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ORIGINAL
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RESUMEN

Objetivo. Comparar las cinéticas y activaciones, unificar las purificaciones y determinar
las secuencias de los terminales-N de los plasmindgenos Ovis aries y humano. Materiales
y métodos. Los plasmindgenos fueron purificados por el mismo método: cromatografias
de afinidad e intercambio idnico, activados con urocinasa, la secuencia de los terminales-N
se realiz6 por el método de Edman Resultados. La afinidad de la plasmina Ovis aries por
el sustrato cromogénico fue de 0.45 mM, 11.8 veces mayor que la afinidad de la plasmina
humana (5.3 mM). Conclusiones. Se confirma y unifica el método de purificacion de los
plasmindgenos del plasma, para todos los mamiferos. La alta afinidad de la plasmina Ovis
aries confirma una mayor afinidad de las plasminas animales por el sustrato cromogénico,
en comparacion con la plasmina humana.

Palabras clave: Plasmina, Glu-Plasmindgeno, fibrindlisis, urocinasa, cinética. (Fuente: MeSH)

ABSTRACT

Objective. Compare the kinetics and activations, unify the purifications methods and
establish the sequence of the N-terminals of the plasminogens human and Ovis aries.
Materials and methods. The plasminogens were purified by the same methods: affinity and
ion exchange chromatographies, furthermore both plasminogen were activated by human
urokinase and the N-terminals sequence perform by the Edman’s degradation’s method.
Results. The affinity of Ovis aries plasmin for the chromogenic substrate was determined
in 0.45 mM, 11.8 times more affinity that the human plasmin (5.3 mM). Conclusions.
The method of the plasminogens purification and the unification was established for all
mammals. The high affinity of the Ovis aries plasmin confirmed a mayor affinity of animal’s
plasmin to the chromogenic sustrate, compared with the human plasmin.

Key words: Plasmin, Glu-Plasminogen, fibrinolysis, urokinase, kinetics. (Source: MeSH)
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INTRODUCCION

El sistema hemostatico involucra el
mantenimiento de la sangre en un estado
fluido bajo condiciones fisioldgicas y
también reacciona rapidamente frente
a la formacion del coagulo de fibrina. La
trombosis se considera la causa primaria
de ataques al corazén y ocurre cuando
los sistemas de coagulacion y fibrindlisis
pierden su equilibrio natural (1). La
formacién del coagulo puede ser iniciada
por dos vias, la extrinseca y la intrinseca.
La primera, ocurre cuando el factor VII
(FVII), se une al receptor de membrana del
factor tisular (FT) (2). Autoactivandose a
FVII activado (FVIIa), a su vez el complejo
formado FVIIa-FT, activa el factor X (FX),
a FX activado (FXa). La via intrinseca se
inicia por el complejo kalicreina-factor XII,
complejo que a su vez activa el factor XI
(FXI), esta cascada conduce a la activacion
del FX, donde se encuentran ambas vias.
Este ultimo factor se convierte en la llave
enzimatica comun de ambas vias, ademas
en asociacion con el factor V (FV), forman
la protrombinasa, la cual convierte la
protrombina en trombina, estd Ultima
actla sobre el fibrindgeno hidrolizando
los fibrinopéptidos A y B, iniciando asi la
formacion de la malla de fibrina (2).

En la via intrinseca, el FXI es ademas
activado directamente por la trombina
formada, potenciando el sistema de
coagulacién, ya que este a su vez activa
al factor IX (FIX) (3), lo cual finalmente
forma la malla de fibrina.

El sistema fibrindlitico, es dependiente de
la conversion del zimdgeno plasmindgeno
(Plg), a la serino proteasa plasmina
(Pli), por los activadores fisioldgicos
especificos, como el activador del Plg
tipo urocinasa (u-PA), o el activador del
Plg tipo tisular (t-PA) (4). El higado es
el tejido primario que sintetiza el Plg,
sin embargo hay otras fuentes donde ha
sido identificada esta proteina como las
glandulas adrenales, rifiones, entre otros
organos (5). La conversion del Plg a Pli,
involucra el rompimiento de una sola
secuencia (Arg561-Val562), resultando en
la generacion de la Pli, compuesta por dos
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cadenas, una de 561 aminoacidos (a.a.)
pesada (A) y la otra liviana (B) de 230 a.a,
unidas por un puente de disulfuro. La triada
catalitica esta localizada en la cadena B, y
consiste de His603, Asp646 y Ser741. En la
cadena A, se encuentran los sitios de unién
ala lisina (LBS) que van desde el a.a. (Glul
Humano o Aspl animales) hasta Arg561,
las cuales estan unidas por puentes de
disulfuro y son los lugares por los cuales se
fija la Pli a la fibrina especificamente para
degradar el coagulo (6).

El complejo formado entre enzima-sustrato
y la concepcidn del estudio cinético fue
propuesto por Michaelis-Menten (7) y ha sido
estudiada en otros PIgs por Caifias et al (8-9).
Ademas se han realizado estudios sobre las
caracteristicas del Plg bufalino (10).

En este estudio se compara la activacién y
cinética de la Pli Ovis aries con la de la Pli
humana, ampliando los conocimientos sobre
el sistema fibrinolitico de estas especies
mamiferas, contribuyendo a un mejor
manejo de los problemas cardiovasculares,
que cada dia se constituyen en una
patologia que ocupa el primer lugar en el
listado de causas de muerte en muchos
paises del mundo.

El objetivo de este trabajo fue comparar la
cinética y activacién de los Plgs Ovis aries
y humano, relacionando estos parametros
con el funcionamiento del sistema
fibrindlitico de ambas especies.

MATERIALES Y METODOS

Toma y procesamiento de las muestras
de plasma. Este estudio se hizo bajo
las recomendaciones establecidas en la
normatividad sobre investigacion con
seres humanos (Declaracién Universal
de los derechos Humanos, Helsinki-Tokio
y Nuremberg) con el aval del comité de
Bioética de la Universidad de Pamplona. Se
tuvo en cuenta el criterio de la utilizacion
del consentimiento informado a la hora de
la extraccién del plasma, establecido en el
Art, 30, 08430.
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El plasma Humano fue suministrado por
el Hospital Erasmo Meoz de la ciudad de
Cucuta-Colombia, analizado y certificado
libre de enfermedades infecciosas.

La muestra del plasma Ovis aries, fue
tomada con la autorizacién del comité de
Bioética de la Universidad de Pamplona
en la Granja Experimental Villa Marina,
también propiedad de dicha institucion,
por un médico veterinario, siguiendo las
recomendaciones contempladas en él
titulo V del decreto 08430. Se utilizaron
bolsas para extraccion sanguinea con
solucion anticoagulante de citrato, fosfato,
dextrosa y adenina (CPDA-1). A la sangre
obtenida de esta manera, se le afadio
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) disuelto
en dimetil-sulfoxido (DMSO), a una
concentracion final de 1 mM, como inhibidor
de la actividad de las serino proteasas. Las
muestras se mantuvieron refrigeradas y
el plasma separado por centrifugacion a
7.000 r.p.m. durante 15 min. a 4°C.

Reactivos. PMSF, e-amino acido caprioico
(e-ACA) y acido clorhidrico de (Fabroquim),
cloruro de sodio (NaCl), DMSO y acetato
de sodio anhidro de (Riedel-de-Haén),
N,N “-Metilen-bisacrilamida, persulfato de
amonio, B-mercaptoetanol, sodio dodecyl
sulfato (SDS), di-hidrégeno fosfato de
sodio dihidratado de (Merck), lisina-
sefarosa-4p de (Amersham Biosciences),
acido acético concentrado de (Baker),
sustrato cromogénico para Pli Spectrozyme
y urocinasa (u-PA) (110.000 UI/ml) de
(Amdiag). El sustrato cromogénico S-2251,
se disolvidé a una concentracion de 5 mM,
concentraciones crecientes del mismo, el
estandar de peso molecular usado fue:
180 kDa (a2-macroglobulina), 92KDa
(Glu-Plg), 66 KDa (cadena-a, fibrindgeno
humano), 52 KDa (cadena-B, fibrindgeno
humano), 46 KDa (cadena-y, fibrindgeno
humano), 23.8 kDa (Tripsina), y agua tipo I
y III, de los (Laboratorios de Investigacion
en Quimica-Universidad de Pamplona).

Purificacion de los plasminégenos. Los
Plgs de las dos especies fueron purificados
por cromatografia de afinidad y exclusion
segun el método de Cafnas et al (8). En una
columna de 8 x 2.5 cm (Biorad), equilibrada
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con tres volimenes de solucion tampon
de 0.1 M fosfato 0.15 M de NaCl pH 7.3
(PBS), a una velocidad de flujo de 2 ml/
min. Se aplicaron 200 ml de plasma para
cada especie, posteriormente la columna
se lavé con PBS, hasta que la absorbancia
A280 fue < 0.01, se eluyé con 100 ml
de PBS que contenian 0.05M €-ACA vy
colectado en fracciones de 3 ml por tubo, la
concentracion fue determinada utilizando
el coeficiente absorciéon de (€1%)lcm =
1.6 (mol-1 cm-1) (11).

Los Plgs obtenidos, fueron separados
por cromatografia de intercambio idnico
segln el método de Canas et al (8). En
una columna de 5 x 2.5 cm (Biorad),
empacada con 4 ml de DEAE sefarosa y
equilibrada con la solucién tampdn 0.06
M Tris, 0.06M NaCl. 0.02 M HCI pH 8.5
(A). Sé eluyé con un gradiente lineal
usando la solucién tampoén A y 0.07M
Tris, 0.22 M NaCl, 0.06M HCI pH 7.5.(B)
Fue colectada en fracciones de 3 ml a
una velocidad de flujo de 1.5 ml/min.

Analisis electroforético. Las
electroforesis SDS-PAGE se realizaron de
acuerdo al método de Laemmli (12). Las
muestras de Plgs de 5 pg fueron mezcladas
con el buffer de muestra en un volumen 1:1
(vol/vol), fueron tratadas térmicamente
por 5 minutos a 100°C y visualizadas por
tincién de azul brillante de Coomassie.

Transferencia directa de los Pigs
humano y ovis aries a una membrana
de (PVDF). Se tomaron 2 X 2 ul de las dos
proteinas y se diluyeron en 2 X 500 pl de
acido acético al 0.1 %, en agua destilada
tipo I en dos tubos para microcentrifuga.
Se tomaron trozos de membrana PVDF
de un tamafo no mayor a 3 X 3 mm, vy
se humedecieron con metanol al 99%
durante 15 segundos. Se afiadié un trozo
de membrana PVDF totalmente himeda
con metanol, se agité suavemente durante
3 minutos y se mantuvo a una temperatura
de 5 - 80°C agitando de igual manera cada
8-12 horas, luego de 2 dias las membranas
se secaron y se lavaron 2 veces con
metanol en agua destilada al 20%. A las
proteinas se les determind la secuencia
del terminal-N segln el método de Edman
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(13), en la universidad de Ume3 Suecia.

Activacion de los plasmindgenos. Se
utilizé 1 mg para cada uno de los Plgs a
una concentracion de 1 mg/ml y a una
temperatura constante de 37°C, a los
cudles se les adiciond 6.72 pl de u-PA
para una concentraciéon final de 739.2
UI/ml “Solucidén activada”. Sé monitored
espectrofotométricamente (A405) asi: Se
tomaron 8 tubos de sustrato (0.3 mM)
equivalentes a los diferentes tiempos de
incubacién, (0, 1, 3, 6, 9, 15, 25 y 35
minutos), y se les adicionaron 3 pl de la
“Solucién activada”, se dejo reaccionar por
12 segundos, la reaccion se detuvo con
la adiciéon de 10 pl de la solucién tampdn
acetato (BA) 4 M pH 3.8.

Al minuto 35, la activacidén de los Plgs se
detuvo adicionando a las soluciones del
“Plg activado”, 323 ul de glicerol al 100%,
para una concentracién de glicerol final de
25%. La solucion activada, se homogenizé,
fracciond y almacend a -80°C. Se determind
la A405 de las 8 incubaciones, y sé grafico
la A405 vs tiempo de incubacion.

Determinacion de la concentracion de
plasmina. De acuerdo al proveedor del sustrato
cromogeénico, 10 miliabsorbancias (mA,,;) a
379C corresponde a 1nM de Pli (14).

A los tubos con sustrato 0.3 mM, se
les agregé 3 pl de la solucién final
activada y se incubaron por 0, 30 y 60
segundos respectivamente, la reaccion
se detuvo adicionando 10 pl de BA, la
A, . se determind para cada tubo y se

405
determinaron las mA, . /min.

405
Cinética de la plasmina. Se estudia
la cinética de las dos especies de Plis
partiendo de una concentracion comun
(2.7 uM), a una temperatura de 37°C y un
pH 7.3, su actividad se determind por la
velocidad de transformacion del sustrato a
producto, a (A,,;), utilizando las siguientes
concentraciones de sustrato: 0.05, 0.08,
0.10, 0.13, 0.18, 0.25, 0.30 mM, vy
adicionandoles 3 pl de cada Pli, la reaccién
se detuvo con 10 pl de BA, la A405 se
determind y se grafico segun la ecuacién
de Lineweaver-Burk (15).
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RESULTADOS

Analisis electroforético. La pureza
del Plg Ovis aries se determiné mayor al
95% (Figura 1, carril 2) esta banda migra
aproximadamente a la misma altura que
el Plg humano utilizado en el marcador de
peso molecular, carril 1 banda 2 de 92 kDa.

Activacion de los plasminégenos. En
la figura 2, carril 2, se visualiza la clasica
forma de activacion del Plg humano a Pli,
formando las tipicas bandas, A y B a los
35 minutos de incubacién. Se observa
en el mismo carril que al minuto 35, la
conversion del zimdgeno a cadena liviana
y pesada es del 100% en el Plg humano.
Se ve una accion autodegradativa del Plg
Ovis aries carril 3, al comparar con el carril
2 del humano, el Ovis aries al minuto 35,
todavia posee moléculas de Plg por activar
(92 kDa), también se observa en la banda
B y A del plg humano, cierta degradacion
por la misma accion de la Pli, formando
otras bandas diferentes a la A y B (Figura
2 carril 2). La conversién de los Plgs a Pli,

2
s

kDa

1
LA
180 “

92 "sd
LA
ts

23

Figura 1.Electroforesis SDS-PAGE al 10%,
de la purificacion del plg Ovis aries.
Carril 1 marcador de peso molecular
(ver materiales y métodos) carril 2
Plg Ovis aries.
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1 2 3

Figura 2. Electroforesis  SDS-PAGE, 10%,
activacion de los Plgs humano y Ovis
aries a Pli. Carril 1, marcador de peso
molecular, carriles 2 y 3, Plis humano
y Ovis aries, respectivamente al
minuto 35. Se indica la migracion de
la cadena pesada (A), y liviana (B),
para las dos Pli.

por activacion con u-PA fue monitoreado
de acuerdo a la cantidad de sustrato
hidrolizado y detectado a A (Figura 3).
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Figura 3. Monitoreo espectrofotométrico A405
de la activacion de los Plgs Ovis aries
y humano a Pli por u-PA. A405 vs
tiempo de incubacion.

Cinética de la plasmina. Los parametros
cinéticos de las dos Plis fueron determinados
en la figura 4 (A y B), en las coordenadas
de Lineweaver-Burk, donde se observa el
comportamiento de las Plis. Los resultados
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A. Cinética de la Plasmina Humana

1400 1

1200 1 y=53003% +10 o
- 1000 - RI=097Z
g 500 |
3 600
> 400 <
200 - 7
o
: P T T T T \
5 omd 5 10 15 20 25
1S (10° m)
B. Cinética de la Plasmina Ovis aries
1200 -
1000 - y = 42,933 +94 977
R%=09671 *
- 800
g 600
@ 4
-
400
z
200
5 ol 5 10 15 20 25
1/S (10° M)

Figura 4. Dependencia de la velocidad de
transformacion del sustrato a
producto por las Plis humana vy
Ovis aries en las coordenadas de la
ecuacion de Lineweaver-Burk.

de los parametros de la cinética de la Pli
Ovis aries se resumen (Tabla 1, columna
3), comparandose con los pardmetros de
la Pli humana (Tabla 1, columna 2). Los
parametros de importancia cinética de las
dos especies de Plis se resumen y comparan
en la tabla 2.

Tabla 1. Velocidades (V) de las Plis
humana y Ovis aries en funcion de
concentraciones ascendentes de
sustrato.

1V UA*/=eq.
1/[5] 10°M Pli Humanez?Pli Ovis aries

20 1144 907
12.5 668 642
10 496 287
7.7 346 436
3.5 277 270
4 274 255
3.33 160 232

* Unidades arbitrarias/segundos.
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Tabla 2. Parametros cineticos determinados
segln la ecuacion de Lineweaver-
Burk para las dos especies de Plis.

I Vmax K cat UA
UA/seq. seg-1/pM

Humana 0.1 5.3 3.7%10-2
Ovis aries  0.010 0.45 3.70%10-3

Secuenciamiento del terminal-N de los
Plgs humano y Ovis aries. La secuencia
del terminal-N de ambas especies de PIgs
se aprecia en la tabla 3, las diferencias
entre las dos especies se muestran en
negrilla.

Tabla 3. Determinaciones de las secuencias de
los Terminales-N de los Plg Humano y
Ovis aries. Las diferencias en a.a. se
indican en negrilla.

Plg Secuencia Terminal-N
Glu-Plg(Humano) EPLDDY
D-Plg (Ovis aries ) DPPDDY

DISCUSION

La purificacion del Plg de muchos mamiferos
se ha realizado por el mismo método (8,9).
El aislamiento del Plg de Ovis aries del
plasma de este, demuestra definitivamente
que el Plg de los mamiferos y quizas de
cualquier especie se pueda purificar
por el método reformado de Cafas et al
(8) unificando asi la purificaciéon de esta
molécula, la alta pureza de la purificacion
fue confirmada por las secuencias de los
Plgs, ya que solo se encontré una sola
secuencia en cada preparacion, se debe
tener en cuenta que el método utilizado para
la determinacion del terminal-N, detecta
cantidades tan bajas como 1 nanogramo de
proteina. Estas secuencias se diferenciaron
entre las dos especies en solo dos a.a.,
resultados que estdan en concordancia
con otros estudios realizados (8-10). Los
Plg de las dos especies en estudio, fueron
activados, demostrandose que el plg del
humano se activa totalmente formando las
tipicas bandas pesada y liviana, mientras
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que el Plg del Ovis aries, mostré una
resistencia a la activacion total, aunque las
cadenas pesada y liviana se degradan mas
rapidamente, que la humana.

La afinidad de estas dos Plis, por el sustrato,
tambiénsiguelos parametros, determinados
y comparados entre diferentes mamiferos
irracionales y el humano (8-10), siendo
la afinidad de las Plis de los animales la
mas alta por el sustrato cromogénico,
hecho este que facilitara el estudio de los
sistemas de coagulacion y fibrindlisis entre
los mamiferos y otras especies.

En este estudio se confirma una vez mas
que esta tendencia se mantiene al ser
determinada la afinidad para el Ovis aries
en 0.45 mM. Las diferentes afinidades de
los mamiferos podria interpretarse como
diferentes capacidades de degradar el
trombo y la formacién o acumulacion de
fibrina en la circulacién de estos mamiferos
a su vez, diferentes capacidades de
deshacerse de los trombos formados,
siendo el humano de acuerdo con estos
resultados, el mas expuesto a sufrir
problemas cardiovasculares.

La realidad mundial ha demostrado que la
primera causa de muerte en humanos, son
los problemas cardiovasculares (16). Puede
que el ser humano este sometido a un sin
numero de factores extras que conllevan a
problemas cardiovasculares como; estrés,
alimentacién, genética, tabaquismo, entre
otros. El estudio multifactorial de las
causas de los problemas cardiovasculares
del ser humano y su comparacion con los
mamiferos mas cercanos al ser racional
no sera facil, pero en ese estudio y otros
se debera tener en cuenta el hecho de
que la molécula del PIg/Pli tiene mayor
afinidad hacia el trombo en los animales
que en el humano.

Finalmente se debe profundizar mas en el
estudio de esta molécula y la utilizacion
del Plg/Pli animales en el ambito clinico
y terapéutico. Esto cobra importancia ya
que uno de los pasos tempranos de la
formacion del trombo, es la hidrolizacidon
de los fibrinopéptidos, Ao y BB (17), del
fibrinbgeno. Estos mondmeros de fibrina
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aun solubles a bajas concentraciones
plasmaticas, podrian ser detectadas por
la alta afinidad hacia ellos de los Plg/Plis
de los animales, previniendo o detectando
tempranamente la formacion o probabilidad
de la formacion del trombo.

En conclusién, se confirma y unifica
el método de purificacion de los
plasmindgenos del plasma, para todos los
mamiferos. La alta afinidad de la plasmina
Ovis aries confirma una mayor afinidad
de las plasminas animales por el sustrato

REVISTA MVZ CORDOBA e Volumen 16(1), Enero - Abril 2011

cromogénico, en comparacion con la

plasmina humana.
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