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Resumen

Elarticulo determina los pardmetros cinéticos de las plasminas de ocho especies de mamife-
ros y sus terminales-N. Los ocho plasminégenos fueron purificados por los mismos métodos
(cromatografias de afinidad e intercambio iénico), y activados con urocinasa, partiendo de
una concentracién comun y su cinética valorada segtn las coordenadas de Lineweaver-
Burk. Para esto se utilizé la cinética enzimdtica de Michaelis Menten, ampliamente usada
en el estudio de enzimas. Todos los plasminégenos mostraron una pureza superior al 95 %
y una banda de 92 kDa en la electroforesis, al comparar con el estindar de peso molecular
utilizado. Las plasminas del equino y canino mostraron la misma K, por el sustrato cromogé-
nico (0,438 mM), siendo esta la de mayor afinidad en este estudio y la humana la de menor
afinidad (5,3 mM). También fueron determinadas la constante catalitica y la velocidad de
conversion del sustrato cromogénico a producto. Los terminales-N de los plasminégenos
de las ocho especies fueron determinados, y se encontraron diferencias entre el humano y
los animales; asi mismo entre algunos animales. Solo el porcino y el ovino no mostraron
diferencia alguna en su terminal-N (DPPDDY). Se demostré la unificacién del método de
purificacion de los plasmindgenos para cualquier especie, las diferencias cinéticas de las
ocho plasminas estudiadas, y las similitudes y diferencias en la secuencia de los terminales-N
de las ocho especies.
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Kinetic Differences of Plasmins from Eight Mammalian
Species: N-Terminal Activations and Sequences

Abstract

The paper determines the kinetic parameters of plasmins from eight species of mammals
and their N-terminals. They were purified by the same methods (affinity chromatography
and ion exchange) and activated with urokinase, starting from a common concentration and
its kinetics judged according to Lineweaver-Burk coordinates. For such purpose, Michaelis-
Menten enzyme kinetics, which is widely used in the study of enzymes, was implemented.
When compared with the molecular weight standard used, all plasminogen showed a purity
exceeding 95% and a 92 kDa band on electrophoresis. Equine and canine plasmins showed
the same K, due to the chromogenic substrate (0.438 mM), this being the one with the
highest affinity in this study, and the human being the one with the lower affinity (5.3 mM).
The catalytic constant and the conversion rate of the chromogenic substrate to product were
also determined. The N-terminals of the plasminogens of the eight species were determined,
and differences were found between humans and animals, as well as between some animals.
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INTRODUCCION

Only pigs and sheep showed no differences in their N-terminal (DPPDDY). The unification
of the method for purification of plasminogens for any species was demonstrated, as well as
the kinetic differences of the eight plasmins studied and the similarities and differences
in the sequence the N-terminals of the eight species.

Keywords: Coagulation, fibrinolysis, plasmin, plasminogen, urokinase.

Diferencas cinéticas das plasminas de oito espécies
mamiferas: ativacoes e sequencias dos terminais-N

Resumo

El artigo determina os parametros cinéticos das plasminas de oito espécies de mamiferos e
seus terminais-N. Estes foram purificados pelos mesmos métodos (cromatografias de afi-
nidade e intercambio idnico) e ativados com uroquinase, partindo de uma concentragio
comum e sua cinética avaliada segundo as coordenadas de Lineweaver-Burk. Para isto se uti-
lizou a cinética enzimatica de Michaelis-Menten, amplamente usada no estudo de enzimas.
Todos os plasminogénios mostraram uma pureza superior a 95 % e uma banda de 92 kDa
na eletroforese, a0 comparar com o padrao de peso molecular utilizado. As plasminas do equino
e canino mostraram a mesma K, pelo substrato cromogénico (0,438 mM), sendo esta a de
maior afinidade neste estudo e a humana a de menor afinidade (5,3 mM). Também foram
determinadas a constante catalitica e a velocidade de conversio do substrato cromogénico
a produto. Os terminais-N dos plasminogénios das oito espécies foram determinados, e se
encontraram diferencas entre o humano e os animais, da mesma forma entre alguns animais.
Somente o suino e o ovino ndo mostraram diferenca alguma em seu terminal-N (DPPDDY).
Demonstrou-se a unificagio do método de purificagio de os plasminogénios para qualquer
espécie, as diferengas cinéticas das oito plasminas estudadas e as similitudes e diferencias na
sequencia dos terminais-N das oito espécies.

Palavras chave: coagulagio, fibrindlise, plasmina, plasminogénio, uroquinase.

la otra por la activacion del factor VII y X. Cuando
el factor tisular es expuesto a los dafios vasculares

La hemostasia es un mecanismo esencial de pro-
teccion que depende del delicado balance entre
los procesos procoagulantes y anticoagulantes y
comprende los estrictamente regulados procesos
de coagulacién sanguinea, activacion plaquetaria
y reparacion vascular. La hemostasia la promueve
como su funcién principal la cascada de la coagu-
lacién, la cual ademas limita la pérdida de sangre, y
responde a dafios tisulares (1). La cascada de la coa-
gulacién ha sido cldsicamente entendida como
dos vias convergentes activadas, la una por la via de
contacto del sistema de proteasas, factor XII,
precalicreina y cinindgeno de alto peso molecular;

(2-4), los procesos de formacién del trombo son
regulados simultineamente por el sistema fibrino-
litico, previniendo la formacién de codgulos que
induzcan una trombosis intravascular masiva. El
plasminégeno (plg), el activador tisular del plg
(t-PA por sus siglas en inglés) y la a -antiplasmina
(a,-AP por sus siglas en inglés) se incorporan al in-
terior del codgulo mientras se forma (5).

El plg es una serin proteasa sintetizada en el higado,
formada por 791 aminoécidos (a.a.) (6). Se organiza
en siete dominios estructurales que comprenden un

péptido de pre-activacién (a.a. 1-77), cinco domi-
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nios kringles con secuencias homologas y un do-
minio entre los a.a. 562-791. Los kringles contienen
lugares de unién tanto a la lisina (LBS, por sus siglas
en inglés) como al amino hexil que desempefan un
papel crucial en el reconocimiento de la fibrina, ade-
mas a la superficie celular y dela a -AP.

El gen humano para el plg se localiza en el brazo
largo del cromosoma 6, en las bandas q26 0 q27
y lalongitud del gen es de 52,5 kb. Cada uno de los
5 kringles estd formado por 2 exones separados por
un tnico entrén en elmedio de cada estructura. El gen
estd estrechamente relacionado con el delaapo (a).
El plg se convierte a plasmina (pli) por la hidrélisis
de una unién peptidica entre los a.a. Arg**'-Val*®?,
el peso molecular del plg es de 92 kDa y el de la
pli de 85 kDa. La concentracién plasmatica del plg
es de 200 mg/1 (7). El plg se convierte a pli por la
accion de los activadores t-PA o el activador del plg
tipo urocinasa (u-PA, por sus siglas en inglés). En
el primero esto solo ocurre de forma eficiente en la
superficie de la fibrina, donde el activador y el plg
estan juntos. La funcién principal de la pli es la de-
gradacién de la fibrina insoluble que conforma el
trombo a productos solubles de degradacion de la
fibrina (FDP, por sus siglas en inglés). Sin embar-
go, también actda sobre otros substratos constitu-
yentes de la matriz extracelular, como son el cold-
geno IV yV, proteoglicanos, laminina, fibronectina
y vitronectina. También puede activar in vitro las
matriz-metalo-proteinasas (MMP) latentes como
la I, III, IX, X, XIII (8-10); elastasas, factores de
crecimiento del tipo TGF-B (11) o el FGF (12) li-
berdndolo de la matriz ala que estd unido en forma
latente. FGF es proangiogénico y up-regulador de
u-PA, PAI-1y de la expresion de gelatinasas (13) e
inhibe la expresién de TIMP-2 (inhibidor endége-
no de MMPs, tipo 2) (14). La pli libre en sangre es
inactivada rapidamente por a -AP; su vida media
es de 0,1 segundos. La pli generada en la super-
ficie de la fibrina estd parcialmente protegida de

esta inactivacion, ya que los LBS importantes en la
interaccion entre la plg/pli y la fibrina estin fuera
del alcance de la a -AP. Se han descrito receptores
celulares con alta afinidad para unir el plg/pli en
varios tipos celulares incluyendo células endotelia-
les (15). Esta unién esta mediada por los LBS de
los kringles 1-3 de la molécula del plg/pli, que la
protege también de la inhibicién por la a -AP. Si
los LBS de la pli estdn ocupados, la accion de la a. -
AP es 50 veces menor.

Se han identificado dos activadores fisiologicos
del plg que son el t-PA y u-PA. Estos activadores
representan el papel dual del sistema fibrinolitico.
Elmecanismo que media el t-PA estd envuelto ini-
cialmente en la hemostasis de la fibrina y el de la
u-PA parece implicar ademds fendmenos como la
migracion o la remodelacion de tejidos. Como con-
secuencia de este papel dual tal vez el nombre que
expresaria mejor el sistema fibrinolitico, seria el

de sistema del plg/pli.

El plg se ha encontrado en otros sistemas fisiol6gi-
cos como reparacién 6sea (16), en la penetracién
del espermatozoide al oocito reduciendo la fertili-
zacién de este (17). La importancia del plg/pli en
diferentes sistemas fisiol6gicos del humano ha hecho
que este grupo de investigacion purifique esta mo-
lécula en diferentes especies (18-24). En este estu-
dio se le determina la cinética a la pli de 7 especies
animales y se comparan entre ellas y con la pli hu-
mana, asi como la identificacién de estos plg por
secuenciamiento del terminal-N.

MATERIALES Y METODOS

Toma y procesamiento de las muestras

Este estudio se realiz6 bajo las recomendaciones
establecidas en la normatividad sobre investiga-
cién con sujetos humanos (Declaracién Univer-
sal de los Derechos Humanos, Helsinki-Tokio y

Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354: Bogotd (Colombia) N° 26: 67-77, julio-diciembre del 2013 B9



Omaira Cafias Bermudez / Luis Fernando Arbeldez Ramirez

Nuremberg) con el consentimiento del Comité de
Bioética de la Universidad de Pamplona. Se tuvo
en cuenta el criterio de la utilizacién del consen-
timiento informado a la hora de la extraccion del
plasma, establecido en el articulo 30, del Decreto
8430 de 1993.

El plasma humano fue suministrado por el Hospi-
tal Erasmo Meoz de la ciudad de Cticuta, Colom-
bia, analizado y certificado libre de enfermedades
infecciosas. Las muestras de los plasmas animales
fueron tomadas con la autorizacién del comité de
Bioética de la Universidad de Pamplona (aproba-
do el 13 de julio de 2004) en la Granja Experimen-
tal Villa Marina, propiedad de dicha institucion.
La toma la hizo un médico veterinario, teniendo
en cuenta las recomendaciones contempladas en el
titulo V del Decreto 8430.

Se utilizaron bolsas para extraccién sanguinea con
solucién anticoagulante de citrato trisédico. A la
sangre obtenida de esta manera se le afiadi6 fenil-
metilsulfonilfluoruro (PMSF) disuelto en dime-
til-sulféxido (DMSO), a una concentracién final
de 1 mM, con el fin de inhibir la actividad de las
serinproteasas. Las muestras se mantuvieron refri-
geradas y el plasma separado por centrifugacion a
7000 rpm durante 15 min a 4 °C.

Reactivos

PMSEF, e-aminoécido capréico (e-ACA) y é4cido
clorhidrico de (fabroquim), cloruro de sodio
(NaCl), DMSO vy acetato de sodio anhidro de
(Riedel-de-Haén), N,N’-Metilen-bisacrilamida
(Bio-rad), persulfato de amonio (Bio-rad),
B-mercaptoetanol (Bio-rad), sodio dodecil sulfato
(SDS) (Fluka), di-hidrégeno fosfato de sodio di-
hidratado de (Merck), lisina-sefarosa-4B de (Am-
ersham Biosciences), 4cido acético concentrado
de (Baker), sustrato cromogénico para pli Spec-
trozyme y urocinasa (u-PA) (110,000 Ul/mL)

de (Amdiag). El sustrato cromogénico S-2251
se disolvi6 a una concentracién de S mM utilizando
a partir de esta concentracion varias diluciones.
El estindar de peso molecular usado contenia:
180 kDa (a,-macroglobulina), 92 kDa (Glu-
plg), 66 kDa (cadena-a, fibrindgeno humano),
52 kDa (cadena-, fibrinégeno humano), 46
kDa (cadena-y, fibrinégeno humano), 23,8 kDa
(tripsina) y agua tipo 1y I11, de los (Laboratorios
de Investigacién en Quimica, Universidad de Pam-

plona).

Purificaciéon de los plasminégenos

Los plg de las ocho especies fueron purificados
por cromatografias de afinidad e intercambio i6-
nico (18-24) en una columna de 8 x 2,5 cm (Bio-
Rad), equilibrada con tres volimenes de la solu-
cién tampoén 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 de cada una de las
ocho especies. Posteriormente la columna se lavo
con PBS, hasta que la absorbancia A, fue < 0,01.
Se eluy6 con 100 mL de PBS que contenia 0,05
M de e-ACA y colectado en fracciones de 3 mL
en cada tubo. La concentracion fue determinada
utilizando el coeficiente de absorcion (e'*), =
1,6 (M'cm?) (25).

Los diferentes plg fisiologicos en los plasmas fue-
ron separados por cromatografia de intercambio
idnico de acuerdo con el método de Canas (24).
En el humano se separ6 el Glu-plg del Lis-plg y en
los animales Asp-plg del Arg-plg, en una columna
de 5 x 2,5 cm (Bio-Rad), empacada con 4 mL de
DEAE sefarosa y equilibrada con solucién tam-
pén 0,06 M Tris, 0,06 M NaCl. 0,02 M HCI pH
8,5, (A). Se eluy6 con un gradiente lineal usando
la solucién tampén Ay 0,07 M Tris, 0,22 M NaCl,
0,06M HCI pH 7,5. Como solucién tampén B y
colectada en fracciones de 3 mL a una velocidad de
flujo de 1,5 mL/min.
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Aniilisis electroforético

La electroforesis SDS-PAGE al 10 % se realizd
de acuerdo con el método de Laemmli (26). Las
muestras de los 8 plg de S mg fueron mezcladas
con la solucién tampén de muestra en un volumen
1:1 (vol/vol). Fueron tratadas térmicamente por
S min a 100 °C y visualizadas con tincién de azul
brillante de Coomassie.

Transferencia directa de los plg

auna membrana de PVDF

Se tomaron varios trozos de membrana PVDF de un
tamano no mayor a 3 x 3 mm. Se humedecieron con
metanol al 99,9 % durante quince segundos. En ocho
tubos para micro-centrifuga, se tomaron 2 pg de cada
uno de los 8 plg y se diluyeron en 8 x 500 pl de dcido
acético al 0,1 % diluido en agua desionizada tipo 1.

A cada uno de los ocho tubos se les afiadi6 varios
trozos de membrana PVDF, agitando suavemente
durante tres minutos. Se incub6 a una temperatura
de S a 8 °C durante dos dias, agitando cada 8 a 12
horas. Luego, se sacaron, se lavaron dos veces con
metanol al 20 % en agua desionizada y luego se se-
caron. A las proteinas se les determiné la secuencia
del terminal-N segtn el método de Edman (27),
en la Universidad de Umed, Suecia (Europa), ama-
blemente por el doctor Per-Ingvar Olhsson.

Activacion de los plasminégenos

Se utilizé 1 mg de cada uno de los plg a una con-
centracion de 1 mg/mLy a una temperatura constan-
te de 37 °C, a los cuales se les adicioné 6,72 ml de
u-PA para una concentracion final de 739,2 UI/mL
“solucion activada”. Se monitored espectrofotomé-
tricamente (A, ) asi: se tomaron ocho tubos con
sustrato (0,3 mM) equivalentes a los diferentes
tiempos de incubacién (0, 1, 3, 6,9, 15,25y 35
min), a los cuales se les adicioné 3 ml de la “solucion
activada”. Se dejo reaccionar por 12 s,y lareaccion se
detuvo con la adicion de 10 ml de solucién tampén
acetato (BA) 4 M pH 3,8.

Al minuto 3S, la activacién de los plg se detuvo
y se adiciond a las soluciones del “plg activado”
323 ml de glicerol al 100 %, para una concentracién
final de glicerol de 25 %. La solucién activada se
homogeneizé, alicuoté y almacendé a -80 °C.
Se determind la A

40S
graficola A,  vs. el tiempo de incubacion.

de las ocho incubaciones y se

Determinacién de la concentraciéon

de la plasmina

De acuerdo con el proveedor del sustrato cromo-
génico, la hidrolizacién de diez unidades de miliab-
sorbancias (mA4 ) 237 °C corresponde a 1 nM de

pli (28).

05

A los tubos con sustrato 0,3 mM se les agregd 3 ml
de la solucidn final activada y se incubaron por
0,30y 60 s, respectivamente. La reaccion se detuvo
adicionando 10 ml de BA; la A, se determiné
para cada tubo.

Cinética de la plasmina

Se estudia la cinética de las ocho especies de pli
partiendo de una concentracién comtn (2,7 uM),
auna temperatura de 37 °C y un pH 7,3. Su activi-
dad se determind por la velocidad de transforma-

cién del sustrato a producto (A, ), utilizando las

siguientes concentraciones de sto’iratO: 0,05, 0,08,
0,10,0,13,0,18, 0,25y 0,30 mM, a los cuales se les
adicioné 3 ml de cada pli. La reaccion se detuvo
con 10 ml de BA.La A, se determiné y se graficé

segtin la ecuacién de Lineweaver-Burk (29).

REsuLTADOS

Andlisis electroforético

La eficiencia del método de purificacién de los
plg se demostré (figura 1), donde se visualiza una
sola banda alrededor de 92.000 Da, para todos los
plg (figura 1 [A-H]), al compararla con la banda
ntmero dos del estdndar de peso molecular (carril
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izquierdo de cada imagen [A-H]), correspondien-
te al plg humano. La pureza de los ocho plg fue
determinada superior al 95 % por densitometria,
utilizando el software Image Analysis v 2003.

Activacién de los plasminégenos

Todos los plg estudiados se activaron bajo las
mismas condiciones. La activaciéon de los 8 plg se
visualiza en la figura 2. Estos demuestran una ten-

dencia parecida a partir del minuto 10 aproxi-
madamente, alcanzando la mayoria de ellos una
activaciéon constante, excepto los plg caprino
y ovino de pelo, aunque estos demuestran cla-
ramente una tendencia hacia una constante de
activacion al igual que los demads plg. Solo los
plg canino y bovino superaron las 1000 mA,
mientras que el resto de los plg se mantuvo a
este nivel.

Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE al 10 %"
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Figura 2. Monitoreo espectrofotométrico A, . de la activacién de los plg de las ocho especies a pli por la u-PA. mA
vs. tiempo de incubacién
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Cinética de la plasmina

Los pardmetros cinéticos de las ocho plis fueron
determinados en las coordenadas de Lineweaver-
Burk (figura 3), para el plg equino. Si bien todas
estas gréficas muestran una tendencia andloga, sus

parametros son diferentes, teniendo el canino por
ejemplo a la mayor afinidad y el humano ala menor.
De igual forma, los otros pardmetros determinados
para los ocho plg se comportan diferente, como
se puede visualizar (tabla 1).

Figura 3. Dependencia de la velocidad de transformacion del sustrato a producto por la pli equina en las coordenadas
de la ecuacién de Lineweaver-Burk

Cinética de la plasmina equina
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Tabla 1. Pardmetros determinados segin la ecuacién de Lineweaver-Burk para las ocho especies de plis

Especies M, A/s K,,mM K. x1o'/s
Canina 0,0079 0,438 2,93
Equina 0,0088 0,438 3,270
Ovina 0,010 0,45 3,70
Bovina 0,012 0,60 4,44
Caprina 0,017 0,85 6,29
Bufalina 0,029 1,35 0,010
Porcina 0,033 1,55 0,012
Humana 0,100 5,30 0,003
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Secuencia de los terminales-N de los plg

Como primer a.a. en el plg humano se determiné
el glutamato (E) en sus terminales-N, en todos los
plg animales se determiné el a.a. aspartato (D),
otras diferencias en las secuencias se encontraron
entre el humano y los animales. Asi mismo, los plg
de los animales muestran diferencias entre si, las

cuales se muestran en negrilla en la (tabla 2).

Tabla 2. Secuencia del terminal-N de los ocho
plasminégenos

Plg Secuencia N-terminal
Glu-Plg (humano) EPLDDY
D-Plg (bufalino) DPIDDY
D-PlIg (caprino) DPLDDY
X-Plg (canino) XXLDDY
D-Plg (bovino) DPSDDY
D-Plg (porcino) DPPDDY
D-Plg (ovino) DPPDDY
D-Plg (equino) DPPDDY

Discusion

Los plg de diferentes especies como las del canino,
ovino, bovino, porcino y equino han sido purifi-
cados por diferentes métodos. Comun para todos
ellos es la complejidad de estas purificaciones y
ninguna de ellas igual la una de la otra, lo que ha
inhibido la investigacion de esta molécula en di-
ferentes especies y en el sistema fisiologico donde
desempeifia su papel biolégico (30-34). El grupo
de investigacion ha unificado y simplificado todos
estos métodos en uno tnico, hasta la fecha para sie-
te especies animales y la humana (18-24). Se ob-
serva ademds una pureza mayor al 95 % en todas
las especies aqui estudiadas, lo que demuestra una
reproducibilidad y unificaciéon en la purificaciéon
de los plg de estos ocho mamiferos. Sin duda algu-
na, este método de Canas y colaboradores puede
ser utilizado en todas las especies en la cuales esta
molécula exista, para estudiarla de forma indepen-

diente del sistema donde desarrolla sus funciones
biolégicas. Esto facilita conjuntamente la compa-
racion de esta molécula y del sistema en el cual
desempefia su papel biolégico (sistema plg/pli),
entre diferentes especies.

Todos los plg de los animales se caracterizaron en
la determinacién de la secuencia del terminal-N,
en que el a.a. en la posicion 1 es el aspartato, moti-
vo por el cual los plg de los animales también son
conocidos como Asp-plg; excepto el canino que
por motivos desconocidos no se le ha podido de-
terminar sus dos primeros a.a., a pesar de habérsele
hecho la secuencia del terminal-N en diferentes lo-
tes de purificacion. Quizds se trate de una degrada-
cién enzimética de estos a.a.

El plg humano difiere con todos los animales entre
otras cosas en este primer a.a., el cual para el huma-
no es el glutamato, por lo cual es también conocido
como Glu-plg. Lo mismo no se puede decir del a.a.
namero tres, donde se puede apreciar que en esta
posicion el humano coincide con el caprino y cani-
no, pero no con las demds especies. Las restantes
especies también difieren entre si. El porcino, el
ovino y el caprino no mostraron entre ellos ningu-

na diferencia en la secuencia del terminal-N.

Todas las especies estudiadas demostraron tener
diferentes degradaciones de los plg a nivel fisiolo-
gico, en particular el Glu y Lis-plg para el humano
y Asp y Arg-plg para los animales (18-24). Estos di-
ferentes plg fisiologicos con diferencias cinéticas
(12,19-20) fueron debidamente separados para
prevenir alteraciones en las determinaciones ciné-

ticas hechas en este estudio.

La activacion de estos plg a plis (Glu-plg humano
y Asp-plg animales) en las ocho especies mostré
una tendencia muy parecida. Después del minu-
to 10, todas las activaciones a plis mostraron una
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clara tendencia a formar una constante a través del
tiempo. Esto nos indica que la activacién de los plg
a plis por hidrolizacién de la u-PA no es necesario
llevarla hasta el minuto 35 de incubacién, ya que los
riesgos de rompimientos hidroliticos poco especi-
ficos e indeseados se hacen mayores con el correr
del tiempo. La pli se puede auto-hidrolizar, motivo
por el cual una activacién mas alld del minuto 15 es
totalmente innecesaria, como se demostrd en este

estudio para cualquiera de las ocho especies.

Los pardmetros cinéticos determinados para las
ocho especies mostraron un amplio espectro de
variacién. La velocidad de conversion del sustrato
a producto demostré ser inversamente proporcio-
nal a la afinidad de las ocho especies estudiadas,
siendo el plg/pli humano el de menor afinidad ha-
cia el sustrato cromogénico, hecho precisamente

para el plg/pli humano.

Todas las especies animales mostraron menor ve-
locidad de conversion del sustrato que el humano;
a la vez mostraron todos los plg animales mayor
afinidad por el sustrato. La purificacién unificada
y los pardmetros cinéticos determinados en este
estudio para estas ocho especies facilitardn la pu-
rificacién y determinacion de estos pardmetros en
muchas mds especies. También facilitardn el estu-
dio del sistema fibrinolitico de los animales en gene-
ral y su comparacién con el humano. De momento,
la realidad mundial ha demostrado que una de las
principales causas de muerte del ser humano son
los problemas cardiovasculares (21), lo cual esta
en concordancia con este estudio que demuestran
que el plg/pli humano tiene la menor afinidad por
el sustrato, clara indicaciéon de que estas proteinas
podrian detectar el creciente trombo mads tarde de
lo que lo harian las animales. Esta virtud de los
plg/plis animales resta demostrarla in vitro, ana-
lizando el tiempo de disoluciéon de los codgulos
formados por la trombina en el plasma humano,

en presencia del t-PA y los plg de las siete especies
animales, comparandolos con el plg humano y vi-
ceversa. La determinacién de los tiempos de lisis
de los 8 plg/plis indicara si la afinidad de estos por
el trombo est4 directamente relacionada con la di-
solucion del codgulo. Con estos renovados conoci-
mientos sobre los sistemas fibrinoliticos, humano/
animal, con toda seguridad se ampliara el entendi-
miento de este sistema, se facilitard el tratamiento
de humanos y se dilucidardn las condiciones de

este sistema en los animales.
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