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Resumen

El plasmindgeno es el zimogeno de la plasmina, enzima activada a nivel fisioldgico por el activador
tisular del plasminégeno y la urokinasa, la plasmina es la enzima encargada de disolver el codgulo
sanguineo. En este estudio se compararon la plasmina humana con la bufalina en su forma de activacion de
zimogeno a enzima y en la afinidad hacia el sustrato cromogénico. Los plasminégenos fueron purificados
por el mismo método de cromatografias de afinidad y cambio i6nico. De igual manera las activaciones se
hicieron utilizando urokinasa humana en ambos casos. La plasmina bufalina demostré mayor activacion
y afinidad (1.35mM) que la plasmina humana (2.16 mM), siendo la bufalina 1.5 veces mas afin al sustrato
cromogeénico que la humana. Este estudio demuestra que el método de purificacion de los plasmindgenos
puede ser el mismo para muchas especies, se demuestra una vez mas que las plasminas animales al parecer
son mas eficientes en la disolucion del codgulo o degradacion de sustratos, que la plasmina humana.
Este estudio indica que la plasmina bufalina puede ser utilizada en los pardmetros que se determinan
clinicamente en pacientes con problemas cardiovasculares, reduciendo el tiempo de determinacién de estos
parametros fibrinoliticos, que pueden dar al médico un margen de tiempo superior para actuar.

Palabras clave: cinética, fibrindlisis, glu-plasmindgeno, plasmina, urokinasa.
Summary

The Plasminogen is the zymogene of the Plasmin, enzyme which physiologically is activated by two
different enzymes, the tissue plasminogen activator and the urokinase, the plasmin is the enzyme that
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dissolves blood clots. In this study the human plasmin was compared to the bufaline plasmin, in the
activation from the zymogene to the enzyme form as well as in the affinity to the chromogenic substrate.
The two plasminogens were purified by the same chromatographies methods: affinity and ion-exchange.
Furthermore, both plasminogens were activated by human urokinase. The bufaline plasmin showed more
activation and affinity (1.35 mM) that the human plasmin (2.16 mM), in addition, the bufaline plasmin
demonstrated a 1.5 times more affinity to the chromogenic substrate that the human plasmin. This study
demonstrated that the plasminogens of several species can be purified by this method. Besides, one more
time the animal’s plasmins probably to be more efficient in the dissolution of blood clots or degradation of
substrates than the human plasmin. More over this study indicated that the bufaline plasmin can be used
in clinical determinations of patients with cardiovascular diseases. This also reduces the determination
time of fibrinolytic parameters that physicians can give, having more time to take appropriate treatment.

Key words: fibrinolysis, glu-plasminogen, kinetics, plasmin, urokinase.
Resumo

O plasminogénio é o zymogen da plasmina, enzima ativada a nivel fisiolégico pelo ativador tissular
do plasminogénio e uroquinase, plasmina é a enzima responsavel de dissolver o coagulo de sanguineo.
neste estudo foi comparada a plasmina humana com a plasmina babalina em seu modo de ativagédo
de zymogen a enzima e na afinidade substrato cromogénico. Os plasminogénio foram purificados com
0 mesmo método de cromatografia de afinidade e de troca idnica, e as ativagbes foram feitas usando
uroquinase humana nos dois casos. A Bufalo plasmina mostrou maior ativacdo e afinidade (1.35 mM)
que a plasmina humana (2.16 mM), sendo a bufalina 1.5 vezes mais afim ao substrato Cromogénico que
a humana. Este estudo mostrou que o método de purificagdo do plasminogénios pode ser 0 mesmo para
muitas espécies, alem disso, que as plasminas animais sdo mais eficientes na dissolu¢cdo do coagulo
0 degradacdo de substratos que a plasmina humana. Este estudo indicou que a plasmina bufalo pode
ser utilizada nos parametros determinados clinicamente em pacientes com problemas cardiovasculares,
diminuindo o tempo de determinacdo destes parametros fibrinoliticos, que podem dar ao médico um
intervalo de maior tempo para atuar.

Palavras chave: fibrindlise, glu-plasminogénio, plasmina, uroquinase.

Introduccion

El sistema de coagulacion comprende cuatro
eventos basicos, adhesion, activacidon, agregacion
plaquetaria y formacion de la fibrina, que
interactian con las paredes de los vasos sanguineos,
en casos patoldgicos pueden obstruir la circulacion
(Spronk et al., 2004).

La coagulacion inicia por la exposicion del
factor tisular, formando complejo con los factores
VIla y Xactivado (a), generando pequenas
cantidades de trombina la cual convierte el
fibrin6geno en fibrina. Dentro de los anticoagulantes
que regulan la coagulacion estan las proteinas C y S,
que degradan el factor Va, el cual en complejo con
el factor Xa potencian la produccion de trombina. El
trombo sirve ademads en el desarrollo del mecanismo
fibrinolitico que activa el plasminogeno (Plg) a

plasmina (Pli) esta ultima degrada la acumulacion
de fibrina, formando los productos de degradacion
de la fibrina y facilitando el correcto flujo sanguineo
(Walsh y Ahmad, 2002).

El Plg, estd en la circulacion sanguinea, su
concentracion plasmatica es 2 pM (Wallen,
1980). La conversion del Plg a Pli involucra
un corte proteolitico del enlace Arg, -Val,, el
cual es mediado por los activadores, tisular del
Plasminogeno (t-PA) y el tipo Urokinasa (u-PA).
Estos activadores en la circulacion son regulados
por los Inhibidores de los activadores del Plg tipo 1
y 2 (PAI-1y PAI 2), la Pli por la a,-antiplasmina (o.,_
AP) y la o,-macroglobulina (Hernandez y Marrero,
2005; Hyldgaard et al., 1 993).

La pro-uroquinasa tiene 54 kDa su activacion
ocurre por la accion de la Pli que hidroliza el enlace
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Lis ,-Ile ,, formando cadenas polipeptidicas de 20
y 34 kDa unidas por un puente disulfuro. (Bajaj y

Castellino, 1977; Hernandez y Marrero, 2005).

El complejo formado entre enzima-sustrato y
la cinético fue propuesto por Michaelis-Menten
(Michaelis y Menten, 1913), ha sido estudiada en otros
Plgs de otras especies por Cafas et al. (Canas et al.,
2006; Caias et al., 2007) Plg bovino (Schaller et al.,
1985), Equino (Marcum et al., 1982), Canino (Leytus
et al., 1981), Ovino (Paoni et al., 1977), porcino
(Brunisholz y Rickli, 1981), algunas de estas especies
comparadas con el humano por varios autores (Wolh
et al.,, 1983), pero hasta la fecha la literatura no ha
reportado evidencia sobre el estudio del Plg bufalino.

En este estudio se compara la activacion y
cinética de la Pli bufalina con la humana, lo que
ampliara los conocimientos sobre el sistema
fibrinolitico de especies mamiferas que contribuira
a un mejor entendimiento y manejo de los
problemas cardiovasculares que agobian sobre todo
al ser humano.

Materiales y métodos

Reactivos

Fenilmetilsulfonilfluoruro ~ (PMSF), &-amino
acido caprioico (e-ACA) y 4acido clorhidrico de
(Fabroquim), cloruro de sodio (NaCl), dimetil-
sulfoxido (DMSO) y acetato de sodio anhidro de
(Riedel-de-Haén), N,N’-Metilen-bisacrilamida,
persulfato de amonio, P-mercaptoetanol, sodio
dodecyl sulfato (SDS), di-hidrogeno fosfato de
sodio dihidratado de (Merck), lisina-sefarosa-4B de
(Amersham Biosciences), acido acético concentrado
de (Baker), sustrato cromogénico para Pli
Spectrozyme y u-PA (110.000 Ul/ml) de (Amdiag).

El volumen utilizado de sustrato fue el mismo
para todas las pruebas (60 pl) a una concentracion
de 0.3 mM, el estandar de peso molecular usado fue:
180 KDa (o,-macroglobulina), 92 KDa (Glu-Plg),
66 KDa (cadena-a, fibrincgeno humano), 52 KDa
(cadena-P, fibrincgeno humano), 46 KDa (cadena-y,
fibrincgeno humano), 23.8 KDa (Tripsina), y el agua
tipo 3, ambos de los laboratorios de Investigacion en
Biomoléculas (Universidad de Pamplona).
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Toma y procesamiento de las muestras

La muestra del plasma humano fue suministrada
por el Hospital Erasmo Meoz de la ciudad de
Cucuta-Colombia, analizado y certificado libre
de antigenos como hepatitis, VIH, Chagas y otras
enfermedades infecciosas.

La muestra del plasma bufalino fue tomada con
la autorizacion del comité de ética de la Universidad
de Pamplona, aprobada el 13 de julio de 2004.
Dicha muestra se tomd bajo la supervision de un
médico veterinario, siguiendo las recomendaciones
contempladas en el titulo V del decreto 08430, en
la Granja experimental Villa Marina, propiedad de
la Universidad de Pamplona, utilizando bolsas para
extraccion sanguinea con solucion anticoagulante
de citrato, fosfato, dextrosa y adenina (CPDA-1)
de (BAXTER). A la sangre obtenida, se le afiadio
PMSF disuelto en DMSO, a una concentracion
final de 1 mM, con el fin de inhibir 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.

Purificacién de los Plasmindgenos

Los Plgs de las dos especies mamiferas fueron
purificados por cromatografia de afinidad en
Lisina-sefarosa, en un cromatografo Biologic LP
(Biorad Laboratories, Hercules) segin el método
de Deutsch and Mertz (Deutsch y Mertz, 1970),
la concentracion fue determinada utilizando el
coeficiente absorcion de ('), = 1.6 (Appel et
al.,, 1994), los Plgs fueron concentrados en una
celda Amicon (Millipore, Bedford) utilizando
membranas de celulosa regenerada de 10 kDa, hasta
aproximadamente 1 mg/ml, luego se dializaron toda
la noche a 4°C con buffer 0.06M Tris, 0.06M NaCl,
0.02M HCI pH 8.5. Buffer (A) en una manguera de
dialisis de 25 mm (Fisherbrand).

Posteriormente los Plgs obtenidos, fueron
separados por cromatografia de cambio i6nico
segin el método de Cafias (Canas et al, 2006),
la concentracion del Plg fue determinada y las
muestras fueron concentradas como se realizd en la
cromatografia de afinidad y almacenadas a -80 °C
hasta su posterior uso.
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Analisis electroforético

Las electroforesis SDS-PAGE se realizaron de
acuerdo al método de Laemmli (Laemmli, 1970).
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 cinco minutos
a 100 °C y fueron visualizadas por tincién de
Azul brillante de Coomassie. El marcador de peso
molecular que se utilizo se describe en materiales y
métodos.

Activacion de los Plasmindgenos

Se utilizd6 1 mg para cada uno de los Plgs a
una concentracion de 1mg/ml y a una temperatura
constante de 37 °C, a los cuales se les adiciond
6.72 ul de u-PA para una concentracion final de
739.2 Ul/ml “Soluciéon activada”. Se monitoreo6
espectrofotométricamente A, . asi: se tomaron
ocho tubos con 60 ul de sustrato equivalentes a los
diferentes tiempos de incubacion (0, 2, 4, 6, 8, 10,
12 y 15 minutos) a los cuales se les adicionaron 3 pl
de la “solucion activada”, se dejaron reaccionar por
12 segundos, deteniendo la reaccion con la adicion
de 10 pl de buffer acetato (BA) 4 M pH 3.8.

Al minuto 15, la activacién de los Plgs se detuvo
adicionando a las soluciones del “Plg activado”,
323 ul de glicerol al 100%, de tal manera que la
concentracion de glicerol final fue de 25%. La
muestra activada, se homogeniz6 y se marco con el
numero de lote correspondiente. Posteriormente, se
porciond y se almaceno a -20 °C.

Adicionalmente, se determind la absorbancia
A, de' las ocho.lncuba.cmnes, y se grafico la A
Vs. el tiempo de incubacion.

Determinacion de la concentracién de Plasmina

De acuerdo al proveedor del sustrato
cromogénico, la hidrolizacion con 10 (mA, ) a 37
°C corresponde a 1nM de Plis (Vinazzer, 1988).

A los tubos con sustrato, se les agregd 3 ul de
la solucién final activada y se incubaron por 0, 1 y
2 minutos respectivamente, la reaccion se detuvo

adicionando 10 ul de BA. La A, se determin6 para
cada tubo y se convirtié en mA, /min.

Cinética de la Pli

Se estudio la cinética de las dos especies de Pli
partiendo de una concentracidn comun para ambas
Plis de 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 espectrofotométricamente
a 405 nm utilizando las siguientes concentraciones
de sustrato: 0.05, 0.08, 0.10, 0.13, 0.18, 0.25, 0.30
mM, a los cuales se les adiciono 3 ul de cada Pli. La
reaccion se detuvo con 10 pl de BA.

La absorbancia se determind y se grafico segiin
la ecuaciéon de Lineweaver-Burk (Lineweaver y
Burk, 1934).

Transferencia directa de los Plgs humano y
bufalino a una membrana de (PVDF)

Para determinar la secuencia del N-terminal de
los dos Plgs se realizo el método de transferencia
como sigue: Se tomaron 2 ul de la proteina y se
diluyé en 500 pl de écido acético (CH,CH,OH),
en agua desionizada tipo I al 0.1 % en un tubo para
microcentrifuga. A continuacion se tomaron varios
trozos de membrana PVDF de un tamafio no mayor
a 3 X 3 mm, y se humedecieron con metanol al 99%
durante 15 segundos. A la solucion proteica diluida
se afiadid un trozo de membrana PVDF totalmente
himeda con metanol, se agitd suavemente durante
tres minutos y se mantuvo a una temperatura de 5
- 8 °C agitando de igual manera cada 8-12 horas,
luego de 2 dias, se secd, se lavo 2 veces con
metanol en agua tipo I al 20%. A la proteina se le
determind la secuencia del N-terminal segun el
método de Edman (Edman, 1970), por el doctor Per-
Invarg Ohlsson de la Universidad de Umeé (Suecia).

Analisis densitométrico

El analisis densitométrico de la banda del Plg
bufalino se realizd en un escaner (Image Quant
TL, Healthcare, Buckinghamshire-inglaterra) y
se verificd el grado de pureza usando el software
Image analisis software v 2003.
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Resultados

Analisis electroforético

La pureza del Plg bufalino se determino 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.

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE al 10%, carril 1 marcador de peso
molecular (ver materiales y métodos) carril 2 Plg Bufalino.

Analisis densitométrico

El analisis densitométrico de la banda del Plg
bufalino (Figura 2), estableci6 un pico de 98%, con
un 1.46% de impurezas, confirmando la alta pureza
de esta proteina.
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Figura 2. Andlisis Densitométrico del Plg bufalino (Pico 1), tefiido con azul
de coomassie.
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Activacion de los Plasmindgenos

Se demostrd la clasica forma de activacion del
Plg humano a Pli, formando las tipicas bandas,
pesada (A) y liviana (B) a los 6 y 15 minutos de
incubacion, carriles 3 y 4 respectivamente, donde se
sefial6 a los 6 minutos que aun queda Plg por activar
e inclusive a los 15 minutos no se ha activado a un
100%, al comparar con el carril 2 del cimogeno
(Figura 3A).

e
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Figura 3. Electroforesis SDS-PAGE, activacion del Plg humano (Gel
A) 10% y bufalino (Gel B) 12.5%, a Pli. Carriles 1, marcador de peso
molecular, carriles 2, zimégenos, carriles 3 y 4, activacion de los Plgs,
minutos 6 y 15 respectivamente. Se indica la migracién de la cadena
pesada (A) y liviana (B).
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Al hacer el mismo analisis al Plg bufalino
(Figura 3B) se observd que al minuto 6 carril 3, ya
no hay Plg para activar, ademas la cadena pesada A,
mostr6 una degradacion severa que al compararla
con el Plg humano tiende a desaparecer y formar
una seriec de bandas de degradacion (Figura 3B,
carriles 3 y 4) y (Figura 3A, carriles 3 y 4).
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Figura 4. Monitoreo espectrofotométrico A, . de la activacion de los Plgs
bufalino y humano a Pli por la u-PA Vs tiempo de incubacién.
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La conversion de los Plgs bufalino y humano
a Pli por activacion con u-PA fue monitoreada
por la hidrdlisis del sustrato que se detectd
espectrofotométricamente a 405 nm (Figura 4).

Cinética de la Plasmina

Los parametros cinéticos para la Pli bufalina
fueron determinados de acuerdo al método
de Michaelis-Menten, en las coordenadas de
Lineweaver-Burk (Figura 5), donde se observo
el comportamiento de esta Pli. La velocidad de
hidrolisis del sustrato por la Pli fue estudiada
a una concentracion de enzima constante y
concentraciones ascendentes de sustrato. Los
resultados de los parametros cinéticos de los Plgs
humano y bufalino se comparan y resumen en
la tabla 1, columnas 2 y 3, respectivamente. Los
parametros de importancia cinética de las dos
especies de Plis se determinan y se comparan en
la tabla 2.

Cinética de la Plasmina Humana
1200 -
y = 49,053x + 22,633
> R?=1
2 800
<
2
> 400 -
‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
5 5 10 15 20 25
-400 -
1/[S] (10°M)
Cinética de la Plasmina Bufalina
y = 45,92x + 34,018
_ 1200 R?=0,9113
b
»n 4 *
2 800 .
2
> 400 -
()
- 5 10 15 20 25
-400 -
1/[S] (10°M)

Figura 5. Dependencia de la velocidad de transformacion del sustrato a
producto por las Plis humana y Bufalina en las coordenadas de la ecuacion
de Lineweaver-Burk.

Tabla 1. Velocidades de las Plis humana y Bufalina en funcién de
concentraciones ascendentes de sustrato.

1/V seg/UA
1/[S] 103 M Pli Humana Pli Bufalina
20 1003 754
12.5 636 780
10 513 511
7.7 400 378
55 293 260
4 219 198
3.33 185 148

Tabla 2. Parametros determinados segun la ecuacién de Lineweaver-Burk
para las dos especies de Plis.

Pli V . UA/seg K, mM K . UA seg”/uM
Humana 44X103 2.16 0.08
Bufalina 29X103 1.35 0.01

Secuenciamiento del N- terminal de los
Plasmindgenos humano y bufalino

El N-terminal de los Plgs, se determinaron, las
letras en negrilla, son los aminoacidos (a.a.), que
difieren al comparar las secuencias (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencia del N-terminal del Plg Humano y Bufalino.

Plg Secuencia N-terminal
Glu-Plg (humano) EPLDDY
D-Plg (bufalino) DPIDDY

Discusién

El Plg de bufalo, fue purificado, por el método
de Canas et al., demostrando una vez mas, que
este método puede ser utilizado para el aislamiento
de esta molécula en muchas especies (Cafas
et al., 2006; Cafias et al., 2007), contribuyendo asi
a la unificacion del método de purificacion, que
facilitara el estudio homogéneo de esta molécula
en muchas especies. Los pardmetros cinéticos del
Plg bufalino, fueron determinados por primera vez,
ampliando los conocimientos de esta molécula en
diferentes especies mamiferas, lo que permitira la
comparacion de la misma entre especies, asi mismo
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de los sistemas de coagulacion y fibrinolisis en
estos mamiferos. Conocimientos cientificos que
comparados con las dietas de las diferentes especies
nos pueden dilucidar alguno de los motivos por
los cuales el ser humano es aparentemente el mas
propenso a sufrir problemas cardiovasculares.

El Plg bufalino alcanza su maxima actividad
antes del minuto tres, superando las demas especies
estudiadas hasta ahora (Cafias et al., 2006; Cafas
et al. 2007). A partir de este minuto se observo
una clara tendencia a estabilizarse evidenciandose
en la electroforesis realizada a los minutos 6 y 15
que mostrd una clara degradacion sobre todo de la
cadena pesada (A), al compararla con la humana
y las otras especies antes estudiadas donde no
se distinguidé la degradacion a estos tiempos de
incubacion (Cafias et al., 2006; Cafias et al., 2007).

La Pli bufalina manifesto notablemente una
mayor afinidad por el sustrato con una K. de
1.35 mM superando la del humano de 2.16 mM.
Podria afirmarse que los riesgos de problemas
cardiovasculares por formacion de trombos en el
bufalino serian muy inferiores a los del humano
y otras especies estudiadas por Cafias (Caifas
et al., 2006). Los resultados obtenidos en este
estudio, indicaron que el Plg bufalino hidrolizo
eficientemente el sustrato humano, hecho que
facilitaria la utilizacion de éste para determinar
los parametros relacionados con problemas
cardiovasculares (t-PA, PAI-1, PAI-2, o,-AP entre
otros) (Topol, 2000).

La importancia de este estudio radica en que la
alta afinidad que presentaron las Plis animales por
el sustrato sintético utilizado, se puede interpretar
en la misma forma, accionando sobre sustratos
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naturales que componen el trombo como la fibrina,
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se determinan estos parametros relacionados con
problemas cardiovasculares, reduciendo el tiempo
de determinacion que puede ser vital para la toma
de medidas por parte del médico. De otro lado, el
secuenciamiento del N-terminal del Plg humano y
bufalino difiere en dos a.a., datos que se asemejan
a resultados obtenidos anteriormente (Brunisholz y
Rickli, 1981; Schaller et al., 1985; Wiman, 1973),
en los cuales las especies estudiadas tenian una
diferencia exactamente en estos mismos a.a. Estos
datos, fundamentan aun mas la importancia que
posee la identificacion plena de la composicion
de a.a. de los diferentes Plgs y sus diferentes
degradaciones a nivel fisiologico para su posterior
uso clinico y terapéutico.
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