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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en todo el mundo, entre
las cuales las anomalias del sistema del plasmindgeno/plasmina son un factor importante en la
deficiente lisis de los codgulos sanguineos. En esta investigacion se estudié el sistema fibri-
nolitico en cuatro especies de mamiferos, entre las que se identificé el plasmindgeno humano
como el més eficiente en cuanto a su poder trombolitico. Se investigd y se identifico el plas-
mindgeno entre cuatro especies (humano, bovino, caprino y porcino) més eficiente en la lisis
del codgulo humano in vitro. Los plasmindgenos fueron purificados de forma idéntica por
cromatografia de afinidad. El fibrinégeno humano se purificé por fraccionamiento con etanol.
Tanto la purificacion del plasmindgeno como la del fibrindgeno se caracterizaron por elec-
troforesis unidimensional SDS-PAGE al 10 %. La formacién del codgulo humano, in vitro, asi
como su disolucién por el plasminégeno/plasmina consistié en la determinacion del tiempo
de lisis desde la formacién del codgulo hasta su dilucién. La purificacién de las proteinas
arrojé una pureza mayor al 95 %; el del plasminégeno humano demostré mayor capacidad de
lisis del codgulo que los plasmindgenos de los animales. Se determiné que la mayor catalisis y
eficiencia corresponden al plasmindgeno/plasmina humano, que disuelve el codgulo huma-
no hasta tres veces mds rapido que las especies irracionales.
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Determining Human Clot Lysis Time (in vitro) with
Plasminogen/Plasmin from Four Species (Human, Bovine,
Goat, and Swine)

Abstract

Cardiovascular disease is the leading cause of death worldwide, including failures in the
plasminogen/plasmin system which is an important factor in poor lysis of blood clots. This
article studies the fibrinolytic system in four species of mammals, and it identifies human
plasminogen with highest thrombolysis efficiency. It examines plasminogen from four species
(human, bovine, goat, and swine) and identifies the most efficient one in human clot lysis
in vitro. All plasminogens were identically purified by affinity chromatography. Human fibri-
nogen was purified by fractionation with ethanol. The purification of both plasminogen and
fibrinogen was characterized by one-dimensional SDS-PAGE (10%). Human clot formation
in vitro and its dissolution by plasminogen/plasmin consisted of determining lysis time from
clot formation to its dilution. Purification of proteins showed greater than 95% purity, hu-
man plasminogen showed greater ability to Iyse clot than animal plasminogen. The article
concludes that human plasminogen/plasmin has the greatest catalysis and efficiency, as it
dissolves human clot up to three times faster than that of irrational species.

Keywords: plasminogen, plasmin, thrombin, tissue plasminogen activator, lysis.
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Determinagio do tempo de lise do codgulo humano (in vitro)
com o plasminogénio/plasmina de quatro espécies: humano,
bovino, caprino e suino

Resumo

As doengas cardiovasculares sdo a primeira causa de morte em todo o mundo, entre as quais
as anomalias do sistema do plasminogénio/plasmina sao um fator importante na deficiente
lise dos codgulos sanguineos. Nesta pesquisa se estudou o sistema fibrinolitico em quatro
espécies de mamiferos, entre as que se identificou o plasminogénio humano como o mais
eficiente em quanto ao seu poder trombolitico. Realizou-se uma pesquisa e se identificou
o plasminogénio entre quatro espécies, (humano, bovino, caprino e suino) mais eficiente
na lise do codgulo humano in vitro. Os plasminogénios foram purificados de forma idéntica
por cromatografia de afinidade. O fibrinogénio humano se purificou por fracionamento com
etanol. Tanto a purificagio do plasminogénio como a do fibrinogénio se caracterizaram por
eletroforese unidimensional SDS-PAGE a 10 %. A formagao do codgulo humano, in vitro, as-
sim como sua dissolugao pelo plasminogénio/plasmina consistiu na determinagao do tempo
de lise desde a formagao do codgulo até a sua dilui¢ao. A purificago das proteinas mostrou
uma pureza maior a 95 %, o do plasminogénio humano demonstrou maior capacidade de lise
do codgulo que os plasminogénios dos animais. Determinou-se que a maior catélise e efi-
ciéncia correspondem ao plasminogénio/plasmina humana, que dissolve o codgulo humano
até trés vezes mais rapido do que as espécies irracionais.

Palavras chave: plasminogénio, plasmina, trombina, ativador tissular do plasminogénio,
lise.

por otro lado, también se encuentra el mal funciona-

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la
principal causa de muerte en todo el mundo. Cada
ano mueren mds personas por estas enfermeda-
des que por cualquier otra causa. Se calcula que
en 2008 murieron 17,3 millones de personas, lo
cual representa un 30 % de todas las muertes regis-
tradas en el mundo; 7,3 millones de esas muertes se
debieron a la cardiopatia coronaria. Las muertes
por ECV afectan por igual a ambos sexos y mds
del 80% se producen en paises de ingresos bajos
y medios. Se calcula que en 2030 morirdn cerca de
23 millones de personas por ECV, sobre todo por
cardiopatias, y se prevé que sigan siendo el princi-
pal motivo de muerte (1). Las causas mas impor-
tantes de cardiopatias son: una dieta inadecuada, la
inactividad fisica, el consumo de tabaco y alcohol;

miento del sistema plasminégeno/plasmina para
disolver el trombo, ya que deja grandes residuos
adheridos en las paredes endoteliales y otros circu-
lando que pueden provocar diversas enfermedades
del sistema circulatorio.

La hemostasia es un mecanismo esencial de protec-
cién que depende del balance delicado entre los
procesos procoagulantes y anticoagulantes, y
comprende los procesos de coagulacién sanguinea
regulados estrictamente, la activacion plaquetaria
y la reparacion vascular. La hemostasia promueve
como su funcién principal la cascada de la coagu-
lacién, la cual ademds limita la pérdida de sangre,
y responde a dafos tisulares (2). La cascada de la
coagulacién ha sido cldsicamente entendida como
dos vias convergentes activadas: la una, por la via
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de contacto del sistema de proteinasas, factor XII,
precalicreina y cininégeno de alto peso molecular;
la otra, por la activacion del factor VII y X, cuando
el factor tisular se expone a los dafos vasculares
(3-5), los procesos de formacién del trombo son
regulados simultineamente por el sistema fibri-
nolitico, lo cual previene la formacion de codgulos
que induzcan una trombosis intravascular masiva.
El plasminégeno, el activador tisular del plasmind-
geno (t-PA) y la a -antiplasmina (a,-AP) se incor-
poran dentro del coigulo mientras se forma (6).

El plasmindgeno es una serinproteasa sintetizada en
el higado, constituida por 791 aminoacidos (a.a.)
(7). Se organiza en siete dominios estructurales que
comprenden un péptido de preactivacion (1-77),
cinco dominios kringles con secuencias homologas
y un dominio de proteinas, que comprende los re-
siduos a.a. 562-791. Los kringles contienen lugares
de unién a la lisina (LBS) y amino hexil que desem-
pefian un papel crucial en el reconocimiento de la
fibrina, de la superficie celular y dela o -AP.

El gen humano para el plasminégeno se localiza
en el brazo largo del cromosoma 6, en las bandas
q26 0 q27, ylalongitud del gen es de 52,5 kb; cada
uno de los S kringles estd formado por 2 exones se-
parados por un unico intrén en el medio de cada
estructura. El gen estd estrechamente relaciona-
do con el de la apoproteina (a). El plasminégeno se
convierte a plasmina por la hidrélisis de una unién
peptidica entre los a.a. Arg**'-Val*®. El peso mo-
lecular del plasmindgeno es de 92 kDa y el de la
plasmina de 85 kDa. La concentracién plasmatica
del plasminégeno es de 200 mg/L (8). El plasmi-
ndgeno se convierte en plasmina por la accién de
los activadores t-PA o el activador del plasmind-
geno tipo urocinasa (u-PA); en el primero, esto
solo ocurre de forma eficiente en la superficie de
la fibrina, en la que el activador y el plasminégeno
estan juntos. La funcién principal de la plasmina

es la degradacion de la fibrina insoluble que con-
forma el trombo a productos solubles de degrada-
cién de la fibrina (FDP, por sus siglas en ingles);
sin embargo, también acttia sobre otros substratos
constituyentes de la matriz extracelular, como son
el coligeno IV y V, proteoglicanos, laminina, fi-
bronectina y vitronectina. También puede activar
in vitro las metaloproteinasas de matriz (MMP)
latentes, como la I, III, IX, X, XIII (9-11), elasta-
sas, factores de crecimiento del tipo TGF-B (12)
o el bEGF (13), lo que lo libera de la matriz a la
que estd unido en forma latente. bFGF es proan-
giogénico y “up™regulador de u-PA, PAI-1y de la
expresion de gelatinasas (14) e inhibe la expresién
de TIMP-2 (inhibidor endégeno de MMPs, tipo 2)
(15). La plasmina libre en sangre es inactivada ra-
pidamente por a,-AP; su vida media es de 0,1 s.
La plasmina generada en la superficie de la fibrina
esta parcialmente protegida de esta inactivacion,
ya que los LBS importantes en la interaccion entre
la plasmin6geno/plasmina y la fibrina estin fuera
del alcance de la a,-AP. Se han descrito receptores
celulares con alta afinidad para unir el plasmindge-
no/plasmina en varios tipos celulares, incluyendo
células endoteliales (16). Esta unién estd mediada
por los LBS de los kringles 1-3 de lamolécula del plas-
minégeno/plasmina, lo cual la protege también de
lainhibicién porla a -AP. Silos LBS de la plasmina
estan ocupados, la accién de la a,-AP es 50 veces
menor.

El mecanismo que media el t-PA estd envuelto ini-
cialmente en la homeostasis de la fibrina, mientras el
de la u-PA parece implicar ademas fenémenos como
la migracion o la remodelacién de tejidos. Como con-
secuencia de este papel dual, tal vez el nombre que
insinuaria mejor el sistema fibrinolitico seria el de sis-
tema del plasmin6geno/plasmina. El plasmindge-
no se ha encontrado en otros sistemas fisioldgicos
como reparacién désea (17), en la penetracion del
espermatozoide al ovocito, lo cual reduce la fertiliza-
cién de este (18). La importancia del plasminégeno/
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plasmina en diferentes sistemas fisiolégicos del hu-
mano ha hecho que nuestro grupo de investigacién
purifique esta molécula en diferentes especies (19-
25), v en este estudio se determina la capacidad de
estos plasmindgenos de lisis del codgulo humano,
como objetivo central de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS
Equipos

Espectrofotémetro (ThermoScientific), balanza
analitica (Ohaus), centrifuga (Jouan), cromaté-
grafo (Bio-Rad), freezer (Jouan), electroforesis
(Bio-Rad), computador (IBM), hielera (Scots-
man), agitador y magneto (ABC), bomba de vacio
(LIC), mangera de dialisis (Fisherbrand), croné-
metro (Casio), bafio serolégico (Memmert), bol-
sas para extraccién sanguinea (Terumo).

Reactivos

0,1 M fosfato di sédico pH 7,3 (Merck) / 0,15 M clo-
ruro de sodio (Merck), 0,05 M de 4cido 6-aminohe-
xanoico (Sigma) en fosfato disédico 0,1 M (Merck)
/ cloruro de sodio 0,15 M / pH 7,3 (Merck), 4cido
6-aminohexanoico (Sigma) 1 M / etanol (Riedel-
de-Haén), 6,5% / citrato trisédico 0,055 M pH 6,0
(Analyticals), glicina 1M (Bio-Rad) / etanol 6,5 %
/ citrato trisédico 0,055 M pH 6,0, citrato trisé-
dico 0,055 M, pH 6,35, cloruro de sodio (Merck)
0,3 M, urea 6,6 M (Riedel-de-Haén) /hidréxido de
sodio 0,2 M (Riedel-de-Haén), glicina (Bio-Rad)
1 M. Etanol 99,9 %, acetato de sodio anhidrido al
0,8 M pH 4,0, 0,1 tampon fosfato/0,1 g/1 tween 80
(Merck) / pH 7,3 (solucién tampén de lisis), 0,05 %
azida de sodio. 0,07 M Tris/0,22 M cloruro de so-
dio/pH7,5.0,14 M de aprotinina, 1 mM de fenilme-
tilsulfonil fluoruro (PMSF), 0,1 M carbonato dis6-
dico (Riedel-de-Haen) / 6 M urea, 10 % de dodecil
sulfato de sodio (SDS) (Fluka), Tris (hidroximetil )

aminometano (Bio-Rad), acido clorhidrico (Fa-
broquim), azida sédica (Merck), fluoruro de fenil-
metilsulfonico (Fluka), dimetilsulféxido (DMSO)
(Riedel-de-Haén), aprotinina (Sigma), lisina-sefa-
rosa 4B (healthymagination), dcido acético (Rie-
del-de-Haén), acrilamida (Fluka), N,N"-metileno-
bis-acrilamida (Bio-Rad), persulfato de amonio
(Riedel-de-Haén), 2-mercaptoetanol (Biorad), gli-
cerol (ICN Biomedicals Inc.), azul de bromofenol
(Riedel-de-Haén), N,N,N’,N’-tetra-metil-etilendia-
mina (Bio-Rad), 4cido etilendiaminotetraacetato
disédico dihidratado (Riedel-de-Haén), activador
tisular del plasminégeno humano recombinante
(Prospec), trombina humana (Prospec), agua tipo 1
del Laboratorio de Investigacion en Quimica (LIQ),
azul de metileno (Bio-Rad). Marcador de peso mo-
lecular: 180 kDa (& -macroglobulina humana), 92
kDa (glu-plasminégeno humano), 66 kDa (cadena
a fibrinégeno humano), 52 kDa (cadena p fibriné-
geno humano), 46 kDa (cadena 7 fibrinégeno hu-
mano) y 23 kDa (Tripsina) del LIQ de la Universi-
dad de Pamplona (Colombia).

Toma y PI’OCCS&miCI’ltO de muestras

El plasma humano fue obtenido del hospital Erasmo
Meoz de Cucuta, Colombia, analizado y certificado
libre de antigenos como hepatitis, VIH, Chagas y
otras enfermedades infecciosas. Las muestras sangui-
neas de los animales de las tres especies se tomaron
en la granja experimental Villa Marina, propiedad de
la Universidad de Pamplona, por un médico veterina-
rio; se utilizaron bolsas para extraccién sanguinea con
solucién anticoagulante de citrato, fosfato, dextrosa y
adenina (CPDA-1). A la sangre obtenida de esta ma-
nera se le anadié6 PMSF disuelto en DMSO, a una
concentracidn final de 1 mM, con el fin de inhibir
la actividad serinproteasa. Las muestras se mantuvie-
ron refrigeradas y fueron centrifugadas antes de 2 h.

Las muestras sanguineas de las tres especies anima-
les se centrifugaron a 7000 r. p. m. durante 15 min
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a4 °C e inmediatamente se separ¢ el plasma y se
refriger6 a —80 °C hasta su posterior uso. A partir
de las muestras sanguineas separadas, se procedi6
a purificar tanto el plasmindgeno como el fibri-
noégeno.

Purificacién de los cuatro plasminégenos
por cromatografia de afinidad

Los plasmindgenos de las cuatro especies fueron
purificados por cromatografia de afinidad en lisi-
na-sefarosa segtn el método de cromatografia de
afinidad de Cafias y colaboradores (19-25), en una
columna de 15 x 2,5 cm (Biorad), equilibrada con
tres volimenes de la solucién tampén 0,1 M fosfato
disédico pH 7,3 (Merck)/0,15 M cloruro de sodio,
a una rata de flujo de 2 ml/min.

En la purificacién del plasminégeno humano se
aplicaron 325 ml de plasma en la columna de cro-
matografia y se lavé con 250 ml de la soluciénn 0,1
M fosfato disédico pH 7,3 (Merck) / 0,15 M cloru-
ro de sodio, hasta que la absorbancia A, fue < 0,01
UA. Consecutivamente se eluy6 con 120 ml de so-
lucién 0,05 M de 4cido 6-aminohexanoico (Sigma)
en fosfato disédico 0,1 M y se colectd en fracciones
de 3 ml en cada tubo. La concentracién fue deter-
minada utilizando el coeficiente absorcién de 1,6
(26). El plasminégeno fue concentrado en una cel-
da amicén utilizando membranas de celulosa rege-
nerada de 10 kDa. El plasma des-plasminogenado
se guard6 a —80 °C hasta su uso posterior.

Los plasminégenos de las especies porcino, bovino
y caprino se purificaron siguiendo el mismo proce-
dimiento utilizado en la purificacién del plasmind-
geno humano.

Purificacién del fibrinégeno

El fibrinégeno fue purificado de plasma desplasmi-
nogenado de acuerdo al método de Blomback y

Blémback (27). En resumen: el plasma fue preci-
pitado 6 veces utilizando diferentes concentracio-
nes de etanol frio, mezclando constantemente el
precipitado centrifugado y lavado con etanol frio
en cada una de las precipitaciones; la preparacion
de fibrindgeno se disolvié en solucién tampoén
PBS y su concentracién determinada a A, nm, y
se utilizé como coeficiente de extincién €'* = 15
(27,28). La solucién de fibrindgeno fue porciona-

day conservadaa -80 °C.

Caracterizacion del fibrinégeno
y los plasminégenos por electroforesis

SDS-PAGE al 10 %

La electroforesis SDS-PAGE al 10 % se realizé de
acuerdo al método de Laemmli (29). Las muestras
de plasminégeno y fibrindgeno fueron mezcladas
buffer de muestra en un volumen 1:1 (vol/vol);
luego fueron tratadas térmicamente por 5 min a
100 °C. Las muestras se sirvieron en los pozos del
gel y se corrieron a 0,02 A, durante aproximada-
mente 60 min. Las proteinas fueron visualizadas
utilizando la coloracién de azul brillante de Co-
omassie. Como estandar se utiliz6 un marcador de
peso molecular producido por el grupo de investi-
gacion en Quimica de la Universidad de Pamplona
(véase seccién de “Materiales y métodos”).

La pureza de los plasminégenos y de los fibriné-
genos se determind con el software de uso libre
Image], de dominio publico, desarrollado en la Na-
tional Institutes of Health (30,31).

Diilisis del fibrinégeno

y los plasminégenos

Se dializé el fibrindgeno y los plasmindgenos de
las cuatro especies, tres veces por 2 h en la solu-
cién tampodn de Lisis (1:100 v/v) y por ultimo se
dejo en manguera de dialisis, toda la noche, a 4 °C.
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La preparacidn final se conserva a —80 °C, hasta su
posterior uso.

Dilucién de las proteinas con la solucién
tampo6n de lisis

El fibrinégeno humano se llevé a una concentra-
cién final de 2 mg/ml, los plasmindgenos de las cua-
tro especies se llevaron a una concentracion final
de 0,32 mg/ml. El t-PA se diluy6 a una concentra-
cién final de 200 IU/ml. La trombina humana se
llevd a una concentracidn final de 100 IU/mL.

Formacién y lisis del codgulo humano
(in vitro) con los plasmindégenos/plasminas
de las cuatro especies

Se adicionaron 250 pL de fibrindgeno (2 mg/ mL)
en un tubo de ensayo y se incub¢ a 0 °C. Se inicié
el cronémetro. Alos 15 s se agregaron 100 pL de
plasminégeno (0,32 mg/mL); alos 30 s se agrega-
ron 100 pL de t-PA (200 IU/mL). Pasados 45 s se
agregd SO pL de trombina (100 IU/ml). Se agité
vigorosamente por 15 s para la formacién de burbu-
jas y se incubd a 37 °C. Se paus6 el cronémetro al
momento en que la ultima burbuja sali6 a la super-
ficie. Este procedimiento se realizé por triplicado
para cada plasmindgeno.

REesuLTADOS

Purificacién de los cuatro plasminégenos
por cromatografia de afinidad

En la figura 1 se observa el cromatograma de la
purificacién del plasminégeno humano. La linea
azul indicala A |
primer pico se eluye con el lavado todas las pro-

y la roja la conductividad. En el

teinas del plasma, excepto el plasmindgeno. En el
segundo pico se eluyen proteinas que se adhieren
a la matriz débilmente. El tercer pico presupone la

elusion del plasminégeno. De igual forma, se puri-
ficaron los plasmindgenos de las tres especies ani-
males.

Figura 1. Cromatograma de la purificacion del plasminégeno
humano, pico 1, proteinas no retenidas en la columna,
pico 2, proteinas retiradas débilmente, pico 3, plasminégeno
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Caracterizacion electroforética
de los plasminégenos

En la figura 2 se visualiza en el carril 1 el marcador
de peso molecular (véase seccion de “Materiales y
métodos”), donde se observa la banda del plasmi-
négeno humano (segunda banda del marcador),
carril 2: plasmindgeno bovino, carril 3: plasminé-
geno caprino, carril 4: plasmindgeno porcino, to-
dos con un peso molecular de 92 kDa.

Densitometria de la electroforesis
del plasminégeno humano

En la figura 3 se observa el escaneo de las bandas
de los plasminégenos, para determinar su pureza;
varias impurezas con porcentajes insignificantes
fueron detectadas. Para los plasmindgenos se ob-
tuvo unas purezas de: humano 93 % (figura 3A), bo-
vino 95 % (figura 3B), caprino 94,3 % (figura 3C)
y porcino 95 % (figura 3D).
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Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE (10 %), carril 1, marcador
de peso molecular; carril 2, plasminégeno bovino; carril 3,
plasminégeno caprino; carril 4, plasminégeno porcino
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Los diferentes resultados de las purificaciones de
los cuatro plasminédgenos fueron recopilados en Ia ta-
bla 1, en la que se pueden observar las cantidades
de plasminégeno en miligramos de cada especie, el

total de plasma utilizado y los miligramos obteni-
dos por mililitros de plasma.

Purificacién del fibrinégeno

La figura 4 muestra la electroforesis del fibrindge-
no purificado; en el carril 2 se pueden visualizar las
tres tipicas bandas del fibrindgeno, a, p y y de 66,
52y 46 kDa, respectivamente, las cuales coinciden
a la perfeccion con las del marcador en el carril 1
(véase la seccion “Materiales y métodos”). Estas
bandas fueron sometidas a densitometria, como se
demuestra en la figura S, en la cual no se encontra-
ron contaminantes, la pureza que fue determinada
en un 100 %.

Tiempo de lisis del codgulo humano
con el plasminégeno/plasmina
de las cuatro especies

La tabla 2 muestra las determinaciones por tripli-
cado de las lisis de los cuatro plasminédgenos, en
los que los resultados indican que el plasminoge-
no humano toma menor tiempo en la disolucién
del codgulo, comparado con los plasminégenos de
los animales, los cuales toman hasta tres veces mas
tiempo en su disolucion.

Tabla 1. Resultados de la purificacién de los plasminégenos de las cuatro especies

Especie Volumen plasma (ml) | Total plasminégeno (mg) P"’s“‘i""’?fr':l’)/ (Bl P‘(’;/eo;"
Humano 325 35,71 0,11 92,750
Porcino 315 38,30 0,12 94,506
Caprino 250 19,55 0,08 94,238
Bovino 210 14,70 0,07 95,113
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Figura 3. Espectrogramas de los carriles 2, 3, 4 de la figura 2, obtenido con el soffware ImageJ

Clipboard, Uncalibrated OD Clipboard, Uncalibrated 00
92,750% 95,113%

5,006%

8,814%

1,049%
3,075%

Clipboard, Uncalibrated OD Clipboard, Uncalibrated 00

94,506%
94.283%

2,260%

0,493%
2,829%

0,135%
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Figura 4. Electroforesis SDS-PAGE (10 %), carril 1, marcador de peso molecular; carril 2, cadenas o, By ¥
del fibrinégeno humano

kDa
150

b
66 Cadena o-fibrinbgeno humano

'—'4/

52 <——— Cadena p-fibrinégeno humano
46

Cadena y-fibrindgeno humano
23 ——

Figura 5. Espectrograma del carril 2 de la figura 4 de las cadenas o, 3 y Y del fibrinégeno humano,
obtenido con el soffware ImageJ

Clipboard (red); Uncalibrated OD

100%
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Tabla 2. Tiempo de lisis del codgulo humano (in vitro) con plasminégeno/plasmina

) e e
Humano 535,86 539,42 537,47 537,583
Porcino 1099,04 1095,64 1103,22 1099,300
Caprino 1770,38 1776,66 1772,73 1773,257
Bovino 1789,99 1795,35 1788,85 1791,397

Discusion

Los problemas cardiovasculares han sido estudia-
dos en el contexto global y se ha demostrado que
siguen aumentando (32). La causa inmediata de las
enfermedades cardiovasculares es la oclusiéon por
un codgulo de un vaso sanguineo de importancia,
siendo vital la disolucién rapida del codgulo. En
este proceso estdn incluidas varias proteinas del
sistema fibrinolitico, fibrindgeno, t-PA y plasmi-
nogeno. Estas proteinas pueden ser determinadas
cuantitativamente y de forma individual, ademés se
pueden utilizar como marcadores de la fibrindlisis.
En estudios previos de este laboratorio, se estudia-
ron ocho plasminégenos de especies diferentes,
incluyendo la humana (19-25), en la que se de-
mostré que la afinidad del plasminégeno humano
por el sustrato cromogénico hecho especificamen-
te para este plasmindgeno era menor que la afini-
dad de los plasmindgenos animales por el mismo
sustrato cromogénico. Este hecho llevo a plantear
el presente estudio, mediante el cual se demostrd
que el plasmindgeno/plasmina humano es el mas
eficiente en disolver el codgulo (in vitro) que el de
las otras tres especies animales estudiadas, lo cual
supera a la especie porcina dos veces y a la caprina
y bovina tres veces. Se esperaba que el plasminé-
geno/plasmina de las especies animales fuera més
eficiente en disolver el codgulo (in vitro), teniendo en
cuenta que el plasmindgeno/plasmina de los ani-
males tiene mayor afinidad por el sustrato cromo-
génico (14-20).

Se hipotetizd, por tener la menor afinidad hacia el
sustrato cromogénico, que el humano era el més
afectado por las ECV que las demds especies. Los
resultados aqui obtenidos demuestran que el plas-
mindgeno/plasmina humano requiere del menor
tiempo para disolver el coagulo (in vitro), de lo
cual se puede deducir que el hecho de que tenga
menos afinidad por el sustrato no significa que
sea menos eficiente en la disolucién del codgulo
(in vitro) como se crey6 al determinar las afini-
dades de los plasmindgenos/plasminas de ocho
especies (19-25). Desafortunadamente, no se co-
nocen estudios estadisticos en los animales sobre la
prevalencia de ECV en estos, los cuales se podrian
realizar en aquellos animales que acompafian al hu-
mano durante toda su vida, como el equino, el cani-
noy el felino, ya que los demds animales en el estudio
se les acorta la vida para usarlos como alimenta-
cién de los humanos.

No obstante, el hecho de que el humano tenga
menor afinidad por el sustrato y mayor eficiencia
en la disolucién del codgulo no significa que el hu-
mano no siga siendo la especie mds amenazada por
los problemas cardiovasculares y tromboticos, ya
que si bien demostré mayor eficiencia en la lisis
del codgulo (in vitro), el trombo probablemente es
mds grande cuando es detectado por el plasmindge-
no/plasmina humano, que el trombo de los animales,
puesto que, como se demostré (19-25), estos tie-
nen mayor afinidad. Esto se debe interpretar como
una deteccién temprana de la aparicién de codgu-
los en la circulacién de los animales, por parte del
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sistema plasmindgeno/plasmina, lo cual minimiza
el riesgos de una obstruccién. Resta demostrar la
importancia de una alta afinidad frente a una ma-
yor eficiencia en la disolucién del codgulo por los
plasminégenos/plasminas. Por 16gica, podria es-
perarse que una temprana detencién del codgulo
serfa mejor que una rapida disolucion de este, ya
que cuanto mas alta es la afinidad, mds pequenio es
el coagulo al ser detectado por los plasminégenos
animales y hay menor probabilidad de un despren-
dimiento y taponamiento de las arterias.
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