centrifuga aplicada, compactandose totalmente.

Estos datos coinciden con los resultados obtenidos en los ensayos de fibrinoformacion
donde ademas de las diferencias observadas respecto de la cinética de fibrinoformacion, en
presencia de DSB 10, 50 y 100 pg/ml y DSA 4 y 10 ug/ml se comprob¢ la formacion de
coagulos homogéneos que ocuparon el volumen total del medio de reaccion, mientras que
en presencia de concentraciones mayores de dermatan sulfato el aspecto de los coagulos
resulté desparejo. Si bien todos los geles de fibrina formados en presencia de dermatan
sulfato presentaron mayor grado de compactacion que los geles control, comparandolos
entre si, los codgulos que habian resultado homogéneos estarian asociados a una estructura
mas resistente a la fuerza centrifuga aplicada, mientras que los coagulos que habian
resultado desparejos estarian asociados a una estructura fragil incapaz de soportar la fuerza

centrifuga aplicada.
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Figura 44: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la compactaciéon
de geles de fibrina.

Ensayo de compactacion de geles de fibrina formados a partir de poo/ de plasma diluido al 50 %
en buffer PBS por agregado de trombina bovina (conc. final 0,05 U/ml) y cloruro de calcio (conc.
final 33 mM).

Se grafican los porcentajes de compactacion promedio obtenidos para el control (solucion
fisioldgica) y en presencia de las diferentes concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (media
+ desvio estandar, n = 3).

SF = solucion fisioldgica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan
sulfato de alto peso molecular

En la tabla 13 se resumen los resultados obtenidos en el ensayo de compactacion para cada

concentracion de dermatan sulfato ensayada.



Tabla 13: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la compactacion de geles de
fibrina.

Ensayo de compactacion de geles de fibrina | Concentracién . » ANOVA
formados a partir de pool de plasma diluido al evaluada 7o Compactacién | = Test de Tukey
50 % en buffer PBS por agregado de trombina a=005
bovina (conc. final 0,05 U/ml) y cloruro de | _Control (SF) 244+06 A

calcio (conc. final 33 mM). 10 347+18 * B

Se indican los porcentajes de compactacion | pgp 50 392+1,7 * B C

(% Compactacion) expresados como media + (ng/ml) 100 412+£2,1 * C
desvio estandar (n = 3). SF = solucion 250 933+1,0 * D
fisiolégica, DSB = dermatan sulfato de bajo 500 945+04 * D
peso molecular, DSA = dermatan sulfato de 4 203+23 * A

alto peso molecular DSA 10 36,8+2,7 * B C

Los resultados del analisis de la varianza | (pg/ml) 15 934+1,1 * D
(ANOVA) se indican con letras mayusculas. 20 944+04 * D

Los datos que comparten letra no presentan

diferencias estadisticamente significativas.

Para la comparacion del porcentaje de compactacion obtenido en presencia de DS respecto del control, se
utilizoé el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

Resumiendo, se trabajo a partir de un pool de plasma, por agregado de una cantidad
estandarizada de trombina y cloruro de calcio, y se evaluo la rigidez de la red de fibrina
formada en presencia de dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular mediante un
ensayo de compactacion.

Los resultados obtenidos indican que en presencia de dermatan sulfato se formaron
geles de fibrina mas facilmente compactables. Estos geles de fibrina presentarian una
estructura de red constituida por fibras mas fragiles separadas por compartimientos

liquidos mas grandes.

- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE REDES DE FIBRINA

Se determiné la estructura de redes de fibrina formadas en presencia de dermatan sulfato
de alto peso molecular por microscopia electronica de barrido (Ver detalles del
procedimiento y método de andlisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos:
Imagen de la red de fibrina por microscopia electronica.

Para ello, se obtuvieron redes de fibrina a partir de pool de plasma por agregado de
trombina bovina (conc. final 0,8 U/ml) y cloruro de calcio (conc. final 33 mM) sobre

soportes de vidrio, en presencia de DSA de modo que la concentracion final resultara 4 pg/



ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la soluciéon de DSA por solucion
fisioldgica.

Las redes de fibrina formadas se dejaron estabilizar en cdmara hiimeda durante 18 horas a
4 °C y luego fueron tratadas (fijacién, deshidratacion, secado por punto critico,
metalizacion) para ser observadas en un microscopio electronico de barrido, obteniendo las

fotografias correspondientes a 3.000 aumentos.

En la figura 45 se muestran las imdgenes de las redes de fibrina obtenidas en presencia de
DSA y su respectivo control. Puede observarse que las redes obtenidas en presencia de

DSA resultaron mas abiertas con fibras mas delgadas que las controles.

CONTROL DSA 4 ug/ml

Figura 45: Efecto del dermatan sulfato de alto peso molecular sobre la estructura de redes de fibrina
plasmatica.

Observacion por microscopia electronica de barrido de redes de fibrina obtenidas a partir de pool de plasma
por agregado de trombina bovina (conc. final 0,8 U/ml) y cloruro de calcio (conc. final 33 mM), en presencia
de dermatan sulfato de alto peso molecular (DSA, 4 pg/ml) o solucion fisioldgica (control).

Estos resultados coinciden con los datos obtenidos en los ensayos de fibrinoformacion

donde la disminucidn observada de la densidad oOptica de la red formada en presencia de



dermatan sulfato, sugirié6 cambios en la estructura de la fibrina asociados a una red mas
abierta y transparente.

En la tabla 14 se muestran los resultados de la caracterizacion de las redes, indicando que
las redes formadas en presencia de DSA son mas abiertas (menor % de red), formadas por

igual nimero de fibras mas largas y delgadas que las controles.

Tabla 14: Efecto del dermatan sulfato de alto peso molecular sobre la estructura de redes de fibrina
plasmatica: caracterizacion de las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido.

Caracterizacion por MEB de - o
redes de fibrina Control (SF) DSA (4 pg/ml) Analisis estadistico
% de Red (n =30) 60 +5 31+3 Test de M-W p <0,001
N° de fib/campo (n = 30) 61+3 57£5 Test de M-W NS
Largo de fibras (um; n = 250) 59,5+1,7 750+ 1,1 Testde T p=0,001
Ancho de fibras (um; n = 250) 354+1,8 24,3 +0,8 Testde T p <0,001

Se evaluaron 30 campos de igual area, aleatoriamente seleccionados y se caracterizo cada red midiendo: el
porcentaje de red (% Red, relacion porcentual entre la superficie ocupadas por las fibras respecto al area total
del campo), el nimero de fibras por campo (N° de fib/campo) el largo y ancho de las fibras.

Para el andlisis estadistico se aplico el test de T o el test de Mann-Whitney (M-W) y un p valor < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.

Resumiendo, se trabajo a partir de un pool de plasma, por agregado de una cantidad
estandarizada de trombina y cloruro de calcio, y se evalud la estructura tridimensional de la
red de fibrina formada en presencia de dermatan sulfato de alto peso molecular mediante
observacion por microscopia electronica.

La evaluacion de las redes de fibrina por microscopia electronica indica que las redes
formadas en presencia de dermatdn sulfato presentaron igual densidad de fibras, mads
largas y delgadas que las fibras control, resultando una arquitectura mas abierta.

Por lo tanto, teniendo en cuenta estas caracteristicas, podria plantearse que las redes

formadas en presencia de dermatdan sulfato serian mads susceptibles a la lisis.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE DE LA LISABILIDAD
DE REDES DE FIBRINA

Se evalud el efecto del dermatan sulfato ex vivo sobre la actividad fibrinolitica, evaluando
la lisabilidad de redes de fibrina formadas a partir de plasma (Ensayo de coagulacion y
fibrinolisis en dos etapas), sangre entera (Tiempo de lisis del codgulo sangre entera
diluida) y fraccion de euglobulinas plasmatica (Tiempo de lisis de euglobulinas).

En estos ensayos se evalia el tiempo necesario hasta la disolucion del codgulo, producto
del balance entre la accion de los activadores e inhibidores fibrinoliticos y las
caracteristicas de la red a lisar. La diferencia fundamental es que en la prueba de lisis de
redes plasmaticas y lisis de sangre entera se mantiene la proporcion normal de los
componentes del sistema de coagulacion y fibrinolitico mientras que en la prueba de lisis
de euglobulinas se precipita la fraccion de euglobulinas del plasma y se separan los
inhibidores del sistema fibrinolitico e inhibidores del sistema de coagulacién. En
particular, el ensayo de lisis de euglobulinas permite evaluar la activacion fibrinolitica por

método coagulométrico.

- ENSAYO DE COAGULACION Y FIBRINOLISIS EN DOS ETAPAS

Para evaluar la lisis de redes de fibrina plasmatica formadas en presencia de dermatan
sulfato de alto peso molecular se procedid segun se resume a continuacion (Ver detalles del
procedimiento y método de andlisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos:
Ensayo de coagulacion y fibrinolisis en dos etapas.

Se incorpord una solucion de DSA a una solucidén pool de plasma antes del agregado de
trombina y cloruro de calcio para formar el coagulo (concentracion final: 0,05 U/ml y 33
mM respectivamente), de modo que la concentracion final resultara 4, 10, 20, 40 y 100 pg/
ml. El control correspondiente se obtuvo reemplazando la soluciéon de DSA por solucion
fisioldgica.

Se registro por quintuplicado la densidad Optica a 405 nm para el control y cada una de las
concentraciones de DSA ensayadas. Se verifico la formacion completa de las redes de
fibrina por espectrofotometria y se dejaron estabilizar 18 horas a temperatura ambiente en
camara humeda. Se agregd una solucion de u-PA y se registro la densidad optica a 405 nm

en funcién del tiempo hasta la disolucion completa del coagulo.



En la figura 46 se presentan los resultados de la etapa de fibrinoformacion, donde puede
observarse que se manifestd claramente el efecto anticoagulante del dermatan sulfato
caracterizado por aumento de la fase de latencia, disminucion de la velocidad de
fibrinoformacion, prolongacion del tiempo de coagulacion y disminucion de la densidad
Optica méaxima de la red de fibrina formada, proporcional al aumento de la concentracion

de DSA.
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Figura 46: Prueba de coagulacién y fibrinolisis en dos etapas. Efecto del dermatan sulfato de
alto peso molecular sobre la etapa de fibrinoformacién.

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas para el control y en presencia de las diferentes
concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (sin error para facilitar la observacion de los datos, n
= 5). SF = solucion fisioldgica.

En esta etapa se reprodujeron los efectos observados en los ensayos de fibrinoformacion
realizados previamente con DSA. En particular, no se observo formacion de coagulo en
presencia de 100 pg/ml de DSA.

En la tabla 15 se resumen los pardmetros que describen las curvas de fibrinoformacion

correspondientes a cada concentracion de DSA ensayada.



Tabla 15: Prueba de coagulacion y fibrinolisis en dos etapas. Efecto del dermatan sulfato de alto peso
molecular sobre la etapa de fibrinoformacion.

e Velocidad de Tiempo de
Concentracion Fase lag . g g .
. fibrinoformacion coagulacion D.O. Max.
evaluada (min) - .
(min ) (min)
Control (SF) ausencia 0,180 (0,170 - 0,185) 13(11-14) 1,54 (1,50 - 1,56)
4 ausencia 0,138 (0,120 - 0,140) * 19 (18,5-21) * [ 1,52 (1,48 -1,53) *
DSA 10 155M@,5-7) * 0,066 (0,061 - 0,072) * 30(28-31) * 1,45 (1,45 -1,50) *
(ug/ml) 20 | 7,5(7-10) * 0,024 (0,020 - 0,026) * 45(40-45) * ]11,36(1,31-1,37) *
He 40 | 45(39-47) *] 0,0069 (0,0067 - 0,0075) * | 120 (112-131)* | 0,95(0,94 - 0,98) *
100 No coaguld

Se resumen los parametros que describen las curvas de fibrinoformacion correspondientes a la prueba de
coagulacion y fibrinolisis en dos etapas, expresados como mediana y rango (n = 5). SF = solucion fisiologica,
DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular.

Para comparar los parametros de las curvas de fibrinoformacion en presencia de dermatan sulfato respecto
del control se utilizd el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente
significativo (*).

Las redes formadas en presencia de DSA fueron estabilizadas a temperatura ambiente y se
evaluo el tiempo de lisis a partir del agregado de u-PA.

En este ensayo el comportamiento del sistema litico depende no solo del efecto del
dermatan sulfato sobre la actividad de los componentes involucrados (Plg + u-PA), sino
también de la estructura de la red de fibrina ya que una red mas abierta y con fibras mas
delgadas sera mas facilmente lisable que una red cerrada y con fibras mas gruesas.
Ademas, si bien no evaluamos la permeabilidad de la red formada en presencia de DSA, se

debe considerar este factor como otro condicionante de la accion del sistema litico.

En la figura 47 puede observarse que las redes formadas en presencia de DSA fueron
lisadas mas rapidamente que la red control. En particular el efecto se destaca para las
concentraciones de DSA 10, 20 y 40 ug/ml, mientras que el efecto en presencia de 4 pg/ml
de DSA no fue significativo.

Las curvas de lisis fueron caracterizadas a partir de la determinacion del tiempo de lisis

final, y los resultados se resumen en la tabla 16.
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Figura 47: Prueba de coagulacion y fibrinolisis en dos etapas. Lisis de redes de fibrina
plasmatica formadas en presencia de dermatan sulfato de alto peso molecular.

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas durante la lisis de las redes formadas en
presencia de solucion fisiologica (control) y en presencia de las diferentes concentraciones de
dermatan sulfato ensayadas (sin error para facilitar la observacion de los datos, n = 5). SF =
solucion fisioldgica.

Tabla 16: Prueba de coagulacién y fibrinolisis en dos etapas. Lisis de redes de fibrina plasmatica
formadas en presencia de dermatan sulfato de alto peso molecular.

Se resumen los tiempos de lisis B ) - ANOVA
promedio para las redes formadas Conce;ltrgcmn Tiempo de lisis Test de Tukey Test de
en presencia de  solucion evaluada (minutos) o= 0,05 %,a-nn-
iologi itne
ﬁ51olog¥ca (control) 'y en Control (SF) 564 (540 570) N oy
presencia de las diferentes 4 560 (540 - 570) A 5
concentraciones de dermatan —
sulfato ensayadas, expresados DSA 10 420 (403 - 450) B p= 0,014
como mediana (rango), n = 5. (hg/ml) | 20 353 (340 — 365) C p=0,014
Los resultados del andlisis de la 40 171 (153 -223) D p=0014

varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que comparten letra no presentan diferencias
estadisticamente significativas.

Para comparar los tiempos de lisis en presencia de dermatan sulfato respecto del control, se utilizo el test de
Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

NS = no significativo, SF = solucion fisiologica, DSA = dermatéan sulfato de alto peso molecular.

Resumiendo, se formaron redes de fibrina plasmatica en presencia de diferentes
concentraciones de dermatan sulfato de alto peso molecular y se evalud su lisabilidad por
agregado de u-PA, observando que resultaban mas répidamente lisadas que la red de

fibrina control.



Teniendo en cuenta, que en ensayos previos se habia demostrado que las redes formadas
en presencia de dermatan sulfato presentaron una arquitectura mds abierta, constituida
por igual numero de fibras, mas largas y delgadas, se habia postulado que serian mads
susceptibles a la lisis. Los resultados obtenidos confirman la hipétesis planteada. Este
seria otro mecanismo a través del cual el dermatdin sulfato tendria efecto pro-

fibrinolitico.

- TIEMPO DE LISIS DEL COAGULO DE SANGRE ENTERA
DILUIDA

Para evaluar el efecto del DSA y DSB sobre la lisabilidad de un coagulo formado a partir
de sangre entera diluida, se obtuvo sangre venosa de cinco individuos voluntarios sanos
siguiendo las recomendaciones para las pruebas de fibrinolisis y se procedid con cada
muestra segun se resume a continuaciéon (Ver detalles del procedimiento y método de
analisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos: Tiempo de lisis del codagulo
de sangre entera diluida.

Se incorporo una solucion de dermatdn sulfato a la sangre entera diluida antes del agregado
de trombina para formar el coagulo, de modo que la concentracién final de dermatan
sulfato resultara 0,2, 1, 2, 5, 10 y 50 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo
reemplazando la soluciéon de dermatdn sulfato por solucion fisioldgica. El ensayo fue
realizado dentro de los 20 minutos de la obtencion de la muestra y se determind, por
duplicado, el tiempo de lisis del coagulo de sangre entera diluida para el control (LSE contror)

y cada una de las concentraciones de dermatén sulfato ensayadas (LSE p).

En la figura 48 y la tabla 17 se indican los resultados de un ensayo individual, donde puede
observarse que el tiempo de lisis disminuyo en funcion del aumento de la concentracion de
dermatan sulfato y que el efecto observado fue mayor en presencia de DSA que de DSB
para la misma concentracion estudiada.

Debido a que no se observo formacion del coagulo en presencia de 10 y 50 pg/ml de DSA

y en presencia de 50 pg/ml de DSB, no se evalu6 el tiempo de lisis en esos tubos.
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Figura 48: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo
sobre el tiempo de lisis del coagulo de sangre entera diluida.

Se indican tiempos de lisis (horas) en funcidon de la concentracién de dermatan
sulfato utilizado (pg/ml) para un ensayo individual realizado por triplicado
(media + desvio estandar).

DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatan sulfato de alto
peso molecular.

Tabla 17: Tiempos de lisis del coagulo de sangre entera diluida en presencia de dermatin sulfato de

alto y bajo peso molecular. Concentracién Tiempo de lisis (LSE)
Se indican los resultados para el ensayo individual evaluada (horas)
realizado por triplicado correspondiente a la Figura 46. El Control 22,112
tiempo de lisis correspondiente a cada concentracion 0.2 21,927
estudiada se indica como media + desvio estandar (n = 3). 1 215£0.7
DSB = dermatén sulfato de bajo peso molecular, DSA = | DSB 2 20,7+ 0,6
dermatén sulfato de alto peso molecular. (ng/ml) 5 17,0+ 1,1
10 8,7+0,5
50 No coaguld
0,2 204+1,1
1 20,1 1,1
DSA 2 164+ 1,0
(ng/ml) 5 9,0+0,5
10 No coaguld
50 No coaguld

Cada ensayo completo fue realizado en cinco oportunidades, utilizando sangre de un
individuo sano cada vez. Del mismo modo que en el ensayo individual presentado
previamente, en ninguno de los 5 casos se observd formacion completa del codgulo en
presencia de 10 y 50 pg/ml de DSA y en presencia de 50 pg/ml de DSB, por lo tanto no se

evaluo6 el tiempo de lisis en esos tubos. También en todas las oportunidades se observo un



acortamiento del tiempo de lisis en funcidén del aumento de la concentracion de dermatan
sulfato, cuya magnitud fue mayor en presencia de DSA que de DSB para la misma
concentracion estudiada.

Los resultados finales se presentan como las diferencias entre los tiempos obtenidos con
cada control y los obtenidos en presencia de las diferentes concentraciones de dermatan

sulfato ensayadas y estdn resumidos en la tabla 18.

Tabla 18: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre la prueba de lisis del
coagulo de sangre entera diluida.

., Diferencia
Concentracion Test de

Se resumen las diferencias promedio entre los LSE control - LSE ps

tiempos obtenidos con cada control y los evaluada (horas) Wilcoxon
obtenidos en presencia de las diferentes
concentraciones de dermatan sulfato ensayadas Oiz 8’2 (8 _8’3) E:
(LSE conrot — LSE ps) presentadas como mediana DSB 2 0’7 (0 - 0’9) NS
(rango), n = 5. Para el andlisis estadistico se | (ug/ml) .7 (0-0.9)

5 6,6 (5,1 -8,0) p=0,0312

aplico el test de Wilcoxon y un p valor < 0,05 fue

considerado estadisticamente significativo. 1 13,9 (15,5-12.4) 2 =0,0312
DSB = dermatén sulfato de bajo peso molecular, 0.2 03 (0-0.5) NS
DSA = dermatén sulfato de alto peso molecular, | DSA 1 2 (09-25) p=0,0312
NS = no significativo. (ng/ml) 2 8.8 (5,7-11,8) p=0,0312
5 | 143 (13,1-155) | p=00312

Resumiendo, se observo una disminucion del tiempo de lisis en funcion del aumento de la
concentracion de dermatan sulfato y el efecto observado fue mayor en presencia de DSA
que DSB para la misma concentracion estudiada. En ninguno de los casos se observo
formacion completa del codgulo en presencia de 10 y 50 ug/ml de DSA y en presencia de
50 ug/ml de DSB, poniéndose claramente de manifiesto el efecto anticoagulante del
dermatan sulfato en este ensayo.

El tiempo de lisis del coagulo formado a partir de la sangre diluida depende principalmente
de los niveles de fibrindgeno, factor XIII, plasminogeno y del equilibrio entre los
activadores e inhibidores del sistema fibrinolitico. Por lo tanto, si los niveles de
fibrindgeno, factor XIII y plasmindégeno son normales y constantes, el tiempo de lisis
depender fundamentalmente del equilibrio entre t-PA y PAI-1, ya que al diluir la sangre se
minimiza el efecto del principal inhibidor de la plasmina (a,-antiplasmina).

Por otro lado, el tiempo de lisis puede resultar alterado, independientemente de una
alteracion fibrinolitica, cuando la capacidad de formacion de fibrina estd afectada

(hipofibrinogenemia u otras alteraciones de fibrinoformacion).



En particular, debido a que en esta prueba estan presentes todos los componentes
plasmaticos, la interaccion DS-CH II puede modificar la actividad de la trombina agregada.
Por lo tanto, aunque so6lo se evalud tiempo de lisis en aquellos tubos en los que se pudo
verificar coagulacion completa, no puede descartarse que la estructura del coagulo formado
en presencia de dermatan sulfato sea diferente en el resto de los tubos.

En el ensayo de lisis del codgulo de sangre entera diluida con agregado de dermatdin
sulfato ex vivo se observo un efecto pro-fibrinolitico asociado a una disminucion del
tiempo de lisis en funcion del aumento de la concentracion de dermatdn sulfato. Si bien
los resultados obtenidos pueden deberse a un efecto neto sobre la activacion del sistema
fibrinolitico no puede descartarse que el efecto observado sea una consecuencia del
efecto anticoagulante del dermatan sulfato, considerando los cambios observados en la

estructura de la fibrina formada en presencia de dermatan sulfato en ensayos previos.

« TIEMPO DE LISIS DE EUGLOBULINAS

Se evalu¢ el efecto del DSA y DSB sobre la lisabilidad de un coagulo formado a partir de
una solucion de euglobulinas (A: lisis de euglobulinas estindar).

En una segunda etapa se evalu6 la lisabilidad de un coagulo formado a partir de en una
fraccion de euglobulinas precipitada en presencia de dermatan sulfato (B: lisis de

euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato).

A.- EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE EL TIEMPO DE
LISIS DE EUGLOBULINAS ESTANDAR

Para evaluar el efecto del DSA y DSB sobre el tiempo de lisis de euglobulinas estandar, se
obtuvo sangre venosa de cinco individuos voluntarios sanos siguiendo las
recomendaciones para las pruebas de fibrinolisis, se separd el plasma y se obtuvo el
precipitado de euglobulinas siguiendo las indicaciones descriptas en la técnica original. A
partir de los precipitados obtenidos se prepard un pool de euglobulinas y se procedié segiin
se resume a continuacion (Ver detalles del procedimiento y método de anélisis de los

resultados en la seccion Materiales y Métodos: Tiempo de lisis de euglobulinas.



Se incorpord una solucion de dermatan sulfato a la solucion pool de euglobulinas antes del
agregado de cloruro de calcio para formar el coagulo, de modo que la concentracion final
de dermatan sulfato resultara 10 y 100 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo
reemplazando la solucion de dermatdn sulfato por solucion fisiologica. Se determind, por
quintuplicado, el tiempo de lisis de euglobulinas para el control (LE conu01) Y cada una de las

concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (LE ps).

En la tabla 19 se indican los resultados obtenidos y puede observarse que en presencia de
DSB no se observaron diferencias respecto del control a ninguna de las concentraciones
evaluadas, mientras que el tiempo de lisis de euglobulinas disminuy6 significativamente en

presencia de 100 pg/ml de DSA.

Tabla 19: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre el tiempo de lisis de
euglobulinas estindar: método de tiempo final.

Se resumen los tiempos de lisis | Concentracién | Tiempo de lisis | _ANOVA

promedio para el control y los evaluada (LE) (minutos) Test de Tukey Test de Mann-
obtenidos en presencia de las o =0,05 Whitney
diferentes  concentraciones de Control (SF) 203 £23 A

dermatan  sulfato  ensayadas DSB 10 188+ 8 A B p=0,111(NS)
(media + desvio estandar; n=5). | (ug/ml) | 100 206 + 19 A »=0,369 (NS)
Los resultados del analisis de la DSA 10 190 + 18 A B »=0,2817 (NS)
varianza (ANOVA) se indican | (pg/ml) | 100 165+ 9 B » = 0,004

con letras mayusculas. Los datos
que comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas. Para comparar los tiempos de
lisis en presencia de DS respecto del control, se utilizo el fest de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.

NS = no significativo, SF = solucién fisiolégica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA =
dermatan sulfato de alto peso molecular.

En una segunda etapa se realizé una adaptacion de la prueba de euglobulinas para evaluar
las etapas de fibrinoformacién y lisis por espectrofotometria. El objetivo fue aumentar la
sensibilidad para distinguir diferencias en el patron de lisis y poder determinar si el
dermatéan sulfato presenta en este ensayo algun efecto sobre la fibrinoformacion que pueda
confundir la interpretacion de los resultados de los tiempos de lisis.

Se procedi6é de manera similar al ensayo anterior (Ver detalles del procedimiento y método
de analisis de los resultados en la seccion Materiales y Métodos: Tiempo de lisis de
euglobulinas; trabajando en policubetas de poliestireno.

Se incorpord una solucion de dermatan sulfato a la solucidon pool de euglobulinas antes del

agregado de cloruro de calcio para formar el coagulo, de modo que la concentracion final



de dermatan sulfato resultara 10, 50 y 100 pg/ml. El control correspondiente se obtuvo
reemplazando la solucion de dermatan sulfato por solucidon fisiologica. A partir del
agregado de cloruro de calcio, se registrd por quintuplicado la densidad optica a 405 nm

para el control y cada una de las concentraciones de dermatan sulfato ensayadas.

En la figura 49 se presentan los resultados del registro espectrofotométrico durante el
ensayo completo de lisis de euglobulinas, pudiendo diferenciarse una primera etapa de
fibrinoformacion, una etapa intermedia donde el codgulo se mantiene estable y una tltima

etapa correspondiente a la lisis de euglobulinas propiamente dicha.
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Figura 49: Efecto del dermatian sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre el
tiempo de lisis de euglobulinas estiandar: método espectrofotométrico.

Se grafican densidades oOpticas promedio obtenidas para el control y en presencia de las
diferentes concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (sin error para facilitar la
observacion de los datos, n = 5).

SF = solucion fisioldgica, DSB = dermatéan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatén
sulfato de alto peso molecular.

Para analizar los resultados se evalu6 por separado la etapa de fibrinoformacion (hasta los
20 minutos del ensayo) y la etapa de lisis (a partir de los 250 minutos de ensayo).

Respecto de la fibrinoformacion, en la figura 50 puede observarse que la curva
correspondiente a DSA 100 pg/ml presenta un patron de coagulacion diferente al control,

caracterizado por la presencia de una leve fase de latencia, menor velocidad de



fibrinoformaciéon y mayor tiempo de coagulacion. Este patron de coagulacion (tabla 20)
corresponde con el efecto anticoagulante del dermatan sulfato descripto en los ensayos de
fibrinoformacion por recalcificacion o por agregado de trombina, por lo tanto esta
concentracion no fue considerada en el andlisis de la etapa de lisis.

Sin embargo cabe destacar, que el efecto anticoagulante observado fue de menor magnitud
ya que en los ensayos mencionados, el agregado de DSA 100 pg/ml inhibiod

completamente la coagulacion mientras que en el presente ensayo el efecto fue minimo.

Por otro lado, puede observarse que el resto de las curvas correspondientes a dermatan
sulfato fueron similares a la curva control. No se observd aumento de la fase de latencia ni
del tiempo de coagulacion, ni disminucion de la velocidad de fibrinoformacion ni de la
densidad optica final (tabla 20). Por lo tanto, el dermatan sulfato en las condiciones
empleadas en este ensayo (a excepcion de DSA 100 pg/ml) no presentaria un efecto

anticoagulante significativo.
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Figura 50: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo
sobre el tiempo de lisis de euglobulinas estindar. Método
espectrofotométrico: etapa de fibrinoformacion.

Se grafican densidades opticas promedio obtenidas para el control y en presencia
de las diferentes concentraciones de dermatan sulfato ensayadas (sin error para
facilitar la observacion de los datos, n = 5).

SF = solucion fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA
= dermatan sulfato de alto peso molecular.



Tabla 20: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre el tiempo de lisis de
euglobulinas estindar. Método espectrofotométrico: parametros correspondientes a la etapa de
fibrinoformacion.

Concentracion Fase lag Yelomdad de ANOVA
evaluada (min) ﬁbrlnoforn:aclon Test df Tukey
(min ") a=0,05
Control (SF) ausencia 0,159 (0,144 - 0,176) B C
DSB 10 ausenc%a 0,173 (0,154 -10.195) A B
(ng/ml) 50 ausencia 0,147 (0,145 -0,158) C D
HE 100 ausencia 0,186 (0,179 — 0,190) A
DSA 10 ausencia 0,155 (0,141 -0,157) C
(ug/ml) 50 ausencia 0,145 (0,145 -10,148) D
HE 100 2(2-2) * 0,130 (0,129 —0,135) * D
< Tiempo de ANOVA
Concentracién coagufaci()n D.O. Max. Test de Tukey
evaluada .
(min) a=0,05
Control (SF) 7 (-7 1,129 (1,061 —1,161) A
DSB 10 7(6-7) 1,191 (1,152 -1,250) A B
(ug/ml) 50 7(0-7 1,205 (1,195 -1,214) B
HE 100 7 (7-7) 1,224 (1,216 —1,237) B
DSA 10 8 (7-98) 1,208 (1,186 —1,236) B
(ug/ml) 50 8 (7-8) 1,255 (1,243 —1,263) B
100 10 (10 - 10) * 1,231 (1,206 —1,250) B

Se resumen los parametros que describen las curvas de fibrinoformacion correspondientes a la prueba de lisis
se euglobulinas modificada, expresados como mediana (rango), n = 5.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para la comparacion de los parametros de las curvas en presencia de dermatan sulfato respecto del control se
utiliz6 el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

SF = solucidn fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatén sulfato de alto
peso molecular.

NOTA: No se realiz6 andlisis de la varianza para el pardmetro “fase lag” y “tiempo de coagulacion” porque
hay grupos donde la varianza resulto igual a cero.

Respecto de la etapa de lisis, puede observarse que las curvas correspondientes a los
ensayos en presencia de DSB 10 y 50 ug/ml y DSA 10 pg/ml son paralelas a la curva
control, mientras que el patron de lisis en presencia de DSB 100 pg/ml y DSA 50 pg/ml es
diferente (figura 51).
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Figura 51: Efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso
molecular ex vivo sobre el tiempo de lisis de euglobulinas
estindar. Método espectrofotométrico: datos originales de la
etapa de lisis.

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas para el control y
en presencia de las diferentes concentraciones de dermatan sulfato
ensayadas (sin error para facilitar la observacion de los datos, n = 5).
SF = solucién fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso
molecular, DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular.

Se realizd una transformacion de los datos, corrigiendo el tiempo de lisis por el tiempo de
coagulacion determinado en la etapa de fibrinoformacion (Tiempo - T. coagulacion) y
calculando los descensos de la densidad Optica a partir de la densidad Optica maxima
correspondiente al inicio de la lisis (D.O. Max. lisis — D.O.), para cada concentracion
evaluada. Para caracterizar el patron de lisis de euglobulinas se determino la “velocidad de

lisis” y el “tiempo de lisis” sobre las curvas sigmoideas obtenidas (figura 52).
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Figura 52: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso
molecular ex vivo sobre el tiempo de lisis de euglobulinas
estandar. Método espectrofotométrico: datos transformados de la
etapa de lisis.

Se grafican densidades opticas promedio obtenidas para el control y
en presencia de las diferentes concentraciones de dermatan sulfato
ensayadas (sin error para facilitar la observacion de los datos, n = 5).
SF = solucién fisioldgica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso
molecular, DSA = dermatan sulfato de alto peso molecular.

En la tabla 21 se indican los resultados obtenidos, pudiendo observarse que en presencia de
DSB 100 pg/ml y DSA 50 pg/ml aumentd la velocidad de lisis y consecuentemente

disminuy6 el tiempo asociado a la disolucion del codgulo.



Tabla 21: Efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso molecular ex vivo sobre el tiempo de lisis de
euglobulinas estindar. Método espectrofotométrioc: parametros correspondientes a la etapa de lisis:

Concentracion Tiempo de lisis Telstljig;]ﬁ(e Velocidad de lisis TelsAtljig}]Lﬁ(e
evaluada (TLE; min) o= 0.05 y (VLE; min ") o= 0.05 y

Control (SF) 433 (427 —443) A 0,0048 (0,0043 —0,0053) A
DSB 10 433 (427 —453) A 0,0050 (0,0046 — 0,0056) A

(ug/ml) 50 443 (433 —443) A 0,0051 (0,0048 — 0,0054) A
HE 100 414 (414 -424) * B 0,0058 (0,0056 —0,0059) * B
DSA 10 443 (443 —458) A 0,0046 (0,0044 — 0,0049) A

(ug/ml) [ 50 403 (403 -413) * B 0,0060 (0,0059 —0,0061) * B

Se resumen los parametros que describen las curvas de lisis correspondientes a la prueba de lisis se
euglobulinas modificada, expresados como mediana y rango (n = 5).

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas de lisis en presencia de dermatan sulfato respecto del control se
utilizoé el test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

SF = solucidn fisiologica, DSB = dermatan sulfato de bajo peso molecular, DSA = dermatén sulfato de alto
peso molecular.

Resumiendo, se prepar6 un pool de euglobulinas estandar y se evalud el tiempo de lisis en
presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato. Por el método de tiempo
final, se observo una disminucion significativa del tiempo de lisis s6lo en presencia de 100
pg/ml de DSA, mientras que no hubo efecto en presencia de DSB.

En la prueba de lisis de euglobulinas se evalia fundamentalmente la activacion de la
fibrinolisis ya que la dilucién y acidificacion del plasma produce la precipitacion de la
fraccion proteica de euglobulinas (que contiene principalmente fibrindgeno, plasmindégeno
y los activadores del plasmindgeno) y se eliminan los inhibidores del sistema fibrinolitico
(PAI-1 y ar-antiplasmina).

Por lo tanto, considerando que no se detectd efecto anticoagulante del dermatan sulfato
puede inferirse que el efecto pro-fibrinolitico observado se deberia a un efecto neto sobre
la activacion del sistema fibrinolitico y no a una consecuencia del conocido efecto
anticoagulante.

Para confirmar este resultado, se realiz6 una adaptacion de la prueba de euglobulinas para
estudiar por espectrofotometria de manera independiente las etapas de fibrinoformacion y
lisis. En este ensayo se aument6 la sensibilidad para detectar diferencias en el patron de
fibrinoformaciéon observando que, excepto en presencia de DSA 100 pg/ml, no hubo
diferencias significativas respecto del control para ninguna de las concentraciones de
dermatan sulfato ensayadas. Por lo tanto, se pudo descartar la presencia de un efecto

anticoagulante que pueda confundir la interpretacion de los resultados.



Debido al seguimiento continuo por espectrofotometria también se aument6 la sensibilidad
para detectar diferencias en el patron de lisis, pudiendo identificar que en presencia de
DSA 50 pg/ml y DSB 100 pg/ml aumento6 la velocidad de lisis y disminuy6 el tiempo
asociado a la disolucion del coagulo.

En el ensayo de lisis de euglobulinas realizado se observé un efecto pro-fibrinolitico
asociado a una disminucion del tiempo de lisis en presencia de dermatan sulfato. Debido
a que se realizo una adaptacion de la técnica original para evaluar la etapa de
fibrinoformacion por espectrofotometria, pudo descartarse el efecto anticoagulante del
dermatan sulfato y por lo tanto concluir que el efecto pro-fibrinolitico observado se
deberia a un efecto neto sobre la activacion del sistema fibrinolitico.

Particularmente, teniendo en cuenta que el principal activador de plasmindogeno
vascular es el t-PA, el efecto pro-fibrinolitico observado podria asociarse a un aumento
de la activacion de plasmindgeno por t-PA. Este resultado se corresponde con los

resultados obtenidos por método amidolitico.

B.- LISIS DE EUGLOBULINAS PRECIPITADAS EN PRESENCIA DE
DERMATAN SULFATO

Para evaluar el efecto del dermatin sulfato de alto y bajo peso molecular sobre la
precipitacion y el tiempo de lisis de euglobulinas, se obtuvo sangre venosa de diez
individuos voluntarios sanos, se prepar6 un pool de plasma normal y se procedio segin se
describe a continuacion (Ver detalles del procedimiento y método de andlisis de los
resultados en la seccion Materiales y Métodos: Tiempo de lisis de euglobulinas.

Se agregd una solucion de DS a un pool de plasma de modo que la concentracion final de
DSA resultara 10, 25 y 50 pg/ml y la concentracion final de DSB resultara 10, 50, 100 y
250 pg/ml y se incubd a 37 °C durante una hora. Se obtuvo el control correspondiente
reemplazando la solucion de DS por solucion fisiologica.

Se precipitd la fraccion de euglobulinas del plasma como fue descripto en la técnica
original y a partir de los precipitados obtenidos se prepar6 un pool de euglobulinas-control
y un pool de euglobulinas-DS para cada concentracion ensayada.

El ensayo se realizd en policubetas de poliestireno, agregando 100 pl de pool de

euglobulinas y 100 ul de soluciéon de cloruro de calcio 0,025 M. Se registr6 la densidad



optica a 405 nm en funcion del tiempo. Cada ensayo completo fue realizado por

quintuplicado.

Durante la precipitacion de euglobulinas se observd que el precipitado obtenido en
presencia de dermatan sulfato era mayor que el obtenido en condiciones estdndar. En
particular el aumento observado resultd proporcional a la concentraciéon de dermatan
sulfato y ain mayor en presencia de DSA que de DSB, para la misma concentracién
estudiada. Se prepararon las diferentes fracciones de euglobulinas resuspendiendo los
precipitados obtenidos en igual volumen de buffer borato y se realizaron los ensayos

espectrofotométricos. A continuacion se presentan por separado los resultados para DSB y

DSA.

En la figura 53 se presentan los resultados del ensayo completo de lisis de euglobulinas

precipitadas en presencia de DSB.
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Figura 53: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de
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Figura 54: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de
bajo peso molecular. Etapa de fibrinoformacion (escala ampliada).

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas para la fraccion de euglobulinas control (E-
control) y euglobulinas precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de dermatan
sulfato de bajo peso molecular (E-DSB) (sin error para facilitar la observacion de los datos, n = 5).

Al analizar la etapa de fibrinoformacion (figura 54) puede observarse que el patron de
coagulacion no corresponde totalmente al patron caracteristico del efecto anticoagulante
del dermatan sulfato, determinado durante los ensayos de fibrinoformacion por
recalcificacion o por agregado de trombina. Si bien aumentd la fase de latencia y se
prolongo el tiempo de coagulacion, caracteristicas del efecto anticoagulante, se observo un
aumento de la velocidad de fibrinoformacion y de la densidad 6ptica maxima, indicando
que la red formada seria mas densa y cerrada, efecto contrario al observado cuando se
manifiesta el poder anticoagulante del dermatan sulfato (tabla 22). Una explicacion posible
de estos resultados seria un aumento de la precipitacion de fibrindogeno en las fracciones de
euglobulinas precipitadas en presencia de DSB, lo que coincidiria con la observacion
inicial de que el precipitado de euglobulinas obtenido en presencia de dermatan sulfato era

mayor que el obtenido en condiciones estandar.



Teniendo en cuenta que el patron de coagulacion obtenido durante el analisis de la etapa de
fibrinoformacion correspondid solo parcialmente al efecto anticoagulante del dermatan

sulfato, todas las curvas fueron consideradas para el analisis de la etapa de lisis.

Tabla 22: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de bajo peso
molecular: parametros correspondientes a la etapa de fibrinoformacion.

Etapa de Fase lag V.elocldad d.e' ANOVA
. . . fibrinoformacién Test de Tukey
fibrinoformacion (min) o -
(min ™) a=0,05
E-control 2 (1-2) 0,113 (0,112 -0,114) A
10 2 (1-2) 0,142 (0,141 -0,143) * C
E-DSB 50 3(3-3) * 0,185 (0,180 -0,190) * D
(ng/ml) 100 4 3-4) * 0,123 (0,120-0,131) * B
250 4 (4-4) * 0,140 (0,139 -0,150) * C
Tiempo de ANOVA
Etapa de g .
fibrinoformacion | C02gulacion D-0- Mix Test df: Tukey
(min) a=0,05
E-control 7 (7-7) 0,717 (0,696 - 0,735) A
10 7(-7 0,741 (0,735 - 0,749) * B
E-DSB 50 70-7 0,792 (0,777 - 0,816) * C
(ng/ml) 100 | 11 (11-11) * 0,847 (0,840 - 0,853) * D
250 | 11 (11—11) * 0,887 (0,884 - 0,891) * E

Se resumen los parametros que describen las curvas de fibrinoformacion correspondientes al ensayo de lisis
se euglobulinas control (E-control) y euglobulinas precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de
dermatan sulfato de bajo peso molecular (E-DSB). Los datos se expresan como mediana (rango), n = 5.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas en presencia de dermatan sulfato respecto del control se utilizo el
test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

NOTA: No se realiz6 analisis de la varianza para el parametro “fase lag” y “tiempo de coagulacion” porque
hay grupos donde la varianza resulto6 igual a cero.

En la etapa de lisis puede observarse que las curvas en presencia de DSB 10 y 50 pg/ml
fueron paralelas a la curva control, mientras que las correspondientes a los precipitados
obtenidos en presencia de DSB 100 y 250 pg/ml fueron marcadamente diferentes,
caracterizadas por una mayor velocidad de lisis y consecuentemente menor tiempo de lisis

final (tabla 23). Este resultado sugiere que el DSB tendria accion pro-fibrinolitica.

Tabla 23: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de bajo peso
molecular: parametros correspondientes a la etapa de lisis.



. - ANOVA . - ANOVA
Etapa de lisis Tlempo‘de lisis Test de Tukey Veloc1dgd _clle lisis Test de Tukey
(min) a=0,05 (min ~) a=0,05
E-control 500 (480-510) |A - 0,0023 (- 0,0022 a - 0,0024) A
10 525 (510 -570) B - 0,0024 (- 0,0023 a - 0,0025) A
E-DSB | 50 555 (555-570) C - 0,0023 (- 0,0022 a - 0,0024) A
(ug/ml) | 100 | 480 (460 - 480) * D - 0,0028 (- 0,0027 a - 0,0029) * B
250 | 315 (300 —315) * E| -0,0056 (-0,0055a-0,0063) * C

Se resumen los parametros que describen las curvas de lisis correspondientes al ensayo de lisis de
euglobulinas control (E-control) y euglobulinas precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de
dermatan sulfato de bajo peso molecular (E-DSB). Los datos se expresan como mediana (rango), n = 5.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas en presencia de dermatan sulfato respecto del control se utilizé el
test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

Sin embargo, para poder confirmar la interpretacion de los resultados como un efecto pro-
fibrinolitico neto independiente del efecto anticoagulante, fue necesario demostrar no solo
el aumento de fibrindgeno en las fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de
DSB, sino también la ausencia de precipitacion asociada de algiin inhibidor natural como
antitrombina o cofator II de la heparina.

Se determind la concentracion proteica total en todas las soluciones de euglobulinas
obtenidas y ademas, la concentracion de fibrinégeno (Fbg) por método inmunolégico, la
concentracion de plasmindgeno (Plg), antitrombina III (AT III) y cofactor II de la heparina
(CH II) por método amidolitico y los niveles de productos de degradacion de fibrina o
fibrindgeno (PDF) y dimero D (D-D) por método de aglutinacion de latex.

Se observo que la concentracion de proteinas totales aumentd en funcion del aumento de la
concentracion de DSB presente en la precipitacion de euglobulinas. Ademas,
conjuntamente con el aumento de proteinas totales, aumentaron los niveles de fibrindogeno
y de plasminogeno (tabla 24).

Es importante sefialar que los niveles de PDF y dimero D medidos a tiempo final de lisis
aumentaron de forma proporcional al aumento de fibrindgeno en los precipitados.

Respecto de la busqueda de inhibidores naturales de trombina, en el pool de plasma
utilizado para precipitar la fraccion de euglobulinas el nivel de AT III resulté 97,6 % =+ 8,1
y el nivel de CH II fue 131,5 % + 2,6 (media + desvio estandar, n = 2). No se detectd6 AT

III ni CH II en ninguna de las soluciones de euglobulinas-DSB ensayadas.

Tabla 24: Efecto del dermatan sulfato de bajo peso molecular ex vivo sobre la precipitacion de
euglobulinas. Contenido (%) de las proteinas evaluadas en la fraccién de euglobulinas precipitadas
respecto del contenido presente en el plasma.



Se resumen los resultados de las | Concentracion | Proteinas totales | Fibrinogeno | Plasminégeno
determinaciones de concentracion de DS (%) (%) (%)
proteica  total, fibrinégeno 'y 62,1 ng/ul 98,3 %
plasminogeno, expresadas como Plasma +5,1 100 % + 4,1
porcentaje respecto del pool de E-control 11,5+1,1 30 48.4+34
plasma utilizado para precipitar las 10 126=+2.1 30 447+ 3.0
distintas fracciones de | EpsB [ 50 13’2 T 0’9 50 58’0 T 1’2
euglobulinas. Plasma = contenido (ug/ml) [ 100 1 4’6 T 1’3 60 62 ’7i2’0
de las proteinas evaluadas en el 50 138222 30 5110

pool de plasma (el valor indicado
se consideré como 100 % para el calculo del % de cada proteina en las fracciones de euglobulinas).

E-control = euglobulinas precipitadas en presencia de solucion fisioloégica. E-DSB = euglobulinas
precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de bajo (DSB) peso molecular.

Resumiendo, se precipitd la fraccion de euglobulinas en presencia de diferentes
concentraciones de DSB y se evalud el tiempo de lisis por espectrofotometria.

En la etapa de fibrinoformacion se observd aumento de la fase de latencia, de la velocidad
de fibrinoformacion, del tiempo de coagulacion y de la densidad Optica maxima. Estas
caracteristicas coinciden soélo parcialmente con el efecto anticoagulante del dermatan
sulfato caracterizado previamente en ensayos de fibrinoformacion, por lo tanto todas las
curvas fueron consideradas para el analisis de la etapa de lisis.

En particular, los resultados obtenidos indicarian que las redes formadas a partir de las
fracciones de euglobulinas-DSB serian mas densas y cerradas que las redes formadas a
partir de la fraccion de euglobulinas-control.

Ademas, se confirm¢ la presencia de mayores niveles de fibrindgeno en las fracciones de
euglobulinas precipitadas en presencia de DSB, lo que explicaria la observacion de un
aumento de la velocidad de fibrinoformacion y de la densidad oOptica final. No se
detectaron niveles de AT IIIl y CH II en ninguna de las fracciones de euglobulinas
analizadas.

Respecto de la etapa de lisis, se observo una disminucion significativa del tiempo de lisis
en presencia de 100 y 250 pg/ml de DSB. Paralelamente se observd un aumento de los
niveles de PDF y dimero D. Ademas, se confirmd la presencia de mayores niveles de

plasmindgeno en las fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de DSB.

Teniendo en cuenta que se descarto la presencia de AT 11l y CH II en las fracciones de
euglobulinas-DSB, que las redes de fibrina formadas a partir de estas fracciones serian

mds densas y cerradas (principalmente debido al aumento de los niveles de fibrindgeno)



Yy que se observé una disminucion del tiempo de lisis final de euglobulinas, se puede
concluir que el tendria accion pro-fibrinolitica independiente del efecto anticoagulante.
En particular, el efecto pro-fibrinolitico podria asociarse al aumento de los niveles de
plasmindgeno determinados y/o0 a un aumento de la activacion de plasmindgeno por t-
PA.

Por otro lado, aunque de manera indirecta, se podria descartar que el dermatan sulfato
afecte el entrecruzamiento de la red mediado por factor XIlla, ya que se observaron

niveles de PDF y dimero D semejantes y proporcionales al aumento de fibrinégeno.

En la figura 55 se presentan los resultados del ensayo completo de lisis de euglobulinas

precipitadas en presencia de DSA.
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Figura 55: Ehsayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de

alto peso molecular.

Se grafican densidades opti & promedio obte'as paraje 1oy de_eug nlmm control (E-
control) y eflobulinag pre¢ipitadas e

= 07
£

<
corresponde jothImentes 5 isti ctoxaritiooagulante del dermatan
< —m—E-DSA 10 pug/ml

—e—E-DSA 25 ug/ml
—A— E-DSA 50 pg/ml

0.1 4 : : T )
0 5 10 15 20

Tiempo (min)




04 -

0.2

0 100 200 300 400 500 600

Tiempo (min)

E

c

0

g

; 0.5 1 —¥— E-control

-1

< —m—E-DSA 10 pg/ml
0.3 1 ——E-DSA 25 ug/ml

—A—E-DSA50 ug/ml

0.1 . . . )

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Figura 56: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de
alto peso molecular. Etapa de fibrinoformacion (escala ampliada).

Se grafican densidades Opticas promedio obtenidas para la fraccion de euglobulinas control (E-
control) y euglobulinas precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de dermatan
sulfato de alto peso molecular (E-DSA) (sin error para facilitar la observacion de los datos, n = 5).
A = escala completa. B = escala ampliada (hasta 20 min).

La curva correspondiente a 50 pg/ml present6 caracteristicas que concuerdan con el efecto
anticoagulante del dermatan sulfato, por lo tanto se descartd para el analisis de la etapa de
lisis de euglobulinas.

Por otro lado, en las curvas correspondientes a euglobulinas precipitadas en presencia de
DSA 10 y 25 pg/ml, si bien se observé un minimo aumento de la fase de latencia y se
prolong6 el tiempo de coagulacion, caracteristicas del efecto anticoagulante, también se
observo un aumento de la velocidad de fibrinoformacion y de la densidad Optica méaxima,
indicando un efecto contrario al anticoagulante (tabla 25). Una explicacion posible de estos
resultados seria un aumento de fibrinégeno en las fracciones de euglobulinas precipitadas
en presencia de DSA lo que coincidiria con la observacion inicial de que el precipitado de
euglobulinas obtenido en presencia de dermatan sulfato fue mayor que el obtenido en
condiciones estandar.

Teniendo en cuenta que el patrén de coagulacion obtenido durante el andlisis de la etapa de

fibrinoformacién para las concentraciones de 10 y 25 pg/ml de DSA correspondi6 sélo



parcialmente al efecto anticoagulante del dermatdn sulfato, ambas curvas fueron

consideradas para el andlisis de la etapa de lisis.

Tabla 25: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de alto peso
molecular: pariametros correspondientes a la etapa de fibrinoformacion.

Etapa de Fase lag V-eloc1dad d.e, ANOVA
. ., . fibrinoformacion Test de Tukey
fibrinoformacion (min) o -
(min ") a=0,05
E-control ausencia 0,252 (0,240 - 0,261) A
N -
E-DSA 10 1 (1-1 - 0,248 (0,236 - 0,257) A
(ug/ml) 25 1 (1-1 0,285 (0,281 - 0,288) B
50 1 (1-1) * 0,161 (0,160 -0,164) * C
Tiempo de ANOVA
.Etapa de . coagulacién D.O. Mix. Test de Tukey
fibrinoformacion .
(min) a=0,05
E-control 3 (3-3) 0,947 (0,940 - 0,952) A
_4) % -
E-DSA 10 4 4-4 - 1,017 (1,003 - 1,041) B
(ug/ml) 25 4 4-4 1,024 (1,022 - 1,029) B
50 5(B-5* 0,702 (0,994 - 0,716) * C

Se resumen los pardmetros que describen las curvas de fibrinoformacion correspondientes al ensayo de lisis
se euglobulinas control (E-control) y euglobulinas precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de
dermatan sulfato de alto peso molecular (E-DSA). Los datos se expresan como mediana (rango), n = 5.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas en presencia de dermatan sulfato respecto del control se utilizé el
test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

NOTA: No se realiz6 andlisis de la varianza para el pardmetro “fase lag” y “tiempo de coagulacién” porque
hay grupos donde la varianza result6 igual a cero.

Al analizar las curvas de lisis se observo que los codgulos formados a partir de las
fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de DSA, resultaron lisados mas
rapidamente (tabla 26), indicando que también el DSA tendria efecto pro-fibrinolitico.

Sin embargo, para poder confirmar la interpretacion de los resultados como un efecto pro-
fibrinolitico independiente del efecto anticoagulante, fue necesario demostrar el aumento
de fibrindgeno en las fracciones de euglobulinas-DSA, la ausencia de precipitacion
asociada de alglin inhibidor natural como AT III o CH Il y la relacion entre los niveles de

fibrindgeno, PDF y dimero D a tiempo final de lisis.

Tabla 26: Ensayo de lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatan sulfato de alto peso
molecular: parametros correspondientes a la etapa lisis.



. - ANOVA . - ANOVA
Etapa de lisis Tlem(l::l) ig)e fisis Test de Tukey Velocziz;g (li)e fisis Test de Tukey
a=0,05 a=0,05
E-control 540 (530 - 550) A - 0,0043 (- 0,0041 a - 0,0046) A
E-DSA | 10 | 550 (530-570) A ~0,0045 (- 0,0043 a - 0,0047) A B
(ug/ml) [ 25 | 430 (411 -430) * B - 0,0053 (- 0,0050 a - 0,0058) * B

Se resumen los parametros que describen las curvas de lisis correspondientes al ensayo de lisis se
euglobulinas control (E-control) y euglobulinas precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de
dermatan sulfato de alto peso molecular (E-DSA). Los datos se expresan como mediana (rango), n = 5.

Los resultados del analisis de la varianza (ANOVA) se indican con letras mayusculas. Los datos que
comparten letra no presentan diferencias estadisticamente significativas.

Para comparar los parametros de las curvas en presencia de dermatan sulfato respecto del control se utilizé el
test de Mann-Whitney y un p valor < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo (*).

Se observo que la concentracion de proteinas totales aumentd en funcion del aumento de la
concentracion de DSA presente en la precipitacion de euglobulinas. Ademas,
conjuntamente con el aumento de proteinas totales, aumentaron los niveles de fibrinogeno
determinados por método inmunologico y de plasmindgeno (tabla 27).

Es importante sefialar que los niveles de PDF y dimero D medidos a tiempo final de lisis
aumentaron de forma proporcional al aumento de fibrindgeno en los precipitados y que no

se detectd AT III ni CH II en ninguna de las soluciones de euglobulinas-DSA ensayadas.

Tabla 27: Efecto del dermatin sulfato de alto peso molecular ex vivo sobre la precipitacion de
euglobulinas. Contenido (%) de las proteinas evaluadas en la fraccién de euglobulinas precipitadas
respecto del contenido presente en el plasma.

Se resumen los resultados de las | Concentracién | Proteinas totales | Fibrinogeno | Plasminégeno
determinaciones de concentracion de DS (%) (%) (%)
proteica  total, fibrindogeno 'y 62,1 png/ul 98,3 %
plasminogeno, expresadas como Plasma +5,1 100% + 41
porcentaje respecto del pool de E-control 11,5+1,1 30 484 +34
plasma utilizado para precipitar las [T pgA | 10 13.4£2.0 40 62.1+0.6
distintas fracciones de euglobulinas. (ng/ml) | 25 14.4+1.5 60 733 + 1.8

Plasma = contenido de las proteinas
evaluadas en el pool de plasma (el valor indicado se consider6 como 100 % para el calculo del % de cada
proteina en las fracciones de euglobulinas).

E-control = euglobulinas precipitadas en presencia de solucion fisiologica. E-DSA = euglobulinas
precipitadas en presencia de diferentes concentraciones de dermatan sulfato de alto (DSA) peso molecular.

Resumiendo, se precipito la fraccion de euglobulinas en presencia de diferentes

concentraciones de DSA y se evalu6 el tiempo de lisis por espectrofotometria.



En la etapa de fibrinoformacion se observd un aumento de la fase de latencia, del tiempo
de coagulacion, de la velocidad de fibrinoformacion y de la densidad Optica méxima para
las concentraciones de DSA 10 y 25 ug/ml. Estas caracteristicas coinciden solo
parcialmente con el efecto anticoagulante del dermatan sulfato caracterizado previamente
en ensayos de fibrinoformacion, por lo tanto ambas curvas fueron consideradas para el
analisis de la etapa de lisis. En particular, los resultados obtenidos indicarian que las redes
formadas a partir de las fracciones de euglobulinas-DSA serian mas densas y cerradas que
las redes formadas a partir de fraccion de euglobulinas-control.

Por otro lado, la curva correspondiente a 50 pg/ml presentd caracteristicas que
corresponderian a un efecto anticoagulante, por lo tanto se excluyo6 del analisis final.

Se confirm6 la presencia de mayores niveles de fibrindgeno en las fracciones de
euglobulinas precipitadas en presencia de DSA, lo que explicaria la observaciéon de un
aumento de la velocidad de fibrinoformacion y de la densidad oOptica final. No se
detectaron niveles de AT III y CH II en ninguna de las fracciones de euglobulinas
analizadas.

Respecto de la etapa de lisis, se observo una disminucion significativa del tiempo de lisis
en presencia de 25 pg/ml de DSA. Paralelamente se observd un aumento de los niveles de
PDF y dimero D. Ademas, se confirm6 la presencia de mayores niveles de plasmindgeno

en las fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de DSA.

Teniendo en cuenta que se descarto la presencia de AT Il y CH II en las fracciones de
euglobulinas-DSA, que las redes de fibrina formadas a partir de estas fracciones serian
mads densas y cerradas (principalmente debido al aumento de los niveles de fibrinogeno)
Yy que se observé una disminucion del tiempo de lisis final de euglobulinas, se puede
concluir que el DSA tendria accion pro-fibrinolitica independiente del efecto
anticoagulante.

En particular, el efecto pro-fibrinolitico podria asociarse al aumento de los niveles de
plasmindgeno determinados y/o0 a un aumento de la activacion de plasminogeno por t-
PA.

Por otro lado, aunque de manera indirecta, se podria descartar que el dermatan sulfato
afecte el entrecruzamiento de la red por factor XIlla, ya que se observaron niveles de
PDF y dimero D semejantes y proporcionales al aumento de fibrinégeno.

Para completar el andlisis de la precipitacion de euglobulinas en presencia de dermatan

sulfato, se determind el patrén electroforético por SDS-PAGE para las fracciones de



euglobulinas control y las obtenidas en presencia de 50 pg/ml de DSA y 250 pg/ml de
DSB.

En la figura 57 puede observarse que el perfil electroforético de las tres fracciones de
euglobulinas evaluadas ed similar, aunque la intensidad de las bandas es ligeramente
mayor para la fraccion de euglobulinas DSA. Estos resultados coinciden con los
presentados previamente, con referencia al aumento de la concentracion de proteinas

totales en las fracciones de euglobulinas-dermatan sulfato.

Figura 57: Caracterizacion de fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia
dermatan sulfato por electroforesis SDS-PAGE. Comparacion con la fraccion de
euglobulinas estandar.

T del gel concentrador 4 %, T del separador 8 %.

Perfil electroforético de la fraccion de euglobulinas control (E-control) y euglobulinas
precipitadas en presencia de 250 pg/ml de dermatan sulfato de bajo (E-DSB) o 50 pg/ml de
dermatan sulfato de alto peso molecular (E-DSA). Se sembr6 igual volumen de las tres

fracciones en estudio.
1 2 3 4 5 6 7

Calles:
1 - Plasma. _— e — - T
2 - E - control. ----

3 -E-DSB 250 pg/ml. .

4 -E - DSA 50 pg/ml. ;

5 - Marcadores de peso molecular
(212, 170, 116, 76 y 53 kDa)

6 - Plasmindgeno estandar.

7 - Fibrin6geno estandar.

Por otro lado, en la figura 58 se presenta el patron electroforético para las fracciones de
euglobulinas control y las obtenidas en presencia de 50 pg/ml de DSA y 250 ug/ml de
DSB tratadas con 2-ME.

Puede notarse que el aumento de intensidad de bandas observado principalmente para la
fraccion de euglobulinas DSA se encuentra asociado a las bandas correspondientes al

fibrindgeno. Este resultado coincide con los datos presentados previamente, con referencia



al aumento de la concentracion de fibrindgeno en las fracciones de euglobulinas-dermatan

sulfato.

Figura 58: Caracterizaciéon de fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia
dermatan sulfato por electroforesis SDS-PAGE con 2-ME. Comparacién con la fraccion de
euglobulinas estandar.

T del gel concentrador 4 %, T del separador 8 %.

Perfil electroforético de la fraccion de euglobulinas control (E-control) y ecuglobulinas
precipitadas en presencia de 250 pg/ml de dermatan sulfato de bajo (E-DSB) o 50 pg/ml de
dermatan sulfato de alto peso molecular (E-DSA). Se sembr6 igual volumen de las tres
fracciones en estudio. Todas las muestras fueron tratadas con 2-mercaptoetanol (2-ME).

1 2 3 4 5 6 7

Calles:
1 - Plasma. —
2 - E - control. [—
3 -E-DSB 250 pg/ml.
4 - E - DSA 50 pg/ml. -—
5 - Marcadores de peso molecular -

(212, 170, 116, 76 y 53 kDa) T .

—
6 - Plasmindgeno estandar. | = Jp— -

7 - Fibrinogeno estandar.

Los resultados obtenidos indican que estaria favorecida la precipitacion de euglobulinas

en presencia de dermatdn sulfato, sin modificarse el patron de proteinas precipitadas.



DISCUSION GENERAL

El objetivo general de esta tesis es evaluar la accion del dermatan sulfato sobre el sistema
fibrinolitico. Como la fibrina es el sustrato final de la reaccion litica y sus caracteristicas
también determinan la velocidad global del proceso, en una primera etapa se estudio el
efecto del dermatéan sulfato sobre la formacion y estructura de la red de fibrina y se evaluo
codmo las caracteristicas de las redes de fibrina obtenidas en presencia de dermatan sulfato
influian en su lisabilidad.

En una segunda etapa se estudio el efecto del dermatdn sulfato sobre la actividad
fibrinolitica, evaluando la lisis de un coagulo formado a partir de sangre entera y fraccion
plasmatica de euglobulinas, producto del balance entre la accion de los activadores e

inhibidores fibrinoliticos y las caracteristicas de la red.

EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA FORMACION,
ESTRUCTURA Y LISABILIDAD DE REDES DE FIBRINA PLASMATICA

La formacion y estabilizacion de la red de fibrina es el proceso por el cual el fibrindgeno
soluble es convertido en un gel de fibrina insoluble por accion de trombina y FXIIla. Este
proceso ocurre en tres etapas: clivaje de los fibrinopéptidos A y B del fibrindgeno por
accion de trombina, polimerizacion de los mondémeros de fibrina y estabilizacion covalente
de la red por accion del FXIIla.

En los estudios de formacion de fibrina por recalcificacion del plasma y por agregado de
trombina realizados in vitro, se evaluaron por espectrofotometria las etapas de liberacion
de fibrinopéptidos y polimerizacion de los monodmeros para formar el gel de fibrina.

Con el objetivo de caracterizar la accion anticoagulante del dermatan sulfato, se evalud su
efecto via interaccion con el cofactor II de la heparina presente en el plasma y se determind
el aspecto de las curvas de fibrinoformacion obtenidas.

En todas las concentraciones ensayadas el dermatan sulfato presentd accion anticoagulante,
siendo mayor el efecto observado en presencia de DSA que en presencia de DSB para la
misma concentracion estudiada. El efecto del dermatdn sulfato sobre la formacion de
fibrina plasmatica se caracterizo por aumento de la fase de latencia, disminucion de la
velocidad de fibrinoformacion, prolongacion del tiempo de coagulacion y disminucion de

la densidad 6ptica maxima.



Los parametros fase de latencia, velocidad de fibrinoformacién y tiempo de coagulacion
caracterizan la cinética de fibrinoformacion producto de la accion de trombina sobre el
fibrindgeno; por lo tanto, el efecto observado representa la inhibicion de la actividad de
trombina debido a la interaccion DS-CH II-trombina y la expresion del conocido efecto
anticoagulante del dermatan sulfato. Por otro lado, como la densidad Optica maxima esta
relacionada con la estructura tridimensional de la red formada, el efecto observado estaria

indicando la formacién de una red de fibrina mas abierta y transparente.

Las caracteristicas de la red de fibrina dependen de varios factores: temperatura, pH, fuerza

(146) (147) (148)

i6nica del medio “**, iones calcio “*”, concentracion de fibrindgeno y trombina

y

(49" en particular de los inhibidores de

presencia de otras proteinas plasmaticas
trombina"*?,

Se evaluo el efecto del dermatan sulfato sobre la estructura tridimensional y la rigidez de la
red de fibrina formada a partir de un pool de plasma, por agregado de una cantidad
estandarizada de trombina y cloruro de calcio.

Para evaluar la rigidez de la red de fibrina formada en presencia de dermatan sulfato, se
realizaron ensayos de compactacion. En el caso de geles de fibrina la compactacion
depende de la resistencia a la ruptura de la estructura de la red y del tamafio del
compartimiento liquido limitado por esa estructura. En particular, la fibrina que muestra
mayor grado de compactacion se considera formada por fibras mas fragiles o separadas por
grandes poros V. Las geles de fibrina formados en presencia de dermatan sulfato
resultaron mas facilmente compactables. Estos geles presentarian una estructura de la red
constituida por fibras mas fragiles y sensibles a la ruptura por efecto de fuerzas externas,
separadas por compartimientos liquidos mas grandes.

Se caracterizé la estructura de redes de fibrina por microscopia electronica. Se evalu6 el
porcentaje de red, el numero de fibras por campo y las dimensiones de las fibras. Las redes
formadas en presencia de dermatéan sulfato presentaron igual densidad de fibras, mas largas
y delgadas que las fibras control, resultando una arquitectura més abierta.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en los estudios de fibrinoformacion en los
que, la disminucién de la densidad optica final de la red de fibrina formada en presencia de
dermatan sulfato, sugeria una estructura mas abierta y transparente. Es sabido que al
aumentar la concentracion de trombina (entre 0,05 y 0,5 U/ml) la red de fibrina aumenta su
ramificacion y densidad de fibras **?. Teniendo en cuenta que el dermatan sulfato potencia

la inhibicion de trombina mediada por el cofactor II de la heparina, durante la formacion de



fibrina en presencia de dermatan sulfato hay menor actividad de trombina que en el ensayo
control, pudiéndose explicar por este mecanismo la generacion de una red de fibrina mas

abierta.

Es conocido que la velocidad de fibrinolisis esta relacionada con el tamafio de las fibras y
la arquitectura de la red de fibrina ", Teniendo en cuenta que la plasmina corta
transversalmente fibras individuales, dentro de un mismo gel, las fibras delgadas se lisan
mas rapidamente que las gruesas **. Por otro lado, las redes de estructura abierta se lisan
antes que las de estructura densa a causa de la reducida cantidad de fibras por unidad de
volumen y la movilidad facilitada de los componentes fibrinoliticos ¥,

Por lo tanto, teniendo en cuenta las caracteristicas observadas en las redes formadas en
presencia de dermatan sulfato, podria plantearse que estas redes serian mas susceptibles a
la lisis.

Para evaluar esta hipotesis se disefid una prueba de coagulacion y fibrinolisis en dos
etapas y se evaluo6 la lisabilidad de redes de fibrina plasmatica formadas en presencia de
dermatan sulfato. Se decidi6 utilizar u-PA como activador de plasminogeno debido a que
no presenta afinidad por fibrina, ya que la eficiencia de la fibrina como cofactor de la
activacion de plasmindgeno también depende de la arquitectura de la red .

Se observo que las redes formadas en presencia de dermatan sulfato se lisaban mas
rapidamente que las redes control. Estos resultados apoyan la hipétesis de que el dermatan

sulfato tiene efecto pro-fibrinolitico.

Existen pocos reportes respecto del estudio del efecto del dermatdn sulfato sobre la
estructura de la fibrina. En particular, Jones y Gabriel "> han estudiado el efecto del
dermatan sulfato como componente de la membrana basal subendotelial sobre la estructura
de la red de fibrina. Si bien las metodologias utilizadas fueron diferentes a las empleadas
en esta tesis, los resultados obtenidos fueron coincidentes. Reportaron la formacion de
fibras mas delgadas en presencia de dermatan sulfato, mediante la determinacion por
estudios turbidimétricos de la disminucion de la relacion masa/longitud (M) en
comparacion con redes controles. Cabe sefialar que, si bien estudiaron un rango amplio de
concentraciones (100 a 6000 pg/ml) de dermatan sulfato de alto peso molecular (20 kDa),

¢éstas fueron siempre muy superiores a las utilizadas en esta tesis (4pg/ml).



Entre sus conclusiones, los autores plantean que la influencia de los componentes de la
membrana basal sobre la estructura de la fibrina, se vincularia con la modificacion de las
propiedades mecanicas y la permeabilidad de los geles de fibrina obtenidos.

Al respecto, en esta tesis se determind que la fibrina obtenida en presencia de dermatan
sulfato resultaba mas facilmente compactable que la fibrina control, verificando la relacion

entre la estructura y las propiedades mecanicas de la red.

No se dispone de otros reportes vinculados con la influencia del dermatan sulfato sobre la
fibrina, aunque resultados semejantes a los presentados en esta tesis se han reportado con
otros GAGs.

Respecto de la cinética de fibrinoformacion, con heparina de bajo peso molecular "°® han
sido reportados resultados similares a los obtenidos con dermatan sulfato.

Respecto de la estructura de la fibrina, coincidiendo con nuestros resultados, se ha
publicado que las redes obtenidas en presencia de heparina de bajo peso molecular
evaluadas por microscopia confocal, resultaron mas porosas y formadas por fibras mas
delgadas que las control “*”, Resultados similares también fueron obtenidos con heparina
no fraccionada, las redes fueron mas porosas aunque formadas por fibras mas

gruesas“”’lsg)

. Ademas, a partir de ensayos turbidimétricos, se ha reportado que en
presencia de heparina de bajo peso molecular y heparan sulfato *° la fibrina formada fue
mas abierta, constituda por fibras mas delgadas.

Respecto de la relacion estructura-lisabilidad de la fibrina, en presencia de decorin
(proteoglicano de dermatan sulfato) se obtuvieron redes con fibras mas delgadas, cuya lisis
inducida por t-PA result6 acelerada >,

Por otro lado, codgulos formados en presencia de heparina de bajo peso molecular,
resultaron menos ramificados y con poros mas grandes que los controles '*”. Los autores
concluyen que el incrementando observado en la velocidad de lisis de esas redes se debe a
que la elevada porosidad de la red condujo a una mejor disponibilidad de t-PA dentro de la

fibrina.

Resumiendo, se ha demostrado que las redes formadas en presencia de dermatan sulfato
son mas fragiles y sensibles a ruptura por efecto de fuerzas externas, constituidas por
compartimentos liquidos mas grandes determinados por una arquitectura mas abierta,

caracterizada por igual densidad de fibras, mas largas y delgadas que las fibras control. En



particular, estos resultados se explican teniendo en cuenta que el dermatan sulfato potencia
la inhibicion de trombina mediada por el cofactor II de la heparina.

Teniendo en cuenta las caracteristicas observadas en las redes formadas en presencia de
dermatan sulfato y, considerando que la velocidad de fibrinolisis estd relacionada con el
tamano de las fibras y la arquitectura de la red de fibrina, se plante6 que estas redes serian
mas susceptibles a la lisis. Se corrobor6 la hipotesis planteada debido a que se observo que
la lisis mediada por u-PA de redes formadas en presencia de dermatan sulfato resulté mas
rapida que la lisis de redes control.

En funcién de los resultados obtenidos proponemos que, debido al efecto potenciador de la
inhibicion de trombina mediada por el cofactor II de la heparina, el dermatan sulfato no
solo actia como regulador de la actividad de trombina, sino ademds actuaria como

modulador de la estructura de la fibrina y su lisabilidad.

EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE EL TIEMPO DE LISIS DEL
COAGULO DE SANGRE ENTERA DILUIDA Y EL TIEMPO DE LISIS DE
EUGLOBULINAS

El tiempo de lisis del codgulo formado a partir de la sangre entera diluida depende
principalmente de los niveles de fibrindgeno, factor XIII, plasminégeno y del equilibrio
entre los activadores e inhibidores del sistema fibrinolitico. Por lo tanto, si los niveles de
fibrindgeno, factor XIII y plasmindgeno son normales y constantes, el tiempo de lisis
depende fundamentalmente del equilibrio entre t-PA y PAI-1, ya que al diluir la sangre se
minimiza el efecto del principal inhibidor de la plasmina (a,-antiplasmina).

Se observo una disminucion del tiempo de lisis en funcidon del aumento de la concentracion
de dermatan sulfato y el efecto fue mayor en presencia de DSA que DSB para la misma
concentracion estudiada.

Si bien se realizaron agregados ex vivo, se utilizaron concentraciones bajas de dermatan
sulfato (entre 0,2 y 10 pg/ml) dentro del orden de los niveles plasmaticos obtenidos por
tratamientos farmacologicos . Estos resultados coincidirian con los obtenidos en
modelos animales de trombosis, donde el dermatan sulfato ademas de inhibir la formacion
y el crecimiento del trombo, ha mostrado reducir el peso del trombo formado en funcion

del tiempo y la dosis .



En el ensayo de lisis del coagulo de sangre entera diluida con agregado de dermatan sulfato
ex vivo se observo un efecto pro-fibrinolitico asociado a una disminucion del tiempo de
lisis en funcién del aumento de la concentracion de dermatan sulfato. Si bien, los
resultados obtenidos pueden deberse a un efecto neto sobre la activacion del sistema
fibrinolitico, no puede descartarse que el efecto observado sea una consecuencia del efecto
anticoagulante del dermatan sulfato, ya que en esta prueba estan presentes todos los
componentes plasmaticos y en funcion de los resultados anteriormente presentados, la
interaccion DS-CH II puede modificar la actividad de la trombina agregada y la estructura

final del coagulo.

En la prueba de lisis de euglobulinas, la dilucién y acidificaciéon del plasma produce la
precipitacion de la fraccion proteica de euglobulinas (que contiene principalmente
fibrindgeno, plasmindgeno y los activadores del plasminogeno) y mediante este
procedimiento se eliminan los inhibidores del sistema fibrinolitico (PAI-1 y o0»-
antiplasmina). Por lo tanto, se evaltia fundamentalmente la activacion de la fibrinolisis.
Teniendo en cuenta todos los resultados hasta ahora presentados en esta tesis, el dermatan
sulfato modifica la actividad de trombina, influenciando la estructura y lisabilidad de la
fibrina. Por lo tanto, tiene un efecto pro-fibrinolitico asociado a su conocido efecto
anticoagulante. Ademads, se demostré por método amidolitico que el dermatdn sulfato
potencia la activacion del plasmindégeno mediada por u-PA y t-PA, de modo que a se
plante6 un efecto pro-fibrinolitico independiente de su rol anticoagulante.

El objetivo del ensayo de lisis de euglobulinas fue evaluar la activacion fibrinolitica por

método coagulométrico.

Lisis de euglobulinas estandar en presencia de dermatdn sulfato:

Se observo un efecto pro-fibrinolitico asociado a una disminucion del tiempo de lisis en
presencia de dermatan sulfato. Debido a que se realizd una adaptacion de la técnica
original para evaluar la etapa de fibrinoformacion por espectrofotometria, se pudo
descartar el efecto anticoagulante del dermatan sulfato en este ensayo y, por lo tanto,
concluir que el efecto pro-fibrinolitico observado podria deberse a un efecto sobre la
activacion del sistema fibrinolitico.

Particularmente, teniendo en cuenta que el principal activador de plasmindgeno vascular es

el t-PA, se podria relacionar el efecto pro-fibrinolitico observado a un aumento de la



activacion de plasminogeno por t-PA. Este resultado concuerda con los resultados

obtenidos por método amidolitico.

Lisis de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatdn sulfato:

Se precipitd la fraccion de euglobulinas en presencia de diferentes concentraciones de
dermatén sulfato y se evalud el tiempo de lisis por espectrofotometria.

En la etapa de fibrinoformacion sélo la curva asociada a la precipitacion con 50 ug/ml de
DSA presento caracteristicas que correspondieron a un efecto anticoagulante, por lo tanto
se excluy6 del analisis final. Por otro lado, las curvas de fibrinoformacion asociadas a las
fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de DSB (10 a 250 pg/ml) y DSA (10
a 25 pg/ml), se observdo aumento de la fase de latencia, de la velocidad de
fibrinoformacion, del tiempo de coagulacion y de la densidad optica maxima. Teniendo en
cuenta que estas caracteristicas coinciden solo parcialmente con el efecto anticoagulante
del dermatéan sulfato determinado previamente en ensayos de fibrinoformacion, todas las
curvas fueron consideradas para el analisis de la etapa de lisis.

Se confirm6 la presencia de mayores niveles de fibrindgeno en las fracciones de
euglobulinas precipitadas en presencia de dermatdn sulfato, lo que explicaria la
observacion de un aumento de la velocidad de fibrinoformacion y de la densidad optica
final, y no se detectaron niveles de AT III y CH II en ninguna de las fracciones de
euglobulinas analizadas. En particular, los resultados obtenidos indican que las redes
formadas a partir de las fracciones de euglobulinas-dermatan sulfato serian més densas y
cerradas que las redes formadas a partir de la fraccion de euglobulinas-control.

Respecto de la etapa de lisis, se observo una disminucion significativa del tiempo de lisis
en presencia de 50 pg/ml de DSA y 100 y 250 pg/ml de DSB. Paralelamente, se observé
un aumento de los niveles de PDF y dimero D. Ademas, se confirmé la presencia de
mayores niveles de plasminégeno en las fracciones de euglobulinas precipitadas en
presencia de DS.

Se determind el patron electroforético por SDS-PAGE para las fracciones de euglobulinas
control y las obtenidas en presencia de 50 pg/ml de DSA y 250 pg/ml de DSB. Los
resultados obtenidos indican que estaria favorecida la precipitacion de euglobulinas sin
modificarse el patron de proteinas precipitadas.

Por lo tanto, teniendo en cuenta que se descartd la presencia de AT IIl y CH II en las
fracciones de euglobulinas- dermatéan sulfato, que las redes de fibrina formadas a partir de

estas fracciones serian mas densas y cerradas (principalmente debido al aumento de los



niveles de fibrindgeno) y que se observd una disminucion del tiempo de lisis final de
euglobulinas, se puede concluir que el dermatan sulfato tendria accion pro-fibrinolitica
independiente del efecto anticoagulante.

Por otro lado, aunque de manera indirecta, se podria descartar que el dermatan sulfato
afecte el entrecruzamiento de la red por factor XIlIa, ya que se observaron niveles de PDF

y dimero D semejantes y proporcionales al aumento de fibrindgeno.

Resultados relacionados con el efecto del dermatdn sulfato en el tiempo de lisis de
euglobulinas fueron presentados por otros autores. Coincidiendo con nuestros resultados,
Onaya et al. presentaron estudios in vitro, en los que el agregado de dermatan sulfato (5 y
50 pg/ml) a una solucion de euglobulinas preparada por método convencional, producia un
acortamiento significativo del tiempo de lisis. Los autores concluyeron que debido a que 5
pg/ml de dermatan sulfato no influenciaba el APTT (Tiempo de tromboplastina parcial
activado) ni el TP (Tiempo de protrombina) y que 50 pg/ml afectaba levemente el APTT y
el T"P, sus resultados indicarian que el dermatan sulfato tendria efecto pro-fibrinolitico*".
Por otro lado, Colucci et al. ® en un modelo experimental de trombosis venosa en
conejos, detectaron que la actividad fibrinolitica de la fraccion de euglobulinas plasmatica
aumentaba rapidamente luego de la administracion endovenosa de dermatan sulfato. Sin
embargo, debido a que no pudieron detectar variaciones en la actividad de t-PA o PAI-1 en
esos plasmas, concluyeron que los efectos observados se debian a un “artefacto”
relacionado con la técnica de precipitacion. Los autores también realizaron ensayos
controles agregando dermatan sulfato (100 pg/ml) antes y después de la precipitacion de la
fraccion de euglobulinas a partir de un pool de plasma de conejo y solamente recuperaron
el efecto pro-fibrinolitico cuando el agregado fue realizado previamente a la precipitacion.
Es interesante destacar, que a pesar de no presentar los resultados en el trabajo, sefialaron
que las fracciones de euglobulinas obtenidas a partir de plasma normal o suplementado con
dermatéan sulfato, no mostraron diferencias en el patron o intensidad de bandas de lisis por
zimografia en placa de fibrina. En particular, estos resultados coincidirian con nuestra
observacion de que el patron de proteinas precipitadas no se encuentra modificado.

Con respecto al efecto de otros GAGs en la precipitacion de euglobulinas, Bertolesi ef al.
(139 reportaron que el agregado de heparina inmediatamente antes o después de obtener la
fraccion de euglobulinas no mostré6 cambios en el patron y actividad de bandas por

zimografia en placa de fibrina.



Resumiendo, se observé un efecto pro-fibrinolitico asociado a una disminucion del tiempo
de lisis de euglobulinas en presencia de dermatan sulfato. Debido a que se descarto el
efecto anticoagulante y, teniendo en cuenta que el principal activador de plasmindgeno
vascular es t-PA, se podria relacionar el efecto pro-fibrinolitico observado a un aumento de
la activacion de plasmindgeno por t-PA y/o al aumento de los niveles de plasminogeno
detectados en los precipitados.

Por lo tanto, en el ensayo de lisis de euglobulinas se evaluo la activacion fibrinolitica por
método coagulométrico, confirmando los resultados obtenidos por método amidolitico y
concluyendo que el dermatdn sulfato tendria efecto pro-fibrinolitico independiente del

conocido efecto anticoagulante.



ESTUDIO DEL EFECTO DEL DERMATAN
SULFATO SOBRE LA CELULA ENDOTELIAL

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la célula endotelial in vitro
evaluando la sintesis y expresion de componentes fibrinoliticos en cultivo de

celulas endoteliales.



EFECTO DEL DERMATAN SULFATO SOBRE LA CELULA

ENDOTELIAL

Se evaluo el efecto del dermatan sulfato de alto peso molecular sobre la expresion del
activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y de su inhibidor (PAI-1) en la célula endotelial.
Se utilizé la linea celular 1G11, proveniente de células endoteliales de la microvasculatura
aisladas de pulmoén de raton BALB/C, las cuales presentan morfologia tipo “cobblestone”
y expresan constitutivamente CDs;, CDs4, VE-caderina, ICAM-1, VCAM-1 y P-selectina.
La experiencia se realizO como se resume a continuaciéon (Ver detalles en la seccion
Materiales y Meétodos: Evaluacion del efecto del dermatan sulfato sobre la célula
endotelial.

Las células se dejaron pegar a las placas de Petri durante 2 horas y luego fueron
estimuladas con DSA de modo que la concentracion final en la placa resultara 4 pg/ml.
Como control se reemplazo la solucion de DSA por solucion fisiologica. Cada ensayo fue
realizado por sextuplicado.

Después de 19 horas de incubacion se recogieron los sobrenadantes y las células fueron
despegadas mecanicamente y lisadas por shock térmico.

Se determind la actividad de t-PA y PAI-1 en los sobrenadantes y en los lisados celulares

por método amidolitico.

Se observo que el DSA en la concentracion ensayada, no produjo variaciones significativas

sobre los niveles intracelulares ni en la liberacion de t-PA y PAI-1 (tabla 28).

Tabla 28: Efecto del dermatan sulfato sobre la sintesis y expresion de t-PA y PAI-1 en
cultivo de célula endotelial 1G11.

t-PA (U/ml) PAI-1 (U/ml)
sobrenadante células sobrenadante células
DSA (4 pg/ml) 0,3+0,1 2,7+0,2 229+1,1 41+1,1
Control (SF) 0,4+0,1 2,6+0,2 21,2+£2,0 34+1,3

Determinacion de t-PA y PAI-1 por método amidolitico, en sobrenadante y lisados celulares.
Se indican los resultados expresados como media + desvio estandar (n = 6).

Los niveles de t-PA y PAI-1 en presencia de DS respecto del control no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (fest de Mann-Whitney, un p valor < 0,05).

Para la determinacién de t-PA en los lisados celulares se realiz6 un tratamiento acido para

evitar que el t-PA sea rapidamente complejado por PAI-1, mientras que este tratamiento no



pudo realizarse en los sobrenadantes debido a que el cultivo celular requiere un medio
especial para su desarrollo. Por lo tanto, si bien los niveles de t-PA medidos en los
sobrenadantes podrian ser falsamente menores que los reales, no se detectaron diferencias
por estimulacion con DSA.

Fisiologicamente, los niveles plasmaticos de t-PA libre raramente son mayores a 0,5 U/ml
debido a que la mayor parte circula unido a PAI-1 y los niveles antigénicos circulantes de
PAI-1 son variables y estan entre 1 a 40 U/ml. Por lo tanto, los niveles de t-PA y PAI-1
detectados en cultivo celular son del orden de los niveles plasmaticos de estos
componentes fibrinoliticos.

Estos resultados representan una primera etapa dentro de la evaluacion del efecto del

dermatan sulfato sobre la célula endotelial.



DISCUSION

Estudios en diferentes modelos experimentales animales, han evidenciado que el dermatan
sulfato previene la trombosis venosa, inhibiendo la formacién y el crecimiento del trombo
y, reduciendo el peso de un trombo formado en funciéon del tiempo y la dosis. Como
mecanismo de acciéon se ha propuesto que la prevencion de la formacion del trombo
mediada por dermatén sulfato se deberia a su efecto inhibitorio de la coagulacion, mientras
que la reduccion del peso del trombo se deberia principalmente a un mecanismo
independiente del anticoagulante, probablemente relacionado con el sistema fibrinolitico
endogeno. Sin embargo, debido a que el tratamiento con dermatan sulfato no ha mostrado
cambios en los niveles plasmaticos de los activadores del plasminogeno o PAI-1, tanto en
modelos animales como en voluntarios humanos sanos, se ha postulado que estaria

involucrado un aumento localizado del proceso fibrinolitico.

En relacion con un posible efecto pro-fibrinolitico localizado, se estudio el efecto del
dermatéan sulfato de alto peso molecular sobre los niveles intracelulares o la liberacion de t-
PA y PAI-1 en cultivo de células endoteliales 1G11. En las condiciones experimentales
utilizadas (4 pg/ml) no se observaron variaciones significativas de la sintesis o expresion
de t-PA y PAI-1.

Si bien los resultados obtenidos en esta tesis no apoyan directamente la hipotesis de que el
dermatan sulfato tendria un efecto localizado sobre el sistema fibrinolitico endogeno,
teniendo en cuenta que se utilizaron concentraciones bajas de dermatdn sulfato, estos
resultados no representarian informacion suficiente para descartar la hipdtesis planteada.
Al respecto, Abbadini et al. "% mostr6 que el dermatan sulfato indujo la liberacion de t-PA
de la célula endotelial in vivo en un modelo de perfusion en ratas, especialmente en los
primeros 2 minutos de infusion. En particular, el efecto fue dosis dependiente entre 0,1 y
0,4 mg/ml de dermatéan sulfato.

Ademads, se ha reportado que el dermatdn sulfato (20 pg/ml) en cultivo de células
endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC), aument? la actividad de t-PA y redujo
la expresion de PAI-1 "7, Otros autores, si bien no observaron diferencias en los niveles
de t-PA, detectaron una reduccion significativamente de la expresion de PAI-1 (%)
Respecto de otros GAGs, en el mismo sistema experimental se observo que la heparina (90
pg/ml) aument6 los niveles de t-PA y redujo los niveles intracelulares de PAI-1, mientras

que heparan sulfato y condroitin sulfato no mostraron efectos significativos °,



Por otro lado, resultados obtenidos en un modelo animal de trombosis inducida por laser,
mostraron que la administracion de dermatdn sulfato inducia la lisis espontanea del
coagulo y que la inyeccion simultdnea de dermatan sulfato y t-PA presentaba un efecto
mayor que el obtenido en presencia de t-PA, observando incluso un aumento en la lisis del
coagulo a dosis que individualmente no habian tenido efecto significativo "°. Los autores
han propuesto que el efecto observado podria deberse a que el dermatan sulfato estimulara
la liberacion de t-PA de la célula endotelial favoreciendo la lisis del coagulo y
representaria un efecto localizado del DS sobre la pared vascular. Este efecto podria ser
considerado como una contribucion adicional a la actividad antitrombotica del dermatan

sulfato y apoyaria la hipotesis anteriormente planteada.

Respecto del nivel de dermatan sulfato seleccionado para este ensayo, se tuvo en cuenta
que si bien, normalmente el dermatan sulfato no se encuentra en circulacion, siendo casi
nulos los niveles plasmaticos detectados en individuos sanos, se han reportado niveles
circulantes de dermatadn sulfato en mujeres embarazadas a término y en pacientes en
hemodidlisis crénica, pacientes quemados y pacientes sépticos, siendo los valores
plasmaticos detectados entre 0,2 y 4 pg/ml %2,

Cabe recordar que el dermatan sulfato nativo es de alto peso molecular y es sintetizado
principalmente por fibroblastos de la matriz subendotelial, donde cumple principalmente
funciones relacionadas principalmente con la difusion de moléculas hidrosolubles,
migracion, proliferacion y adhesion celular. El aumento de dermatan sulfato en circulacion
en pacientes en hemodialisis cronica, pacientes quemados y pacientes sépticos, se deberia
al dafio endotelial producido en las patologias mencionadas. Mientras que, el aumento de

dermatén sulfato en las mujeres embarazadas se deberia a la produccion placentaria %1%,

En las experiencias presentadas previamente demostramos que el DSA, en concentraciones
similares a los niveles detectados en circulacion, presenta efectos anticoagulantes en
ensayos de fibrinoformacion por recalcificacion o agregado de trombina al plasma.
Ademas, se observo que aumenta el grado de compactacion de redes plasmaticas y afecta
su estructura, dando lugar a la formacién de redes mas abiertas constituidas por fibras mas
largas y delgadas, mas fragiles y sensibles a la ruptura por fuerzas externas. Se demostrd
que esas redes eran lisadas mas facilmente. En conjunto estas caracteristicas de la red de

fibrina formada en presencia de DSA indicarian que el dermatan sulfato tiene un efecto



pro-fibrinolitico, asociado a su efecto anticoagulante como potenciador del cofactor II de la
heparina.

Por otro lado, en los estudios amidoliticos presentados previamente demostramos que el
DSA potencia la reaccion de activacion de plasmindgeno por t-PA y u-PA. Ademas, se
observd que la combinacion de DSA y fibrina no presenta efecto adicional sobre la
reaccion de activacion de plasminodgeno por t-PA. Si bien las concentraciones de DSA
utilizadas en estos ensayos no serian comparables a las concentraciones circulantes y estos
resultados fueron obtenidos en sistemas puros, podria especularse que en circulacion el
DSA tendria efecto antitrombdtico y pro-fibrinolitico principalmente mediado por su
accion anticoagulante y no debido a potenciacion directa del sistema fibrinolitico, ya que
no se observo estimulacion de la célula endotelial en las concentraciones en que el DSA
circula en plasma y en presencia de fibrina, el dermatan sulfato no tendria efecto adicional
sobre la conversion de plasmindgeno a plasmina mediada por t-PA, que es el principal

activador vascular.

Por otro lado, centralizando el andlisis en la funcién fisiologica del dermatan sulfato en
mujeres embarazadas, cabe destacar que durante la gestacion normal existe un aumento de
la actividad procoagulante debido al aumento de los factores de coagulacion VII, X, VIII,
fibrinogeno y factor vW; y la disminucién de los inhibidores de coagulacion,
principalmente proteina S, C y antitrombina III "%, Ademas, se han reportado niveles
elevados de dermatan sulfato y de cofactor I de la heparina ™ '®». En particular, se ha
propuesto que el rol fisiologico del sistema CH II incluiria la inhibicion de trombina
extravascular y la regulacion de trombina durante el embarazo > y se han reportado
niveles disminuidos de CH II en mujeres con pre-eclampsia (aproximadamente 50 % del

valor normal en embarazo) ¢

, sugiriendo una relaciéon entre la disminucion de la
actividad de CH 11 y la disfuncién placentaria.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta tesis contribuirian al esclarecimiento del rol
fisiologico del sistema DS-CH II como mecanismo de balance del estado protrombotico
caracteristico en la etapa de gestacion. El dermatan sulfato actuaria no s6lo como sistema
regulador de la actividad de trombina, sino ademas como modulador de la estructura de la

fibrina y su lisabilidad.

Ademas, durante el embarazo el sistema fibrinolitico también se encuentra desbalanceado,

especialmente debido al aumento de los niveles del inhibidor del activador de



plasminogeno placentario o PAI-2 (de 0 a 260 ng/ml) ©?, y ademas debido al aumento de
los niveles de PAI-1 (x 3), u-PA (x 17) y t-PA (x 2) %7, Por otro lado, durante el embarazo
se detectan niveles aumentados de dimero D “*® que no pueden ser explicados teniendo en
cuenta los niveles circulantes de t-PA, u-PA, PAI-1 y PAI-2 que indicarian un arresto de la
fibrinolisis sistémica.

Considerando los resultados obtenidos en esta tesis, una explicacion de los aumentos
progresivos de dimero D durante el embarazo, seria la activaciéon del sistema
plasmindgeno-plasmina mediada por dermatan sulfato. El dermatan sulfato actuaria como
modulador de la fibrinolisis durante el embarazo potenciando la activacion de
plasmindgeno principalmente por u-PA.

En relacion con un rol especial del sistema Plg-u-PA, se ha propuesto que el u-PA y su
receptor (u-PAR) tendrian un rol central en la protedlisis dependiente de plasmina durante
el desarrollo del embarazo. Los niveles de u-PA y u-PAR en tejidos gestacionales (placenta
y membranas fetales) serian 100 a 200 veces mayores que los niveles detectados en
plasma"®. Ademas, en mujeres con pre-eclampsia se han detectado niveles elevados de t-
PA, niveles bajos de PAI-2 y niveles no modificados de u-PA y PAI-1 en comparacion con
mujeres con embarazo normal, asociando este patrén de componentes fibrinoliticos a

disfuncion endotelial e insuficiencia placentaria 7.

Los resultados obtenidos en esta tesis contribuyen a explicar el rol fisiolégico de dermatan

sulfato, principalmente durante el embarazo:

v formando parte del sistema DS-CH II-trombina, el dermatan sulfato actuaria como
modulador del estado protrombotico caracteristico en la etapa de gestacion, actuando no
solo como sistema regulador de la actividad de trombina, sino ademds como modulador
de la estructura de la fibrina y su lisabilidad.

v potenciando la activacion de plasmindgeno por u-PA (DS-Plg-u-PA), actuaria como

modulador de la fibrinolisis durante el embarazo.



CONCLUSIONES



El dermatan sulfato es un glicosaminoglicano sintetizado por fibroblastos de matriz
subendotelial, ampliamente conocido por su accion anticoagulante a través de la
interaccion con el cofactor Il de la heparina para potenciar la inhibicion de trombina.
Ademés, ha sido sugerido que el dermatdn sulfato, aumentaria la actividad fibrinolitica.

La accion pro-fibrinolitica del dermatan sulfato fue reportada por primera vez en el afio
1987, cuando se observd que aumentaba la liberacion de t-PA en un modelo de perfusion
en ratas. Posteriormente, el dermatdn sulfato fue asociado a la reduccion del peso del
trombo en modelos animales de trombosis, y se sugirié un mecanismo independiente de su
accion anticoagulante para explicar este efecto. Ademads, se reportd que la reduccion del
peso del trombo era independiente de la inhibicion del crecimiento del mismo y que este
efecto era atenuado significativamente por tratamiento con inhibidores de fibrinolisis, y se
propuso que el sistema fibrinolitico estaria involucrado. Sin embargo, no pudo demostrase
que por administracion endovenosa de dermatan sulfato aumentara la actividad fibrinolitica
sanguinea, ni se modificaran los niveles plasmaticos de los activadores o inhibidores del
plasminogeno. Por lo tanto, el efecto pro-fibrinolitico propuesto fue asociado a un
fenémeno localizado, probablemente relacionado con un aumento local del sistema
fibrinolitico enddgeno; aunque el mecanismo molecular que conduciria a la potenciacion

de la disolucion del trombo in vivo, aun no ha sido dilucidado.

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto del dermatan sulfato de alto y bajo peso
molecular sobre el sistema fibrinolitico y contribuir a dilucidar los mecanismos
involucrados en la asociacion planteada entre este glicosaminoglicano y el sistema

plasminogeno-plasmina.

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la actividad de los principales componentes
del sistema fibrinolitico, trabajando con sistemas purificados y sustratos cromogénicos
sintéticos. Se observé un aumento de la activacion de plasminégeno por t-PA y u-PA en
funcion del aumento de la concentracion de dermatin sulfato. Este efecto fue
corroborado a diferentes concentraciones de los activadores. En particular, el uso de
productos de degradacion de fibrina y fibrinogeno (PDF) como control positivo de
estimulacion en la reaccion de activacion por t-PA, permite seiialar que el efecto
mdximo observado en presencia de DSA sobre la activacion de plasminégeno por t-PA y

u-PA resulto de similar magnitud al efecto obtenido en presencia de fibrina sobre la



reaccion de activacion por t-PA, mientras que el efecto del DSB, a la misma
concentracion estudiada, fue de menor magnitud. Ademds, la combinacion de PDF y
dermatdn sulfato no resulto en un efecto adicional sobre la estimulacion de

plasmindégeno por t-PA.

Un mecanismo probable del efecto pro-fibrinolitico observado seria su accidon potenciadora
sobre la activacion de plasmindgeno. Sin embargo, debido a que durante el ensayo de
activacion de plasminogeno se registro la actividad amidolitica de la plasmina formada, el
aumento de la hidrélisis del sustrato S-2251 podria deberse en parte a un aumento de la
actividad de la plasmina generada. Por lo tanto, para asignar con certeza el efecto
observado al proceso de activacion de plasmindgeno se evalud el efecto del dermatan
sulfato sobre la actividad de plasmina y se observo que el dermatdn sulfato no tenia
efecto apreciable sobre la actividad de plasmina.

Ademas, se estudid la conversion de plasmindgeno a plasmina por electroforesis (SDS-
PAGE con Urea). Se comprobo la aparicion mds temprana de la banda correspondiente
a plasmina acompariada de la desaparicion de la banda de plasmindgeno en presencia
de DSA y DSB. Cabe destacar que el efecto observado fue mayor con DSA,

coincidentemente con los resultados de los estudios amidoliticos.

Por otro lado, se consider? la posibilidad de que el dermatan sulfato aumentara la actividad
de los activadores del plasmindgeno. Se observo que el dermatdan sulfato no modifico la
actividad amidolitica de u-PA y que la conversion, por accion de plasmina, de u-PA de
simple cadena (scu-PA o pro-uroquinasa) a doble cadena (tcu-PA o uroquinasa activa)
tampoco fue influenciada por dermatin sulfato. Si bien no se evaluo el efecto de
dermatan sulfato sobre la actividad amidolitica de t-PA, teniendo en cuenta que la
magnitud del efecto del dermatan sulfato en los ensayos de activacion de plasminégeno
por u-PA y t-PA fue similar, podria concluirse que el efecto pro-fibrinolitico observado
no seria atribuible a un aumento de la actividad de los activadores de plasminégeno en

general.

Por lo tanto, debido a que fue descartado que el efecto observado sea atribuido a un
aumento de la actividad amidolitica de plasmina o a un aumento de la actividad de los
activadores de plasmindgeno, se puede concluir que el dermatdn sulfato potenciaria de

manera directa el proceso de activacion de plasminégeno. Seria posible que este efecto se



deba a un cambio conformacional que facilite el acceso de los activadores del
plasmindgeno al sitio de activacion. En particular, esta hipotesis esta basada en el hecho de
que el dermatan sulfato estimuld con similar magnitud la activacion de plasmindgeno tanto
por t-PA como por u-PA. Para evaluar esta hipdtesis se estudié el efecto del dermatan
sulfato sobre la activacion de Lys-Plg por los diferentes activadores utilizados.

Los efectos observados sobre la activacion de Lys-Plg fueron de similar magnitud a los
observados previamente con Glu-Plg. El efecto potenciador observado en presencia de
DSA sobre la activacion de Lys-Plg por t-PA y u-PA resulto de similar magnitud al
efecto obtenido en presencia de PDF utilizados como control positivo de estimulacion en
la reaccion de activacion por t-PA, mientras que el efecto del DSB fue de menor
magnitud. Por lo tanto, la transicion de la forma cerrada a la forma abierta del
plasmindgeno no seria la explicacion del aumento observado sobre la reaccion de
activacion de plasminégeno en presencia dermatdn sulfato y se deberia pensar en algun
otro tipo de cambio conformacional o en una interaccion directa entre el dermatdin

sulfato y los activadores del plasmindégeno.

Por otro lado, se observo que la combinacion de PDF y dermatdn sulfato no resulto en
un efecto adicional sobre la estimulacion de Glu o Lys-Plg por t-PA, sugiriendo que
ambas sustancias compartirian los sitios de union sobre la molécula de t-PA y/o
plasmindgeno y, en particular que ese sitio de interaccion no estaria relacionado con la
porcion N-terminal del plasminégeno. Teniendo en cuenta los sitios de union a fibrina
en las moléculas de plasminogeno y t-PA, se podria especular que los sitios involucrados
en la interaccion con dermatdn sulfato podrian ser los dominios kringle 5 y 1 del
plasmindgeno y los dominios kringle 2 y finger del t-PA.

En funcion de estos resultados, podria plantearse que de modo andlogo al rol propuesto
para la fibrina en el sistema fibrinolitico, el dermatan sulfato podria actuar como una
superficie que permitiera la formacion de un complejo trimolecular, Plg-DS-activador,
facilitando y acelerando la conversion a plasmina.

Sobre la base de un mecanismo templado, podriamos explicar las diferencias observadas
entre el efecto del DSA y DSB. En presencia de un molde o templado corto que no
pudiera unir simultineamente ambas moléculas (plasmindgeno y activador), el efecto
global de potenciacion no podria tener lugar, sin embargo podria detectarse un efecto

parcial debido a la interaccion entre el templado y la enzima o el sustrato. Mientras que,



en presencia de un templado suficientemente largo como para unir la enzima y el
sustrato, la reaccion de potenciacion tendria lugar de manera eficiente.

En particular, esta hipdtesis esta basada en el hecho de que en presencia de DSB el
efecto observado fue de similar magnitud a distintas concentraciones de los activadores,
mientras que en presencia de DSA el efecto potenciador aumenté su magnitud con el
aumento de la concentracion de los activadores. El DSB se uniria solamente a la
molécula de plasminogeno, mientras que el DSA se uniria simultineamente al

plasmindgeno y al activador (tanto u-PA como t-PA).

Se estudio el efecto del dermatan sulfato sobre la reaccion de activacion de plasmindgeno
(Glu-Plg y Lys-Plg) mediada por el activador exdgeno estreptoquinasa (SK). Teniendo en
cuenta que el mecanismo de activacion por SK es diferente al mecanismo mediado por t-
PA y u-PA, el anélisis de estos resultados nos permitié evaluar los planteos realizados
sobre el mecanismo de accion del dermatdn sulfato en la etapa de activacion de
plasminogeno.

Se observo que el DSB potencio la activacion de Glu-Plg por SK y que el DSA inhibio la
reaccion, ambos efectos fueron de manera concentracion dependiente.

Es sabido que durante la reaccion de activacion de plasminégeno por SK todos los
dominios de la molécula de SK participan en la formacion del complejo con
plasmindgeno. Por lo tanto, teniendo en cuenta la diferencia entre el efecto observado
en presencia de DSA y DSB, podria descartarse la interaccion directa entre SK y
dermatan sulfato, ya que en ese caso ambas formas de dermatdan sulfato deberian haber
tenido el mismo efecto. Ademads, como el efecto de DSB fue de similar magnitud a las
diferentes concentraciones del activador utilizadas, podria plantearse que la interaccion
seria con la molécula de plasmindégeno. Por otro lado, en funcion de estos resultados,
podria proponerse que la interaccion DS-PIg no seria sobre el sitio de union a SK en la
molécula de plasmindgeno (kringle 5), ya que en ese caso ambas formas de dermatdin
sulfato hubieran afectado la formacion del complejo de activacion. Incluso, seria
probable que el dermatdan sulfato interaccione con la molécula de plasminégeno en un
sitio distinto pero cercano al sitio de union a SK, de modo que el DSA por su longitud
interferiria en la formacion del complejo de activacion mientras que el DSB al tener
menor longitud no afectaria esta etapa de la reaccion.

En particular, la propuesta de que el dermatdin sulfato interacciona con el

plasmindégeno esta sustentada por los datos obtenidos en los ensayos de activacion de



plasmindégeno por u-PA y t-PA. Ademas, teniendo en cuenta que los efectos combinados
dermatan sulfato/PDF no resultaron aditivos se habia propuesto que estarian
involucrados los mismos sitios de union a fibrina (kringle 5 y 1). Integrando estos
resultados con los obtenidos en el estudio de activacion de plasmindgeno por SK, podria
especularse que el dermatan sulfato se uniria al plasminégeno a través del dominio

kringle 1.

Los efectos observados sobre la reaccion de activacion de Lys-Plg por SK fueron de
similar magnitud a los observados previamente con Glu-Plg. Estos resultados coinciden
con los obtenidos previamente en los ensayos de activacion de plasminogeno por u-PA y

t-PA.

En sintesis, el uso de sistemas purificados ha permitido separar el efecto anticoagulante de
las posibles acciones fibrinoliticas del dermatan sulfato y analizar diferentes etapas del
proceso de activacion de la fibrinolisis. Los resultados obtenidos durante los estudios
amidoliticos de activacion de plasmindgeno realizados, apoyan la hipdtesis de que el
dermatan sulfato tiene efecto pro-fibrinolitico. Un mecanismo probable seria su accion

potenciadora de la activacion de plasminégeno por t-PA y uPA

Considerando que la fibrina es el sustrato final de la reaccion litica y sus caracteristicas
también determinan la velocidad global del proceso, se estudié el efecto del dermatan
sulfato sobre la formacion y estructura de la red de fibrina y se evalu6 como las
caracteristicas de las redes de fibrina obtenidas en presencia de dermatan sulfato influian

en su lisabilidad.

Se caracterizd la accion anticoagulante del dermatdn sulfato en ensayos de
fibrinoformacion. Se observo aumento de la fase de latencia, disminucion de la velocidad
de fibrinoformacion, prolongacion del tiempo de coagulacion y disminucion de la
densidad optica maxima, siendo mayor el efecto observado en presencia de DSA que en
presencia de DSB para la misma concentracion estudiada. Los pardametros fase de
latencia, velocidad de fibrinoformacion y tiempo de coagulacion caracterizan la cinética
de fibrinoformacion producto de la accion de trombina sobre el fibrinégeno; por lo

tanto, el efecto observado representa la inhibicion de la actividad de trombina debido a



la interaccion DS-CH Il-trombina y la expresion del conocido efecto anticoagulante del
dermatan sulfato. Por otro lado, como la densidad optica mdxima esta relacionada con
la estructura tridimensional de la red formada, el efecto observado estaria indicando la

formacion de una red de fibrina mds abierta y transparente.

Para evaluar la rigidez de la red de fibrina formada en presencia de dermatan sulfato, se
realizaron ensayos de compactacion. Las geles de fibrina formados en presencia de
dermatan sulfato resultaron mds facilmente compactables. Estos geles presentarian una
estructura de la red constituida por fibras mas fragiles y sensibles a la ruptura por

efecto de fuerzas externas, separadas por compartimientos liquidos mds grandes.

Se caracterizd la estructura de redes de fibrina por microscopia electronica. Las redes
formadas en presencia de dermatdn sulfato presentaron igual densidad de fibras, mads
largas y delgadas que las fibras control, resultando una arquitectura mds abierta. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en los estudios de fibrinoformacion en los que, la
disminucion de la densidad optica final de la red de fibrina formada en presencia de

dermatan sulfato, sugeria una estructura mds abierta y transparente.

Considerando que la velocidad de fibrinolisis estéd relacionada con el tamafio de las fibras y
la arquitectura de la red de fibrina, se evalu¢ la lisabilidad de redes de fibrina formadas en
presencia de dermatan sulfato.

Se observo que la lisis mediada por u-PA de redes de fibrina plasmdtica formadas en
presencia de dermatdn sulfato resulto mas rapida que la lisis de redes control.

Ademas, se observé una disminucion del tiempo de lisis del codgulo formado a partir de
sangre entera diluida en funcion del aumento ex vivo de la concentracion de dermatdin
sulfato. El efecto observado fue mayor en presencia de DSA que DSB para la misma
concentracion estudiada. Si bien, estos resultados pueden deberse a un efecto neto sobre
la activacion del sistema fibrinolitico, no puede descartarse que el efecto observado sea
una consecuencia del efecto anticoagulante del dermatdin sulfato, ya que en nuestros
estudios previos se observo cambios de la estructura de la red de fibrina asociados a un

red mds abierta que consecuentemente resulto mas facilmente lisable.

En sintesis, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que el dermatdn sulfato

modifica la actividad de trombina, influenciando la estructura y lisabilidad de la fibrina.



Por lo tanto, el dermatdan sulfato tiene un efecto pro-fibrinolitico asociado a su conocido

efecto anticoagulante.

Se realizaron ensayos de lisis de euglobulinas fue evaluar la activacion fibrinolitica por
método coagulométrico. Se observe un efecto pro-fibrinolitico asociado a wuna
disminucion del tiempo de lisis de euglobulinas en presencia de dermatdan sulfato.
Debido a que se realizo una adaptacion de la técnica original para evaluar la etapa de
fibrinoformacion por espectrofotometria, se pudo descartar el efecto anticoagulante del
dermatan sulfato en este ensayo y, por lo tanto, concluir que el efecto pro-fibrinolitico
observado podria deberse a un efecto sobre la activacion del sistema fibrinolitico.
Particularmente, teniendo en cuenta que el principal activador de plasmindgeno
vascular es el t-PA, se podria relacionar el efecto pro-fibrinolitico observado a un
aumento de la activacion de plasminogeno por t-PA. Este resultado concuerda con los
resultados obtenidos por método amidolitico.

Por otro lado, se precipito la fraccion de euglobulinas en presencia de diferentes
concentraciones de dermatan sulfato y se evalud el tiempo de lisis de euglobulinas por
espectrofotometria. Los resultados obtenidos en la etapa de fibrinoformacion indicarian
que las redes formadas a partir de las fracciones de euglobulinas-dermatdin sulfato
serian mds densas y cerradas que las redes formadas a partir de la fraccion de
euglobulinas-control. Se confirmé la presencia de mayores niveles de fibrindgeno en las
fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatdn sulfato, lo que
explicaria la observacion del aumento de la velocidad de fibrinoformacion y de la
densidad optica final, y no se detectaron niveles de AT IIl y CH Il en ninguna de las
fracciones de euglobulinas analizadas.

Respecto de la etapa de lisis, se observo una disminucion significativa del tiempo de lisis
en presencia de dermatdn sulfato. Paralelamente, se observo un aumento de los niveles
de PDF y dimero D. Se confirmo la presencia de mayores niveles de plasmindgeno en
las fracciones de euglobulinas precipitadas en presencia de dermatdn sulfato.

Se determino el patron electroforético por SDS-PAGE y se observo que estaria
favorecida la precipitacion de euglobulinas sin modificarse el patron de proteinas
precipitadas.

Resumiendo, se observo un efecto pro-fibrinolitico asociado a una disminucion del

tiempo de lisis de euglobulinas en presencia de dermatdn sulfato. Debido a que se



descarto el efecto anticoagulante y, teniendo en cuenta que el principal activador de
plasmindégeno vascular es t-PA, se podria relacionar el efecto pro-fibrinolitico observado
a un aumento de la activacion de plasminogeno por t-PA y/o al aumento de los niveles
de plasmindgeno detectados en los precipitados. Por otro lado, aunque de manera
indirecta, se podria descartar que el dermatdan sulfato afecte el entrecruzamiento de la
red por factor Xllla, ya que se observaron niveles de PDF y dimero D semejantes y
proporcionales al aumento de fibrinogeno.

Por lo tanto, en el ensayo de lisis de euglobulinas se evalué la activacion fibrinolitica
por método coagulométrico, confirmando los resultados obtenidos por método
amidolitico y concluyendo que el dermatdn sulfato tendria efecto pro-fibrinolitico

independiente del conocido efecto anticoagulante.

Ademas, considerando que se ha postulado que un mecanismo probable de la accidon pro-
fibrinolitica del dermatan sulfato seria un aumento localizado del proceso fibrinolitico, se
estudio su efecto sobre la célula endotelial. En cultivo de células endoteliales 1G11 no se
observaron variaciones significativas de la sintesis o expresion de t-PA y PAI-1. Si bien
estos resultados no apoyan directamente la hipotesis de un efecto localizado sobre el
sistema fibrinolitico, debe tenerse en cuenta que se utilizaron concentraciones bajas de
dermatan sulfato. Por lo tanto, estos resultados no representarian informacion

suficiente para descartar la hipdétesis planteada.

Los resultados de esta tesis demuestran que el dermatdn sulfato tiene efecto pro-
fibrinolitico y contribuyen al esclarecimiento del mecanismo de acciéon de este
glicosaminoglicano sobre el sistema plasminogeno-plasmina. Ademas, permiten plantear

hipotesis sobre el rol fisiologico del dermatan sulfato.



ABREVIATURAS



Se indican por orden alfabético las abreviaturas utilizadas.

Aminoacidos

Ala, A: Alanina
Arg, R: Arginina
Asn, N: Asparagina
Asp, D: Acido aspartico
Cys, C: Cisteina
GIn, Q: Glutamina
Glu, E: Acido glutamico
Gly, G: Glicina
His, H: Histidina
Ile, I: Isoleucina
Leu, L: Leucina
Lys, K: Lisina
Met, M: Metionina
Phe, F: Fenilalanina
Pro, P: Prolina

Ser, S: Serina

Thr, T: Treonina
Trp, W: Triptofano
Tyr, Y: Tirosina
Val, V: Valina

2-ME: 2-mercaptoetanol

0,-AP: 0,-antiplasmina

0,-MG: a,-macroglobulina

Abs: absorbancia

AH: &cido hialurénico

ANOVA: andlisis de la varianza

APSAC: complejo plasmindgeno estreptoquinasa anisolado
AT III: antitrombina III

0;-AT: a;-antitripsina

BAPNA: N-benzoil arginina



Ca ™: i6n calcio

CH II: cofactor II de la heparina

CNBr: bromuro de cianogeno

conc. final: concentracion final

CS: condroitin sulfato

C-terminal: porcion carboxi-terminal

D.O.: densidad optica

D.O. Mix.: densidad Optica maxima

DMEM: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DS: dermatan sulfato

DSA: dermatan sulfato de alto peso molecular

DSB: dermatéan sulfato de bajo peso molecular

EACA: 4icido 6-aminocaproico

ECGS: endothelial cell growth supplement, suplemento para el crecimiento de la célula
endotelial

E-control: euglobulinas precipitadas en presencia de solucion fisiologica
E-DSA: cuglobulinas precipitadas en presencia de DSA

E-DSB: euglobulinas precipitadas en presencia de DSB

EDTA: 4cido dietilentetraminoacético

EGF: epidermal growth factor; factor de crecimiento epidérmico
EPCR: receptor de proteina C en célula endotelial

Estim. Com: estimulador de t-PA comercial

f: factor de potenciacion

Fbg: fibrindgeno

FT: factor tisular

GAGs: glicosaminoglicanos

GalN: galactosamina

GluA: 4cido glutamico

GluN: glucosamina

GLA: residuos Yy carboxilados

Glu-Plg: plasmindgeno nativo, con acido glutdmico N-terminal
Hep: heparina

HMWK: quinindgenos de alto peso molecular

HMW-UK: uroquinasa de alto peso molecular



Ho: hipotesis nula

H1: hipdtesis alternativa

HRGP: glicoproteina rica en histidina

HS: heparan sulfato

hs: horas

HUVEC: células endoteliales de cordon umbilical humano
IdoA: 4cido idurdnico

K: fkringle

KS: queratan sulfato

LBS: lysine binding sites; sitios de union a lisina
LMWK: quinindgenos de bajo peso molecular
LMW-UK: uroquinasa de bajo peso molecular

LE: lisis de euglobulinas

LSE: lisis de sangre entera diluida

Lys-Plg: plasmindgeno con lisina N-terminal

MEB: microscopia electronica de barrido

MF: mondémeros de fibrina

MFf{: monoémeros de fibrina preparados a partir de fibrindgeno purificado
MFp: mondmeros de fibrina preparados a partir de plasma
min: minutos

NS: no significativo

N-terminal: porcion amino terminal

PAI: inhibidor del activador del plasminogeno

PBS: buffer fosfato salino

PC: proteina C

PCa: proteina C activada

PD: productos de degradacion

PDF: productos de degradacion de fibrina y fibrindogeno
pdf: productos de degradacion de fibrinogeno

PDFbg: productos de degradacion de fibrindgeno
PDFbn: productos de degradacion de fibrina

PK: precalicreina

Plg: plasmindgeno

Plm: plasmina



PM: peso molecular

p-NA: 4-nitroanilina

pro-UK: pro-uroquinasa o scu-PA

PS: proteina S

RCL: reactive center loop; sitio reactivo

rt-PA: t-PA recombinante

ru-PA: u-PA recombinante

sct-PA: activador de plasmindgeno de tipo tisular de una sola cadena
scu-PA: activador de plasmindgeno de tipo urinario de una sola cadena
SDS: dodecil-sulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en poliacrilamida SDS

SF: solucion fisiologica

SFB: suero fetal bovino

SK: estreptoquinasa

ti2: tiempo asociado al 50% de la reaccion

TAFI: inhibidor de fibrinolisis activado por trombina

tct-PA: activador de plasmindgeno de tipo tisular de dos cadenas
tcu-PA: activador de plasmindgeno de tipo urinario de dos cadenas
TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil-etilen-diamina

TFPI: inhibidor de la via del factor tisular

TLE: tiempo de lisis de euglobulinas

TM: trombomodulina

t-PA: activador de plasmindgeno de tipo tisular

UK: uroquinasa

u-PA: activador de plasminogeno de tipo urinario

V: velocidad de reaccion

VLE: velocidad de lisis de euglobulinas

Vo: velocidad inicial

VTN: vitronectina

vW: factor von Willebrand

ZPI: inbibidor dependiente de proteina Z
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