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ABSTRACT

Plasminogen is the pivotal protein of fibrinolytic system and its isoforms never have
been analyzed by 2D-PAGE. In this work samples of plasminogen taken from five
different animal species were purified by affinity chromatography on a sepharose-Lys
matrix and characterized by SDS-PAGE electrophoresis. This analysis shown
similarities in the proteolytic degradation of plasminogens between species, however
different plasminogen isoforms were found on the 2D-PAGE analysis.
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RESUMEN

La principal proteina del sistema fibrinolitico es el plasmindgeno, cuyas isoformas
nunca han sido analizadas en 2D-PAGE. En este trabajo se han purificado los
plasmindgenos de cinco especies animales por cromatografia de afinidad (sefarosa-
Lisina) caracterizandose posteriormente por electroforesis. En el analisis SDS-PAGE,
se ha encontrado una gran similitud en cuanto a la degradacién proteolitica del
plasmindgeno de las cinco especies, no obstante se observa variacion en cuanto a
las isoformas presentes en los plasmindgenos de cada especie por medio del analisis
en electroforesis bidimensional.
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INTRODUCCION

En los animales superiores (mamiferos)
se ha desarrollado un sistema
fibrinolitico, que tiene como principal
funcién degradar los coagulos de fibrina
por parte de la enzima proteolitica
plasmina (1, 2); no obstante, se ha
encontrado que este sistema también
es de gran importancia en eventos
tales como movimiento, reorganizacién
celular y de matrices (ovulacion,
implantacién de trofoblastos,
embriogénesis, angiogénesis y
metastasis) (3, 4).

La fibrina formada, después de jugar su
papel biolégico en el Sistema de
Coagulacion (SC), se convierte en el
primer sustrato de la plasmina (Pli),
produciendo los llamados  Productos
de Degradacién de la Fibrina (PDF), los
cuales han sido intensamente
estudiados e identificados (5, 6, 7); los
PDF son el fragmento-X, con una
cadena a y B parcial y simétricamente
hidrolizadas, reduciendo el peso
molecular original del fibrindgeno a 240
kDa, el fragmento-Y, con un peso
molecular de 145 kDa (7), el
fragmento-E de 50 kDa; el fragmento-
D1, es formado tanto de la degradacion
del fragmento-X como del fragmento-Y,
con un peso molecular de 92 kDa. La
continua degradacién por la Pli sobre el
fragmento-D1, producen

los fragmentos D2 y D3, con pesos
moleculares de 86 y 82 kDa
respectivamente (7).

La reaccion mas importante en el
sistema fibrinolitico es la conversién del
cimégeno plasmatico plasmindgeno
(Plg), a la serina proteasa Pli, mediante
la hidrdlisis del enlace peptidico Arg°°-
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Val®! (8), efectuada por los diferentes
activadores del Plg (9-11).

El Plg es una glicoproteina de una sola
cadena polipeptidica, compuesta por
791 residuos de aminoacidos (92 kDa)
(12) y un 2 % de carbohidratos (13).
La molécula es estabilizada por 24
puentes de disulfuro derivados de
enlaces entre cisteinas y contiene cinco
estructuras homologas denominadas
“kringles”, cada una de las cuales es
estabilizada por un arreglo especifico
de tres puentes de disulfuro (14). Se
conoce que la primera kringle presenta
afinidad por la fibrina asi como por la
a,—antiplasmina (15, 16); las kringles
comprendidas entre los aminoacidos
357-434 presentan afinidad por
agentes similares al &cido e-
aminocaproico (17, 18).

Se han encontrado y aislado dos
formas de Plg dependiendo del grado
de degradaciéon proteolitica. El Plg
humano nativo tiene el acido glutamico
como terminal-N y es conocido como
Glu-Plg; la Pli, puede romper un
enlace en la parte del terminal-N de la
molécula liberando un péptido de 8
kDa; generando de esta manera el
Lis’’-Plg; modificando las propiedades
fisicoquimicas y enzimoldgicas, si bien,
ambos Plgs son inactivos y enlazan la
fibrina, el Lis-Plg presenta una mayor
afinidad por esta (19, 20, 21).

La Pli, es una molécula de dos
cadenas unidas por dos puentes de
disulfuro; la cadena pequefa pesa 24
kDa vy contiene el sitio activo
enzimatico, la otra cadena pesa 68
kDa; esta corresponde a la parte
original del terminalN del Plg, la cual
contiene las cinco kringles vy los
carbohidratos (22).
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Hay dos tipos de deficiencias
hereditarias del Plg, la
hipoplasminogenemia, que se
caracteriza por una reduccién paralela
del Plg antigeno y su actividad cercana
al 50%, vy Ila displasminogenemia,
producida por una anormalidad
molecular; no obstante, ambas se
encuentran  relacionadas con el
desarrollo de trombosis venosa (23,
24).

Si bien, el Plg es una proteina que ha
sido intensamente estudiada en varias
especies, hace ya varias décadas, en la
cual se han realizando investigaciones
sobre sus isoformas tanto en animales
como en humanos, ningun trabajo ha
realizado estudios de isoformas en
electroforesis bidimensional. En este
estudio nos proponemos encontrar cual
es el comportamiento de degradacién
del Plg en las cinco especies vy
determinar el perfil de isoformas en
cada uno de ellos.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El acido e-amino caproico y el marcador
de peso molecular de alto rango fueron
de Sigma. El cloruro de sodio, fosfato
acido de sodio dihidratado, citrato de
sodio y acido citrico, proveidos por
Merck; los reactivos necesarios para
los geles mono y bidimensionales, asi
como los anfélitos en rango de pH 5-8
marca BioRad y la matriz insoluble
sefarosa-Lisina de la compaiiia
Amersham Biosciences. Todos los
reactivos y demas sustancias usadas
fueron grado analitico.

Purificacion de los plasminégenos

Las muestras de sangre de cada una de
las especies en estudio se recogieron
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en tampon citrato pH, 2.3 (25), sin
ningun inhibidor de proteasas. El
plasma se obtuvo por centrifugacién
refrigerada a 4°C. La purificacion de
los Plgs se realizé por cromatografia de
afinidad de acuerdo a Deutsch y Mertz
(26). El plasma se mezclé con
sefarosa-Lisina durante dos horas,
luego la matriz se empacé en una
columna y se lavdé con tampoén PBS
(NaHPO,. 2H,0 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH
7.3), hasta que la absorbancia fuera
menor o igual a 0.001. El Plg se eluyo
con 0.05 M de acido e-aminocaprdico
en PBS pH 7.3. La concentracién del
Plg se determiné por
espectrofotometria utilizando un
coeficiente de extincion de 16.8 (26).

Electroforesis Monodimensional SDS-
PAGE.

De las fracciones que contenian el Plg,
en cada una de las purificaciones se
tomaron 10 pL; antes de colocarlas en
los pozos, se llevaron a Speed Vac
(Eppendorf) por 5 min y
resuspendieron en 5 pL de H,0
destilada desionizada estéril; para su
desnaturalizacion, se les adicioné un
tampdén de carga que contenia B-
mercaptoetanol y se calentaron a 92
OC por 5 min. Se aplicaron 5 pL de
marcador de peso molecular de alto
rango, diluido y se procedié a correr de
acuerdo al método de Laemli (27). La
tincién de los geles (12.5%) se realizd
por coloracidn con nitrato de plata
(28).

Electroforesis Bidimensional 2D SDS-
PAGE

En este caso la Urea se aplicd6 como
agente denaturante en la primera
dimensién; después de preparar y
degasificar el gel, se aplicoé y dejd
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polimerizar por 1h aprox, tiempo en el
cual se prepararon las muestras de
igual manera que para SDS-PAGE
monodimensional con anfélitos de pH
en un rango entre 5 y 8
(isoelectroenfoque). Se tomaron 30 pL
de cada una de las muestras para la
primera dimension, corriéndose asi
cinco geles cilindricos, indicando que
cada uno de ellos tenia la proteina en
estudio purificada de las especies
estudiadas. Después de correr la
electroforesis de la primera dimensién,
se procedié a realizar la segunda
dimension, colocando los geles
cilindricos sobre el gel de poliacrilamida
y adicionando en el pozo restante el
marcador de peso molecular de amplio
rango. Finalmente, se corrio la
electroforesis y se realizo la tincion con
nitrato de plata con el fin de evidenciar
la presencia de proteinas en el gel.

RESULTADOS

El comportamiento de elusidn con acido
g-aminocaproico, de los Plgs de las
cinco especies, se encuentra resumido
en la figura 1, observandose que la
concentracién de Plg humano es cuatro
veces mayor que el canino; no obstante
se muestran concentraciones similares
en el resto de especies animales.

La figura 2 muestra la separacion
electroforética de los Plgs humano vy
equino. En ambas figuras, se puede
observar un comportamiento de
separacion similar de los diferentes
Plgs, exhibiendo bandas caracteristicas
correspondientes al Plg nativo = 92
kDa, en la banda A; en la banda B se
observa el Plg preactivado, es decir que
el Plg nativo ha perdido un péptido de
aproximadamente 8 kDa; las bandas C
(68 kDa) y E (24 kDa), corresponden a
las cadenas pesada y liviana de la Pli;
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los dos Plgs presentan una banda (D),
correspondiente a un péptido con un
peso molecular cercano a los 35 kDa.
Los Plgs, bovino, caprino y canino
presentaron un perfil electroforético
similar (figuras no publicadas).

La separacién de los Plg bovino y
caprino en geles bidimensionales
(punto isoelectrico  contra peso
molecular, pH x PM), se observa la
presencia de aproximadamente entre 9
y 8 isoformas respectivamente entre
92y 75 kDa; enlas figuras 3y 4, se
presentan dichos geles en el orden
anteriormente nombrado. Se observa
ademas una diferencia en los pHs,
donde las diferentes isoformas del Plg
canino son mas basicas que las
isoformas del Plg bovino, las cuales se
alejan un poco mas del pH 8, lo cual
estd demostrando una diferencia en
composicion ya sea en la parte
peptidica o (glicosidica. Llama la
atencion como la variacidbn en peso
molecular no es diferente. Incluso los
cinco Plgs estudiados (humano, equino,
bovino, caprino y canino) presentan
un peso molecular bastante similar. Por
el contrario se observo que en los cinco
Plgs, hay una variacidon el nimero de
isoformas y en los puntos isoeléctricos
(PI).

DISCUSION

La purificacién de los Plgs, de todas las
especies se realizd con un solo método
(26), si bien en la literatura existen
diferentes métodos (29, 30, 31, 32,
33), nunca se habian sometido a
purificacion, tantas especies de Plgs
bajo el mismo método; queda pues
claramente demostrado que los Plgs de
muchas especies mamiferas pueden
ser aisladas por el mismo método. Ello
demuestra ademas una afinidad muy
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parecida por el mismo tratamiento lo
cual muestra una enorme similitud
molecular en la composicién estructural
y de radicales, tanto de mondmeros
peptidicos como glicosidicos, sin ser por
ello idénticos.

La utilizacién de plasma sin inhibidor
contra las serina proteasas, demostro
ademas que los Plgs de todas las
especies estudiadas son degradadas de
forma idéntica, dando todos ellos un
prototipo electroforético similar, en la
electroforesis monodimensional se
presentan diferencias en cuanto a la
presencia de bandas no identificadas
entre los Plgs de las diferentes
especies, corroborandose en el estudio
electroforético bidimensional, donde en
todas las especies se encontraron un
namero elevado de isoformas, siendo el
bovino, el que mas isoformas presento.
Estos resultados nunca antes habian
sido reportados en el estudio de esta
molécula, lo que en la practica pone en
duda la determinacién cinética que se
ha hecho, sobre todo del Glu-Plg o
Plasminégeno nativo humano (20, 21,
34, 35). Ademas las diferencias en la
determinacion del pH de las diferentes
isoformas de los Plgs, muestra
variaciones en los PI de las cinco
especies aqui analizadas, lo cual estaria
estrechamente relacionado con |la
funcionalidad de estos Plgs: Posibles
diferencias en actividad del sistema
fibrinolitico entre estos mamiferos,
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composicién aminoacidica o glicosidica
(diferencias estructurales).

Queda pues abierta de nuevo Ila
necesidad de determinar la cinética del
Plasmindgeno humano, asi como la
determinacién por primera vez de las
cinéticas de algunas especies que aun
estan por determinar, y por ende ser
comparadas con la actividad cinética
del humano. Ademds se debe
determinar la cinética de las isoformas
presentes en las diferentes especies,
hecho éste que contribuird con mucha
informacién cientifica que fortalecera o
ampliara la visién bioldgica que hoy
tenemos del plasmindgeno, sobre todo
en el humano.
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Figura 1. Superposicion de los comportamientos de elusién con acido e-aminocaproico de
los Plgs de 5 especies animales a partir de 50 mL de plasma normal fresco.
La purificacién se llevdé a cabo por medio de cromatografia de afinidad en
sefarosa-lisina.
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Figura 2. Electroforesis SDS-PAGE 12.5% de los Plgs humano y equino. Las bandas A, B, Cy D,
corresponden a el Plg nativo, Plg activado, cadena pesada y liviana de la Pli
respectivamente; la banda E corresponde a degradaciones del Plg. No identificadas
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Figura 3. Electroforesis bidimensional del Plg bovino, donde se observa 9 isoformas con un peso
aproximado de 92 kDa, en el extremo izquierdo se aprecia el marcador de peso molecular de
alto rango.
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Figura 4. Electroforesis bidimensional del PIg canino, donde se observa 8 isoformas con un peso
molecular de 92 kDa, en el extremo izquierdo se aprecia el marcador de peso molecular de

alto rango
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