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Fundamentos: El receptor endotelial de la proteina C inhibe la via extrinseca de la
coagulacion: bases bioquimicas para el desarrollo de nuevas moléculas
anticoagulantes. El factor Vlla interacciona con el receptor endotelial de la proteina C
(EPCR) a través de su dominio Gla. Planteamos como hipétesis que el EPCR al unirse
al factor Vlla inhibe la via extrinseca de la coagulacion. La caracterizacion del sitio de
unién del EPCR nos permitira generar péptidos con accién igualmente anticoagulante.

Métodos: El tiempo de protrombina (TP) se determind en una mezcla de diez plasmas
normales con concentraciones crecientes de sEPCR o en presencia de péptidos
analogos. Generamos 17 formas mutadas del sEPCR reemplazando por alanina los
aminoacidos elegidos. El analisis de la unién del factor Vlla al EPCR soluble (sEPCR)
y sus variantes se realizé mediante Surface Plasmon Resonance (SPR) capturando el
SEPCR con un anticuerpo no inhibidor. La compatibilidad de la unién simultanea del
factor Vlla al factor tisular soluble (sFT) y al SEPCR se estudié también por SPR
capturando factor Vlla inhibido y biotinilado y comparando su unién al sEPCR en
presencia o ausencia de una inyeccion previa de sFT a 500 nM.

Resultados: El sEPCR alarga el TP de una forma dosis dependiente. El anticuerpo
inhibidor RCR-252 es capaz de revertir el efecto. El efecto anticoagulante del EPCR no
se debe a que la unién del sEPCR al factor Vlla lo desplace del factor tisular. Las
variantes L82A, E86A, R87A, F146A, Y154A, T157A y R158A tienen una capacidad de
interaccionar con el factor Vlla practicamente nula. La interaccién es posible pero ma
débil en el caso de las variantes R81A, V83A, Q85A, Q150A, R156A, Q159A y E160A.
Las variantes P22A y Q149A se unen al factor Vlla con total normalidad.

Conclusiones: El sEPCR inhibe la via extrinseca de la coagulacion, sin afectar al FT,
al unirse al factor Vlla. El sitio de unién del sEPCR al factor VIl esta formado por dos
grupos de residuos: el primero formado por Leu 82, Glu 86 y Arg87 y el segundo por
GIn150, Tyr154 y Thr157. La Arg156 también tiene una implicacion, aunque menor.
Hemos sintetizado un grupo de péptidos, basado en la secuencia de aminoacidos del
EPCR, que tiene un efecto inhibidor de la via extrinseca de la coagulacion.
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