Determinacion de los parametros cinéticos de la plasmina porcina
y comparacion con la humana
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RESUMEN

El plasmindgeno es el zimdgeno de la plasmina, enzima relacionada con la disolucién del
coagulo sanguineo. Estudios con plasminas de diferentes especies animales han demostrado
mayor afinidad que la plasmina humana por sustratos analogos hechos exclusivamente para
ella. Asi lo confirman la activacién y cinética del sistema plasmindgeno/plasmina porcino, que
hasta el presente no se habian determinado ni comparado con el humano. En este trabajo se
utilizaron, para la purificacién del plasmindgeno, cromatografia de afinidad y cambio i6nico;
se utiliz6 urocinasa para la activacion del plasmindgeno a plasmina y se determinaron los
pardmetros cinéticos con el sustrato cromogeno S-2251. Los terminales-N se determinaron
por el método de degradacion de Edman. La plasmina porcina demostré mayor afinidad
(K ) por el sustrato que la plasmina humana, 1,55 y 5,35 mM respectivamente, mientras que
la plasmina humana mostré mayor velocidad de conversién del sustrato a producto (0,1 UA/
seg) que la porcina (0,033 UA/seg). Los terminales-N se diferenciaron en los aminoécidos 1y 3,
DPPDDY (porcino) y EPLDDY (humano).
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SUMMARY

Porcine plasmin: determination of Rinetic parameters and comparison with human
plasmin

Plasminogen is the zymogen of plasmin, enzyme that is responsible for dissolving blood
clots. Studies with plasmins from different animals have demonstrated higher affinity than
human plasmin for substrate analogs made exclusively for the latter. This has been confirmed
by the activation and Rinetics of the porcine plasminogen/plasmin system, which had so far
not been determined or compared with the human system. The methods used in this study
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for purification of plasminogen were affinity and
ion exchange chromatographies. UroRinase was
used for the activation of plasminogen to plasmin
and Rinetic parameters were determined with the
chromogenic substrate S-2251. The N-terminals were
determined by the Edman degradation method.
Porcine plasmin showed higher affinity (K ) than
human plasmin for the chromogenic substrate, 1.55
mM and 5.3 mM, respectively; contrariwise, human
plasmin demonstrated higher velocity in the substrate
to product conversion: 0.1 UA/seg) vs. 0.033 UA/seg.
The N-terminals differed in the amino acids 1 and 3:
DPPDDY (for porcine) and EPLDDY (for human).
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INTRODUCCION

El flujo sanguineo mantiene el equilibrio propio de la
hemostasis y la fibrindlisis; fisioldgicamente se incluye
en la hemostasis la interaccion de la vasoconstriccién,
la agregaciéon plaquetaria y la coagulacion (1). El
resultado final de la coagulacién son los polimeros de
fibrina para formar los codgulos sanguineos, proceso
que es limitado por la fibrindlisis, también Ilamada
trombolisis (2).

Las enzimas que catalizan estas reacciones pertenecen
a la familia de las serino-proteasas, que a su vez son
controladas por sus inhibidores naturales, las serpinas.
En estado normal estos sistemas se encuentran en
un equilibrio armonioso. Entre estas enzimas esta
la trombina, a la que se le han detectado varias
funciones fisioldgicas, tanto en la coagulacidn como
en la fibrindlisis. El hecho de estar relacionada con
diferentes enfermedades como el tromboembolismoy
el infarto del miocardio la ha convertido en el objetivo
preferido para los medicamentos antitromboticos (3).

Los factores de la via de la coagulacion generalmente
circulan en estado inactivo y se activan mediante
protedlisis. El objetivo crucial de la coagulacion
es generar trombina, que es la responsable de la
conversion del fibrindgeno a fibrina, proceso que
se inicia cuando el factor tisular (FT) se activa en el
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subendotelio. EI FT forma un complejo con el factor
VII activado (FVIIa), complejo que a su vez activa el
factor X (FX). Este ultimo, con el factor V activado
(FVa), forma el complejo protrombinasa, que luego
hidroliza una pequena cantidad de protrombina (FII)
a trombina. Esta tltima activa las plaquetas, el FY,
el factor VIII (FVII) y el factor XI (FIX); a su vez las
plaquetas activan mas FX, el cual en complejo con
el FVa genera una gran cantidad de trombina, que es
crucial para la formacion del tapdn hemostatico (3).

La fibrindlisis es la encargada de la degradacion
fisiologica de la fibrina para limitar la formacién de
codgulosy facilitar la fuidez de la sangre (4). La fibrina
es degradada principalmente por la serino-proteasa
plasmina (pli), que circula como el zimdgeno
denominado plasmindgeno (plg). En una forma de
autorregulacion, la fibrina sirve como cofactor para
la activacion del plg a pli por accion del activador
tisular del plg (tPA, por la sigla en inglés de tissue
plasminogen activator) y ademdas como sustrato para
la pli (5-7). Otro activador de tipo urocinasa activa
el plg, cuando estos eventos se producen en las
superficies de las células, a través de los receptores
uPAR (4).

La conversion del plg a pli implica el rompimiento de
una sola secuencia (Arg_ -Val, ); la forma activa esta
compuesta por dos cadenas unidas por un puente de
disulfuro: una pesada (A) de 561 aminoéacidos (a.a.) y
la otra liviana (B) de 230 a.a. La triada catalitica esta
localizada en la cadena by consta de His_,, Asp,,, ¥
Ser_,,.

En la cadena A se encuentran los sitios de unién a
la lisina (LBS, por la sigla en inglés de [ysine binding
sites) que van desde el a.a. Glu, en el humano o
Asp, en animales, hasta Arg, ; las cadenas estan
unidas, como ya se dijo, por puentes de disulfuro y
son los lugares por los cuales se fija la pli a la fibrina
especificamente para degradar el codgulo (8). Esta
fibrindlisis es controlada predominantemente por la
a,-antiplasmina (o -AP), la cual inhibe la pli que se
pueda liberar del complejo trimolecular (9). Por otro
lado, los inhibidores del activador del plg (PAI-1 y
PAI-9, por la sigla en inglés de plasminogen activator
inhibitors) regulan la actividad del tPA y la urocinasa
(5,10). La aQ-AP se une inicialmente a los LBS de la
pli y luego al sitio catalitico de esta, sitios por donde
la pli se enlaza a la fibrina o a la superficie de las
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células, y donde estd sustancialmente protegida de
la inactivacion debido a que sus LBS estdn ocupados
(11). Elcomplejo formado entre la enzima y el sustrato
y su cinética enzimética fueron propuestos por
Michaelis-Menten (12). La cinética de los plg de varias
especies de mamiferos ha sido estudiada por Cafas
y colaboradores: bovino (13), bufalino (14), equino
(15). Hasta la fecha no hay datos sobre la activacion
y cinética del plg/pli en porcinos. En este estudio se
determinaron y compararon los pardmetros cinéticos,
la activaciéon y la secuencia del terminal-N de los plg
humano y porcino.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSE por Ila sigla en
inglés de phenylmethylsulphonylfluor), e-amino
acido caprioico (e-ACA por la sigla en inglés de
epsilon amino-caprioic acid), é&cido clorhidrico
(Fabroquim), cloruro de sodio, dimetil-sulfoxido
(DMSO), acetato de sodio anhidro (Riedel-de-Haén),
N,N"-metilén-bisacrilamida, persulfato de amonio,
B-mercaptoetanol, dodecil sulfato de sodio (SDS por
la sigla en inglés de sodium dodecylsulphate), di-hi-
drogeno fosfato de sodio di-hidratado (NaH,PO,[H,O])
(MercR), lisina-sefarosa-4B (Amersham Biosciences),
acido acético concentrado (Baker), sustrato cromo-
geno para pli Spectrozyme y UR (110.000 Ul/mL) (Am-
diag). EI volumen de sustrato utilizado fue el mismo
para todas las pruebas (60 pL) a una concentraciéon
de 0,3 mM, el estdndar de peso molecular usado fue
180 RDa (aQ-macrogIobuIina), 92 RDa (Glu-plg), 66 RDa
(cadena-a., fibrindbgeno humano), 52 RDa (cadena-3,
fibrindbgeno humano), 46 RDa (cadena-y, fibrindgeno
humano), 23,8 RDa (tripsina), y el agua tipo 3, ambos
de los Laboratorios de Investigaciones en Quimica
(Universidad de Pamplona).

Toma y procesamiento de las muestras

El plasma humano fue suministrado por el banco
de sangre del Hospital Erasmo Meoz de la ciudad de
Ctcuta, Colombia. La muestra de plasma porcino
fue tomada en la Granja Experimental Villa Marina,
propiedad de la Universidad de Pamplona, por
un médico veterinario; se utilizaron bolsas para

extraccidon sanguinea con solucién anticoagulante de
citrato, fosfato, dextrosa y adenina (CPDA-1) (Baxter).
Tanto a la sangre humana como a la porcina se les
afnadio PMSF disuelto en DMSQO, a una concentracion
final de 1 mM, con el fin de inhibir la actividad de
las serino-proteasas. Ambas muestras se mantuvieron
refrigeradas y los plasmas se separaron por
centrifugacion a 7.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Purificacion de los plasmindgenos

Los plg de las dos especies se purificaron por
cromatografia de afinidad en lisina-sefarosa, en un
cromatografo Biologic LP (Biorad), segin el método
de Deutsch and Mertz (16). En una columna de 8 x
2,5 cm (Biorad), equilibrada con tres voliumenes de la
solucién tampédn 0,1 M fosfato 0,15 M de NaCl pH 7,3
(PBS por la sigla en inglés de phospate buffer saline),
a una velocidad de flujo de 2 mL/minuto, se aplicaron
200 mL de plasma de cada una de las dos especies;
posteriormente la columna se lavd con PBS, hasta que
la absorbancia A, fue < 0,01, se eluy6 con 100 mL de
PBS que contenian 0,05 M &-ACA y se colectaron en
fracciones de 3 mL en cada tubo; la concentraciéon
se determind utilizando el coeficiente de absorcién
("), = 1.6 Mcm?® (17). Los plg fueron concentrados
enunaceldaAmicon (Millipore) utilizando membranas
de celulosa regenerada de 10 RDa, aproximadamente
a 1| mg/mL, luego se dializaron toda la noche a 4 °C
con la soluciéon tampdn 0,06 M Tris, 0,06 M NaCl, 0,02
M HCI pH 8,5 (A) en una manguera de didlisis de 25
mm (Fisherbrand).

Posteriormente los plg obtenidos se separaron por
cromatografia de cambio idnico, en una columna
de 5 x 2,5 cm (Biorad), empacada con 4 mL de DEAE
sefarosay equilibrada con la solucién tampon A, segiin
el método de Canas (13). La muestra adicionada y la
columna lavada con la misma solucién de equilibrio
(A) hasta obtener una absorbancia A980 < 0,01. Se
eluy6 con un gradiente lineal usando Ia solucién A
y 0,07 M Tris, 0,22 M NaCl, 0,06 M HCI pH 7,5 como
solucién tampdn (B). La elusidn fue colectada en
fracciones de 3 mL a una velocidad de flujo de 1,5
mL/min. Se determind la concentracién del plg y las
muestras se concentraron como en la cromatografia
de afinidad y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.
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Analisis electroforético

Las electroforesis SDS-PAGE se hicieron de acuerdo
con el método de Laemmli (18). Las muestras de 5
mg de los plg humano y porcino se mezclaron con
la soluciéon tampén de muestra desnaturalizante
con un pH 6,8 en un volumen 1:1 (vol/vol), se
trataron térmicamente por cinco minutos a 100 °C
y se visualizaron por tincién de Azul brillante de
Coomassie. EI marcador de peso molecular que se
utilizd se describe en materiales y métodos seccion
reactivos.

Activacion de los plasmindgenos

Se utilizé 1 mg para cada uno de los plg (concentracién
de 1 mg/mL) a una temperatura constante de 37 °C,
a los cuales se les adicionaron 6,72 puL de UR para
una concentracion final de 739,2 Ul/mL de solucion
activada. Se monitorizd espectrofotométricamente
A, asi: se tomaron 8 tubos con 60 pL de sustrato
equivalentes a los diferentes tiempos de incubacién
0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 15 minutos) a los cuales se les
adicionaron 3 puL de la solucién activada; se dejo
reaccionar por 12 segundos y la reaccion se detuvo
con la adicién de 10 pL de solucidon tampodn acetato
(BA) 4 M pH 3,8.

Al minuto 15, la activacion de los plg se detuvo
adicionando a las soluciones de plg activado
393 uL de glicerol al 100%, de tal manera que la
concentracion final de glicerol fue de 25%. La muestra
activada se homogenizé y se marcd con el namero
de Ilote correspondiente, se dividid en alicuotas y se
almacend a -20 °C.

Se determind la absorbancia A, de las ocho
incubaciones, y se grafico la A, frente al tiempo de
incubacion.

Determinacion de la concentracién de plasmina

De acuerdo con el proveedor del sustrato cromégeno,
la hidrolizacion con 10 mA, _(AU)a 37 °C corresponde
a 1 nM de pli (19). A los tubos con sustrato se les
agregaron 3 puL de la solucion final activada y se
incubaron por 0, 1 y 2 minutos, respectivamente; la
reaccion se detuvo afiadiendo 10 uL de BA, la A, se

determiné para cada tubo y se expres6 en mA, /min.

114

Cinética de la plasmina

Se estudié la cinética de las dos especies de pli
partiendo de una concentracidn comun para ambas
de 2,7 uM, a una temperatura de 37 °C y un pH de
7,3; su actividad se determind por la velocidad de
transformaciéon del sustrato 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
agregaron 3 uL de cada pli; la reaccion se detuvo con
10 uL de BA. La A, _se determind y se grafico segun la

405
ecuacién de Lineweaver-Burk (20).

Secuenciadelosterminales-N delos plasmindgenos
humano y porcino

Para determinar la secuencia de los terminales-N de
los dos plg se realizé el método de transferencia como
sigue: se tomaron 2 pL de la proteina y se diluyeron en
500 pL de &cido acético (0,1%), en agua destilada tipo
[, en un tubo para microcentrifuga. Luego se tomaron
varios trozos de membrana PVDF (por la sigla en inglés
de polyvinylidene fluoride) de un tamano no mayor
de 3 x 3 mm, y se remojaron con metanol al 99%
durante 15 segundos. A la solucién proteica diluida
se le anadi6 un trozo de membrana PVDF totalmente
humeda con metanol, se agitd suavemente durante
tres minutos y se mantuvo a temperatura de 5-8 °C
agitando de igual manera cada 8-12 horas. Luego de 2
dias se sacd la membrana y se seco, se lavd dos veces
con metanol en agua destilada al 20%. A la proteina
se le determind la secuencia del terminal-N segun el
método de Edman (21); este ultimo procedimiento
lo llevd a cabo el doctor Per-Invar Ohlsson de la
Universidad de Umea (Suecia).

RESULTADOS

Lasbandas presentes en las figuras 1Ay 1B, en los pozos
9 se analizaron por densitometria con el software
imagen analisis versidon 2003 y se determind que la
pureza de los plg porcino y humano era, en ambos
casos, mayor del 95%. Las proteinas purificadas (pozo
2 de las figuras 1 Ay B) migraron a la misma altura de
92 kRDa que la banda del marcador de peso molecular,
correspondiente al plg humano (segunda banda del
pozo 1, figuras 1 Ay B). En la figura 2 se demuestra
la forma clésica de activacion del plg humano a pli,
formando las bandas tipicas pesada (A) y liviana (B)

IATREIA VoI 25(2) abril-junio 2012



a los 6 vy 15 minutos de incubacién, pozos 3 y 4; se
observa ademds que aun queda plg humano por
activar al comparar estos con el pozo 2 del zimdgeno
humano. La activacién del plg porcino a los minutos
6y 15, pozos 5y 6 de la figura 2, tampoco alcanza un
100%, al comparar dichos pozos con el pozo 2 del plg
humano en la figura 2. Esto a pesar de que la cadena
pesada (A) del plg/pli porcino muestra una mayor
degradacion al compararla con el plg/pli humano,
tendiendo esta cadena (A) a desaparecer y formar una
serie de bandas de degradacién en la figura 2, pozos
3,4,576.

La conversién de los plg porcino y humano a pli
por activacion con UR fue monitorizada por la
hidrolizacién del sustrato que se detecté a A,

como se puede ver en la figura 3; las activaciones de

A B
kD
D2 Gel A wa GelB
92 180
66 92
52
46 66
52
46
23
23

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE al 10%. Gel A pozo 1, mar-
cador de peso molecular; pozo 2, plg porcino; gel B pozo 1,
marcador de peso molecular; pozo 2, plg humano

ambos plg son muy similares y al minuto 10 se igualan
definitivamente.

En la figura 4 se observa el comportamiento de las pli
humana y porcina. La velocidad de hidrolizacion del
sustrato por las pli se estudié a una concentracién de
enzima constante y con concentraciones ascendentes
de sustrato. Los parametros de importancia cinética
de las dos especies de pli (Km, Vmax, Kcal) demuestran
mayor velocidad para la pli humana, mientras que
la afinidad es superior para la pli porcina lo que
se resume y compara en la tabla 1. Se hallé que la
secuencia del terminal-N se compone de los siguientes
a.a.: para el plg humano E P LD D.Y vy para el plg
porcino, D P.P.D DY ;se observa que la diferencia
estd en el primer y el tercer a.a., marcados en negrilla.

180
92
66 A
2
46
B
23

Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE (10%). Activacion de los
plg humano y porcino: pozo 1, marcador de peso molecular;
pozo 2, plg humano; pozos 3y 4, plg humano activado a los
minutos 6 y 15, respectivamente; pozos 5 y 6, plg porcino
activado, a los minutos 6 y 15, respectivamente. En la figura
se indica la migracién de las cadenas pesada (A) y liviana (B)
para las dos especies
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Figura 3. Monitorizacién espectrofotométrica A, frente a tiempo de
incubacion, de la activacion de los plg porcino y humano a sus respectivas
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Figura 4. Velocidad de transformacién del sustrato a producto por las pli

humana y porcina en las coordenadas de la ecuacion de Lineweaver-Burk
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Tabla 1. Parametros cinéticos, velocidad maxima, afinidad y constante catalitica de las pli humana y porcina

Pli V . UA/seg.
Humana 0,1
Porcina 0,033

2Velocidad maxima. " Constante de Michaelis. “Constante catalitica

DISCUSION

Se ha purificado por diferentes métodos la molécula
de plg de muchos mamiferos (22-27). Nuestro grupo los
ha purificado por un método simplificado y unificado
(13). A esta serie de plg se le suma la purificacién del
plg porcino en esta investigacion, o que demuestra
una vez mas la efectividad del procedimiento (13),
el cual facilitard la comparacién de los sistemas de
coagulacion y fibrindlisis entre estos mamiferos.
Todo indica que este procedimiento de purificacién
va a trascender las fronteras de los mamiferos a
otras especies y, probablemente, el plg de cualquier
especie se pueda purificar por este método. Esto
expande el espectro de especies para comparar con
el ser humano. A la fecha, las secuencias, estructuras
y funciones de los plg aislados y estudiados han
demostrado una gran similitud, pero o importante en
estos estudios es la posible diferencia en la afinidad
hacia el trombo que puedan tener estos plg, dada la
diferencia de afinidad que han demostrado por el
sustrato sintético hecho para el plg humano.

El plg porcino tiene un peso molecular idéntico al del
plg humano (25)y al de los plg de otros mamiferos
estudiados por nuestro grupo como el equino, el
bufalino y el bovino (13-15); se halld que su pureza, al
igual que la de todos los plg antes estudiados, supera el
95%, como se demuestra en esta investigacion, cuyos
resultados coinciden con los de otras publicadas por
este laboratorio (13-15).

Si bien todos los plg antes mencionados han
demostrado una activaciéon muy parecida, en Ia
formacion de las cadenas pesada y liviana, asi como
electroforéticamente, en el caso del plg porcino se
pudo evidenciar una degradacién extraordinaria
de la cadena pesada (A), la cual forma dos péptidos
de menor peso molecular; aun se desconocen los
motivos de esta degradacién extraordinaria, y se
podria esperar una posible autodegradacién por

K,> mM K. UAseg'/uM
53 0,037
1,55 0,012

parte de la pli porcina formada. Esto o sustentan
la alta pureza demostrada y el hecho de que se
encontrd una sola secuencia en la muestra proteica
con la cual se determino¢ el terminal-N, perteneciente
al plg porcino. Esta técnica detecta un nanogramo
de proteina y permite descartar otras enzimas que
podrian contaminar la muestra.

Estos resultados podrian significar una mayor
actividad de Ia pli porcina con relacién a las de los
demés mamiferos estudiados; nuestro grupo esta
investigando este fendmeno, partiendo del tiempo
de disoluciéon del codgulo por parte de los plg/pli
de los mamiferos hasta la fecha estudiados (13-15).
Quizds esta mayor actividad de la pli porcina se
confirmaré en el futuro, lo cual darfa una especial
relevancia al plg porcino con relacion a los plg de
los demés mamiferos estudiados. Estas diferencias
estructurales se detectaron, como se dijo antes,
electroforéticamente; sin embargo, la activacién con
UR de los plg y la relaciéon absorbancia/tiempo de
activacion no demostré diferencia significativa entre
el plg humano y el porcino.

El sustrato sintético utilizado S-2251 para la pli
humana es un pequeno péptido (19), que de ninguna
manera absorbe la molécula de plg; lo contrario
ocurre con el trombo o codgulo que secuestra no
solo el plg, sino también el tPA que activa el plg a
pli dentro del codgulo y donde esta ultima enzima
funciona bioldgicamente disolviendo el coagulo (28).

Se demostrd en este estudio que otro parametro
de interés, la afinidad, es tres veces superior para
la pli porcina que para la pli humana, lo que deja
definitivamente a la pli humana como la molécula
de menor afinidad por el sustrato cromodgeno,
al compararla con las pli de las demds especies
mamiferas estudiadas.
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Con nuestro trabajo se unifico la purificacién de los
plg de diferentes especies, incluyendo, ademads del
humano, los de otros mamiferos: bovino, equino
y bufalino (13-17,22-27). Esto permite el manejo
homogéneo de los sistemas de coagulacidon y
fibrindlisis de todas estas especies y proporciona
informacién mas precisa sobre las diferencias en
dichos sistemas segun la especie.

La secuencia del terminal-N del pIg porcino demostré
ser la misma que la de los plg ovino y equino (29); se
diferenciaron de los plg de los demas mamiferos en [os
a.a. 1y3dedichoterminal. Alcomparar las diferencias
en la secuencia entre los plg de los mamiferos, estas
no son aparentemente significativas, pero si lo son los
efectos que estos pequefos cambios de algunos a.a.
tienen en los pardmetros cinéticos de estas moléculas,
como se demostrd en estos resultados. El estudio de
la disolucion del codgulo humano in vitro con los plg
de todas estas especies proporcionard conocimientos
valiosos sobre la eficiencia de cada una de ellos, que
se podran utilizar en analisis clinicos.
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